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(54) 사람 유두종 바이러스 항원과 스트레스 단백질을 포함하는융합 단백질을 포함하는 조성물에 의해

유도된 사람 유두종바이러스 항원에 대한 면역 반응

요약

본 발명은 사람 유두종 바이러스(HPV)에 의해 제공되거나, 자궁경부 및 기타 종양으로부터의 세포를 포함한 감염된 세포

에 의해 나타나는 HPV 단백질 항원에 대한 면역 반응, 바람직하게는 세포상, 특히 세포-매개된 세포용해성 면역 반응을

유도하기 위한 조성물에 관한 것이다. 한 양태에 있어서, 상기 조성물은 스트레스 단백질(또는 열 쇽 단백질(Hsp))에 결합

된 HPV 단백질 항원을 포함한다. 상기 HPV 단백질 항원은 화학적 접합에 의해 또는 연결 잔기를 이용하여 비공유적으로

스트레스 단백질에 결합시킬 수 있거나, HPV 단백질 항원 및 스트레스 단백질을 HPV 단백질 항원과 스트레스 단백질 서

열 모두를 함유하는 융합 단백질에 결합시킬 수 있다. 또 다른 양태에서는, 조성물이 HPV 단백질 항원을 암호화하는 서열

과 스트레스 단백질을 암호화하는 서열을 포함하는, 발현가능한 형태의 발현 벡터를 포함한다. 이 발현 벡터는 피검체의

세포내로 도입하거나, 이를 사용하여 생체외에서 피검체의 세포를 형질도입할 수 있기 때문에, 이로써 HPV 단백질 항원에

대한 피검체의 면역 반응을 자극하게 될 HPV 단백질 항원-스트레스 단백질 융합 단백질이 발현된다. 본 발명은 또한,

HPV 단백질 항원에 결합된 스트레스 단백질과 또 다른 약리학적으로 허용되는 성분을 포함하는 조성물; 스트레스 단백질
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-HPV 단백질 항원 융합물 및 접합체; 및 스트레스 단백질 및 HPV 단백질 항원 서열을 포함하는 융합 단백질을 암호화하

고 피검체의 세포에서 발현을 지시할 수 있는 발현 벡터에 관한 것이다. 본 발명은 또한 HPV, 및 HPV-관련 종양을 포함한

HPV 단백질 항원-제시 세포에 대한 면역 반응을 유도하기 위한 이들 조성물의 용도에 관한 것이다.

대표도

도 1

색인어

스트레스 단백질, 사람 유두종 바이러스(HPV) 단백질 항원, 세포성 면역 반응, 미코박테리아성 스트레스 단백질, 접합체,

융합 단백질, 발현 벡터

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 작제물 pET65H의 도식도이다.

도 2는 작제물 pET65HE6의 도식도이다.

도 3은 작제물 pET65HE7의 도식도이다.

도 4는 TC-1 종양 챌린지 후의 시간에 대한 종양 발생률을 나타내는 그래프이며, 이는 상기 종양에 대하여 Hsp65-E6 및

-E7 융합 단백질로 마우스를 성공적으로 면역시켰음을 입증한다.

도 5는 효과기 세포(effector cell) 대 표적 세포의 비에 대한 TC-1 종양 세포의 특이적 세포 용해율을 나타내는 그래프이

고, 이는 면역된 마우스에서 HPV 항원(E7)-발현 표적 종양 세포에 대한 세포-매개된 세포용해 반응을 입증한다.

도 6은 효과기 세포 대 표적 세포의 비에 대한 상이한 표적 세포의 용해율을 나타내는 그래프이고, 이는 면역된 마우스에

서 HPV E7-발현 표적 종양 세포에 대한 세포-매개된 세포용해성 면역 반응의 특이성을 입증한다.

도 7은 1.3 x 105개 TC-1 종양 세포가 투여되고 연속적으로 염수, 염수 중의 Hsp65-E7 융합 단백질 또는 염수/IFA 중의

E7 펩타이드가 주사된 마우스에서의 종양 세포 투여 후의 일수에 대한 종양 발생률을 나타내는 그래프이다.

도 8은 2 x 105개 TC-1 종양 세포가 투여되고 연속적으로 염수, 염수 중의 Hsp65-E7 융합 단백질 또는 염수/IFA 중의

E7 펩타이드가 주사된 마우스에서의 종양 세포 투여 후의 일수에 대한 종양 발생률을 나타내는 그래프이다.

도 9는 작제물 pET/E7(H)의 도식도이다.

도 10은 Hsp65-E7 융합 단백질 또는 E7 단백질로 면역시킨 마우스로부터 수득된 배양된 림프절 세포에 의한 티미딘 혼

입량을 나타내는 그래프를 수집한 것이다.

도 11은 TC-1 종양 세포를 갖는 마우스에서 종양 크기에 대한 Hsp-E7 융합 단백질 또는 E7로의 처리 효과를 나타내는

그래프이다.

도 12는 작제물 pET65C의 도식도이다.

도 13은 작제물 pET65C/E7-1N의 도식도이다.

발명의 상세한 설명

발명의 목적
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발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

사람 유두종 바이러스(HPV) 감염은 흔히 있는 일이며, 이러한 바이러스는 성행위를 매개로 전염될 수 있다. 성행위를 하

는 성인의 20 내지 80%가 감염된 것으로 추정된다. 대다수의 감염자가 무증후성이긴 하지만, 이러한 감염이 생식기 우췌

(genital wart) 및 항문생식관 암으로 발전할 수 있다. 성인 중 1 내지 5%가 생식기 우췌 증상을 나타낸다. 전세계 여성의

약 1%가 50세 이하 여성의 가장 높은 사망 원인 중의 하나인 자궁 경부암에 걸린다. 자궁 경부암은 HPV와 상당한 연관이

있다[참조: Frazer, Genitourin Med 72:398-403(1996)].

현재에는, HPV에 대한 어떠한 효과적인 치료 조성물이나 예방용 조성물, 즉, 백신도 입수가능하지 않기 때문에, 유효한 조

성물을 개발할 필요가 있다. 통상적인 사멸된 또는 살아 있는 약독화 백신에 대한 기대는 어려운 것으로 보인다. 상기 프라

저(Frazer)의 문헌에 따르면, HPV는 지금까지 세포 배양물에서 증식된 바가 없으며, HPV 감염의 종양-촉진 효과 뿐만 아

니라 HPV의 전체 종 특이성도 쉽게 극복될 수 없는 또 다른 어려움을 나타낸다[참조: Frazer, Genitourin Med 72:398-

403(1996)]. 주요 캡시드 단백질이 진핵 세포에서 발현될 때 아주반트 없이 면역원성인 바이러스-유사 입자를 형성시킨

다는 관찰 결과가 백신 개발에 대한 기본 원리를 제공할 수 있다는 것이 제안되었다[참조: Christensen et al., J Gen Virol

75:2271-6(1994); 및 PCT/EP95/03974 및 PCT/US95/12914].

HPV는 SV40 및 폴리오마바이러스를 포함하기도 하는 파포바비리대(papovaviridae)의 A 속에 속한다. 구조적으로는 상

당히 연관되어 있지만 DNA 서열 수준에서 50% 미만이 동일한 68가지 이상의 상이한 유형의 HPV에 대한 성상이 확인되

었다. 공지된 모든 유형은 특정 유형의 상피를 감염시키고 빈번히 상피 증식을 일으키는 상피친화성(epitheliotropic) 바이

러스이다. 몇 가지 유형은 통상의 우췌에서 확인된다. 23가지 유형이 여성과 남성의 항문생식관을 감염시키는 것으로 공지

되어 있다. 이들 유형의 HPV에 의해 야기된 항문생식기 질환의 범주에는 첨형 습우에서부터 침습성 편평 세포 암종까지가

언급된다. HPV DNA는 생검-확인된 편평 상피내 병변이나 자궁 경부 상피내 종양을 지닌 여성의 80% 이상에서 확인될

수 있다. HPV 16, 18 및 31을 포함한 몇몇 특정 유형은 매우 심각한 편평 상피내 병변과 자궁경부, 음문, 음경 및 항문의

침습성 암과 상당한 연관이 있다[참조: Lorincz et al., Obstet Gynecol 79:328-37(1992)]. 상기 프라저의 문헌에 따르

면, 자궁경부암의 90 내지 95%가 HPV와 연관이 있다[참조: Frazer, Genitourin Med 72:398-403(1996)]. HPV는 항문

생식계 암과 연관이 있을 뿐만 아니라, 인두암, 후두암 및 방광암에도 존재한다[참조: Brachman et al., Cancer Res

52:4832-6(1992); Rotola et al., Int J Cancer 52:359-65(1992)]. 최근의 연구 보고서에 HPV DNA가 또한 시험된 폐암

종의 30%에 존재하는 것으로 보고되었다. 동정된 유형에는 HPV 6, 11, 16, 18, 31 및 33이 포함된다[참조: Soini et al.,

Thorax 51:887-893(1996)]. 따라서, 암과 가장 종종 연관이 있는 것으로 밝혀진 HPV 유형은 6, 11, 16, 18, 31 및 33이

며, 이 중에서 자궁경부 암종의 90% 이상에서 검출되는 HPV 16 및 18[참조: van Driel et al., Ann Med 28:471-477

(1996)]이 가장 철저하게 연구되어 왔다.

유두종 바이러스는 7800 내지 7900 염기쌍의 이본쇄의 환상 DNA 게놈, 외피가 없는 비리온, 및 72개 캡소머로 이루어진

이십면체 캡시드를 갖는 DNA 바이러스이다. 상기 게놈은 3가지 주요 영역, 즉, 후기 유전자를 암호화하는 영역, 초기 유전

자를 암호화하는 영역 및 비암호화 영역을 함유한다[참조: Park et al., Cancer 76:1902-1913(1995)]. 상기 비암호화 영

역은 또한 상부 조절 영역으로서 지칭된다. 이 영역은 약 400 염기쌍의 길이이고 초기 및 후기 유전자의 발현을 조절하는

각종 전사 인자에 대한 결합 부위의 배열을 함유한다. 상기 후기 유전자 영역은 바이러스성 캡시드 단백질 L1 및 L2를 암

호화하는 2개의 별개의 개방 판독 프레임을 갖는다. 단백질 L1은 상이한 HPV 종에서 고도로 보존되는 주요 캡시드 단백

질이다. 초기 유전자 영역은 E1, E2, E4, E5, E6 및 E7로 명명된 6개의 개방 판독 프레임을 포함한다. 단백질 E6 및 E7은

바이러스 복제 뿐만 아니라 숙주 세포 불멸화 및 형질전환에 결정적인 종양단백질(oncoprotein)이다. 단백질 E1, E2 및

E4는 또한 바이러스 복제에 중요한 역할을 한다. 또한, E4는 상기 바이러스의 성숙에 관여한다. E5의 역할은 비교적 덜 공

지되어 있다.

악성 종양으로부터의 세포는 두 가지 중요한 성장 특징을 공유하고 있다. 이들은 불멸화되는데, 즉, 이들은 노쇠하지 않고

비부착증식(anchorage-independent growth)할 수 있다. HPV 16 또는 HPV 18 DNA를 불멸화된 설치류 세포내에 도입

하면 이들이 형질전환되는데, 즉, 이들이 기체(substratum)에 부착되지 않고서도 성장할 수 있는 능력과 마우스에게 주입

될 때 종양을 형성할 수 있는 능력을 획득하게 된다[참조: Crook et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:8820-24(1988)]

. HPV DNA를 초기 계대접종, 비-불멸화 세포에 도입하는 경우에 상이한 결과가 수득되는데; 즉, 상기 세포는 불멸화되지

만 형질전환되지는 않는다[참조: Woodworth et al., Cancer Res. 18:4620-28(1988)]. 따라서, 종양이 진행되는 한가지

경로는 세포의 불멸화를 초래하는 변화에 이어서 이들을 형질전환시켜 주는 HPV 유전자의 발현과 관련이 있다. 시험관내

에서 세포의 형질전환과 관련된 HPV 유전자는 E6 및/또는 E7을 암호화하는 유전자이다[참조: Bedell et al., J Virol

61:3635-40(1987)]. E6 및 E7 단백질이 세포내 형질전환을 야기시킬 수 있는 기전이 제안되었다[참조: Park et al.,

Cancer 76:1902-1913(1995) 및 이에 인용된 참조문헌].
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E6은 Zn-결합성 도메인을 함유하는 소형(대략 15,000MW) 폴리펩타이드이다. 이의 형질전환 기능에 대한 단서는 상기

단백질이 p53에 결합된다는 관찰 결과에 의해 제공된다. 이러한 p53 단백질은 세포 주기 진행을 음성적으로 조절해 주므

로 세포 성장과 분해도 음성적으로 조절하는 널리 공지된 종양 억제인자 단백질이다. E6이 p53에 결합되면, 후자 단백질

이 우비퀸화(ubiquination)되고 결국 분해되는데, 이러한 과정은 "E6-관련 단백질"로 칭해지는 또 다른 세포내 단백질과

관련이 있다. 결과적으로, E6을 발현시키는 세포는 p53의 기본 수준을 감소시킬 것이다. p53 수준은 DNA 손상에 반응하

여 상승된다. 이러한 증가된 수준으로 인해, 세포 주기 정지를 매개하는 단백질인 사이클린-의존성 키나제의 억제인자인

p21의 발현이 증진된다. 이러한 기전은 세포가 이의 복제에 앞서 손상된 DNA를 복구할 수 있는 시간 윈도우를 세포에게

제공하므로, 손상/돌연변이의 이론을 확립할 수 있을 것이다. p53의 E6-매개된 대사전환 증진은 이러한 기전이 작동되지

못하게 할 수 있다. 최근에는, E6이 p53의 분해를 촉진시킴으로써 세포 주기 조절에 영향을 줄 뿐만 아니라 더욱 최근에

는, p53이 DNA와 상호작용하는 것을 차단시킴으로써 세포 주기 조절에 영향을 주는 것으로 밝혀졌다[참조: Thomas et

al., Oncogene 10:261-8(1995)].

E7 단백질은 망막아종 유전자 생성물 Rb와 결합할 수 있는 소형(대략 10,000MW) Zn-결합성 인단백질이다. Rb는 전사

인자 E2F와 결합되어 이를 불활성화시키는 종양 억제인자이다. 후자 인자는 티미딘 키나제, c-myc, 디하이드로폴레이트

리덕타제 및 DNA 폴리머라제 알파를 암호화하는 것을 포함한 수많은 성장-관련 유전자의 전사를 조절한다. Rb-E2F 복

합체 형성은 후자 유전자가 G0 및 G1 상에서 발현되는 것을 방지하며, 이들의 발현을 상기 Rb-E2F 복합체가 해리되도록

예정된 S 상에 제한시키고, 활성 전사 인자 E2F를 방출시킨다. Rb-E7 복합체의 형성은 Rb-E2F 복합체의 형성을 방지시

키고, 프리-S 상이 단축되는 결과, 즉, 세포 주기를 통한 진행을 촉진시키는 결과를 수반한다. 이들 기전의 중요성과 상관

있는 증거는, 고도의 종양원성 HPV 유형(예를 들면, HPV 16 & 18)으로부터의 E6 단백질이 비-종양원성 유형으로부터의

상응하는 단백질보다 p53에 대한 친화성이 더 높다는 관찰 결과와 고도의 종양원성 유형으로부터의 E7 단백질이 비-종양

원성 유형으로부터의 상응하는 단백질보다 Rb에 대한 친화성이 더 높다는 관찰 결과에 의해 제공된다.

대다수의 자궁경부암과 전구체 병변에서는, HPV DNA가 숙주 세포 게놈내로 통합된다[참조: Cullen et al., J. Virol

65:606-12(1991)]. 대부분의 경우에서는, 통합이 E6/E7 영역은 본래대로 남겨 두면서 HPV 게놈성 DNA를 E1/E2 영역

에서 파쇄시키는 것으로 여겨진다. E1/E2 영역에서의 파쇄 결과로 인해, 두 가지 상이한 E2 단백질(이 중 보다 소형인 단

백질은 초기 유전자 발현의 전사 억제인자로서 작용한다)을 암호화하는 개방 판독 프레임이 끊어진다. 이로써 E6 및 E7

발현이 상향 조절된다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명은 일반적으로 사람 유두종 바이러스(human papillomavirus) 단백질 항원에 대한 면역 반응을 유도하기 위한, 결

합된 스트레스 단백질과 사람 유두종 바이러스 단백질을 포함하는 조성물 및 방법에 관한 것이다.

발명의 구성 및 작용

본 발명은 투여할 피검체에서 HPV 단백질 항원에 대한 면역 반응을 유도하기 위한 조성물에 관한 것이다. 이러한 면역 반

응은 HPV 단백질 항원에 대한 체액성 또는 세포성 반응, 특히 세포 매개된 세포용해성 반응일 수 있다. 당해 조성물은 예

방적 또는 치료적으로 사용될 수 있다. 예방적 적용에서는, 면역 반응의 유도가 고유 면역의 매우 낮은 배경 수준 이상의

면역 반응을 유발시키는 것을 지칭한다. 치료적 적용에서는, 피검체에서의 면역 반응의 유도는, 상기 바이러스에 의해 또

는 피검체의 감염되거나 형질전환된 세포에 의해 나타난 HPV 단백질 항원과 접촉시킴으로써 미리 유발된 반응을 양적으

로나 질적으로 초월하는 반응을 일으키는 것을 지칭한다. 특정 양태에서는, 당해 조성물을 사용하여 HPV 단백질 항원을

발현시키고 나타내는 종양 세포에 대한 면역 반응을 발생시킨다. 이들 양태에 있어서, 당해 조성물에 의해 표적화된 바람

직한 HPV 단백질 항원은 HPV-관련 종양에서 일관되게 발현되는 것으로 공지된 E6 및 E7 초기 바이러스성 단백질이다.

한 양태에 있어서, 당해 조성물은 스트레스 단백질(또는 열 쇽 단백질(Hsp))에 결합된 HPV 단백질 항원을 포함한다. 이러

한 HPV 단백질 항원은 화학적 접합에 의해 상기 스트레스 단백질에 결합될 수 있거나, 또는 항원과 스트레스 단백질이 이

러한 항원 및 스트레스 단백질 서열 모두를 함유하는 융합 단백질의 발현 및 분리를 허용하는 뉴클레오티드 수준으로 결합

될 수 있다. 당해 조성물을 피검체에 도입하거나 생체외에서 사용하여 HPV를 표적화하거나 이의 표적화를 매개하는 피검

체의 면역 세포의 증대 또는 HPV 단백질 항원을 나타내는 종양 세포를 포함한 세포의 증대를 자극하고/하거나 야기시킬

수 있다. 당해 조성물은 아주반트의 부재하에서 비-미립형(예를 들면, 바이러스 또는 바이러스-유사 입자의 일부분으로서

가 아님) 단백질 함유 용액으로서 투여될 때 면역 반응을 자극하는데 효과적이다.

또 다른 양태에 있어서, 당해 조성물은 HPV 단백질 항원과 스트레스 단백질을 암호화하는 핵산 서열을 포함한 발현 벡터

를 포함한다. 이러한 발현 벡터는 상기 암호화 서열의 전사 및 해독을 지시하는 서열 요소를 추가로 포함하고, 또한 피검체
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의 세포에서 핵산으로의 운반과 이의 영속성이나 증폭을 촉진시켜 주는 요소를 포함할 수 있다. 이러한 발현 벡터를 피검

체의 세포내로 도입할 수 있거나, 또는 이를 사용하여 피검체의 세포를 생체외에서 형질도입하여, HPV 단백질 항원에 대

한 면역 반응을 유도할 HPV 단백질 항원-스트레스 단백질 융합 단백질을 발현시킬 수 있다.

본 발명은 또한 또 다른 약리학적으로 허용되는 성분과 함께, 스트레스 단백질에 결합된 HPV 단백질 항원을 포함하는 조

성물에 관한 것이다. 한 양태에 있어서, 상기 조성물은 HPV 단백질 항원과 함께 결합된 스트레스 단백질을 포함하는 접합

체를 포함한다. 또 다른 양태에 있어서, 당해 조성물은 스트레스 단백질이 HPV 단백질 항원에 융합된 융합 단백질(예를 들

면, pET65HE6과 pET65HE7로부터 발현된 단백질)을 포함한다. 이들 조성물의 접합체 및 융합 단백질은 또한 피검체의

세포에서 스트레스 단백질 및 HPV 단백질 항원 서열을 포함하는 융합 단백질을 암호화하고 이의 발현을 지시할 수 있는

발현 벡터로서 청구된다.

본 발명은 또한 HPV 단백질 항원에 대한 면역 반응 및 특정 양태에서는, HPV 단백질 항원을 나타내는 종양에 대한 면역

반응을 증진시키기 위한 당해 조성물의 용도에 관한 것이다. 본원에서 인용된 과학 문헌 및 특허 공보로부터의 논문, 특히

본 발명의 조성물의 제조 방법과 용도에 관한 논문은 전문이 본원에 참조문헌으로 삽입된다.

본 발명은 HPV 단백질 항원을 나타내는 피검체 세포의 사람 유두종 바이러스에 대한 면역 반응을 피검체에서 유도하는 조

성물에 관한 것이다. 한 양태에 있어서, 당해 조성물은 HPV 단백질 항원 및 스트레스 단백질을 포함한다. 또 다른 양태에

있어서, 당해 조성물은 HPV 단백질 항원-스트레스 단백질 융합 단백질의 발현을 지시할 수 있는 발현 벡터를 포함한다.

본 발명의 조성물은 예방적으로 사용되어 HPV 단백질 항원에 대한 면역성을 부여할 수 있으며, HPV의 정착 및 증식, 또

는 HPV 단백질 항원을 발현시키고 나타내거나, 이의 일부분을 제시하는 피검체 세포의 정착과 증식을 억제한다. 당해 조

성물은 또한 미리 HPV로 감염된 피검체에서 치료적으로 사용되어, 추가의 바이러스성 증식을 억제하거나, HPV 항원을

발현시키고 나타내거나, 이러한 항원의 일부분을 제시하는 종양을 포함한, HPV 감염 결과로서 증식되는 피검체의 세포를

제거할 수 있다. 본 발명의 조성물에 의해 유도된 면역 반응의 표적으로서 HPV 단백질 항원이 본원에서 언급되는 경우, 이

러한 HPV 단백질 항원은 HPV의 표면 상에 나타나거나 피검체의 감염 세포 상에 나타난 완전한 HPV 단백질 또는 이러한

HPV 단백질의 폴리펩타이드(분자량 10kDa 초과) 부분 뿐만 아니라 예를 들면, 전형적인 MHC 계열 I 또는 II 경로를 통한

HPV 단백질의 프로세싱 및 제시의 결과로서 감염된 세포에 의해 발현된 펩타이드를 포함하는 것으로 이해해야 한다.

많은 상이한 유형의 HPV의 게놈 서열을 클로닝하고 DNA 서열 분석으로 성상을 확인한다. 완전한 또는 부분적 HPV 게놈

을 함유하는 세균성 벡터는, 예를 들면, 아메리칸 타입 컬쳐 컬렉션(ATCC)을 포함한 각종 공급원으로부터 입수가능하다.

본 발명의 실시에 유용한 또 다른 유형의 HPV를, 이를 위하여 앞서 확립된 바 있고 당해 분야에 널리 공지되어 있는 방법

으로 분리하고 유형을 결정할 수 있다.

HPV는 6개 또는 7개의 비-구조 단백질 및 2개의 구조 단백질을 발현시키며, 이들 단백질 각각은 원칙상, HPV 또는 감염

된 세포 제거를 목표로 하는 면역예방적 접근법이나 면역치료적 접근법을 위한 표적으로서 작용할 수 있다. 바이러스성 캡

시드 단백질 L1 및 L2는 후기 유전자에 의해 암호화되는 HPV의 구조 단백질이다. L1은 상이한 HPV 종 중에서 고도로 보

존되는 주요 캡시드 단백질이다. 상기 7개의 비-구조 단백질은 초기 바이러스성 유전자의 생성물이다. 단백질 E1, E2 및

E4는 바이러스 복제에 중요한 역할을 한다. 단백질 E4는 바이러스의 성숙에 부가적으로 작용한다. E5의 역할은 비교적

덜 공지되어 있다. 단백질 E6 및 E7은 바이러스 복제 뿐만 아니라 숙주 세포 불멸화 및 형질전환에 결정적인 종양단백질

이다. 본 발명의 조성물에 혼입될 수 있는 이들 단백질이 HPV 단백질 항원으로서 지칭된다.

HPV-관련된 암의 예방 및 치료에 본 발명을 적용시키는데 있어서 특히 중요한 것은 HPV E6 및 E7 단백질이 자궁경부암

에서 일관되게 발현된다는 관찰 결과이다[참조: Zur Hausen, Appl. Pathol. 5:19-24(1987); Pater 및 Pater, Virology

145:313-8(1985)]. 문헌[참조: Kinoshita et al., Br. J. Cancer 71:344-9(1995)]에서는 E6 및 E7 유전자가 또한 폐암

에서도 발현된다는 것을 입증하고 있다. 더우기, E7에 대한 몇몇 천연 면역(체액성) 반응이 자궁경부암 환자에게서 인지되

었다[참조: Jochmus-Kudielka et al., J. Nat'l Cancer Inst. 81:1698-704(1989)]. 최종적으로, 모델 연구 결과, 변형된

E7 단백질로 면역시키면, 활성화된 c-Ha-ras 유전자 및 HPV E6/E7 유전자로 형질전환된 폐 세포로의 챌린지로부터 마

우스가 보호되는 것으로 나타났다[참조: Lin et al., Cancer Res. 56:21-26(1996)]. 이들 단백질이 HPV 감염 결과로서

야기되는 암에서 전형적으로 발현된다는 사실, 동일한 단백질이 또한 상기 암의 진행과 유지에 중요한 역할을 할 것으로

가장 예상되는 종양원이라는 사실, 및 면역 반응이 이들 단백질에 대해 지시될 수 있다는 사실로 미루어 볼때, E6 및 E7이

면역조정 또는 예방에 바람직한 표적이고, 따라서 HPV-관련된 암을 예방하거나 치료하는데 사용될 본 발명의 조성물의

바람직한 HPV 단백질 항원이다.
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몇몇 동물 모델에서는, 세포독성 T 세포(CTL) 펩타이드가 특정 바이러스에 대한 보호 면역성을 유도할 수 있는 것으로 나

타났다[참조: Kast 및 Melief, Immunol. Lett. 30:229(1991)]. 면역적격 개개인에서 보다 면역억제된 개개인에게서 훨씬

더 자주 자궁경부암이 발병되는 것으로 관찰되었다[참조: Schneider et al., Acta Cytologica 27:220-4(1983)]. 이는 면

역계, 특히 T 세포계의 세포성 암(arm)이 HPV-관련된 악성종양에 대한 면역학적 방어에 매우 중요하다는 것을 강력히 제

시하고 있다. E6- 및 E7-형질전환된 세포에 대한 보호 면역성을 생성시키는데 있어서의 CTL 반응의 중요성을 뒷받침해

주는 증거는, HPV 16 E7의 관련된 CTL 에피토프로 예방접종한 마우스가 이식가능한 HPV 16-유도된 종양에 대해 보호

되었다는 실험으로부터 얻은 것이다[참조: Feltkamp et al., Eur. J. Immunol. 23:2242(1993)]. 본 발명은 스트레스 단백

질을 HPV 단백질 항원에 결합시키면, 이와 같이 결합된 HPV 단백질 항원에 대한 세포성, 특히 세포-매개된 세포용해성

반응(이러한 반응은 HPV 항원을 나타내는 세포를 사멸시킬 수 있음)을 강력하게 자극하는 조성물이 생성된다는 본 발명

자들의 관찰 결과를 근거로 한 것이다.

본 발명의 HPV 단백질 항원은 임의의 HPV-암호화된 폴리펩타이드일 수 있다. 또한, 이는 상기 HPV 단백질의 특정 부분

일 수 있는데, 단, 이러한 부분은 스트레스 단백질과 결합될 때, 감염된 세포에 의해 나타나거나 HPV에 의해 제공된 HPV

단백질 항원에 대한 면역 반응을 유도하는 능력을 보유해야 한다. 완전한 HPV 단백질 항원보다는 오히려 HPV 항원의 각

종 부분을 포함하는 본 발명의 조성물은 이후 본원에 기재되거나 다음 분자 생물학 및 생화학 문헌에 기재된 방법과 같은

통상적인 방법으로 제조할 수 있다[참조: Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold

Spring Harbor Laboratory Press(1989); Deutscher, M., Guide to Protein Purification Methods Enzymology, vol.

182. Academic Press. Inc., San Diego, CA(1990)]. HPV 단백질 항원의 특정한 부분을 갖는 각 조성물을 대상으로 하

여, 다음에 기재된 실시예에 언급된 바와 같은 실험에서 이러한 HPV 단백질 항원에 대한 면역 반응 정도와 질을 알아보기

위해 시험한다. 최소한, 본 발명의 조성물 중의 HPV 단백질 항원은 HPV 단백질의 하나 이상의 B 또는 T 세포 에피토프

(예를 들면, CTL 또는 T 헬퍼 세포 에피토프)를 함유할 것이다. 본 발명의 조성물을 언급하는 경우, 용어 "HPV 단백질 항

원"은 HPV 단백질 항원의 부분들을 포함하는데, 단, 이러한 부분들은 감염된 세포에 의해 나타나거나 HPV에 의해 제공된

HPV 단백질 항원에 대한 면역 반응을 유도하는 능력을 보유해야 한다.

E6 및 특히 E7은 형질전환성 단백질이다. HPV 단백질 항원으로서 완전한 HPV E6 또는 E7 단백질 서열을 포함하거나 형

질전환 능력을 보유하기에 충분히 완전한 부분을 포함하는 조성물에서는, 이러한 항원의 형질전환 특성이 HPV 항원을 제

조하는 방법에 따라서 상당한 위험을 나타내거나 나타내지 않을 수 있다. 예를 들면, HPV 단백질 항원 또는 이러한 항원을

포함하는 조성물을 DNA 오염 위험을 수반하는 재조합 기술에 의해 제조하는 경우에는, 상기 항원의 형질전환 능력을 제

거하는 단계를 취하는 것이 유익할 수 있다. 완전한 HPV E6 또는 E7 단백질 서열을 포함하거나 형질전환 능력을 보유하

기에 충분히 완전한 부분을 포함한 융합 단백질의 발현을 피검체에서 지시하는 발현 벡터를 포함한 조성물을 이용하는 경

우에는, 단백질 생성물에 형질전환성을 부여하는 서열을 제거하는 것이 필요할 수 있다. E6 및 E7의 비-형질전환성 변이

체는 E6 서열과 E7 서열을 융합시킴으로써 수득한다(PCT/AU95/00868). 따라서, E6 또는 E7 서열과 스트레스 단백질

서열을 포함한 특정의 융합 단백질이 이미 비-형질전환성일 수 있다. 또 다른 한편, 당해 분야에 널리 공지되어 있고 또한

PCT/AU95/00868에 기재되어 있는 기술을 사용하여 서열을 E6 또는 E7로부터 선택적으로 결실시킬 수 있다. 이러한 결

실은 E6 또는 E7 서열만을 발현시키는 발현 벡터 또는 E6- 또는 E7-스트레스 단백질 융합 단백질을 발현시키는 벡터에

서 이루어질 수 있다. 이러한 조작의 결과는 결실 단백질의 형질전환 능력을 형질감염 실험에서 시험함으로써 평가될 수

있다. 예를 들면, NIH3T3 세포를 결실 단백질에 대한 유전자를 포함한 발현 벡터로 형질감염시킬 수 있으며, 형질전환 능

력은 연질 한천에서의 콜로니-형성 검정으로 평가할 수 있다. 이러한 특정한 시험은 또한 PCT/AU95/00868에 기재되어

있다.

본 발명의 한 양태에 있어서, 조성물은 2개의 잔기, 즉, 스트레스 단백질 및 세포성 면역 반응이 요망되는 HPV의 단백질

항원을 포함한다. 이러한 두 잔기를 결합시켜 단일 단위를 형성시킨다. 이러한 두 잔기를 접합시켜, 즉, 스트레스 단백질과

HPV 단백질 항원간의 공유 결합을 통하여 연결시킬 수 있다[참조: Hermanson, G.T., Bioconjugate Techniques,

Academic Press, Inc., San Diego, CA(1996); Lussow, A.R. et al., Eur. J. Immun. 21:2297-2302(1991); Barrios, C.

et al., Eur. J. Immun. 22:1365-1372(1992)]. 또 다른 한편, 재조합 기술을 사용하여 두 잔기를 연결시켜 발현시킬 수 있

으며, 그 결과 단일 분자내에 스트레스 단백질 및 HPV 단백질 항원을 포함하는 재조합 융합 단백질이 생성된다. 이로써,

단일 재조합 분자를 생산 공정에서 제조하고 정제하는 것이 가능해진다. 상기 두 잔기는 또한 비공유적으로 결합시킬 수

있다. 공지된 몇몇 고-친화성 상호작용을 변형시켜 두 잔기를 비공유적으로 결합시킬 수 있다. 예를 들면, 바이오틴 그룹

을 HPV 단백질 항원에 가할 수 있으며, 결합시킬 스트레스 단백질을 아비딘-스트레스 단백질 융합 단백질로서 발현시킬

수 있다. 이러한 아비딘-스트레스 단백질 융합 단백질은 바이오티닐화 HPV 단백질 항원에 강력하게 결합될 것이다. 유사

하게, HPV 단백질 항원의 특정 부분을 완전한 스트레스 단백질에 결합시키거나 이러한 스트레스 단백질의 특정 부분에 결

합시킬 수 있으며, 스트레스 단백질의 특정 부분을 완전한 HPV 단백질 항원 또는 이러한 HPV 단백질 항원의 특정 부분에
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결합시킬 수 있는데, 단, 각각의 부분들은 투여될 피검체에서 HPV 단백질 항원에 대한 면역 반응을 유도하기에 충분해야

한다. 또 다른 양태에서는, 조성물이 HPV 단백질 항원-스트레스 단백질 융합 단백질의 발현을 지시할 수 있는 발현 벡터

를 포함한다.

모든 적합한 스트레스 단백질(열 쇽 단백질(hsp))을 본 발명의 조성물에 사용할 수 있다. 예를 들면, 본 실시예에 기재된 바

와 같이, Hsp60 및/또는 Hsp70을 사용할 수 있다. 스트레스 단백질을 일반적으로 논의해 보면, 세포는 스트레스 유전자

또는 열 쇽 유전자로서 통상 지칭되는 유전자 그룹의 발현을 증가시킴으로써 스트레스 인자(전형적으로 열 쇽 처리)에 반

응한다. 열 쇽 처리는 세포 또는 유기체를 세포가 적응되는 온도보다 1℃ 내지 수 ℃ 높은 온도에 노출시키는 것을 포함한

다. 이러한 유전자의 도입에 부합하여, 상응하는 스트레스 단백질의 수준이 스트레스 받은 세포에서 증가된다. 본원에서

사용된 바와 같이, "열 쇽 단백질" 또는 "Hsp"로서 공지되기도 한 "스트레스 단백질"은 스트레스 유전자에 의해 암호화되는

단백질이므로, 전형적으로 유기체에 스트레스 인자를 노출시키거나 이와 접촉시킬 때 상당히 많은 양이 생성된다. "열 쇽

유전자"로서 공지되기도 한 "스트레스 유전자"는 본원에서, 유기체(상기 유전자를 함유함)를 스트레스 인자, 예를 들면, 열

쇽, 저산소증, 글루코즈 결손, 중금속 염, 에너지 대사 및 전자 수송의 억제인자 및 단백질 변성제에 노출 또는 접촉시키거

나 특정의 벤조퀴논 안사마이신에 노출 또는 접촉시킴으로 인해 활성화되거나 탐지가능한 수준으로 상향 조절되는 유전자

로서 사용된다[참조: Nover, L., Heat Shock Response, CRC Press, Inc., Boca Raton, FL(1991)]. "스트레스 유전자"

는 또한 공지된 스트레스 유전자 계열내의 동종 유전자, 예를 들면, Hsp70 및 Hsp90 스트레스 유전자 계열내의 특정한 유

전자를 포함하지만, 이러한 동종 유전자가 스트레스 인자에 의해 자체적으로 유도되지는 않는다. 본 명세서에서 사용된 바

와 같은 용어 스트레스 유전자 및 스트레스 단백질 각각은 본원에서 달리 언급되지 않는 한 서로를 포함할 수 있다.

특정한 양태, 예를 들면, 스트레스 단백질과 HPV 단백질 항원간의 화학적 접합체를 포함하는 경우에는, 본 발명에서 사용

된 스트레스 단백질은 분리된 스트레스 단백질인데, 이는 상기 스트레스 단백질을, 이들을 생산하는 숙주 세포로부터 선별

하여 분리하였음을 의미한다. 이러한 분리는 본원에 기재된 바와 같이 수행하고 당해 분야에 공지된 통상의 단백질 분리

방법을 사용하여 수행할 수 있다[참조: Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.(1982); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed.,

Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989); Deutscher, M., Guide to Protein Purification Methods Enzymology,

vol. 182. Academic Press. Inc., San Diego, CA(1990)].

세균에서는, 우세한 스트레스 단백질이 분자 크기가 각각 약 70 및 60kDa인 단백질이며, 이는 통상 Hsp70 및 Hsp60으로

각각 지칭된다. 이들 및 기타 특이적 스트레스 단백질 및 이들을 암호화하는 유전자가 다음에 추가로 논의된다. 세균에서

는, Hsp70 및 Hsp60이 전형적으로, 나트륨 도데실 설페이트 폴리아크릴아미드 겔 전기영동 및 염색물 쿠마시 블루

(Coomassie blue)를 이용하는 염색 패턴을 기초로 하여 세포 단백질의 약 1 내지 3%을 나타내지만, 스트레스가 많은 조

건하에서는 25% 정도로 높은 수준으로 축적된다. 스트레스 단백질은 단백질 합성, 세포내 트래픽킹(trafficking) 및 단백

질 복합체의 조립 및 해체와 같은 중요한 세포내 과정에 관여하는 것으로 보인다. 스트레스 동안에 합성된 스트레스 단백

질의 증가된 양은 주로, 유도된 단백질 비-폴딩의 결과를 최소화하는데 제공된다. 실제로, 스트레스 단백질의 합성을 유도

하는 약한 수준의 스트레스가 가해지는 조건에 세포를 미리 노출시키면, 세포를 후속적인 보다 심각한 스트레스의 유해한

영향으로부터 보호할 수 있다.

주요 스트레스 단백질은 지금까지 조사된 모든 유기체와 조직 유형에서 발현되는 것으로 여겨진다. 또한, 이러한 스트레스

단백질은 지금까지 동정된 단백질의 가장 고도로 보존된 그룹을 나타낸다. 예를 들면, 광범위하게 다양한 유기체 중에서의

스트레스 단백질을 비교할 경우, Hsp90 및 Hsp70은 아미노산 수준에서 50% 이상의 동일성을 나타내며, 동일하지 않은

위치에서 많은 유사성을 공유하고 있다. 종내에서의 특정한 스트레스 단백질 계열의 상이한 구성원간에는 유사하거나 보

다 높은 수준의 상동성이 존재한다는 것을 인지해야 한다.

스트레스 단백질을 암호화하는 유전자가 세포 또는 유기체의 게놈내에 단일 복사물로 존재하거나 동일하지 않은 다중 복

사물로 존재할 수 있다. 예를 들면, 사람 게놈은 hsp100 유전자 1개 이상의 복사물, 2개 이상의 상이한 hsp90 유전자, 10

개 이하의 hsp70 유전자(이 중 적어도 몇개는 동일하지 않은 복사물이다), 수 개의 T 복합체 유전자(Tcp 유전자) 및 관련

미토콘드리아 단백질 Hsp60을 암호화하는 1개 이상의 유전자를 함유할 뿐만 아니라 분자 크기가 20 내지 30kDa 범위인

Hsp를 암호화하는 소형 hsp 유전자의 3개 이상의 복사물을 함유하는 것으로 밝혀졌다. 대부분 계열의 스트레스 단백질에

서는, 발현 수준이 비교적 높고, 전적으로 구성적(constitutive)이거나 단지 약하게 열 쇽-유도성인 유전자가 1개 이상 존

재한다. 또한, 여러 계열의 스트레스 유전자는 열에 의해 상향 조절되지 않으나, 증가된 칼슘 수준 등과 같은 다른 자극에

의해 상향 조절되는 구성원을 포함한다.

스트레스 단백질, 특히 Hsp70, Hsp60, Hsp20 내지 30 및 Hsp10은, 미코박테륨 튜베르쿨로시스(Mycobacterium

tuberculosis) 및 미코박테륨 레프래(Mycobacterium leprae)에 의한 감염에 대한 면역 반응에서 숙주 면역계에 의해 인
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식된 주요 결정기들이다[참조: Young, R.A., 및 Elliott, T.J., Stress Proteins, Infection, And Immune Surveillance,

Cell 50:5-8(1989)]. 추가로, 몇몇 래트 관절염원성(arthritogenic) T 세포가 Hsp60 에피토프를 인식한다[참조: Van

Eden, W. et al., Nature 331:171-173(1988)]. 그러나, 미코박테리아성 감염이나 자가면역 질환 병력이 없는 건강한 개

개인을 포함한 개개인이 또한 세균성 Hsp60 에피토프와 사람 Hsp60 에피토프 모두를 인식하는 T 세포를 수반하며; 감마

-델타 T 세포 수용체의 발현을 특징으로 하는 건강한 개개인에게서 T 세포의 상당 부분이 자체 스트레스 단백질과 외래

스트레스 단백질 모두를 인식한다[참조: O'Brien, R. et al., Cell 57:664-674(1989)]. 따라서, 개개인, 심지어 건강한 개

개인도 외래 스트레스 단백질과 자체 스트레스 단백질 에피토프 모두를 인식하는 T-세포 집단을 보유하고 있다.

스트레스 단백질 에피토프를 인식하는 이러한 시스템은 아마도 침입하는 유기체에 대한 "초기 방어 시스템"을 구성하고 있

다[참조: Murray, P.J. 및 Young, R.A., J. Bacteriol 174:4193-6(1992)]. 이 시스템은 세균과 바이러스의 빈번한 자극에

의해 유지될 수 있다. 앞서 논의된 바와 같이, 건강한 개개인은 자체 스트레스 단백질을 인식하는 T 세포 집단을 갖는다.

따라서, 자가 반응성 T 세포의 존재가 정상적인 건강인에게 적합하며 자가면역 질환을 유발시키지 않는데, 이는 개개인내

에서의 스트레스 단백질의 안전성을 입증한다. 스트레스 단백질의 안전성은, 미코박테륨 튜베르쿨로시스에 대해 보호성이

기도 한 스트레스 단백질에 대한 면역 반응을 유도하는 BCG(Bacille Calmerte Guerin; Mycobacterium bovis의 한 균주

임) 예방접종의 성공과 상대적인 안전성에 의해 추가로 입증된다.

본 발명에서 사용하기 위한 스트레스 유전자 및 단백질의 계열은 당해 분야에 널리 공지되어 있고, 예를 들면, Hsp100-

200, Hsp100, Hsp90, Lon, Hsp70, Hsp60, TF55, Hsp40, FKBP, 사이클로필린, Hsp20-30, ClpP, GrpE, Hsp10, 우비

퀴틴, 칼넥신 및 단백질 디설파이드 이소머라제가 있다[참조: Macario, A.J.L., Cold Spring Harbor Laboratory Res.

25:59-70, 1995; Parsell, D.A. & Lindquist, S. Ann. Rev. Genet. 27:437-496(1993); 미국 특허 제5,232,833호

(Sanders et al.)]. 스트레스 단백질의 특정한 그룹으로는 Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp20-30이 있고, 추가로 바람직하게

는 Hsp70 및 Hsp60이 있다.

Hsp100-200의 예로는 Grp170(글루코즈-조절된 단백질용)이 있다. Grp170은 프리-골지 구획에서 ER의 루멘에 내재하

며 면역글로불린 폴딩과 조립에서 일정 역할을 할 수 있다.

Hsp100의 예로는 포유동물 Hsp110, 효모 Hsp104, ClpA, ClpB, ClpC, ClpX 및 Clpy가 있다. 효모 Hsp104 및 이. 콜라

이 ClpA는 6량체 입자를 형성하고 이. 콜라이 ClpB는 4량체 입자를 형성하며 이의 조립은 아데닌 뉴클레오티드 결합을 요

구하는 것으로 보인다. Clp 프로테아제는 ClpP(단백질 분해성 아단위)와 ClpA로 구성된 750kDa 헤테로올리고머를 제공

한다. ClpB-Y는 ClpA와 구조적으로 관련이 있지만, ClpA와 달리, 이는 ClpB와 복합체를 형성하는 것으로 여겨지진 않는

다.

Hsp90의 예로는 이. 콜라이에서의 HtpG, Hsp83 및 Hsc83 효모, 및 사람에 있어서의 Hsp90알파, Hsp90베타 및 Grp94

가 있다. Hsp90은 단백질 그룹과 결합되며, 이러한 단백질은 전형적으로, 스테로이드 호르몬 수용체(예: 글루코코르티코

이드, 에스트로겐, 프로게스테론 및 테스토스테론 수용체), 전사 인자, 및 시그날 전달 기전에서 중요한 역할을 하는 단백

질 키나제와 같은 세포성 조절 분자이다. Hsp90 단백질은 또한 기타 스트레스 단백질을 포함하는 크고 풍부한 단백질 복

합체의 형성에 참여한다.

Lon은 이. 콜라이에서 비-천연 단백질을 분해하는 ATP-의존성 프로테아제로서 작용하는 4량체 단백질이다.

Hsp70의 예로는 포유동물 세포로부터의 Hsp72 및 Hsc73; 세균, 특히 미코박테륨 레프래(Mycobacterium leprae), 미코

박테륨 튜베르쿨로시스 및 미코박테륨 보비스(Mycobacterium bovis)(예를 들면, Bacille-Calmette Guerin; Hsp71로 지

칭됨) 등의 미코박테리아로부터의 Dnak; 에스케리키아 콜라이(Escherichia coli), 효모 및 기타 원핵생물로부터의 Dnak;

및 BiP 및 Grp78이 있다. Hsp70은 ATP 뿐만 아니라 비-폴딩된 폴리펩타이드 및 펩타이드와 특이적으로 결합될 수 있기

때문에, 단백질 폴딩과 비-폴딩에 관여할 뿐만 아니라 단백질 복합체의 조립과 해체에 관여할 수 있다.

Hsp60의 예로는 미코박테리아로부터의 Hsp65가 있다. 세균성 Hsp60은 또한 이. 콜라이로부터의 GroEL과 같은 GroEL

로서 통상 공지되어 있다. Hsp60은 대형 호모올리고머성 복합체를 형성하며, 단백질 폴딩에 중요한 역할을 하는 것으로

여겨진다. Hsp60 동족체가 진핵생물의 미토콘드리아 및 엽록체에 존재한다.

TF55의 예로는 Tepl, TRiC 및 테르모솜(thermosome)이 있다. 이러한 단백질은 전형적으로 진핵생물 및 몇몇 원시세균

(archaebacteria)의 세포질에서 발생되고 단백질 폴딩을 증진시키는 다중-원 환을 형성한다. 이는 또한 Hsp60과 약간의

상동성을 나타낸다.
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Hsp40의 예로는 이. 콜라이 및 미코박테리아 등의 원핵생물로부터의 DnaJ; 및 HSJ1, HDJ1 및 Hsp40이 있다. Hsp40은

여러 세포내 활성 중에서, 단백질 폴딩, 내열성 및 DNA 복제에서 분자 샤프롱(chaperone)으로서의 역할을 한다.

FKBP의 예로는 FKBP12, FKBP13, FKBP25 및 FKBP59, Fpri 및 Nepl이 있다. 이 단백질은 전형적으로, 펩티딜-프롤릴

이소머라제 활성을 지니고 있으며 FK506 및 라파마이신 등의 면역억제제와 상호작용한다. 이 단백질은 전형적으로, 세포

질과 소포체에서 발견된다.

사이클로필린의 예로는 사이클로필린 A, B 및 C가 있다. 이 단백질은 펩티딜-프롤릴 이소머라제 활성을 지니고 있으며 면

역억제제 사이클로스포린 A와 상호작용된다. 이러한 단백질 사이클로스포린 A는 칼시뉴린(calcineurin)(단백질 포스파타

제)에 결합된다.

Hsp20-30은 소형 Hsp로서 지칭되기도 한다. Hsp20-30은 전형적으로, 대형 호모올리고머성 복합체에서 발견되거나, 또

는 가능하게는, 유기체 또는 세포 유형이 몇몇 상이한 유형의 소형 Hsp를 발현시키는 헤테로올리고머성 복합체에서 발견

된다. Hsp20-30은 세포골격의 구조와 상호작용하며, 액틴의 중합/탈중합 반응에서 조절 역할을 할 수 있다. Hsp20-30은

휴지기 세포가 성장 인자에 노출되거나 스트레스를 받을 때 신속하게 포스포릴화된다. Hsp20-30 동족체로는 알파-크리

스탈린이 있다.

ClpP는 비정상적인 단백질의 분해와 연관된 이. 콜라이 프로테아제이다. ClpP의 동족체가 엽록체에서 발견된다. ClpP는

ClpA와 헤테로올리고머성 복합체를 형성한다.

GrpE는 스트레스-손상된 단백질의 보호 뿐만 아니라 손상된 단백질의 분해 모두에 관련되는 약 20kDa의 이. 콜라이 단백

질이다. GrpE는 이. 콜라이에서 스트레스 유전자 발현의 조절에 관여한다.

Hsp10의 예로는 GroES 및 Cpn10이 있다. Hsp10은 전형적으로 이. 콜라이에서 발견되고 진핵 세포의 미토콘드리아와 엽

록체에서 발견된다. Hsp10은 Hsp60 올리고머와 연합되는 7-원 환을 형성한다. Hsp10은 또한 단백질 폴딩에 관여한다.

우비퀴틴은 ATP-의존성 사이토졸 프로테아제에 의한 단백질은 단백질 분해적 제거에 협조하여 이러한 단백질과 결합하

는 것으로 밝혀졌다.

특정한 양태에서는, 본 발명의 스트레스 단백질은 엔테로박테리아, 미코박테리아(특히 엠. 레프래, 엠. 투베르쿨로시스,

엠. 바케(M. vaccae), 엠. 스메그마티스(M. smegmatis) 및 엠. 보비스), 이. 콜라이, 효모, 드로소필라(Drosophila), 척추

동물, 조류, 치킨, 포유동물, 랫트, 마우스, 영장류 또는 사람으로부터 수득된다.

스트레스 단백질은 산성 또는 염기성 형태일 수 있거나 중성 형태일 수 있다. 또한, 개개의 아미노산 잔기를 산화 또는 환

원시켜 변형시킬 수 있다. 더우기, 아미노산 또는 핵산 서열에 대해 각종 치환, 결실 또는 부가가 이루어질 수 있으며, 이의

최종적인 효과는 스트레스 단백질의 증가된 생물학적 활성을 보존시키거나 추가로 증진시키는 것이다. 암호 축퇴성

(degeneracy)으로 인해, 예를 들면, 동일한 아미노산 서열을 암호화하는 뉴클레오티드 서열에 상당한 차이가 있을 수 있

다. 본 발명은 또한 스트레스 단백질의 부분이나 스트레스 단백질로부터 수득된 펩타이드를 이용하여 사용하기에 적합한

데, 단, 이러한 부분이나 펩타이드는 선택된 HPV 단백질 항원에 대한 면역 반응을 증진시키는 것과 관련된 에피토프를 포

함해야 한다. 스트레스 단백질의 부분들은 프로테이나제를 사용하여 분해함으로써 수득하거나, 또는 스트레스 단백질-암

호화 뉴클레오티드 서열(단독이거나 또 다른 단백질-암호화 핵산 서열과 융합됨)의 일부만을 발현시키는 것과 같은 재조

합 방법으로 수득할 수 있다. 펩타이드도 또한 이러한 방법으로 생성시키거나 화학적 합성에 의해 생성시킬 수 있다. 이러

한 스트레스 단백질은 공지된 각종 기술에 의해 특정 부위에 도입된 돌연변이를 포함할 수 있다[참조: Sambrook et al.,

Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press(1989); Drinkwater and

Klinedinst Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:3402-3406(1986); Liao 및 Wisc, Gene 88:107-111(1990); Horwitz et

al., Genome 3:112-117(1989)]. 본원에서 사용된 바와 같은 용어 스트레스 단백질은 스트레스 단백질의 상기와 같은 부

분과 펩타이드를 포함하는 것으로 간주된다.

스트레스 유전자 또는 단백질로서 고려중인 유전자 또는 단백질을 동정하는 방법은 당해 분야에 널리 공지되어 있다. 예를

들면, 특정한 스트레스 단백질 계열의 유전자 및 단백질의 보존은, 예를 들면, 핵산 하이브리드화 또는 핵산 또는 아미노산

서열화에 이은 컴퓨터 비교 분석에 의해, 고려중인 유전자/단백질의 뉴클레오티드 또는 아미노산 서열을 Dnak, GroEL 또

는 DnaJ 등의 널리 공지된 스트레스 유전자와 비교할 수 있게 해준다[참조: Voellmy, R. et al., Proc. Nat'l Acad. Sci.

USA 82:4949-4953(1985)]. 또 다른 한편, 검정을 이용하여 선택된 스트레스 단백질의 필수 구조적 특징 및/또는 기능성
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을 확인하고/하거나 이들을 구별할 수 있다. 예를 들면, 항-Hsp 항체를 사용하여 발현 라이브러리를 스크리닝할 수 있다.

Hsp90은 벤조퀴논 안사마이신 겔다나마이신과 고친화성으로 결합되는 것으로 널리 공지되어 있다. 따라서, 겔다나마이신

을 사용하여 발현 라이브러리를 스크리닝하여 벤조퀴논 안사마이신과 결합하는 단백질로서 Hsp90의 추정상의 동족체를

밝혀낼 수 있다. 분리된 핵산에 의해 암호화된 단백질의 성질은 항체를 이용한 검정을 포함한 기타 검정에 의해 추가로 확

인할 수 있다[참조: Antibodies: A Laboratory Manual. Harlow 및 Lane(eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press

(1988)]. 또한, 소정의 스트레스 단백질의 생물학적 활성을 활용할 수 있다[참조: Guidon, P.T. 및 Hightower, L.E.,

Biochem. 25:3231-3239(1986)]. 예를 들면, Hsp70은 ATP와 특이적으로 결합할 수 있을 뿐만 아니라 단백질 복합체의

조립에서 비-폴딩된 폴리펩타이드 및 펩타이드와 특이적으로 결합할 수 있다. 따라서, 고려중인 특정 단백질을 적당한 폴

리펩타이드, 펩타이드 또는 ATP를 포함하는 샘플과 혼합한 다음, 단백질-단백질 또는 단백질-뉴클레오티드 복합체 생성

의 존재 또는 부재 여부를 결정하는 것은 Hsp70 단백질 또는 유전자의 식별가능한 존재 또는 부재 여부를 나타내는데, 이

러한 존재 또는 부재 여부는 항체 이용 검정과 같은 기타 검정을 이용하여 확인할 수 있다.

당해 조성물에 존재하는, 스트레스 단백질, 스트레스 단백질 부분, 스트레스 단백질 동족체, 및 스트레스 단백질이 접합되

거나 비공유적으로 결합되는 HPV의 단백질 항원은 공지된 기술을 사용하여 생성시키거나 수득할 수 있다. 예를 들면, 상

기 스트레스 단백질 및/또는 항원은 이를 발생시키는 것으로 공지된 공급원으로부터 수득(분리)할 수 있거나, 세포 배양물

로부터 생성 및 수거할 수 있거나, 항원의 경우에는, 감염된 세포로부터 수득할 수 있거나, 경우에 따라 클로닝한 다음 목

적하는 스트레스 단백질 또는 항원을 암호화하는 유전자를 발현시킴으로써 생성시킬 수 있거나, 또는 화학적으로 합성할

수 있다. 더우기, 목적하는 스트레스 단백질 또는 항원을 암호화하는 핵산 서열을 화학적으로 합성할 수 있다. 스트레스 단

백질과 HPV 단백질 항원을 포함하는 융합 단백질을 재조합 방법에 의해 생성시킬 수 있다. 예를 들면, 스트레스 단백질을

암호화하는 핵산을 HPV 단백질 항원을 암호화하는 핵산 서열의 어느 한 말단에 결합시켜, 두 단백질-암호화 서열이 공통

의 해독 판독 프레임을 공유하고 HPV 단백질-항원 및 스트레스 단백질을 포함하는 융합 단백질로서 발현시킬 수 있다. 이

와 같이 조합된 서열을 목적하는 발현 양상과 숙주 세포의 특성에 의거하여 선택된 적합한 벡터내로 삽입한다. 후술되는

본 실시예에서는, 이러한 핵산 서열을 세균 이. 콜라이에서의 단백질 발현용으로 적합한 벡터에서 조립시킨다. 선택된 숙

주 세포에서 발현시킨 후, 통상적인 생화학 분리 기술에 의하거나 상기 융합 단백질의 한 부분 또는 다른 부분에 대한 항체

를 사용하는 면역친화 방법에 의해 정제할 수 있다. 또 다른 방법으로는, 이와 같이 선택된 벡터는 상기 융합 단백질 서열

에 태그, 예를 들면, 후술되는 실시예에 기재된 바와 같은 올리고히스티딘 태그를 가함으로써, 항체 또는 이러한 태그에 대

하여 적당히 높은 친화성을 갖는 기타 물질을 이용하는 친화 방법에 의해 정제될 수 있는 태그 부착된 융합 단백질을 발현

시킬 수 있다[참조: Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor

Laboratory Press(1989); Deutscher, M., Guide to Protein Purification Methods Enzymology, vol. 182. Academic

Press. Inc., San Diego, CA(1990)]. 포유동물 세포에서의 발현에 적합한 벡터, 예를 들면, 아래에 논의된 벡터 중의 하나

를 사용하는 경우에는, 융합 단백질을 포유동물 세포로부터 발현 및 정제할 수 있다. 또 다른 방법으로는, 포유동물 발현

벡터(융합 단백질-암호화 서열을 포함함)를 피검체에게 투여하여 이러한 피검체의 세포에서 상기 융합 단백질의 발현을

지시할 수 있다. 스트레스 단백질 및 HPV 단백질 항원을 포함하는 융합 단백질을 암호화하는 핵산을 화학적으로 생성시킨

다음, 이를 융합 단백질 생성과 정제에 적합한 벡터내로 삽입하거나 피검체에 투여할 수 있다. 최종적으로, 융합 단백질을

화학적으로 제조할 수도 있다.

본원에 기재된 스트레스 단백질 및 HPV 항원을 포함하는 조성물을 사용하여 HPV, 또는 HPV 항원을 발현시키는 HPV-

감염된 세포나 형질전환된 세포에 대한 면역 반응, 특히 세포 매개된 세포용해 반응을 증진시킬 수 있다. 바람직하게는, 조

성물이 특정한 HPV 유형(이의 단백질에 대해 면역 반응이 유발된다)으로부터의 단백질 항원 서열을 함유할 것이다.

본원에 기재된 스트레스 단백질 및 HPV 항원을 포함하는 조성물을 각종 방법으로 피검체에 투여할 수 있다. 투여 경로로

는 피내, 경피(예를 들면, 서방출 중합체), 근육내, 복강내, 정맥내, 피하, 경구, 경막외 및 비내 투여가 있다. 기타 통상적인

모든 투여 경로, 예를 들면, 주입 또는 일시 주사, 또는 상피 또는 점막피부 내층을 통한 흡수를 이용할 수 있다. 또한, 본원

에 기재된 조성물은 기타 약리학적으로 허용되는 성분, 예를 들면, 생물학적 활성제(예: 알룸 등의 아주반트), 계면활성제

(예: 글리세라이드), 부형제(예: 락토즈), 담체, 희석제 및 비히클을 함유하고 이와 함께 투여할 수 있다. 추가로, 당해 조성

물을, 피검체로부터 수득된 백혈구 세포를 자극하기 위한 수단으로서 생체외에서 사용하여 시험관내에서 HPV 단백질 항

원-특이적 면역 세포를 유발시키고, 증대시키고 증식시킨 다음, 연속적으로 이를 피검체에 재도입할 수 있다.

추가로, 스트레스 단백질-HPV 단백질 항원 융합 단백질은 이러한 단백질 서열을 암호화하는 핵산을 생체내 발현시킴으로

써 사람 피검체내로 투여할 수 있다. 이러한 핵산의 발현을 피검체로부터 수득된 백혈구 세포를 자극하기 위한 수단으로서

생체외에서 달성하여, 시험관내에서 HPV 항원-특이적 면역 세포를 유발시키고, 증대시키고 증식시킨 다음, 연속적으로

이를 피검체내로 재도입할 수 있다. HPV 단백질 항원-스트레스 단백질 융합물의 발현을 지시하는데 적합한 발현 벡터는

현재 본 분야에서 사용되고 있는 각종 벡터 중에서 선택할 수 있다. 고수준으로 발현시킬 수 있을 뿐만 아니라 관심있는 유

전자를 형질도입시키는데 유효한 벡터가 바람직할 것이다. 예를 들면, 재조합 아데노바이러스 벡터 pJM17[참조: All et

공개특허 10-2006-0111731

- 10 -



al., Gene Therapy 1:367-84(1994); Berkner K.L., Biotechniques 6:616-24, 1988], 제2 세대 아데노바이러스 벡터

DE1/DE4[참조: Wang 및 Finer, Nature Medicine 2:714-6(1996)] 또는 아데노-관련 바이러스 벡터 AAV/Neo[참조:

Muro-Cacho et al., J. Immunotherapy 11:231-7(1992)]를 사용할 수 있다. 추가로, 재조합 레트로바이러스 벡터 MFG

[참조: Jaffee et al., Cancer Res. 53:2221-6(1993)] 또는 LN, LNSX, LNCX, LXSN[참조: Miller 및 Rosman,

Biotechniques 7:980-9(1989)]을 사용할 수 있다. pHSV1와 같은 단순 포진 바이러스계 벡터[참조: Geller et al., Proc.

Nat'l Acad. Sci 87:8950-4(1990)] 또는 MVA와 같은 백시니아 바이러스 벡터[참조: Sutter 및 Moss, Proc. Nat'l

Acad. Sci, 89:10847-51(1992)]를 대안으로서 사용할 수 있다.

프로모터와 3' 서열을 포함한, 자주 사용되는 특정 발현 단위는 플라스미드 CDNA3(Invitrogen), 플라스미드 AH5, pRC/

CMV(Invitrogen), pCMU II(Paabo et al., EMBO J. 5:1921-1927(1986)), pZip-Neo SV[참조: Cepko et al., Cell

37:1053-1062(1984)] 및 pSRa(DNAX, Palo Alto, CA)에서 발견된 것이다. 유전자를 발현 단위 및/또는 벡터내로 도입

하는 것은 분자 생물학에 있어서 분자 클로닝 및 통용되는 프로토콜과 같은 매뉴얼[참조: Sambrook, J., et al., Molecular

Cloning, Cold Spring Harbor Press(1989); Ausubel, F.M. et al., Current Protocols in Molecular Biology, Greene

Publishing Associates and Willey-Interscience(1989)]에 기재된 바와 같은 유전공학 기술을 이용하여 달성할 수 있다.

생성된 발현가능한 핵산은, 이러한 핵산을 발현가능한 형태, 예를 들면, 상기된 바와 같은 바이러스 벡터의 일부분으로서,

나출된(naked) 플라스미드 또는 기타 DNA로서, 또는 표적화된 리포좀이나 적혈구 고스트의 캡시드내에 봉입된 형태로

세포내에 놓을 수 있는 모든 방법에 의해서 사람 피검체의 세포내로 도입할 수 있다[참조: Friedman, T., Science,

244:1275-1281(1989); Rabinovich, N.R. et al., Science, 265:1401-1404(1994)]. 형질도입 방법에는 조직 및 종양내

로의 직접적인 주사, 리포좀성 형질감염[참조: Fraley et al., Nature 370:111-117(1980)], 수용체-매개된 세포내이입

[참조: Zatloukal et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 660:136-153(1992)] 및 입자 폭격(bombardment)-매개된 유전자 전달

[참조: Eisenbraun et al., DNA & Cell. Biol. 12:791-797(1993)]이 포함된다.

본 발명의 조성물 중의 스트레스 단백질과 HPV 단백질 항원(앞서 논의된 바와 같이 융합되거나, 접합되거나 비공유적으

로 결합됨)의 양은 피검체에서 유효한 면역자극 반응을 유발시키는 양이다. 유효량은 투여시 면역 반응을 유도하는 양이

다. 또한, 피검체에 투여된 스트레스 단백질과 HPV 단백질 항원의 양은 이용된 HPV 단백질 항원 및 스트레스 단백질, 피

검체의 체격, 연령, 체중, 전반적인 건강 상태, 성별 및 음식을 포함한 각종 요인 뿐만 아니라 이의 일반적인 면역학적 반응

성에 따라서 다양할 것이다. 정립된 투여량 범위의 조정 및 조작은 당해 분야의 숙련인의 능력내이다. 예를 들면, 스트레스

단백질과 항원의 양은 약 1 마이크로그램 내지 약 1 그램, 바람직하게는 약 100 마이크로그램 내지 약 1 그램 및 약 1 밀리

그램 내지 약 1 그램일 수 있다. 발현 벡터를 포함하는 조성물의 유효량은 투여시, 이를 암호화하는 HPV 단백질 항원에 대

한 면역 반응을 유도하는 양이다. 추가로, 피검체에게 투여된 발현 벡터의 양은 발현된 HPV 단백질 항원 및 스트레스 단백

질, 피검체의 체격, 연령, 체중, 전반적인 건강 상태, 성별 및 음식을 포함한 각종 요인 뿐만 아니라 이의 일반적인 면역학적

반응성에 따라서 다양할 것이다. 고려해야만 하는 부가의 요인은 투여 경로 및 사용된 벡터의 유형이다. 예를 들면, HPV

단백질 항원-스트레스 단백질 융합 단백질을 암호화하는 핵산을 함유하는 바이러스 벡터를 사용하여 예방 또는 치료를 수

행하는 경우, 유효량은 헬퍼-비함유, 복제-결함있는 바이러스 104 내지 1012개/체중 kg, 바람직하게는 105 내지 1011개/

체중 kg, 가장 바람직하게는 106 내지 1010개/체중 kg의 범위일 것이다.

본 발명은 다음 실시예에 의해 예시되며, 이로써 본 발명의 범위가 제한되지는 않는다.

실시예 1

재조합 스트레스 단백질의 분리

재조합 미코박테리아성 Hsp71

플라스미드 Y3111은 발현 조절 서열들 사이에 작용 가능하게 삽입된 엠. 튜베르쿨로시스 hsp71 유전자를 함유한다[참조:

Mehlert, A. 및 Young, D.B., Mol. Microbiol. 3:125-130(1989)]. 절두된(truncated) dnaK 유전자를 함유하는 이. 콜라

이 균주 CG2027(C. Georgopoulos, University of Geneva, Switzerland로부터 구입함)을 표준 과정에 의해 플라스미드

Y3111로 형질전환시킨다[참조: Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.(1982)].

플라스미드 Y3111을 함유하는 세균을 교반(250rpm)하에 37℃에서 100㎍/ml 앰피실린을 함유하는 2xYT 배지(20g 트

립톤, 10g 효모 추출물, 10g NaCl/ℓ)에서 밤새 성장시킨다. 상기 배양물로부터 10% 글리세롤 스톡을 제조하고 -70℃에서
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저장한다. 이와 같이 동결된 글리세롤 스톡으로부터의 수 차례 깎은 부스러기를 사용하여 다량의 배양물에 접종하고 이를

앞서와 같이 약 48시간 동안 항온처리한다. 590nm에서의 광학밀도가 2.5 내지 3.5에 도달하게 되면, 세포를 원심분리하

여 수집한다.

다음 단계를 4℃에서 수행한다. 세포 펠렛을 펠렛화된 세포 1g당 용해 완충액 3ml에 재현탁시킨다. 용해 완충액의 조성은

10mM 트리스-HCl, 2mM 에틸렌디아민 테트라아세테이트(EDTA), 5mM 베타-머캅토에탄올, 10㎍/ml 아프로티닌, 10

㎍/ml 류펩틴 및 1㎍/ml 펩스타틴이다. 라이소자임을 상기 세포 현탁액에 가하여 최종 농도가 0.14mg/ml가 되도록 한다.

이어서, 이 현탁액을 -70℃에서 동결시킨다.

상기 세포 현탁액을 해동시키고, 세포를 초음파처리하여 파쇄시킨다. 초음파처리물을 17,000rpm으로 30분 동안 원심분

리한다(JA-17 회전기, Beckmann). 상기 용액이 (NH4)2SO4로 65% 포화될 때까지 고형의 (NH4)2SO4를 상기 상등액 용

액에 가한다. 30분 동안 항온처리한 후, 상기 혼합물을 앞서와 같이 원심분리한다. 이 펠렛을 Q SEPHAROSE 완충액 A에

용해시킨다. 이 용액에 10㎍/ml 아프로티닌, 10㎍/ml 류펩틴 및 1㎍/ml 펩스타틴을 가하고, 이 용액을 65용적의 Q

SEPHAROSE 완충액 A에 대하여 밤새 투석시킨다. Q SEPHAROSE 완충액 A는 30mM 트리스-HCl(pH 7.5), 1mM

EDTA, 5mM 베타-머캅토에탄올을 함유한다. 이와 같이 투석된 용액을 앞서 기재된 바와 같이 원심분리하여 정화시킨다.

투석시킨 용액을 Q SEPHAROSE 완충액 A에서 평형화시킨 Q SEPHAROSE 칼럼(Pharmacia)에 적용시킨다. 이 칼럼을

동일한 완충액 2용적으로 세척한다. 0 내지 600mM NaCl 구배를 이용하여 용출시킨다. 주요 71kDa 폴리펩타이드(즉, 재

조합 엠. 튜베르쿨로시스 Hsp71 단백질)의 존재 여부를 알아보기 위하여, 분획을 SDS-PAGE로 시험하고 쿠마시 블루로

염색한다. 이러한 폴리펩타이드를 함유하는 분획을 수집하고, 이러한 수집물에 고형의 (NH4)2SO4를 가하여 65% 포화에

이르도록 한다. 이 혼합물을 앞서 기재된 바와 같이 원심분리하고, 펠렛을 ATP 출발 완충액(50mM 트리스-HCl(pH 8.0),

20mM NaCl, 5mM MgCl2, 15mM 베타-머캅토에탄올, 0.1mM EDTA)에 용해시키고, 생성된 단백질 용액을 65용적의 동

일한 완충액에 대해 밤새 투석시킨 다음, 원심분리하여 정화시킨다.

이어서, 이와 같이 투석된 단백질 용액을 ATP 출발 완충액에서 평형화시킨 ATP-아가로즈 칼럼(Fluka)에 적용시킨다. 이

칼럼을 1M NaCl을 함유하는 1칼럼 용적의 ATP 출발 완충액으로 세척한다. 10mM ATP가 보충된 ATP 출발 완충액을 이

용하여 용출시킨다. (NH4)2SO4를 이용하여 상기 용출액이 65% 포화에 이르도록 하고, 침전된 단백질을 앞서 기재된 바와

같이 수집한다. 원심분리 펠렛을 200용적의 Blue SEPHAROSE 완충액(30mM 트리스-HCl(pH 7.5), 5mM MgCl2, 5mM

베타-머캅토에탄올)에 용해시키고 이에 대해 투석시킨다.

마지막 단계로부터 투석된 단백질 용액을 Blue SEPHAROSE 완충액으로 평형화시킨 Blue SEPHAROSE 칼럼

(Pharmacia)에 적용시킨다. 이 칼럼을 동일한 완충액 1.5칼럼 용적으로 세척한다. 관류(flow-through) 분획과 세척 분획

(Hsp71을 함유함)을 단일 수집물로서 수집한다. 최종 제제의 순도를 SDS-PAGE 및 쿠마시 블루 염색법, 미코박테리아

Hsp71 및 이. 콜라이 Dnak 각각에 대해 특이적인 마우스 모노클로날 항체를 이용하는 웨스턴 블롯 분석법[참조:

Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,

N.Y.(1982); Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold Spring Harbor Laboratory

Press(1989)], 및 ATPase 활성 검정법에 의해 평가한다. 제제는 전형적으로, 쿠마시 블루-염색된 겔에서 상기 제제의 염

색 패턴을 기준으로 하여 90% 이상, 바람직하게는 95% 이상 순수하며, 이. 콜라이 GroEL을 1% 미만 함유하고 이. 콜라이

DnaK는 전혀 검출되지 않았다.

재조합 미코박테리아 Hsp65

플라스미드 RIB 1300은 발현 조절 서열들 사이에 작용가능하게 삽입된 엠. 보비스 BCG hsp65 유전자를 함유한다[참조:

Thole, J.E.R. et al., J. Exp. Med. 178:343-8(1993)]. 이. 콜라이 균주 M1546을 표준 과정에 의해 플라스미드 RIB

1300으로 형질전환시킨다[참조: Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.(1982)].

플라스미드 RIB 1300을 함유하는 세균의 접종물을 교반(250rpm)하에 28℃에서 앰피실린 200㎍/ml를 함유하는 NCZYM

배지(10g N-Z 아민 A, 5g 박토 효모 추출물, 1g 카사미노산, 5g NaCl, 2g (NH4)2SO4·7H2O/ℓ)에서 포화되도록 성장시

킨다. 이 배양물을 사용하여, 배양물의 590nm에서의 광학밀도가 0.3 내지 0.6이 될 때까지 접종 배양물과 동일한 조건하

에서 성장시킨 보다 다량의 배양물에 접종시킨다. 온수 욕에서 항온처리하여 배양물의 온도를 42℃로 신속하게 상승시킴

으로써 재조합 단백질의 제조를 개시한다. 상기 배양물을 교반하에 3시간 동안 상기 온도로 유지시킨다. 이어서, 상기 세
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균을 원심분리하여 수집하고, 용해 완충액의 세균성 펠렛 중량당 6용적에 재현탁시킨다. 용해 완충액은 10mM 트리스-

HCl(pH 8.0), 10mM 에틸렌디아민 테트라아세테이트(EDTA), 0.1mM PMSF 및 0.1% RIVM BA(0.104g 4-아미노-벤즈

아미딘-2HCl, 0.066g 엡실론-아미노 카프로산/50ml)를 함유한다. 라이소자임을 0.1mg/ml의 농도로 가하고, 상기 현탁

액을 -70℃에서 동결시킨다.

상기 세균성 현탁액을 해동시키고 4℃에 둔다. 하기 작업을 상기 온도에서 수행한다. 초음파처리함으로써 세균을 완전히

용해시킨다. 초음파처리물을 JA-17 회전기(Beckmann)에서 17,000rpm으로 30분 동안 원심분리한다. 20% 포화도가 달

성될 때까지 포화 (NH4)2SO4를 상기 상등액 용액에 가한다. 침전물을 원심분리(상기 참조)에 의해 제거하고 폐기한다. 상

기 상등액 용액을, 포화 (NH4)2SO4를 가함으로써 55% 포화도에 이르도록 한다. 후속 원심분리로부터 생성된 펠렛을 TE

완충액(10mM 트리스-HCl(pH 8.0), 15mM 베타-머캅토에탄올, 1mM EDTA)에 용해시킨다. 이어서, TE 중의 단백질 용

액을 50용적의 TE 완충액에 대하여 투석시킨다.

원심분리(상기와 같음)에 의해 침전된 물질을 제거한 후, 투석된 단백질 용액을 DEAE SEPHAROSE(Pharmacia) 칼럼에

적용시킨다. TE 완충액으로 세척한 후, 단백질을 TE 완충액 중의 0 내지 300mM NaCl 구배로 용출시킨다. 엠. 보비스

BCG Hsp65를 함유하는 분획을 SDS-PAGE 및 쿠마시 블루 염색에 의해 확인한 다음 수집한다. 10㎍/ml 아프로티닌, 10

㎍/ml 류펩틴 및 1㎍/ml 펩스타틴을 상기 수집물에 가한 다음, YM30 막을 사용하여 아미콘(Amicon) 세포에 농축시킨다.

이와 같이 농축된 수집물을 S200 완충액(10mM Na2HPO4(pH 6.8), 150mM NaCl 및 15mM 베타-머캅토에탄올)로 평형

화시킨 S-200 SEPHACRYL(Pharmacia) 칼럼에 적용시킨다. 동일한 완충액을 사용하여 용출시킨다. 상기와 같이 미코박

테리아 Hsp65의 존재 여부를 알아보기 위해 분획을 시험하고, 고도로 정제된 단백질을 함유하는 양성 분획을 수집한 다

음, HAP 완충액(10mM Na2HPO4(pH 6.8), 15mM 베타-머캅토에탄올)에 대해 밤새 투석시킨다.

이와 같이 투석된 수집물을 HAP 완충액에 평형화시킨 하이드록시아파타이트(Bio-Rad; Bio-Gel HTP Gel) 칼럼에 적용

시킨다. 이 칼럼을 3칼럼 용적의 1mM MgCl2 및 15mM 베타-머캅토에탄올로 세척한 다음, 1mM Na2HPO4(pH 6.8) 및

15mM 베타-머캅토에탄올로 세척한다. 단백질을 10 내지 60mM 인산염 구배로 용출시킨다. 분획을 앞서와 같이 시험하

고, 양성 분획을 수집하고, 농축시킨 다음, PD10(Pharmacia)을 통한 겔 여과에 의해 0.85% NaCl로 교환시킨다. 미코박테

리아 Hsp65의 순도를 SDS-PAGE 및 쿠마시 블루 염색법, 및 이. 콜라이 Dnak 및 GroEL에 대해 특이적인 항체를 이용하

는 웨스턴 블롯 분석법에 의해 평가한다. 제제는 전형적으로 90% 이상 순수하고, 0.5% 이하의 이. 콜라이 GroEL 및 0.1

내지 0.2%의 이. 콜라이 DnaK를 각각 함유하였다.

Hsp 제제를, 폴리마익신 B를 가하여 DetoxiGel 수지(Pierce) 상에서 친화 크로마토그래피하거나, 또는 트리톤 X-114 또

는 X-100 등의 세정제를 이용하여 추출함으로써 발열물질을 제거할 수 있다. 리물러스(limulus) 변형세포(amoebocyte)

검정(LAL; Biowhittaker, QCL 1000)에 의해 지질다당류의 함량 감소가 수반될 수 있다. Hsp 제제를 -70℃에서 완충액

내에 저장할 수 있거나, 동결건조 후의 건조된 펠렛으로서 바람직하게는 -70℃에서 방치할 수 있다.

실시예 2

단백질 항원-스트레스 단백질 접합체의 제조

본 실시예는 스트레스 단백질과 단백질 항원(본 실시예에서는 인플루엔자바이러스 핵단백질(NP)로부터 유래된 펩타이드)

간의 접합체를 제조하기 위해 이용할 수 있는 기술을 예시하고자 제공된 것이다.

스트레스 단백질(Hsp71)과 항원(NP.B)의 합성

엠. 튜베르쿨로시스 Hsp71을 실시예 1에서와 같이 제조한다. 완전한 NP 중의 잔기 363 내지 374에 상응하고 공지된

CTL 에피토프(H-2b-제한됨)를 함유하는, 아미노산 서열 [C]VQLASNENMETM(서열 1; 이 펩타이드는 엑스트라 아미

노-말단 시스테인 잔기를 함유한다)을 갖는 NP 펩타이드(본원에서 NP.B로서 지칭됨; Motal, U.M.A. et al., Eur. J.

Immunol. 25:11214(1995))를, 알파-아미노 보호 그룹으로서 Fmoc(9-플루오레닐메틸옥시-카보닐)을 사용하고 고체 지

지체로서 HMP(Wang) 수지를 사용하여 어플라이드 바이오시스템즈(Applied Biosystems) 모델 431A 펩타이드 합성기

에서 합성하여 제조한다(0.25mM 스케일). 모든 아미노산 및 합성용 화학물질은 어플라이드 바이오시스템즈로부터 구입

한다. NP.B를 지지체로부터 절단하고, 10ml 트리플루오로아세트산, 0.5ml 물, 0.75g 결정성 페놀, 0.25ml 에탄디티올 및

0.5ml 티오아니솔을 합함으로써 제조된 혼합물 2ml 중에서 NP.B-수지를 3시간 동안 지속적인 교반하에 항온처리함으로
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써 측쇄-보호 그룹을 제거한다. 이러한 절단 혼합물을 빙냉 디에틸 에테르 40ml내로 여과시킨다. 불용성 물질을 5000xg

에서 8분 동안 원심분리함으로써 수집한다. 에테르를 경사제거하고, 펠렛을 냉 디에틸 에테르에 재현탁시킨 다음 원심분

리함으로써 3회 세척한다. 마지막 세척 후, 상기 펠렛을 공기 건조시키고, 증류수에 용해시킨 다음, 동결건조시킨다.

Hsp71 및 디프테리아 독소에 대한 NP.B 펩타이드의 화학적 접합

Hsp71, 및 CTL 활성의 특정 자극 효능을 비교하기 위한 표준물을 제공하기 위해, 통상적으로 사용된 운반 단백질 디프테

리아 독소(DT로 약칭; DT는 Wako Chemical로부터 구입함) 모두를 사용하여 접합을 수행한다.

활성화된 운반 단백질 용액: 9mg의 Hsp71을 4.5ml의 0.1M 붕산나트륨(pH 8.0)에 용해시킨다. 설포-MBS(m-말레이미

도벤조일-N-하이드록시-설포석신이미드 에스테르)(100㎕ 디메틸 설폭사민 중의 2.3mg)을 상기 단백질에 가하고, 반응

혼합물을 실온에서 1시간 동안 배양한다. 이어서, pH를 6.0으로 조정하고, 이 반응 혼합물을 1ℓ의 20mM 인산나트륨 및

150mM NaCl(pH 5.6)에 대하여 4℃에서 밤새 투석시킨다. DT를 유사하게 처리한다.

환원된 펩타이드 용액: 각각의 접합 반응에 대해서, 펩타이드 3mg을 100㎕의 0.1M 베타-머캅토에탄올에 용해시킨다. 1

시간 동안 항온처리하여 펩타이드를 환원시킨 후, 이 반응 혼합물을 SpeedVac 원심분리기에서 건조시킴으로써 환원제를

제거한다. 펩타이드를 증류수 0.5ml에 재용해시키고, 펩타이드가 완전히 용해될 때까지 이에 5㎕ 분액의 1N NaOH를 가

한다. DT를 사용한 접합 실험의 경우에는, 펩타이드 6mg을 환원시킨 다음, 물 1ml에 재용해시킨다.

활성화된 운반 단백질 용액의 pH를 0.1N NaOH를 사용하여 6.8로 조정한다. 활성화된 운반 단백질 3mg을 함유하는 용액

을 실온에서 3시간 동안 지속적으로 혼합하면서 환원된 펩타이드 용액 0.5ml(또는 DT와의 접합체를 제조하는 경우에는

환원된 펩타이드 용액 1ml)와 반응시킨다. 반응되지 않은 펩타이드를 제거하기 위해, 이와 같이 생성된 접합체-함유 용액

을 1ℓ의 20mM 인산나트륨 및 150mM NaCl(pH 7)에 대하여 4℃에서 밤새 투석시킨다. 단백질 농도를 BCA 검정에 의해

측정한다. 이러한 과정에 의해 달성된 접합 효율은 방사선 표지된 NP.B 펩타이드를 이용하는 종래의 선행 실험에서 측정

되었다. 펩타이드:단백질 비는 NP.B-Hsp71 접합체(71.NP)에 대해서는 17.5이고 NP.B-DT(DT.NP)에 대해서는 10.1인

것으로 밝혀졌다.

실시예 3

Hsp-E6 및 Hsp-E7 융합 유전자의 제조

세균성 발현 벡터 pET65H의 제조

플라스미드 RIB 1300은 미코박테륨 보비스 BCG hsp65 유전자를 함유한다[참조: Thole, J.E.R. et al., J. Exp. Med.

178:343-8(1993)]. 이러한 hsp65 유전자 증폭용 프라이머 쌍을 자동화된 올리고뉴클레오티드 합성기에서 합성하고 통

상적인 과정을 이용하여 정제한다. 정방향 프라이머는 NdeI 제한 부위를 포함하고 뉴클레오티드 서열 5' AAT CAC TTC

CAT ATG GCC AAG ACA ATT를 갖는다. 역방향 프라이머는 정지 코돈을 플랭킹하는 EcoRI 및 NheI 부위를 포함하고

뉴클레오티드 서열 5' CGC TCG GAC GAA TTC TCA GCT AGC GAA ATC CAT GCC를 갖는다.

상기 프라이머 쌍을 이용하고 DNA 주형으로서 pRIB 1300을 사용하여 폴리머라제 연쇄 반응(PCR)을 수행한다. PCR 단

편을 제한 엔도뉴클레아제 NdeI 및 EcoRI로 이중 분해하고, 통상적인 서브클로닝 과정을 사용하여 NdeI/EcoRI-이중 분

해된 pET28a(Invitrogen)에 결합시킨다[참조: Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring

Harbor Lab., Cold Spring Harbor, N.Y.(1989)]. 이. 콜라이 균주 DH5알파의 형질전환-적격(competent) 세포를 상기

결합 혼합물로 형질전환시키고, 100㎍/ml 앰피실린을 함유하는 한천 상에 플레이팅시킨다. 형질전환된 세포의 콜로니를

분리하고, 플라스미드 DNA를 제조하며 이를 대상으로 하여, 제한 지도작성 및 뉴클레오티드 서열분석에 의해 hsp65 유전

자와 벡터 서열의 존재 여부에 대해 분석한다. 미코박테리아 hsp65 유전자를 포함하는 정확한 작제물(pET65H로 명명)을

동정하고, 이를 hsp65 유전자의 발현 분석을 위해 이. 콜라이 균주 BL21(DE3; Novagen)내로 형질전환시킨다. 작제물

pET65H의 도식적인 지도가 도 1에 제시되어 있다. Hsp65의 발현에 대해 시험하기 위하여, 균주 BL21의 형질전환된 세

균을 제조업자(Novagen)의 지시 사항에 따라서 성장시키고, 유도한 다음 수거한다. 세균을 용해시키고, 가용성 물질 뿐만

아니라 구아니디늄 하이드로클로라이드에 의해 봉입체로부터 가용화된 물질[참조: Maniatis et al., Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, N.Y.(1989)]을 SDS-PAGE 상에 전기영동시키

며, 이를 대상으로 하여, 미코박테리아 스트레스 단백질에 특이적인 모노클로날 항체를 사용하여 항-Hsp65 면역블롯을

수행한다.
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세균에서 Hsp65-HPV16 E6 융합 단백질 발현용 작제물의 제조

완전한 HPV16 E6-암호화 영역을 pET65H 중의 hsp65 유전자의 카복시-말단부에 삽입한다.

플라스미드 pHPV16은 Bluescript 벡터 SK_(ATCC 45113)에 완전한 HPV16 게놈을 함유하고 있다. HPV16 게놈의 뉴클

레오티드 서열에 대해서는 문헌[Seedorf et al., Virology 145:181-5(1985)]을 참조할 수 있다. 이러한 E6 유전자 증폭

용 프라이머 쌍을 자동화된 올리고뉴클레오티드 합성기에서 합성하고 통상적인 과정을 이용하여 정제한다. 정방향 프라이

머는 NheI 제한 부위를 포함하고 뉴클레오티드 서열 5' AAA AGC AGA GCT AGC ATG CAC CAA AAG를 갖는다. 역방

향 프라이머는 EcoRI 및 정지 코돈을 포함하고 뉴클레오티드 서열 5' CTC CAT GAA TTC TTA CAG CTG GGT를 갖는

다.

상기 프라이머 쌍을 이용하고 DNA 주형으로서 pHPV16을 사용하여 폴리머라제 연쇄 반응(PCR)을 수행한다. PCR 단편

을 제한 엔도뉴클레아제 NheI 및 EcoRI로 이중 분해하고, 통상적인 서브클로닝 과정을 사용하여 NheI/EcoRI-이중 분해

된 pET65H에 결합시킨다[참조: Maniatis et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab.,

Cold Spring Harbor, N.Y.(1989)]. 이. 콜라이 균주 DH5알파의 형질전환-적격 세포를 상기 결합 혼합물로 형질전환시키

고, 100㎍/ml 앰피실린을 함유하는 한천 상에 플레이팅시킨다. 형질전환된 세포의 콜로니를 분리하고, 플라스미드 DNA

를 제조하며 이를 대상으로 하여, 제한 지도작성 및 뉴클레오티드 서열분석에 의해 hsp65-E6 융합 유전자와 벡터 서열의

존재 여부에 대해 분석한다. hsp65-E6 융합 유전자를 포함하는 정확한 작제물(pET65HE6으로 명명)을 동정하고, 이를

상기 융합 유전자의 발현 분석을 위해 이. 콜라이 균주 BL21(DE3; Novagen)내로 형질전환시킨다. 작제물 pET65HE6의

도식적인 지도가 도 2에 제시되어 있다. Hsp65-E6의 발현에 대해 시험하기 위하여, pET65HE6으로 형질전환된 균주

BL21의 세균을 제조업자(Novagen)의 지시 사항에 따라서 성장시키고, 유도한 다음 수거한다. 세균을 용해시키고, 가용성

물질 뿐만 아니라 구아니디늄 하이드로클로라이드에 의해 봉입체로부터 가용화된 물질[참조: Maniatis et al., Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring Harbor, N.Y.(1989)]을 SDS-PAGE 상에서 전

기영동시킨다. 표준물로서, 정제된 Hsp65를 나란히 전개시킨다. 상응하는 형질전환되지 않은 세균에 존재하지 않는

pET65HE6-형질전환된 세균으로부터의 샘플에서 본래의 Hsp65(겉보기 MW 약 56kDa)보다 약간 느리게 이동하는 강력

한 쿠마시 블루-염색 밴드(겉보기 분자량(MOO) 약 73kDa)가 보이는 것으로써 Hsp65-E6 발현을 평가한다.

세균에서 Hsp65-HPV16 E7 융합 단백질 발현용 작제물의 제조

완전한 HPV16 E7-암호화 영역을 pET65H 중의 hsp65 유전자의 카복시-말단부에 삽입한다.

E7 유전자 증폭용 프라이머 쌍을 자동화된 올리고뉴클레오티드 합성기에서 합성하고 통상적인 과정을 이용하여 정제한

다. 정방향 프라이머는 NheI 제한 부위를 포함하고 뉴클레오티드 서열 5' AAC CCA CCT GCT AGC ATG CAT GGA

GAT를 갖는다. 역방향 프라이머는 EcoRI 및 정지 코돈을 포함하고 뉴클레오티드 서열 5' AGC CAT GAA TTC TTA

TGG TTT CTG를 갖는다.

상기 프라이머 쌍을 이용하고 DNA 주형으로서 pHPV16을 사용하여 폴리머라제 연쇄 반응(PCR)을 수행한다. PCR 단편

을 제한 엔도뉴클레아제 NheI 및 EcoRI로 이중 분해하고, 통상적인 서브클로닝 과정을 사용하여 NheI/EcoRI-이중 분해

된 pET65H에 결합시킨다 이. 콜라이 균주 DH5알파의 형질전환-적격 세포를 상기 결합 혼합물로 형질전환시키고, 100㎍

/ml 앰피실린을 함유하는 한천 상에 플레이팅시킨다. 형질전환된 세포의 콜로니를 분리하고, 플라스미드 DNA를 제조하며

이를 대상으로 하여, 제한 지도작성 및 뉴클레오티드 서열분석에 의해 hsp65-E7 융합 유전자와 벡터 서열의 존재 여부에

대해 분석한다. hsp65-E7 융합 유전자를 포함하는 정확한 작제물(pET65HE7로 명명)을 동정하고, 이를 상기 융합 유전

자의 발현 분석을 위해 이. 콜라이 균주 BL21(DE3; Novagen)내로 형질전환시킨다. 작제물 pET65HE7의 도식적인 지도

가 도 3에 제시되어 있다. Hsp65-E7의 발현에 대해 시험하기 위하여, pET65HE7로 형질전환된 균주 BL21의 세균을 통

상적인 과정을 이용하여 성장시키고, 유도한 다음 수거한다. 세균을 용해시키고, 가용성 물질 뿐만 아니라 구아니디늄 하

이드로클로라이드에 의해 봉입체로부터 가용화된 물질을 SDS-PAGE 상에서 전기영동시키고, 이를 대상으로 하여,

HPV16 E7에 특이적인 모노클로날 항체를 사용하여 항-E7 블롯을 수행한다[참조: Zymed Laboratory Inc., 카탈로그 번

호 28-0006].

실시예 4

융합 단백질의 발현 및 정제
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Hsp65-E6 융합 단백질의 발현 및 정제: 과정 1

작제물 pET65HE6을 이. 콜라이 균주 BL21(DE3; Novagen)내로 형질전환시키고, 형질전환된 세포를 30℃에서 카나마이

신 30㎍/ml를 함유하는 6ℓ 배양액의 2xYT 배지(20g 트립톤, 10g 효모 추출물, 10g NaCl/ℓ)에서 성장시킨다. 각 배양의

경우, 밀도가 0.5(OD590)에 도달하게 되면, 0.5mM 이소프로필-티오-갈락토피라노사이드에 의해 융합 단백질의 발현을

유도하고, 상기 배양물을 37℃에서 추가로 3시간 동안 항온처리한다. 세포를 원심분리하여 수거하고, 라이소자임 200㎍/

ml을 함유하는 용해 완충액(10mM 트리스-HCl, 0.5mM 베타-머캅토에탄올, pH 7.5) 90ml에 현탁시킨 다음, -70℃에서

동결시킨다. 1일 후, 동결된 세포 현탁액을 37℃-수욕에서 해동시키고, 2㎍/ml 아프로티닌, 2㎍/ml 류펩틴, 2㎍/ml 펩스

타틴 및 2mM PMSF로 보충시킨다. 모든 후속 단계를 0 내지 4℃에서 수행한다. 초음파처리하여 세포를 용해시키고,

17,000rpm으로 15분 동안 원심분리(JA-17 회전기, Beckmann)하여 불용성 물질을 수집한다. 펠렛화 물질을 용해 완충

액으로 2회 세척한 다음, 가용화시키고, 90ml의 완충액 A(50mM 트리스-HCl, pH 7.5, 6M 구아니디늄 하이드로클로라이

드)에서 초음파처리함으로써 촉진시킨다. 불용성 물질을 앞서와 같이 원심분리하여 제거한다. 이어서, 가용화 물질을 완충

액 A로 평형화시킨 니켈-충전된 금속-킬레이트화 수지(Chelating Sepharose Fast Flow; Pharmacia) 50ml를 함유하는

칼럼에 적용시킨다. 결합된 융합 단백질을 0 내지 1M NaCl 구배로 상기 수지에서 서서히 재폴딩시킨다. 이 수지를 완충액

B(1M NaCl) 5용적으로 세척하여 잔류하는 구아니디늄 하이드로클로라이드를 제거하고, 완충액 C(50mM 이미다졸, pH

7.5, 0.5mM 베타-머캅토에탄올, 150mM NaCl) 5용적으로 세척하여 오염성 단백질을 제거한다. 융합 단백질을 완충액 C

에서 50 내지 500mM 선형 이미다졸 구배 6용적으로 용출시킨다. 풀링시킨 용출된 단백질을 약 40용적의 둘벡코

(Dulbeco) 인산염 완충 염수(2.7mM KH2PO4, 4.3mM Na2HPO4, 2.7mM KCl, 0.137M NaCl)에 대해 밤새 투석시키고,

한외여과(Amicon, 30kDa MW 컷오프)에 의해 농축시킨 다음, 내독소 제거를 위해 둘벡코 인산염 완충 염수에서 평형화시

킨 DetoxiGel 수지내로 통과시킨다.

Hsp65-E6 융합 단백질의 발현 및 정제: 과정 2

작제물 pET65HE6을 이. 콜라이 균주 BL21(DE3; Novagen)내로 형질전환시키고, 형질전환된 세포를 30℃에서 카나마이

신 30㎍/ml를 함유하는 12ℓ 배양액의 2xYT 배지(20g 트립톤, 10g 효모 추출물, 10g NaCl/ℓ)에서 성장시킨다. 각 배양의

경우, 밀도가 0.5(OD590)에 도달하게 되면, 0.5mM 이소프로필-티오-갈락토피라노사이드에 의해 융합 단백질의 발현을

유도하고, 상기 배양물을 37℃에서 추가로 3시간 동안 항온처리한다. 세포를 원심분리하여 수거하고, 라이소자임 200㎍/

ml을 함유하는 용해 완충액(10mM 트리스-HCl, 0.5mM 베타-머캅토에탄올, pH 7.5) 180ml에 현탁시킨 다음, -70℃에

서 동결시킨다. 1일 후, 동결된 세포 현탁액을 37℃-수욕에서 해동시키고, 2㎍/ml 아프로티닌, 2㎍/ml 류펩틴, 2㎍/ml 펩

스타틴 및 2mM PMSF로 보충시킨다. 모든 후속 단계를 0 내지 4℃에서 수행한다. 초음파처리하여 세포를 용해시키고,

17,000rpm으로 15분 동안 원심분리(JA-17 회전기, Beckmann)하여 불용성 물질을 수집한다. 펠렛화 물질을 용해 완충

액으로 2회 세척한 다음, 가용화시키고, 180ml의 완충액 A(50mM 트리스-HCl, pH 7.5, 6M 구아니디늄 하이드로클로라

이드)에서 초음파처리함으로써 촉진시킨다. 불용성 물질을 앞서와 같이 원심분리하여 제거한다. 이어서, 가용화 물질을 완

충액 A로 평형화시킨 니켈-충전된 금속-킬레이트화 수지(Chelating Sepharose Fast Flow; Pharmacia) 50ml를 함유하

는 칼럼에 적용시킨다. 결합된 단백질을 완충액 D(5% 트리톤 X100을 갖는 완충액 A)로 세척한 다음, 0 내지 1M NaCl 구

배로 상기 수지에서 서서히 재폴딩시킨다. 이 수지를 완충액 E(1M NaCl, 1% 트리톤 X100) 5용적 및 완충액 B(1M NaCl)

5용적으로 세척하여 잔류하는 구아니디늄 하이드로클로라이드를 제거하고, 완충액 F(50mM 이미다졸, pH 7.5, 0.5mM

베타-머캅토에탄올, 0.5M NaCl, 15% 글리세롤) 5용적으로 세척하여 오염성 단백질을 제거한다. 융합 단백질을 완충액 F

에서 50 내지 500mM 선형 이미다졸 구배 6용적으로 용출시킨다. 수집한 용출된 단백질을 40용적의 완충액 G(30mM 트

리스-HCl, pH 6.5, 2mM EDTA, 5mM 베타-머캅토에탄올, 15% 글리세롤)에 대해 밤새 투석시키고, 동일한 완충액에서

평형화시킨 50ml SP-세파로즈 칼럼에 적용시킨다. 융합 단백질(분획화되지 않은 추출물에 존재하는 총 융합 단백질의 약

50%를 나타내는 약 42mg)을 관류 분획으로 회수하고, 약 40용적의 둘벡코 인산염 완충 염수(2.7mM KH2PO4, 4.3mM

Na2HPO4, 2.7mM KCl, 0.137M NaCl)에 대해 밤새 투석시키고, 한외여과(Amicon, 30kDa MW 컷오프)에 의해 농축시

킨다.

Hsp65-E7 융합 단백질을 동일한 과정으로 발현 및 정제시킨다. 융합 단백질의 순도는 SDS-PAGE 및 겔의 쿠마시 블루

염색에 의해 평가한다. 상기 단백질은 전형적으로 과정 1 후에는 순도가 70 내지 90%이고, 바람직한 과정 2 후에는 약

95%이다. 과정 2를 이용하여 정제한 후의 내독소 수준은 20EU/mg 단백질 이하이다.

실시예 5

공개특허 10-2006-0111731

- 16 -



Hsp65-E6 및 Hsp65-E7을 사용한 면역화

6주 내지 8주생 암컷 C57/BL/6 마우스를 공급업자[Charles River Laboratory; St. Constant, Quebec, Canada]로부터

구입한다. 1그룹당 6 내지 8마리인 마우스 그룹에게, 실시예 4에 기재된 바와 같이 정제된 둘벡코 인산염 완충 염수 중의

동일량의 Hsp65-E6과 Hsp65-E7 융합 단백질을 상기 동물의 목덜미로 피하 주사하여 면역시킨다. 투여된 총 융합 단백

질의 용량은 각각 20㎍ 또는 200㎍이다. 염수 중의 프로인트 불완전 아주반트(IFA)를 사용하여 음성 대조군 면역화를 수

행하고, IFA 및 염수 중의 잔기 44 내지 62개를 포함하는 합성 HPV16 E7 펩타이드 100㎍을 사용하여 양성 대조군 면역

화를 수행한다. 적용된 융합 단백질의 투여량에 비해, 투여된 E7 펩타이드의 양은 각각 20 또는 200배 과량으로 나타났다.

14일 후에 면역화를 반복 수행한다. 두 번째 면역시킨지 12일 후에, 세포주 TC-1의 1.3 x 103개 E7-발현 종양 세포를 마

우스의 면도된 등 부위에 피하 주사함으로써 마우스를 챌린지한다. 50일 동안 2일마다 육안 관찰 및 촉진에 의거하여 종양

의 존재 또는 부재로서 종양 발생률을 기록한다. HPV16 E7 단백질을 발현시키는 TC-1 종양 세포주는, 문헌[참조: Lin et

al., Cancer Res. 56:21-26(1996)]에 기재된 바와 같이 HPV16 E6 및 E7 유전자와 활성화된 사람 c-Ha-ras 유전자로

면역 및 형질전환시킴으로써 C57/BI/6 마우스의 1차 폐 세포로부터 유도한다. 종양 접종을 위해, 공급업자[Dr. T.-C. Wu

(The Johns Hopkins Medical Institutions, Baltimore, MD)]에 의해 공급된 TC-1 세포를, 10% 태내 송아지 혈청

(Hyclone, Logan, UT), 비필수 아미노산, 글루타민, 피루베이트, 겐타마이신, 베타-머캅토에탄올, 0.4mg/ml 제네티신R

(Life Technologies, Grand Island, N.Y.) 및 0.2mg/ml 하이그로마이신 B가 보충된 RPMI1640 배지에서 60 내지 70%

컨플루언스(confluence)에 이르도록 37℃에서 성장시킨다. 세포를 트립신 처리하여 수거하고 한크(Hank) 완충 용액에서

6.5 x 105개 세포/ml로 재현탁시킨다.

당해 실험 결과가 도 4에 제시되어 있다. 챌린지 직후, 모든 처리 그룹에서 종양 발생률이 증가하였다(챌린지 후 5 내지 15

일). IFA 그룹의 경우에는 발생률이 높게 유지되는 반면, 융합 단백질 혼합물 200㎍으로 처리되거나 IFA 중의 E7 펩타이

드로 처리된 그룹의 경우에는 발생률이 0%로 현격하게 저하되었다. 융합 단백질 20㎍으로 처리된 그룹의 경우에 중간 정

도의 결과가 획득되었다. 따라서, 어떠한 아주반트의 부재하에서도 Hsp65-E6 및 Hsp65-E7 융합 단백질 혼합물로 면역

시킬 경우, E7-발현 종양 세포를 사용한 치명적인 챌린지로부터 마우스를 효과적으로 보호할 수 있다. 당해 결과에 관한

요약이 표 1에 제시되어 있다.

[표 1]

TC-1 종양으로의 두 번째 챌린지에 대한 반응

면역화 그룹 종양 발생률*

첫 번째 챌린지 후(54일째) 두 번째 챌린지 후(79일째)

IFA 또는 없음** 83(5/6) 100(4/4)

마이크로그램 융합 단백질 25(2/8) 25(1/4)

마이크로그램 융합 단백질 0(0/8) 0(0/4)

IFA 중의 E7 펩타이드 0(0/8) 0(0/4)

* 괄호안에는, 종양을 나타낸 동물의 수/그룹당 동물의 총 수가 제시된다. 우측 칼럼에는,

(두 번째 챌린지 후) 추가 25일 동안 종양의 존재 여부에 대해 알아보기 위해 동물을

모니터링한 것이다.

** 두 번째 종양 챌린지에 대한 대조군으로서, 면역시키지 않은 동물 그룹이 비교용으로

포함된다.

실시예 6

면역시킨 동물의 종양 세포로의 두 번째 챌린지에의 노출

HPV 항원에 대한 면역 반응의 존속을 평가하기 위해, 앞선 실험으로부터(54일째) 즉, 융합 단백질-처리된 그룹과 E7 펩

타이드/IFA 그룹 모두로부터의 생존한 4마리의 동물 그룹들을 동물당 1.3 x 105개의 살아 있는 TC-1 종양 세포로 두 번

째 챌린지한다. 대조군으로서, 실험 투약된 바는 없고 동일한 종양 챌린지에만 노출된 마우스 그룹이 포함된다. 25일 후에

종양 발생률을 평가한다.
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결과가 표 1에 제시되어 있다. 융합 단백질로 미리 면역되거나 E7 펩타이드/IFA로 미리 면역된 동물은 두 번째 챌린지로

부터 완전하게 또는 거의 완전하게 보호된 반면, 면역되지 않은 동물은 100% 종양 발생률을 나타내었다.

실시예 7

*면역된 동물과 면역되지 않은 동물로부터의 비장 세포의 세포용해 활성

융합 단백질 면역되거나, 펩타이드 면역되거나 면역되지 않은 2마리 마우스 동물 그룹을 경부 탈구시킴으로써 안락사시키

고 이들의 비장을 꺼낸다. 수집된 비장의 단일 세포 현탁액을 제조하고 5% 태내 송아지 혈청이 보충된 한크 완충 용액에서

1회 세척한다. 20 x 106개 생존 세포를, 37℃ 및 5% CO2하에서 10% 태내 소 혈청, 2mM L-글루타민, 1mM 피루브산나

트륨, 50μM 2-머캅토에탄올 및 50㎍/ml 겐타마이신 설페이트가 보충된 RPMI-1640 배지에서 5일 동안 2 x 106개 미토

마이신 C-처리된 TC-1 세포와 함께 배양함으로써, 임파양 세포를 재자극한다. 이어서, 상기 비장 세포(효과기 세포)를 수

거하고 이를 다음에 기재된 CTL 활성 검정에 사용한다.

E7 에피토프를 발현시키지 않는, TC-1 및 HLA 유형-일치된 세포주 EL4 및 MC57G를 표적 세포로서 사용한다. 세포를

150μCi Na2
51CrO4와 함께 90분 동안 항온처리하고, EL4 세포의 경우에는 106개 세포당 10㎍의 인플루엔자 바이러스 핵

단백질 펩타이드366-374와 함께 항온처리한다. 집중적으로 세척하여 과량의 방사성 표지를 제거한 후, 5 x 103개 표지된

표적 세포를 다양한 효과기 세포:표적 세포 비로 재자극된 효과기 세포와 함께 공동-배양한다. 항온처리한지 4 내지 5시간

후, 배양 플레이트를 200xg으로 5분 동안 원심분리하고, 세포로부터 방출된 방사성 표지를 함유하는 상등 용액 100㎕ 분

액을 벡크만 레디 캡스(Beckman Ready Caps)에 수집한다. 액체 신틸레이션 계수로 방사능을 측정한다. 자발적으로 방출

된 방사능 및 총 방출가능한 방사능을 측정하기 위하여, 표적 세포만을 함유하는 배양액으로부터 또는 트리톤 X100의 첨

가에 의해 용해된 표적 세포로부터의 상등 용액을 수집하고, 방사능을 앞서와 같이 측정한다. 결과는 다음 식을 기준으로

하여 산정된, 보정된 용해율(%)로서 표현된다:

보정된 용해율(%) = 100 x (cpmtest - cpmspont)/(cpmtotal - cpmspont)

상기식에서, cpmtest는 특정한 공동-배양물로부터 방출된 방사능이고, cpmspont는 표적 세포 배양물의 자발적으로 방출된

방사능이며, cpmtotal은 표적 세포의 트리톤 X100 용해에 의해 방출된 방사능이다. CTL 검정을 3회 수행하고 이의 평균값

을 제공한다.

표적 세포로서 TC-1 세포를 사용하는 실험 결과가 도 5에 제시되어 있다. TC-1 세포의 40% 및 25% 용해율은 융합 단백

질 200㎍ 및 20㎍으로 각각 면역된 동물로부터 수득된 효과기 세포(표적 세포에 비해 100배 과량으로 사용)에 의해 매개

된다.

두 번째 실험에서는, 융합 단백질 20㎍으로 면역시킨 동물로부터의 비장 세포를 사용하여 CTL 활성의 특이성을 시험한

다. 도 6에 제시된 결과는 HPV16 E6/E7-형질전환된 TC-1 세포의 효과적인 용해를 입증한다. HPV 항원을 발현시키지

않는 2가지 상이한 세포 유형(EL4 및 MC57G)의 용해는 훨씬 저하된 효율로 이루어지는데, 이는 Hsp65-E6 및 -E7 융합

단백질로의 면역에 의해 유도된 CTL 반응의 특이성을 입증한다.

실시예 8

Hsp65-E7 융합 단백질로의 처리 후 마우스 중에서의 TC-1 종양의 퇴행

8마리 C57/BL/6 마우스의 3그룹을 본 실험에 사용한다. 각 동물의 면도된 등 부위에 1.3 x 105개 TC-1 세포를 피하 접종

한다. 2일 후, 제1 그룹에게 염수를 투여하고(음성 대조군), 제2 그룹에게는 염수 중의 Hsp65-E7 융합 단백질 100㎍/동

물을 투여하며, 제3 그룹에게는 염수 및 IFA 중의 E7 펩타이드 100㎍/동물을 투여한다(양성 대조군). 모든 주사액(0.2ml)

은 목덜미에 피하 투여한다. 14일 후(종양 접종한지 16일 후), 주사를 반복한다. 종양 접종한지 1일 후부터 시작하여 그 후

2일마다, 마우스를 대상으로 하여 육안 검사 및 촉진에 의해 종양의 존재 여부를 검사한다.
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도 7은 종양 접종한지 9일 후에 처리 그룹 모두가 85 내지 100% 범위의 최대 종양 발생률(종양을 나타내는 동물의 비율로

서 표현됨)을 나타냈음을 보여준다. 그러나, 17일째, Hsp65-E7 융합 단백질로 처리된 그룹 뿐만 아니라 IFA 중의 E7 펩

타이드로 처리된 그룹에서의 종양 발생률이 약 15% 수준으로 상당히 감소된 것으로 나타났다. 이와는 달리, 염수 처리된

그룹은 나머지 관찰 기간 내내 거의 100%의 종양 발생률을 계속해서 나타내었다. 이들 결과는 아주반트의 부재하에서 투

여된 Hsp65-E7 융합 단백질이 HPV-유도된 종양의 현격한 퇴행을 유도한다는 것을 입증한다.

유사한 실험으로부터의 결과가 도 8에 제시되어 있다. 이 실험에서는, 동물에게 앞의 실험에서보다 높은 종양 용량(2 x

105개/동물)을 접종하였다. 수득된 결과는 앞의 실험 결과와 매우 유사하다.

실시예 9

세포성 면역 반응을 유도하는 E7 단백질과 Hsp65-E7 융합 단백질의 능력 비교

Hsp65-E7 융합 단백질을 제조하고 이를 실시예 4에 기재된 바와 같이 정제한다. 다음 과정에 의해 완전한 길이의 HPV

E7 단백질을 수득한다.

AmpliTaq DNA 폴리머라제(Perkin Elmer)를 사용하여 HPV16 게놈 DNA(아메리칸 티슈 컬쳐 컬렉션(American Tissue

Culture Collection)으로부터 구입된 pSK/HPV16)로부터 E7 유전자를 증폭시킨다. 정방향 프라이머(5'-AAC CCA GCT

GCT AGC ATG CAT GGA GAT-3')는 ATG 개시 코돈의 바로 상류에 NheI 부위를 함유하는 반면, 역방향 프라이머(5'-

AGC CAT GAA TTC TTA TGG TTT CTG-3')는 E7-암호화 서열의 TAA 정지 코돈 바로 하류에 EcoRI 부위를 함유한

다. PCR 생성물을 NheI 및 EcoRI으로 분해하고, 아가로즈 겔로부터 정제하여, 동일한 제한 효소로 분해한 pET28a에 결

합시킨다. 세균의 형질전환, 재조합체 함유 콜로니의 분리 및 증대된 콜로니로부터의 플라스미드 DNA의 제조를 표준 과

정에 의해 수행한다[참조: Ausubel et al.(eds.), Short Protocols in Molecular Biology, 3rd Edition(John Wiley &

Sons, Inc. 1995)]. 생성된 플라스미드 작제물 pET/E7(H)의 동정은 진단적 제한 분해 및 DNA 서열 분석으로 확인한다.

pET/E7(H)의 도식적인 지도가 도 9에 제시되어 있다.

30㎍/ml 카나마이신을 함유하는 2xYT 배지 12ℓ를, pET/E7(H)를 함유하는 이. 콜라이 BL21(DE3)의 배양물에 접종하고

이를 통기시키면서 30℃에서 밤새 항온처리한다. 광학밀도가 0.5에 도달하게 되면, 배양을 0.5mM IPTG로 3시간 동안 유

도한다. 이어서, 세포를 원심분리하여 수거하고, 라이소자임 200㎍/ml이 보충된 용해 완충액(10mM 트리스-HCl, pH 7.5,

0.5mM 2-머캅토에탄올) 180ml에 재현탁시킨 다음, -70℃에서 밤새 동결시킨다. 세포 현탁액을 2㎍/ml 아프로티닌, 2㎍

/ml 류펩틴 및 2㎍/ml 펩스타틴의 존재하에 37℃ 수욕에서 해동시킨다. 2mM PMSF를 가한 후, 세포 현탁액을 격렬하게

초음파처리하고, 원심분리하여 불용성 물질을 수집한다. 단백질 펠렛을 용해 완충액에 2회 재현탁시키고, 재초음파처리한

다음 원심분리하여 재수집한다. 이어서, 단백질 펠렛을 완충액 A(50mM 트리스-HCl, pH 7.5, 6M 구아니디늄 하이드로클

로라이드, 1mM 2-머캅토에탄올)에서 초음파처리함으로써 가용화시키고, 불용성 물질을 원심분리하여 제거한다. 이어서,

가용화 단백질을 완충액 A로 예비평형화시킨 Ni-킬레이트화 칼럼(2.6cm x 12cm; Pharmacia) 50ml에 적용시킨다. 결합

된 단백질을 완충액 E(2% 트리톤 X100을 함유하는 완충액 A) 5충전 용적(bed volume)으로 세척한 다음, 1% 트리톤 X-

100의 존재하에서 구아니디늄 하이드로클로라이드-염화나트륨 구배(0.1M NaCl/6.0M 구아니디늄 하이드로클로라이드;

5충전 용적)로 재폴딩시킨다. 이와 같이 재폴딩된 단백질을 완충액 F(30mM 트리스-HCl, pH 7.5, 1M NaCl, 15% 글리세

롤, 2% 트리톤 X100, 1mM 2-머캅토에탄올) 5충전 용적으로 세척한 다음, 완충액 G(트리톤 X-100을 함유하지 않는 완

충액 F) 5충전 용적으로 세척하여 트리톤 X-100을 제거한다. 이 칼럼을 완충액 H(50mM 이미다졸, pH 7.5, 0.5M NaCl,

15% 글리세롤, 1mM 2-머캅토에탄올) 5충전 용적으로 추가로 세척하여 약하게 결합된 단백질을 제거한다. E7 단백질을

선형 이미다졸 구배(완충액 H 중의 50mM 내지 1M 이미다졸)로 용출시킨다. E7 단백질을 농축시키고, 25% 글리세롤이

보충된 둘벡코 인산염 완충 염수에 대해 투석시킨다. 가용성 단백질을 -70℃에서 저장한다. 상기 E7 제제는 SDS-PAGE

및 단백질 염색에 의해 본질적으로 동종인 것으로 밝혀졌다.

상기 단백질 제제의 내독소 농도는 리물러스 변형세포 검정으로 평가한 결과, 단백질 1mg당 50 이하의 내독소 단위가 존

재하는 것으로 밝혀졌다.

5마리 C57/BL/6 마우스 그룹을, 이의 꼬리 하부에 염수를 주사하거나, 염수 중의 E7 단백질 또는 Hsp65-E7 융합 단백질

0.055, 0.55 또는 1.8나노몰을 주사함으로써 면역시킨다. 주사 용량은 0.2ml이다. 10일 후, 서혜부 림프절(LN)을 각 동물

로부터 무균적으로 꺼내고, 한 그룹의 5마리 동물 각각으로부터의 LN을 수집한다. 세포 현탁액을 표준 과정으로 제조한

다. LN 세포의 각 수집물(2 x 106개 세포/ml)에 대해, 평저 96-웰 플레이트에 4 x 105개 세포/웰을 씨딩(seeding)한다.
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배지, 10 또는 50㎍/ml E7 단백질, 10 또는 100㎍/ml Hsp65-E7 융합 단백질, 또는 1 또는 10㎍/ml E7 펩타이드("pep":

잔기 44-57개)의 첨가에 대한 증식 반응을 알아보기 위하여 세포를 3회 시험한다. 부가 후, 세포를 37℃ 및 5% CO2에서

4일 동안 항온처리한다. 3중 수소화 티미딘(1μCi)을 각 배양물에 가한다. 추가로 항온처리한지 15시간 후에, 세포를 수거

하고 신틸레이션 계수용으로 준비한다. 데이타는 혼입된 방사능의 평균 cpm ±표준 편차로서 도 10에 제시되어 있다.

상이한 패널은 상기 인용된 Hsp65-E7 융합 단백질 또는 E7 단백질의 상이한 양으로 면역된 동물로부터의 LN 세포를 사

용한 검정을 제시한다. 그 결과는 Hsp65-E7 융합 단백질을 사용한 면역화가 이러한 융합 단백질 자체에 대한 세포 면역

성(상단 및 중간 좌측) 뿐만 아니라 E7 단백질에 대한 세포 면역성(중간 좌측)을 유도한다는 것을 나타낸다. E7 단백질의

인식은 E7 펩타이드에 의한 관찰된 증식 유도로써 추가로 입증되며, 상기 펩타이드는 T 헬퍼 세포 에피토프를 나타내는

것으로 공지되어 있다(중간 좌측). 이와는 달리, 상이한 양의 E7 단백질로 면역시키거나(중간 우측 및 하단) 염수로 의사-

면역시킨 동물로부터의 LN 세포를 사용한 경우에는 증식 반응이 전혀 관찰되지 않았다. E7 단백질-면역된 동물로부터 제

조된 세포는 T 세포 미토겐 ConA에 대한 반응에서 증식하는 이들의 능력으로 입증된 바와 같이 생존가능하다. 요약하면,

E7 단백질을 사용한 면역과 비교할 경우, Hsp65-E7 융합 단백질을 사용한 면역은 면역된 동물로부터의 LN 세포의 증식

으로 평가된 바와 같이 E7에 비해 탁월한 세포 면역 반응을 유도한다.

실시예 10

Hsp65-E7 융합 단백질로의 처리는 상당한 크기로 확립된 종양의 퇴행을 유발한다

종양 치료에서의 Hsp65-E7 융합 단백질의 효능을 시험하기 위하여, C57/BL/6 마우스의 면도된 등 부위에 피하 주사로

1.3 x 105개 TC-1 종양 세포를 접종한다. 7일 후에, 모든 동물에게서 촉진가능하고/측정가능한 종양이 발생된 경우, 동물

을 임의로 3가지 처리 그룹에 할당한다. 각 그룹은 12 내지 14마리 동물을 포함한다. 모든 처리는 목덜미에 0.2ml 용량을

피하 주사하는 것이다. 제1 그룹에게는 100㎍ Hsp65-E7 융합 단백질을 주사하고, 제2 그룹에게는 20㎍ E7 단백질(100

㎍ 융합 단백질과 유사한 몰량에 상응함)을 주사하며, 제3 그룹에게는 염수를 주사한다. 종양 접종한지 1일 후부터 시작하

여, 마우스를 대상으로 하여 종양의 존재 여부를 알아보기 위해 육안으로 검사하고 촉진한다. 두 직각 방향으로 캘리퍼스

를 이용하여 종양 용적을 측정한다. 문헌[참조: Naito et al., Cancer Research 46:4109(1986)]에 기재된 환산식을 이용

하여 이들 측정치로부터 용적을 수득한다. 결과는 각 그룹에서의 평균 종양 용적 ± 표준 오차로서 도 11에 제시되어 있다.

이 결과는, Hsp65-E7 융합 단백질로 처리할 경우, 상당한 크기로 확립된 종양이 완전히 퇴행됨을 입증한다. 이러한 효과

는 처리된 각각의 동물에서 명백히 나타난다. 이와는 달리, 의사-처리 뿐만 아니라 E7 단백질을 사용한 처리는 어느 것도

종양의 일시적인 퇴행 이상은 유발하지 못하였다. 본 실험에서 3회 시점 말기에 수행된 통계적인 평가가 표 2에 제시되어

있다. 산정된 p값으로부터 명백한 바와 같이, Hsp65-E7 융합 단백질을 사용한 처리가 종양 크기에 미치는 효과는 다른 처

리의 효과와 통계적으로 상이하다.

[표 2]

처리 그룹의 통계적 비교

비교 측정일 p값

염수 대 Hsp65-E7 30 0.048

 33 0.079

 35 0.046

염수 대 E7 30 0.853

 33 1

 35 0.86

앞의 실시예에서는, Hsp65-E7 단백질이 히스티딘-태그 부착된 단백질로서 생성되었다는 것을 인지해야 한다. 관찰된 치

료학적 효과가 어떠한 방식으로든 융합 단백질내에 올리고-히스티딘 서열이 존재하는 것과 관련이 없다는 것을 명백히 입

증하기 위해, 히스티딘 태그가 결여된 Hsp65-E7 융합 단백질을 제조하고 이를 본 실시예에 사용한다. 다음 과정을 이용

하여 상기 융합 단백질을 수득한다.
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플라스미드 ET65C(도 12)를 작제하기 위하여, AmpliTaq DNA 폴리머라제(Perkin Elmer)를 사용하여 플라스미드 RIB

1300(Van Eden et al., Nature 331:171, 1988)으로부터 BCG(Bacillus Calmette Guerin) hsp65 유전자를 증폭시킨다.

사용된 정방향 프라이머(5'-TTC GCC ATG GCC AAG ACA ATT GCG-3')는 hsp65 유전자의 ATG 개시 코돈을 포함하

는 NdeI 부위를 함유하고, 역방향 프라이머(5'-CGC TCG GAC GCT AGC TCA CAT ATG GAA ATC CAT GCC-3')는

Hsp65-암호화 서열의 TGA 정지 코돈으로부터의 바로 하류에 NdeI 부위를 함유하고 바로 하류에 NheI 부위를 함유한다.

PCR 생성물을 NcoI 및 NheI로 분해하고, 아가로즈 겔로부터 정제하여, 유사하게 분해한 pET28a에 결합시킨다. 상기 결

합 혼합물을 이. 콜라이 DH5α내로 형질전환시키고, 항생제-내성 콜로니를 분리하여, 플라스미드 DNA의 제조를 위해 증

폭시킨다. 진단적 제한 분해 및 DNA 서열 분석으로 플라스미드 ET65C를 동정한다.

태그가 부착되지 않은 Hsp65-E7 융합 단백질 유전자를 함유하는 플라스미드 ET65C/E7-1N을 제조하기 위하여,

AmpliTaq DNA 폴리머라제(Perkin Elmer)를 사용하여 HPV16 게놈 DNA(아메리칸 티슈 컬쳐 컬렉션으로부터 수득된

pSK/HPV16)로부터 E7 유전자를 증폭시킨다. 정방향 프라이머(5'-CCA GCT GTA CAT ATG CAT GGA GAT-3')는

ATG 개시 코돈을 포함하는 NdeI 부위를 함유하는 반면, 역방향 프라이머(5'-AGC CAT GAA TTC TTA TGG TTT

CTG-3')는 E7-암호화 서열의 TAA 정지 코돈 바로 하류에 EcoRI 부위를 함유한다. PCR 생성물을 NdeI 및 EcoRI로 분

해하고, 아가로즈 겔로부터 정제하여, 동일한 제한 효소로 분해한 pET65C에 결합시킨다. 세균의 형질전환, 재조합체 함유

콜로니의 분리 및 증대된 콜로니로부터의 플라스미드 DNA의 제조를 표준 과정에 의해 수행한다[참조: Ausubel et al.

(eds.), Short Protocols in Molecular Biology, 3rd Edition(John Wiley & Sons, Inc. 1995)]. 생성된 플라스미드 작제물

pET65C/E7-1N의 동정은 진단적 제한 분해 및 DNA 서열 분석으로 확인한다. pET65C/E7-1N의 도식적인 지도가 도 13

에 제시되어 있다.

30㎍/ml 카나마이신을 함유하는 2xYT 배지 12ℓ를 pET65C/E7-1N를 함유하는 이. 콜라이 BL21(DE3)의 배양물에 접종

하고 이를 통기시키면서 30℃에서 밤새 항온처리한다. 광학밀도가 0.5에 도달하게 되면, 배양을 0.5mM IPTG로 3시간 동

안 유도한다. 이어서, 세포를 원심분리하여 수거하고, 라이소자임 200㎍/ml이 보충된 용해 완충액(10mM 트리스-HCl,

pH 7.5, 0.5mM 2-머캅토에탄올) 180ml에 재현탁시킨 다음, -70℃에서 밤새 동결시킨다. 세포 현탁액을 2㎍/ml 아프로

티닌, 2㎍/ml 류펩틴 및 2㎍/ml 펩스타틴의 존재하에 37℃ 수욕에서 해동시킨다. 2mM PMSF를 가한 후, 세포 현탁액을

격렬하게 초음파처리하고, 원심분리하여 불용성 물질을 제거한다. 태그가 부착되지 않은 Hsp65-E7 단백질의 대부분이

가용성 단백질 분획내에서 발견되었다. 내독소를 제거하기 위해, 1% 트리톤 X-114를 가용성 단백질 분획에 가하고, 이 혼

합물을 얼음 상에서 냉각(5분 이상 동안)시킨 다음, 철저하게 혼합한다. 이어서, 상기 혼합물을 30℃ 수욕에서 10분 동안

가온시킨 다음, 24℃에서 원심분리한다. 청정한 상등액 분획(상부 층)을 깨끗한 튜브에 옮긴다. 원심분리를 3 내지 6회 반

복하여 잔류하는 트리톤 X-114를 제거한다. 이어서, 상기 상등액 분획을 황산암모늄 분획화에 적용시킨다. 융합 단백질을

0 내지 15% 황산암모늄(w/v) 분획으로 회수한다. 침전된 단백질을 완충액 B(30mM 트리스-HCl, pH 7.5, 3M 우레아,

1mM EDTA, 1mM 2-머캅토에탄올)에 용해시키고, 완충액 B로 예비평형화시킨 170ml Source Q 칼럼(3.5cm x 20cm;

Pharmacia)에 적용시킨다. 이 칼럼을 3충전 용적의 완충액 C(우레아를 제거한 완충액 B)로 세척한 다음, 3충전 용적의 완

충액 D(250mM NaCl이 보충된 완충액 C)로 세척한다. 융합 단백질을 선형 염 구배(완충액 C에서 250mM-1M NaCl)로

용출시킨 다음(수집물 A), 6M 구아니디늄 하이드로클로라이드(완충액 A)로 용출시킨다(수집물 B). 수집물 B를 완충액 A

로 예비평형화시킨 Ni-킬레이트화 칼럼(2.6cm x 12cm; Pharmacia) 50ml에 적용시킨다. 결합된 단백질을 완충액 E(2%

트리톤-X100을 함유하는 완충액 A) 5충전 용적으로 세척한 다음, 1% 트리톤 X-100의 존재하에서 구아니디늄 하이드로

클로라이드-염화나트륨 구배(0.1M NaCl/6.0M 구아니디늄 하이드로클로라이드; 5충전 용적)로 재폴딩시킨다. 이와 같이

재폴딩된 단백질을 완충액 F(30mM 트리스-HCl, pH 7.5, 1M NaCl, 15% 글리세롤, 2% 트리톤 X-100, 1mM 2-머캅토

에탄올) 5충전 용적으로 세척한 다음, 완충액 G(트리톤 X-100을 함유하지 않는 완충액 F) 5충전 용적으로 세척하여 트리

톤 X-100을 제거한다. 상기 칼럼을 완충액 H(50mM 이미다졸, pH 7.5, 0.5M NaCl, 15% 글리세롤, 1mM 2-머캅토에탄

올) 5충전 용적으로 추가로 세척하여 약하게 결합된 단백질을 제거한다. 융합 단백질을 선형 이미다졸 구배(완충액 H에서

50mM 내지 1M 이미다졸)로 용출시킨다. 태그가 부착되지 않은 Hsp65-E7 단백질을 농축시키고, 25% 글리세롤이 보충

된 둘벡코 인산염 완충 염수에 대해 투석시킨다. 가용성 단백질을 -70℃에서 저장한다. SDS-PAGE 및 단백질 염색에 의

한 분석 결과, 상기 제제의 순도가 약 90%인 것으로 나타났다.

히스티딘 태그가 중요하지 않음을 추가로 입증하기 위하여, 히스티딘 태그가 부착된 Hsp65-E7과 태그가 부착되지 않은

Hsp65-E7의 효능을 상기된 바와 상당히 동일한 실험으로 직접적으로 비교한다. 두 융합 단백질이 유사한 효능으로 종양

을 퇴행시키는 것으로 밝혀졌다.

등가물
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당해 분야의 숙련인은 단지 통상적인 실험 수준을 이용하여 본원에 기재된 본 발명의 구체적인 양태에 등가 수준인 많은

양태를 인지하고 있거나 이를 확인할 수 있을 것이다. 이들 및 기타 모든 등가물은 다음 청구의 범위에 의해 포괄되는 것으

로 간주된다.

발명의 효과

스트레스 단백질과 HPV 단백질 항원의 융합 단백질이 제공되어 이는 피검체에 투여하는 경우 강력한 세포용해성 면역반

응을 유도할 수 있다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

사람 유두종 바이러스(HPV) 단백질 항원 또는 이의 일부, 및 이에 펩타이드 결합을 통해 공유적으로 결합된 포유동물의

스트레스 단백질 또는 이의 일부를 포함하는 융합 단백질로서, 이것이 투여된 피험체내에서 HPV 단백질 항원 또는 이의

일부에 대한 면역 반응을 유도하고, 상기 스트레스 단백질의 부분이 HPV 단백질 항원 또는 이의 일부에 대한 면역 반응을

유도하거나 증강시키는, 융합 단백질.

청구항 2.

제1항에 있어서, 당해 스트레스 단백질 또는 이의 일부가 Hsp10, Hsp60, Hsp70, Hsp90, 또는 소분자량 계열의 스트레스

단백질내에 존재하는 융합 단백질.

청구항 3.

제1항에 있어서, 당해 스트레스 단백질 또는 이의 일부가 다음 계열의 스트레스 단백질: Hsp100-200, Hsp100, Hsp40,

FKBP, 사이클로필린, Hsp20-30, 우비퀴틴, 칼넥신, 또는 단백질 디설피드 이소머라제 계열중의 하나내에 존재하는 융합

단백질.

청구항 4.

제1항에 있어서, HPV 단백질 항원 또는 이의 일부가 L1, L2, E1, E2, E4, E5, E6, E7, 또는 바이러스 캡시드 단백질 항원

또는 이의 일부인 융합 단백질.

청구항 5.

제1항에 있어서, HPV 단백질 항원 또는 이의 일부가 E6 또는 E7 단백질 항원 또는 이의 일부이고, 당해 스트레스 단백질

또는 이의 일부가 Hsp60 또는 Hsp 70 스트레스 단백질 또는 이의 일부인 융합 단백질.

청구항 6.

제1항에 있어서, HPV 단백질 항원이 전체 길이의 HPV 단백질 항원인 융합 단백질.

청구항 7.
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제1항에 있어서, 당해 스트레스 단백질이 전체 길이의 스트레스 단백질인 융합 단백질.

청구항 8.

제1항 내지 제7항 중의 어느 한 항에 따른 융합 단백질을 암호화하는 핵산 분자.

청구항 9.

제1항 내지 제7항 중의 어느 한 항에 따른 융합 단백질을 포함하는, HPV 단백질 항원에 대해 면역 반응을 유도하기 위한

조성물.

청구항 10.

제8항에 있어서, 발현 벡터를 추가로 포함하는 핵산 분자.

청구항 11.

제10항에 있어서, 발현 벡터가 pET65HE6인 핵산 분자.

청구항 12.

제10항에 있어서, 발현 벡터가 pET65HE7인 핵산 분자.

청구항 13.

제9항에 있어서, 면역 반응이 세포성 면역 반응인 조성물.

청구항 14.

제9항에 있어서, 면역 반응이 체액성 면역 반응인 조성물.

청구항 15.

제9항에 있어서, 아주반트, 계면활성제, 부형제, 담체 또는 희석제를 추가로 포함하는 조성물.

도면
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도면1

도면2
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도면3

도면4
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도면5

도면6
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도면7

도면8
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도면9

도면10a

도면10b
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도면10c

도면10d

도면10e

도면10f
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