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(54) 발명의 명칭 항원-특이적 TCR의 신규 생성

(57) 요 약

본 발명은 인간 항원-특이적 T 림프구를 생성하기 위한 방법을 고찰한다. 상기 방법은 RNA-코딩 단백질의 MHC 클

래스 제시를 수득하기 위해 항원 또는 이의 단편에 융합된 MHC 클래스-II 표적 신호를 사용한다. 따라서, 본 발

명은 MHC 클래스-II 표적 신호 및 적어도 하나의 항원 또는 이의 단편을 포함하는 발현 벡터, 및 항원-특이적 T

림프구의 생체 외(in vitro) 생성을 위한 이의 용도에 관한 것이다. T 세포 클론 및 종양 항원 또는 바이러스 항

원에 특이적인 T 세포 수용체 (TCRs) 또한 기술된다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

인간 항원-특이적 CD4+ 및 CD8+ T 림프구를 생성하는 방법으로서,

A) 항원 제시 세포에서 

- 적어도 하나의 항원 또는 이의 단편,

- 상기 항원의 N-말단 앞의 소포체 (ER)-이동 신호 서열, 및

- 상기 항원의 C-말단 다음의 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메인

을 포함하는 적어도 하나의 융합 단백질을 발현시키는 단계;

B) 상기 항원 제시 세포에 의해 발현되는 항원에 특이적인 항원-특이적 T 림프구를 활성화시키기 위해 시험관

내(in vitro)에서 단계 A)의 항원 제시 세포에 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 노출시키는 단계; 및

C1) 다음의 단계를 포함하는, 활성화된 항원 특이적 T 림프구를 농축하는 단계:

(a) 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는 마

커 단백질에 특이적으로 결합하는 결합 분자와 또는 상기 적어도 하나의 항원의 에피토프를 제시하는 MHC 분자

와 접촉시키는 단계;

(b) 상기 결합 분자 또는 상기 적어도 하나의 항원의 에피토프를 제시하는 MHC 분자가 결합된 T 림프구를 분리

하는 단계,

를 포함하고, 

여기서 상기 융합 단백질은 적어도 2종의 항원 또는 이의 단편을 포함하며, 

상기 항원은 종양 항원 또는 바이러스 항원인 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는 마커 단백질이 Ox40, CD137, CD40L, PD-1, IL-

2 수용체, 인터페론γ, IL-2, GM-CSF 및 TNF-α로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 방법. 

청구항 3 

제1항에 있어서,  

C2) 다음의 단계를 포함하는, 항원-특이적 T 림프구를 확인하는 단계를 추가로 포함하고:

a) 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 상기 세포 집단의 확장된 세포 클론을,

(i) 단계 A)에 정의된 항원 제시 세포, 및

(ii) 대조구 (control) 항원 제시 세포와 배양하거나 항원 제시 세포의 부재 하에 배양하는 단계;

b) 상기 배양의 활성 프로파일을 각 세포 클론에 대한 (i) 및 (ii)와 비교하는 단계; 및

c) b)의 비교를 바탕으로 항원-특이적 세포 클론을 확인하는 단계;

여기서 (ii)가 아닌 (i)에 의한 활성화는 상기 세포 클론이 항원-특이적임을 나타내는 것인 방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 ER 이동 신호 서열이 LAMP1, LAMP2, DC-LAMP, CD68 및 CD1b를 포함하는 군으로부터 선택

된 엔도솜/리소좀 관련 단백질로부터 유래된 것인 방법. 

청구항 5 
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제1항에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메인이 LAMP1 또는 DC-LAMP로부

터 유래된 것인 방법.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 ER　이동 신호 서열이 인간의 것이고, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과

및 세포질 도메인이 인간의 것인 방법.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 항원 제시 세포가 항원 제시 세포의 상이한 집단을 포함하고, 각각의 집단은 상이한 항원

융합 단백질을 발현하는 것인 방법.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 항원 제시 세포가 다음의 단계를 포함하는 방법으로 생성된 성숙한 수지상 세포인 방법:

i) 단핵구를 제공하는 단계;

ii) 단계 i)의 단핵구를 IL-4 및 GM-CSF와 배양하는 단계;

iii) 단계 ii)의 단핵구를 IL-ß, TNF-α, INF-γ, TLR7/8 작용제, PGE2 및 TLR3 작용제의 조합을 선택적으로

포함하는 성숙 칵테일과 조합한 IL-4 및 GM-CSF와 배양하는 단계.

청구항 9 

제1항에 있어서, T 림프구를 포함하는 세포 집단이 분리되지 않은 말초 혈액 림프구의 집단인 방법.

청구항 10 

제1항에 있어서, T 림프구를 포함하는 세포 집단이 T 림프구에 대해 농축되는 것인 방법.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항에 따른 방법의 단계를 포함하고 상기 활성화된 항원-특이적 림프구로부터 TCR

을 분리하는 단계를 추가로 포함하는 항원-특이적 TCR을 제조하기 위한 방법.

청구항 12 

제11항에 있어서, TCR이 GAGE-1에 특이적이고

- 서열번호 5의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 TCR α 쇄; 및

- 서열번호 6의 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 TCR β 쇄

를 포함하는 것인 항원-특이적 TCR을 제조하기 위한 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 인간 항원-특이적 T 림프구의 생성을 위한 방법을 고찰한다. 상기 방법은 RNA-코딩 단백질의 MHC 클[0001]

래스 I 및 II 제시를 수득하기 위해 항원 또는 이의 단편에 융합된 MHC 클래스-II 표적 신호를 사용한다. 따라

서, 본 발명은 MHC 클래스-II 표적 신호 및 적어도 하나의 항원 또는 이의 단편을 포함하는 발현 벡터, 및 항원

-특이적 T 림프구의 생체 외(in vitro) 생성을 위한 이의 용도에 관한 것이다. T 세포 클론 및 종양 항원 또는

바이러스 항원에 특이적인 T 세포 수용체 (TCRs) 또한 기술된다. 

배 경 기 술

양자 T 세포 전이는 만성 바이러스 감염 및 종양을 제어하기 위해 T 세포-기반 세포독성 반응을 이용한다. 환자[0002]

의 암에 대해 자연적 또는 유전자 조작 반응성을 갖는 T 세포는 생체 외(in vitro)에서 생성된 다음 환자에게

다시 전달된다. 자가 종양-침윤 림프구 (TIL)의 양자 전이는 진행성 종양(advanced tumor)을 갖는 환자를 성공
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적으로 치료하기 위해 사용되어 왔다. 임상에서의 폭넓은 적용에 대한 TIL 치료법의 주요 한계점은 종종 자가-

항원-특이성을 갖는 T 세포를 효율적으로 제거하는 흉선에서의 음성 T 세포 선택의 메커니즘과 종양의 불충분한

면역원성이다. 따라서, 다수의 경우, 종양-특이적 항원에 대한 높은 친화성을 갖는 T 세포도 바람직한 특이성을

갖는  T  세포도  환자  혈액  또는  종양  절제물로부터  분리할  수  없다.  이를  위해,  유전적으로  재조합된

(redirected) 말초 혈액 림프구(PBL)의 전이는 이러한 한계를 극복할 수 있는 가능성을 제공한다.

또한, 암성 및 만성 감염에서 T 리프구는 기능을 상실하여 고갈된다.[0003]

T 세포 수용체(TCR) 유전자 치료법의 도움으로, 백만의 종양-반응성 T 세포가 환자의 혈액으로부터 빠르게 생성[0004]

될 수 있다. TCR 유전자 치료법은 종양 특이성을 확장가능하고 기능적으로 유망한 T 세포 아집단으로 전이시키

는 유연한 방법으로 나아가고 있다. 이는 소정의 항원-특이적 T 세포 클론의 분리된 TCR 유전자를 인간 백혈구

항원 (HLA)-매칭 공여자의 수용 T 림프구로 전이시켜 그들이 요구되는 항원 특이성을 갖도록 한다.

CD8
+
 세포독성 T 림프구 (CTL)을 이용한 양자 T 세포 치료법은 암 또는 바이러스 질환에 유망한 면역요법이다.[0005]

임상적 반응을 높이기 위해, CD4
+
 헬퍼 T 세포의 보상 전이는 CD8

+
 CTL 반응을 강화하는 기회를 제공한다.

 
CD4

+

T 림프구는 장기간 지속되는 CD8
+
 메모리 T 세포의 생성에 중요한 영향을 미칠 뿐만 아니라 CD8

+
 CTL에 대해 중

추적인 도움을 제공하는 것으로 알려져 있다. 따라서, 종양 항원-특이적 CD4
+
 및 CD8

+
 T 림프구의 신속하고 효과

적인 분리와 특성화가 중요하다.

 [0006]

수많은 종양은 MHC 클래스 II 분자를 발현하므로 CD4
+
 T 세포로부터의 TCR은 특히 이들 종양을 직접적으로 공격[0007]

하는데 유용하다.

더 빠르게 성장하는 종양 또는 만성 바이러스 질환을 갖는 환자를 치료하기 위한 양자 세포 치료법 (ACT)을 사[0008]

용할 수 있는 능력을 확장시키기 위해, 바이러스 또는 종양 세포를 효과적으로 공격하는 이의 리간드 특이성에

대해 선택되지만, 정상 조직의 심각한 공격을 피할 수 있는 풍부한 펩티드-특이적 효과기 T 세포 (CD4 T 헬퍼

세포 및 세포독성 T 림프구)를 전달하는 것이 목적이다. 이들 세포는 탈체(ex vivo)에서 많은 수로 급속히 확장

되어 ACT에 사용된다. 다르게는, 수용자 말초 혈액 림프구 또는 잘 성장하고 정상 숙주 조직을 공격하는 능력이

없는 소정의 특이성을 갖는 활성 T 세포 클론을 사용하여, 이러한 리간드-특이적 T 세포의 T 세포 수용체 (TC

R)가 복제되고 활성 림프구에서 TCR 전이 유전자로 발현될 수 있다.

결과적으로, 항원-특이적 TCR 및 이러한 TCR의 분리를 위한 효율적인 방법이 요구된다.[0009]

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 발명의 목적은 항원-특이적 TCR을 갖는 T 세포의 분리를 위한 효율적인 방법을 제공하는 것이다.[0010]

CD4 TCR 및/또는 CD8 TCR의 생성을 위한 방법을 제공하는 것이 바람직하다. 또한, 본 발명의 목적은 TCR 또는

CDR3 영역과 같은 이의 기능적인 부분을 제공하는 것이다. 종양 항원에 대한 높은 및/또는 최적의 친화성을 나

타내는 TCR을 획득하는 것이 유리할 것이다.

따라서, 본 발명의 제1 측면은 다음의 단계를 포함하는 인간 항원-특이적 T 림프구의 생성 방법을 고찰한다:[0011]

A) 항원 제시 세포에서 다음을 포함하는 적어도 하나의 융합 단백질을 발현하는 단계; 및[0012]

- 적어도 하나의 항원 또는 이의 단편,[0013]

- 항원의 N-말단 앞의 소포체 (ER)- 이동 (translocation) 신호 서열, 및[0014]

- 항원의 C-말단 다음의 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막관통    및 세포질 도메인,[0015]

B) 항원 제시 세포에 의해 발현되는 항원에 대해 특이적인 항원-특이적 T 림프구를 활성화 시키기 위해 생체 외[0016]

(in vitro)에서 단계 A)의 항원 제시 세포에 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 노출시키는 단계.

특히, ER-이동 신호 서열과 조합된 표적 서열과 바람직한 항원 또는 이의 단편의 융합은 MHC 클래스 II 복합체[0017]

및 통상적으로 MHC 클래스-I 복합체를 통해 제시되는 세포 단백질에 대한 효율적인 로딩을 가능하게 한다. 또한
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MHC 클래스-I 복합체의 로딩은 전술한 방법으로 이루어진다. 따라서, 상기 방법은 CD8
+
 TCR 뿐만 아니라 CD4

+

TCR의 생성을 가능하게 한다.

단계 A)에서 적어도 하나의 융합 단백질의 발현은 일시적인 발현 또는 안정한 발현, 바람직하게는, 예를 들어[0018]

적어도 하나의 융합 단백질을 코딩하는 ivt-RNA를 도입하는 일시적인 발현일 수 있다. ivt-RNA의 발현은 품질-

제어 ivt-RNA가 빠르게 생성될 수 있고 어떠한 면역원성 단백질 오염물도 운반하지 않는 장점을 갖는다.

구체적인 실시예에서, 상기 융합 단백질은 적어도 2 종의 항원 또는 이의 단편을 포함할 수 있다.[0019]

일부 실시예에서, 상기 방법은 활성화된 T 림프구를 농축시키는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 이러한 농축 단[0020]

계는 전형적으로 다음의 단계를 포함한다:

(a) 상기 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되[0021]

는 적어도 하나의 마커 단백질에 특이적으로 결합하는 적어도 하나의 결합 분자와 접촉시키는 단계;

(b) 상기 적어도 하나의 결합 분자가 결합된 T 림프구를 분리하는 단계.[0022]

바람직한 실시예에서, 상기 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는 적어도 하나의 마커 단백질은 Ox40,[0023]

CD137, CD40L, PD-1, IL-2 수용체, 인터페론 γ, IL-2, GM-CSF 및 TNF-α를 포함하는 군으로부터 선택된다. 또

한, 단계 (a)에서, 상기 세포는 CD4에 특이적으로 결합하는 결합 분자 및/또는 CD8에 특이적으로 결합하는 결합

분자와 추가로 접촉될 수 있다.

구체적인 실시예에서, CD4 T 세포를 선별하는 것은 다음의 단계를 포함한다:[0024]

(a1) 항원 제시 세포의 CD40-CD40L과 항원 특이적 T 림프구 사이의 상호작용을 차단하고 CD40L을 T 림프구 표면[0025]

에 축적시키기 위해, 단계 B)의 세포 집단과 CD40에 대한 항체를 접촉시키는 단계;

(a2) 상기 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 항-CD40L 항체와 접촉시키는 단계;[0026]

(b) 항-CD40L 항체 및 항-CD4 항체로 표지된 T 림프구를 분리하는 단계.[0027]

다른 일실시예는 전술한 청구항 중 어느 한 항에 따른 방법에 관한 것으로, 상기 방법은 C2) 다음의 단계를 포[0028]

함하는 항원-특이적 T 림프구를 확인하는 단계를 추가로 포함한다:

a) 상기 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단의 확장된 세포 클론을,[0029]

(i) 단계 A)에 정의된 항원 제시 세포, 및[0030]

(ii) 대조구 (control) 항원 제시 세포와 배양하는 단계;[0031]

b) 상기 배양의 활성 프로파일을 각 세포 클론에 대한 (i) 및 (ii)와 비교하는 단계;[0032]

c) 상기 b)의 비교를 바탕으로 항원-특이적 세포 클론을 확인하는 단계;[0033]

여기에서, (ii)가 아닌 (i)에 의한 활성화는 상기 세포 클론이 항원-특이적임을 나타내고; (i) 및 (ii) 둘 다에[0034]

의한 활성화는 상기 세포 클론이 항원 비특이적임을 나타내며; (i)에 의해서도 (ii)에 의해서도 활성화되지 않

은 것은 상기 세포 클론이 활성화지 않음을 나타낸다.

단계 B)에서, 상기 항원 제시 세포는 T 림프구를 포함하는 세포 집단에 적어도 1회, 또는 적어도 2회, 또는 적[0035]

어도 3회, 또는 3회 첨가된다. 항원 제시 세포의 반복된 첨가 사이의 시간 간격은 7 내지 21일, 12 내지 16일,

또는 13 내지 15일, 또는 14일일 수 있다.

ER  이동 신호 서열은 엔도솜/리소좀 관련 단백질로부터 유래된다. 상기 엔도좀/리소좀 관련 단백질은 LAMP1,[0036]

LAMP2, DC-LAMP, CD68 또는 CD1b로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있고, 바람직하게 상기 엔도솜/리소좀 관련

단백질은 LAMP1이다. 바람직하게, 상기 ER 이동 신호 서열은 인간이다. 구체적인 실시예에서, 상기 ER 이동 신

호 서열은 서열번호 33의 서열 또는 이의 단편을 포함한다. 보다 구체적인 실시예에서, 상기 ER 이동 신호 서열

은 다음의 서열번호 33의 서열로 이루어진다.

엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메인은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로[0037]

부터 유래될 수 있다. 바람직하게는 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메인은 인간

이다.

전형적으로, 상기 항원 제시 세포는 수지상 세포, 활성화된 B 세포, 단핵구, 대식세포, EBV-형질전환 림프아구[0038]
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세포주(EBV-transformed lymphoblastoid cell line)로부터 선택되고, 바람직하게는 수지상 세포, 더욱 바람직

하게는 단핵구 유래 수지상 세포이다.

통상적으로, 상기 T 림프구를 포함하는 세포 집단은 말초 혈액 림프구의 집단이다. 상기 T 림프구를 포함하는[0039]

세포 집단은 분리되지 않은 말초 혈액 림프구의 집단일 수 있다. 상기 세포 집단은 당해 기술분야의 통상의 기

술자에게 공지된 방법으로 T 림프구, 바람직하게는 CD8
+
 및/또는 CD4

+
 T 림프구에 대해 농축될 수 있다.

본 출원의 또 다른 하나의 측면은 본원에 기재된 상기 방법으로 수득 가능한 T 림프구이다.[0040]

본 발명의 추가의 측면은 다음을 포함하는 발현 벡터와 관련된다:[0041]

- 인간 소포체 (ER)- 이동 신호, 및[0042]

- 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 인간 막통과 및 세포질 도메인.[0043]

상기 벡터는 생체 외(in vitro) mRNA 전사를 위한 프로모터를 포함할 수 있다. 상기 ER 이동 신호 서열은 엔도[0044]

솜/리소좀 관련 단백질, 예를 들어 LAMP1, LAMP2, DC-LAMP, CD68, CD1b, 가장 바람직하게는 LAMP1로부터 유래

된다. 바람직하게, 상기 ER 이동 신호 서열은 인간이다. 구체적인 실시예에서, 상기 ER 이동 신호 서열은 서열

번호 33의 서열 또는 이의 단편을 포함한다. 보다 구체적인 실시예에서, 상기 ER 이동 신호 서열은 다음의 서열

번호 34의 서열로 이루어진다.

상기 엔도솜/리소좀 표적 서열은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래될 수 있다. 상기 엔도[0045]

솜/리소좀 표적 서열은 전형적으로 막통과 및 세포질 도메인의 일부이다. 따라서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서

열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메인은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래될 수 있다.

엔도솜 및/또는 리소좀 표적 서열을 포함하는 바람직하게는 상기 막통과 및 세포질 도메인은 인간이다. 전형적

으로, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열은 소수성 아미노산이 뒤따르는 Y-XX 모티프 (X는 모든 자연발생 아미노산

을 나타냄)(서열번호 38)를 포함한다. 바람직하게, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열은 YQRI(서열번호 39)이다. 상

기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메인은 서열번호 54의 서열 또는 이의 단편을 포함

할 수 있다. 예를 들어, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메인은 서열번호 35의

서열 또는 이의 단편을 포함할 수 있다.

일부 실시예에서, 상기 발현 벡터는 상기 ER 이동 신호 서열 및 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 상기 인간[0046]

막통과 및 세포질 도메인 사이에 제한 부위를 추가로 포함한다. 다른 실시예에서, 상기 벡터는 인간 소포체

(ER)- 이동 신호 서열, 및 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 인간 막통과 및 세포질 도메인 사이에 삽

입되는 적어도 하나의 항원, 또는 이의 단편을 추가로 포함한다.

구체적인 실시예에서, 상기 벡터는 적어도 2종의 항원 또는 이의 단편을 코딩하는 서열을 포함한다. 일부 실시[0047]

예에서, 상기 벡터는 항원의 전장 아미노산 서열을 코딩하는 핵산 서열을 포함한다. 다르게는, 상기 벡터는 항

원의 아미노산 서열을 코딩하는 핵산 서열의 단편을 포함한다.

전형적으로, 상기 항원은 종양 항원 또는 바이러스 항원이다. 상기 종양 항원은 바이러스 종양 항원, 종양-특이[0048]

적 항원, 종양 관련 항원 및 환자 특이적 돌연변이를 운반하고 상기 환자의 종양 세포에 발현되는 항원으로 이

루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 상기 종양 항원은 종양 관련 항원이고, 바람직하게 상기 종양 관련 항원은

암/고환 항원 (C/T 항원)이다. 상기 C/T 항원은 MAGE 패밀리 멤버, 예를 들어 MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4를 포

함하는 군으로부터 선택될 수 있으나, 이로 제한되지 않으며, 단일 점 돌연변이를 포함하는 종양 항원, NY-

ESO1, 종양/고환-항원 1B, GAGE-1, SSX-4, XAGE-1, BAGE, GAGE, SCP-1, SSX-2, SSX-4, CTZ9, CT10, SAGE 및

CAGE를  포함한다. 바람직하게 상기 C/T  항원은 GAGE-1,  SSX-4  및 XAGE-1로 이루어진 군으로부터 선택될 수

있다.

본 발명의 또 다른 일 측면은 생체 외(in vitro)에서 항원-특이적 T 림프구의 생성을 위한 본원에 기재된 바와[0049]

같은 발현 벡터의 사용과 관련된다.

본 발명의 추가의 측면은 본원에 기재된 방법으로 생성된 T-림프구를 포유동물에게 투여하는 것을 포함하는, 암[0050]

예방 또는 치료 방법에 사용하기 위한 T-림프구와 관련된다.

다른 측면은 전술한 방법의 단계를 포함하고, 추가로 본원에 기재된 방법으로 생성된 활성화된 항원-특이적 림[0051]

프구로부터 TCR을 분리하는 단계를 포함하는 항원-특이적 TCR을 생성하기 위한 방법과 관련된다.
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또 다른 측면은 각각 GAGE-1, SSX-4 및 XAGE-1에 특이적인 TCR과 관련된다.[0052]

과제의 해결 수단

본 발명은 인간 항원-특이적 T 림프구의 생성을 위한 방법을 고찰한다. 상기 방법은 RNA-코딩 단백질의 MHC 클[0053]

래스 I 및 II 제시를 수득하기 위해 항원 또는 이의 단편에 융합된 MHC 클래스-II 표적 신호를 사용한다. 따라

서, 본 발명은 MHC 클래스-II 표적 신호 및 적어도 하나의 항원 또는 이의 단편을 포함하는 발현 벡터, 및 항원

-특이적 T 림프구의 생체 외(in vitro) 생성을 위한 이의 용도에 관한 것이다. T 세포 클론 및 종양 항원 또는

바이러스 항원에 특이적인 T 세포 수용체 (TCRs) 또한 기술된다. 

발명의 효과

본 발명은 인간 항원-특이적 T 림프구를 생성하기 위한 방법을 고찰한다.[0054]

도면의 간단한 설명

도 1: 항원-특이적 CD4
+
 T 세포의 활성화 및 단리를 위한 표적화된 MHC 클래스s-II 제시(presentation). (a)[0055]

CrossTAg-신호(LAMP1 및 DC-LAMP)의 기능성과 필요성을 검증하기 위해 사용된 다양한 EBNA-3C 컨스트럭의 도식

적 표현. ORF (ATG to STOP), CrossTAg-신호(LAMP1 및 DC-LAMP)의 다양한 구성요소, HLA-DR11-제한된 EBNA-3C

에피토프 (3H10) 및 폴리A120 스트레치(stretch)를 나타낸다. (b) CrossTAg 신호는 효율적인 MHC class-II 교

차-제시(cross-presentation)를 용이하게 한다.  ivt-RNA-형질감염된 APC(단핵구-유래 DC  3일간 준비(3d-mDC)

또는 미니-엡스타인-바(mini-Epstein-Barr) 바이러스-(EBV)-형질전환된 림포아구 세포주((mLCL))와의 16시간 동

안 배양에서의 EBNA-3C- 특이적 CD4
+
 T 세포 클론 3H10의 IFN-γ 분비. 값은 3회 평균 + SD로 표시된다. (c) 활

성화 마커 CD40L의 발현은 항원- 특이적 CD4
+
 T 세포의 단리에 적합하다. CellTrace

TM
 바이올렛 3H10 세포를 감

소된 농도(decreasing concentrations)의 자가(autologous) PBL과 혼합하고 자가 공여자(autologous donor)의

EBNA-3C-CrossTAg  ivt-RNA-형질감염된 mDC  (APC)와  공동배양하였다.  CD4
+
 T  세포에서 활성화에 의해 유도된

CD40L 발현을 6 시간의 공동배양(co-culture)에서 평가하였다.

도 2:  분리되지 않은 PBL에서 C/T-항원-특이적 CD4
+
 T  세포의 유도 및 농축. (a)  C/T-항원-감작된 PBL(C/T-

antigen-primed PBL)로부터의 CD4
+
 T 세포에서 활성화-유도된 CD40L 및 CD137 표면 발현. 활성화 마커 발현은

시험관 내에서 각각 배양13 일 및 27일째에 PBL의 특이적 재자극(specific re-stimulation) 6 시간 후에 측정

되었다. (b) 대량(bulk) CD40L
positive

 및 CD40L
negative

 CD4
+
 T 세포주의 증식 능력 직접 비교. 28일째에, CD4

+ 
T 세

포는 그들의 CD40L 발현에 따라 감작된 PBL 배양물로부터 단리되었다. 총 세포 수는 FACS 분리 (0 일) 후 특이

적 재자극 (14 일) 후 14 일 간격의 끝(end)에서 평가되었다. 그 결과는 0 일에 비해 x-배의 증식을 나타낸다.

(c) 항원 특이적 재자극 후 유도된 사이토카인 분비의 비교. 대량의 CD40L
positive

 및 CD40L
negative

 CD4
+
 T 세포주의

IFN-γ분비는 CrossTAg 항원 ivt-RNA-형질감염된 mDC와 함께 16 시간 공동배양하여 측정하였다. 값은 3 회의 평

균 + SD로 표시된다.

도 3: C/T-항원-특이적 CD4
+
 T 세포 클론에 대한 스크리닝. (a) C/T-항원- 감작된 PBL 배양물로부터 유래된 클

론의 예시적인(exemplary) 스크리닝 데이터. IFN-γ 분비는 CrossTAg-항원 ivt-RNA-형질감염된mDC (4 가지 항

원의 혼합물)와의 16 시간 배양에서 평가하였다. 막대는 단일 값을 나타낸다. (b) 선택된 T 세포 클론의 C/T-항

원 반응성의 평가. 사이토카인 분비 (IFN-γ 및 GM-CSF)는 ivt-RNA- 형질감염된 mLCL (4 가지 항원의 혼합물)과

함께  배양한  후에  평가  하였다.  데이터는  단일  값(single  values)으로  표시된다  (c)  CD4  보조  수용체(co-

receptor) 발현의 확인. 예시적인 클론이 도시되어 있다.

도 4: 항원 특이성의 평가. 단일 C/T-항원-특이성을 나타내는 것으로 밝혀진 CD4
+
 T 세포 클론에 대한 예시적인

데이터. IFN-γ 분비는 ivt-RNA-형질감염된 mLCL과 함께 공동배양한 후에 측정하였다. 값은 2회의 평균 + SD 또

는 (*)표시된 경우 단일 데이터 포인트로 나타낸다.

도 5: CrossTAg-신호와 단백질 인식의 필요성. (a) ivt-RNA 기반 CD4
+ 
T 세포 클론 활성화를 위한 CrossTAg-신

호의 필요성. (b)  생리학적으로 처리된 외인성 재조합 단백질의 인식. CrossTAg-신호가 없는 항원-IVIT-RNA
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(a)로 형질감염된 mLCL 또는 특이적 TCR을 갖는 분리된 CD4
+
 T 세포 클론의 IFN-γ 분비에 의해 측정된 재조합

단백질로 로딩된 mLCL과 직접 비교한 항원-CrossTAg ivt-RNA-형질감염된 APC (mLCL)의 자극 능력. 모의 APC 및

T 세포가 대조군으로 사용되었다. 값은회 3 회의 평균 + SD로 표시된다.

도 6:  MHC  클래스-II 에피토프 코어 서열의 정의. 직접 MHC  클래스 II  에피토프 식별(direct MHC  class-II

epitope identification)(DEPI)(점선으로 된 박스)에 의해 발견된 펩타이드 조각은 짧은 CrossTAg-ivt-RNA 컨

스트럭을 사용하여 확인되었다. GAGE-1-TCR-2 형질 전환 3H10 T 세포 (a) 또는 XAGE-1-TCR-1 및 -TCR-2 T 세포

(b)를 중첩된 짧은 CrossTAg-ivt-RNA 컨스트럭- (검은 막대로 표시) 또는 전장 항원-CrossTAg ivt-RNA-형질감

염된 APC (mLCL)과 공동 배양하였다. IFN-γ분비는 16 시간의 공동 배양에서 평가하였고, 인식된 에피토프 코어

서열을 나타내었다(실선으로 된 상자). 모의 형질감염된 APC와의 공동 배양물 또는 T 세포 단독(alone)이 대조

군으로 사용되었다. 값은 3 회의 평균 + SD로 표시된다.

도 7: C/T-항원-특이적 CD4
+
 T 세포 수용체의 트랜스제닉(transgenic) 발현. 3H10 T 세포를 CD4

+
 T 세포 클론

GAGE-1-TCR-1, XAGE-1-TCR-1 또는 -TCR-2의 상응하는 TCR-α 및 -β 사슬을 코딩하는 ivt-RNA로 형질 감염시켰

다. TCR- 트랜스제닉 3H10 세포를 항원-로딩된 APC (mLCL)와 함께 배양하고, IFN-γ 분비를 16 시간의 공동배양

에서 검출하였다. 모의 형질감염된 APC와의 공동 배양물 또는 T 세포 단독(alone)이 대조군으로 사용되었다. 값

은 3 회의 평균 + SD로 표시된다.

도 8:   CrossTAg  신호는 세포 내 [내인성] 제시 경로를 통해 MHC  클래스 II  로딩을 촉진한다. HLA-DRB1  *

11:01-양성  및  HLA-DRB1*11:01-음성  DC는  EBNA-3C-CrossTAg  ivt-RNA로  형질감염시켰다.  형질감염된

(Transfected)  및 형질감염되지않은(un-transfected) DCs는 가능한 모든 조합으로 공동 배양하고 12 시간 후

EBNA-3C 특이적 CD4
+
 T 세포 클론 3H10과 함께 공동배양 하였다. 3H10 세포의 IFN-γ 분비는 DC와의 16 시간의

공동 배양에서 측정되었다. 값은 3회의 평균 + SD로 표시된다.

도  9:  PBL  감작(priming)을  위한  3d  mDC의  특성.  (a)  단일클론  항체(열린 곡선)  및  매칭되는  아이소타입

(isotype) 대조군(채워진 회색 곡선)으로 염색하여 검출된 표면 마커. (b) ivt-RNA-형질감염된 mDC의 항원 mRNA

수준. 비-형질감염된(non-transfected) mDC와 관련하여 항원 mRNA 카피 수의 x-배 증가로 나타낸다. 항원-특이

적인 프라이머를 사용하여 qRT-PCR에 의해 항원 mRNA 카피 수를 평가하였다.

도10: C/T-항원-특이적 CD4
+
 T 세포의 CD40L 기반 분류를 위한 게이팅 전략. 림프구는 순방향 (FSC; FSC-A:전방

산란 영역; FSC-H: 전방 산란 높이)과 측방 산란(SSC-A)에 따라 선택되었다. DAPI는 죽은 세포를 배제하기 위해

사용되었다.  단일  세포  분획  (FSC-A  /  FSC-H)의  CD4-양성  세포를  CD40L  발현에  따라  분류하고  대량의

CD40L
positive

 및 CD40L
negative

 CD4
+
 T 세포주로 확립하였다. 또한 CD40 

positive
 CD4

+
 T 세포를 단일 세포 기준으로

96-웰 플레이트로 분류하였다.

도 11: 대체(alternative) ER 전좌 신호 서열

(a)  ivt-RNA  생산에 사용되는 벡터 구조의 개략도. 특성화된 CD4
+
 T  세포 클론 3H10  (EBNA-3C-특이적, HLA-

DRB1*11:01-제한)의 표적 항원을 인간 LAMP1, LAMP2, DC-LAMP, CD68 또는 CD1b (항원 서열에 대한 5 ') 의 ER

전좌 신호의 조합 및 인간 DC-LAMP (항원 서열에 대한 3 ')의 엔도좀/리소좀 표적 서열, DC-LAMP의 엔도좀/ 리

소좀 표적 서열 단독 또는 전좌 및 표적 서열 없음(no translocation  and  targeting  sequence)을 포함하는

pGEM 벡터 시스템으로 클로닝하였다. 또한, 사용된 신호 펩타이드 서열(ER 전좌 신호)의 아미노산 서열이 예측

된 펩티다아제 절단 부위를 나타내었다. (b) CD4
+
 T 세포 클론 3H10 세포를 단일 ivt-RNA 종(species)-형질감염

된 APC(mLCL)와 함께 배양하였다. 모의 형질감염된 APC와의 공동배양물을 대조군으로 사용하였다. IFN-γ분비는

공동배양 시작 후 16 시간 째 표준 IFN-γ ELISA에 의해 검출되었다. 값은 3 회의 평균 + SD로 표시된다.

도  12:  CrossTAg  타겟팅  신호를  사용하는,  동시(Simultaneous)  MHC  클래스-II  및  MHC  클래스-I  표시

(presentation). (a) ivt-RNA 생산에 사용된 벡터 구조의 개략도. 특성화된 CD4
+
 T 세포 클론 3H10 (EBNA-3C 특

이적, HLA-DRB1*11:01- 제한적) 및 특성화된 CD8
+
 T 세포 클론 IVSB (티로시나제 특이 적, HLA-A2*01:01- 제한

적)의 표적 항원을 CrossTAg 표적화 서열을 갖거나 갖지 않는 pGEM 벡터 시스템으로 클로닝시켰다. EBNA-3C는

전체 유전자 서열의 1kb  단편 (aa  421-780)으로 클로닝되고 클론 3H10에 대한 에피토프를 포함한다. IVSB-

3H10(Epitope)-CrossTAg 컨스트럭을 생성하기 위하여, 완전한 항원 서열 대신에, 클론 3H10 (EBNA-3C, aa 628-
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641, VVRMFMRERQLPQS; SEQ ID NO: 36)의 에피토프를 포함하는 미니-유전자 및 IVSB-3H10 (Epitope) 클론 IVSB

(티로시나제, aa 369-377, YMDGTMSQV; SEQ ID NO: 37)를 순차적으로 pGEM-CrossTAg 벡터 백본으로 클로닝하였

다. 세포질에서 전사된 ivt-RNA 종의 안정화를 촉진하기 위해, 모든 pGEM 벡터 컨스트럭은 오픈 리딩 프레임

(ORF)의  120  아데닌  염기쌍  (폴리-A120)3'을  포함하는  폴리-A  테일을  갖는다.  (b)  HLA-A2*01:01-,  HLA-

DRB1*11:01- 이중 양성 공여자의 성숙한 DC (mDC)의 분리 분획을 (a)에 열거된 단일 ivt-RNA 종으로 형질감염시

켰다. 형질감염 후 7 시간 째에, 뚜렷한 mDC 집단의 1*10
5
 세포를 CD4

+
 T 세포 클론 3H10 또는 CD8

+
 T 세포 클론

IVSB의 1*10
5
 세포와 공동배양하였다(1:1 비율). 모의 형질감염된 mDC (H2O)와의 공동배양물 또는 T 세포 단독

을 대조군으로 사용하였다. IFN-γ 분비는 공동배양 시작 후 16 시간 째 표준 IFN-γ ELISA에 의해 검출되었다.

값은 3 회의 평균 + SD로 표시된다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

일부 바람직한 실시예와 관련하여 본 발명이 상세하게 설명되기 전에, 다음과 같은 일반적인 정의가 제공된다.[0056]

다음에 예시적으로 기술된 본 발명은 명세서에 구체적으로 개시되지 않은 임의의 요소 또는 요소들, 제한 또는[0057]

제한들이 없는 경우에 적합하게 실시될 수 있다.

본 발명은 특정 실시예 및 특정 도면을 참조하여 설명될 것이나, 본 발명은 이에 한정되지 않고 청구 범위에 의[0058]

해서만 제한된다.

용어 "포함하는 (comprising)"이 본 명세서 및 청구 범위에서 사용되는 경우, 다른 요소를 배제하지 않는다. 본[0059]

발명의 목적을 위해, "이루어지는 (consisting of)"이라는 용어는 "포함하는(comprising of)"이라는 용어의 바

람직한 구현 예로 간주된다. 이하 그룹이 적어도 특정 숫자의 실시 양태를 포함하도록 정의되는 경우, 이는 또

한 바람직하게는 단지 이들 실시 양태로만 이루어진 그룹을 개시하는 것으로 이해되어야 한다.

단수 명사를 언급할 때 부정관사 또는 정관사(indefinite or definite article), 예를 들어 "a", "an" 또는[0060]

"the"가 사용되는 경우, 이는 특별히 명기된 것이 없는 한 해당 명사의 복수형을 포함한다.

본원에 사용된 용어 "발현(expression)"은 유전자의 핵산 서열에 기초하여 폴리 펩타이드가 생산되는 과정을 의[0061]

미한다. 따라서, 용어 "발현된" 단백질 또는 폴리 펩타이드는, 제한없이, 세포 내(intracellula), 트랜스멤브레

인(transmembrane) 및 분비 단백질들(secreted proteins) 또는 폴리 펩타이드들(polypeptides)을 포함한다.

기술 용어는 상식 (common sense)으로 사용된다. 만일 특정 의미가 특정 용어로 전달되는 경우 용어가 사용되는[0062]

문맥의 다음에 용어의 정의가 제공될 것이다.

본 발명의 일 측면은 하기 단계를 포함하는 인간 항원-특이적 T 림프구(antigen-specific T lymphocyte)를 생성[0063]

시키는 방법에 관한 것이다:

A)  항원 제시 세포에서(in antigen presenting cells), 다음을 포함하는 적어도 하나의 융합 단백질의 발현[0064]

   - 적어도 하나의 항원 또는 그의 단편(fragment),[0065]

         - 항원의 N-말단에 선행하는 소포체(ER)- 전좌 신호 서열((translocation signal sequence), 및[0066]

        - 항원의 C-말단 다음의 엔도좀/리소좀 표적 서열 (endosomal/lysosomal targeting sequence)을 포함[0067]

하는 트랜스멤브레인(transmembrane) 및 세포질 도메인(cytoplasmic domain),

       ; 및[0068]

B) 항원 제시 세포에 의해 발현된 항원에 특이적인 항원-특이적 T 림프구를 활성화시키기 위하여 시험관 내(in[0069]

vitro)에서 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 단계 A)의 항원 제시 세포에 노출

상기 단편(fragment)은 이 항원에 특이적인, 즉 포유류, 특히 인간의 다른 단백질 또는 펩타이드에서 발생하지[0070]

않는 항원 서열일 수 있다. 단편은 항원 서열보다 적어도 5 %, 적어도 10 %, 적어도 30 %, 적어도 50 %, 적어도

70 %, 적어도 90 % 더 짧을 수있다. 상기 단편은 적어도 9, 적어도 10, 적어도 11, 적어도 12, 적어도 13, 적어

도 14, 적어도 15 또는 그 이상의 아미노산 길이를 가질 수 있다.

일 구체예에서, 상기 융합 단백질은 2 개 이상의 항원 또는 이의 단편을 포함한다. 융합 단백질은 적어도3, 적[0071]

어도4, 적어도 5, 적어도 6, 적어도 7, 적어도 8, 적어도 9 , 적어도 10 개의 항원 또는 이의 단편을 포함할 수
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있다. 융합 단백질은 100 개 미만, 50 개 미만, 40 개 미만, 30 개 미만, 20 개 미만, 10 개 미만의 항원 또는

그의 단편을 포함할 수 있다.

용어 "항원-특이적 T 림프구 활성화 (activate  antigen-specific  T  lymphocytes)  "는 나이브(naive) T  세포[0072]

(de novo induction)의 활성화와 기억 T 림프구(memory T lymphocytes)의 활성화(재활성화, reactivation)를

나타낸다.

일반적으로 항원 제시 세포 및 T 림프구(T　lymphocytes)를 포함하는 세포 집단은 동일한 공여자(donor)로부터[0073]

유래한다. 유럽 특허 제1910521호에 기술된 바와 같은 알로레스트릭된 셋-업 (allorestricted set-ups)이 또한

고려되는데, 여기에서 MHC 분자를 코딩하는 핵산은, 전달되는 상기 MHC 분자에 상응하는 MHC 유전자를 갖지 않

는 공여자의 항원 제시 세포에서 발현된다.

단계 A)에서 적어도 하나의 융합 단백질의 발현은 일과성 발현 (transient expression) 또는 안정발현(stable[0074]

expression)일 수있다. 바람직한 실시 양태에서, 발현은 예를 들어 적어도 하나의 융합 단백질을 코딩하는 ivt-

RNA의 도입에 의한 일과성 발현이다. ivt-RNA의 발현은 품질관리된(quality-controlled) ivt-RNA가 신속하게

생산될 수 있고 면역원성 단백질 오염물 (immunogenic protein contaminants)을 갖지 않는다는 이점을 갖는다.

프라이밍(priming)이라고도 지칭되는, T 림프구의 노출에 의해, 여러 가지 다른 활성화된 림프구 집단이 시험관[0075]

내(in vitro)에서 나타난다(출현한다). 일반적으로, 단계 B)에서의 노출은 T 림프구를 포함하는 세포 집단과 항

원 제시 세포를 공동 배양하는 것이다. 항원 제시 세포의 MHC:에피토프 복합체 (MHC:epitope complexes)를 인식

하는 T 세포가 활성화되며, 이의 일부는 단계 A)에서 발현된 항원의 에피토프를 나타내는 MHC 분자의 복합체에

특이적이다. 이러한 탐색된 T 세포(sought-after T cells)는 단계 A)에서 발현된 항원으로부터 유래되지 않은

에피토프를 나타내는 펩타이드 또는 MHC 분자와 무관하게 MHC 분자를 인식하는 T 세포로부터 분리되어야 한다.

단계 B)에서 항원 제시 세포의 노출을 위해, 항원 제시 세포는 T 림프구를 포함하는 집단에 적어도 한번 첨가된[0076]

다. 항원 제시 세포의 첫 번째 첨가 (the first addition) 는 또한 프라이밍(priming)으로 지칭된다. 항원 제시

세포는 수회, 예를 들어, 적어도 2 회 또는 3 회 첨가될 수 있다. 이 단계에서 이미 활성화된 T 림프구가 추가

증식을 위한 추가적인 자극을 받기 때문에 항원 제시 세포의 두 번째(the second) 및 이후의 모든 첨가는 재자

극(restimulation)으로 지칭된다. 특정 실시 양태에서, 항원 제시 세포는 한번 첨가된다. 다른 구체예에서, 항

원 제시 세포는 2 회 첨가된다. 또 다른 실시 양태에서, 항원 제시 세포는 3 회 첨가된다. 추가의 실시 양태는

항원 제시 세포가 3 회 이상 첨가되는 방법에 관한 것이다. 새로운 APC는 T 세포 배양에 7 ~ 21 일마다, 또는

12  ~  16  일마다, 또는 13 ~  15  일마다, 또는 14 일마다 첨가될 수 있다. 당업자는 세포가 보충 사이토카인

(supplementary cytokines)을 함유하는 새로운 배양 배지(culture medium)를 정기적으로 제공받는다는 것을 이

해한다.

시험관 내에서 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 항원 제시 세포에 노출시키는 것은, 포유 동물과 같은 유기체[0077]

에서 노출이 일어나지 않지만, 노출은 시험관 내 세포 배양에서 일어난다는 것을 의미한다. 세포 배양 조건은

당업자에게 공지되어 있으며, 생성되는 T 세포의 유형에 따라, IL-2, IL-4, IL-7 및/또는 IL-15와 같은 사이토

카인의 첨가를 포함한다 (Schendel,  DJ  등, Human  CD8  + T lymphocytes 1997. In: The Immunology Methods

Manual (I. Lefkovits, Ed.) 670-690 페이지, Regn, S., et al. 2001. The generation of monospecific and

bispecific  anti-viral  cytotoxic  T  lymphocytes  (CTL)  for  the  prophylaxis  of  patients  receiving  an

allogeneic bone marrow transplant. Bone Marrow Transplant. 27: 53-64; Su, Z. et al. Antigen presenting

cells transfected with LMP2a RNA induce CD4
+
 LMP2a-specific cytotoxic T lymphocytes which kill via a

Fas-independent mechanism. Leuk. Lymphoma 43(8): 1651-62.).

일부 실시 양태에서, 상기 방법은 활성화 및/또는 항원 특이적 T 림프구의 농축 (enrichment) 단계를 더 포함할[0078]

수 있다. 이 농축 단계는 일반적으로 다음 단계를 포함한다:

(a) 활성화된 항원-특이적 T 림프구(activated antigen-specific T lymphocytes)를 포함하는 세포 집단을, 활[0079]

성화된 T  림프구에 의해 특이적으로 발현되는 마커 단백질과 특이적으로 결합하는 적어도 하나의 결합 분자

(binding molecule) 또는 원하는 항원의 에피토프를 나타내는 적어도 하나의 MHC 분자와 접촉시키는 단계;

(b) 적어도 하나의 결합 분자 또는 원하는 항원의 에피토프를 나타내는 적어도 하나의 MHC 분자가 결합된 T 림[0080]

프구를 단리하는(isolating) 단계.

특정 실시 양태에서, 상기 방법은 활성화된 T 림프구의 농축 단계를 포함할 수 있다. 이 농축 단계는 일반적으[0081]
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로 다음 단계를 포함한다:

(a) 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단을, 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는[0082]

마커 단백질에 특이적으로 결합하는 적어도 하나의 결합 분자와 접촉시키는 단계;

(b) 적어도 하나의 결합 분자가 결합된 T 림프구를 단리하는 단계.[0083]

다른 특정 실시 양태에서, 상기 방법은 원하는 항원에 특이적인 T 림프구의 농축 단계를 포함할 수 있다. 이 농[0084]

축 단계는 일반적으로 다음 단계를 포함한다:

(a) 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 원하는 항원의 에피토프를 나타내는 MHC 분자와 접[0085]

촉시키는 단계;

(b) 원하는 항원의 에피토프를 나타내는 적어도 하나의 MHC 분자가 결합된 T 림프구를 단리하는 단계.[0086]

활성화된 T  림프구에 의해 특이적으로 발현되는 마커 단백질에 기초한 활성화 된 T  림프구의 농축은, 제한[0087]

(restriction) 및 특정 에피토프(specific epitope)와 독립적으로 활성화된 T 세포의 광범위한 스펙트럼을 풍부

하게 한다. 마커 단백질에 특이적으로 결합하는 결합 분자는 항체, 항체 유도체, 항체 단편, 또는 상기 분자와

추가 분자(further  molecule)의 접합체일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 결합 단백질은 예를 들어

FACS 또는 MACS와 같은 분류 절차를 용이하게 하기 위해 표지될 수 있다.

활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는 마커 단백질은 활성화된 T 림프구에 의해 발현되고 비활성화된[0088]

T 림프구에 의해 실질적으로 발현되지 않는 임의의 표면 단백질(surface protein) 또는 분비 단백질(secreted

protein)일 수 있다. 바람직한 실시 양태에서, 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는 하나 이상의 마

커 단백질은 Ox40, CD137, CD40L, PD-1, IL-2 수용체, 인터페론-γ, IL-2, GM-CSF 및 TNF-α를 포함하는 그룹

에서 선택된다. 

이러한  마커를  사용하면  TCR에  의해  제시된  특정  에피토프로부터  독립적으로  활성화된  T  림프구가  농축[0089]

(enrichment)될 수 있다. 이 방법은 선택된 항원의 모든 잠재적인 면역원성 에피토프를 인식하는 T 세포의 분리

를 용이하게 하며, 예를 들어 불완전하게 정의된 항원(poorly defined antigens)에 대해 특히 유용하다.

농축  단계(enrichment  step)에서  선택된  세포를  하위 집단(subpopulations)  으로  모으거나 단일 세포 클론[0090]

(single cell clones)으로 직접 분리할 수 있다. 특정 실시 양태에서, 세포는 제1 농축 단계(first enrichment

step)에서  모으고,  추가  농축  단계에서는  단일  클론으로  분리한다.  단일  클론  분리는  제한  희석(limited

dilution) 또는, FACS 또는 MACS를 이용한 자동 단일 세포 분류(automated single cell sorting)를 통해 제한

없이 발생할 수 있다. 단일 세포 분류는 FACS에 의해 수행하는 것이 바람직하다.

특정 실시 양태에서, 활성화된 CD4 T 세포를 선택하는 것은 하기 단계를 포함한다:[0091]

(a1) 항원 제시 세포의 CD40-CD40L과 항원-특이적 T 림프구 사이의 상호 작용을 차단하고 T 림프구의 표면에[0092]

CD40L을 축적시키기 위해, 단계 A)의 하나 이상의 융합 단백질을 발현하는 항원 제시 세포를 CD4에 대한 항체와

접촉시키는 단계;

(b) 항-CD40L 항체 및 항-CD4 항체로 표지된(marked) T 림프구를 단리하는 단계.[0093]

분비 단백질에 의해 활성화된 T 세포의 선택을 사용(employ the selection)하기 위하여, 예를 들어 인터페론-γ[0094]

와  같은  사이토카인,  T  세포  표면 마커 및  표적화된 사이토카인을 인식하는 이중-특이적 분자(bi-specific

molecules)는 세포 표면에서 분비된 사이토카인을 포획하고, 이는 Becker et al에 기재된 바와 같이 표지된 검

출 항체에 의해 검출될 수 있다(Becker, C et al. 2001. Adoptive tumor therapy with T lymphocytes enriched

through an IFN capture assay. Nature Med. 7(10): 1159-1162.).

또한, 단계 (a)에서, 세포는 CD4에 특이적으로 결합하는 결합 분자 및/또는 CD8에 특이적으로 결합하는 결합 분[0095]

자와 추가적으로 접촉될 수있다.

대안적으로, 농축은 원하는 항원 (즉, 단계 A의 항원 제시 세포에 의해 외인성으로 발현되는 항원)의 에피토프[0096]

를 나타내는 MHC 분자를 사용함으로써 수행될 수있다. MHC 분자는 예를 들어 분류 절차를 용이하게 하기 위해

FACS 또는 MACS와 같이 표지될 수있다. TCR과 상응하는 펩타이드(corresponding peptide):MHC 복합체 사이의

낮은 친화도 상호 작용(low affinity interaction)은 Wilde et al의 문헌((Dendritic cells pulsed with RNA

encoding  allogeneic  MHC  and  antigen  induce  T  cells  with  superior  antitumor  activity  and  higher  TCR
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functional avidity. Blood 114(10): 2131-2139; 2009)에 기재된 바와 같은 펩타이드:MHC 분자의 가용성 다량

체(soluble multimers)의 조합에 의해 극복 될 수있다. 상기 다량체는 예를 들어 다이머, 트라이머, 테트라머,

펜타머, 헥사머, 헵타머 또는 옥타머 등이 있으나 이에 제한되는 것은 아니다. 또한, TCR에 가역적으로 결합하

여 기능적 변화 또는 활성화 유도된 세포 사멸(activation induced cell death)의 위험 없이 고친화성 TCR의

단리를  허용하는,  소위  펩타이드:MHC  스트렙타머(streptamers)를  사용할  수  있다(Knabel  et  al.  (2002)

Reversible MHC multimer staining for functional isolation of T-cell populations and effective adoptive

transfer.  Nature  Medicine,  8(6),  631-7.).  T  세포의  가역적  성질:스트렙타머  상호  작용은  스트렙타머

(streptamer)의 백본(backbone)으로 작용하는 스트렙트아비딘(strep-tactin)의 변형된 형태(modified form)을

기반으로 한다.

이러한 접근법은 특이적 제한(specific restriction)을 갖는 에피토프 특이적 TCR (epitope specific TCR)의[0097]

표적화된 농축(targeted enrichment)을 허용한다. 

활성화된 및/또는 항원-특이적 T 림프구의 단리(isolation)는 FACS (fluorescence-activated cell sorting) 및[0098]

MACS (magnetic-activated cell sorting)에 의해 수행될 수있다. FACS의 경우, 마커 단백질에 특이적으로 결합

하는 결합 분자 또는 원하는 항원의 에피토프를 나타내는 MHC  분자를 형광 염료로 표지한다. FACS는 고순도

(high purity)의 작은 수 (small numbers)의 단리에 특히 유용하다. MACS의 경우, 마커 단백질에 특이적으로

결합하는 결합 분자 또는 원하는 항원의 에피토프를 나타내는 MHC 분자는 자성 비드와 같은 자성 입자로 표지된

다. MACS는 대량 배양물(bulk cultures)의 신속한 분류에 특히 적합하다.

또한, 단계 (a)에서, 세포는 CD4에 특이적으로 결합하여 CD4를 더욱 풍부하게 하는 결합분자 및/또는 CD8에 특[0099]

이적으로 결합하는 결합분자와 추가로 접촉될 수있다.

또 다른 실시 양태는 상기 클레임들 중 어느 하나에 따른 방법과 관련되며, 여기서 상기 방법은 단계를 더 포함[0100]

한다:

C2) 다음의 단계를 포함하는, 항원-특이적 T 림프구의 동정(identification):[0101]

a)  다음을 갖는 활성화된 항원-특이적 T  림프구를 포함하는 세포 집단의 증식된 세포 클론 (expanded  cell[0102]

clones)의 항온 배양(incubation)

      (i) 단계 A)에서 정의된 항원 제시 세포, 및[0103]

      (ii) 대조 항원 제시 세포;[0104]

b) 각각의 세포 클론에 대한 (i) 및 (ii)와의 항온 배양의 활성화 프로파일의 비교;[0105]

c) b)의 비교에 기초한 항원-특이적 세포 클론의 동정;[0106]

여기서 (ii)에 의한 것이 아닌, (i)에 의한 활성화는 세포 클론이 항원 특이적임을 나타낸다.[0107]

항원-특이적 T 림프구의 단계 C2) 동정은 단계 C1) 활성화된 T 림프구의 농축 이후에 수행되거나, 또는 농축 단[0108]

계 C1) 없이 단계 B) T 림프구를 포함하는 세포 집단을 항원 제시 세포에 노출시킨 후에 수행될 수 있다.

또 다른 실시 양태는 상기 클레임 중 어느 하나에 따른 방법과 관련되며, 상기 방법은 단계를 더 포함한다:[0109]

C2)다음의 단계를 포함하는, 항원-특이적 T 림프구의 동정:[0110]

a) 다음을 갖는 활성화된 항원 특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단의 세포의 적어도 하나의 분획의 항온 배[0111]

양

    (i) 단계 A)에서 정의 된 항원 제시 세포, 및[0112]

           (ii) 대조 항원 제시 세포 또는 항원 제시 세포의 부재 하;[0113]

b) 세포의 적어도 하나의 분획에 대한 (i) 및 (ii)와의 항온 배양의 활성화 프로파일의 비교;[0114]

c) b)의 비교에 기초하여 항원 특이 적 세포 분획의 동정;[0115]

c) b)의 비교에 기초하여 항원 특이 적 세포 분획의 동정;[0116]

여기서 (ⅱ)에 의한 것이 아닌, (ⅰ)에 의한 활성화 세포의 분획이 항원-특이적임을 나타낸다.[0117]
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또 다른 실시 양태는 상기 클레임 중 어느 하나에 따른 방법과 관련되며, 상기 방법은 단계를 더 포함한다.[0118]

C2) 다음의 단계를 포함하는, 항원- 특이적 T 림프구의 동정:[0119]

a) 다음을 갖는 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단의 증식된 T 세포 클론의 항온 배양[0120]

    (i) 단계 A)에서 정의된 항원 제시 세포, 및[0121]

    (ii) 항원 제시 세포 또는 항원 제시 세포의 부재 하;[0122]

b) 각각의 세포 클론에 대한 (i) 및 (ii) 와의 항온 배양의 활성화 프로파일의 비교;[0123]

c) b)의 비교에 기초한 항원-특이적인 세포 클론의 동정;[0124]

여기서, (ii)에 의한 것이 아닌, (i)에 의한 활성화는 세포 클론이 항원- 특이적임을 나타낸다.[0125]

T 림프구의 활성화 프로파일은 예를 들어 활성화-유도된 사이토카인 방출 또는 항원-유도된 살생 용량 (killing[0126]

capacity)을 측정함으로써 결정될 수있다.

활성화-유발성(activation-induced)  사이토카인  분비를  측정하기  위해,  T  세포는  항원-로딩된(antigen-[0127]

loaded)APC와 함께 공동배양될 수 있다. 다양한 이펙터 세포(effector cell) 대 표적 세포 (E:T) 비율이 적용될

수 있다.

대조 항원 제시(control antigen presenting), 즉 모의-트랜스펙션된(mock-transfected) APC와 함께 배양되거[0128]

나 T 세포 또는 자극 세포의 부재 하에서 배양된 T 세포는 음성 대조군으로서 사용될 수 있다.

배양 상등액(culture supernatants)은 표준 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)에 의해 평가된다.[0129]

마커의  예로는  과립구-대식세포  콜로니-자극  인자(granulocyte-macrophage  colony-stimulating  factor,  GM-[0130]

CSF), 인터페론- γ(interferon-γ, IFN-γ), IL-2 및 TNF-α 분비 (TNF-α secretion)가 있으나 이에 제한되

는 것은 아니다. 항원 접촉(antigen encounter) 시 IFN-g, IL-2 및 TNF-α 분비는 향상된 항-종양 기능(anti-

tumor function)과 관련이 있으므로, D8
+
 세포 독성 T 세포의 항원-유도된(antigen-induced) 사이토카인 분비를

측정 할 때 특히 유용하다.

또한 IFN--γ 및 GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor F)는 항원-특이적 CD4+ T 헬퍼[0131]

(helper)-1(Th1)-분극(polarized) T 세포 클론의 평가용으로 잘 정의된(well-defined) 사이토카인이다.

1 차 T 세포(primary T cell) 유도를 위해 여러 항원이 동시에 사용되는 경우, 각 프라이밍 항원을 발현하는 개[0132]

별 APC 집단은 동일한 비율로 혼합되어 T 세포 공동배양(co-culture)에 사용될 수 있다. 따라서, 특이성을 평가

하기 위해 수행 된 초기 스크리닝 어세이는 전체 전개된 표적 항원(total deployed target antigens)에 대한 전

체 항원-반응성(antigen-reactivity)의 예측만을 허용한다. 단일-항원 특이성(single-antigen specificities)

의 평가는 항원 반응성 T 세포와 단일-종(single-species) ivtRNA-형질감염된(transfected) APC의 후속 공동배

양을 필요로 한다.

또한, 개별 T 세포(individual T cell) 클론의 세포 독성 활성은 예를 들어 크롬 방출 분석(chromium release[0133]

assays)에 의해 측정될 수있다. 그러한 분석에서, 표적 세포는 방사성 크롬으로 표지되고 T 세포에 노출된다.

살생(killing) 시, 방사성 크롬은 상등액으로 방출되고 공동배양 시작 후 4 시간 이내에 검출 가능하다. 특정

크롬 방출(Specific chromium release)은 이펙터(effector) 세포의 부재에서 표적 세포를 배양하는 것에 의해

평가되는 자발 방출에 대해 노멀라이즈(normalize)된다. 따라서, 상층액 중의 다량의 크롬은 탁월한 세포 용해

성(cytolytic) T 세포 활성과 상관 관계가 있다. 크롬 방출 분석은 바람직하게는 종양 항원-특이적 CD8
+
 T 세포

를 스크리닝하기 위해 수행된다.

항원-특이적 T 림프구의 동정에 사용하기에 적합한 항원 제시 세포는 예를 들어 원하는 항원 및 필요한 MHC 분[0134]

자를 발현하는 종양 세포주, 통상적인 MHC 분자를 발현하는 확립된(established) 항원 제시 세포주 또는 T 림프

구를 포함하는 집단과 동일한 공여자로부터 유래된 항원 제시 세포일 수 있다.

확립된  항원  제시  세포주의  한  예는,  결함있는  고유의  에피토프  제시  (defective  intrinsic  epitope[0135]

presentation)를 나타내고 예를 들어 합성 펩타이드와 같은 짧은 펩티드로 외부적으로 로딩될 수 있는 빈번한

HLA-A*02:01 대립 유전자(allele)를 발현하는 인간 림프구(human lymphoid) T2 세포주이다: 이 세포주는 HLA-
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A*02:01-제한된(restricted) CD8
+
 T  림프구의 스크리닝에 사용될 수 있다. 다른 예는 관심있는 HLA 분자(any

HLA molecule of interest)가 안정적으로 또는 일시적으로 도입되어 CD8
+
 T 림프구 및 CD4

+
 T 림프구 스크리닝

모두에 사용될 수 있는 HLA 클래스 I 및 II 발현이 결여된 인간 K562 세포주이다.

공여자 유래의 항원 제시 세포는 예를 들어 수지상세포(dendritic  cells)로  성숙된 단리 단핵구 (isolated[0136]

monocytes) 일 수있다. 성숙된 수지상세포는 최적 활성 용량을 나타낸다.

유용한 공여자-유래 APC에 대한 또 다른 예는 소위 림프아구 세포주 (lymphoblastoid cell line, LCL)라고 불[0137]

리는 엡스타인- 바(Epstein-Barr) 바이러스(EBV)-면역화된 B 림프구이다. LCL은 자연적으로 B 세포에서 유래되

기 때문에, 이러한 APC는 항원 처리(antigen processing) 및 제시 (presentation) 에 능숙한 기능을 제공한다.

또한 LCL은 B7.1 (CD80) 및 B7.2 (CD86)와 같은 동시 자극 분자(co-stimulatory molecules) 뿐만 아니라 자극

수용력(stimulatory capacity)을 향상시키는 데 도움이 되는 적절한 접착 분자 (adhesion molecules)를 발현한

다.  게놈-감소된(Genome-reduced)  돌연변이  EBV(mini-EBV)  균주는  대부분의  용균  주기  유전자(lytic  cycle

genes)가 결여된 미니 EBV-형질 전환된 B 세포(mini-EBV-transformed B cells)(mLCL)를 생성하는데 사용되며,

결과적으로 T 림프구의 EBV- 의존성 활성화를 감소시킨다(Kempkes, B.et al. (1995) Immortalization of human

B lymphocytes by a plasmid containing 71 kilobase pairs of EpsteinBarr virus DNA. J Virol 69(1): 231-

238.,  1995;  Moosmann,  et  al.  (2002)  B  cells  immortalized  by  a  mini-Epstein-Barr  virus  encoding  a

foreign antigen efficiently reactivate specific cytotoxicT cells. Blood 100(5): 1755-1764).

공여자-유래 LCL/mLCL은, 특히 다수의 분리된 T 세포 클론을 평가할 필요가 있을 때, T 세포 특이성을 평가하는[0138]

데  사용될  수  있다.  LCL/mLCL의  항원  로딩은  예를  들어  레트로  바이러스  (retroviral)  형질  도입

(transduction) ivtRNA 형질감염(transfection) 및 외부 펩타이드 또는 단백질 공급에 의해 달성될 수있다.

항원-특이적 T 림프구의 단리는 (i) 원하는 항원을 발현하는 항원 제시 세포 에서, 및 (ii) 대조 항원 제시 세[0139]

포 또는 항원 제시 세포의 부재 하에서 배양된 T 림프구의 활성화 프로파일의 비교에 기초한다.

 (i) 원하는 항원을 발현하는 항원 제시 세포에 의한 활성화는, (ii) 항원 제시 세포에 의한 또는 항원 제시 세[0140]

포의 부재하에 의한 것이 아닌, T 세포 클론이 항원-특이적임을 나타낸다. 활성화되지 않은 경우와 비교하여 활

성화된 것은 원하는 항원을 발현하는 항원 제시 세포와 함께 항온 배양(incubation)된 T 림프구의 밸류(value)

(즉, IFN-g 분비)의 적어도30 %, 적어도 40 %, 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %의 감소를

의미한다.

ER 전좌 신호 서열은 엔도좀/리소좀(endosomal/ lysosomal) 관련 단백질로부터 유래될 수있다.[0141]

개시된  방법에서  사용된  ER-전좌  신호 서열은 엔도좀/리소좀성 편재 단백질(endosomal/lysosomal  localized[0142]

protein)의 선별 서열(sorting sequence)일 수 있다. 본원에서 사용 된 엔도좀/리소좀성 편재 단백질은 세포의

엔도좀 및/또는 리소좀의 막(membrane) 또는 루멘(lumen)에 편재된 단백질을 지칭한다.

엔도좀 또는 리소좀성 편재 단백질의 예는 알파-갈락토시다아제 A/GLA (alpha-galactosidase A/GLA),  엔도-베[0143]

타-N 아세틸글루코사미니다아제 H/Endo H(endo-beta-N-acetylglucosaminidase H/Endo H), 알파-N-아세틸갈락토

사미니다아제/NAGA(alpha-N-acetylgalactosaminidase/NAGA),  갈락토실세라미다아제

/GALC(galactosylceramidase/GALC),  알파-N-아세틸글루코사미니다아제//NAGLU(alpha-N-

acetylglucosaminidase/NAGLU),  글루코실세라미다아제/GBA(glucosylceramidase/GBA),  알파-갈락토시다아제/a-

Gal(alpha-galactosidase/a-Gal),  헤파라나아제/HPSE(heparanase/HPSE),  알파-L-푸코시다아제(alpha-L-

fucosidase),  헤파라나아제  I(heparinase  I),  티슈  알파-L-푸코시다아제/FUCA1(tissue  alpha-L-

fucosidase/FUCA1),  헤파리나아제  II  (heparinase  II),  베타-갈락토시다아제-1/GLB1(beta-galactosidase-

1/GLB1),  헤파리나아제 III(heparinase  III),  베타-글루쿠로니다아제/GUSB(beta-glucuronidase/GUSB), 헥소사

미니다아제 A/HEXA(hexosaminidase A/HEXA), 베타 (1-3)-갈락토시다아제(beta (1-3)-galactosidase), 히알루론

산  리아제  (hyaluronan  Lyase),  베타(1-4)-갈락토시다아제(beta  (1-4)-galactosidase),  히알루로니다아제

1/HYAL1(hyaluronidase  1/HYAL1),  키티나아제  3-형  1(chitinase  3-like  1),  히알루로니다아제

4/HYAL4(hyaluronidase  4/HYAL4),  키티나아제  3-형  2(chitinase  3-like  2),  알파-L-이두로니다아제

/IDUA(alpha-L-iduronidase/IDUA),  키티나아제  3-형  2/ECF-L(chitinase  3-like  3/ECF-L),  키토비아제

//CTBS(chitobiase/CTBS),  키토트리오시다아제/CHIT1  (chitotriosidase/CHIT1),  락타아제-형  단백질

/LCTL(lactase-like  protein/LCTL),  콘드로이틴  B  리아제/콘드로이티나아제  B  (chondroitin  B

Lyase/chondroitinase  B),  리소좀  알파-글루코시다아제(lysosomal  alpha-glucosidase),  콘드로이티나아제
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ABC(chondroitinase  ABC),  MBD4,  콘드로이티나아제  AC(chondroitinase  AC),  NEU-1/시알리다아제-1(NEU-

1/Sialidase-1), 사이토솔릭 베타-글루코시다아제//GBA3(cytosolic beta-glucosidase/GBA3), O-GlcNAcase/OGA,

엔도-베타-N-아세틸글루코사미니다아제 F1/Endo  F1(endo-beta-N-acetylglucosaminidase  F1/Endo  F1),  PNGase

F, 엔도-베타-N-아세틸글루코사미니다아제 F3/Endo F3(endo-beta-N-acetylglucosaminidase F3/Endo F3), SPAM1

와 같은 글리코시다아제(glycosidases); AMSH/STAMBP, 카텝신 H(cathepsin H), 카텝신 3(cathepsin 3), 카텝신

K(cathepsin K), 카텝신 6(cathepsin 6), 카텝신 L(cathepsin L), 카텝신 7/카텝신 1(cathepsin 7/cathepsin

1), 카텝신 0 (cathepsin O), 카텝신 A/리소좀 카르복시펩티다아제 A(cathepsin A/lysosomal carboxypeptidase

A),  카텝신  S(cathepsin  S),  카텝신  B(cathepsin  B),  카텝신  V(cathepsin  V),  카텝신  C/DPPI(cathepsin

C/DPPI),  카텝신  X/Z/P(cathepsin  X/Z/P),  카텝신  D(cathepsin  D),  갈락토실세라미다아제/  GALC

(galactosylceramidase/GALC),  카텝신(cathepsin  F),  어구메인/아스파라기닐  엔도펩티다제

(oegumain/asparaginyl  endopeptidase)와  같은  리소좀  프로테아제(lysosomal  proteases);  아릴설퍼타아제

A/ARSA(arylsulfatase  A/ARSA),  이두로네이트 2-설퍼타아제/IDS(iduronate 2-sulfatase/IDS),  아릴설퍼타아제

B/ARSB(arylsulfatase  B/ARSB),  N-아세틸갈락토사민-6-설퍼타아제/GALNSv(N-acetylgalactosamine-6-

sulfatase/GALNSv),  아릴설퍼타아제 G/ARSG(arylsulfatase  G/ARSG),  설퍼미다아제/SGSH  (sulfamidase/SGSH),

글루코사민  (N-아세틸)-6-설퍼타아제/GNS  (glucosamine  (N-acetyl)-6-sulfatase/GNS),  설퍼타아제-

2/SULF2(sulfatase-2/SULF2)와 같은 설퍼타아제(sulfatases); 또는 BAD-LAMP/LAMP5와 같은 다른 리소좀 단백질

(lysosomal  proteins);  히알루로니다아제1/HYAL1(hyaluronidase  1/HYAL1);  CD63;  LAMP1/CD107a;  CD-M6PR;

LAMP2/CD107b;  클라트린  H사슬  1/CHC17(clathrin  Heavy  Chain  1/CHC17);  Rab27a;  클라트린  H사슬

2/CHC22(clathrin Heavy Chain 2/CHC22); UNC13D, CD68, CD1b 또는 DC-LAMP가 있다.

ER 전좌 신호 서열은 엔도좀/리소좀 관련 단백질로부터 유래된다.[0144]

엔도좀/리소좀 관련 단백질은 LAMP1, LAMP2, DC-LAMP, CD68 또는 CD1b, 바람직하게는 LAMP1일 수있다. 바람직[0145]

하게는, ER 전좌 신호는 인간이다. ER 전좌 신호 서열은 SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 42, SEQ

ID NO: 44 및 SEQ ID NO: 46 중 적어도 하나의 서열을 포함할 수있다. 일부 실시 양태에서, ER 전좌 신호 서열

은 SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 47로 이루어진 군으로부터 선택

된 서열 중 하나로 이루어질 수있다. 특정 실시 양태에서, ER 전달 신호 서열은 SEQ ID NO:  33의 서열 또는 그

의 단편을 포함한다. 보다 특정한 실시 양태에서, ER 전좌 신호 서열은 하기 서열의 SEQ ID NO: 34로 이루어진

다.

엔도좀/리소좀 표적 서열은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래될 수 있다. 엔도좀/리소좀[0146]

표적 서열은 일반적으로 트랜스멤브레인(transmembrane) 및 세포질 도메인(cytoplasmic domain)의 일부이다. 따

라서, 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하

게는 DC-LAMP로부터 유래될 수있다. 바람직하게는 엔도좀/리소좀성 표적 서열을 포함하는 트랜스멤브레인 및 세

포질 도메인은 인간이다. 일반적으로 엔도좀/리소좀 표적 서열은 Y-XX 모티프 다음에 소수성 아미노산을 포함한

다. 바람직하게는, 엔도좀/리소좀 표적 신호 서열은 YQRI이다. 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 트랜스멤브

레인 및 세포질 도메인은 SEQ ID NO:  54의 서열 또는 이의 단편을 포함할 수있다. 예를 들어, 엔도좀/리소좀

표적 서열을 포함하는 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인은 SEQ ID NO: 35 또는 그의 단편 서열을 포함할 수 있

다.

소수성 아미노산(hydrophobic  amino  acid)이라는 용어는 당업자에게 잘 알려져있다. 소수성 아미노산의 예는[0147]

Ala, Ile, Leu, Phe, Val, Pro, Gly, Met, Trp, Tyr, Pro, Cys이다.

일반적으로, 항원 제시 세포는 수지상 세포(dendritic cells), 활성화된 B 세포 (activated B cells), 단핵구[0148]

(monocytes),  대식  세포(macrophages),  EBV-형질  전환된  림프아구  세포주(EBV-transformed  lymphoblastoid

cell lines), 바람직하게는 수지상 세포, 보다 바람직하게는 수지상 세포로부터 유래된 단핵구 세포로부터 선택

된다.

항원 제시 세포는 항원 제시 세포의 다양한 모집단(different populations)을 포함할 수 있으며, 각각의 모집단[0149]

은 다양한 항원 융합 단백질을 발현한다.

일부 실시 양태에서 항원 제시 세포는, 하기 단계를 포함하는 방법에 의해 생성된 성숙한 수지상 세포이다:[0150]

i) 단핵구(monocytes)의 제공;[0151]

ii)  단계  i)의  단핵구를  IL-4  및  GM-CSF와  함께  항온  배양(incubation);  iii)  성숙  칵테일(maturation[0152]
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cocktail)과 조합하여 IL-4 및 GM-CSF와 함께 단계 ii)의 단핵구를 항온 배양. 

성숙 칵테일은 IL-β, TNF-α, INF-γ, TLR7/8 아고니스트(agonist), PGE2 및 TLR3 아고니스트 또는 이들의 조[0153]

합으로 이루어진 군으로부터 선택된 성분 중 하나 이상을 포함할 수있다. 예를 들어, TLR7/8 아고니스트는 R848

일 수 있고/있거나 TLR3 아고니스트는 폴리(I:C)일 수 있다. 단계 ii)의 항온 배양은 적어도 2 일 동안 지속될

수 있다. 단계 iii)의 항온 배양은 적어도 12 시간, 바람직하게는 24 시간 동안 지속될 수 있다.

일반적으로, T 림프구를 포함하는 세포 집단은 말초 혈액 림프구의 집단(population)이다. T 림프구를 포함하는[0154]

세포 집단은 분리되지 않은 말초 혈액 림프구의 집단일 수 있다. 세포 집단은 T 림프구, 바람직하게는 CD8
+
 및

/또는 CD4
+
 T 림프구를 위해 농축될 수 있다

본 발명의 추가의 양태는 다음을 포함하는 발현 벡터(expression vector)와 관련된다: [0155]

- 인간의 소포체(endoplasmatic reticulum, ER) - 전좌 신호 서열, 및[0156]

- 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 인간 트랜스멤브레인 및 및 세포질 도메인.[0157]

벡터는 시험관 내 mRNA 전사를 위한 프로모터를 포함할 수 있다. ER 전좌 신호 서열은 엔도좀/리소좀 관련 단백[0158]

질, 예를 들어 LAMP1, LAMP2, DC-LAMP, CD68, CD1b, 바람직하게는 LAMP1로부터 유래된다. 바람직하게는, ER 전

좌 신호는 인간이다. 특정 실시 양태에서, ER 전좌 신호는 서열 SEQ ID NO: 33 또는 그의 단편을 포함한다. 보

다 구체적인 실시 양태에서, ER 전좌 신호는 하기 서열 SEQ ID NO: 34로 이루어진다.

엔도좀/리소좀 표적 서열은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래될 수 있다. 엔도좀/리소좀[0159]

표적 서열은 일반적으로 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인의 일부이다. 따라서, 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포

함하는 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래될 수 있다.

바람직하게는 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인은 인간이다.

전형적으로 엔도좀/리소좀 표적 서열은 Y-XX 모티프 다음에 소수성 아미노산 (X는 임의의 자연 발생 아미노산을[0160]

나타낸다)을 포함한다. 바람직하게는, 엔도좀/리소좀 표적 신호는 YQRI이다. 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하

는 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인은 서열 SEQ ID NO: 54 또는 이의 단편을 포함할 수 있다. 예를 들어, 엔도

좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인은 서열 SEQ ID NO: 35 또는 그의 단편 서열

을 포함할 수 있다.

일부 실시 양태에서, 발현 벡터는 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 ER 전좌 신호와 인간 트랜스멤브레인 및[0161]

세포질 도메인 사이의 제한 부위(restriction sites)를 추가로 포함한다. 다른 구체예에서, 벡터는 인간 소포체

(ER)- 전좌 신호와, 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 인간 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인 사이에 삽입된

적어도 하나의 항원 또는 이의 단편을 추가로 포함한다.

특정 실시 양태에서, 벡터는 적어도 2 개의 항원 또는 그의 단편을 코딩하는 서열을 포함한다. 벡터는 적어도[0162]

3, 적어도 4, 적어도 5, 적어도 6, 적어도 7 , 적어도 8, 적어도 9, 적어도 10 개의 항원 또는 그 단편을 코딩

하는 서열을 포함할 수 있다. 벡터는 100 미만, 50 미만, 40 미만, 30 미만, 20 미만, 10 미만의 항원 또는 그

의 단편을 코딩하는 서열을 포함 할 수 있다.

일부 실시 양태에서, 벡터는 항원의 전장(full length) 아미노산 서열을 코딩하는 핵산 서열을 포함한다. 대안[0163]

적으로, 벡터는 항원의 아미노산 서열을 코딩하는 핵산 서열의 단편을 포함한다. 도 12에 도시된 바와 같이, 2

개의 상이한 항원의 단편을 포함하는 벡터가 도입된 항원 제시 세포는 2 개의 항원에 대해 특이적인 상이한 TCR

의 활성화를 유도할 수 있다.

일반적으로, 항원은 종양 항원(tumor antigen) 또는 바이러스 항원(viral antigen) 이다. 종양 항원은 바이러스[0164]

성 종양 항원, 종양-특이적 항원, 종양 관련 항원 및 환자 특이적 돌연변이를 수반하고(carrying) 환자의 종양

세포에서 발현되는 항원으로 이루어진 군에서 선택될 수 있다.

발암성  바이러스성  항원(oncogenic  viral  antigens)으로도  불리는  바이러스성  종양  항원(Viral  tumor[0165]

antigens)은 발암성 DNA 바이러스, 예를 들어 B 형 간염 바이러스(hepatitis B viruses), 헤르페스 바이러스

(herpesviruses) 및 유두종 바이러스 (papillomaviruses) 및 발암성 RNA 바이러스와 같은 종양 바이러스의 항

원이다. 종양 특이적 항원은 종양 세포에서만 독점적으로 발현되는 종양 관련 돌연변이를 의미한다. 종양 관련

항원군은 예를 들어 조직 특이적 암/고환 항원(cancer/testis antigens) 또는 조직 분화 항원, 예컨대 MART-1,

티로시나제 또는 CD20을 포함한다. 바람직하게는 종양 항원은 종양 관련 항원이며,보다 바람직하게 종양 관련
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항원은 암/고환 항원 (C/T  항원)이다. C/T  항원은 MAGE  계열 멤버들(family  members),  예를 들어 MAGE-A1,

MAGE-A3, MAGE-A4를 포함하는 군에서 선택될 수 있지만, 이들로 한정되지는 않으며, 단일 점 돌연변이(single

point mutations)를 포함하는 종양 항원, NY-ESO1, 종양/고환-항원1B(tumor/testis-antigen 1B), 종양/GAGE-1,

GAGE-1, SSX-4, XAGE-1, BAGE, GAGE, SCP-1, SSX-2, SSX-4, CTZ9, CT10, SAGE alc CAGE를 포함한다.

바람직하게는 C/T 항원은 GAGE-1, SSX-4 및 XAGE-1로 이루어진 군으로부터 선택될 수있다. 바람직하게는 환자[0166]

특이적 변이(patient specific mutations) 를 수반하고(carrying) 환자의 종양 세포에서 발현되는 항원은 환자

의 비-암성 세포에서 발현되지 않는다.

본 발명의 다른 측면은 다음을 포함하는 적어도 하나의 융합 단백질을 발현하는 항원 제시 세포, 특히 수지상[0167]

세포에 관한 것이다.

- 적어도 하나의 항원 또는 그의 단편,[0168]

- 소포체 (endoplasmatic reticulum, ER)- 항원의 N- 말단에 선행하는 전좌 신호 서열 및[0169]

- 항원의 C- 말단 다음의 엔도좀/리소좀 표적 서열을 포함하는 트랜스멤브레인 및 세포질 도메인.[0170]

본 발명의 다른 양태는, 본원에 기재된 바와 같이, 항원 특이적인 T 림프구의 시험관 내 생성을 위한 발현 벡터[0171]

의 용도에 관한 것이다.

본 발명의 또 다른 양태는 본원에 기재된 방법에 의해 생성된 T- 림프구를 포유 동물에게 투여하는 것을 포함하[0172]

는, 암을 예방 또는 치료하는 방법에 사용하기 위한 T- 림프구에 관한 것이다.

또 다른 양태는 전술한 방법의 단계를 포함하고, 본원에 기재된 방법에 의해 생성된 활성화된 항원-특이적 림프[0173]

구로부터 TCR을 단리하는 단계를 추가로 포함하는, 항원 특이적인 TCR을 생성시키는 방법에 관한 것이다.

TCR의 단리 및 후속 서열 분석은 예를 들어 Steinle et al. (In vivo expansion of HLA-B35 alloreactive T[0174]

cells  sharing  homologous  T  cell  receptors:  evidence  for  maintenance  of  an  oligoclonally  dominated

allospecificity  by  persistent  stimulation  with  an  autologous  MHC/peptide  complex.  The  Journal  of

Experimental Medicine, 181(2), 503-13; 1995)에 개시되어 있다. 서열 분석은 예를 들어 PCR 또는 차세대 시

퀀싱 방법에 의해 수행 될 수있다. 핵산의 서열을 확인하는 방법은 당업자에게 공지되어 있다.

TCR은  두  개의  서로  다른  단백질  사슬인  a와  b로  구성된다.  TCR  α  사슬은  가변  (variable,  V),  결합[0175]

(joining, J) 및 불변 (constant , C) 영역을 포함한다. TCR α 사슬은 가변 (V), 다양성 (diversity, D), 결

합 (J) 및 불변 (C) 영역을 포함한다. TCR α 및 TCR β 사슬 모두의 재 배열 된 V (D) J 영역은 초 가변 영역

(hypervariable regions) (CDR, 상보성 결정 영역)을 포함하며, 그 중 CDR3 영역은 특이적인 에피토프 인식을

결정한다.

본 발명의 한 측면은 GAGE-1에 특이적인 TCR에 관한 것이다. 일 구체예에서, GAGE-1에 특이적인 TCR은 SEQ ID[0176]

NO:  48 및 SEQ ID NO: 49로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열 중 적어도 하나 또는 이의 단편을 특이

적으로 인식한다. 상기 단편은 적어도 9, 적어도 10, 적어도 11, 적어도 12, 적어도 13, 적어도 14 , 적어도 15

또는 그 이상의 아미노산 길이를 가질 수 있다. TCR은 SEQ ID NO : 48 및 SEQ ID NO : 49로 이루어진 군으로부

터 선택된 아미노산 서열 중 적어도 하나 또는 이의 단편에 특이적으로 결합할 수 있다.

GAGE-1에 특이적인 TCR은 SEQ ID No: 7과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %,[0177]

적어도 90 %, 적어도 95%, 적어도 96%, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 갖는

TCR α 사슬을 포함할 수 있고, SEQ ID No: 8와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도

85 %, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도  98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서

열을 갖는 TCR β사슬을 포함할 수 있다.

특정 실시 양태는 SEQ ID No : 7의 아미노산 서열을 갖는 TCR α 사슬 및 SEQ ID No : 8의 아미노산 서열을 포[0178]

함하는 TCR β 사슬을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다.

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR 수용체와 관련되며, 여기에서[0179]

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 7과 적어도 80 % (80 % 이상) 동일한 아미노산 서열을 포함하고, SEQ ID No:  3의[0180]

서열을 갖는 CDR3를 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 8과 적어도 80 % (80 % 이상) 동일한 아미노산 서열을 포함하고, SEQ ID No:  4의[0181]
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서열을 갖는 CDR3을 포함한다.

특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0182]

에서

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 7 과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0183]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고,

SEQ ID No: 3의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 8 과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0184]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고,

SEQ ID No: 4의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다.

특정 실시 양태는 SEQ ID No: 5 와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어[0185]

도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열

(nucleotide sequence)에 의해 코딩되는 TCRα 사슬 및 SEQ ID No: 6과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70

%, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99

% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한

것이다.

특정 실시 양태는 뉴클레오타이드 서열SEQ ID No: 5에 의해 코딩되는 TCR α 사슬 및 뉴클레오타이드 서열SEQ[0186]

ID No: 6에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다.

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기에[0187]

서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 5 와 적어도 80 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고 SEQ ID No: 1에[0188]

기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하고; 

- TCR β 사슬은 SEQ ID No:  6과 적어도 80 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고, SEQ ID No:  2로[0189]

기재되는 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0190]

에서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 5 와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0191]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 1에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 6과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0192]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 2에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

본 출원의 또 다른 양태는 SEQ ID No: 15 와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85[0193]

%, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을

갖는 TCRα 사슬 및 SEQ ID No: 16과 적어도 50%, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어

도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 갖는TCR

β 사슬을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR에 관한 것이다.

특정 실시 양태는 SEQ ID NO: 15의 아미노산 서열을 갖는 TCR α 사슬 및 SEQ ID NO: 16의 아미노산 서열을 포[0194]

함하는 TCR β 사슬을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다.

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기에[0195]

서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 15 와 적어도 80 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고 SEQ ID No: 11의 서열을 갖[0196]

는 CDR3를 포함하고;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No:  16과 적어도 80 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고, SEQ ID No: 12의 서열을[0197]

CDR3 영역을 포함한다.
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특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기에[0198]

서

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 15와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0199]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고,

SEQ ID No: 11의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 16 과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어[0200]

도 90  %,  적어도 95  %,  적어도 96  %,  적어도 97  %,  적어도 98  %,  적어도 99  %  동일한 아미노산 서열을

포함하고, SEQ ID No: 12의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다.

특정 실시 양태는 SEQ ID No: 13 과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어[0201]

도 90  %,  적어도 95  %,  적어도 96  %,  적어도97 %,  적어도 98  %,  적어도 99  %  동일한 뉴클레오타이드 서열

(nucleotide sequence)에 의해 코딩되는 TCRα 사슬 및 SEQ ID No: 14와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70

%, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99

% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR 수용체에 관한

것이다.

특정 실시 양태는 뉴클레오타이드 서열 SEQ ID No: 13에 의해 코딩되는 TCRα 사슬 및 뉴클레오타이드 서열 SEQ[0202]

ID No: 14에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다.

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 SSX-4 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기에[0203]

서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 13과 적어도 80 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고 SEQ ID No: 9에[0204]

기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No:  14와 적어도 80 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고, SEQ ID No: 10[0205]

으로 기재되는 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기에[0206]

서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 13과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0207]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 9에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 14와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0208]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 10에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

본 발명의 하나의 양태는 XAGE-1에 특이적인 TCR에 관한 것이다. 일 실시예에서, XAGE-1에 특이적인 TCR은 SEQ[0209]

ID NO: 50 및 SEQ ID NO: 51로 이루어진 군으로부터 선택된 아미노산 서열 중 적어도 하나 또는 이의 단편을 특

이적으로 인식한다. 상기 단편은 적어도 9, 적어도 10, 적어도 11, 적어도 12, 적어도 13, 적어도14, 적어도 15

또는 그 이상의 아미노산 길이를 가질 수 있다. TCR은 SEQ ID NO : 50 및 SEQ ID NO : 51로 이루어진 군으로부

터 선택된 아미노산 서열 중 적어도 하나 또는 이의 단편에 특이적으로 결합할 수 있다.

XAGE-1 에 특이적인 TCR은SEQ ID No: 23과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85[0210]

%, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을

갖는 TCRα 사슬 및 SEQ ID No: 24와 적어도 50%, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어

도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 갖는TCR

β 사슬을 포함할 수 있다.

특정 실시 양태는 SEQ ID No: 23의 아미노산 서열을 갖는 TCR α 사슬 및 SEQ ID No: 24 의 아미노산 서열을 포[0211]

함하는 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기에[0212]

서,
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- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 23과 적어도 80 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고 SEQ ID No: 19의 서열을 갖는[0213]

CDR3를 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 24와 적어도 80 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고, SEQ ID No: 20의 서열을 갖[0214]

는 CDR3를 포함한다.

특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0215]

에서

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 23과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0216]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고,

SEQ ID No: 19의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 24와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0217]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고,

SEQ ID No: 20의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다.

특정 실시 양태는 SEQ ID No: 21과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어[0218]

도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열

(nucleotide sequence)에 의해 코딩되는 TCRα 사슬 및 SEQ ID No: 22와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70

%, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99

% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한

것이다.

특정 실시 양태는 뉴클레오타이드 서열 SEQ ID No: 21에 의해 코딩되는 TCRα 사슬 및 뉴클레오타이드 서열 SEQ[0219]

ID No: 22에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다.

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0220]

에서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 21과 적어도 80 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고 SEQ ID No: 17에[0221]

기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No:  22와 적어도 80 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고, SEQ ID No: 18[0222]

로 기재되는 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0223]

에서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 21과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0224]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 17에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 22와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0225]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 18에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

본 출원의 또 다른 양태는 SEQ ID No: 31과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85[0226]

%, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을

갖는 TCRα 사슬 및 SEQ ID No: 32와 적어도 50%, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어

도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 갖는TCR

β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR에 관한 것이다.

특정 실시 양태는 SEQ ID No: 31의 아미노산 서열을 갖는 TCR α 사슬 및 SEQ ID No: 32 의 아미노산 서열을 포[0227]

함하는 TCR β 사슬을 포함하는XAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기에[0228]

서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 31과 적어도 80 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고 SEQ ID No: 27의 서열을 갖는[0229]

공개특허 10-2020-0085362

- 21 -



CDR3를 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 32와 적어도 80 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고, SEQ ID No: 28의 서열을 갖[0230]

는 CDR3를 포함한다.

특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0231]

에서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 31과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0232]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고,

SEQ ID No: 27의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 32와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0233]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 아미노산 서열을 포함하고,

SEQ ID No: 28의 서열을 갖는 CDR3를 포함한다.

특정 실시 양태는 SEQ ID No: 29과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어[0234]

도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열

(nucleotide sequence)에 의해 코딩되는 TCRα 사슬 및 SEQ ID No: 30과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70

%, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도 90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99

% 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR 수용체에 관한

것이다.

특정 실시 양태는 뉴클레오타이드 서열 SEQ ID No: 29에 의해 코딩되는 TCRα 사슬 및 뉴클레오타이드 서열 SEQ[0235]

ID No:3에 의해 코딩되는 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다.

또한, 본 출원은 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0236]

에서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 29와 적어도 80 %(80 % 이상) 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고 SEQ[0237]

ID No: 25에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No:  30과 적어도 80 %(80 % 이상) 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되고, SEQ[0238]

ID No: 26으로 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

특정 실시 양태는 TCR α 사슬 및 TCR β 사슬을 포함하는 XAGE-1 에 특이적인 TCR 수용체에 관한 것이다. 여기[0239]

에서,

- TCR α 사슬은 SEQ ID No: 29와 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0240]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 25에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다;

- TCR β 사슬은 SEQ ID No: 30과 적어도 50 %, 적어도 60 %, 적어도 70 %, 적어도 80 %, 적어도 85 %, 적어도[0241]

90 %, 적어도 95 %, 적어도 96 %, 적어도 97 %, 적어도 98 %, 적어도 99 % 동일한 뉴클레오타이드 서열에 의해

코딩되고, SEQ ID No: 26에 기재된 뉴클레오타이드 서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함한다.

본 출원은 또한 상기 정의된 TCR을 코딩하는 핵산 분자에 관한 것이다.[0242]

전체 핵산 서열의 유용한 변화(useful changes)는 코돈 최적화(codon optimization)에 있을 수 있다.[0243]

발현된 아미노산 서열 내에서 보존적 치환(conservative substitutions)을 유도하는 변형이 이루어질 수 있다.[0244]

이러한  변형은  기능에  영향을  미치지  않는  TCR  사슬의  아미노산  서열의  상보성  결정(complementarity

determining) 및 비-상보성 결정 영역 (non-complementarity determining regions)에서 이루어질 수 있다. 일

반적으로 첨가(additions) 및 결실(deletions)은 CDR3 영역에서 수행해서는 안 된다.

"보존적 아미노산 치환(conservative amino acid substitutions)"의 개념은 당업자에 의해 이해되며, 바람직하[0245]

게는 양으로 하전된(positively-charged) 잔기(H, K 및 R)를 코딩하는 코돈이 양으로 하전된 잔기를 코딩하는

코돈으로, 음으로 하전된(negatively-charged) 잔기(D 및 E)를 코딩하는 코돈은 음으로 하전된 잔기를 코딩하는

코돈으로 치환되고, 중성 극성 잔기 (C, G, N, Q, S, T 및 Y)를 코딩하는 코돈은 중성 극성 잔기를 코딩하는 코

돈으로 치환되고, 중성 비-극성 잔기(A, F, I, L, M, P, V 및 W)는 중성의 비극성 잔기를 코딩하는 코돈으로 치
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환된다. 이러한 변이는 자연 발생적으로 발생하거나, 무작위 돌연변이유발 (mutagenesis)에 의해 도입되거나,

지시된 돌연변이유발 (directed mutagenesis)에 의해 도입될 수있다. 그러한 변화는 이러한 폴리 펩타이드의 본

질적인 특성(essential characteristics)의 손상없이 이루어질 수 있다. 당업자는 당해 기술 분야에 공지된 방

법에 의해 이러한 변이가 실질적으로 리간드 결합 능력을 감소시키거나 파괴하는지를 결정하기 위해 변형 아미

노산 및/또는이를 코딩하는 핵산을 쉽게 그리고 통상적으로 스크리닝할 수 있다.

에피토프 태그 (epitope tags)는 특정한 항체를 올릴 수있는 짧은 길이의 아미노산이며, 일부 실시예에서는 살[0246]

아있는 유기체 또는 배양 된 세포에 첨가된 태그화된 단백질(tagged protein) 을 특이적으로 확인하고 추적 할

수있다. 태그화된 분자(tagged molecule)의 검출은 다수의 상이한 기술을 사용하여 달성될 수 있다.  그러한 기

술의 예로는 면역조직화학법(immunohistochemistry), 면역침전법 (immunoprecipitation), 유동세포계측법(flow

cytometry), 면역형광현미경법 (immunofluorescence microscopy), ELISA, 면역블로팅("Western") 및 친화성 크

로마토 그래피(affinity chromatography)가 있다.

에피토프 태그는 대상 단백질에 알려진 에피토프(항체 결합 부위)를 첨가하여, 공지된 고친화성(high-affinity)[0247]

항체의 결합을 제공함으로써, 살아있는 유기체 또는 배양된 세포에 첨가된 태그 단백질을 특이적으로 식별하고

추적할 수 있게 한다.

본 발명과 관련하여, "기능적(functional)" TCR α- 및/또는 β- 사슬 융합 단백질은 TCR 또는 TCR 변이체, 예[0248]

를 들어 아미노산의 첨가, 결실 또는 치환에 의해 변형된 것을 의미하고, 이는 적어도 실질적인 생물학적 활동

을 유지하는 것을 의미한다. TCR의 α- 및/또는 β- 사슬의 경우, 이는 양 사슬이 생물학적 기능을 발휘하는,

특히 상기 TCR의 특이적 펩타이드-MHC 복합체에 대한 결합 및/또는 특이적 펩타이드:MHC 상호 작용시 기능적 신

호 전달(transduction)에 있어서, T-세포 수용체 (변형되지 않은 α- 및/또는 β- 사슬 또는 다른 인벤티브한

(inventive) 융합 단백질 α- 및/또는 β- 사슬과 함께)을 형성할 수 있음을 의미한다.

특정  실시  양태에서,  TCR은  기능적  T  세포  수용체  (TCR)  α-  및/또는 β-  사슬  융합 단백질로 변형될 수[0249]

있으며, 여기에서 상기 에피토프-태그는 6 내지 15 의 아미노산, 바람직하게는 9 내지 11의 아미노산 길이를 가

진다. 또 다른 실시 양태에서, TCR은 기능적 T 세포 수용체 (TCR) α- 및/또는 β- 사슬 융합 단백질로 변형될

수 있으며, 여기에서 상기 T- 세포 수용체 (TCR) α- 및/ 또는 β- 사슬 융합 단백질은 이격되거나 직접 탠덤방

식으로(directly in tandem) 존재하는 2 또는 그 이상의 에피토프-태그를 포함할 수 있다. 융합 단백질의 실시

양태는 융합 단백질이 그의 생물학적 활성/활성들("기능성(functional) ")을 유지하는 한, 2, 3, 4, 5 또는 그

이상의 에피토프-태그를 함유할 수 있다.

본 발명에 따른 기능성 T 세포 수용체(TCR) α- 및/또는 β- 사슬 융합 단백질이 바람직하며, 상기 에피토프-태[0250]

그는 CD20 또는 Her2/neu 태그, 또는 myc-태그, FLAG-태그, T7-태그, HA(hemagglutinin)-태그, His-태그, S-태

그, GST-태그, 또는 GFP-태그와 같은 기타 기존 태그(other conventional tags) 로부터 선택될 수 있으나, 이

에 제한되는 것은 아니다. myc, T7, GST, GFP 태그는 기존 분자에서 유래된 에피토프이다.

대조적으로, FLAG는 높은 항원성을 위해 고안된 합성 에피토프 태그이다 (예를 들어, 미국 특허 제 4,703,004[0251]

호 및 제 4,851,341 호 참조). myc 태그는, 고품질 시약이 그것의 감지를 위해 이용 가능하기 때문에, 바람직하

게 사용될 수 있다. 에피토프 태그는 당연히 항체에 의한 인식을 넘어, 하나 이상의 추가 기능을 가질 수 있다.

이들 태그의 서열은 문헌에 기재되어 있고 당업자에게 공지되어 있다.

본 발명의 다른 측면은 상기 정의 된 TCR을 발현하는 T 세포에 관한 것이다.[0252]

또한, 본 발명은 상기 정의된 TCR을 코딩하는 하나 이상의 핵산 서열을 포함하는 벡터에 관한 것이다. 상기 벡[0253]

터는 바람직하게는 플라스미드, 셔틀 벡터, 파지미드(phagemide), 코스미드(cosmid), 발현 벡터, 레트로 바이러

스 벡터(retroviral vector), 아데노 바이러스 벡터 (adenoviral vector) 또는 입자 (particle) 및/또는 유전

자 치료에 사용되는 벡터이다.

"벡터"는 코딩된 폴리펩티드의 합성이 일어날 수 있는 적합한 숙주 세포 내로 핵산 서열을 운반할 수있는 임의[0254]

의 분자 또는 조성물이다. 전형적으로 및 바람직하게는, 벡터는 당해 분야에 공지된 재조합 DNA 기술을 사용하

여 원하는 핵산 서열 (예를 들어, 본 발명의 핵산)을 도입하도록 조작된 핵산이다. 벡터는 DNA 또는 RNA를 포함

할 수 있고/포함할 수 있거나 리포좀을 포함할 수 있다. 벡터는 유전자 치료에 사용되는 플라스미드, 셔틀

벡터, 파지미드, 코스미드, 발현 벡터, 레트로 바이러스 벡터, 아데노 바이러스 벡터 또는 입자 및 /또는 벡터

일 수 있다. 벡터는 복제 원점(origin of replication)과 같이 숙주 세포에서 복제를 허용하는 핵산 서열을 포

함할 수 있다. 벡터는 또한 하나 이상의 선택 가능한 마커 유전자 및 당업자에게 공지된 다른 유전 요소를 포함
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할 수 있다. 벡터는 바람직하게는 상기 핵산의 발현을 허용하는 서열에 작동 가능하게 연결된 본 발명에 따른

핵산을 포함하는 발현 벡터이다.

본 발명의 또 다른 양태에서, 전술한 바와 같은 TCR을 암호화하는 핵산 서열이 도입된 세포가 제공된다. T 세포[0255]

에서, 상기 기술된 TCR을 암호화하는 핵산 서열을 포함하는 상기 기술된 벡터가 도입되거나 또는 시험관 내(in

vitro)에서 상기 TCR을 암호화하는 전사된(transcribed) RNA가 도입될 수 있다. 상기 세포는 T 세포와 같은 말

초 혈액 림프구(peripheral  blood  lymphocyte)일 수 있다. TCR의 클로닝 및 외인성 발현 방법은 예를 들어

Engels et al(Relapse or eradication of cancer is predicted by peptide-major histocompatibility complex

affinity. Cancer Cell, 23(4), 516-26. 2013)에 개시된다.

본원의 또 다른 양태는 약물(medicament)로서 사용하기 위한 상기 정의된 TCR 또는 TCR을 발현하는 세포에 관한[0256]

것이다. 따라서, 본 출원은 또한 전술한 바와 같은 TCR 또는 TCR을 발현하는 세포 및 약학적으로 허용 가능한

담체를 포함하는 약제학적 조성물을 고려한다. 특정 실시 양태는 GAGE-1, SSX-4, XAGE-1 또는 이들의 혼합물을

발현하는 악성 세포(malignant cells)와 관련된 질환의 치료에 사용하기 위한 상기 정의된 TCR 또는 TCR을 발현

하는 세포에 관한 것이다. 따라서, 본 출원은 또한 암 치료에 사용하기 위한 상기 정의된 TCR과 관련된다. 따라

서, 본 출원은 입양 세포 치료(adoptive cell therapy)를 필요로 하는 환자를 치료하는 방법에 관련되며, 상기

방법은 본원에서 정의된 바와 같이 제약 조성물을 상기 환자에게 투여하는 것을 포함한다. 상기 환자는 GAGE-1,

SSX-4, XAGE-1 또는 이들의 혼합물을 발현하는 악성 세포와 관련된 질환을 겪을 수 있다.

본 발명의 활성 성분은 바람직하게는 허용 가능한 담체 또는 담체 물질과 혼합 된 투여량으로 이러한 약학적 조[0257]

성물에 사용되어, 질병을 치료하거나 적어도 완화시킬 수 있다. 그러한 조성물은 (활성 성분 및 담체 이외에)

공지된 최신 물질인 충전재(filling material), 염, 완충액, 안정화제, 가용화제 및 기타 물질을 포함할 수 있

다.

용어 "약학적으로 허용되는(pharmaceutically acceptable)"은 활성 성분의 생물학적 활성의 효과를 방해하지 않[0258]

는 무독성 물질을 정의한다. 캐리어의 선택은 어플리케이션에 따라 다르다.

약학 조성물은 활성 성분의 활성을 강화시키거나 또는 처리를 보충하는 추가의 성분을 함유할 수있다. 이러한[0259]

부가적인 성분 및/또는 인자는 상승 작용 효과를 달성하거나 불리한 또는 바람직하지 않은 영향을 최소화하기

위한 약학 조성물의 일부일 수 있다.

본  발명의  활성  성분의  제형  또는  제제  및  적용/약물 치료에  대한  기술은  "Remington  's  Pharmaceutical[0260]

Sciences",  Mack  Publishing  Co.,  Easton,  PA,  최신판에  발표되어  있다.  적절한  적용은  근육  내

(intramuscular), 피하 (subcutaneous), 골수 내(intramedular) 주사뿐만 아니라 척수강 내 (intrathecal), 직

접  심실  내(direct  intraventricular),  정맥  내(intravenous),  결절  내(intranodal),  복강  내

(intraperitoneal) 또는 종양 내 주사(intratumoral injections)와 같은 비경구 투여이다. 정맥 주사는 환자에

게 선호되는 치료법이다

바람직한 실시 양태에 따르면, 약제학적 조성물은 주입( infusion) 또는 주사 (injection)이다.[0261]

주사 가능한 조성물(injectable compositions)은 TCR을 발현하는 증식된 T 세포 집단 (예를 들어, 치료 될 환자[0262]

에게 자가(autologous) 또는 동종 (allogenic))과 같은 적어도 하나의 활성 성분을 포함하는 약학적으로 허용

가능한 유체 조성물이다. 활성 성분은 일반적으로 생리학적으로 허용되는 담체에 용해되거나 현탁되고, 조성물

은 소량의 하나 이상의 비-독성 보조 물질, 예컨대 유화제, 방부제 및 pH 완충제 등을 추가로 포함할 수있다.

본원의 융합 단백질과 함께 사용하기에 유용한 그러한 주사 가능한 조성물은 통상적인 것이며; 적절한 제제는

당업자에게 잘 알려져 있다.

실시예[0263]

CrossTAg 벡터에 의한 효율적인 MHC 클래스-II 교차 제시의 검증[0264]

RNA-코딩 단백질의 MHC 클래스-II 교차-제시를 수득하기 위해, 선택된 항원 DNA 서열을 MHC 클래스-II 표적 신[0265]

호(CrossTAg)와 결합시켰다. 이를 위해, 인간 리소좀-관련 멤버 단백질 1 (LAMP-1) 5'의 ER-이동 신호를 인간

DC-LAMP의 막통과 및 세포질 도메인에 융합시켰다. 이들 2종의 신호 부분은 CrossTAg와 함께 프레임에서 선택된

항원 서열의 통합을 가능하게 하는 고유의 제한 부위에 의해 분리되었다. 상기 LAMP-1 신호 펩타이드는 새롭게

합성된 단백질을 ER로 공동-번역 이동을 촉진하는데 사용되었다. 이동 후, 세포질 DC-LAMP 표적 신호 (YXXΦ 모

티프; X는 모든 자연발생 아미노산을 나타내고; Φ는 모든 소수성 아미노산을 나타냄; 서열번호 38)는 엔도솜/
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리소좀 구획으로 효율적인 단백질 셔틀을 보장해야 한다.

본 발명자들은 HLA-DRB1*11:01 제한인 EBNA-3C-특이적 CD4
+
 T 세포 클론 3H10에 대해 공지된 에피토프를 함유하[0266]

는 1kb 단편을 코딩하는, 엡스타인-바 바이러스 핵 항원 (EBNA)-3C의 일부 코딩 서열을 통합시켰다 (Xiaojun Yu

등의 Antigen-armed antibodies targeting B lymphoma cells effectively activate antigen-specific CD4+ T

cells.  Blood  2015  Mar  5;125(10):1601-10.;  http://www.iedb.org/assayId/2445148에 기재됨). 2  종의 신호

중 하나만 포함하거나 둘 다 포함하지 않는 추가의 컨스트럭트를 사용하여 바람직한 MHC 클래스-II 교차 제시를

위한 각 서열의 필요성을 평가하였다 (도 1a).  그 다음 RNA를 상기 선형화된 플라스미드로부터 생체 외(in

vitro)에서 전사시켰고, 필요한 제한 요소인 HLA-DRB1*11:01을 발현하는 상이한 APC에 트랜스펙션시켰다. 클론

3H10에 의한 특이적 항원 인식 시 IFN-γ 생성의 측정은 DC와의 공동-배양 실험에서 내인성으로 번역되고 처리

된 단백질의 효율적인 MHC 클래스-II 교차-제시의 검출뿐만 아니라, EBNA-3C CrossTAg-RNA로 트랜스펙션된, 미

니-EBV-형질전환된 림프아구 세포주 (mLCL)의 검출을 가능하게 한다 (도 1b). LAMP-1 ER-이동 신호를 함유하는

ivt-RNA만이 검출가능한 T 세포 활성화를 유도하였다. EBNA-3C-CrossTAg-RNA로 달성되는 뚜렷한 MHC 클래스-II

제시와 비교하여, 상기 LAMP-1  신호 펩타이드 단독으로도 작은 교차-제시 능력을 부여하였다. 본 발명자들은

EBV-항원 BNRF1의 HLA-DRB1*15:01-제한 에피토프에 특이적인 하나의 추가 CD4
+
 T 세포 클론을 사용하여 이 데이

터를 확인하였다 (데이터 미도시).

다음으로, 본 발명자들은 CrossTAg 신호가 1) 단백질 분비 및 재흡수 또는 2) 세포 내부 제시 경로를 통해 MHC[0267]

클래스-II 제시를 유도하였는지 여부를 밝히기 위해 3H10 T 세포를 사용하였다. 이를 위해, 본 발명자들은 HLA-

DRB1*11:01-양성 또는 HLA-DRB1*11:01-음성 DC를 EBNA-3C-CrossTAg-RNA로 트랜스펙션시켰다. 트랜스펙션된 DC

와 트랜스펙션되지 않은 DC를 모든 가능한 조합(HLA-DRB1*11:01-양성/-음성)으로 공동-배양하고 이후 3H10 세포

와 함께 공동-배양하였다. APC의 인식은 HLA-DRB1*11:01-양성 DC가 항원-CrossTAg-RNA로 트랜스펙션된 경우에만

검출된다. HLA-DRB1*11:01-음성 DC에 의해 분비되는 흡수(taken-up) 및 처리된 항원을 잠재적으로 갖는 트랜스

펙션되지 않은 HLA-DRB1*11:01-양성 DC의 인식은 검출되지 않았다 (도 8).

항원-CrossTAg-유도 CD40L 발현 [0268]

항원-특이적 CD4
+
 T 세포의 선택적인 농축을 위한 신속한 방법을 개발하기 위해, 본 발명자들은 반응 CD4

+
 T 세[0269]

포에서 CD40L 발현을 유도하는 항원-CrossTAg-RNA-트랜스펙션된 DC의 능력을 평가하였다. 이를 위해, 본 발명자

들은 3H10 T 세포를 형광 추적 염료로 염색하고 이들을 자가 PBL과 혼합하여 최종 농도가 총 세포의 10%, 5%,

1% 또는 0.1%가 되도록 하였다 (도 1c). 이러한 상이한 분획을 EBNA-3C-CrossTAg ivt-RNA-트랜스펙션된 자가

DC와 공동 배양하고, CD40L 발현에 대해 염색하였다. 공동-배양 6시간에, EBNA-3C-특이적 3H10 세포 상에서 상

당한 CD40L 발현이 검출되었으나, 자가 PBL 상에서는 미미한 CD40L 발현만이 관찰되었다. 3H10 세포 (0.1%)의

가장 낮은 농도에서도, CD40L-양성 CD4
+
 T 세포의 차후 분류 (sorting)는 66% 3H10 세포의 집단을 초래하였다.

 [0270]

대체 ER 이동 신호 서열[0271]

클론 3H10에 의한 특이적 항원 인식 시 IFN-γ의 생성을 측정하여, CrossTAg-RNA로 표지된 상이한 EBNA-3C와[0272]

CrossTAg-RNA에 대한 다른 대안으로 트랜스펙션된 APC를 이용한 공-배양 실험에서 내인성으로 번역 및 처리되는

단백질의 효율적인 MHC 클래스-II 교차-제시를 검출하는데 사용할 수 있었다 (도 11).

효율적인 MHC 클래스-II 및 MHC 클래스-I 제시[0273]

본 발명자들은 CrossTAg 신호의 사용이 MHC 클래스-II 제시뿐만 아니라 MHC 클래스-I 제시를 용이하게 한다는[0274]

것을 보여줄 수 있었다 (도 12).

동일한 ivt-mRNA 분자에 의해 코딩되는 여러 가지 항원의 효율적인 제시[0275]

더 나아가, 본 발명자들은 동일한 ivt-RNA에 의해 상이한 항원으로부터 유래한 여러 가지 에피토프를 제시하는[0276]

효율적인 접근법을 확립할 수 있었다. 도 12에 나타난 바와 같이, 상이한 항원으로부터 유래한 2종의 에피토프

를 포함하는 상기 컨스트럭트를 발현하는 항원 제시 세포는 EBNA-3C 특이적 클론 3H10뿐만 아니라 티로시나아제

특이적 클론 IVSB를 활성화시킨다. 따라서, 2종의 상이한 에피토프를 갖는 상기 ivt 컨스트럭트는 2종의 에피토

프를 모두 제시할 수 있다.
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RNA-진동 DC를 이용한 PBL의 활성화[0277]

고속-대량 접근법으로 진행하여, 본 발명자들은 CD4
+
 T 세포 프라이밍(priming)을 위한 다수의 후보 항원을 동[0278]

시에 이용할 수 있는 가능성을 모색하였다. 따라서, 분리되지 않은 PBL에 존재하는 CD4
+
 T 세포는 CrossTAg 신

호에 융합된 4종의 상이한 C/T 항원 (GAGE-1, MAGE-A4, SSX-4 및 XAGE-1)을 코딩하는 ivt-RNA로 트랜스펙션된

DC를 이용하여 활성화 시켰다. DC는 다음의 문헌에 기재된 바와 같이, 전기천공을 통해 각각의 ivt-RNA로 개별

적으로  트랜스펙션되었다  (Javorovic,  M.  등의  (2008)  Inhibitory  effect  of  RNA  pool  complexity  on

stimulatory capacity of RNA-pulsed dendritic cells. J Immunother 31(1): 52-62.). 본 발명자들은 유세포

분석으로 공동-자극 분자 발현의 수준에 의해 트랜스펙션된 DC의 성숙한 상태를 측정하였다. 우리의 DC는 공동-

자극 분자 (CD80, CD83, CD86)와 HLA 클래스 II의 고발현을 갖는 성숙한 표현형을 나타내었다 (도 9a).

트랜스펙션의 효율을 평가하기 위해, 트랜스펙션된 DC로부터 추출된 mRNA로부터 유래된 항원 cDNA를 정량적 RT-[0279]

PCR로 분석하였다. 수득된 데이터는 전기천공후, C/T-항원 mRNA 카피 수가 1.5*10
5
 내지 2*10

7
 배의 범위로 증

가함을 나타내었다 (도 9b). 추가로, 약 68%의 DC는 대조군 eGFP ivt-RNA로 트랜스펙션된지 12시간 후에 유세포

분석으로 검출된 바와 같이 증가된 녹색 형광 단백질 (eGFP)을 발현하였다 (데이터 미도시).

항원-CrossTAg RNA로 트랜스펙션시킨 후, 4종의 분리된 DC 집단을 모으고, 건강한 공여자의 비-분리된 자가 PBL[0280]

을 대비시키기 위해 동시에 사용하였다. 후속 확장 과정은 2회의 APC 자극을 포함하였다. 초기 DC 표본의 동결

된 부분표본을 해동하고 재자극 배양을 위해 사용하였다.

활성화된 CD4
+
 T 세포의 분리[0281]

DC 공동-배양의 각 14일 간격 후, 대비된 자가 PBL은 전체적으로 3-4배 증가된 세포 수를 나타내었다. CD4:CD8[0282]

비율의 변화는 활성화된 CD4
+
 T 세포의 팽창을 추적하기 위해 여러 시점에서 측정되었다. 추가적으로, PBL 샘플

을 CD40-차단 항체의 존재하에 항원-로딩 DC와 함께 공동-배양하였고 이후에 CD4, CD137 및 CD40L에 대한 특이

적 mAb를 사용하여 유세포 분석으로 분석하였다 (도 2a). 모니터링 기간 동안, 상기 CD4:CD8 비율은 0 일째에

1.7에서 27일째에 0.7로 역전되었고, 이는 CD8
+
 T  세포의 개선된 증식을 반영한다 (데이터 미도시). 그러나,

CD4
+
 T 세포 집단 내에서, CD40L-양성 T 세포의 비율은 13일째에 4.6%에서 27일째에 30% 이상으로 상승하였다.

대조적으로, CD137 단일-양성 CD4
+
 T 세포 (Schoenbrunn 등의 A converse 4-1BB and CD40 ligand expression

pattern  delineates  activated  regulatory  T  cells  (Treg)  and  conventional  T  cells  enabling  direct

isolation of alloantigen-reactive natural Foxp3+ Treg.J Immunol. 2012;189(12):5985-94.)로 기재되는 추

정 조절 T 세포 (Tregs)의 수는 약 36% 감소하였다.

세 번째 자극 사이클 후, CD40L-양성 CD4
+
 T 세포는 PBL 배양물로부터 농축되었고 FACS에 의해 96웰 플레이트로[0283]

직접 클로닝되었다 (도 10). 클로닝된 CD4
+
 T 세포를 확장시켰다. 클로닝 과정으로부터의 과량의 세포를 대량의

CD40L-양성 (CD40Lpos) 및 CD40L-음성 (CD40Lneg) CD4
+
 T 세포주로 확립시켰다. CD40Lpos-분류된 CD4

+
 T 세포는

C/T-항원-특이적 재자극 후 14일 동안 거의 4배 증식하였고 CD40Lneg T 세포에 비교하여 RNA-트랜스펙션된 APC

와 공동-배양한 후 현저하게 많은 양의 IFN-γ를 방출하였 때문에, 이들의 분석은 C/T-항원-특이적인 CD4
+
 T 림

프구의 성공적인 농축을 나타내었다 (도 2b 및 2c).

C/T-항원-반응성 CD4
+
 T 세포 클론에 대한 스크리닝[0284]

본 발명자들은 FACS 클로닝 후 12일째부터 시작되는 IFN-γ 방출 어세이의 항원 반응성에 대해 96웰 플레이트에[0285]

서 확장된 T 세포 클론을 테스트하였다 (도 3a). 4종의 모든 항원-CrossTAg RNA-로딩 DC의 혼합물을 사용한 공

동-배양은, 비-반응성 및 비특이적인 T 세포 클론 옆에 다중 항원-반응성 T 세포 클론이 존재하였음을 나타내었

다. 몇몇의 경우를 제외하고, 항원-반응성 T 세포 클론은 모의-트랜스펙션된(mock-transfected) DC와의 공동-배

양에서 백그라운드 활성화를 나타내지 않았다.

이러한 관찰을 검증하기 위해, APC의 대체원으로 ivt-RNA-트랜스펙션된 mLCL를 이용하여 하루 후에 선택된 클론[0286]

을 다시 테스트하였다. IFN-γ 및 GM-CSF 방출 어세이는 DC를 이용한 이전의 결과를 확인하였다 (도 3b). 추가

로, 선택된 T 세포 클론은 CD4 및 CD8 표면 발현을 위해 염색하였고 모두 CD4 공동-수용체를 발현하는 것으로
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확인되었다 (도 3c). 

항원-특이적 CD4
+
 T 세포 클론의 분자적 및 기능적 특성화[0287]

항원-반응성 CD4
+
 T 세포 클론의 개별 항원 특이성을 분석하기 위해, 이어서 항원-CrossTAg RNA의 단일 종으로[0288]

트랜스펙션된 APC의 별개의 집단과 함께 개별 클론을 공동-배양하였다. 반응은 표준 ELISA를 이용하여 IFN-γ

분비를 통해 측정하였다 (도 4). 본 발명자들은 프라이밍을 위해 사용한 4종의 C/T-항원 각각을 인식하는 항원-

특이적 CD4
+
 T 세포 클론을 검출하였다. T 세포 클론은 모의-트랜스펙션된 APC에 의한 백그라운드 활성화를 나

타내지 않았고, 프라이밍 동안 이들이 노출된 다른 항원에 대한 어떠한 검출가능한 교차 반응성도 나타내지 않

았다.

TCR 레퍼토리 분석을 이용하여, 다수의 분리된 클론으로부터 4종의 고유한 T 세포 수용체 서열을 확인하였다.[0289]

MHC 제한 어세이는 상이한 T 세포가 상이한 MHC 클래스 II 알로타입(allotype)에 의해 제시되는 에피토프를 인

식한다는 것을 보여주었다 (데이터 미도시).

본 발명자들은 이러한 신호 없이 ivt-RNA로 제공되는 DC가 분리된 CD4
+
 T 세포 클론에 의해 IFN-γ 분비를 유도[0290]

할 수 없다는 사실로 CrossTAg 신호에 융합된 항원을 갖는 것이 중요하다는 것을 입증하였다 (도 5a). CD4
+
 T

세포 클론이 항원-CrossTAg RNA로 트랜스펙션된 APC와 공동-배양되는 경우에만, 활성화-유도된 IFN-γ 분비가

유도되었다. 한 가지 예외는 GAGE-1-TCR-2를 발현하는 T 세포 클론이었고, 실질적으로 낮은 수준임에도 불구하

고, 이는 또한 각 분류 신호가 결여된 RNA로 트랜스펙션된 APC를 인식하였다.

우리의 분리된 CD4
+
 T 세포 클론의 항원 특이성을 확인하기 위해, 본 발명자들은 재조합 단백질을 갖는 APC를[0291]

로딩하였다. CD4
+
 T 세포 클론은 항원-CrossTAg RNA-트랜스펙션된 APC와의 공동-배양에서 보여지는 활성화에 필

적하는 단백질-로딩 APC에 대한 양성 IFN-γ 분비를 나타내었다 (도 5b).

직접적인 MHC 클래스-II 에피토프 확인[0292]

이들 4종의 클론에 대해, MHC 클래스-II 에피토프 (DEPI)의 직접적인 맵핑을 위한 방법 (Milosevic, S. 등의[0293]

(2006) Identification of major histocompatibility complex class II-restricted antigens and epitopes of

the Epstein-Barr virus)은 MHC 클래스-II 분자와 공동으로 그들이 인식하는 에피토프를 정의하기 위해 사용하

였다. 본 발명자들은 짧은 중복 CrossTAg-RNA 컨스트럭트를 갖는 분리된 항원 단편의 인식을 검증하고, 이들을

이용하여 최소 에피토프 서열을 추가로 수탁하였다 (도 6a 및 6b). 이로써, GAGE-1-TCR-1은 HLA-DRB5*01:01에

의해 제시된 GAGE-176-98 에피토프를 인식하는 것으로 확인되었다. 흥미롭게도, 2종의 XAGE-1-특이적 CD4
+
 T 세포

클론은 2종의 상이한 MHC-II 알로타입 (HLA-DRB1*13:02 및 HLA-DRB5*01:01)에 의해 제시되는 동일한 XAGE-137-49

에피토프를 인식하였다.

C/T-항원-특이적 TCR의 유전자이식 발현[0294]

TCR 레퍼토리 분석 후, 본 발명자들은 TCR 발현 벡터를 사용하여 분리된 TCR 서열을 재구성하였다. 3H10 클론[0295]

(EBNA-3C-특이적 및 HLA-DRB1*11:01 제한)의 CD4
+
 T 세포를 CD4

+
 T 세포 클론 GAGE-1-TCR-2, XAGE-1-TCR-1 또는

TCR-2의 상응하는 TCR-α- 및 β-사슬로 트랜스펙션시켰다. TCR-조작 3H10 세포를 C/T-항원-로딩 APC와 함께 공

동-배양하였다 (도 7). IFN-γ 분비를 측정함으로써, 이들의 내인성 EBV-특이적 TCR을 손상시키지 않으면서, 모

든 CD4
+
 T  세포 클론의 특이성이 성공적으로 3H10  세포에 전달되었음을 입증하였다. 따라서, TCR  트랜스펙션

후, 상기 3H10 세포는 상응하는 C/T-항원-CrossTAg ivt-RNA로 트랜스펙션된 APC 뿐만 아니라 EBNA-3C-CrossTAg

ivt-RNA-트랜스펙션된 APC를 인식하였다.

방법[0296]

유전적 컨스트럭트[0297]

pGEM-eGFP-A120 벡터는 CrossTAg-벡터 (S. Milosevic)에 대한 개시 컨스트럭트로 사용하였다. 본래의 pGEM 벡[0298]

터의 이러한 polyA120 변이체는 더 높은 안정성을 갖는 전사된 RNA를 제공하고 단백질 발현을 개선시켰다. 플라

스미드는 추가로 eGFP cDNA의 5' 말단에 고유한 AgeI 부위를 함유하고 3' 말단에 고유한 EcoRI 부위를 함유하고
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있다. 폴리-A 꼬리 다음에는 ivt-RNA 생산을 위한 플라스미드의 선형화를 허용하는 SpeI 부위가 뒤따른다.

pGEM-CrossTAg-A120  플라스미드는  CrossTAg  표적  신호를  코딩하는  cDNA로  eGFP를  대체하여  클로닝하였다.[0299]

CrossTAg 서열은 DC-LAMP (접근번호: NP_055213, aa 376-416)의 막통과 및 세포질 도메인 5'에 융합된 인간 리

소좀-관련 막 단백질-1(LAMP-1, 접근번호: NP_005552, aa 1-28)의 ER-이동 신호로 이루어진다. 항원-코딩 cDNA

의 삽입을 위해, LAMP1 오픈 리딩 프레임 (ORF)을 방해하지 않으면서 NheI, KpnI 및 PstI 제한 부위를 함유하는

18-bp 스페이서에 의해 별개의 CrossTAg 서열을 분리하였다. 코돈 최적화된 Cross-Tag 서열이 컴퓨터 클로닝 소

프트웨어를  이용하여  가상으로  고안되었고  GeneArt에  의해  합성되었다  (레겐스부르크).  다음으로,  완전한

CrossTAg 서열은 AgeI (5' 말단) 및 EcoRI (3' 말단) 제한 부위를 사용하여 플라스미드 DNA로부터 절단되었고

동일하게 분해된 pGEM-A120 벡터의 MCS에 연결시켰다.

다양한  C/T  항원-CrossTAg  컨스트럭트  (pGEM-GAGE-1-CrossTAg-A120,  pGEM-MAGE-A4-CrossTAg-A120,  pGEM-NY-[0300]

ESO-1-CrossTAg-A120, pGEM-SSX-4-CrossTAg-A120, pGEM-XAGE-1-CrossTAg-A120)의 클로닝을 위해, 항원 cDNA를

정방향 및 역방향 유전자-특이적 프라이머를 이용하여 PCR로 플라스미드로부터 증폭하였고 (접근번호: GAGE-1,

U19142; MAGE-A4, NM_001011550; NY-ESO1, AJ003149; SSX-4, U90841; XAGE-1, AF251237) NheI 및 PstI/NotI

제한 부위를 통해 연결시켰다. PCR 반응에 사용된 프라이머는 요청 시 모두 이용가능하다. 모든 항원 서열은 초

기 ORF를 방해하지 않고 pGEM-CrossTAg-A120의 분리된 CrossTAg 신호에 삽입되었다. CD4
+
 T 세포 에피토프의 검

증을 위해, 상보적인 올리고뉴클레오타이드가 합성되고 (Metabion) 어닐링되었다. 어닐링시 생성된, 부착 말단

은 이들 짧은 항원 서열을 CrossTAg 벡터로 직접 연결하기 위해 사용되었다.

ivt-RNA의 생산[0301]

SpeI 선형화 후, pGEM-플라스미드를 제조업자의 지시에 따라 mMESSAGE mMACHINE T7 키트 (Ambion)를 이용하여[0302]

단일 종 생체 외(in vitro) 전사 (ivt)-RNA 생산을 위한 주형으로 사용하였다. 품질 제어를 위해, ivt-RNA 생산

물의 길이는 아가로스 겔 전기영동으로 분석하였다. 농도 및 순도는 Nanodrop  ND-1000  분광 광도계 (Thermo

Scientific)를 이용하여 측정하였다.

세포 배양[0303]

단핵구-유래 3d mDC를 Burdek 등의 문헌 [Journal of Translational Medicine 2010, 8:90]에 기재된 바와 같이[0304]

생성하고 트랜스펙션시켰다. mDC의 RNA  트랜스펙션 및 미니-엡스타인-바 바이러스-(EBV)-형질전환된 림프아구

세포주 (mLCL)는 Burdek 등의 문헌 [Three-day dendritic cells for vaccine development: Antigen uptake,

processing and presentation. Journal of Translational Medicine 2010, 8:90]에 기재된 바와 같이 전기천공

으로 이루어졌다.

mLCL은  종래에  기술된  바와  같이  LCL  배지에서  현택배양으로  성장시켰다  (Milosevic,  S.  등의  (2006)[0305]

Identification  of  major  histocompatibility  complex  class  II-restricted  antigens  and  epitopes  of  the

Epstein-Barr virus). mLCL의 단백질 로딩은 25 μg 재조합 인간 GAGE-1, MAGE-A4, SSX-4 또는 XAGE-1 단백질

(HEK-293T 세포에서 발현 후 6x-cHis 태그를 통해 농축됨)의 존재 하에 2 ml LCL 배지의 24 웰 플레이트에서 16

시간 동안 2*10
6
 세포를 배양함으로써 이루어졌다. 배양 기간의 종료 시, 상기 세포를 RPMI 1640을 사용하여 2

회 세척하였고 특이적 CD4
+
 T 세포 클론과 공동-배양하였다.

정량적 RT-PCR[0306]

트랜스펙션된 DC와 트랜스펙션되지 않은 DC의 세포 RNA를 분리하였고 상응하는 cDNA는 RT-PCR을 위한 First[0307]

Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV) (Roche)를 사용하여 올리고-dT 프라이머로 합성하였다. 항원 주

형 수의 차이는 제조업자의 지시에 따라, LightCycler® 480 SYBR Green I Master 키트 (Roche)를 사용하여 정

량적  RT-PCR  (qRT-PCR)로  측정하였다.  RT-PCR  반응에  사용된  유전자-특이적 프라이머  (αEnolase,  GAGE-1,

MAGE-A4, SSX-4 및 XAGE-1)는 모두 요청 시 이용가능하다. 측정은 하우스키핑 유전자 αEnolase로 정규화시켰고

ΔΔCP-방법에 따라 분석하였다.

T 세포 및 DC의 표면 표현형[0308]

T  세포  및  DC에  의해  발현된  표면  마커를  다음의  항체로  검출하였다:  PE-결합  CCR7-특이적  항체  (3D12)[0309]

(eBioscience),  Hz450-결합  CD4-특이적  항체  (RPA-T4),  Hz500-결합  CD8-특이적  항체  (RPA-T8),  FITC-결합

CD14-특이적 항체 (M5E2),  PE-결합 CD40-특이적 항체 (5C3),  PE-결합 CD40L-특이적 항체 (TRAP1),  PE-결합
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CD80-특이적 항체 (L307.4), FITC-결합 CD83-특이적 항체 (HB15e), FITC-결합 CD86-특이적 항체 (2331), APC-

결합 CD137-특이적 항체 (4B4-1), FITC-결합 DC-SIGN-특이적 항체 (DCN46), PE-결합 HLA-DR-특이적 항체 (G46-

6) (모두 BD Biosciences로부터 입수). 세척 후, 세포를 4 °C 에서 30분 동안 염색하였고, 죽은 세포를 배제하

기 위해 프로피디움 요오드화물(2 μg/ml)을 첨가하였다. 유세포 분석으로 모든 표면 마커의 발현을 분석하였다

(LSRII,  BD).  수집 후 데이터 분석은 FlowJo  8  소프트웨어 (TreeStar)를 사용하여 수행하였다. T 세포 상의

CD40L  표면 발현의 분석은 문헌 [Frentsch,  M.  등의 (2005)  Direct  access  to  CD4+  T  cells  specific  for

defined antigens according to CD154 expression. Nat Med 11(10): 1118-1124]에 기재된 바와 같이 2 μg/ml

αCD40 항체 (M. Frentsch로부터 제공받은 클론 G28.5, 베를린-브란덴부르크 재생 치료 센터)를 사용하여 수행

하였고 T 세포:APC 공동-배양의 개시 후 6 시간 째에 평가하였다. 

RNA-트랜스펙션된 DC를 이용한 PBL의 드 노보 (De novo) 프라이밍[0310]

건겅한 공여자의 3d mDC를 C/T-항원 GAGE-1, MAGE-A4, SSX-4 및 XAGE-1을 코딩하는 2종의 단일-종 CrossTAg-[0311]

RNA를 갖는 개별 집단에 트랜스펙션시켰다. 전기천공 이후, 상기 트랜스펙션된 mDC를 수확하였고 이러한 혼합물

의 혼합 mDC를 1:2 비율의 말초 혈액 림프구 (PBL) 내에 공동-배양하였으며, 이는 mDC 생성 과정에서 PBMC의 인

공 부착 (plastic adherence) 동안 비-부착성이었다. 상기 세포를 습한 대기 조건의 37°C에서 배양하였다. 인

터류킨-2 (IL-2, 20 U/ml; Chiron Behring)와 5 ng IL-7/ml (Promokine)을 하루 후에 첨가한 다음 격일로 첨가

하였다. PBL 공동-배양에 사용되지 않았던 혼합된 mDC는 냉동보관하였고 드 노보 (De novo) 유도 PBL 배양의 재

자극을 위해 해동되었다.

항원-특이적 CD4+ T 세포의 분리 및 확장[0312]

프라이밍된  PBL을  문헌  [Frentsch,  M.의  (2005)  Direct  access  to  CD4+  T  cells  specific  for  defined[0313]

antigens according to CD154 expression. Nat Med 11(10): 1118--1124.)에 기재된 바와 같이 αCD40 항체의

존재 하에 6 시간 동안 CrossTAg-RNA-트랜스펙션된 mDC (4-항원 믹스)와 2:1의 비율로 공동-배양하였다. 자극

기간 이후, 세포를 αCD4- 및 αCD40L-특이적 항체 (SK3 및 TRAP1; BD Biosciences)로 염색하였다. 죽은 세포

를 배제하기 위해 DAPI를 첨가하였다. FACSAria III (BD Biosciences)를 사용하여, 살아있는 CD40L-양성 CD4+

T 세포를 둥근 바닥 96 웰 플레이트의 웰에 단일 세포로 분류하였다. 96 웰 플레이트의 CD4+ T 세포 클론을 항

원-CrossTAg ivt-RNA-트랜스펙션된 mLCL, 배양보조세포 및 IL-2를 사용하여 확장시켰다. 

사이토카인 방출 어세이[0314]

활성화 유도된 사이토카인 분비를 측정하기 위해, 37°C의 습한 대기 조건에서 둥근 바닥 96웰 플레이트의 200[0315]

μl T 세포 배지에 1*10
5
 ivt-RNA-로딩 APCs (DC/mLCL) APC와 함께 5*10

4
 T 세포를 공동-배양하였다. 모의-트랜

스펙션된 APC를 갖는 T 세포 또는 자극 세포가 없는 T 세포를 음성 대조군으로 사용하였다. 공동-배양 16 시간

후, 상등액을 수확하고, OptEIA 인간 IFN-γ 또는 GM-CSF 세트 (모두 BD Biosciences로부터 입수)를 사용하여

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)로 평가하였다.

Ivt-RNA-기반 TCR 유전자 이동[0316]

TCR-α- 및 TCR-β-쇄 재배열 및 서열은 문헌 [Steinle, A., et al. (1995) In vivo expansion of HLA-B35[0317]

alloreactive T cells sharing homologous T cell receptors: evidence formaintenance of an oligoclonally

dominated allospecificity by persistent stimulationwith an autologous MHC/peptide complex. J Exp Med

181(2): 503-513.]에 기재된 바와 같이 TCR-Vα- 및 TCR-Vβ-특이적 프라이머의 패널을 사용하여 PCR로 측정하

였다. 뮤린 대응부로 TCR 쇄 둘 다의 불변 영역을 치환한 후, 코돈-최적화된 TCR-α- 및 TCR-β-쇄 서열을 합성

하였고 RNA 생산을 위한 발현 벡터에 클로닝하였다. 이러한 TCR 서열의 특이성을 검증하기 위해, T 세포 클론

3H10 (HLA-DRB1*11:01 제한, EBV EBNA-3C-특이적)의 세포를 TCR-α- 및 TCR-β-ivt-RNA와 함께 공동-배양하였

고 사이토카인 분비 어세이에 사용하였다.

본 출원은 다음의 실시예를 추가로 포함한다:[0318]

실시예 1: 다음의 단계를 포함하는 인간 항원-특이적 T 림프구를 생성하는 방법:[0319]

A) 다음을 포함하는 적어도 하나의 융합 단백질을 항원 제시 세포에서 발현하는 단계; 및[0320]

- 적어도 하나의 항원 또는 이의 단편,[0321]

- 상기 항원의 N-말단 앞의 소포체 (ER)-이동 신호 서열, 및[0322]
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- 상기 항원의 C-말단 다음의 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는   막통과 및 세포질 도메인,[0323]

B) 항원 제시 세포에 의해 발현되는 항원에 대해 특이적인 항원-특이적 T 림프구를 활성화 시키기 위해 생체 외[0324]

(in vitro)에서 단계 A)의 항원 제시 세포에 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 노출시키는 단계.

실시예 2: 실시예 1에 있어서, 단계 B)의 노출은 상기 항원 제시 세포를 T 림프구를 포함하는 세포 집단과 공동[0325]

-배양하는 것인 방법.

실시예 3: 실시예 1 또는 2에 있어서, 단계 A)의 상기 발현은 일시적인 발현 또는 안정한 발현, 바람직하게는[0326]

일시적인 발현인 것인 방법.

실시예 4: 실시예 3에 있어서, 상기 일시적인 발현은 상기 적어도 하나의 융합 단백질을 코딩하는 ivt-RNA를 도[0327]

입함으로써 이루어지는 것인 방법.

실시예 5: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 방법은 C1) 활성화된 및/또는 항원 특이적 T 림프구를[0328]

농축하는 단계를 추가로 포함하는 것인 방법.

실시예 6: 실시예 5에 있어서, 상기 활성화된 T 림프구의 농축은 다음의 단계를 포함하는 것인 방법:[0329]

(a) 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는 마[0330]

커 단백질에 특이적으로 결합하는 결합 분자 또는 상기 바람직한 항원의 에피토프를 제시하는 MHC 분자와 접촉

시키는 단계;

(b) 상기 결합 분자 또는 상기 바람직한 항원의 에피토프를 제시하는 MHC 분자가 결합된 T 림프구를 분리하는[0331]

단계.

실시예 7: 실시예 6에 있어서, 상기 마커 단백질에 특이적으로 결합하는 결합 분자는 항체, 항체 유도체, 항체[0332]

단편, 또는 전술된 것과 추가 분자의 접합체인 것인 방법.

실시예 8: 실시예 6 또는 7에 있어서, 활성화된 T 림프구에 의해 특이적으로 발현되는 상기 적어도 하나의 마커[0333]

단백질은 Ox40, CD137, CD40L, PD-1, IL-2 수용체, 인터페론-γ, IL-2, GM-CSF 및 TNF-α를 포함하는 군으로부

터 선택되는 것인 방법. 

실시예 9: 실시예 8에 있어서, 단계 (a)에서 상기 세포는 CD4에 특이적으로 결합하는 결합 분자와 추가로 접촉[0334]

시키는 것인 방법.

실시예 10: 실시예 8 또는 9에 있어서, 단계 (a)에서 상기 세포는 CD8에 특이적으로 결합하는 결합 분자와 추가[0335]

로 접촉시키는 것인 방법.

실시예 11: 실시예 6에 있어서, 활성화된 CD4 T 세포를 선택하는 것은 다음의 단계를 포함하는 것인 방법:[0336]

(a1) 항원 제시 세포의 CD40-CD40L과 항원 특이적 T 림프구 사이의 상호작용을 차단하고 CD40L을 T 림프구 표면[0337]

에 축적시키기 위해, 단계 B)의 세포 집단과 CD40에 대한 항체를 접촉시키는 단계;

(a2) 상기 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단을 항-CD40L 항체와 접촉시키는 단계;[0338]

(b) 항-CD40L 항체 및 항-CD4 항체로 표지된 T 림프구를 분리하는 단계.[0339]

실시예 12: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 방법은 C2) 다음의 단계를 포함하는, 항원-특이적 T 림[0340]

프구를 확인하는 단계를 추가로 포함하는 것인 방법:

a) 상기 활성화된 항원-특이적 T 림프구를 포함하는 세포 집단의 확장된 세포 클론을,[0341]

(i) 단계 A)에 정의된 항원 제시 세포, 및[0342]

(ii) 대조구 (control) 항원 제시 세포와 배양하는 단계;[0343]

b) 상기 배양의 활성 프로파일을 각 세포 클론에 대한 (i) 및 (ii)와 비교하는 단계;[0344]

c) 상기 b)의 비교를 바탕으로 항원-특이적 세포 클론을 확인하는 단계;[0345]

여기에서, (ii)가 아닌 (i)에 의한 활성화는 상기 세포 클론이 항원-특이적인 것인 방법.[0346]

실시예 13: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 단계 B)에서 상기 항원 제시 세포는 T 림프구를 포함하는 세[0347]
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포 집단에 적어도 1회, 선택적으로 적어도 2회, 선택적으로 적어도 3회, 선택적으로 3회 첨가되는 것인 방법.

실시예 14: 실시예 12에 있어서, 항원 제시 세포의 반복된 추가 사이의 시간 간격은 7 내지 21일이고, 바람직하[0348]

게는 12일 내지 16일, 보다 바람직하게는 13 내지 15일, 보다 더 바람직하게는 14일인 것인 방법.

실시예 15: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 ER 이동 신호 서열은 엔도솜/리소좀 관련 단백질로부터[0349]

유래된 것인 방법.

실시예 16: 실시예 15에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 관련 단백질은 LAMP1, LAMP2, DC-LAMP, CD68 및 CD1b를[0350]

포함하는 군으로부터 선택되고, 바람직하게는 LAMP1인 것인 방법.

실시예 17: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람[0351]

직하게는 DC-LAMP로부터 유래된 것인 방법.

실시예 18: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질[0352]

도메인은LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래된 것인 방법.

실시예 19: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 ER　이동 신호 서열은 인간인 것인 방법.[0353]

실시예 20: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세포질 도메[0354]

인은 인간인 것인 방법.

실시예 21: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 ER 이동 신호는 서열번호 33의 서열 또는 이의 단편을[0355]

포함하는 것인 방법.

실시예 22: 실시예 20에 있어서, 상기 ER 이동 신호 서열은 서열번호 34의 서열로 이루어지는 것인 방법.[0356]

 [0357]

실시예 23: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 항원 제시 세포는 수지상 세포, 활성화된 B 세포, 단핵[0358]

구, 대식세포, EBV-형질전환 림프아구 세포주(EBV-transformed lymphoblastoid cell line)로부터 선택되고, 바

람직하게는 수지상 세포, 보다 바람직하게는 단핵구 유래 수지상 세포인 것인 방법.

실시예 24: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 항원 제시 세포는 항원 제시 세포의 상이한 집단, 상이[0359]

한 항원 융합 단백질을 발현하는 각각의 집단을 포함하는 것인 방법.

실시예 25: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 항원 제시 세포는 다음의 단계를 포함하는 방법으로 생[0360]

성된 성숙한 수지상 세포인 것인 방법:

i) 단핵구를 제공하는 단계;[0361]

ii) 단계 i)의 단핵구를 IL-4 및 GM-CSF와 배양하는 단계;[0362]

iii) 단계 ii)의 단핵구를 성숙한 칵테일과 조합한 IL-4 및 GM-CSF와 배양하는 단계.[0363]

실시예 26: 실시예 25에 있어서, 상기 성숙한 칵테일은 IL-ß, TNF-α, INF-γ, TLR7/8 작용제, PGE2 및TLR3[0364]

작용제의 조합을 포함하는 것인 방법.

실시예 27: 실시예 25 또는 26에 있어서, 단계 ii)의 배양은 적어도 2일 지속되는 것인 방법.[0365]

실시예 28: 실시예 25 내지 27에 있어서, 단계 iii)의 배양은 적어도 12시간, 바람직하게는 24시간 지속되는 것[0366]

인 방법.

실시예 29: 실시예 28에 있어서, 상기 TLR7/8 작용제는 R848이고 상기 TLR3 작용제는 poly(I:C)인 것인 방법.[0367]

실시예 30: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 T 림프구를 포함하는 세포 집단은 말초 혈액 림프구의[0368]

집단인 것인 방법.

실시예 31: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, T 림프구를 포함하는 세포 집단은 분리되지 않은 말초 혈액[0369]

림프구의 집단인 것인 방법.

실시예 32: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 세포 집단은 T 림프구, 바람직하게는 CD8
+
 및/또는 CD4

+
[0370]

T 림프구에 대해 농축된 것인 방법.
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실시예 33: 전술한 실시예 중 어느 하나에 있어서, 상기 융합 단백질은 적어도 2종의 항원 또는 이의 단편을 포[0371]

함하는 것인 방법.

실시예 34: 실시예 1 내지 33에 따른 방법에 의해 수득가능한 T 림프구.[0372]

실시예 35: 다음을 포함하는 발편 벡터:[0373]

- 인간 소포체 (ER)- 이동 신호 서열, 및[0374]

- 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 인간 막통과 및 세포질 도메인.[0375]

실시예 36: 실시예 1에 있어서, 상기 벡터는 생체 외(in vitro)에서 mRNA 전사를 위한 프로모터를 포함하는 것[0376]

인 발현 벡터.

실시예 37: 실시예 35 또는 36에 있어서, 상기 ER 이동 신호 서열은 엔도솜/리소좀 관련 단백질로부터 유래된[0377]

것인 발현 벡터.

실시예 38: 실시예 35 내지 37 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 관련 단백질은 LAMP1, LAMP2, DC-[0378]

LAMP, CD68, CD1b를 포함하는 군으로부터 선택된 것인 발현 벡터.

실시예 39: 실시예 35 내지 38 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열은 LAMP1 또는 DC-LAMP,[0379]

바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래된 것인 발현 벡터.

실시예 40: 실시예 35 내지 39 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세[0380]

포질 도메인은 LAMP1 또는 DC-LAMP, 바람직하게는 DC-LAMP로부터 유래된 것인 발현 벡터.

실시예 41: 실시예 35 내지 40 중 어느 하나에 있어서, 상기 ER　이동 신호 서열은 인간인 것인 발현 벡터.[0381]

실시예 42: 실시예 35 내지 41 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세[0382]

포질 도메인은 인간인 것인 발현 벡터.

실시예 43: 실시예 35 내지 42 중 어느 하나에 있어서, ER　이동 신호 서열은 SEQ ID NO: 33의 서열 또는 이의[0383]

단편을 포함하는 것인 발현 벡터.

실시예 44: 실시예 35 내지 43 중 어느 하나에 있어서, ER　이동 신호는 서열번호 34의 서열로 구성되는 것인[0384]

발현 벡터.

 [0385]

실시예 45: 실시예 35 내지 44 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열은 서열번호 38의 모티프[0386]

를 포함하는 것인 발현 벡터.

실시예 46: 실시예 35 내지 45 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 신호 서열은 서열번호 39의 서[0387]

열인 것인 발현 벡터.

실시예 47: 실시예 35내지 46 중 어느 하나에 있어서, 상기 엔도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 막통과 및 세[0388]

포질 도메인은 서열번호 54의 서열 또는 이의 단편, 예를 들어 서열번호 35 또는 이의 단편을 포함하는 것인 발

현 벡터.

실시예 48: 실시예 35 내지 47 중 어느 하나에 있어서, 상기 ER 이동 신호 서열과 엔도솜/리소좀 표적 서열을[0389]

포함하는 인간 막통과 및 세포질 도메인 사이에 제한 부위를 추가로 포함하는 것인 발현 벡터.

실시예 49: 실시예 35 내지 48 중 어느 하나에 있어서, 상기 벡터는 상기 인간 소포체(ER)-이동 신호 서열과 엔[0390]

도솜/리소좀 표적 서열을 포함하는 인간 막통과 및 세포질 도메인 사이에 삽입되는 적어도 하나의 항원, 또는

이의 단편을 추가로 포함하는 것인 발현 벡터.

실시예 50: 실시예 49 중 어느 하나에 있어서, 상기 벡터는 상기 인간 소포체(ER)-이동 신호 서열과 엔도솜/리[0391]

소좀 표적 서열을 포함하는 인간 막통과 및 세포질 도메인 사이에 삽입되는 적어도 2 종의 항원, 또는 이의 항

원을 포함하는 것인 발현 벡터.

 [0392]

실시예 51: 실시예 35 내지 50 중 어느 하나에 있어서, 상기 벡터는 항원의 전장 아미노산 서열을 코딩하는 핵[0393]
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산 서열을 포함하는 것인 발현 벡터.

실시예 52: 실시예 35 내지 51 중 어느 하나에 있어서, 상기 벡터는 항원의 아미노산 서열을 코딩하는 핵산 서[0394]

열의 단편을 포함하는 것인 발현 벡터.

실시예 53: 실시예 52에 있어서, 상기 항원은 종양 항원 또는 바이러스 항원인 것인 발현 벡터. [0395]

실시예 54: 실시예 53에 있어서, 상기 종양 항원은 바이러스 종양 항원, 종양-특이적 항원, 종양 관련 항원 및[0396]

환자 특이적 돌연변이를 운반하고 상기 환자의 종양 세포에서 발현되는 항원인 것인 발현 벡터.

실시예 55: 실시예 35 내지 54 중 어느 하나에 있어서, 상기 종양 항원은 종양 관련 항원인 것인 발현 벡터.[0397]

실시예 56: 실시예 35 내지 55 중 어느 하나에 있어서, 종양 관련 항원은 암/고환 항원 (C/T 항원)인 것인 발현[0398]

벡터.

실시예 57: 실시예 35 내지 56 중 어느 하나에 있어서, 상기 C/T 항원은 MAGE-A1, MAGE-A3, MAGE-A4, NY-ESO1,[0399]

종양/고환-항원 1B, GAGE-1, SSX-4, XAGE-1, BAGE, GAGE, SCP-1, SSX-2, SSX-4, CTZ9, CT10, SAGE 및 CAGE를

포함하는 군으로부터 선택되는 것인 발현 벡터.

실시예 58: 실시예 35 내지 57 중 어느 하나에 있어서, 상기 C/T 항원은 GAGE-1, SSX-4 및 XAGE-1로 이루어진[0400]

군으로부터 선택되는 것인 발현 벡터..

실시예 59: 실시예 35 내지 58 중 어느 하나에 따른 발현 벡터의 항원-특이적 T 림프구의 생체 외(in vitro) 생[0401]

성을 위한 용도.

실시예 60: 실시예 34에 따른 상기 T-림프구를 포유동물에 투여하는 것을 포함하는 암의 예방 또는 치료 방법에[0402]

사용하기 위한 T-림프구. 

실시예 61: 실시예 1 내지 33 중 어느 하나에 따른 방법의 단계를 포함하고, 상기 활성화된 항원-특이적 림프구[0403]

로부터 TCR을 분리하는 단계를 추가로 포함하는 항원-특이적 TCR을 생성하기 위한 방법.

실시예 62: 실시예 34에 따른 림프구로부터 분리된 TCR.[0404]

실시예 63: 다음을 포함하는, GAGE-1에 특이적인 TCR[0405]

- 서열번호 5에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,[0406]

- 서열번호 6에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하는 TCR β 쇄.[0407]

실시예 64: 실시예 63에 있어서, 다음을 포함하는 GAGE-1에 특이적인 TCR:[0408]

- 서열번호 5와 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 1에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는[0409]

CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,

- 서열번호 6과 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 2에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는[0410]

CDR3 영역을 포함하는 TCR β 쇄.

실시예 65: 다음을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR[0411]

- 서열번호 13에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,[0412]

- 서열번호 14에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하는 TCR β 쇄.[0413]

실시예 66: 실시예 65에 있어서, 다음을 포함하는 SSX-4에 특이적인 TCR:[0414]

- 서열번호 13과 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 9에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는[0415]

CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,

- 서열번호 14와 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 10에 기재된 염기서열에 의해 코딩되[0416]

는 CDR3 영역을 포함하는 TCR β 쇄.

실시예 67: 다음을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR[0417]

- 서열번호 21에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,[0418]
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- 서열번호 22에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하는 TCR  쇄.[0419]

실시예 68: 실시예 66에 있어서, 다음을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR:[0420]

- 서열번호 21과 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 17에 기재된 염기서열에 의해 코딩되[0421]

는 CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,

- 서열번호 22와 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 18에 기재된 염기서열에 의해 코딩되[0422]

는 CDR3 영역을 포함하는 TCR β 쇄.

실시예 69: 다음을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR[0423]

- 서열번호 29에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,[0424]

- 서열번호 30에 기재된 염기서열에 의해 코딩되는 CDR 영역을 포함하는 TCR β 쇄.[0425]

실시예 70: 실시예 68에 있어서, 다음을 포함하는 XAGE-1에 특이적인 TCR[0426]

- 서열번호 29와 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 25에 기재된 염기서열에 의해 코딩되[0427]

는 CDR3 영역을 포함하는 TCR α 쇄,

- 서열번호 30과 적어도 80% 동일한 염기서열에 의해 코딩되고, 서열번호 26에 기재된 염기서열에 의해 코딩되[0428]

는 CDR 영역을 포함하는 TCR β 쇄.

실시예 71:  실시예 62 내지 70 중 어느 하나에 있어서, 암의 예방 또는 치료 방법에 사용하기 위한 것인 TCR.[0429]

실시예 72: 실시예 62 내지 70 중 어느 하나에 따른 TCR을 포유동물에 투여하는 단계를 포함하는 암을 예방 또[0430]

는 치료하기 위한 방법. 
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<210>    1

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    1

tgtgctgagc ggactcaggg cggatctgaa aagctggtct tt                            42

<210>    2

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    2

tgtgccaccc agagaaacac tgaagctttc ttt                                      33

<210>    3

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    3

Cys Ala Glu Arg Thr Gln Gly Gly Ser Glu Lys Leu Val Phe

  1               5                  10                

<210>    4

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    4

Cys Ala Thr Gln Arg Asn Thr Glu Ala Phe Phe

  1               5                  10    

<210

>    5

<211>    825

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    5

atgatgaagt gtccacaggc tttactagct atcttttggc ttctactgag ctgggtgagc         60

agtgaagaca aggtggtaca aagccctcta tctctggttg tccacgaggg agacaccgta        120
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actctcaatt gcagttatga agtgactaac tttcgaagcc tactatggta caagcaggaa        180

aagaaagctc ccacatttct atttatgcta acttcaagtg gaattgaaaa gaagtcagga        240

agactaagta gcatattaga taagaaagaa ctttccagca tcctgaacat cacagccacc        300

cagaccggag actcggccat ctacctctgt gctgagcgga ctcagggcgg atctgaaaag        360

ctggtctttg gaaagggaac gaaactgaca gtaaacccat atatccagaa ccctgaccct        420

gccgtgtacc agctgagaga ctctaaatcc agtgacaagt ctgtctgcct attcaccgat        480

tttgattctc aaacaaatgt gtcacaaagt aaggattctg atgtgtatat cacagacaaa        540

actgtgctag acatgaggtc tatggacttc aagagcaaca gtgctgtggc ctggagcaac        600

aaatctgact ttgcatgtgc aaacgccttc aacaacagca ttattccaga agacaccttc        660

ttccccagcc cagaaagttc ctgtgatgtc aagctggtcg agaaaagctt tgaaacagat        720

acgaacctaa actttcaaaa cctgtcagtg attgggttcc gaatcctcct cctgaaagtg        780

gccgggttta atctgctcat gacgctgcgg ctgtggtcca gctga                        825

<210>    6

<211>    927

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    6

atgggcacaa ggttgttctt ctatgtggcc ctttgtctcc tgtggacagg acacatggat         60

gctggaatca cccagagccc aagacacaag gtcacagaga caggaacacc agtgactctg        120

agatgtcacc agactgagaa ccaccgctat atgtactggt atcgacaaga cccggggcat        180

gggctgaggc tgatccatta ctcatatggt gttaaagata ctgacaaagg agaagtctca        240

gatggctata gtgtctctag atcaaagaca gaggatttcc tcctcactct ggagtccgct        300

accagctccc agacatctgt gtacttctgt gccacccaga gaaacactga agctttcttt        360

ggacaaggca ccagactcac agttgtagag gacctgaaaa acgtgttccc acccgaggtc        420

gctgtgtttg agccatcaga agcagagatc tcccacaccc aaaaggccac actggtgtgc        480

ctggccacag gcttctaccc cgaccacgtg gagctgagct ggtgggtgaa tgggaaggag        540

gtgcacagtg gggtcagcac agacccgcag cccctcaagg agcagcccgc cctcaatgac        600

tccagatact gcctgagcag ccgcctgagg gtctcggcca ccttctggca gaacccccgc        660

aaccacttcc gctgtcaagt ccagttctac gggctctcgg agaatgacga gtggacccag        720

gatagggcca aacctgtcac ccagatcgtc agcgccgagg cctggggtag agcagactgt        780

ggcttcacct ccgagtctta ccagcaaggg gtcctgtctg ccaccatcct ctatgagatc        840
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ttgctaggga aggccacctt gtatgccgtg ctggtcagtg ccctcgtgct gatggccatg        900

gtcaagagaa aggattccag aggctga                                            927

<210>    7

<211>    274

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    7

Met Met Lys Cys Pro Gln Ala Leu Leu Ala Ile Phe Trp Leu Leu Leu

  1               5                  10                  15 

Ser Trp Val Ser Ser Glu Asp Lys Val Val Gln Ser Pro Leu Ser Leu

             20                  25                  30 

Val Val His Glu Gly Asp Thr Val Thr Leu Asn Cys Ser Tyr Glu Val

         35                  40                  45 

Thr Asn Phe Arg Ser Leu Leu Trp Tyr Lys Gln Glu Lys Lys Ala Pro

     50                  55                  60 

Thr Phe Leu Phe Met Leu Thr Ser Ser Gly Ile Glu Lys Lys Ser Gly

 65                  70                  75                  80 

Arg Leu Ser Ser Ile Leu Asp Lys Lys Glu Leu Ser Ser Ile Leu Asn

                 85                  90                  95 

Ile Thr Ala Thr Gln Thr Gly Asp Ser Ala Ile Tyr Leu Cys Ala Glu

            100                 105                 110 

Arg Thr Gln Gly Gly Ser Glu Lys Leu Val Phe Gly Lys Gly Thr Lys

        115                 120                 125 

Leu Thr Val Asn Pro Tyr Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln

    130                 135                 140 

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

145                 150                 155                 160 

Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr

                165                 170                 175 

Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser

            180                 185                 190 

Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn
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        195                 200                 205 

Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro

    210                 215                 220 

Glu Ser Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp

225                 230                 235                 240 

Thr Asn Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu

                245                 250                 255 

Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp

            260                 265                 270 

Ser Ser

       

<210>    8

<211>    308

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    8

Met Gly Thr Arg Leu Phe Phe Tyr Val Ala Leu Cys Leu Leu Trp Thr

  1               5                  10                  15 

Gly His Met Asp Ala Gly Ile Thr Gln Ser Pro Arg His Lys Val Thr

             20                  25                  30 

Glu Thr Gly Thr Pro Val Thr Leu Arg Cys His Gln Thr Glu Asn His

         35                  40                  45 

Arg Tyr Met Tyr Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly His Gly Leu Arg Leu

     50                  55                  60 

Ile His Tyr Ser Tyr Gly Val Lys Asp Thr Asp Lys Gly Glu Val Ser

 65                  70                  75                  80 

Asp Gly Tyr Ser Val Ser Arg Ser Lys Thr Glu Asp Phe Leu Leu Thr

                 85                  90                  95 

Leu Glu Ser Ala Thr Ser Ser Gln Thr Ser Val Tyr Phe Cys Ala Thr

            100                 105                 110 

Gln Arg Asn Thr Glu Ala Phe Phe Gly Gln Gly Thr Arg Leu Thr Val

        115                 120                 125 
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Val Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala Val Phe Glu

    130                 135                 140 

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

145                 150                 155                 160 

Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser Trp Trp Val

                165                 170                 175 

Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro Gln Pro Leu

            180                 185                 190 

Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu Ser Ser Arg

        195                 200                 205 

Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn His Phe Arg

    210                 215                 220 

Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu Trp Thr Gln

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255 

Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Glu Ser Tyr Gln Gln Gly Val Leu

            260                 265                 270 

Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala Thr Leu Tyr

        275                 280                 285 

Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val Lys Arg Lys

    290                 295                 300 

Asp Ser Arg Gly

305            

<210>    9

<211>    39

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    9

tgtgctctgc gtcaaacctc ctacgacaag gtgatattt                                39

<210>    10

<211>    45
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<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    10

tgtgccagca gcttagcgga cagggggagt gaaaaactgt ttttt                         45

<210>    11

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    11

Cys Ala Leu Arg Gln Thr Ser Tyr Asp Lys Val Ile Phe

  1               5                  10            

<210>    12

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    12

Cys Ala Ser Ser Leu Ala Asp Arg Gly Ser Glu Lys Leu Phe Phe

  1               5                  10                  15

<210>    13

<211>    819

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    13

atgaactatt ctccaggctt agtatctctg atactcttac tgcttggaag aacccgtgga         60

aattcagtga cccagatgga agggccagtg actctctcag aagaggcctt cctgactata        120

aactgcacgt acacagccac aggataccct tcccttttct ggtatgtcca atatcctgga        180

gaaggtctac agctcctcct gaaagccacg aaggctgatg acaagggaag caacaaaggt        240

tttgaagcca cataccgtaa agaaaccact tctttccact tggagaaagg ctcagttcaa        300

gtgtcagact cagcggtgta cttctgtgct ctgcgtcaaa cctcctacga caaggtgata        360

tttgggccag ggacaagctt atcagtcatt ccaaatatcc agaaccctga ccctgccgtg        420

taccagctga gagactctaa atccagtgac aagtctgtct gcctattcac cgattttgat        480

tctcaaacaa atgtgtcaca aagtaaggat tctgatgtgt atatcacaga caaaactgtg        540
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ctagacatga ggtctatgga cttcaagagc aacagtgctg tggcctggag caacaaatct        600

gactttgcat gtgcaaacgc cttcaacaac agcattattc cagaagacac cttcttcccc        660

agcccagaaa gttcctgtga tgtcaagctg gtcgagaaaa gctttgaaac agatacgaac        720

ctaaactttc aaaacctgtc agtgattggg ttccgaatcc tcctcctgaa agtggccggg        780

tttaatctgc tcatgacgct gcggctgtgg tccagctga                               819

<210>    14

<211>    936

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    14

atgggcacca ggctcctctg ctgggcggcc ctctgtctcc tgggagcaga actcacagaa         60

gctggagttg cccagtctcc cagatataag attatagaga aaaggcagag tgtggctttt        120

tggtgcaatc ctatatctgg ccatgctacc ctttactggt accagcagat cctgggacag        180

ggcccaaagc ttctgattca gtttcagaat aacggtgtag tggatgattc acagttgcct        240

aaggatcgat tttctgcaga gaggctcaaa ggagtagact ccactctcaa gatccagcct        300

gcaaagcttg aggactcggc cgtgtatctc tgtgccagca gcttagcgga cagggggagt        360

gaaaaactgt tttttggcag tggaacccag ctctctgtct tggaggacct gaacaaggtg        420

ttcccacccg aggtcgctgt gtttgagcca tcagaagcag agatctccca cacccaaaag        480

gccacactgg tgtgcctggc cacaggcttc ttccccgacc acgtggagct gagctggtgg        540

gtgaatggga aggaggtgca cagtggggtc agcacggacc cgcagcccct caaggagcag        600

cccgccctca atgactccag atactgcctg agcagccgcc tgagggtctc ggccaccttc        660

tggcagaacc cccgcaacca cttccgctgt caagtccagt tctacgggct ctcggagaat        720

gacgagtgga cccaggatag ggccaaaccc gtcacccaga tcgtcagcgc cgaggcctgg        780

ggtagagcag actgtggctt tacctcggtg tcctaccagc aaggggtcct gtctgccacc        840

atcctctatg agatcctgct agggaaggcc accctgtatg ctgtgctggt cagcgccctt        900

gtgttgatgg ccatggtcaa gagaaaggat ttctga                                  936

<210>    15

<211>    272

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    15
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Met Asn Tyr Ser Pro Gly Leu Val Ser Leu Ile Leu Leu Leu Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Arg Thr Arg Gly Asn Ser Val Thr Gln Met Glu Gly Pro Val Thr Leu

             20                  25                  30 

Ser Glu Glu Ala Phe Leu Thr Ile Asn Cys Thr Tyr Thr Ala Thr Gly

         35                  40                  45 

Tyr Pro Ser Leu Phe Trp Tyr Val Gln Tyr Pro Gly Glu Gly Leu Gln

     50                  55                  60 

Leu Leu Leu Lys Ala Thr Lys Ala Asp Asp Lys Gly Ser Asn Lys Gly

 65                  70                  75                  80 

Phe Glu Ala Thr Tyr Arg Lys Glu Thr Thr Ser Phe His Leu Glu Lys

                 85                  90                  95 

Gly Ser Val Gln Val Ser Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Leu Arg

            100                 105                 110 

Gln Thr Ser Tyr Asp Lys Val Ile Phe Gly Pro Gly Thr Ser Leu Ser

        115                 120                 125 

Val Ile Pro Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg

    130                 135                 140 

Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp

145                 150                 155                 160 

Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr

                165                 170                 175 

Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser

            180                 185                 190 

Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe

        195                 200                 205 

Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser

    210                 215                 220 

Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn

225                 230                 235                 240 

Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu

                245                 250                 255 
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Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser

            260                 265                 270 

<210>    16

<211>    311

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    16

Met Gly Thr Arg Leu Leu Cys Trp Ala Ala Leu Cys Leu Leu Gly Ala

  1               5                  10                  15 

Glu Leu Thr Glu Ala Gly Val Ala Gln Ser Pro Arg Tyr Lys Ile Ile

             20                  25                  30 

Glu Lys Arg Gln Ser Val Ala Phe Trp Cys Asn Pro Ile Ser Gly His

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Leu Ile Gln Phe Gln Asn Asn Gly Val Val Asp Asp Ser Gln Leu Pro

 65                  70                  75                  80 

Lys Asp Arg Phe Ser Ala Glu Arg Leu Lys Gly Val Asp Ser Thr Leu

                 85                  90                  95 

Lys Ile Gln Pro Ala Lys Leu Glu Asp Ser Ala Val Tyr Leu Cys Ala

            100                 105                 110 

Ser Ser Leu Ala Asp Arg Gly Ser Glu Lys Leu Phe Phe Gly Ser Gly

        115                 120                 125 

Thr Gln Leu Ser Val Leu Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu

    130                 135                 140 

Val Ala Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys

145                 150                 155                 160 

Ala Thr Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu

                165                 170                 175 

Leu Ser Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr

            180                 185                 190 
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Asp Pro Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr

        195                 200                 205 

Cys Leu Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro

    210                 215                 220 

Arg Asn His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn

225                 230                 235                 240 

Asp Glu Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser

                245                 250                 255 

Ala Glu Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr

            260                 265                 270 

Gln Gln Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly

        275                 280                 285 

Lys Ala Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala

    290                 295                 300 

Met Val Lys Arg Lys Asp Phe

305                 310    

<210>    17

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    17

tgtgctgtga gagataattc aggaaacaca cctcttgtct tt                            42

<210>    18

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    18

tgtgccagta gtataatcca gggcagtgct ggctacacct tc                            42

<210>    19

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens
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<400>    19

Cys Ala Val Arg Asp Asn Ser Gly Asn Thr Pro Leu Val Phe

  1               5                  10                

<210>    20

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    20

Cys Ala Ser Ser Ile Ile Gln Gly Ser Ala Gly Tyr Thr Phe

  1               5                  10                

<210>    21

<211>    810

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    21

atgtggggag ttttccttct ttatgtttcc atgaagatgg gaggcactac aggacaaaac         60

attgaccagc ccactgagat gacagctacg gaaggtgcca ttgtccagat caactgcacg        120

taccagacat ctgggttcaa cgggctgttc tggtaccagc aacatgctgg cgaagcaccc        180

acatttctgt cttacaatgt tctggatggt ttggaggaga aaggtcgttt ttcttcattc        240

cttagtcggt ctaaagggta cagttacctc cttttgaagg agctccagat gaaagactct        300

gcctcttacc tctgtgctgt gagagataat tcaggaaaca cacctcttgt ctttggaaag        360

ggcacaagac tttctgtgat tgcaaatatc cagaaccctg accctgccgt gtaccagctg        420

agagactcta aatccagtga caagtctgtc tgcctattca ccgattttga ttctcaaaca        480

aatgtgtcac aaagtaagga ttctgatgtg tatatcacag acaaaactgt gctagacatg        540

aggtctatgg acttcaagag caacagtgct gtggcctgga gcaacaaatc tgactttgca        600

tgtgcaaacg ccttcaacaa cagcattatt ccagaagaca ccttcttccc cagcccagaa        660

agttcctgtg atgtcaagct ggtcgagaaa agctttgaaa cagatacgaa cctaaacttt        720

caaaacctgt cagtgattgg gttccgaatc ctcctcctga aagtggccgg gtttaatctg        780

ctcatgacgc tgcggctgtg gtccagctga                                         810

<210>    22

<211>    930

<212>    DNA
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<213>    Homo sapiens

<400>    22

atgagcaacc aggtgctctg ctgtgtggtc ctttgtttcc tgggagcaaa caccgtggat         60

ggtggaatca ctcagtcccc aaagtacctg ttcagaaagg aaggacagaa tgtgaccctg        120

agttgtgaac agaatttgaa ccacgatgcc atgtactggt accgacagga cccagggcaa        180

gggctgagat tgatctacta ctcacagata gtaaatgact ttcagaaagg agatatagct        240

gaagggtaca gcgtctctcg ggagaagaag gaatcctttc ctctcactgt gacatcggcc        300

caaaagaacc cgacagcttt ctatctctgt gccagtagta taatccaggg cagtgctggc        360

tacaccttcg gttcggggac caggttaacc gttgtagagg acctgaacaa ggtgttccca        420

cccgaggtcg ctgtgtttga gccatcagaa gcagagatct cccacaccca aaaggccaca        480

ctggtgtgcc tggccacagg cttcttcccc gaccacgtgg agctgagctg gtgggtgaat        540

gggaaggagg tgcacagtgg ggtcagcacg gacccgcagc ccctcaagga gcagcccgcc        600

ctcaatgact ccagatactg cctgagcagc cgcctgaggg tctcggccac cttctggcag        660

aacccccgca accacttccg ctgtcaagtc cagttctacg ggctctcgga gaatgacgag        720

tggacccagg atagggccaa acccgtcacc cagatcgtca gcgccgaggc ctggggtaga        780

gcagactgtg gctttacctc ggtgtcctac cagcaagggg tcctgtctgc caccatcctc        840

tatgagatcc tgctagggaa ggccaccctg tatgctgtgc tggtcagcgc ccttgtgttg        900

atggccatgg tcaagagaaa ggatttctga                                         930

<210>    23

<211>    269

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    23

Met Trp Gly Val Phe Leu Leu Tyr Val Ser Met Lys Met Gly Gly Thr

  1               5                  10                  15 

Thr Gly Gln Asn Ile Asp Gln Pro Thr Glu Met Thr Ala Thr Glu Gly

             20                  25                  30 

Ala Ile Val Gln Ile Asn Cys Thr Tyr Gln Thr Ser Gly Phe Asn Gly

         35                  40                  45 

Leu Phe Trp Tyr Gln Gln His Ala Gly Glu Ala Pro Thr Phe Leu Ser

     50                  55                  60 

Tyr Asn Val Leu Asp Gly Leu Glu Glu Lys Gly Arg Phe Ser Ser Phe
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 65                  70                  75                  80 

Leu Ser Arg Ser Lys Gly Tyr Ser Tyr Leu Leu Leu Lys Glu Leu Gln

                 85                  90                  95 

Met Lys Asp Ser Ala Ser Tyr Leu Cys Ala Val Arg Asp Asn Ser Gly

            100                 105                 110 

Asn Thr Pro Leu Val Phe Gly Lys Gly Thr Arg Leu Ser Val Ile Ala

        115                 120                 125 

Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln Leu Arg Asp Ser Lys

    130                 135                 140 

Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp Phe Asp Ser Gln Thr

145                 150                 155                 160 

Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr Ile Thr Asp Lys Thr

                165                 170                 175 

Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser Asn Ser Ala Val Ala

            180                 185                 190 

Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn Ala Phe Asn Asn Ser

        195                 200                 205 

Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro Glu Ser Ser Cys Asp

    210                 215                 220 

Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp Thr Asn Leu Asn Phe

225                 230                 235                 240 

Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu Leu Leu Lys Val Ala

                245                 250                 255 

Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp Ser Ser

            260                 265                

<210>    24

<211>    309

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    24

Met Ser Asn Gln Val Leu Cys Cys Val Val Leu Cys Phe Leu Gly Ala

  1               5                  10                  15 
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Asn Thr Val Asp Gly Gly Ile Thr Gln Ser Pro Lys Tyr Leu Phe Arg

             20                  25                  30 

Lys Glu Gly Gln Asn Val Thr Leu Ser Cys Glu Gln Asn Leu Asn His

         35                  40                  45 

Asp Ala Met Tyr Trp Tyr Arg Gln Asp Pro Gly Gln Gly Leu Arg Leu

     50                  55                  60 

Ile Tyr Tyr Ser Gln Ile Val Asn Asp Phe Gln Lys Gly Asp Ile Ala

 65                  70                  75                  80 

Glu Gly Tyr Ser Val Ser Arg Glu Lys Lys Glu Ser Phe Pro Leu Thr

                 85                  90                  95 

Val Thr Ser Ala Gln Lys Asn Pro Thr Ala Phe Tyr Leu Cys Ala Ser

            100                 105                 110 

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

        115                 120                 125 

Leu Thr Val Val Glu Asp Leu Asn Lys Val Phe Pro Pro Glu Val Ala

    130                 135                 140 

Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr

145                 150                 155                 160 

Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Phe Pro Asp His Val Glu Leu Ser

                165                 170                 175 

Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro

            180                 185                 190 

Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu

        195                 200                 205 

Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn

    210                 215                 220 

His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu

225                 230                 235                 240 

Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu

                245                 250                 255 

Ala Trp Gly Arg Ala Asp Cys Gly Phe Thr Ser Val Ser Tyr Gln Gln
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            260                 265                 270 

Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala

        275                 280                 285 

Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val

    290                 295                 300 

Lys Arg Lys Asp Phe

305                

<210>    25

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    25

tgtgctgccc tccgtggagg tagcaactat aaactgacat tt                            42

<210>    26

<211>    42

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    26

tgcgccagca gcttggccag gggagtcaat gagcagttct tc                            42

<210>    27

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    27

Cys Ala Ala Leu Arg Gly Gly Ser Asn Tyr Lys Leu Thr Phe

  1               5                  10                

<210>    28

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    28

Cys Ala Ser Ser Leu Ala Arg Gly Val Asn Glu Gln Phe Phe

  1               5                  10                
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<210>    29

<211>    825

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    29

atgctcctgc tgctcgtccc agtgctcgag gtgattttta ccctgggagg aaccagagcc         60

cagtcggtga cccagcttgg cagccacgtc tctgtctctg aaggagccct ggttctgctg        120

aggtgcaact actcatcgtc tgttccacca tatctcttct ggtatgtgca ataccccaac        180

caaggactcc agcttctcct gaagtacaca tcagcggcca ccctggttaa aggcatcaac        240

ggttttgagg ctgaatttaa gaagagtgaa acctccttcc acctgacgaa accctcagcc        300

catatgagcg acgcggctga gtacttctgt gctgccctcc gtggaggtag caactataaa        360

ctgacatttg gaaaaggaac tctcttaacc gtgaatccaa atatccagaa ccctgaccct        420

gccgtgtacc agctgagaga ctctaaatcc agtgacaagt ctgtctgcct attcaccgat        480

tttgattctc aaacaaatgt gtcacaaagt aaggattctg atgtgtatat cacagacaaa        540

actgtgctag acatgaggtc tatggacttc aagagcaaca gtgctgtggc ctggagcaac        600

aaatctgact ttgcatgtgc aaacgccttc aacaacagca ttattccaga agacaccttc        660

ttccccagcc cagaaagttc ctgtgatgtc aagctggtcg agaaaagctt tgaaacagat        720

acgaacctaa actttcaaaa cctgtcagtg attgggttcc gaatcctcct cctgaaagtg        780

gccgggttta atctgctcat gacgctgcgg ctgtggtcca gctga                        825

<210>    30

<211>    936

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    30

atgggctcca ggctgctctg ttgggtgctg ctttgtctcc tgggagcagg cccagtaaag         60

gctggagtca ctcaaactcc aagatatctg atcaaaacga gaggacagca agtgacactg        120

agctgctccc ctatctctgg gcataggagt gtatcctggt accaacagac cccaggacag        180

ggccttcagt tcctctttga atacttcagt gagacacaga gaaacaaagg aaacttccct        240

ggtcgattct cagggcgcca gttctctaac tctcgctctg agatgaatgt gagcaccttg        300

gagctggggg actcggccct ttatctttgc gccagcagct tggccagggg agtcaatgag        360

cagttcttcg ggccagggac acggctcacc gtgctagagg acctgaaaaa cgtgttccca        420

cccgaggtcg ctgtgtttga gccatcagaa gcagagatct cccacaccca aaaggccaca        480
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ctggtgtgcc tggccacagg cttctacccc gaccacgtgg agctgagctg gtgggtgaat        540

gggaaggagg tgcacagtgg ggtcagcaca gacccgcagc ccctcaagga gcagcccgcc        600

ctcaatgact ccagatactg cctgagcagc cgcctgaggg tctcggccac cttctggcag        660

aacccccgca accacttccg ctgtcaagtc cagttctacg ggctctcgga gaatgacgag        720

tggacccagg atagggccaa acctgtcacc cagatcgtca gcgccgaggc ctggggtaga        780

gcagactgtg gcttcacctc cgagtcttac cagcaagggg tcctgtctgc caccatcctc        840

tatgagatct tgctagggaa ggccaccttg tatgccgtgc tggtcagtgc cctcgtgctg        900

atggccatgg tcaagagaaa ggattccaga ggctga                                  936

<210>    31

<211>    274

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    31

Met Leu Leu Leu Leu Val Pro Val Leu Glu Val Ile Phe Thr Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Gly Thr Arg Ala Gln Ser Val Thr Gln Leu Gly Ser His Val Ser Val

             20                  25                  30 

Ser Glu Gly Ala Leu Val Leu Leu Arg Cys Asn Tyr Ser Ser Ser Val

         35                  40                  45 

Pro Pro Tyr Leu Phe Trp Tyr Val Gln Tyr Pro Asn Gln Gly Leu Gln

     50                  55                  60 

Leu Leu Leu Lys Tyr Thr Ser Ala Ala Thr Leu Val Lys Gly Ile Asn

 65                  70                  75                  80 

Gly Phe Glu Ala Glu Phe Lys Lys Ser Glu Thr Ser Phe His Leu Thr

                 85                  90                  95 

Lys Pro Ser Ala His Met Ser Asp Ala Ala Glu Tyr Phe Cys Ala Ala

            100                 105                 110 

Leu Arg Gly Gly Ser Asn Tyr Lys Leu Thr Phe Gly Lys Gly Thr Leu

        115                 120                 125 

Leu Thr Val Asn Pro Asn Ile Gln Asn Pro Asp Pro Ala Val Tyr Gln

    130                 135                 140 
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Leu Arg Asp Ser Lys Ser Ser Asp Lys Ser Val Cys Leu Phe Thr Asp

145                 150                 155                 160 

Phe Asp Ser Gln Thr Asn Val Ser Gln Ser Lys Asp Ser Asp Val Tyr

                165                 170                 175 

Ile Thr Asp Lys Thr Val Leu Asp Met Arg Ser Met Asp Phe Lys Ser

            180                 185                 190 

Asn Ser Ala Val Ala Trp Ser Asn Lys Ser Asp Phe Ala Cys Ala Asn

        195                 200                 205 

Ala Phe Asn Asn Ser Ile Ile Pro Glu Asp Thr Phe Phe Pro Ser Pro

    210                 215                 220 

Glu Ser Ser Cys Asp Val Lys Leu Val Glu Lys Ser Phe Glu Thr Asp

225                 230                 235                 240 

Thr Asn Leu Asn Phe Gln Asn Leu Ser Val Ile Gly Phe Arg Ile Leu

                245                 250                 255 

Leu Leu Lys Val Ala Gly Phe Asn Leu Leu Met Thr Leu Arg Leu Trp

            260                 265                 270 

Ser Ser

       

<210>    32

<211>    311

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    32

Met Gly Ser Arg Leu Leu Cys Trp Val Leu Leu Cys Leu Leu Gly Ala

  1               5                  10                  15 

Gly Pro Val Lys Ala Gly Val Thr Gln Thr Pro Arg Tyr Leu Ile Lys

             20                  25                  30 

Thr Arg Gly Gln Gln Val Thr Leu Ser Cys Ser Pro Ile Ser Gly His

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Leu Phe Glu Tyr Phe Ser Glu Thr Gln Arg Asn Lys Gly Asn Phe Pro
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 65                  70                  75                  80 

Gly Arg Phe Ser Gly Arg Gln Phe Ser Asn Ser Arg Ser Glu Met Asn

                 85                  90                  95 

Val Ser Thr Leu Glu Leu Gly Asp Ser Ala Leu Tyr Leu Cys Ala Ser

            100                 105                 110 

Ser Leu Ala Arg Gly Val Asn Glu Gln Phe Phe Gly Pro Gly Thr Arg

        115                 120                 125 

Leu Thr Val Leu Glu Asp Leu Lys Asn Val Phe Pro Pro Glu Val Ala

    130                 135                 140 

Val Phe Glu Pro Ser Glu Ala Glu Ile Ser His Thr Gln Lys Ala Thr

145                 150                 155                 160 

Leu Val Cys Leu Ala Thr Gly Phe Tyr Pro Asp His Val Glu Leu Ser

                165                 170                 175 

Trp Trp Val Asn Gly Lys Glu Val His Ser Gly Val Ser Thr Asp Pro

            180                 185                 190 

Gln Pro Leu Lys Glu Gln Pro Ala Leu Asn Asp Ser Arg Tyr Cys Leu

        195                 200                 205 

Ser Ser Arg Leu Arg Val Ser Ala Thr Phe Trp Gln Asn Pro Arg Asn

    210                 215                 220 

His Phe Arg Cys Gln Val Gln Phe Tyr Gly Leu Ser Glu Asn Asp Glu

225                 230                 235                 240 

Trp Thr Gln Asp Arg Ala Lys Pro Val Thr Gln Ile Val Ser Ala Glu

                245                 250                 255 

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

            260                 265                 270 

Gly Val Leu Ser Ala Thr Ile Leu Tyr Glu Ile Leu Leu Gly Lys Ala

        275                 280                 285 

Thr Leu Tyr Ala Val Leu Val Ser Ala Leu Val Leu Met Ala Met Val

    290                 295                 300 

Lys Arg Lys Asp Ser Arg Gly

305                 310    

<210>    33
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<211>    28

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    33

Met Ala Ala Pro Gly Ser Ala Arg Arg Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu

  1               5                  10                  15 

Leu Leu Leu Leu Gly Leu Met His Cys Ala Ser Ala

             20                  25            

<210>    34

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    34

Met Ala Ala Pro Gly Ser Ala Arg Arg Pro Leu Leu Leu Leu Leu Leu

  1               5                  10                  15 

Leu Leu Leu Leu Gly Leu Met His Cys Ala Ser Ala Ala

             20                  25                

<210>    35

<211>    40

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    35

Ser Ser Asp Tyr Thr Ile Val Leu Pro Val Ile Gly Ala Ile Val Val

  1               5                  10                  15 

Gly Leu Cys Leu Met Gly Met Gly Val Tyr Lys Ile Arg Leu Arg Cys

             20                  25                  30 

Gln Ser Ser Gly Tyr Gln Arg Ile

         35                  40

<210>    36

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Epstein-Barr virus

<400>    36
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Val Val Arg Met Phe Met Arg Glu Arg Gln Leu Pro Gln Ser

  1               5                  10                

<210>    37

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    37

Tyr Met Asp Gly Thr Met Ser Gln Val

  1               5                

<210>    38

<211>    4

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (2)..(3)

<223>    Xaa can be any naturally occurring amino acid

<220><221>    MISC_FEATURE

<222>    (4)

<223>    Xaa can be any hydrophobic amino acid

<400>    38

Tyr Xaa Xaa Xaa

  1            

<210>    39

<211>    4

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    39

Tyr Gln Arg Ile

  1            

<210>    40

<211>    28

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens
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<400>    40

Met Val Cys Phe Arg Leu Phe Pro Val Pro Gly Ser Gly Leu Val Leu

  1               5                  10                  15 

Val Cys Leu Val Leu Gly Ala Val Arg Ser Tyr Ala

             20                  25            

<210>    41

<211>    29

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    41

Met Val Cys Phe Arg Leu Phe Pro Val Pro Gly Ser Gly Leu Val Leu

  1               5                  10                  15 

Val Cys Leu Val Leu Gly Ala Val Arg Ser Tyr Ala Leu

             20                  25                

<210>    42

<211>    27

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    42

Met Pro Arg Gln Leu Ser Ala Ala Ala Ala Leu Phe Ala Ser Leu Ala

  1               5                  10                  15 

Val Ile Leu His Asp Gly Ser Gln Met Arg Ala

             20                  25        

<210>    43

<211>    28

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    43

Met Pro Arg Gln Leu Ser Ala Ala Ala Ala Leu Phe Ala Ser Leu Ala

  1               5                  10                  15 

Val Ile Leu His Asp Gly Ser Gln Met Arg Ala Lys

             20                  25            

<210>    44
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<211>    21

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    44

Met Arg Leu Ala Val Leu Phe Ser Gly Ala Leu Leu Gly Leu Leu Ala

  1               5                  10                  15 

Ala Gln Gly Thr Gly

             20    

<210>    45

<211>    22

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    45

Met Arg Leu Ala Val Leu Phe Ser Gly Ala Leu Leu Gly Leu Leu Ala

  1               5                  10                  15 

Ala Gln Gly Thr Gly Asn

             20        

<210>    46

<211>    17

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    46

Met Leu Leu Leu Pro Phe Gln Leu Leu Ala Val Leu Phe Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 

Asn

   

<210>    47

<211>    18

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    47

Met Leu Leu Leu Pro Phe Gln Leu Leu Ala Val Leu Phe Pro Gly Gly

  1               5                  10                  15 
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Asn Ser

       

<210>    48

<211>    23

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    48

Gln Glu Gln Gly His Pro Gln Thr Gly Cys Glu Cys Glu Asp Gly Pro

  1               5                  10                  15 

Asp Gly Gln Glu Met Asp Pro

             20            

<210>    49

<211>    40

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    49

Glu Asp Glu Gly Ala Ser Ala Gly Gln Gly Pro Lys Pro Glu Ala Asp

  1               5                  10                  15 

Ser Gln Glu Gln Gly His Pro Gln Thr Gly Cys Glu Cys Glu Asp Gly

             20                  25                  30 

Pro Asp Gly Gln Glu Met Asp Pro

         35                  40

<210>    50

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    50

Pro Glu Val Trp Ile Leu Ser Pro Leu Leu Arg His Gly

  1               5                  10            

<210>    51

<211>    28

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    51
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Pro Ala Thr Arg Val Pro Glu Val Trp Ile Leu Ser Pro Leu Leu Arg

  1               5                  10                  15 

His Gly Gly Pro His Thr Gln Thr Gln Asn His Thr

             20                  25            

<210>    52

<211>    46

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    52

Gln Glu Gly Glu Asp Glu Gly Ala Ser Ala Gly Gln Gly Pro Lys Pro

  1               5                  10                  15 

Glu Ala Asp Ser Gln Glu Gln Gly His Pro Gln Thr Gly Cys Glu Cys

             20                  25                  30 

Glu Asp Gly Pro Asp Gly Gln Glu Met Asp Pro Pro Asn Pro

         35                  40                  45 

<210>    53

<211>    34

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    53

Ser Cys Glu Pro Ala Thr Arg Val Pro Glu Val Trp Ile Leu Ser Pro

  1               5                  10                  15 

Leu Leu Arg His Gly Gly Pro His Thr Gln Thr Gln Asn His Thr Ala

             20                  25                  30 

Ser Pro

       

<210>    54

<211>    42

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    54

Asp Pro Ser Ser Asp Tyr Thr Ile Val Leu Pro Val Ile Gly Ala Ile
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  1               5                  10                  15 

Val Val Gly Leu Cys Leu Met Gly Met Gly Val Tyr Lys Ile Arg Leu

             20                  25                  30 

Arg Cys Gln Ser Ser Gly Tyr Gln Arg Ile

         35                  40        
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