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본 발명은 CpG-DNA에 의하여 생산된 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편에 있어서, 상기 단클론 항체, 또는 그 기

능적 단편은 하기의 폴리펩티드 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 폴리펩티드 서열을 포함하는

것을 특징으로 하는 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편:서열번호 1로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 2로 기재되

는 CDR2 영역 및 서열번호 3으로 기재되는 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 및 서열번호 4로 기재되는 CDR1 영역, 서

열번호 5로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 6으로 기재되는 CDR3 영역을 포함하는 경쇄로 구성되는 단클론 항체

및 그 용도에 관한 것이다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

CpG-DNA에 의하여 생산된 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편에 있어서, 

상기 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편은 하기의 폴리펩티드 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나

의 폴리펩티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편:

서열번호 1로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 2로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 3으로 기재되는 CDR3 영역을

포함하는 중쇄 및 서열번호 4로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 5로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 6으로 기재

되는 CDR3 영역을 포함하는 경쇄로 구성되는 단클론 항체.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 기능적 단편은 단일 측쇄 항체(scFv)인 것을 특징으로 하는 단클론 항체, 또는 그 기능적

단편.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 기능적 단편은 항원결합 분절(Fab)인 것을 특징으로 하는 단클론 항체, 또는 그 기능적

단편.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 기능적 단편은 제1항의 CDR부위를 포함하는 경쇄 또는 중쇄인 것을 특징으로 하는 단클론

항체, 또는 그 기능적 단편.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 기능적 단편은 제1항의 CDR부위를 포함하는 가변 도메인(Variable domain)인 것을 특징으

로 하는 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 단클론 항체는 서열번호 7 또는 서열번호 15로 기재되는 폴리펩티드 서열을 포함하는 중

쇄 및 서열번호 8 또는 서열번호 16으로 기재되는 폴리펩티드 서열을 포함하는 경쇄인 것을 특징으로 하는 단클

론 항체.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 CpG-DNA는 서열번호 9로 기재되는 염기 서열인 것을 특징으로 하는 단클론 항체.

청구항 8 

제1항의 단클론 항체 또는 그 기능적 단편을 유효성분으로 포함하는 항균용 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 조성물은 그람 양성균, 그람 음성균 또는 약제 내성균에 대해 항균활성을 가지는 것을 특

징으로 하는 조성물. 

청구항 10 

제8항에 있어서, 상기 조성물은 메치실린-내성 황색 포도상 구균(MRSA), 포도상구균 또는 대장균에 대한 항균활

성을 가지는 것을 특징으로 하는 조성물.
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청구항 11 

CpG-DNA에 의하여 생산된 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편를 포함하는 항균용 조성물.

청구항 12 

제 11항에 있어서, 

상기 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편은 하기의 폴리펩티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 조성물:

서열번호 1로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 2로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 3으로 기재되는 CDR3 영역을

포함하는 중쇄 및 서열번호 4로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 5로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 6으로 기재

되는 CDR3 영역을 포함하는 경쇄로 구성되는 단클론 항체.

청구항 13 

제11항에 있어서, 상기 단클론 항체는 서열번호 7 또는 서열번호 15로 기재되는 폴리펩티드 서열을 포함하는 중

쇄 및 서열번호 8 또는 서열번호 16으로 기재되는 폴리펩티드 서열을 포함하는 경쇄인 것을 특징으로 하는 조성

물.

청구항 14 

제11항에 있어서, 상기 조성물은 메치실린-내성 황색 포도상 구균(MRSA), 포도상구균 또는 대장균에 대한 항균

활성을 가지는 것을 특징으로 하는 조성물.

청구항 15 

CpG-DNA를 동물에 투여하여 메치실린-내성 황색 포도상 구균(MRSA), 포도상구균 또는 대장균에 대한 항균활성을

가지는 항체를 생산하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 항균용 항체 및 그 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

선천성 면역 시스템은 호스트에 잠재적으로 해로운 물질 및 침입하는 병원체에 대한 1차 저지선이다. 병원체의[0002]

인식은  선천성  면역  세포에서  PRRs(pattern  recognition  receptors)를  통한  PAMPs(pathogen-associated

molecular  patterns)라고 알려진 보존된 구조들에 의존한다. TLRs(Toll-like  receptors)은 주요한 잘 연구된

PRRs이고, TLRs의 활성화는 싸이토카인, 케모카인 및 여러 면역 세포를 생산하여 면역을 유도하고 이것은 세균,

바이러스 및 기생충과 같은 병원체에 대한 방어를 수행한다. 

TLR9(Toll-like receptor 9)은 호스트에서 면역조절 효과를 유도하는 박테리아 DNA를 검출하는 공지된 수용체이[0003]

다. 박테리아 DNA 및  CpG dinucleotide를 포함하는 합성 올리고뉴크레오타이드(CpG-DNA)는 여러 세포를 활성화

하여 증식시키고, Th1-매개된 싸이토카인을 TLR9의 자극을 통하여 생산한다.

그러나 CpG-DNA 자극에 의하여 생산된 항체 및 그 작용에 대해서는 알려지지 않았다. [0004]

메치실린-내성 황색 포도상 구균(MRSA)은 직접 환자를 상대하는 임상의를 위한 주된 관심 이유이고, 이는 메치[0005]

실린-감수성 포도상 구균에 의해 야기되는 감염들보다도 높은 치사율 및 발병률을 나타낸다. 게다가, 이러한 감

염은 보다 장기간의 입원 시간과 항균 물질로 보다 높은 비용을 초래하고, 그 결과 이러한 병원체에 의해 감염

된 환자의 치료에는 상당히 높은 비용이 발생하게 된다.

반코마이신은 MRSA에 의해 야기되는 감염의 치료를 위해 선택할 수 있는 첫번째 항균제였다. 2004년의 반코마이[0006]

신에 대한 MRSA 균주의 내성에 대한 내용은 의학-과학 공동체에서 엄청난 우려를 야기시켜 왔다. 현재 MRSA는

지금 사용할 수 있는 모든 약품에 내성이 있는 병원체, 즉 공포스러운 "슈퍼버그 또는 슈퍼박테리아"의 가장 강
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력한 후보를 나타낸다.

통상적으로, 병원 감염에 있어서 MRSA  유병률(모든 감염중에서 MRSA에 의해 야기되는 황색 포도상 구균의 비[0007]

율)은 지난 몇 십년에 걸쳐 점진적으로 증가하고 있다. 미국의 337개 병원에서의 1268 ICU(집중 치료 유닛)를

포함하여 Jarvis et al.에 의해 수행된 연구에서, ICU내에서 MRSA에 의해 야기된 감염수는 660으로부터 2184 건

으로 변경되었고,  유병률 또한 35%에서 64,4%(8)로 증대되었다.  일본에서,  MRSA에 의해 야기되는 병원 감염

(HIs)의 유병률은 우려할만한 수치, 즉 60%에서 90%를 나타낸다. 미국에서 수행된 연구에서, 백분위수는 1974년

에 2%로부터 1997년에 50%로 변하였다.

MRSA 균주는 PBP2a와 같은 베타-락탐 클래스에서 항균제에 대한 매우 낮은 친화력을 가진 페니실린-결합 단백질[0008]

을 제공한다. 유전자 mecA로 코드화되는 이러한 효소의 존재하에서, 세균은 심지어 베타-락탐의 존재하에서도

펩티드글리칸을 성공적으로 합성한다. 베타-락탐에 대한 내성 이외에도 병원 MRSA 균주는 치료를 위 첫번째로

선택되는, 글리코펩티드(반코마이신 및 테이코플라닌)의 사용과 함께, 다른 이용가능한 항균성 클래스에 대하여

도 내성을 나타낸다.

PBP2a에 대항하여 DNA 백신을 사용하는 두가지의 연구는 이러한 단백질이 면역원성이 있고, 그 획득된 면역반응[0009]

은 생쥐 모델에서 수행된 연구에서 MRSA에 대항하는 방어를 부여할 수 있었다는 것을 보여주었다. 그러나, 병원

감염에 있어서, 대부분의 환자는 면역 억제된 것으로 알려져 있다. 이러한 경우에는, 백신은 세균감염을 제어하

기 위하여 적절한 시간내에 방어적 항체를 생성할 수 없을 것이다.

[선행 특허 문헌][0010]

대한민국 특허공개번호 10-2010-0108428[0011]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기의 필요성에 의하여 안출된 것으로서 본 발명의 목적은 CpG-DNA 자극에 의하여 생산된 항체를 제[0012]

공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 CpG-DNA 자극에 의하여 생산된 항체의 용도를 제공하는 것이다.[0013]

과제의 해결 수단

상기의 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 CpG-DNA에 의하여 생산된 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편에 있어[0014]

서, 상기 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편은 하기의 폴리펩티드 서열로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느

하나의 폴리펩티드 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편:

서열번호 1로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 2로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 3으로 기재되는 CDR3 영역을[0015]

포함하는 중쇄 및 서열번호 4로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 5로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 6으로 기재

되는 CDR3 영역을 포함하는 경쇄로 구성되는 단클론 항체를 제공한다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 기능적 단편은 단일 측쇄 항체(scFv);항원결합 분절(Fab); 본 발명 항체의[0016]

CDR부위를 포함하는 경쇄 또는 중쇄; 및 본 발명 항체의 CDR부위를 포함하는 가변 도메인(Variable domain) 중

하나인 것이 바람직하나 이에 한정되지 아니한다.

본 발명의 다른 구현예에 있어서, 상기 단클론 항체는 서열번호 7 또는 서열번호 15로 기재되는 폴리펩티드 서[0017]

열을 포함하는 중쇄 및 서열번호 8 또는 서열번호 16으로 기재되는 폴리펩티드 서열을 포함하는 경쇄인 것이 바

람직하나 이에 한정되지 아니한다.

본 발명의 다른 구현예에 있어서, 상기 CpG-DNA는 서열번호 9로 기재되는 염기 서열로 이루어진 것이 바람직하[0018]

나 이에 한정되지 아니한다.

또 본 발명은 상기 본 발명의 단클론 항체 또는 그 기능적 단편을 유효성분으로 포함하는 항균용 조성물을 제공[0019]

한다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 조성물은 그람 양성균, 그람 음성균 또는 약제 내성균에 대해 항균활성을[0020]

가지는 것이 바람직하고,
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상기 조성물은 메치실린-내성 황색 포도상 구균(MRSA), 포도상구균 또는 대장균에 대한 항균활성을 가지는 것이[0021]

더욱 바람직하나 이에 한정되지 아니한다.

또한 본 발명은 CpG-DNA에 의하여 생산된 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편를 포함하는 항균용 조성물을 제공[0022]

한다.

본 발명의 일 구현예에 있어서, 상기 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편은 하기의 폴리펩티드 서열을 포함하는[0023]

것을 특징으로 하는 단클론 항체, 또는 그 기능적 단편:서열번호 1로 기재되는 CDR1 영역, 서열번호 2로 기재되

는 CDR2 영역 및 서열번호 3으로 기재되는 CDR3 영역을 포함하는 중쇄 및 서열번호 4로 기재되는 CDR1 영역, 서

열번호 5로 기재되는 CDR2 영역 및 서열번호 6으로 기재되는 CDR3 영역을 포함하는 경쇄로 구성되는 단클론 항

체인 것이 바람직하나 이에 한정되지 아니한다.

또 본 발명은 CpG-DNA를 동물에 투여하여 메치실린-내성 황색 포도상 구균(MRSA), 포도상구균 또는 대장균에 대[0024]

한 항균활성을 가지는 항체를 생산하는 방법을 제공한다.

이하 본 발명을 설명한다.[0025]

본 발명에서, 본 발명자들은 박테리아-반응성 항체의 생산에서 CpG-DNA의 신규한 기능을 제안한다.[0026]

Methicillin-resistant S. aureus MW2로 감염한 후 CpG-DNA의 투여는 마우스의 생존을 증가시켰고, 마우스 조[0027]

직에서 박테리아를 제거하였다. CpG-DNA 단독 투여는 획득 면역(adaptive immunity)을 증가시키는 방향으로 복

강내에서 특히 면역 세포군을 조절하였다. S. aureus MW2의 감염은 복강내, 골수 및 지라에서 전체 세포수의 큰

감소를 유도한 반면에, CpG-DNA로 마우스의 전처리는 통상적으로 면역 세포군을 보호하였다. CpG-DNA로 마우스

감염은 박테리아-반응성 항체의 증가를 유도하였고, 이것은 복강 및 혈청에서 TLR9-의존 경로를 통하여 다양한

종의 박테리아와 결합할 수 있었다. CpG-DNA로 복강내 세포의 자극은 인 비트로에서 박테리아-반응성 항체를 유

도하였다. 박테리아-반응성 항체들은 CpG-DNA에 반응하여 복강내 B1 및 B2 세포 모두에서 생산하였고, 그 항체

들은 마우스의 복강내에서 식균작용(phagocytosis)을 촉진하였다. 박테리아-반응성 단크론 항체를 생산하는 하

이브리도마 세포를 CpG-DNA 자극된-복막 B 세포로부터 선택하였다. 본 발명자들은 박테리아에 반응성을 가지는

단클론 항체를 확립하고, 그 항체 서열을  CDR grafting을 통하여 안정한 인간 골격으로 인간화하였다. 그 정제

된 단클론 항체는 여러 박테리아에 반응성을 가졌고, 대식세포주 및 1차 복강 세포에서 S. aureus MW2의 식균작

용을 촉진하였다. 

박테리아-반응성 단클론 항체로 주사는 S. aureus MW2의 감염 후 생존률 증가 및 박테리아 제거의 치료 효과를[0028]

가졌다. 그 정제된 박테리아-반응성 인간화된 단클론 항체 (h3F5H6 IgG) 다양한 박테리아 (G(+) 및 G(-) 박테리

아)에 반응하였고 인간화된 박테리아-반응성 항체의 주사는 S. aureus MW2 및 E. coli K1의 감염 후 생존률 증

가 및 박테리아 제거의 치료 효과를 가졌다. 따라서, 본 발명자들은 CpG-DNA가 복강내에서 박테리아-반응성 항

체의 생산을 유도하고 면역 세포군을 보호하여 면역 시스템의 항균 활성을 촉진한다는 것을 시사한다. 

또한 본 발명자들은 박테리아 감염에 의하여 야기되는 긴급한 임상 상황의 치료에서 그 분리된 단클론 항체 및[0029]

인간화 단클론 항체가 유용하다는 것을 제안한다.

또한 본 발명은 상기의 본 발명의 항체 또는 단일 측쇄 항체(scFv) 절편을 유효성분으로서 함유하는 약학 조성[0030]

물을 제공한다.

또 본 발명은 상기의 본 발명의 항체 또는 그 단일 측쇄 항체(scFv) 절편을 유효성분으로서 함유하는 암 예방[0031]

또는 치료용 조성물을 제공한다.

또한 본 발명은 상기의 본 발명의 항체 또는 그 단일 측쇄 항체(scFv) 절편을 유효성분으로서 함유하는 항암 조[0032]

성물을 제공한다.

본 발명의 약학은 약학적으로 허용되는 부형제, 담체, 희석제 등을 추가로 포함할 수 있다.[0033]

본 발명에서 사용가능한 담체로는 단백질, 폴리펩티드, 리포좀, 다당, 폴리락트산, 폴리글리콜산, 중합체성아미[0034]

노산, 아미노산 공중합체 및 불활성 바이러스 입자와 같이 천천히 대사되는 거대분자를 들 수 있다. 예를 들

면,하이드로클로라이드, 하이드로브로마이드, 포스페이트 및 설페이트와 같이 무기산의 염; 아세테이트, 프로피

오네이트, 말로네이트 및 벤조에이트와 같은 유기산의 염과 같은 약제학적으로 허용가능한 염; 물, 염수, 글리

세롤 및 에탄올과 같은 액체, 및 수화제, 유화제 또는 pH 완충 물질과 같은 보조적 물질을 사용할 수 있다.

약제학적으로  허용가능한  담체에  관해서는  문헌  [Remingtion's  Pharmaceutical  Sciences,  Mack  Publishing[0035]
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Company, 1991]에 기재되어 있다.

또한, 상기 조성물은 약학적 분야에서 통상의 방법에 따라 환자의 신체 내 투여에 적합한 단위투여형의 제제,바[0036]

람직하게는 단백질 의약품의 투여에 유용한 제제 형태로 제형화시켜 당업계에서 통상적으로 사용하는 투여방법

을 이용하여 경구, 또는 정맥내, 근육내, 동맥내, 골수내, 수막강내, 심실내, 폐, 경피, 피하, 복강내, 비강내,

소화관내, 국소, 설하, 질내 또는 직장 경로를 포함하는 비경구투여 경로에 의하여 투여될 수 있으나, 이들에

한정되는 것은 아니다.

이러한 목적에 적합한 제형으로는 정제, 환제, 당제 (dragee), 산제, 캡슐제, 시럽제, 용액제, 겔제, 현탁제,에[0037]

멀젼, 마이크로에멀젼 등의 다양한 경구투여용 제제; 및 주사용 앰플과 같은 주사제, 주입제 및 하이포스프레이

(hypospray)와 같은 분무제 등과 같은 비경구투여용 제제가 바람직하다. 주사 또는 주입용 제제의 경우에는 현

탁액, 용액 또는 에멀젼 등의 형태를 취할 수 있고, 현탁화제, 보존제, 안정화제 및/또는 분산제와 같은 제제화

제를 포함할 수 있다. 또한, 상기 항체 분자는 사용 전에 적절한 무균 액체롤 재조정하여 사용할 수 있는 건조

된 형태로 제제화될 수도 있다.

본 발명의 조성물은 유효성분으로서 위장관 내에서 분해되기 쉬운 항체 분자를 포함하므로, 상기 조성물이 위장[0038]

관을 이용하는 경로에 의하여 투여되어야 하는 경우에는 분해로부터 항체를 보호하고, 항체를 방출한 후에는 위

장관으로 흡수되는 약제를 포함하는 것이 바람직하다.

본 발명에서는 또한 본 발명의 항체를 상기에 기재된 바와 같은 다양한 방법으로 동물, 바람직하게는 포유동[0039]

물,더욱 바람직하게는 사람에게 투여되는 단계를 포함하는 암을 예방 또는 치료하는 방법을 제공한다.

본 발명의 조성물 또는 약학적 제제의 유효성분으로서 상기 항체는 사람을 포함하는 포유동물에 대해 하루에[0040]

0.001 내지 50 ㎎/㎏ 체중, 바람직하게는 0.1 내지 20 ㎎/㎏ 체중을 1회 또는 수회로 나누어 투여할 수 있다.

그러나, 유효성분의 실제 투여량은 예방 또는 치료하고자 하는 질환, 질환의 중증도, 투여경로, 환자의 체중,

연령 및 성별, 약제조합, 반응 민감성 및 치료에 대한 내성/반응 등의 여러 관련 인자에 비추어 결정되어야 하

는 것으로 이해되어야 하며, 따라서, 상기 투여량은 어떠한 면으로든 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

본 발명의 기능적 항체 단편으로는 경쇄, 중쇄, 가변 영역, Fab, Fab', F(ab') 2, scFv, Diabody, Tribody,[0041]

dsFv, CDR을 함유하는 펩타이드 등을 들 수 있다.

Fab는 IgG를 단백질 분해효소 파파인으로 처리하여 수득되는 단편중(중쇄의 224번째의 아미노산 잔기로 절단된[0042]

다),중쇄의 N 말단측 약 절반과 경쇄 전체가 디설파이드 결합(S-S 결합)으로 결합된 분자량 약 5만의 항원결합

활성을 갖는 항체 단편이다.

본 발명의 Fab는 본 발명의 항체를 단백질 분해효소 파파인으로 처리하여 수득할 수 있다. 또는 당해 항체의[0043]

Fab를 암호화하는 DNA를 원핵생물용 발현 벡터 또는 진핵생물용 발현 벡터에 삽입하고, 당해 벡터를 원핵생물

또는 진핵생물로 도입함으로써 발현시켜 Fab를 제조할 수 있다.

F(ab')2 는 IgG를 단백질 분해효소 펩신으로 처리하여 수득되는 단편중(중쇄의 234번째의 아미노산 잔기로 절단[0044]

된다), Fab가 힌지영역의 S-S 결합을 개재하여 결합된 것보다 약간 큰 분자량 약 10만의 항원 결합 활성을 갖는

항체 단편이다.

본 발명의 F(ab')2 는 본 발명의 항체를 단백질 분해효소 펩신으로 처리하여 수득할 수 있다. 또는 하기의 Fa[0045]

b'를 티오에테르 결합 또는 S-S 결합시켜 제작할 수 있다.Fab'는 상기 F(ab') 2 의 힌지영역의 S-S 결합을 절단

한 분자량 약 5만의 항원 결합 활성을 갖는 항체 단편이다.

scFv는 1개의 VH와 1개의 VL을 12잔기 이상의 적당한 펩타이드 링커(P)를 사용하여 연결한 VH-P-VL 내지는 VL-[0046]

P-VH 폴리펩타이드로, 항원 결합 활성을 갖는 항체 단편이다.

본 발명의 scFv는 본 발명의 항체의 VH 및 VL을 암호화하는 cDNA를 수득하고, scFv를 암호화하는 DNA를 작제하[0047]

며 당해 DNA를 원핵생물용 발현 벡터 또는 진핵생물용 발현 벡터에 삽입하여 당해 발현 벡터를 원핵생물 또는

진핵생물로 도입함으로써 발현시켜 제조할 수 있다.

Diabody는 항원 결합 특이성이 동일하거나 상이한 scFv가 이량체를 형성한 항체 단편이고, 동일한 항원에 대한[0048]

2가의 항원 결합 활성 또는 상이한 항원에 대한 2특이적인 항원 결합 활성을 갖는 항체 단편이다.

본 발명의 Diabody는 예를 들면, 본 발명의 항체의 VH 및 VL을 암호화하는 cDNA를 수득하고, 3 내지 15 잔기의[0049]

폴리펩타이드 링커를 갖는 scFv를 암호화하는 DNA를 작제하며 당해 DNA를 원핵생물용 발현 벡터 또는 진핵생물
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용 발현 벡터에 삽입하여 당해 발현벡터를 원핵생물 또는 진핵생물로 도입함으로써 Diabody를 발현시켜 제조할

수 있다.

또한, linker P 길이가 3-10 일 때는 tribody가 형성되어, tribody로 포함할 수 있다.[0050]

dsFv는 VH 및 VL 중 각각 하나의 아미노산 잔기를 시스테인 잔기로 치환한 폴리펩타이드를 당해 시스테인 잔기[0051]

간의 S-S 결합을 개재하여 결합시킨 것을 말한다. 시스테인 잔기로 치환되는 아미노산 잔기는 Reiter 등에 의해

기재된 방법[참조: Protein Engineering, 7, 697(1994)]에 따라서 항체의 입체구조 예측에 근거하여 선택할 수

있다.

발명의 효과

본 발명을 통하여 알 수 있는 바와 같이, 본 발명의 항체는 면역 세포군을 보호하여 면역 시스템의 항균 활성을[0053]

촉진한다. 

도면의 간단한 설명

도  1은  CpG-DNA가  S.  aureus  MW2  감염으로부터  마우스를  보호한다는  것을  나타낸  그림.  (A)  실험  과정의[0054]

도식도. BALB/c 마우스에 i.p.로 CpG-DNA 1826를 투여하였다. 7 일 후, 마우스에 i.v.로 S. aureus MW2 (1 x

10
7
 CFU)를 주사하였다. (B) 마우스의 생존을 S. aureus MW2 감염 7일 후 기록하였다. 각 처리군에서 생존 마우

스의 퍼센트를 나타내었다(n=10/group). (C) S. aureus MW2 감염 2일 후, 그 마우스를 희생하고, 지시된 조직을

제거하고,  PBS  용액에서 균질화하였다.  그 용액을 희석하고 아가 플레이트에 플레이팅하여서 S.  aureus  MW2

(n=5/group)의 CFU(colony forming unit)를 측정하였다. (D) 감염 2일 후 지시된 조직의 조직병리. 스케일 바,

10 μm. 1826, CpG-DNA 1826; MW2, S. aureus MW2. 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로 나타내었다.

도 2는 S. aureus MW2 감염 후 마우스 복강, 지라 및 골수에서 세포군의 변화를 나타낸 그림. BALB/c 마우스에

i.p.로 CpG-DNA 1826를 투여하고 7일 후 그 마우스에  i.v.로 S. aureus MW2 (1 x 10
7
 CFU)를 주사하고 2일 후

마우스를 희생하고 복강, 지라세포 및 골수 세포를 모아서 형광-부착 항체로 염색하고 유세포분석법을 통하여

세포군을 분석하였다. (A)복강 세포, (B) 골수 세포. (C) 지라세포. n=3/group. 1826, CpG-DNA 1826. MW2, S.

aureus MW2. 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로 나타내었다.

도 3은 CpG-DNA 1826 투여에 의한 마우스 복강내 항체 생산을 나타낸 그림. 마우스에 i.p.로 CpG-DNA 1826 또는

non-CpG-DNA 2041를 기재된 시간 동안 투여하고, 투여 1, 3 및 7일에 복강 (A) 및 혈청 (B)의 상등액을 모아서

전체 IgG의 레벨을 ELISA로 측정하였다(n=3/group). 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로 나타내었다.

도 4는 마우스 복강 및 혈청에서 CpG-DNA 1826의 투여에 의한 박테리아-반응성 항체의 생성을 나타낸 그림. (A,

B) BALB/c 마우스에 i.p.로 CpG-DNA 1826를 투여하고 7일 후 그 마우스에 i.v.로 S. aureus MW2 (1 x 10
7
 CF

U)를 주사하고 2일 후 마우스를 희생하고 복강 및 혈청의 상등액을 마우스로부터 모았다. 복강(A) 및 혈청(B)의

박테리아-반응성 항체를 S.  aureus  MW2  코팅된 플레이트를 사용하여 캡쳐하고(n=3/group)  총 IgG  및 각 IgG

isotype의 양을 ELISA로 측정하였다. 1826, CpG-DNA 1826. MW2, S. aureus MW2. (C-F) BALB/c (C, D) 및 TLR9

-/- (E, F) 마우스에 i.p.로 CpG-DNA 1826를 투여하고 7일 후 복강 (C, E) 및 혈청(D, F)의 상등액을 모았다.

Gram-양성 박테리아에 반응하는 항체의 양을 측정하기 위하여, 기재된 박테리아를 poly-L-lysine 코팅된 플레이

트에 코팅하였다. 총 IgG의 양을 ELISA로 결정하였다(n=3/group). 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로

나타내었다.

도 5는 마우스 복강 세포에서 CpG-DNA 1826의 처리로 인 비트로에서 박테리아-반응성 항체의 생성을 나타낸 그

림, BALB/c 마우스에 i.p.로 PBS, CpG-DNA 1826 또는 non-CpG-DNA를 7일간 투여하였다. (A) 복강이 세포를 모

아서 PBS, CpG-DNA 1826 또는 non-CpG-DNA 2041로 자극하고 48시간 후, 세포 배양 상등액을 모아서 총 IgG 의

양을 ELISA로 측정하였다(n=3/group). (B) PBS-주사된 마우스 유래 복강 세포에 PBS, CpG-DNA 1826 또는 non-

CpG-DNA 2041로 자극하였다. Gram-양성 박테리아에 반응하는 항체의 양을 측정하기 위하여, 기재된 박테리아를

poly-L-lysine 코팅된 플레이트에 코팅하고, 세포 배양 상등액을 적용하였다. 결합된 IgG의 양을 ELISA로 결정

하였다(n=3/group).  (C)  BALB/c에  i.p.로  PBS  또는  CpG-DNA  1826를  투여  후,  복강의  B1  및  B2  세포를

FACSAria
TM
 II로 형광 표지된 anti-mouse CD19 및 anti-mouse CD23 항체로 분리하였다. (D 및 E) 복강 유래 분
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리된 B1 세포 및 B2 세포를  PBS 또는 CpG-DNA 1826으로 자극하고, 48시간 후 세포 배양 상등액을 모았다. 총

IgG  (D)  및 Gram-양성 박테리아에 반응하는 항체(E)의 양을 ELISA로 결정하였다(n=3/group).  1826,  CpG-DNA

1826; 2041, non-CpG-DNA 2041. 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로 나타내었다.

도 6은 마우스 대식 세포주에서 CpG-DNA 1826-유도된 다클론 항체에 의한 식균작용의 증가를 나타낸 그림. (A

및 B) BALB/c 마우스에 i.p.로 PBS (A) 또는 CpG-DNA 1826 (B)를 투여하고, 7일 후, 복강의 상등액을 모아서

다클론 항체를 Protein A 친화 비드로 정제하였다. 그 정제된 항체를 reducing (R) 또는 non-reducing (NR) 샘

플 버퍼로 처리하고, SDS-PAGE 후 Coomassie brilliant blue R-250 용액으로 염색하였다. (C) 항체(10 μg/m

l)의 S. aureus MW2에 대한 결합능력을 ELISA로 측정하였다. PC Ab, PBS-투여된 복강 유래 정제된 항체. 1826

PC Ab, CpG-DNA 1826-투여된 복강 유래 정제된 항체. 흡광도를 450 nm에서 읽었다. (D) FITC-표지 S. aureus

MW2 (3 x 10
8
 CFU /ml)를 PBS, PC Ab 또는 1826 PC Ab (10 μg/ml)로 1시간 동안 배양하고, RAW 264.7 세포에

처리하고, 1시간 후, RAW 264.7 세포를 PBS로 세척하고, 고정화한 후, Hoechst No. 33258로 염색하여 핵(blu

e)을 관찰하였다. 공초점 이미지는 S. aureus MW2의 식균작용을 나타낸다. 스케일 바, 10 μm. (E) 식균작용 지

수를 분석하였다. (n=3/group). 식균작용 지수는 대식세포에 의하여 섭취된 FITC-표지 S. aureus MW2의 수를 의

미한다 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로 나타내었다.

도 7은 박테리아-반응성 단클론 항체를 생성하는 HAT 및 HT 배지에서 하이브리도마 클론의 스크리닝을 나타내는

그림. (A) HAT 배지에서 세포 융합 실험의 초기 스크리닝의 ELISA 결과. CpG-DNA 1826-투여된 마우스의 복막 세

포를 모아서 마우스 SP2/0  myeloma  세포로 융합하였다.  박테리아-반응성 항체-생산 하이브리도마 클론을 S.

aureus MW2 코팅된 플레이트를 사용하여 HAT 배지로 스크리닝하였다. (B) S. aureus MW2 코팅된 플레이트를 사

용한 도 7A 유래 6클론의 ELISA 결과. (C)S. aureus MW2 코팅된 플레이트를 사용한 도 7B 유래 4클론의 ELISA

결과. (D) 도 7A 유래 3F5 하이브리도마 클론에서 박테리아-반응성 항체 생산하는 클론을 선택하기 위하여 HT

배지에서 리미팅 희석 방법으로 서브클로닝하였다. (E) 박테리아 결합에 대한 하이브리도마 클론 배양 상등액을

ELISA를 사용하여 분석하였다.

도 8은 하이브리도마 세포 클론 3F5H6로부터 분리된 중쇄 및 경쇄의 가변 도메인의 cDNA 서열. (A) 중쇄 가변

도메인의 서열. (B) 경쇄 가변 도메인의 서열. 예측 아미노산 서열을 cDNA 서열 밑에 기재함.

도 9는 CpG-DNA 1826-자극된 마우스 복강 B 세포로부터 생산된 단클론 항체에 의한 식균작용의 증가를 나타낸

그림. (A) 박테리아-반응성 단클론 항체의 생산. 박테리아-반응성 단클론 항체를 생산하는 하이브리도마 세포

(3F5H6  클론)를 표준 하이브리도마 기술에 의하여 CpG-DNA  1826-투여된 마우스 복강의 B 세포로부터 얻었다.

3F5H6 클론에 의하여 유도된 마우스의 복수(ascite)를 분리하여 그 단클론 항체를  Protein A 친화 컬럼 크로마

토그래피로 정제하고, SDS-PAGE 후, Coomassie brilliant blue R-250 용액으로 염색하였다. R, reducing; NR,

non-reducing. (B) 단클론 항체의 isotype을 S. aureus MW2-코팅된 플레이트를 사용하여 ELISA로 결정하였다.

(C) 항체의 박테리아-반응성을 ELISA로 기재된 Gram-positive 박테리아-코팅된 플레이트를 사용하여 평가하였다

(n=3/group). (D-G) FITC-표지된 S. aureus MW2 세포(3 x 10
8
 CFU/mL)를  PBS, 정상 마우스 IgG 또는 m3F5H6

단클론 항체 (10 μg/mL)로 1시간 동안 배양하고, 인 비트로에서 RAW 264.7 세포 (D 및 E) 및 복강 세포(F 및

G)에 처리하고, 1시간 후, 그 세포들을 PBS로 세척하고, 고정화한 후, Hoechst No. 33258로 염색하여 핵(blu

e)을 관찰하였다. (D 및 F) 공초점 이미지는 S. aureus MW2의 식균작용을 나타낸다. 스케일 바, 10 μm. RAW,

RAW 264.7 세포; (E 및 G) 식균 지수를 분석하였다 (n=3/group). (H) 박테리아-반응성 단클론 항체에 의한 식균

작용의 증가. FITC-표지 S. aureus MW2 세포 (3 x 10
8
 CFU/mL)를 정상 마우스 IgG 또는 m3F5H6 단클론 항체

(10 μg/mL)로 1시간 배양하고 i.p.로 BALB/c 마우스에 주사하고 1시간 후, 복막 세포를 마우스로부터 모아서

대식세포, 수지상 세포 및 호중구에 대하여 특정 세포 특이적인 마커들로 염색하였다. 식균작용의 레벨을 유세

포분석법으로 분석하였다(n=3/group). 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로 나타내었다.

도 10은 박테리아-반응성 단클론 항체의 S. aureus MW2-감염된 마우스의 생존률에 대한 효과를 나타낸 그림.

(A) 실험 과정의 대략도. (B) 8주령 암컷 BALB/c 마우스에 i.v.로 S. aureus MW2 (1.5 x 10
7
 CFU)를 주사한

후, i.v.로 PBS, 정상 마우스 IgG 또는 m3F5H6 IgG (25 mg/Kg mouse)를 주사한 후, 생존률을 7일간 모니터하였

다(n=10/group).  (C)  S.  aureus  MW2  감염  2일  후,  기재된  조직에서   S.  aureus  MW2의  CFU를  결정하였다

(n=5/group).  (D)  감염 후 2일에 기재된 조직의 조직병리(D2).  (E)  감염 후 30일에 기재된 조직의 조직병리

(D30). 스케일 바, 10 μm. MW2, S. aureus MW2. 이 결과는 3회 독립적인 실험의 대표값으로 나타내었다.

도 11은 인간화 항체의 구축을 위한 서열 분석 및 본 발명의 야생형 마우스 유래 항체인 m3F5H6, 인간화 항체
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구축에 사용된 인간 VH1-Vk1 subtype 골격을 가지는 Samalizumab 항체, 인간화 항체인 h3F5H6의 아미노산 서열

을 가변중쇄와 가변경쇄로 나누어 일직선으로 정렬한 도이다. 대괄호 ([])는 각각의 CDR 구역을 나타내고, 밑줄

은 베르니에 구역에 해당하는 아미노산을 나타내며, 별표(*)는 친화도의 유지를 위하여 마우스 m3F5H6야생형 항

체에서 유래한 아미노산으로 역치환한 부분을 나타낸다. 삼각표 (▲)는 베르니에 구역에 해당하는 않는 아미노

산을 친화도의 유지를 위하여 마우스 m3F5H6야생형 항체에서 유래한 아미노산으로 역치환한 부분을 나타낸다.

이 때 CDR 구역은 Kabat numbering을 따라 정의하였다.

도  12는  인간화된  박테리아-반응성  항체  (h3F5H6)의  정제를  나타낸  그림.  인간화된  박테리아-반응성  항체

(h3F5H6  IgG)  항체를 Protein-A 아가로스 컬럼 크로마토그래피를 사용하여 정제하고, SDS-PAGE 및 Coomassie

blue 염색으로 동정하였다.

도 13은 박테리아를 인지하는 인간화 박테리아-반응성 항체 (h3F5H6)의 특성을 나타낸 그림. (A) 인간화된 박테

리아-반응성 항체 (h3F5H6  IgG)  또는  정상  인간 IgG를  Gram(+)  박테리아 (S.  aureus,  S.  aureus  MW2,  S.

epidermidis,  S,  pyogenes)  코팅된  플레이트를  사용하여  캡쳐하고(n=3/group)  적정  곡선을  ELISA로

측정하였다. (B) 인간화된 박테리아-반응성 항체 (h3F5H6 IgG) 또는 정상 인간 IgG (정상 hIgG)를 Gram(-) 박

테리아  (A.  baumannii,  E.  coli  K1,  P.  aeruginosa,  K.  pneumoniae  11418,  K.  pneumoniae  40145,  K.

pneumoniae 41293) 코팅된 플레이트를 사용하여 캡쳐하고(n=3/group) 적정 곡선을 ELISA로 측정하였다.

도 14는 인간화된 박테리아-반응성 항체 (h3F5H6)의 S. aureus MW2-감염된 마우스의 생존률에 대한 효과를 나타

낸 그림. (A) 실험 과정의 대략도. (B) 8주령 암컷 BALB/c 마우스에 i.v.로 S. aureus MW2 (1.5 x 10
7
 CFU)를

주사한 후, i.v.로 PBS, 정상 인간 IgG (정상 hIgG) 또는 h3F5H6 IgG (25 mg/Kg mouse)를 주사한 후, 생존률을

7일간 모니터하였다(n=10/group). (C) 감염 후 2일에 기재된 조직의 조직병리(D2). 스케일 바, 10 μm. MW2,

S. aureus MW2.

도 15는 인간화된 박테리아-반응성 항체 (h3F5H6)의 E. coli K1-감염된 마우스의 생존률에 대한 효과를 나타낸

그림. 8주령 암컷 BALB/c 마우스를 i.p.로 E. coli K1 (5 x 10
6
 CFU)로 주사한 후, i.v.로 PBS, 정상 인간 IgG

(정상  hIgG)  또는  h3F5H6  IgG  (25  mg/Kg  mouse)를  주사한  후,  생존률을  18시간  동안  모니터하였다

(n=10/group).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 비한정적인 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명한다. 단 하기 실시예는 본 발명을 예시하기[0055]

위한 의도로 기재된 것으로서 본 발명의 범위는 하기 실시예에 의하여 제한되는 것으로 해석되지 아니한다.

   [0056]

실시예 1:실험 동물[0057]

8주령 BABL/c  마우스를 Nara  Biotech,  Inc.  (Seoul,  Korea)으로부터 구입하고 BALB/c  TLR9  넉아웃 마우스는[0058]

Oriental Bioservice, Inc. (Kyoto, Japan)로부터 구입하였다. 그 마우스들을 특정 무균(SPF) 조건에서 적당한

온도(20~25℃)  및  습도(32~37%)에서  유지하였다.  그  마우스를  고통을  최소화하기  위하여  isoflurane  (JW

Pharmaceutical, Seoul, Korea) 마취 하에서 희생하였다. 모든 동물 연구의 프로토콜은 한림대 동물 실험 윤리

위원회의 승인을 받았다(Permit Number: Hallym 2014-66, 2015-54, 2016-22, 2016-36).

실시예 2:CpG-DNA[0060]

CpG-DNA  1826  및  non-CpG-DNA  2041를  GenoTech  (Daejeon,  Korea)으로부터 구입하였다.  이 서열들의 골격을[0061]

phosphorothioate로 변형하였다.  하기 올리고데옥시뉴크레오타이드의 서열을 사용하였다:  CpG-DNA  1826,  5'-

TCCATGACGTTCCTGACGTT-3'(서열번호  9),  non-CpG-DNA  2041,  5'-CTGGTCTTTCTGGTTTTTTTCTGG-3'(서열번호  10).

non-CpG-DNA 2041를 음성 대조군으로 사용하였다. CpG-DNA 1826를 증류수로 희석시키고, 50μg의 CpG-DNA 1826

를 기재된 시간 동안 마우스에 복강(i.p.) 주사하였다.

실시예 3:박테리아 배양 및 인 비보 감염 연구[0063]
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S.  aureus  (KCCM  12103),  Staphylococcus  epidermidis  (S.  epidermidis,  KCCM  40416),  Streptococcus[0064]

pyogenes (S. pyogenes, KCCM 11873), A. baumannii (KCCM 40203), E. coli K1 (KCCM 12119), Pseudomonas

aeruginosa  (P.  aeruginosa,  KCCM  11803),  K.  pneumoniae 11418 (KCCM 11418), K. pneumoniae 40145 (KCCM

40145), K. pneumoniae 41293 (KCCM 41293)를 한국 미생물 보존 센터(KCCM, Seoul, Korea)로부터 구입하였다.

S. aureus, 균주 MW2 (MRSA)는 이복렬 교수(Pusan National University)로부터 얻었다. 

박테리아 except  S.  aureus  MW2를  제외한 모든 균주는 37℃에서 Lysogeny  broth  (LB)에서  배양하였다.  S.[0065]

aureus MW2를 37℃에서 2% NaCl 보충된 Columbia broth에서 배양하였다. 모든 박테리아를 밤새 배양하고, 1/50

희석된 신선 배지에서 OD600 0.5~0.6, 로그 상의 중간에 달할 때까지 재배양하고, 모았다. S. aureus MW2를 PBS

로 세척하고, 원심분리한 후 PBS에 5 x 10
7
 CFU(colony forming units)/mL로 현탁하였다. 0.2 mL의 박테리아 현

탁액을 마우스에 정맥내(i.v.) 주사하였다. 주사된 마우스를 7일간 사망률 또는 회복을 관찰하였다. 본 발명자

들은  감염된 마우스에서 생존률, 조직병리, 조직들에서 박테리아 로드(CFU), 조직들의 세포군을 조사하고, 복

강 및 혈청에서 항체의 양을 측정하였다.

실시예 4:H&E 염색[0067]

각 조직의 Paraffin 충진 및 절편을 통상의 방법(Kwon, S., D. Kim, B. K. Park, S. Cho, K. D. Kim, Y. E.[0068]

Kim, C. S. Park, H. J. Ahn, J. N. Seo, K. C. Choi, D. S. Kim, Y. Lee, and H. J. Kwon. 2012. PLoS One

7: e33121;Weiss, A. T., N. M. Delcour, A. Meyer, and R. Klopfleisch. 2011. Vet Pathol 48: 834-838)으로

제조하였다. 

마우스에 S. aureus MW2로 감염 후, 간, 폐, 신장 및 지라를 포함하는 조직을 준비하고 슬라이드에 마운팅하고[0069]

40℃에서 밤새 건조한 후, 그 조직 슬라이드를 60℃에서 30분간 배양하여 파라핀을 녹였다. 그 조직들을 xylene

에서 배양하고,  일련의 100~70%  에탄올로 재수화하고 증류수로 세척하였다.  조직들을 Gill's  Hematoxylin  V

(Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan)으로 염색하고, 물로 세척하고 Eosin Y 용액(Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO,  USA)으로  2차적으로  염색하였다.  염색된  조직들을  70~100%  에탄올로  탈수하고,  xylene에서  배양하고,

Malinol (Muto Pure Chemicals)으로 마운팅하였다. 염색된 조직들을 Eclipse E200 현미경(Nikon, Japan)으로

관찰하였다.

실시예 5:CFU(colony forming units)의 분석[0071]

감염 후 2일에, 각 조직을 모아서, 무게를 재고 PBS로 2 mL 튜브(Eppendorf, Hamburg, Germany)에서 stainless[0072]

steel 비드(Qiagen, Hilden, Germany)로 균질화하였다. 그 혼합 용액을 Columbia broth-Bacto 아가를 포함하는

6 웰 플레이트로 옮긴 후, 콜로니들을 37℃에서 밤새 배양한 후 카운트하였다.

실시예 6:혈청, 복막 세포, 지라세포, 및 골수 세포의 조제 [0074]

마우스에서 S. aureus MW2로 감염 2일 후, 마우스를 isoflurane으로 마취하였다. 혈청을 심장-펀칭 방법으로 마[0075]

우스로부터 얻었다. 

Fortier, A. H., and L. A. Falk. 2001. Curr Protoc Immunol Chapter 14: Unit 14 11;Pineda-Torra, I., M.[0076]

Gage, A. de Juan, and O. M. Pello. 2015. Methods Mol Biol 1339: 101-109;Ray, A., and B. N. Dittel.

2010. J Vis Exp.;Stagg, A. J., F. Burke, S. Hill, and S. C. Knight. 2001.   Methods Mol Med 64: 9-22에

기재된 것과 같이, 복막 세포, 지라세포, 및 골수 세포를 마우스로부터 5% 우태아 혈청(FBS)을 포함하는 RPMI

1640 배지로 모았다. 

세포를 모은 후, 적혈구를 적혈구 파쇄 버퍼(140 mM NH4Cl, 20 mM Tris-HCl (pH7.2))로 제거하였다. 그 조제된[0077]

세포를 인 비트로에서 CpG-DNA로 자극하기 위하여 5% 우태아 혈청(FBS)을 포함하는 RPMI 1640 배지로 현탁하고,

96 웰 조직 배양 플레이트(BD Falcon, Falcon, Mexico)로 분주하였다.
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실시예 7:유세포 분석법[0079]

마우스로부터 준비된 세포를 10분간 anti-mouse CD16/32 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)로 블럭킹하고[0080]

하기의 형광-표지 항체들:  anti-mouse  CD8,  CD11c,  CD3,  CD4,  CD11b,  CD19  (BD  Biosciences,  USA),  CD23,

F4/80, Ly-6G 항체(eBioscience, San Diego, CA USA)로 염색하였다. 그 샘플들을 1% FBS를 포함하는 PBS로 세

척하고, FACSCanto
TM
 II (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA)으로 분석하였다. 

실시예 8:ELISA [0082]

마우스에 CpG-DNA 1826 투여 및/또는 S. aureus MW2 감염에 의한 박테리아-특이적인 항체의 생성을 결정하기 위[0083]

하여, 본 발명자들은 poly-L-lysine 코팅된 플레이트(Corning Inc, Corning city, NY, USA)를 사용하였다. 오

버나잇 성장한 박테리아를 2회 PBS로 10,000 rpm에서 15 분간 원심분리하여 세척하고, 통상의 ELISA 코팅 버퍼

로 재부유하였다. 

각 웰을 100 uL의 재현탁된 박테리아로 4℃에서 밤새 코팅하였다. 배양 후, 그 박테리아를 0.5% glutaraldehyde[0084]

로 PBS에서 15 min 분간 상온에서 고정하였다. PBS로 2회 세척 후, 각 웰을 100 mM glycine 및 0.1% BSA를 포

함하는 RPMI 1640 용액으로 배양하고 PBS로 2회 세척하였다. 그 박테리아-코팅된 웰들을 1% BSA를 포함하는 PBS

로 상온에서 1시간 동안 블럭킹하였다. 

혈청, 복강의 상등액 및 복막 세포 배양 또는 정제된 항체들을 각 웰에 계대 희석하여 첨가하고 상온에서 1시간[0085]

배양하였다. 그 샘플을 PBS-T  (0.2%  Tween-20  in  PBS)로 3회 세척하고, HRP(horse  radish  peroxidase)-표지

goat  anti-mouse  IgG  (BD  Biosciences,  San  Jose,  CA,  USA),  IgG1,  IgG2a,  IgG2b,  또는  IgG3  (Southern

Biotech, Birmingham, AL, USA)를 포함하는 항체들을 상온에서 1시간 동안 웰에 첨가하였다. 

PBS-T로 4회 세척 후, TMB Microwell Peroxidase Substrate Kit (KPL, Gaithersburg, MD, USA)를 blue-color[0086]

표현에 사용하고, TMB Stop 용액(KPL)으로  yellow-color를 유지하기 위하여 고정화하고, 450 nm에서 Spectra

Max 250 microplate 리더(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 흡광도를 측정하였다. 

ELISA로 항체의 양을 결정하기 위하여, goat anti-mouse IgG (BD Biosciences)를 4℃에서 밤새 코팅하였다. 그[0087]

웰들을 1% BSA를 포함하는 PBS로 1시간 동안 상온에서 블럭킹하고, 총 IgG 및 IgG isotypes의 양들을  Kwon,

S., D. Kim, B. K. Park, S. Cho, K. D. Kim, Y. E. Kim, C. S. Park, H. J. Ahn, J. N. Seo, K. C. Choi, D.

S. Kim, Y. Lee, and H. J. Kwon. 2012. PLoS One 7: e33121에 기재된 것과 같이 ELISA로 측정하였다. 

실시예 9:인 비트로 CpG-DNA로 마우스 복막 세포의 자극[0089]

복막 세포를 5% FBS를 포함하는 RPMI 1640 배지로 마우스로부터 모았다. 적혈구를 제거한 후, 그 세포를 5% FBS[0090]

를 포함하는 RPMI 1640 배지로 세척하고, 100 U/mL의 penicillin 및 100 μg/mL의 streptomycin를 포함하는 5%

FBS를 포함하는 RPMI 1640 배지에서 배양하였다. 5 μg/mL의 CpG-DNA 1826를 각 세포 배양 플레이트에 처리하였

다. 48 시간 후, 세포 배양 상등액을 모아서 항체의 양을 정량화하기 위하여 ELISA로 분석하였다. 

실시예 10:마우스 복막 세포 유래 B 세포의 소팅(sorting)[0092]

Anti-mouse CD19 (BD Bioscience)를 B 세포의 지정을 위해 염색하였고, anti-mouse CD23 (eBioscience)를 B1[0093]

및 B2 세포의 분리된 소팅을 위해 염색하였다. Anti-mouse CD3 (BD Bioscience)을 림파구로부터 non-B 세포를

분리하기 위하여 T 세포의 염색에 사용하였다. 복막 세포를 항체로 염색하고, 세척하고, sorting buffer (1 mM

EDTA,  25  mM  HEPES  pH7.0,  1%  FBS  diluted  in  PBS)로  현탁하였다.  B1  세포  및  B2  세포를 FACSAria
TM
 II

(Becton Dickinson)로 소팅하였다.

실시예 11:마우스 복강으로부터 다클론 항체의 정제[0095]

마우스에 i.p.로 PBS 또는 CpG-DNA 1826를 투여하고 7일 후에, 복강의 상등액을 원심분리에 의하여 얻어서 복막[0096]

세포를  제거하였다.  복강의  세포가  제거된  상등액의  다클론  항체를  Protein  A  affinity  chromatography
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(Repligen, Waltham, MA, USA)로 정제하고 SDS-PAGE로 분석하였다. S. aureus MW2에 대한 이들 항체들의 결합

력을 상기와 같이 ELISA로 측정하였다.

실시예 12:박테리아-반응성 단클론 항체를 얻기 위한 복강의 B 세포로부터 하이브리도마 세포의 생산[0098]

박테리아-반응성 항체를 생성하는 하이브리도마 세포를 얻기 위하여, BALB/c 마우스에 i.p.로 50 μg의 CpG-DNA[0099]

1826을 주사하였다. 마우스의 복막 세포를 7일 후 모아서, 마우스 SP2/0 myeloma 세포와 융합하고, 박테리아-반

응성 항체-생성 하이브리도마 클론(m3F5H6)을 표준 하이브리도마 기술(Kim, D., S. Kwon, J. W. Rhee, K. D.

Kim, Y. E. Kim, C. S. Park, M. J. Choi, J. G. Suh, D. S. Kim, Y. Lee, and H. J. Kwon. 2011.BMC Immunol

12: 29;Yokoyama, W. M., M. Christensen, G. D. Santos, and D. Miller. 2006. Curr Protoc Immunol Chapter

2: Unit 2 5)으로 스크리닝하였다. 

복수를 얻기 위하여, BALB/c 마우스에 i.p.로 프리스틴 주사 후에 하이브리도마 클론으로 주사하였다. 9~11 일[0100]

후,  복수를 마우스 복강으로부터 모았다.  그 단클론 항체를 복수로부터 Protein  A  affinity  크로마토그래피

(Repligen)를 사용하여 정제하고 SDS-PAGE로 분석하였다. Isotype 및 단클론 항체의 박테리아-반응성을 상기와

같이 ELISA로 측정하였다.

실시예 13:박테리아-반응성 단클론 항체의 가변 중쇄 및 경쇄(Fab)의 클로닝[0102]

박테리아-반응성 단클론 항체(m3F5H6)를 생산하는 하이브리도마 세포를 배양하고, 전체 RNA를 하이브리도마 세[0103]

포로부터 추출하고, cDNA를 역전사로 합성하였다. 박테리아-반응성 단클론 항체의 Fab 서열을 클로닝하기 위하

여, 생성된 cDNA를 AccuPrime Taq DNA 폴리머라아제(Invitrogen) 및 다음의 프라이머를 사용하여 증폭하였다.

:  중쇄  primers,  IGG2b  :  GGAAGATCTAGGGGCCAGTGGATAGACTGATGG(서열번호  11),  5'MH2  :

CTTCCGGAATTCSARGTNMAGCTGSAGSAGTCWGG(서열번호  12);  Kappa  chain  primers,  3'Kc  :

GGTGCATGCGGATACAGTTGGTGCAGCATC(서열번호 13), 5'Mk : GGGAGCTCGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA(서열번호 14). 

표준 PCR 반응을 25사이클 실시하였다. PCR 생산물을 pGEM-T 이지 벡터(Promega)로 직접 라이게이션 하였다. 클[0104]

로닝 된 마우스 Ig 삽입물을 DNA 염기서열 분석법으로 분석하였다.

실시예 14:가변 절편(Fv)의 서열 분석 및 분자 모델링[0106]

m3F5H6의 면역글로불린 가변 도메인 서열은 IgBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/)로 분석하였다(Ye[0107]

J, Ma N, Madden TL, Ostell JM. IgBLAST: Nucleic Acids Res. 2013; 41(Web Server issue):W34-4027). 여섯

CDRs(complementarity  determining  regions)을   Kabat  넘버링(Kabat  EA,  Wu  TT.  J  Immunol.  1991;

147(5):1709-1719)에 의하여 결정하였고, m3F5H6 mAb의 일부 골격(FR) 잔기들을 인간 VH1-Vk1 서브패밀리로 접

목시켰으며, 이 경우에는 Samalizumab 골격, 마우스 및 인간화된 3F5H6 Fv 아미노산 서열의 3차원 구조를 web

모델링 프로그램,  ROSIE을  사용하여 시물레이션하였다(Lyskov  S,  Chou  FC,  Conchuir  SO,  Der  BS,  Drew  K,

Kuroda D, Xu J, Weitzner BD, Renfrew PD, Sripakdeevong P, Borgo B, Havranek JJ, Kuhlman B, et al. PLoS

One. 2013; 8(5):e63906). 이 프로그램은 중쇄 및 경쇄의 FRs 및 CDRs에 대한 대부분의 호모로고스 템플레이트

를 동정하고 이 템플레이트 구조를 최적화된 모델로 조합한다.

실시예 15: 3F5H6인간화 항체 구축[0110]

비인간(마우스) 유래 항체의 CDRs 결정[0111]

인간화를 하기 위해서는 가장 먼저 항체의 CDRs을 결정하는 것이 필요하다. CDRs을 결정하는 방법에는 아미노산[0112]

서열의  다양성을  기준으로  하는  Kabat  numbering,  루프  지역의  구조를  기준으로  하는  Chothia  numbering

(Dunbar J, Krawczyk K, Leem J, Baker T, Fuchs A, Georges G, Shi J, Deane CM. Nucleic Acids Res. 2014;

42:D1140-1146),  가변  부위  구조의  높은  보존정도를  기준으로  하는  IMGT  numbering  (Lefranc  MP.  Nucleic

Acids  Res.  2001;  29(1):207-209)  등이  있는데,  가장  널리  사용되는  것이  Kabat  numbering이다.  Kabat
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numbering에 따라 박테리아-반응성 마우스 유래 항체의 CDRs을 결정하였다(도 8 참조). 

인간화 항체 구축에 적합한 인간 항체 골격의 선정 및 야생형 항체의 CDR 부위 이식[0115]

인간  항체의  가변  부위는  아미노산  서열에  따라서  크게  중쇄는  7가지  subtype[0116]

(VH1,VH2,VH3,VH4,VH5,VH6,VH7), 경쇄는 17가지 subtype (?1,κ2,κ3,κ4,κ5,κ6,λ1,λ2,λ3,λ4,λ5,λ6,λ

7,λ8,λ9,λ10,λ11)로 나뉜다. 각각의 subtype은 아미노산 서열이 서로 다르기 때문에 생물리학적 구조가 다

르고 그에 따라 안정성도 서로 다르며 이에 따라 자연적인 인간 항체 repertoire에서 사용되는 빈도 수도 다르

다(Tiller T, Schuster I, Deppe D, Siegers K, Strohner R, Herrmann T, Berenquer M, Poujol D, Stehle J,

Stark Y, et al. MAbs, 2013; 5(3):445-470). 

일반적으로 CDR 이식법을 이용하여 인간화 항체를 제작할 때에는 최대한 CDR의 구조를 유지시키기 위해 야생형[0117]

비인간 유래 항체와 서열 상동성이 매우 높은 인간 골격으로 옮기게 되는데, 이 경우에 옮겨지는 인간화 항체의

subtype이 자연적으로 안정성이나 빈도 수가 낮은 subtype일 경우, 인간화 후에 안정성이 낮은 항체가 얻어질

수 있는 가능성이 있다. 

박테리아-반응성  마우스  유래의  항체의  인간화에  적합한  인간  골격을  결정하기  위해[0118]

Igblast(URL:http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/)를 통하여 기존 야생형 항체와 가장 서열 상동성이 높은

인간 항체 가변 부위의 subtype을 검색하였고, 그 결과 인간 항체의 VH1, Vk1 subtype과 가장 상동성이 높은 것

을 확인하였다. 따라서 본 발명에서는 항원에 대한 친화도 및 그 기능은 유지하면서 안정성이 높은 인간화 항체

를 구축하기 위해 VH1-Vk1 subtype의 인간 항체 골격에 항원 결합 부위를 이식하였다. VH1-Vk1 subtype은 치료

용 항체 (Samalizumab)의 골격을 사용하였다(Kretz-Rommel  A,  Qin  F,  Dakappaqari  N,  Cofiell  R,  Faas  SJ,

Bowdish KS. J Immunol 2008; 180:699-705). 인간화 항체의 중쇄 및 경쇄의 불변영역은 상업화된 치료용 항체

(Herpceptin)의 골격을 사용하였다. Herceptin의 열역학적 안정성 및 발현 수율은 기존 연구 결과들에 의해 충

분히 증명되어왔으며,  특히 다양한 마우스 항체의 인간화에 성공적으로 사용되어 왔다(Carter  P,  Presta  L,

Gorman CM, Ridgway JB, Henner D, Wong WL, Rowland AM, Kotts C Carver ME, Shepard HM. Proc Natl Acad

Sci  U  S  A  1992;  89(10):4285-4289;  Presta  LG,  Chen  H,  O'Connor  SJ,  Chisholm  V,  Meng  YG,  Krummen  L,

Winkler M, Ferrara N. Cancer Res. 1997; 57(20):4593-4599).

야생형 마우스 항체의 CDR 부위 이식 및 친화도의 유지를 위한 추가적인 보존 아미노산의 선정[0120]

앞서 언급하였듯이, 단순한 CDR 이식법에 의해 구축된 인간화 항체가 야생형 비인간 유래 항체와 비교하였을 때[0121]

그 기능이 감소하는 경우가 종종 발생하기 때문에, 기능의 상실을 우려하여 CDR 이식과 동시에 항체 골격에 위

치하면서 CDR 루프 구조에 영향을 줄 수 있는 베르니에 구역에 위치하는 아미노산을 추가적으로 역치환한 클론

(h3F5H6)으로 진행하였다. 베르니에 구역에 위치하는 아미노산은 가변 부위 내 총 30 개로 가변중쇄 부위에 16

개, 가변경쇄 부위에 14개가 존재하며, 야생형 마우스 항체와 선정된 VH1-Vk1 인간 항체 골격 subtype간의 서열

분석을 통하여 전체 30개의 베르니에 구역의 아미노산 중 가변 중쇄 부위에 6개 (68,70,72,74,97,98), 가변 경

쇄 부위에 4개 (36,49,69,71) 아미노산의 서열이 다름을 확인하였다 (도 11 참조). 특히, 가변 중쇄 부위 내

26-30번 4개 아미노산들은 문헌 상에서 CDR1과 CDR2 내 상호작용을 통한 canonical 구조의 유지에 중요한 역할

을 한다(Foote J, Winter G. J Mol Biol. 1992; 224(2):487-499). 따라서 이식된 야생형 항체의 CDR의 구조를

안정화 시켜줄 것으로 예상되므로 기존 마우스 항체의 서열을 이용하는 것이 바람직하다. 중쇄 가변 부위 내 71

번 아미노산 또한 마찬가지로 CDR1과 2의 배치를 결정하는 데 중요한 역할을 하는데, 이 위치에 부피가 큰 잔기

를 가지는 아미노산 (리신 혹은 아르기닌) 혹은 작은 잔기를 가진 아미노산 (발린, 알라닌) 중 어떤 것이 오느

냐에 따라 CDR의 특성이 결정된다. 야생형 마우스 항체는 중쇄 내 74번에 리신을 가지고 있는데, 이는 인간 VH1

subtype 골격내 74번 글루타민과 반대의 특성을 가지고 있으므로 역치환 해주었고, 추가로 인간 VH1 subtype 중

쇄 가변 부위 내 68, 70, 72번 아미노산을 야생형 마우스 항체의 아미노산 서열로 역치환 해주었다.

서열 분석을 위한 인간 VH1-Vk1  subtype의 염기 및 아미노산서열은 위 subtype의 골격을 가지고 있는 항체,[0122]

Samalizumab의 것을 사용하였다.

베르니에 구역 이외에도 안정성에 영향을 주는 VH/VL 인터페이스 아미노산은 그 잔기가 항체의 표면이 아닌 내[0123]

공개특허 10-2019-0112236

- 14 -



부를 향하고 있어 가변 중쇄부위 및 경쇄 부위의 결합을 안정화시켜 항체 전체의 안정성에 영향을 주는 지역이

고, 이러한 이유로 대부분의 항체가 동일한 아미노산 잔기로 이루어져있다. 

먼저 아미노산 서열 분석을 통해 1차적으로 얻어진 후보 클론 및 야생형 마우스 항체의 가변 부위 서열을 모델[0124]

링 온라인 서버 (URL : http://rosie.rosettacommons.org/; Lyskov S, Chou FC, Conchuir SO, Der BS, Drew

K, Kuroda D, Xu J, Weitzner BD, Renfrew PD, Sripakdeevong P, Borgo B, Havranek JJ, Kuhlman B, et al.

PLoS One. 2013; 8(5):e63906)내 항체 모델링 파트에 각각 입력하여 예측된 구조를 얻었다. 얻어진 각각의 구조

는 CDR 루프의 구조적 변화를 관찰하기 위하여 단백질의 구조를 중첩시켰다. 중첩 구조 상에서 이식된 6개의

CDRs이 야생형 마우스 항체의 CDRs과 비교하였을 때 크게 벗어나지 않는 구조를 가짐을 확인하였고, 특히 항원

결합에 영향을 줄 수 있는 CDR 루프 내의 아미노산 잔기의 방향이 대부분 일치함을 확인하였다. 

실시예 16: 인간화된 박테리아-반응성 항체의 구축 및 발현[0127]

Intact IgG 포맷을 가지는 인간화된 IgG1 Ab를 얻기 위하여, VH 및 Vk 코딩 유전자를 5' 및 3' 말단 모두에 제[0128]

한 효소 자리를 포함하게 합성하였다(Bioneer, Korea). 이 유전자들을 HEK 293F 세포에서 포유류 세포 발현을

위하여  인간  IgG1  고정  부위  (CH1-hinge-CH2-CH3)  또는  인간  카파  체인  고정  부위(CL)를  운반하는 변형된

pcDNA 3.4 발현 벡터(Invitrogen)에 삽입하였다. 인간화된 박테리아-반응성 항체를 HEK 293F 발현 시스템을 사

용하여 생산하고 5-7일 배양 후 제조업자의 프로토콜에 따라 Protein A 친화 크로마토그래피를 사용하여 정제하

였다. 마우스 패런트 및 인간화된 항체를 SDS-PAGE 분석에 의하여 그것의 순도를 평가하였다. 

실시예 17: IgG 형태의 인간화 항체 유전자 제작[0130]

설계된 인간화 항체의 염기 서열은 기본적으로 상업화된 고수율의 치료용 항체 Samalizumab의 염기서열을 따르[0131]

되, 그와 다른 부분은 코돈의 사용빈도를 고려(Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Dept.

Health and Human Services, 1991)하여 염기서열로 변환하고, 인간화 항체의 중쇄 가변영역 및 경쇄 가변영역의

아미노산 서열을 암호화하는 염기서열을 설계한다.  설계한 염기 서열은 5'과 3' 양쪽 말단에 동물세포 발현 벡

터로의 클로닝을 위한 제한효소의 인식 서열을 도입하여 합성하였다(Bioneer, 한국). 

합성된 유전자는 Bioneer사에서 제공하는 기본벡터인 pBHA 벡터에 클로닝된 상태로 받을 수 있는데, 완전한 IgG[0132]

형태로의 발현을 위해 중쇄 불변영역, 경쇄 불변영역이 각각 들어가있는 동물발현벡터에 합성 시 도입하였던 제

한효소 인식 서열을 이용하여 클로닝하였다. 이 때, 중쇄 및 경쇄의 불변영역의 아미노산 및 염기 서열은 상업

화된 고수율의 치료용 항체 Herceptin의 염기서열을 따른다. 

실시예 18: 항체의 발현 및 정제[0134]

인간화된  박테리아-반응성  항체의  발현은  경쇄,  중쇄  발현  벡터와  폴리에틸렌이민  (Polyethylenimine,PEI)[0135]

(Polyscience)의 혼합물을 HEK293-F(Invitrogen) 세포에 일시적 트랜스펙션(transient transfection)하여 무혈

청 FreeStyle 293 발현 배지(Invitrogen)가 들어있는 진탕 플라스크에서 배양함으로써 이루어진다. 자세한 방법

은 다음과 같다.

진탕 플라스크(Corning)에 200 mL 트랜스펙션 시, HEK293-F 세포를 2.0 x 10
6
 세포/ml의 밀도로 배지 100 ml에[0136]

파종하여, 150 rpm, 8 % CO2에서 배양하였다. 각각의 인간화 항체를 생산하기 위해 그에 따른 중쇄 및 경쇄 플

라스미드를 10 ml FreeStyle 293 발현 배지 (Invitrogen)에 중쇄 125μg, 경쇄 125μg 총 250μg (2.5μg/ml)

으로 희석하여, PEI 750 μg (7.5μg/ml)을 희석한 10 ml의 배지와 혼합하여 실온에서 10분 동안 반응시켰다. 

그 후, 반응시킨 혼합배지를 앞서 100 ml로 파종한 세포에 넣어 4시간 동안 150 rpm, 8% CO2에서 배양 후, 나머[0137]

지 100 ml의 FreeStyle 293 발현 배지를 추가하여 짧게는 5일에서 길게는 7일 동안 배양하게 되면, 세포가 생산

한 단백질 즉, IgG 형태의 인간화 항체는 세포에 의해 세포 바깥으로 분비되어 배지에 쌓이게 된다. 때문에 인

간화 항체는 세포 배양 후 2500 rpm에서 20 분간 원심분리하여 채취한 세포 배양 상등액으로부터 단백질 A 세파

로오스 컬럼 (protein A Sepharose column, GE healthcare)을 이용하여 정제하였다. 
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이 때,  정제방법은 단백질 A  컬럼  회사에서 제공하는 표준 프로토콜을 참조하였으며,  정제된 단백질은 BCA[0138]

protein assay kit (Thermo)내 용액을 이용하여 562 nm 파장에서 흡광도를 측정하고 그려진 표준 곡선에 따라

그 양을 정량하였다. 정제된 항체의 크기 및 순도는 환원성 SDS-PAGE로 분석하였다. 도 12에 나타낸 바와 같이,

본 발명의 박테리아-반응성 인간화 항체인 h3F5H6 IgG는 약 150 kDa의 분자량을 가지며, 99 % 이상의 순도로 정

제됨을 확인하였다. 

실시예 19:박테리아의 형광 표지[0140]

OD600 0.5~0.6 (3 x 10
8
 CFU )까지 성장한 S. aureus MW2를 모아서, 세척하고, 70% ethanol로 1시간 동안 고정하[0141]

였다. 그 고정된 박테리아를 0.02 mM FITC (Sigma-Aldrich)로 0.1 M Na2CO3 buffer (pH 8.5)에서 상온에서 30분

간 표지하고, 무혈청 HBSS로 세척한 후, 2 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 및 0.4% BSA를 포

함하는 HBSS로 재현탁하였다. 

실시예 20:인 비트로에서 식균작용 어세이[0143]

마우스 대식세포주, RAW 264.7를 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)로부터 구입하[0144]

여, 그 세포를  10%  FBS,  100  U/mL의 penicillin  및 100  μg/mL  streptomycin를 포함하는 DMEM(Dulbecco's

Modified Eagle's Medium)에서 배양하였다. 

RAW  264.7  세포  및  마우스 복막 세포를 poly-L-lysine  (Sigma)  코팅된 커버 글래스 상에서 12웰  플레이트[0145]

(Nunc, Roskilde, Denmark)에서 밤새 배양하였다. FITC-표지 S. aureus MW2를 PBS 또는 항체로 1시간 배양 후,

그 박테리아를 12 웰 플레이트에 첨가하고 1시간 배양 후, 그 세포를 4% paraformaldehyde (Affymetrix, Santa

Clara, CA, USA)로 고정하고, PBS로 세척 후, Hoechst No. 33258 (Sigma-Aldrich)로 상온에서 핵을 동정하기

위하여  염색하였다.  그  마운팅된  세포를  LSM  710  laser  scanning  microscope  (Carl  Zeiss,  Oberkochen,

Germany)으로 분석하였다. 식균작용 지수를 전에 기재된 것(Sun, R., L. Qiu, F. Yue, L. Wang, R. Liu, Z.

Zhou, H. Zhang, and L. Song. 2013. Fish Shellfish Immunol 34: 38-45)과 같이, RAW 264.7 세포 및 마우스

복막 세포에서 식균된 FITC-표지된 S. aureus MW2의 수를 카운팅하여서 측정하였다.

실시예 21:마우스 복강에서 S. aureus MW2의 섭취[0147]

마우스  복강에서  식균작용에  대한  항체의  영향을  결정하기  위하여,  그  마우스에   i.p.로  FITC-labeled  S.[0148]

aureus MW2를 주사하고 1시간 후, 복막 세포를 모아서 특정 세포 마커들; anti-F4/80, CD11b, CD11c, 및 Gr-1

항체로  염색하였다.  복강  내  대식세포,  수지상  세포,  및  호중구의  식균작용을  FACSCanto
TM

 II  (Becton

Dickinson)로 FACS 분석에 의하여 측정하였다.

실시예 22:인 비보에서 S. aureus MW2 & E. coli K1 감염에 대한 항체의 효과 분석 [0150]

BABL/c 마우스에 i.v.로 1.5 x10
7
 CFU의 S. aureus MW2를 주사한 후 정상 마우스 IgG, 단클론 항체 (m3F5H6),[0151]

정상  인간  IgG,  인간화된  항체  (h3F5H6)((25  mg/kg  mouse)를  정맥내  주사하였다.  정상  마우스  IgG는

Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)으로부터 구입하였다. BABL/c 마우스에 또한 i.p.로 5 x 10
6
 CFU의 E. coli K1

을 주사한 후, 정상 인간 IgG, 인간화된 항체 (h3F5H6)((25 mg/kg mouse)를 정맥내 주사하였다. 항체 주사 후,

7 일(S. aureus MW2) 또는 18 시간(E. coli K1) 후의 생존률을 모니터하였다. S. aureus MW2 또는 감염 2일

후, 그 마우스를 희생하고, 기재된 조직들을 제거한 후 S. aureus MW2의 CFU 및 조직병리를 모니터하였다.

상기의 실시예의 결과를 하기에서 상술한다.[0153]
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CpG-DNA의 투여는 S. aureus MW2로 감염 후 조직에서 박테리아 제거를 촉진하고 마우스의 생존을 증가시킴 [0155]

본 발명자들은 S. aureus MW2의 감염에 대한 항균 효과를 증명하기 위한 동물 모델로 선택하였고, 도 1A에 기재[0156]

된 방법에 따라 실험을 수행하였다. 먼저 BALB/c 마우스에 복강내(i.p.) CpG-DNA 1826을 투여하고 7일 후, 그

마우스에 정맥내(i.v.) S. aureus MW2를 주사한 후, 생존률을 7일간 모니터하였다. 아무런 처리를 하지 않은 S.

aureus MW2-주사된 마우스와 비교하여, 박테리아 감염 전에 CpG-DNA로 전처리된 마우스의 생존률은 60%까지(도

1B) 증가하였다. 

특정 조직에서 박테리아 감염의 평가를 위하여, 간, 폐, 신장 및 지라를 S. aureus MW2의 정맥내 주사 2일 후에[0157]

잘라내어서 그 조직을 균질화하고, 그 균질체를 아가 배지에서 배양하여 제거하여 CFU를 카운트하였다. 모든 테

스트된 조직들은 박테리아에 의하여 감염되었고, 신장에서 최대 CFU를 가졌으며, 조직들에서 박테리아 로드는

CpG-DNA 1826의 전처리에 의하여 모두 감소하였다(도 1C).

다음, 각 조직의 조직병리를 관찰하였다. 박테리아 감염 후 마우스의 신장에서 농양(abscess) 부위가 나타났으[0158]

나, 그것은 감염 전에 CpG-DNA 1826로 전처리한 경우에 검출되지 않았다(도 1D). 따라서 본 발명자들은 마우스

에 CpG-DNA의 전처리는 S. aureus MW2 감염 후 박테리아 제거를 촉진하고 생존률을 증가한다고 결론을 내렸다.

CpG-DNA 투여는 S. aureus MW2의 감염 후 골수, 지라, 복강의 세포군을 조절하고 보호함[0160]

S. aureus MW2 감염에 대한 보호 효과와 관련된 기작을 조사하기 위하여, 본 발명자는 실험계획에 따라 BALB/c[0161]

마우스 유래 복강,  지라,  골수에서 FACS로  세포군을 분석하였다(도 1A).  lymphoid  세포 (B  및 T  세포)  및

Myeloid 세포 (대식 세포, 수지상 세포, 및 호중구)의 군들은 여러 다른 조직에서 CpG-DNA 투여 및 S. aureus

MW2 감염에 의하여 차별적으로 변하였다(도 2).

복강에서 myeloid 세포 및 lymphoid 세포의 군 비율은 CpG-DNA에 의하여 역전되었다(도 2A). myeloid 세포군은[0162]

CpG-DNA 투여에 의하여 감소한 반면(PBS 대조군의 61%), 복강의 lymphoid 세포의 군은 CpG-DNA에 의하여 증가하

였다(PBS 대조군의 160%). myeloid 세포의 주요군은 F4/80
+
CD11b

+
 대식세포이었다. 비록 F4/80

-
CD11c

+
 수지상 세

포군은 매우 작지만, 그것은 CpG-DNA 투여에 의하여 증가하였다(PBS control의 3배). lymphoid 세포의 경우,

CD4+ 및 CD8+ T 세포를 포함하는 T 세포군의 증가는 현저하였고(PBS 대조군의 4.6배), 총 B 세포군은 유사하였

다. 

본 발명자들이 B 세포군을 상세하게 분석할 때, CpG-DNA에 의하여 B1 (CD23
-
) 세포군은 감소하였고, B2 (CD23

+
)[0163]

세포군은 약간 증가하였다. S. aureus MW2를 감염시켰을 때, 호중구를 제외한 모든 세포군이 감소하였고, CpG-

DNA의 전처리는 비록 세포군 크기는 비처리 대조군에 비하여 작지만 세포군을 현저하게 회복시켰다(도 2A).

골수에서, CpG-DNA에 의하여 myeloid 세포군은 증가하였고(PBS 대조군의 150%) lymphoid 군은 감소하였다(PBS[0164]

대조군의 65%)(도 2B). myeloid 세포의 주요 군은  F4/80
-
Gr-1

+
 호중구이었다. lymphoid 세포의 주요군은 B 세

포, 특히 B1 세포이었다. 복강과 다르게, B-1 및 B-2 세포 군의 비율은 CpG-DNA에 의하여 변화되지 않았다. S.

aureus MW2 감염은 모든 군의 현저한 감소를 유도하였고 CpG-DNA로 전처리에 의하여 그 감소는 역전되었다(도

2B).

지라에서, CpG-DNA 투여에 의하여 유도된 세푸군의 현저한 변화는 없었다(도 2C). S. aureus MW2를 감염시킬[0165]

때, lymphoid 세포군의 감소가 관찰되었다(PBS 대조군의 60%). CpG-DNA를 박테리아 감염 전에 전처리할 때, 세

포군은 PBS  대조군보다 더 커졌다.  S.  aureus  MW2  감염 단독만 비교하여, CpG-DNA로 전처리는 lymphoid  및

myeloid 세포군 모두를 2배 이상 증가시켰다(도 2C). 

이 결과들에 기초하여, 본 발명자들은 S. aureus MW2의 감염은 복강, 골수 및 지라에서 전체 세포수의 감소를[0166]

유도하였고, CpG-DNA로 마우스의 전처리는 이들 조직에서 면역 세포를 보호한다는 결론을 얻었다. 이 현상은 조

직들에서 유도된 세포수는 감염된 마우스의 생존률을 증가한다는 것을 시사한다. 가장 중요하게, CpG-DNA는  B2

세포, T 세포, 및 대식세포와 같은 적응성 면역 세포를 증가시키는 방향으로 복막 세포의 군을 변화시켰다(도

2A). 따라서 본 발명자들은 복강 세포는 본 실험 시스템에서, CpG-DNA의 항균 효과와 관련된 주요 조절자라고

생각한다.
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인 비보 및 인 비트로에서 CpG-DNA 투여에 의한 박테리아-반응성 항체의 유도 [0168]

본 발명자들은 CpG-DNA 1826을 i.p.로 주사하고 항체의 생성을 확인하기 위하여 여러 시간에서 복강 및 혈청의[0169]

상등액을 분석하였다. Non-CpG-DNA 2041을 음성 대조군으로 사용하였다. 총 IgG의 레벨은 CpG-DNA 1826의 투여

후 3일 및 7일에서 복강 상등액에서 현저하게 증가하였으나, 혈청에서는 의미있는 변화가 없었다(도 3).

CpG-DNA의 투여가 S. aureus MW2 감염된 마우스의 생존률을 증가한다면, 일부 박테리아-반응성 항체가 복강에서[0170]

CpG-DNA 1826에 의하여 유도될 수 있을 것 같다. 본 발명자들은 CpG-DNA 1826의 투여 및 S. aureus MW2의 정맥

내 주사 후에 마우스로부터 복강 상등액 및 혈청을 모았고(도 1A), S. aureus MW2에 반응하는 전체 IgG 및 IgG

isotypes의 레벨을 S. aureus MW2로 코팅된 플레이트를 사용하여 측정하였다.  CpG-DNA 단독은 복강에서 반응성

총 IgG의 증가를 유도하였으나, 혈청에서는 현저한 변화가 없었다. S. aureus MW2의 감염은 복강 및 혈청에서

반응성 IgG의 생성을 감소시켰다. 그러나, CpG-DNA 1826의 박테리아 감염전에 사전-투여는 반응성 IgG의 증가된

생성을 현저하게 유도하였다.  IgG3  isotype는 모든 경우에서 가장 풍부하였고  S.  aureus  MW2-반응성 IgG3

isotype은 CpG-DNA-처리된 군에서 현저하게 증가하였다(도 4A, B).

마우스에서 CpG-DNA에 의하여 유도되는 항체를 더 조사하기 위하여, PBS 또는 CpG-DNA 1826를 i.p.로 주사하고[0171]

7일 후 복강 상등액 및 혈청을 분석하였다. CpG-DNA-유도된 IgG가 여러 종의 Gram-positive 양성 박테리아에 결

합할  수  있는지를  결정하기  위하여,  본  발명자들은  ELISA  어세이를  S.  aureus,  S.  aureus  MW2,  S.

epidermidis, 또는 S. pyogenes.로 코팅된 플레이트를 사용하여 수행하였다. 

각 박테리아-반응성 IgG의 레벨은 복강 및 혈청에서 CpG-DNA 1826의 처리에 의하여 증가하였다(도 4C, D). CpG-[0172]

DNA의 처리가 박테리아-반응성 항체를 생산하는 TLR9 신호전달을 활성화하는지를 조사하기 위하여, BALB/c TLR9

-/- 마우스를 사용하여 동일한 실험을 수행하였다. TLR9-/- 마우스의 복강 및 혈청에서, CpG-DNA 1826의 처리에

의하여 유도된 박테리아-반응성 항체들의 현저한 변화가 없었다(도 4E, F). 따라서 본 발명자들은 CpG-DNA가 박

테리아-반응성 항체들의 생성을 TLR9를 통하여 유도한다는 결론을 얻었다.

박테리아-반응성 항체의 생성이 인 비트로에서 CpG-DNA에 의하여 유도되는지를 결정하기 위하여, 복강의 면역[0173]

세포를 마우스로부터 모아서, 인 비트로에서 CpG-DNA 1826 및 non-CpG-DNA 2041로 자극한 후, 세포 배양 상등액

을 항체들의 양을 측정하기 위하여 분석하였다. 도 5A에서 알 수 있는 바와 같이, 일반적인 IgG 생산이 PBS 또

는 non-CpG-DNA와 비교하여 CpG-DNA에 대하여 현저하게 증가하였다. 마우스를 먼저 인 비보에서 CpG-DNA로 프라

이밍한 후  복강 세포를 인 비트로에서 자극할 때, 기본 IgG 생성이 대조군보다 높았으나, CpG-DNA 처리의 추가

적인  효과는  매우  약하였다(도  5A).  in  vitro  배양된  복막  세포로부터  분비된  항체의  결합력을  결정하기

위하여, 본 발명자들은 네 그람-양성균 종들로 박테리아-반응성 IgG의 양을 측정하였다. 박테리아-반응성 IgG의

생성은 CpG-DNA에 대하여 현저하게 증가하였으나, PBS 또는 non-CpG-DNA에 대해서는 반응성 항체가 거의 발견되

지 않았다(도 5B).

B 세포가 박테리아-반응성 항체를 CpG-DNA에 반응하여 분비하는지를 조사하기 위하여, CpG-DNA 1826를 마우스에[0174]

i.p.로 주사하고 9일 후 마우스 복강의 면역 세포를 모아서, 복막 림프구로부터 CD23-CD19+ B 세포 (B1 세포)

및 CD23+CD19+ (B2 세포)를 소팅하였고(도 5C), CpG-DNA 1826로 인 비트로에서 그 세포를 자극하였다. B1 및

B2 세포 모두 IgG의 증가된 양을 CpG-DNA 자극에 대하여 분비하였다(도 5D). 그러나, 인 비트로에서 B 세포에

의한 IgG 생성의 레벨은 복강 세포의 분리 전에 CpG-DNA로 마우스를 전처리할 때 감소하였고, CpG-DNA에 의하여

B 세포 활성의 조절을 시사한다(도 5D). 

그람-양성균-코팅된 플레이트를 사용하여 측정된 그람-양성균-코팅된 플레이트를 사용하여 측정된 각 박테리아-[0175]

반응성 IgG의 레벨은 박테리아-반응성 IgG의 생성이 인 비트로에서 CpG-DNA 자극에 의하여 증가하고 인 비보에

서 CpG-DNA으로 프라이밍은 항체-생성 활성을 조절한다는 것을 시사한다(도 5E). 이들 결과는 CpG-DNA-유도된

박테리아-반응성 항체는 CpG-DNA에 반응하여 복강의 B1 및 B2 세포 모두에서 생산하는 것을 시사한다.

CpG-DNA에 의하여 유도된 복강 내 박테리아-반응성 항체는 식균작용을 촉진함[0177]

본 발명자들은 CpG-DNA에 의하여 유도된 복강 내박테리아-반응성 항체가 식균작용을 촉진하여 박테리아 감염에[0178]

저항할 수 있는지를 조사하였다. 본 발명자들은 PBS-주사된 마우스의 복강 상등액에서 다클론 항체를 정제하였

다(도 6A). 복강 용액을 CpG-DNA 1826로 주사하고 7일 후에 마우스로부터 얻어서 다클론 항체를 정제하였다(도

6B).  복강 내 IgG의 양은 CpG-DNA  1826  투여에 의하여 PBS  대조군과 비교하여 약 2.5배 증가하였다(7.5  μ
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g/mouse 대 3 μg/mouse). S. aureus MW2에 대한 항체의 결합력을 ELISA로 측정하였다. 그 결과들은 CpG-DNA

1826 투여에 의해 유도된 항체는 PBS-주사된 마우스 유래에 비하여 S. aureus MW2에 대한 더 높은 결합력을 가

진다는 것을 나타내었다(도 6C). 

다음 본 발명자들은 식균작용과 관련한 이들 항체의 효과를 결정하였다. FITC-표지된 S. aureus MW2를 정제된[0179]

항체와 배양 후 식균작용 어세이를 공초점 현미경으로 마우스 대식세포주  RAW 264.7에서 수행하였다(도 6D,

E). 식균작용 지수는 항체에 의하여 증가되었고, CpG-DNA 1826-주사된 복강 유래 항체들은 PBS-주사된 대조군

유래에 비하여 더 효과적이었다(1.19 배). 

박테리아-반응성 단클론 항체를 생성하는 하이브리도마 클론의 선택 및 식균작용에 대한 그  단클론 항체의 항[0180]

균 효과

본 발명자들은 CpG-DNA에 의하여 유도된 활성화된 B 세포 클론은 항균 항체를 분비하고 그 항체들은 복강에서[0181]

대식 세포, 수지상 세포 및 호중구를 통하여 식균작용을 촉진한다는 것을 제안하였다. 

CpG-DNA-유도된 박테리아-반응성 항체를 분비하는 B 세포 클론을 구축하기 위하여, 마우스에 i.p.로 CpG-DNA[0182]

1826를 주사하고, 7일 후, 복막 세포를 모아서 SP2/0  myeloma  세포와 융합하였다. 본 발명자들은 S. aureus

MW2에 대하여 반응하는 단클론 항체를 분비하는 하이브리도마 클론을 분리하고 m3F5H6이라 명명하였다(도 7). 

박테리아-반응성 단클론 항체의 가변 도메인의 클로닝[0183]

중쇄 및 경쇄의 가변 도메인(VH 및 VL)을 코딩하는 cDNA 서열을 통상적인 중쇄 및 경쇄 프라이머를 사용하여 박[0184]

테리아-반응성 단클론 항체를 생산하는 하이브리도마 세포(m3F5H6)로부터 클로닝하였다. DNA  시퀀싱에 의하여

확인된 서열들을 도 8에 나타내었다. 그 서열들을 IgBLAST 프로그램을 사용하여 공지된 서열과 호모로지를 분석

하였다(Ye J, Ma N, Madden TL, Ostell JM. IgBLAST: Nucleic Acids Res. 2013; 41(Web Server issue):W34-

40). 

단클론 항체 (m3F5H6  IgG)를 m3F5H6 클론-주사된 복수로부터 정제하고 SDS-PAGE로 분석하였다(도 9A). 3F5H6[0185]

IgG의 아이소타입 IgG2b이었고(도 9B), 그람 양성균에 대한 m3F5H6 IgG의 결합력을 ELISA로 확인하였다(도 9C).

m3F5H6 IgG의 RAW 264.7 세포의 식균작용에 대한 효과를 조사하기 위하여, 식균작용 어세이를  FITC-표지된 S.[0186]

aureus MW2를 사용하여 PBS, 마우스 정상 IgG 또는 m3F5H6 IgG로 배양한 후 수행하였다(도 9D, E). 본 발명자

들은 마우스 복강 세포의 식균작용에 대한 m3F5H6 IgG의 효과도 조사하였다(도 9F, G). 이 결과들은 m3F5H6 IgG

가 RAW264.7 세포 및 마우스 복강 세포가 마우스 정상 IgG에 비하여 S. aureus MW2를 결합하는 활성을 증가시킨

다는 것을 시사한다(1.5 ~ 1.8 배). 

마우스 복강에서 식균작용에 대한 m3F5H6 IgG의 효과를 직접적으로 조사하기 위하여, 마우스에 i.p.로 m3F5H6[0187]

IgG를 FITC-표지된 S. aureus MW2.세포로 전처리한 후 주사하였다. 그 다음에 대식세포, 수지상 세포 및 호중구

와 같은 식균성 면역 세포의 효과를 확인하기 위하여 유세포분석법에 의하여 복강 세포를 분석하였다(도 9H).

정상 IgG 대조군과 비교하여, m3F5H6 IgG가 복강에서 대식세포 및 수지상 세포의 식균작용을 더 효과적으로 증

가시켰다. 그러나 호중구의 식균작용에는 효과가 없었다. 이 결과는 m3F5H6 IgG가 마우스 복막 세포에서 더 효

과적인 식균작용 매개자이고, 식균성 면역세포가 CpG-DNA에 의해 유도된 항체의 항균 효과와 관련될 수 있다는

것을 시사한다.

CpG-DNA 자극된 복막 B 세포 유래 박테리아-반응성 단클론 항체 (m3F5H6 IgG)가  S. aureus MW2의 감염에 대한[0189]

치료효과를 가짐

m3F5H6  IgG의 마우스에서 S.  aureus  MW2의 감염에 대한 항균 효과를 입증하기 위하여, BALB/c  마우스를 S.[0190]

aureus MW2로 감염시킨 후, PBS, 정상 IgG, 및 m3F5H6 IgG를 투여한 후 사망률, 조직 내 감염 및 조직병리를

실험 스케쥴에 따라 관찰하였다(도 10A). 항체없이 S. aureus MW2로 감염된 모든 마우스는 감염 5일 후 사망하

였으나,  30%의 정상 IgG 주사된 마우스 및 70%의 m3F5H6 IgG 주사된 마우스는 감염 후 7일까지 생존하였다(도

10B). 

특정 조직에서 S. aureus MW2의 감염을 조사하기 위하여, 간, 폐, 신장 및 지라를 감염 2일 후에 얻어서 CFU 어[0191]

세이를 수행하였다. 본 발명자들은 조직, 특히 신장에서 m3F5H6 IgG의 투여에 의한 박테리아 로드가 감소한 것

을 관찰하였다(도 10C). 조직들의 조직병리를 감염 2일 후 모니터하였다. 박테리아 버든은 신장에서만 발견되었
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고, S. aureus MW2 주사된 마우스와 비교하여 항체 주사된 마우스에서는 박테리아 버든(burden)이 현저히 적게

검출되었다(도 10D). 

S. aureus MW2의 감염 30일 후에, 본 발명자들은 간, 폐, 신장 및 지라의 조직병리를 조사하였다. 박테리아 버[0192]

든이나 많은 염증성 면역 세포가 항체-주사된 마우스의 신장에서는 검출되지 않았다(도 10E). 종합하면, 본 발

명자들은 CpG-DNA-유도된 항체의 투여가 증가된 생존률을 유도하였고, 정상 IgG에 비하여 S. aureus MW2-주사된

마우스에서 더 높은 박테리아 제거의 효과를 유도한다는 것을 확인하였다.

박테리아-반응성 인간화된 항체의 생산 및 특성[0194]

임상에 단클론 항체의 적용을 위해서 그 항체들을 인간에서 면역원성을 감소시키는 인간화 작업을 수행하여야[0195]

한다. 따라서 본 발명자들은 얻어진 단클론 항체 m3F5H6의 면역글로불린 가변 도메인 서열을 IgBLAST program

(Ye J, Ma N, Madden TL, Ostell JM. IgBLAST: Nucleic Acids Res. 2013; 41(Web Server issue):W34-40)을 사

용하여 분석하고 그 가변 도메인 서브타입이 마우스 VH1-Vk1에 속한다는 것을 발견하였다. m3F5H6 mAb의 인간화

를 위하여, 

본 발명자들은 VH1-Vk1 골격을 이 골격이 가장 공통적으로 인간 생식 계열(germ line) 레퍼토리에서 관찰된다는[0196]

사실(Caravella JA, Wang D, Glaser SM, Lugovskoy A. Curr Comput Aided Drug Des. 2010; 6(2):128-138)을

참고하여 선택하였다. 본 발명자들은 인간 VH1-Vk1 골격에 일부 골격 서열 이 경우에는 Samalizumab 골격과 CDR

부위를  통상적으로  확립된  방법으로  접목하였다(Kabat  EA,  Wu  TT.  J  Immunol.  1991;  147(5):1709-1719).

m3F5H6 및 인간화된 단클론 항체 (h3F5H6) 유래 구조들을 모델화하고 비교하였고, 그들은 서로 동일하지 않지만

유사하다는 것을 나타내었다(도 11). 

본 발명자들은 재조합 인간화된 단클론 항체 (h3F5H6)를 HEK 293F 세포를 사용하여 생산하였고(도 12) 그것의[0197]

반응성을 평가하였다 (도 13). 그 인간화된 항체는 ELISA에 기반하여 Gram(+) 박테리아 (S. aureus, S. aureus

MW2,  S.  epidermidis,  S,  pyogenes)  와 Gram(-)  박테리아 (A.  baumannii,  E.  coli  K1,  P.  aeruginosa,  K.

pneumoniae 11418, K. pneumoniae 40145, K. pneumoniae 41293) 에  대해서는 특이적으로 반응함을 확인하였다

(도 13).

박테리아-반응성 인간화된 항체 (h3F5H6 IgG)는 S. aureus MW2 및 E. coli K1의 감염에 대한 치료 효과를 가짐[0199]

마우스에서 S.  aureus  MW2의 감염에 대한 h3F5H6  IgG의 항균 효과를 입증하기 위하여, BALB/c  마우스를 S.[0200]

aureus MW2로 감염시킨 후, i.v.로 PBS, 정상 인간 IgG, 및 h3F5H6 IgG를 투여하고 사망률 및 조직병리를 실험

스케쥴에 따라 관찰하였다(도 14A). 

S. aureus MW2를 감염시킨 항체를 투여하지 않은 모든 마우스는 5일 후모두 죽었지만, 10%의 정상 IgG 주사된[0201]

마우스와 30%의 h3F5H6 IgG 주사된 마우스는 감염 후 7일까지 생존하였다(도 14B). 조직들의 조직병리를 감염

후 2일에 모니터하였다.  항체 주사된 마우스가 S.  aureus  MW2만 주사된 마우스에 비교하여  박테리아 버든

(burdens)은 신장에서만 발견되었고, 더 작은 박테리아 버든이 발견되었다(도 14C). 마우스에서 E. coli K1의

감염에 대한 h3F5H6  IgG의 항균 효과를 입증하기 위하여, BALB/c 마우스에 i.p.로 E. coli K1을 주사한 후,

i.v.로 PBS, 정상 인간 IgG, 및 h3F5H6 IgG를 투여한 후, 사망률을 관찰하였다. 

E. coli K1으로 감염된 항체 없는 마우스의 50%는 감염 후 8시간에 죽었지만, h3F5H6 IgG 주사된 마우스의 80%[0202]

는 감염 18시간까지 생존하였다(도 15). 이러한 결과들을 종합하면, 본 발명자들은 인간화된 박테리아-반응성

항체 (h3F5H6 IgG)의 투여도 정상 IgG 보다 S. aureus MW2- 또는 E. coli K1-감염된 마우스에서 더 높은 박테

리아 제거와 생존률이 증가한다는 것을 확인하였다.
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서 열 목 록

<110>    Industry Academic Cooperation Foundation, Hallym University

<120>    An anti-bacterial antibody and a use of the same

<130>    P18-0032HS

<160>    16

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1

<400>    1

Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr Tyr Met His

  1               5                  10

<210>    2

<211>    17
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2

<400>    2

Arg Ile Asn Pro Tyr Asn Gly Ala Thr Ser Tyr Asn Gln Asn Phe Lys

  1               5                  10                  15 

Asp

   

<210>    3

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR3

<400>    3

Asp Tyr Gly Ser Ser Tyr Phe Asp Tyr

  1               5                

<210>    4

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR1

<400>    4

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asp Tyr Leu His

  1               5                  10    

<210>    5

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR2

<400>    5

Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser

  1               5        

<210>    6
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<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CDR3

<400>    6

Gln Asn Gly His Ser Phe Pro Leu Thr

  1               5                

<210>    7

<211>    118

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VH

<400>    7

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

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

Tyr Met His Trp Val Lys Gln Ser His Val Lys Ser Leu Glu Trp Ile

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Met Glu Leu His Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

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

            100                 105                 110 

Thr Leu Thr Val Ser Ser

        115            

<210>    8

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    VL

<400>    8

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Val Thr Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Asp Arg Val Ser Leu Ser Cys Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asp Tyr

             20                  25                  30 

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser His Glu Ser Pro Arg Leu Leu Ile

         35                  40                  45 

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

Ser Gly Ser Gly Ser Asp Phe Thr Leu Ser Ile Asn Ser Val Glu Pro

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Gln Asn Gly His Ser Phe Pro Leu

                 85                  90                  95 

Thr Phe Gly Ala Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys Arg

            100                 105            

<210>    9

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    CpG-DNA

<400>    9

tccatgacgt tcctgacgtt                                                     20

<210>    10

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Non-CpG-DNA

<400>    10

ctggtctttc tggttttttt ctgg                                                24

<210>    11

<211>    33

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    11

ggaagatcta ggggccagtg gatagactga tgg                                      33

<210>    12

<211>    35

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    12

cttccggaat tcsargtnma gctgsagsag tcwgg                                    35

<210>    13

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    13

ggtgcatgcg gatacagttg gtgcagcatc                                          30

<210>    14

<211>    32

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    primer

<400>    14

gggagctcga yattgtgmts acmcarwctm ca                                       32

<210>    15

<211>    118

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VH

<400>    15

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

  1               5                  10                  15 
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Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ser Phe Thr Gly Tyr

             20                  25                  30 

Tyr Met His Trp Val Arg Gln Asn His Val Lys Gly Leu Glu Trp Ile

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Met Glu Leu His Ser Leu Thr Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

                 85                  90                  95 

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

            100                 105                 110 

Thr Leu Thr Val Ser Ser

        115            

<210>    16

<211>    108

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VL

<400>    16

Asp Ile Val Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Pro Gly

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

Leu His Trp Tyr Gln Gln Lys Ser His Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile

         35                  40                  45 

Lys Tyr Ala Ser Gln Ser Ile Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gln Asn Gly His Ser Phe Pro Leu

                 85                  90                  95 
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Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg

            100                 105            
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