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CD8
+
 T 세포들 중의 적어도 10%는 MHC-E에 의하여 제한되는 이종 항원에 대한 CD8+ T 세포 반응을 유도하는 방법

이 개시된다. 상기 방법은 UL128 및 UL130 단백질을 발현하지 않는 CMV 벡터로 면역화하는 단계를 포함한다. 또

한, 이종 단백질 항원, UL40 단백질, 및 US28 단백질을 암호화하는 핵산을 포함하면서 활성 UL128 및 UL130 단백

질을 발현하지 않는 재조합 CMV 벡터들도 개시된다. 또한, 이종 단백질 항원을 암호화하는 핵산을 포함하지만 활

성 UL40 단백질, UL128 단백질, UL130 단백질과, 선택적으로 US28 단백질을 발현하지는 않는 재조합 CMV 벡터들

도 개시된다. 또한, 이종 단백질 항원을 암호화하는 핵산을 포함하지만 활성 US28 단백질, UL128 단백질, UL130

단백질과, 선택적으로 UL40 단백질을 발현하지 않는 재조합 CMV 벡터들도 개시된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(1) 적어도 하나의 이종 항원을 암호화하는 제1 핵산 서열; 

(2) 적어도 하나의 활성 UL40 단백질, 또는 이의 병렬 상동체 (ortholog) 또는 상동체 (homolog)를 암호화하는

제2 핵산 서열; 및 

(3) 적어도 하나의 활성 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체나 상동체를 암호화하는 제3 핵산 서열;을 포함하

는 거대세포바이러스 (CMV) 벡터로서,

상기 CMV 벡터는 활성 UL128 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지 않고, 활성 UL130 단백질, 또는 이의

병렬 상동체를 발현하지 않는 거대세포바이러스 (CMV) 벡터.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 적어도 하나의 이종 항원은 병원균-특이적 항원, 종양 항원, 조직-특이적 항원, 또는 숙

주 자가-항원을 포함하는 CMV 벡터.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용체

의 가변 부위에서 유래한 항원인 CMV 벡터.

청구항 4 

제2항에  있어서,  상기 병원균-특이적 항원은 인간 면역결핍성 바이러스 (HIV),  원숭이 면역결핍성 바이러스

(SIV), 단순 포진 바이러스, B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모디움 기생충,

및 결핵균으로 이루어진 군에서 선택된 병원균에서 유래하는 CMV 벡터.

청구항 5 

제2항에 있어서, 상기 종양 항원은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상 증후군, 급성 림프

모구  백혈병,  만성  림프모구  백혈병,  비(非)호지킨  림프종,  다발성  골수종,  악성  흑색종,  유방암,  폐암,

난소암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양으로 이루어진 군에서 선택된 암에 연관

되는 CMV 벡터.

청구항 6 

제1항 내지 5항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터는 UL128 또는 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체

를 암호화하는 핵산 서열에 하나 이상의 돌연변이가 존재함으로 인하여 활성 UL128 또는 UL130 단백질, 또는 이

의 병렬 상동체를 발현하지 않는 CMV 벡터.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 UL128 또는 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 암호화하는 핵산 서열에 존재하는 상

기 하나 이상의 돌연변이는 점 (point) 돌연변이, 프레임시프트 (frameshift) 돌연변이, 절단 (truncation) 돌

연변이, 및 상기 단백질을 암호화하는 핵산 서열 전부 결실 (deletion)로 이루어진 군에서 선택되는 CMV 벡터.

청구항 8 

제1항 내지 제7항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터는 제4 핵산 서열을 더 포함하는 것으로, 상기 제4

핵산 서열은 안티센스 서열 또는 UL128 또는 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체의 발현을 억제하는 RNAi 서

열을 포함하는 CMV 벡터.
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청구항 9 

제1항 내지 8항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터는 필수적이거나, 비필수적이거나, 또는 생체 내 (in

vivo) 성장을 위하여 증강된 바이러스 단백질을 암호화하는 하나 이상의 바이러스 유전자에 적어도 하나의 불활

성화 돌연변이를 더 포함하는 CMV 벡터.

청구항 10 

제9항에  있어서,  상기  적어도  하나의  불활성화  돌연변이는  점  돌연변이,  프레임시프트  돌연변이,  절단

돌연변이, 및 상기 단백질을 암호화하는 핵산 서열 전부 결실로 이루어진 군에서 선택되는 CMV 벡터.

청구항 11 

제9항 또는 제10항에 있어서, 상기 적어도 하나의 불활성화 돌연변이는 UL82 (pp71)에 존재하는 CMV 벡터.

청구항 12 

제9항 내지 제11항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 적어도 하나의 불활성화 돌연변이는 US11에 존재하는 CMV

벡터.

청구항 13 

제1항 내지 제12항 중의 어느 한 항에 있어서,  상기 CMV  벡터는 인간 CMV  (HCMV)  또는 레서스 원숭이 CMV

(RhCMV) 벡터인 CMV 벡터.

청구항 14 

적어도 하나의 이종 항원에 대한 면역 반응을 대상체에 생성시키는 방법으로서, 상기 방법은 상기 대상체에 제1

항 내지 제13항 중의 어느 한 항에 따른 CMV 벡터를 상기 제1 이종 항원에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 상기 대상

체에 유도해 내기에 유효한 양으로 투여하는 단계를 포함하는 방법. 

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 CMV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포들의 적어도 10%는 MHC-E, 또는 이의 병렬 상동체

에 의하여 제한되는 방법.

청구항 16 

제15항에 있어서, 상기 CMV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포들의 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어

도 50%, 적어도 60%, 적어도 75%, 적어도 90% 또는 적어도 95%는 MHC-E, 또는 이의 병렬 상동체에 의하여 제한

되는 방법.

청구항 17 

제15항 또는 제16항에 있어서, 상기 CMV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포로부터 CD8

+
 T 세포 수용체 (TCR)를

식별하는 단계를 더 포함하는 방법으로서, 상기 CD8
+
 TCR은 MHC-E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 방

법.

청구항 18 

제17항에 있어서, 상기 CD8
+
TCR은 DNA 또는 RNA 시퀀싱에 의하여 식별되는 방법.

청구항 19 

제14항 내지 제18항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 이전에 CMV에 노출되었던 방법.

청구항 20 
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제14항 내지 제19항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 인간 또는 비인간 영장류인 방법.

청구항 21 

제14항 내지 제20항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터를 투여하는 단계는 상기 CMV 벡터의 피하, 정맥

내, 근육내, 복강내, 또는 구강 투여를 포함하는 방법.

청구항 22 

제14항 내지 21항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체에 제2 CMV 벡터를 투여하는 단계를 더 포함하는 방법

으로서, 상기 제2 CMV 벡터는 적어도 하나의 이종 항원을 암호화하는 핵산 서열을 포함하는 방법.

청구항 23 

제22항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 활성 UL128 단백질을 발현하는 방법.

청구항 24 

제22항 또는 제23항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 활성 UL130 단백질을 발현하는 방법.

청구항 25 

제22항 내지 제24항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 병원균-특이적

항원, 종양 항원, 조직-특이적 항원, 또는 숙주 자가-항원인 방법.

청구항 26 

제25항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용

체의 가변 부위에서 유래한 항원인 방법.

청구항 27 

제25항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터의 병원균-특이적 항원은 인간 면역결핍성 바이러스 (HIV), 원숭이 면역결

핍성 바이러스 (SIV), 단순 포진 바이러스, B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모

디움 기생충, 및 결핵균으로 이루어진 군에서 선택된 병원균에서 유래하는 방법.

청구항 28 

제25항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터의 종양 항원은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상

증후군, 급성 림프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유

방암, 폐암, 난소암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양으로 이루어진 군에서 선택

된 암에 연관되는 방법.

청구항 29 

제22항 내지 제24항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제1 CMV 벡터 및 제2 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원

은 동일한 항원인 방법.

청구항 30 

제22항 내지 제29항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 인간 CMV (HCMV) 또는 레서스 원숭이 CMV

(RhCMV) 벡터인 방법.

청구항 31 

제22항 내지 제30항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터를 투여하는 단계는 상기 제2 CMV 벡터의 정

맥내, 근육내, 복강내, 또는 구강 투여를 포함하는 방법.

청구항 32 

제22항 내지 제31항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 제1 CMV 벡터 이전에, 제1 CMV 벡터와 동
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시에, 또는 제1 CMV 벡터 이후에 투여되는 방법.

청구항 33 

적어도 하나의 이종 항원을 암호화하는 핵산 서열을 포함하는 CMV 벡터로서, 상기 CMV 벡터는: 

(1) 활성 UL128 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지 않고; 

(2) 활성 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지 않고; 

(3) UL40이나 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체들로부터 선택된 활성 단백질을 발현하지 않는 CMV 벡터.

청구항 34 

제33항에 있어서, 상기 적어도 하나의 이종 항원은 병원균-특이적 항원, 종양 항원, 조직-특이적 항원, 또는 숙

주 자가-항원을 포함하는 CMV 벡터.

청구항 35 

제34항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용

체의 가변 부위에서 유래한 항원인 CMV 벡터.

청구항 36 

제34항에 있어서, 상기 병원균-특이적 항원은 인간 면역결핍성 바이러스 (HIV),  원숭이 면역결핍성 바이러스

(SIV), 단순 포진 바이러스, B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모디움 기생균,

및 결핵균으로 이루어진 군에서 선택된 병원균에서 유래하는 CMV 벡터.

청구항 37 

제34항에 있어서, 상기 종양 항원은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상 증후군, 급성 림

프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유방암, 폐암, 난소

암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양으로 이루어진 군에서 선택된 암에 연관되는

CMV 벡터.

청구항 38 

제33항 내지 제37항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 벡터는 UL128, UL130, UL40, 또는 US28 단백질, 또는 이의

병렬 상동체를 암호화하는 핵산 서열에 하나 이상의 돌연변이가 존재함으로 인하여 활성 UL128, UL130, UL40,

또는 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지 않는 CMV 벡터.

청구항 39 

제38항에 있어서, 상기 UL128, UL130, UL40, 또는 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 암호화하는 핵산 서열

에 존재하는 상기 하나 이상의 돌연변이는 점 돌연변이, 프레임시프트 돌연변이, 절단 돌연변이, 및 상기 단백

질을 암호화하는 핵산 서열 전부 결실로 이루어진 군에서 선택되는 CMV 벡터.

청구항 40 

제33항 내지 제39항 중의 어느 한 항에 있어서, 제2 핵산 서열을 더 포함하는 CMV 벡터로서, 상기 제2 핵산 서

열은 안티센스 서열 또는 UL128, UL130, UL40, 또는 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체의 발현을 억제하는

RNAi 서열을 포함하는 CMV 벡터.

청구항 41 

제33항 내지 제40항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터는 필수적이거나, 비필수적이거나, 또는 생체 내

성장을 위하여 증강된 바이러스 단백질을 암호화하는 하나 이상의 바이러스 유전자에 적어도 하나의 불활성화

돌연변이를 포함하는 CMV 벡터.

청구항 42 
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제41항에 있어서, 상기 적어도 하나의 불활성화 돌연변이는 점 돌연변이, 프레임시프트 돌연변이, 절단 돌연변

이, 및 상기 바이러스 단백질을 암호화하는 핵산 서열 전부 결실로 이루어진 군에서 선택되는 CMV 벡터.

청구항 43 

제41항 또는 제42항에 있어서, 상기 적어도 하나의 불활성화 돌연변이는 UL82 (pp71)에 존재하는 CMV 벡터.

청구항 44 

제41항 내지 제43항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 적어도 하나의 불활성화 돌연변이는 US11 단백질에 존재하

는 CMV 벡터.

청구항 45 

제33항 내지 제44항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터는 인간 CMV (HCMV) 또는 또는 레서스 원숭이 CMV

(RhCMV) 벡터인 CMV 벡터.

청구항 46 

적어도 하나의 이종 항원에 대한 면역 반응을 대상체에 생성시키는 방법으로서, 상기 방법은 상기 대상체에 제

33항 내지 45항 중의 어느 한 항에 따른 CMV 벡터를 상기 제1 이종 항원에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 상기 대상

체에 유도해 내기에 유효한 양으로 투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 47 

제46항에 있어서, 상기 CMV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포의 1% 미만이 MHC-E에 의하여 제한되는 방법.

청구항 48 

제46항 또는 제47항에 있어서, 상기 CMV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포 중에서 10% 이상이 단일 또는 다중

MHC-II 대립형질 (alleles)이 제시한 펩티드에 의하여 자극되는 방법.

청구항 49 

제46항 내지 제48항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 이전에 CMV에 노출되었던 방법.

청구항 50 

제46항 내지 제49항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 인간 또는 비인간 영장류인 방법.

청구항 51 

제46항 내지 제50항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터를 투여하는 단계는 제1 CMV 벡터의 정맥내, 근육

내, 복강내, 또는 구강 투여를 포함하는 방법.

청구항 52 

제46항 내지 제51항 중의 어느 한 항에 있어서, 제2 CMV 벡터를 상기 대상체에 투여하는 단계를 더 구비하는 방

법으로서, 상기 제2 CMV 벡터는 적어도 하나의 이종 항원을 암호화하는 핵산 서열을 포함하는 방법.

청구항 53 

제52항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 활성 UL128 단백질을 발현하는 방법.

청구항 54 

제52항 또는 제53항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 활성 UL130 단백질을 발현하는 방법.

청구항 55 

제52항 내지 제54항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 병원균-특이적 항
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원, 종양 항원, 조직-특이적 항원, 또는 숙주 자가-항원인 방법.

청구항 56 

제55항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용

체의 가변 부위에서 유래한 항원인 방법.

청구항 57 

제55항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터의 병원균-특이적 항원은 인간 면역결핍성 바이러스 (HIV), 원숭이 면역결

핍성 바이러스 (SIV), 단순 포진 바이러스, B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모

디움 기생균, 및 결핵균으로 이루어진 군에서 선택된 병원균에서 유래하는 방법.

청구항 58 

제55항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터의 종양 항원은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상

증후군, 급성 림프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유

방암, 폐암, 난소암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양으로 이루어진 군에서 선택

된 암에 연관되는 방법.

청구항 59 

제52항 내지 제54항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제1 CMV 벡터와 상기 제2 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종

항원은 동일한 항원인 방법.

청구항 60 

제52항 내지 제59항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 인간 CMV (HCMV) 또는 레서스 원숭이 CMV

(RhCMV) 벡터인 방법.

청구항 61 

제52항 내지 제60항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터를 투여하는 단계는 상기 제2 CMV 벡터의 정

맥내, 근육내, 복강내, 또는 구강 투여를 포함하는 방법.

청구항 62 

제52항 내지 제61항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CMV 벡터는 제1 CMV 벡터 이전에, 제1 CMV 벡터와 동

시에, 또는 제1 CMV 벡터 이후에 투여되는 방법.

청구항 63 

MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 CD8
+
 T 세포를 생성하는 방법으로서, 상기 방법은: 

(1) 대상체에 제1항 내지 제13항 중의 어느 한 항에 따른 CMV 벡터를 MHC-E/펩티드 복합체를 인식하는 한 세트

의 CD8
+
 T 세포를 생성하기에 유효한 양으로 투여하는 단계; 

(2) 상기 한 세트의 CD8
+
 T 세포로부터 제1 CD8

+
 T 세포 수용체 (TCR)를 식별하는 단계로, 상기 제1 CD8

+
 TCR은

MHC-E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 단계;

(3) 상기 대상체에서 하나 이상의 CD8
+
 T 세포를 분리해 내는 단계; 및 

(4) 상기 하나 이상의 CD8
+
 T 세포를 발현 벡터로 형질감염하는 단계로, 상기 발현 벡터는 제2 CD8

+
 T 세포 수용

체 (TCR) 을 암호화하는 핵산 서열과 상기 제2 CD8
+
 TCR 을 암호화하는 핵산 서열에 작동 가능하도록 링크된 프

로모터를 포함하며, 상기 제2 CD8
+
 TCR는 상기 제 1 CD8

+
 TCR의 CDR3α 및 CDR3β을 포함함으로써, MHC-E/이종

항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 하나 이상의 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 생성하는 단계;를 포함하는 방법.
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청구항 64 

제63항에 있어서, 상기 제1 CD8
+
 TCR은 DNA 또는 RNA 시퀀싱에 의하여 식별되는 방법.

청구항 65 

제63항  또는  제64항에  있어서,  상기  제2  CD8
+
 TCR은  제1  CD8

+
 TCR의  CDRl ,  CDR2 ,  CDR3 ,  CDR1 ,

CDR2  및 CDR3 을 포함하는 방법.

청구항 66 

제65항에 있어서, 상기 제2 CD8
+
 TCR을 암호화하는 핵산 서열은 상기 제1 CD8

+
 TCR을 암호화하는 핵산 서열과 동

일한 방법.

청구항 67 

제63항 내지 66항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터를 상기 대상체에 투여하는 단계는 상기 대상체에

상기 CMV 벡터의 정맥내, 근육내, 복강내, 또는 구강 투여를 포함하는 방법.

청구항 68 

제63항 내지 67항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 이전에 CMV에 노출되었던 방법.

청구항 69 

제63항 내지 제68항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 대상체는 인간 또는 비인간 영장류인 방법.

청구항 70 

제63항 내지 제69항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 종양 항원을 포함

하는 방법.

청구항 71 

제70항에 있어서, 상기 종양 항원은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상 증후군, 급성 림

프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유방암, 폐암, 난소

암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양으로 이루어진 군에서 선택된 암에 연관되는

방법.

청구항 72 

제70항 또는 제71항에 있어서, 암을 치료하기 위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상기 대상체에 투여하는

단계를 더 포함하는 방법.

청구항 73 

제63항 내지 제69항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 병원균-특이적 항

원을 포함하는 방법.

청구항 74 

제73항에 있어서, 상기 병원균-특이적 항원은 인간 면역결핍성 바이러스 (HIV),  원숭이 면역결핍성 바이러스

(SIV), 단순 포진 바이러스, B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모디움 기생균,

및 결핵균으로 이루어진 군에서 선택된 병원균에서 유래하는 방법.

청구항 75 

제73항 또는 제74항에 있어서, 병원성 감염을 치료하기 위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T세포를 상기 대상체에 투
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여하는 단계를 더 포함하는 방법.

청구항 76 

제63항 내지 제69항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 숙주 자가-항원 또

는 조직-특이적 항원을 포함하는 방법.

청구항 77 

제76항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용

체의 가변 부위에서 유래한 항원인 방법.

청구항 78 

제76항 또는 제77항에 있어서, 자가면역 질환 또는 장애를 치료하기 위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상

기 대상체에 투여하는 단계를 더 포함하는 방법.

청구항 79 

제76항 또는 제77항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원 또는 조직-특이적 항원에 대한 자가면역 반응을 유도하기

위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상기 대상체에 투여하는 단계를 더 포함하는 방법.

청구항 80 

MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 CD8
+
 T 세포를 생성하는 방법으로서, 상기 방법은: 

(1) 제1 대상체에 MHC-E/펩티드 복합체를 인식하는 한 세트의 CD8
+
 T 세포를 생성하기에 유효한 양으로 제1항

내지 13항 중의 어느 한 항에 따른 CMV 벡터를 투여하는 단계; 

(2) 상기 한 세트의 CD8
+
 T 세포로부터 제1 CD8

+
 TCR를 식별하되, 상기 제1 CD8

+
 TCR은 MHC-E/이종 항원-유도 펩

티드 복합체를 인식하는 단계;

(3) 제2 대상체에서 하나 이상의 CD8
+
 T 세포를 분리해 내는 단계; 및 

(4) 상기 하나 이상의 CD8
+
 T 세포를 발현 벡터로 형질감염하는 단계로, 상기 발현 벡터는 제2 CD8

+
 TCR 을 암호

화하는 핵산 서열과 상기 제2 CD8
+
 TCR 을 암호화하는 핵산 서열에 작동 가능하도록 링크된 프로모터를 포함하

며, 상기 제2 CD8
+
 TCR는 상기 제 1 CD8

+
 TCR의 CDR3  및 CDR3 을 포함함으로써, MHC-E/이종 항원-유도 펩티

드 복합체를 인식하는 하나 이상의 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 생성하는 단계;를 포함하는 방법.

청구항 81 

제80항에 있어서, 상기 제1 CD8
+
 TCR은 DNA 또는 RNA 시퀀싱에 의하여 식별되는 방법.

청구항 82 

제80항 또는 제81항에 있어서, 상기 제1 대상체는 인간 또는 비인간 영장류인 방법.

청구항 83 

제80항 내지 제82항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 대상체는 인간 또는 비인간 영장류인 방법.

청구항 84 

제80항 내지 제83항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제1 대상체는 비인간 영장류이고 상기 제2 대상체는 인간

이며, 상기 제2 CD8
+
 TCR은, 제1 CD8+ TCR의 비인간 영장류 CDR3α 및 CDR3β를 포함하는 키메라 비인간 영장류

-인간 CD8
+
 TCR인 방법.
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청구항 85 

제84항에 있어서, 상기 제2 CD8
+
 TCR은 제1 CD8

+
 TCR의 CDRl , CDR2 , CDR3 , CDR1 , CDR2  및 CDR3

을 포함하는 방법.

청구항 86 

제80항  내지  제83항  중의  어느  한  항에  있어서,  상기  제2  CD8
+
 TCR은  제1  CD8

+
 TCR의  CDRl ,  CDR2 ,

CDR3 , CDR1 , CDR2  및 CDR3 을 포함하는 방법.

청구항 87 

제86항에 있어서, 상기 제2 CD8
+
 TCR을 암호화하는 핵산 서열은 상기 제1 CD8

+
TCR을 암호화하는 핵산 서열과 동

일한 방법.

청구항 88 

제80항 내지 제83항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제2 CD8
+
 TCR은 키메라 CD8

+
 TCR인 방법.

청구항 89 

제88항에 있어서, 상기 제2 CD8
+
 TCR은 제1 CD8

+
 TCR의 CDRl , CDR2 , CDR3 , CDR1 , CDR2  및 CDR3

을 포함하는 방법.

청구항 90 

제80항 내지 제89항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 CMV 벡터를 상기 제1 대상체에 투여하는 단계는 상기 제1

대상체에 상기 CMV 벡터의 정맥내, 근육내, 복강내, 또는 구강 투여를 포함하는 것을 특징으로 방법.

청구항 91 

제80항 내지 제90항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 제1 대상체는 이전에 CMV에 노출되었던 방법.

청구항 92 

제80항 내지 제91항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 적어도 하나의 이종 항원은 종양 항원을 포함하는 방법.

청구항 93 

제92항에 있어서, 상기 종양 항원은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상 증후군, 급성 림

프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유방암, 폐암, 난소

암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양으로 이루어진 군에서 선택된 암에 연관되는

방법.

청구항 94 

제92항 또는 제93항에 있어서, 암을 치료하기 위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상기 제2 대상체에 투여하

는 단계를 더 포함하는 방법.

청구항 95 

제80항 내지 제91항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 적어도 하나의 이종 항원은 병원균-특이적 항원을 포함하

는 방법.

청구항 96 

제95항에 있어서, 상기 병원균-특이적 항원은 인간 면역결핍성 바이러스 (HIV),  원숭이 면역결핍성 바이러스

(SIV), 단순 포진 바이러스, B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모디움 기생균,
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및 결핵균으로 이루어진 군에서 선택된 병원균에서 유래하는 방법.

청구항 97 

제95항 또는 제96항에 있어서, 병원성 감염을 치료하기 위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상기 제2 대상체

에 투여하는 단계를 더 포함하는 방법.

청구항 98 

제80항 내지 제91항 중의 어느 한 항에 있어서, 상기 적어도 하나의 이종 항원은 숙주 자가-항원 또는 조직-특

이적 항원을 포함하는 방법.

청구항 99 

제98항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용

체의 가변 부위에서 유래한 항원인 방법.

청구항 100 

제98항 또는 제99항에 있어서, 자가면역 질환 또는 장애를 치료하기 위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상

기 제2 대상체에 투여하는 단계를 더 포함하는 방법.

청구항 101 

제98항 또는 제99항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원 또는 조직-특이적 항원에 대한 자가면역 반응을 유도하기

위하여 상기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상기 대상체에 투여하는 단계를 더 포함하는 방법.

청구항 102 

제63항 내지 101항 중의 어느 한 항에 따른 방법에 따라 생성된 CD8
+
 T 세포.

청구항 103 

제102항에 있어서, 상기 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 종양 항원을 포함하는 CD8
+
 T 세포.

청구항 104 

제103항에 있어서, 상기 종양 항원은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상 증후군, 급성 림

프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유방암, 폐암, 난소

암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양으로 이루어진 군에서 선택된 암에 연관되는

CD8
+
 T 세포.

청구항 105 

제102항에 있어서, 상기 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 병원균-특이적 항원을 포함하는 CD8
+
 T 세포.

청구항 106 

제105항에 있어서, 상기 병원균-특이적 항원은 인간 면역결핍성 바이러스 (HIV), 원숭이 면역결핍성 바이러스

(SIV), 단순 포진 바이러스, B형 간염 바이러스, C형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모디움 기생균,

및 결핵균으로 이루어진 군에서 선택된 병원균에서 유래하는 CD8
+
 T 세포.

청구항 107 

제102항에 있어서, 상기 CMV 벡터의 적어도 하나의 이종 항원은 숙주 자가-항원 또는 조직-특이적 항원을 포함

하는 CD8
+
 T 세포.
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청구항 108 

제107항에 있어서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용

체의 가변 부위에서 유래한 항원인 CD8
+
 T 세포.

청구항 109 

암을 치료하는 방법으로서, 상기 방법은 제103항 또는 제104항의 CD8
+
 T 세포를 대상체에 투여하는 단계를 포함

하는 방법.

청구항 110 

병원성 감염을 치료하는 방법으로서, 상기 방법은 제105항 또는 제106항의 CD8
+
 T 세포를 대상체에 투여하는 단

계를 포함하는 방법.

청구항 111 

자가면역 질환 또는 장애를 치료하는 방법으로서, 상기 방법은 제107항 또는 제108항의 CD8
+
 T 세포를 대상체에

투여하는 단계를 포함하는 방법.

청구항 112 

숙주 자가-항원 또는 조직-특이적 항원에 대한 자가 면역 반응을 유도하는 방법으로서, 상기 방법은 제107항 또

는 제108항의 CD8
+
 T 세포를 대상체에 투여하는 단계를 포함하는 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 출원은 2015년 2월 10에 출원된 미국 가출원 제62/114,203호, 2015년 7월 24일에 출원된 미국 가출원 제[0001]

62/196,520호, 2015년 9월 18일에 출원된 미국 가출원 제62/220,703호의 우선권 이익을 주장하며, 이들 각각은

전체로써 본 명세서에 참고로 통합된다.

일반적으로, 본 발명의 분야는 면역법에서 CMV 벡터의 이용에 관한 것이다. 더 구체적으로 본 발명의 분야는 넌[0002]

-캐노니컬 (non-canonical) MHC 제한을 특징으로 하는 CD8
+
 면역 반응의 생성에 관한 것이다. 좀 더 구체적으로

본 발명의 분야는 MHC-E에 의하여 제한되는 수용체를 갖는 CD8
+ 
을 포함한 T 세포 생성에 관한 것이다.

본  발명은  미국  국립  보건원  (NHI)이  수여한  허가번호  P01  AI094417  조건하에  미국  정부의  지원으로[0003]

이루어졌다. 미국 정부는 본 발명에 일정한 권리를 갖는다.

배 경 기 술

원숭이 면역 결핍성 바이러스 (SIV) 단백질 (RhCMV/SIV)을 발현하는 레서스 (Rhesus) 거대세포바이러스 (RhCMV)[0004]

백신 벡터는 병원성 SIV로부터 보호한다 ([Hansen, S.G. 등, Nat Med 15, 293 (2009)]; 및 [Hansen, S.G. 등,

Nature 473, 523 (2011)]; 이들 모두 본원에 참고로 통합됨). 이러한 보호는 극적인 효능과 거의 순간 개시라는

점에서 다른 T 세포 백신들과 근본적으로 차별화되는데, 백신의 최대 50%가 바이러스혈증 (viremia)의 매우 둔

감되고  위축되어  있던  급성  단계  후에  나타나는  바이러스  복제를  완전히  통제한다.  RhCMV-보호된  원숭이

(macaque)는  주기적이고 낮은 레벨의 일시적 상황(blips)의 바이러스혈증을 나타냈지만, CD4
+ 
메모리 T 세포 고

갈은 관찰되지 않았고, SIV-특이적 항체 반응이 일어나지 않았으며, 이어서 복제-가능 바이러스가 보호 동물의

조직에서 사라지게 됨에 따라 시간이 경과하면서 바이러스 핵산을 거의 수량화할 수 없게 되었다. 이러한 상황

은 자연 발생적인 SIV 엘리트 컨트롤러와 DNA 프라임/Ad5 부스트 백신접종된 컨트롤러에서는 발생하지 않았다

([Hansen, S.G. 등, Nature 502, 100 (2013)]; 본원에 참고로 통합됨). RhCMV/SIV-백신접종된 원숭이에 이러한

보호적 효과를 매개하는 데 있어서 RhCMV-유도 CD8
+
 T 세포의 중추적인 역할을 감안했을 때, 이러한 T 세포들의

기능적 특성을 정의하는 것은 RhCMV/SIV 벡터-유발 통제에 대한 SIV 복제의 기계론적인 기여를 이해함에 있어

공개특허 10-2017-0136512

- 13 -



중요하다. 이러한 특성들을 이해하게 되면 결국에는 이종 항원을 발현하는 거대세포바이러스 (CMV) 백신 벡터에

대한 새로운 용도에 이를 수 있게 될 것이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본원에는 적어도 하나의 이종 항원에 대한 면역 반응을 대상체에 생성시키는 방법이 개시된다. 상기 방법은 유[0005]

효량의 CMV 벡터를 대상체에 투여하는 단계를 포함한다. 상기 CMV 벡터는 상기 적어도 하나의 이종 항원을 암호

화하는  제1  핵산  서열,  적어도  하나의  활성  UL40  단백질  또는  그  상동체  (homolog)  또는  병렬  상동체

(ortholog)를 암호화하는 제2 핵산 서열, 및 적어도 하나의 활성 US28 단백질 또는 이의 상동체나 병렬 상동체

를 암호화하는 제3 핵산 서열을 포함한다. 상기 CMV 벡터는 활성 UL128 단백질 또는 이의 병렬 상동체를 발현하

지 않고, 활성 UL130 단백질 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지 않으며, 상기 벡터에 의하여 생성된 CD8
+
 T 세

포의 적어도 10%는 MHC-E 또는 이의 상동체에 의하여 제한된다. 일부 예에서, 상기 제3 핵산 서열은 2~5개의 활

성 US28 단백질, 또는 이의 상동체나 병렬 상동체를 암호화한다. 상기 이종 항원은 예를 들어, 인간 면역결핍성

바이러스 (HIV), 원숭이 면역결핍성 바이러스 (SIV), 단순 포진 바이러스, B형 또는 C형 간염 바이러스, 유두종

바이러스, 플라스모디움 기생충, 및 결핵균 등에서 유래한 병원균-특이적 항원을 포함한, 임의의 항원일 수 있

다. 더 추가적인 예에서, 상기 이종 항원은 예를 들어 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상

증후군, 급성 림프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유

방암, 폐암, 난소암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양에 연관된 종양 항원을 포함

한 종양 항원일 수 있다. 더 추가적인 예에서, 상기 이종 항원은 조직-특이적 항원 또는 예를 들어, T 세포 수

용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래된 항원, B 세포 수용체의 가변 부위에서 유래된 항원, 정자 항원, 또는 난자

항원을 포함하는 숙주 자가-항원일 수 있다. 더 추가적인 예에서, 상기 벡터는 (1) 활성 UL40 단백질 (또는 이

의 병렬 상동체) 및/또는 활성 US28 단백질 (또는 이의 병렬 상동체), (2) 활성 UL128 단백질 (또는 이의 병렬

상동체),  및  (3)  활성  UL130  단백질  (또는  이의  병렬  상동체)를  암호화하지  않음으로써  MHC-II  "수퍼토프

(supertope)" 제한 CD8
+
 T 세포들을 만들어내지만 HLA-E 제한 CD8

+
 T 세포들은 만들어내지 않는다. 

과제의 해결 수단

또한, 본원에는 (1)  적어도 하나의 이종 단백질 항원을 암호화하는 제1 핵산 서열, (2)  적어도 하나의 활성[0006]

UL40단백질, 또는 이의 상동체 (homolog) 또는 병렬 상동체 (ortholog)를 암호화하는 제2 핵산 서열, 및 (3) 적

어도 하나의 활성 US28, 또는 이의 상동체나 병렬 상동체를 암호화하는 제3 핵산 서열을 포함하는, 인간 또는

동물 거대세포바이러스 벡터가 개시된다. 상기 벡터는 활성 UL128 및 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를

발현하지 않는다. 일부 예에서, 상기 제3 핵산 서열은 2~5개의 활성 US28 단백질, 또는 이의 상동체나 병렬 상

동체를 암호화한다. 

또한, 본원에는 (1) 활성 UL128 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지 않고, (2) 활성 UL130 단백질, 또는[0007]

이의 병렬 상동체를 발현하지 않으며, (3) 활성 UL40 단백질 (또는 이의 병렬 상동체) 및/또는 활성 US28 단백

질 (또는 이의 병렬 상동체)를 발현하지 않는, 인간 또는 동물 거대세포바이러스 벡터가 개시된다. 

또한, 본원에는 MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 CD8
+
 T 세포를 생성하는 방법이 개시된다. 상기 방법은 제1 대[0008]

상체에 (1) 적어도 하나의 이종 항원, (2) 적어도 하나의 활성 UL40 단백질 (또는 이의 병렬 상동체나 상동체),

및 (3) 적어도 하나의 활성 US28 유전자 (또는 이의 병렬 상동체나 상동체)를 암호화하는 CMV 벡터를 MHC-E/펩

티드 복합체를 인식하는 한 세트의 CD8
+
 T 세포를 생성하기에 유효한 양으로 투여하는 단계를 포함한다. 상기

CMV 벡터는 활성 UL128 및 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 암호화하지 않는다. 일부 예에서, 상기 CMV

벡터는 2~5개의 활성 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체나 상동체를 암호화한다. 상기 이종 항원은 병원균-특

이적 항원, 종양 항원, 자가-항원, 또는 조직-특이적 항원을 포함하여 임의의 항원이라도 될 수 있다. 일부 예

에서, 상기 자가-항원은 T 또는 B 세포 수용체의 가변 부위에서 유래된 항원이다. 일부 예에서, 본 방법은 상기

한 세트의 CD8
+
 T 세포에서 제1 CD8

+
 T 세포 수용체 (TCR)를 식별하는 단계를 더 포함할 수 있고, 이때 상기 제

1 CD8
+
 TCR은 MHC-E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식한다. 일부 예에서, 상기 제1 CD8

+
 TCR은 DNA 또는

RNA 시퀀싱에 의하여 식별된다. 일부 예에서, 본 방법은 상기 제1 대상체 또는 제2 대상체에서 분리해낸 하나
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이상의 T 세포를 발현 벡터로 형질감염하는 단계를 더 포함할 수 있고, 이때 상기 발현 벡터는 제2 CD8
+
 T 세포

수용체를 암호화하는 핵산 서열과 상기 제2 CD8
+
 T 세포 수용체를 암호화하는 핵산 서열에 작동 가능하도록 링크

된 프로모터를 포함하며, 이때 상기 제2 CD8
+
 T 세포 수용체는 상기 제1 CD8

+
 T 세포 수용체의 CDR3  및 CDR3

β를 포함함으로써, MHC-E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 하나 이상의 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 생

성할 수 있다. 일부 예에서, 암, 병원성 감염, 또는 자가면역 질환 또는 장애 등과 같은 질병을 치료하기 위하

여,  본 방법은 상기 형질감염된 CD8
+
 T  세포를 상기 제1  또는 제2  대상체에 투여하는 단계를 더 포함할 수

있다. 일부 예에서, 자가-항원 또는 조직-특이적 항원에 대한 자가 면역 반응을 유도하기 위하여, 본 방법은 상

기 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상기 제1 또는 제2 대상체에 투여하는 단계를 더 포함할 수 있다. 

또한, 본원에는 다음의 단계들을 포함하는 방법에 의하여 제조된 MHC-E/펩티드 복합체를 인식하는 형질변환된[0009]

CD8
+
 T 세포가 개시되며, 상기 방법에 포함된 단계들은: (1) 제1 대상체에 CMV 벡터를 MHC-E/펩티드 복합체를

인식하는 한 세트의 CD8
+
 T 세포를 생성하기에 유효한 양으로 투여하는 단계로, 상기 CMV 벡터는 적어도 하나의

이종 항원을 암호화하는 제1 핵산 서열, 적어도 하나의 활성 UL40단백질, 또는 이의 병렬 상동체나 상동체를 암

호화하는 제2 핵산 서열, 및 적어도 하나의 활성 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체나 상동체를 암호화하는

제3 핵산 서열을 포함하며, 상기 CMV 벡터는 활성 UL128 및 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지

않는, 단계; (2) 상기 한 세트의 CD8
+
 T 세포로부터 제1 CD8

+
 TCR를 식별하는 단계로, 상기 제1 CD8

+
 TCR은 MHC-

E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는, 단계; (3)  상기 제1 대상체 또는 제2 대상체에서 하나 이상의

CD8
+
 T 세포를 분리해 내는 단계; 및 (4) 상기 제1 대상체 또는 제2 대상체에서 분리해 낸 상기 하나 이상의

CD8
+
 T 세포에 발현 벡터로 형질감염하는 단계로, 상기 발현 벡터는 제2 CD8

+
 T 세포 수용체를 암호화하는 핵산

서열과 상기 제2 CD8
+
 T 세포 수용체를 암호화하는 핵산 서열에 작동 가능하도록 링크된 프로모터를 포함하며,

이때 상기 제2 CD8
+
 T 세포 수용체는 상기 제 1 CD8

+
 T 세포 수용체의 CDR3  및 CDR3β를 포함함으로써, MHC-

E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 생성하는 단계;를 포함한다. 상기 이종

항원은 병원균-특이적 항원 또는 종양 항원을 포함하는, 임의의 항원일 수 있다. 일부 예에서, 상기 CMV 벡터의

제3 핵산 서열은 2~5개의 활성 US28 단백질, 또는 이의 병렬 상동체나 상동체를 암호화한다. 또한, 본원에는

암, 병원성 감염, 또는 자가면역 질환 또는 장애 등과 같은 질병을 치료하는 방법들도 개시되어 있으며, 상기

방법은 MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 상기 제1 또는 제2 대상체에 투여하는 단계

를 포함한다.

도면의 간단한 설명

본원에 포함된 그래프들과 도면들의 일부는, 특허출원 공보에서는 이용 불가능하지만, 색을 이용해 도시했을 때[0010]

더 잘 이해될 수 있을 것이다. 출원인들은 최초 개시된 모든 이미지들과 그래프들 (색상을 이용하여 표시되어

있든지 아니든지 간에)을 최초 개시 내용의 일부로 간주하고 본원에 설명된 도면들에 현재의 색상으로 표시된

그래프들과 그림들에 대한 권리를 추후의 진행과정에서도 보유한다. 

 도 1A는 균주 68-1 RhCMV/gag-백신접종 원숭이 (Rh22034나 Rh21826)에서 취한 말초혈액 단핵세포 (PBMCs)의

한 세트의 유동세포 계측 플롯이다.  실시예 1에서 논의되지만,  RhCMV  균주 68-1은 Rh13,  Rh60,  Rh157.5  및

RH157.4 (각각 HCMV RL11, UL36, UL128 및 UL130) 개방형 판독 프레임들의 유전자 산물들을 발현하지 않는다.

표시된 항원제시 세포들을 도시된 펩티드로 펄스화하여 (-pulsed) 배양한 후 IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산 (각

사분면에 나타나는 CD8
+
 T 세포의 반응 빈도)을 검출하기 위하여 PBMC에 유동세포 계측 세포내 사이토카인 염색

(ICS) 검정법을 사용하여 펩티드-특이적 CD8+ T 세포 인식을 평가하였다. 자가 (autologous) B-림프모구 세포주

(BLCL)는 양성 대조군으로 사용된 반면, 부모 MHC-I 음성 K562 세포는 음성 대조군으로 사용되었고 형질감염되

어 표시된 MHC-I 분자를 발현하였다. 

 도 1B는 Gag273-287 (SIVmac239 Gag 15-mer #69)로 펄스화된 항원제시 세포들 (Mamu-E만을 발현하는 자가 BLCL

또는 K562 형질감염 세포들)을 이용하여 배양 후, IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산 (각 사분면에 보이는 CD8
+
 T 세

포의 반응 빈도)을 보이는 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종된 원숭이 (Rh22034 및 Rh21826)에서 취한 PBMC
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내의 CD8+T 세포의 한 세트의 유동세포 계측 플롯(왼쪽 패널)과 막대 그래프 (오른쪽 패널)이다. 상기 항원제시

세포들은 추가적인 펩티드가 없거나 (No  blocking)  상기 Mamu-E  결합 펩티드 Rh678-16  VL9  (Rh67  VL9)  또는

Mamu-A*002:01 결합 펩티드 Gag71-79 G 9 (SIVgag G 9)의 존재 하에 함께 표시된 Gag 15-mer로 배양되었다.

오른쪽 패널은 자가 BLCL 또는 Gag273-287 (SIVmac239 Gag 15-mer #69)로 펄스화된 Mamu-E 형질감염 세포들로 배

양한 4개의 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종된 원숭이에서 분리한 CD8
+
 T 세포로부터 IFN-γ 및/또는 TNF-α

생산시 펩티드 차단 조건들을 비교한 것이다. 데이터는 펩티드 차단없이 관찰된 반응으로 표준화한다. 

 도 1C는 Gag477-491 (SIVmac239 Gag 15-mer #120)로 펄스화된 항원제시 세포들 (Mamu-E만을 발현하는 자가 BLCL

또는 K562 형질감염 세포들)을 이용한 배양 후 IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산 (각 사분면에 보이는 CD8
+
 T 세포의

반응 빈도)을 보이는 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이 (Rh22034 및 Rh21826) 에서 취한 PBMC 내의

CD8
+
 T 세포의 한 세트의 유동세포 계측 플롯(왼쪽 패널)과 막대 그래프 (오른쪽 패널)이다. 상기 항원제시 세

포들은 추가적인 펩티드가 없거나 (No blocking) 상기 Mamu-E 결합 펩티드 Rh678-16 VL9 (Rh67 VL9) 또는 Mamu-

A*002:01 결합 펩티드 Gag71-79 GY9 (SIVgag GY9)의 존재 하에 함께 표시된 Gag 15-mer로 배양되었다. 오른쪽 패

널은 자가 BLCL 또는 Gag477-491 (SIVmac239 Gag 15-mer #120)로 펄스화된 Mamu-E 형질감염 세포들로 배양한 4개

의 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이들로부터 취한 CD8
+
 T 세포로부터 IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산시

펩티드 차단 조건을 비교한 것이다. 데이터는 펩티드 차단이 없이 관찰된 반응으로 표준화시킨다. 

도 2A는 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터들 (n = 6), 균주 68-1.2 RhCMV/gag 벡터들 (n = 9), MVA/gag 벡터들 (n =

7)로 백신접종된 원숭이들과 SIVmac239 감염 원숭이 (n = 8)에서 125개의 연속된 15mer Gag 펩티드들 (11개의

아미노산  중첩  포함)의  인식을  검출하기  위하여  유동세포  계측  ICS  검정으로  항원결정기  (epitope)-맵핑된

SIVmac239 Gag에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 나타내는 표이다. 실시예 1에서 논의된 바와 같이, Rh60, Rh157.5,

및 Rh157.4 (각각 HCMV UL36, UL128, 및 UL130)의 발현이 균주 RhCMV 68-1.2에서 복원된다. 상기 백그라운드

(background) 이상의 CD8
+
 T 세포 반응을 가져오는 펩티드들은 MHC-I (mAb W6/32), MHC-E (Rh67 VL9), 및 MHC-

II (mAb G46-6)을 차단하고 이들을 MHC-I 차단 (흰색 박스), MHC-E 완전 차단 (회색 박스), MHC-E 부분 차단

(가로선 박스), MHC-II 차단(흑색 박스), 또는 불확정 (세로선 박스) 펩티드로 구분한다. 각 원숭이에 존재하는

이러한 반응성 펩티드에 잠재적으로 포함된 독립적인 MHC-E 차단 항원결정기의 최소 개수는 오른쪽에 표시되어

있다 (방법 참조).  원숭이 22063  및 22624  는 BAC-유래 RhCMV/gag로 백신접종하였고, 원숭이 21826,  22034,

22436, 및 22607 는 비 BAC-유래 RhCMVgag(L)로 백신접종하였다는 점에 유의한다.

도 2B는 Gag69-83 (18) 펩티드 만으로 (No blocking) 또는 MHC-E-결합 Rh678-16 VL9 또는 Mamu-A*01-결합 Gag181-189

CM9 펩티드의 존재 하에 펄스화된 항원제시 세포 (MamuA1 * 001 또는 Mamu-E만 발현하는 자가 BLCL 또는 K562

형질감염체)로 배양 후 IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산 (각 사분면에 보이는 CD8
+
 T 세포의 반응 빈도)을 나타내는

MamuA1 * 001:01+ 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이로부터 취한 PBMC에서의 CD8
+
 T 세포의 한 세트의

유동세포 계측 플롯이다. 

도 2C는 도 2B에 설명된 바와 같이 항원제시 세포로 배양된 MamuA1 * 001:01 균주 68-1 RhCMV/Gag 벡터-백신접

종 원숭이로부터 취한 PBMC 내에서 CD8
+
 T 세포의 한 세트의 유동세포 계측 플롯이다.

도 3A는 대량 생산으로 SIV-감염된 CD4
+
 T  세포 표적 (CD4

-
 Gag  p27

+
)  또는 SIV-비감염된 CD4

+
 T  세포 표적

(CD4
+
 Gagp27

-
)의 표면에서 벌크 표면 MHC-I (mAb W6/32로 측정)을 보여주는 한 세트의 2개 플롯이다. 대표적인

유동세포 계측 플롯은 왼쪽 패널에 도시되며, 오른쪽 패널은 총 16 마리의 친족이 아닌 레서스 원숭이 (rhesus

macaques)에서 유래한, SIV-감염 CD4
+
 T 세포 대 SIV-비감염 CD4

+
 T 세포에서의 벌크 MHC-I 염색의 평균 형광

강도 (MFI)를 도시한 것이다.

도 3B는 대량 생산으로 SIV-감염된 CD4
+
 + T 세포 표적 (CD4

-
 Gag p27

+
) 또는 SIV-비감염된 CD4

+
 T 세포 표적

(CD4
+
 Gagp27

-
)의 표면에서 MHC-E (mAb 4D12로 측정)를 나타내는 한 세트의 2개 플롯이다. 대표적인 유동세포

계측 플롯은 왼쪽 패널에 도시되며, 오른쪽 패널은 총 16 마리의 친족이 아닌 레서스 원숭이 (rhesus macaque
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s)에서 유래한, SIV-감염 CD4
+
 T 세포 대 SIV-비감염 CD4

+
 T 세포에서의 MHP-E 염색의 MFI 를 도시한 것이다.

도 3C는 Gag273-287 (69) 또는 Gag477-491 (120) 펩티드 자극에 반응하는 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포의 표현형을 도시한

플롯이다. 백분율은 각 마커를 발현하는 IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산 세포들의 수를 조사하여 백분율을 계산하

였다. 

도 4A는 균주 68-1 RhCMV/gag, MVA/gag, 균주 68-1.2 RhCMV/gag로 백신접종되거나 SIV로 감염된 원숭이에서 분

리한 CD8
+
 T 세포들의 한 세트의 대표적인 유동세포 계측 플롯이고, 자가 SIVmac239-감염 CD4

+
 T 세포 만으로

(no block), 또는 MHC-II 결합 클래스 ll-연관 불변 사슬 펩티드 (CLIP) + pan-MHC-I 차단 mAb W6/32 (W6/32 +

CLIP), 또는 Rh678-16 VL9 + CLIP (VL9 + CLIP)의 존재하에 배양한 후 CD8
+
 T 세포로부터 IFN-γ 및/또는 TNF-α

이 생산되는 것을 보여준다.

도 4B는 균주 68-1 RhCMV/gag (n = 5), MVA/gag (n = 6), 균주 68-1.2 RhCMV/gag (n = 4)로 백신접종되거나,

SIV로 감염된 (n = 6) 원숭이에서 분리한 CD8
+
 T 세포들에 대하여 수행한 도 4A의 인식 및 차단 실험에 대한 표

준화된 반응 빈도를 비교하는 막대 그래프이다. 

도 4C는 MHC-E 제한 Gag477-491 Gag #120 항원결정기 (상단)나 Mamu-A*001:01 제한 Gag181-189 CM9 항원결정기 (하

단)에 대하여 특이적인 CD8
+
 T 세포주 (CL)에 의한 SIV-감염 세포들의 인식을 설명하는 한 세트의 유동세포 계

측 도면의 플롯이다. CD8
+
 T 세포주 (CL)는 정해진 차단 조건의 존재하에서, 비감염 CD4

+
 T 세포 또는 SIV-감염

CD4
+
 T 세포 (Rh22607)로 배양되었다. 

도 5 (왼쪽 패널)는 정해진 시간 지점에서 SIVgag에 상응하는 중첩 펩티드로 배양한 후 IFN-γ 및/또는 TNF-α

을 생산하는 SIVgag를 발현하는 Rh67 (UL40)-결실 68-1 RhCMV로 접종한 레서스 원숭이 (rhesus macaques)로부

터 취해진 PBMC에서의 CD8
+
 T 세포의 백분율을 나타낸다. 중앙 패널은 동일 동물에서 취한 PBMC에서 CD8

+
 T 세포

가 Mamu-E 제한 펩티드 Gag278-287 (Gag 69) 또는 Gag477-491 (Gag 120)에 반응하지 않는다는 것을 보여준다. 오른

쪽 패널은 MHC-II 제한 펩티드 (Gag #53 및 Gag #73)에 반응하는 동일 동물의 PBMC에서 취한 CD8
+
 T 세포의 백

분율을 나타낸다.  MHC-II  펩티드는 이른바 수퍼토프 (supertope)에 해당한다.  즉,  이들 펩티드는 많은 다른

MHC-II 대립형질에 의하여 제시되어 대부분의 동물에서 반응을 유도해낸다.

도 6은 Rh67 결여 균주 68-1 RhCMV/gag벡터로 백신접종된 원숭이 (n = 3)에서 125개의 연속된 15mer Gag 펩티

드들 (11개의 아미노산 중첩 포함)의 인식을 검출하기 위하여 유동세포 계측 ICS를 사용하여 항원결정기-맵핑된

SIVmac239 Gag에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 나타내는 표이다. 백그라운드 위의 CD8

+
 T 세포 반응을 가져오는 펩

티드들은 MHC-I (mAb W6/32), MHC-E (Rh67 VL9), 및 MHC-II (mAb G46-6)을 차단하고 이들을 MHC-I 차단 (흰색

박스), MHC-E 차단 (회색 박스), 및 MHC-II 차단 (검정색 박스) 펩티드로 구분하였다. 모든 펩티드는 HLA-E 특

이적 CD8
+
 T 세포 반응을 유도하기 위하여 Rh67를 필요로 하는 MHC-II에 의하여 제한된다는 점에 유의한다.

도 7A는 단일 Mamu-D 분자로 형질감염된 세포주에 의한 MHC-II, MHC-Ia, MHC-E 또는 MHC-F의 표면 염색을 보여

주는 한 세트의 플롯이다. 

도  7B는  지정된  레서스  원숭이  (rhesus  macaques)  (RM)  개체의  유전자형을  보여주는  표이다.  개체들은

Roche/454 파이로시퀀싱 (pyrosequencing)에 의하여 Mamu-A, -B 및 -E 유전자형으로 분류되었다. 회색 음영은

MHC-I 형질감염체 생성을 위하여 선택된 대립 형질을 나타낸다. 여러 개의 대립형질이 나열되면 강한 대립형질

이 생성된다.

 도 7C는 1개의 MHC-I 또는 MHC-Ib 대립형질이 부모 (MHC-I 음성) 세포주 (각각 .221 세포 또는 K562)로 형질

감염된 한 세트의 2개 플롯이다. MHC-I 발현을 평가하기 위하여 세포들을 실온에서 15 분 동안 교차-반응성 인

간 MHC-I 단일클론 (monoclonal) 항체 (W6/32)로 염색하였다. 세포를 10 % 소 태아 혈청으로 보충된 1X PBS로

1 회 세척하고, 2 % 파라포름알데하이드로 고정시키고, LSRII 유동 세포 계측기로 수집하고, FlowJo로 분석 하

였다. MHC-I을 발현하는 B- 림프모구 세포 (BLCL)는 양성 대조군으로서 작용하는 반면, MHC-I 음성 부모 세포주

는 음성 대조군으로 사용되었다.
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 도 8A는 Gag 120에 대한 Rh22607에서의 제한 평가의 대표적인 유동 데이터를 보여주는 한 세트의 플롯이다. 

 도 8B는 4마리의 지정된 RM (# 21826, 22436, 22034 및 22607; 도 7B에 나타낸 Mamu-I 대립형질)으로부터의

PBMC를 자가 B-림프모구 세포 (BLCL), MHC-l-null .221 또는 K562 세포, 또는 지정된 SIVgag 펩티드로 펄스화

된 지정된 단일 Mamu-I 형질감염체로 배양하고 나서 유동세포 계측 ICS (도 1 참조)에 의한 CD8
+
 T 세포 반응을

분석한 것을 나타내는 표이다. 두 번째 열에서 시작하여 백그라운드 위의 CD8
+
 T 세포 반응 (펩티드 없음)을 일

으킨 조합은 + 부호 (회색 박스)로 표시되고; 백그라운드 위의 CD8
+
 T 세포 반응을 일으키지 않는 조합은 - 부

호 (빈 박스)로 표시된다. 첫 번째 열에서 각 RM에 발현되는 Mamu-I 대립형질은 회색 박스로 표시되고; 발현되

지 않은 대립형질은 빈 박스로 표시된다.

 도 9는 MHC-I 대 MHC-E 차단 연구의 한 세트의 유동세포 계측 플롯이다. 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종

원숭이 (왼쪽) 또는 (B) 균주 68-1.2 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이에서의 PBMC에서의 CD8
+
 T 세포들의 대표

적인 유동세포 계측 플롯은, 상단에 표시된 Gag 15-mer 펩티드와 왼쪽에 표시된 차단 조건으로 배양한 후 IFN-

γ 및/또는 TNF-α 생산 (각 사분면에 나타낸 CD8
+
 T 세포 반응 빈도)을 나타낸다.

 도 10A는 균주 68-1RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이에서 취한 PBMC를 Gag273-287 (SIVmac239 Gag 15-mer # 69)로

자극하고 유동세포 계측 ICS를 수행한 것을 나타내는 한 세트의 유동세포 계측 플롯이다. 이러한 MHC-E 결합된

Gag 펩티드에 반응하는 CD8
+
 T 세포를 IFN-γ 및 TNF-α를 통해 식별하고 나서 표시된 마커의 발현을 위하여

PBMC에 있는 잔류 세포와 비교하였다. 검정색 숫자는 표시된 마커에 대해 양성인 PBMC의 세포의 전체 백분율을

나타내며, 회색 숫자는 양성인 IFN-γ 및 TNF-α 생산 세포의 백분율을 나타낸다.

 도 10B는 균주 68-1RhPMV/gag 벡터-백신접종 원숭이에서 취한 PBMC를 Gag477-491 (SIVmac239 Gag 15-mer #120)로

자극하고 유동세포 계측 ICS를 수행한 것을 나타내는 한 세트의 유동세포 계측 플롯이다. 이러한 MHC-E 결합된

Gag 펩티드에 반응하는 CD8
+
 T 세포를 IFN-γ 및 TNF-α를 통해 식별하고 나서 표시된 마커의 발현을 위하여

PBMC에 있는 잔류 세포와 비교하였다. 검정색 숫자는 표시된 마커에 대해 양성인 PBMC의 세포의 전체 백분율을

나타내며, 회색 숫자는 양성인 IFN-γ 및 TNF-α 생산 세포의 백분율을 나타낸다.

 도 11은 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-유도 CD8
+
 T 세포들의 MHC 제한을 종합적으로 보여준다.

 도 11A는 대표적인 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-백신접종 원숭이 (유사하게 분석된 4 마리의 원숭이의 Rh22034)로

부터의 PBMC의 유동세포 계측 세포 내 사이토카인 염색 (ICS) 분석 결과를 나타내는 한 세트의 플롯이다. 백신

접종 원숭이에서의 PBMC는, 지정된 MHC-I 형질감염체 또는 CD8+ T 세포 인식을 한 대조군 세포(control cell)의

표면 상으로 펄스화된 15mer 펩티드 항원결정기로 자극하였고, CD8
+
 T 세포 인식 여부는 유동세포 ICS 분석(각

사분면에  도시된  게이팅된  CD8
+
 T  세포의  반응  빈도)으로  IFN-γ  및/또는  TNF-α  생산을  검출함으로써

결정된다. 부모 MHC-I 음성 .221 및 K562 세포는 음성 대조군으로 사용되었고, 자가 B-림프모구 세포 (BLCL)는

양성 대조군으로 사용되었다. 테스트된 MHC-I 분자는 Rh22034에 의하여 발현된 분자들 양자 모두를 포함하였다.

 도 11B는 도 11A와 유사한 Rh22034에 의하여 발현되지 않은 추가적인 원숭이 및 인간 MHC-E 분자의 유동세포

계측 ICS 분석 결과를 보여주는 한 세트의 플롯이다. 

 도 11C는 상술한 바와 동일한 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터-백신접종 원숭이(4개가 유사하게 분석된 것으로 나

타남)로 처리된 RM에서 취한 PBMC의 표현형 분석을 나타내는 한 세트의 플롯이고,  상기 PBMC는 SIVgag273-287

(69) 또는 SIVgag477-491 (120)로 펄스화된 자가 BLCL로 자극되고, 반응하는 CD3
+
 림프구 (IFN-γ 및/또는 TNF-α

생산; 왼쪽 플롯에 도시된 게이트)들은, 각 플롯에서 각각 회색 및 검정색으로 표시된 지정된 게이트 내에서 반

응 세포와 비반응 세포를 가지고 유동세포 계측 ICS 검정에 의하여 표현형화되었다(동일한 색상으로 표시된 각

플롯에서 나타난 직사각형 영역 내의 이들의 상대적인 %).

 도 11D는 지정된 SIVgag 15mer 펩티드 항원결정기로 펄스화하기 전에, 단일 MHC-E 형질감염체를 정준의 MHC-E-

결합 펩티드 VMAPRTLLL (VL9) 또는 대조군 비-MHC-E 결합 펩티드 (SIVgag GY9)로 사전 배양한 경우의 결과를

보여주는 한 세트의 플롯이다. 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-백신접종 원숭이로부터의 PBMC 및 다음과 같은 MHC-E 형

질  전환체들:  SIVgag273-287(69),  SIVgag385-399(97),  및  SIVgag433-447(109)에  대한  Mamu-E*02:04,  및  SIVgag257-
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271(65) 및 SIVgag477-491(120)에 대한 Mamu-E*02:ll;을 사용하여 상기한 바와 같이 유동 세포 계측 ICS 분석을 행

하였다.

 도 12는 MHC-E 제한이 Rh157.5/.4 RhCMV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포 반응에 한정된다는 것을 종합적

으로 보여준다.

 도 12A는 지정된 SIVgag 발현 바이러스 벡터로 백신접종되었거나 SIVmac239 자체로 감염시킨 원숭이 (그룹당 n

= 6)에서 125개의 연속된 15mer gag 펩티드들 (11개의 아미노산 중첩 포함)의 인식을 검출하기 위하여 유동세포

계측 ICS  검정으로 항원결정기-맵핑된 SIVgag에 대한 CD8
+
 T  세포 반응을 나타내는 표이다. 백그라운드 위의

CD8
+
 T 세포 반응을 가져오는 펩티드들을 박스로 표시하고, 이 박스를 채워서 항-pan-MHC-l mAb W6-32, MHC-E

차단 펩티드 VL9 및 MHC-II 차단 펩티드 CLIP으로 차단함으로써 판단된 MHC 제한 형태를 지정한다. MHC-la-,

MHC-E-, 및 MHC-II-제한은 각각 W6-32 단독 (흰색 박스), W6-32 및 VL9 단독 (회색 박스) 및 CLIP 단독 (검정

색 박스)으로 90 % 이상의 반응차단에 기초한 것이고, 이러한 기준에 부합하지 않는 반응은 미정 (세로선 박

스)으로 분류된다. 이러한 MHC 제한 카테고리로 분류된 독립적인 항원결정기의 최소 개수는 각 원숭이의 오른쪽

에 표시되어 있다.

 도 12B는 전술한 바와 같이 항원결정기-매핑한 SIVpol 및 결핵균 융합 단백질인 Ag85B, ESAT-6 및 RpfA에 대하

여 이러한 단백질을 발현하는 균주 68-1 RhCMV 벡터로 백신접종된 원숭이에서의 CD8
+
 T 세포 반응을 나타내는

표이다. 

 도 12C는 균주 68-1 RhcMV/gag, MVA/gag, 균주 68-1.2 RhCMV/gag 벡터로 백신접종되었거나 또는 SIV로 감염된

원숭이들로부터 분리된 CD8
+
 세포에 의한 SIV-감염 CD4

+
 세포 인식을 분석한 것을 나타내는 한 세트의 플롯(오른

쪽), 또 다른 세트의 플롯(중간), 및 막대 그래프 (우측)이다. 좌측에 있는 유동 프로파일은 자가 SIVmac239-감

염된 CD4
+
 T 세포 단독 (no block)으로, 또는 pan-MHC-I 차단 단일클론 항체 W6/32 + MHC-I1 결합 CLIP 펩티드

(항-MHC-I + CLIP), 또는 MHC-E-결합 펩티드 VL9 + CLIP (VL9 + CLIP)의 존재 하에 CD8
+
 T 세포 배양을 한 이

후의 IFN-γ 및 TNF-α 생산을 나타낸다. 모든 플롯은 살아있는 CD3
+
, CD8

+
 세포들에 게이팅되어 있다. 오른쪽의

막대 그래프는 모든 연구 대상 원숭이들에서 얻은 결과를 보여준다. 

 도 13A는 균주 68-1 RhCMV/gag 대비 종래의 바이러스 벡터 (MVA/gag (n = 11), Ad5/gag (n = 3) 및 전기천공

된 DNA/gag + IL-12 (n = 4) 포함)로 백신접종된 개별 원숭이에서, 또는 통제된 SIVmac239 감염 (혈장 바이러

스  부하  <10,000  copies/ml,  n  =  12)을  가진  원숭이에서 CD8
+
 T  세포들을 순환시킴으로써 인식되는 MHC-I

(회색) 대 MHC-Ia (흑색)-제한 SIVgag 항원결정기의 총 수를 비교한 플롯이다. 수평방향의 선들은 중간 값을 나

타낸다.

 도 13B는 표시된 항원 각각을 발현하는 균주 68-1 RhCMV 벡터로 백신접종된 개별 원숭이에서 CD8
+
 T 세포를 순

환시킴으로써 인식되는 MHC E-제한 항원결정기의 밀도 (단백질 길이의 아미노산 100개당 항원결정기의 수)를 비

교한 도면이다 (주: RhCMV IE1 반응은 68-1 RhCMV/gag를 투여한 순수한 CMV 원숭이로 평가함). 수평방향의 선들

은 각 그룹의 중간 값을 나타낸다.

 도 13C는 42 마리의 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이들에서 125개의 중첩 (11개 아미노산 중첩), 연

속되는 SIVgag 15mer 펩티드에 걸친 MHC-E 제한 SIVgag 항원결정기-특이적 CD8
+
 T 세포 반응의 폭을 분석한 막

대 그래프이다. 최소 1 마리의 원숭이에서 109/125 15mers (87 %)가 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포에 의하여 인식되었

다는 점에 유의한다.

 도 13D (왼쪽)는 균주 68-1 RhCMV 벡터-백신접종된 원숭이에서 CD8+ T 세포에 의하여 인식되는 11개의 최적

MHC-E-제한 SIVgag 9mer 펩티드 항원결정기에 기초하여 글자 높이별로 주어진 위치 (SIVmac239 Gag의 백그라운

드  빈도에  상대적인  위치;  방법  참조)에서  각  아미노산의  빈도를  나타내는  서열 LOGO이다.  TAP  결핍  환경

([Lampen MH 등, Mol Immunol 53, 126-131 (2013)]; 본원에 참고로 통합됨)에서 HLA-E로부터 용출된 551개의

펩티드 중에서 이들의 농축 발현 (회색 글자 또는 빗금으로 된 글자) 또는 과소 대표성 (흰색 글자) 여부에 따

라 서열 LOGO의 색이 칠해진다. 상기 551개의 Lampen 등의 펩티드 중에서 두 번째 위치 및 C-말단 앵커 위치에

농축된 아미노산은 본 연구의 최적 SIVgag 펩티드 11개 중에는 드물었으나, 상당히 과소 표현된 아미노산은 많
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았다. 각각의 최적 펩티드에 반응한 균주 68-1 RhCMV/gag-백신접종 원숭이의 백분율을 "인식 빈도"로 기록하였

다.

 도 14는 SIVgag276-284 및 SIVgag482-490 항원결정기가 모든 균주 68-1 RhCMV/gag-백신접종 레서스 원숭이 (rhesus

macaques)의 CD8 
+
 T 세포에 의하여 인식되는 것을 보여주는 플롯이다. 지정된 SIVgag 9mer 펩티드에 대한 CD8

+

T 세포 반응은 120개의 균주 68-1 RhCMV/gag-백신접종 RM에서 CD3
+
/CD8+ T 세포 내에 IFN-γ 및/또는 TNF-α의

펩티드-특이적 유도를 이용하여 유동세포 계측 ICS 검정으로 반응을 판독함으로써 판단하였다. 모든 원숭이는

백그라운드 제거 (background subtraction) 후에 이러한 수퍼토프성 항원결정기 (epitopes)에 대하여 검출 가능

한 반응을 나타내었다. 상기 반응 빈도는 항원결정기-반응 세포의 빈도를 반영하도록 CD8
+
, CD95

hlgh
 메모리 서브

세트로 메모리 보정되었다. 수평 막대는 중간 값을 나타낸다.

 도 15는 4개의 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-백신접종 원숭이에 의하여 발현된 MHC-I 분자에 해당하는 단일 MHC-I

분자를 발현하는 형질감염 세포주의 검증을 종합적으로 보여준다. 

 도 15A는 4개의 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-백신접종 원숭이를 Roche/454 파이로 시퀀싱에 의하여 Mamu-A, -B 및

-E 유전자형으로 분류한 경우의 결과를 보여주는 표이다. 회색 음영은 MHC-I 형질감염체 생성을 위하여 선택된

대립형질을 나타낸다. 여러 개의 다중 대립형질이 나열되어있는 경우, 뚜렷한 동질이형체 (allomorphs)를 발현

하는 형질감염체가 생성되었다. 

 도 15B는 단일 MHC-I 분자의 발현을 나타내는 한 세트의 2개 플롯이다. MHC-I 또는 MHC-Ib 대립형질을 부모

(MHC-I 음성) 세포주 (0.221 세포 또는 K562 세포)에 형질감염시키고 pan-MHC-I 단일클론 항체 (W6/32)로 염색

하였다. MHC-I 발현 B-림프모구 세포 (BLCL)는 양성 대조군으로서 작용하는 반면, MHC-I-음성 부모 세포주는 음

성 대조군으로 사용되었다.

 도 16A 및 16B 는 4 마리의 원숭이에서의 RhCMV/SIVgag-유도된 CD8
+
 T 세포 반응의 MHC-Ia 및 MHC-Ib 특이성의

포괄적인 분석을 종합적으로 보여준다.

 도 16A는 Rh22034으로부터의 PBMC를 사용한 SIVgag433-447 (109) 반응의 MHC 제한 분석에 대한 대표적인 유동세

포 계측 ICS 프로파일을 나타내는 한 세트의 플롯이다. 도시된 TNF-α 대 IFN-γ유동 프로파일은 CD3
+
, CD8

+
 림

프구 상에서 게이팅되었으며, 각 사분면 내의 세포 분율이 도면에 표시된다. 

 도 16B 및 16C는 자가 B-림프모구 세포 (BLCL), MHC-I 음성 .221 또는 K562 세포, 또는 지정된 SIVgag 펩티드

로 펄스화 (및 세척)한 단일 MHC-I 세포로 배양하고 나서 유동세포 계측 ICS 검정으로 CD8
+
 T 세포 반응을 분석

한 4 마리의 지정된 원숭이 (도 15A에 나타낸 MHC-유형화)로부터의 PBMC를 나타내는 표이다. 두 번째 열에서 시

작하여 백그라운드 위의 CD8
+
 T 세포 반응 (펩티드 없음)을 일으킨 조합은 (+) 부호 (회색 박스)로 표시되고;

백그라운드 위의 CD8
+
 T 세포 반응을 일으키지 않는 조합은 (-) 부호 (빈 박스)로 표시된다. 첫 번째 열에서 각

RM에 발현되는 MHC-I 대립형질은 회색 박스로 표시되고; 발현되지 않은 대립형질은 빈 박스 (Mamu-F*01:01 발현

미상)로 표시된다.

 도 17은 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-유래 CD8
+
 T 세포에 SIVgag 펩티드를 제시할 수 있는 전형적인 MHC-Ia 동질이

형체는 이러한 T 세포 반응에 대하여 제한하는 MHC 대립 형질이 아니라는 것을 보여준다. 20개의 균주 68-1

RhCMV/SIVgag 벡터-백신접종 원숭이 코호트 (cohort)를 Mamu-Al*001:01 및 -Al*002:01 존재에 대하여 MHC-유형

화하고 SIVgag69-83 (18), SIVgag129-143 (33), 및 SIVgag197-211 (50)에 대하여 특이적 CD8
+
 T 세포 반응을 테스트하였

다. 균주 68-1 RhCMV/Gag 벡터-백신접종 원숭이에서 이들 3개의 항원결정기에 특이한 CD8
+
 T 세포를 검출하는

것은 백신접종한 동물에 Mamu-Al*001:01 또는 -Al*002:01이 존재하는 것과는 무관하다는 점에 유의한다.

 도 18A 및 18B는 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-유도 CD8
+
 T 세포가 레서스 원숭이 (rhesus macaques) 및 인간 MHC-

E 분자 모두에서 펩티드를 인식한다는 것을 종합 적으로 나타낸다.  

 도  18A는  균주  68-1  RhCMV/SIVgag  벡터-백신접종  원숭이  [Rh21826:  SIVgag89-103(23),  SIVgag129-143(33),

SIVgag257-271(65),  SIVgag473-487(119);  Rh22034:  SIVgag61-75(16),  SIVgag69-83(18),  SIVgag271-287(69),  SIVgag385-
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399(97), SIVgag477-491(120); Rh22436: SIVgag197-211(30), SIVgag197-211(50)]에서의 PBMC를 유동세포 계측 ICS 검정

으로 펩티드-특이적 CD8+ T 세포 인식에 대하여 평가한 것을 보여주는 한 세트의 플롯으로, 지정된 MHC-E 형질

감염체 및 대조군 항원제시 세포 (도 11 참조) 상에서 펄스화 (및 세척)한 지정된 Gag 15-mer 펩티드로 배양한

후 IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산 (각 사분면에 나타나는 CD8
+
 T 세포의 반응 빈도)을 검출하였다. MHC-E 제한

15mer 펩티드 항원결정기 12개 모두 Mamu-E 동질이형체 및 HLA-E 모두에서 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터-유도

CD8
+
 T 세포에 효과적으로 제시될 수 있다는 점에 유의한다.

 도 18B는 도 18A에 표현된 형질 전환체에 의하여 발현된 인간 및 레서스 원숭이 (rhesus macaques) MHC-E 분자

의 αl 및 α2 영역의 아미노산 정렬로서, B 포켓 키 잔기 및 F 포켓 키 잔기는 회색 음영으로 표시되어 있다.

결합 펩티드와 상호 작용하는 B 및 F 포켓 잔기 모두는 HLA-E*01:03, Mamu-E*02:04, 및 Mamu-E*02:11 사이에서

보존되는 반면, 여기서 가장 많이 연구된 MHC-E 분자들의 가장 이질적인 형태인 Mamu-E*02:20에 있는 이들 잔기

에는 치환이 존재한다. 다른 동종 이형체들과 비교하여 B와 F 포켓 잔기 모두에 치환체를 가지고 있음에도 불구

하고 Mamu-E*02:20는 동일한 펩티드를 결합하여 제시할 수 있다.

 도 19는 균주 68-1 RhCMV/SIVgag-유래 수퍼토프-특이적 CD8+ T 세포가 통상적인 CD8
+
 T 세포 표현형을 나

타낸다는  것을  보여주는  플롯이다.  이  플롯은  4개의  균주  (Rh21826,  Rh22034,  Rh22436,  Rh22607)  68-1

RhCMV/SIVgag-백신접종 원숭이에서 SIVgag273_287(69) 또는 SIVgag477-491(120) 펩티드 자극에 반응하는 MHC-E 제한

CD8+  T  세포의 표현형 분석을 요약해주고 있다. 도면은 지정된 표현형을 발현하는 펩티드 반응 CD3
+
 T  세포

(IFN-
+
 및 TNF-

+
)의 백분율을 보여준다 (도 11C의 유동세포 계측 유동 프로파일 참조).

 도 20A는 표시된 SIVgag 15mer 펩티드 항원결정기로 펄스화하기 전에, 카노니칼(canonical) MHC-E-결합 펩티드

VMAPRTLLL (VL9) 또는 대조군 비-MHC-E 결합 펩티드로 사전 배양한 단일 MHC-E 형질감염체를 보여주는 한 세트

의  플롯이다.  균주  68-1  RhCMV/SIVgag-백신접종  원숭이들:  SIVgag69-83(18)  및  SIVgag89-103(23)  반응에  대한

Mamu-E*02:04;  SIVgag61-75(16),  SIVgag117-131(30), SIVgag129-143(33), SIVgag197-211(50) 및 SIVgag473-487(119) 반응

에  대한  Mamu-E*02:11;이  사용되었다.  다음과  같은  제어  펩티드들:  SIVgag89-103(23),  SIVgag117-131(30),

SIVgag129-143(33)  반응에  대한  Mamu-Al*002:01-결합  펩티드  SIVgag71-79(GY9),  및  SIVgag69-83(18),  SIVgag197-

211(50) 및 SIVgag473-487(119) 반응에 대한 Mamu-Al*001:01-결합 펩티드 SIVgag181-189(CM9);을 최종 농도 20 μM에

서 사용하였다.  이들 데이터는 도 11D의 데이터와 함께, VL9 펩티드가 12개의 다양한 MHC-E-제시 15mer 펩티드

항원결정기의 CD8+ T 세포 인식을 효율적으로 차단한다는 것을 나타낸다.

 도 20B는 SIVgag477-491(120) SIVgag 15-mer 또는 최적 Mamu-Al*001:01-제한 Gag-CM9 또는 Tat-SL8 펩티드로 펄

스화하기 전에 VL9 농도를 증가시키면서, 지정된항원제시 세포를 사전 배양한 경우의 플롯이다. 그리고 나서 이

들  항원제시  세포들을  도  20A에서  설명한  바와  같이  유동세포  계측  ICS로  분석하기  위하여  지정된  작동자

(effector)로 배양하였다. Rh22436은 68-1 RhCMV/SIVgag-백신접종 RM이며 Rh27002는 SIV 감염된 것이다. VL9

펩티드의 농도를 증가시킴에 따라 MHC-E-발현 항원제시 세포가 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이로부

터의 SIVgag477-491(120)-특이적 CD8+ T 세포를 활성화시키는 능력이 점진적으로 차단되지만 Gag-CM9 또는 Tat-

SL8에 특이한 통상적인 MHC-Ia-제한 CD8+ T 세포에는 효과가 없다는 점에 유의한다.

 도 21A 및 21B는 반응 판독 값으로서 유동세포 계측 ICS 검정에 의한 TNF-α 및/또는 IFN-γ의 펩티드-특이적

CD8
+
 T 세포 발현을 사용하여 8개의 추가적인 MHC-E-제한 15 펩티드 항원결정기에 대하여 수행한 형식적인 절단

분석(formal truncation analysis)을 보여준다. 부모 15mer의 아미노 말단 및 카복시 말단 절단에 대한 CD8
+
 T

세포 반응은 초기에 코어 항원결정기 (상단 패널, 회색 음영은 가장 자극적인 아미노- 및 카르복시-말단이 절단

된 펩티드의 말단 아미노산을 나타냄)의 최적의 펩티드 길이와 아미노- 및 카르복시-말단을 규정하도록 결정되

었다. 이 절단 방법에 의한 최적의 9mer는 각 15mer (하단 패널)를 구성하는 7개의 연속된 9mer의 분석으로 식

별되었다. 각 하단 패널에 회색 음영으로 표시된 9mers는 각 부모 15mer에 대한 최적의 항원결정기를 나타낸다.

 도 22A 내지 22D는 인간 및 레서스 원숭이 (rhesus macaques)의 MHC-E 형질감염체에 대해 펄스화된 최적 9mer

에 대한 MHC-E-제한 CD8
+
 T 세포의 투여 반응을 종합적으로 보여 준다. Mamu-E*02:04, Mamu-E*02:20 및 HLA-
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E*01:03  형질감염체를  지정된  농도의  최적  SIVgag  9mer  펩티드  항원결정기들:  SIVgag476-484,  SIVgag259-267,

SIVgag276-284,  또는 SIVgag482-490  (도 21 참조);로 펄스화하고 나서, 세척하고, 3-4 68-1 RhCMV/SIVgag-백신접종

원숭이들로부터의 PBMC와 합쳐서 유동세포 계측 ICS  검정으로 반응 CD8
+
 T  세포들 (및/또는 IFN-γ

+
 및/또는

TNF-α
+
)의 빈도를 판단하였다.

 도 22A는 Rh22607에서의 SIVgag476-484에 대한 투여 반응의 대표적인 분석을 보여주는 한 세트의 플롯이다.

 도 22B는 SIVgag476-484, SIVgag259-267, SIVgag276-284, SIVgag482-490에 반응하는 CD8
+
 T 세포들에 대한 투여 반응 (평

균± SEM 반응 빈도)을 보여주는 한 세트의 플롯으로, 반응 빈도는 10 μM의 펩티드 투여량으로 펄스화된 형질

감염체로 관찰한 반응에 대해 표준화한 것이다.

 도 23은 RhCMV 벡터 균주 68-1, 68-1.2 및 △Rh157.4/.5 68-1.2 간의 게놈 차이에 대한 도표이다. RhCMV의 저

계대 분리물 (low passage isolates)에서, Rh157.5 (UL128), Rh157.4 (UL130) 및 Rh157.6 (UL131A) 유전자는

역방향으로 제 2 가닥에 암호화된다. 조직 배양에 연속 통과시켰을 때, RhCMV 68-1은 독특한 섬유 아세포 적응

성을 획득하였다. Rh157.5 (UL128) ORF와 Rh157.4 (UL130) ORF의 대부분의 엑손 2는 결실되었고 인접한 게놈

부위가 반전되어 비(非) 섬유 아세포로의 바이러스 유입을 매개하는 5량체 구조의 수용체 복합체가 소실되는 결

과를 초래하였다. 균주 68-1 RhCMV의 섬유 아세포 적응성은 또한 Rh61/Rh60 (UL36) 유전자에 추가 티미딘을 삽

입함으로써 결과적으로 프레임 시프트 돌연변이 및 조기 종결 코돈을 초래하였다. RhCMV 68-1.2에서, Rh157.4

(UL130)의 첫 번째 엑손 바로 다음에 RhCMV 균주 180.92에서 Rh157.5 (UL128) 및 Rh157.4 (UL130)의 엑손 2를

RhCMV 68.1에 삽입함으로써 기능적 5량체 구조의 복합체가 복원되었고, Rh61/Rh60 (UL36) 돌연변이는 야생형으

로 환원되었다.  균주 68-1  RhCMV  벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T  세포의 비-통상적인 MHC  제한이 Rh157.5/.4

(UL128/UL130) 결실 (결과적으로 5량체 구조의 복합체가 결여됨)에 기인한 것인지를 확인하기 위하여, Rh157.6

(UL131A)  종결 코돈의 50  bp  상류에서 시작하여 Rh157.5  (UL128)  종결 코돈에 이르는 상동 재조합에 의하여

Rh157.5 (UL128)과 Rh157.4 (UL130)이 균주 68-1.2에서 명확하게 재결실되었다. 이때 Rh61/Rh60 (UL36) 회복은

손상되지 않은 채로 그대로 유지되었다. 따라서, 이러한 △Rh157.5/.4 (△UL128/UL130) 균주 68-1.2 RhCMV 벡

터와  회복된  균주  68-1.2  RhCMV  벡터와는  다른  원래의  균주  68-1  벡터들간에  공유되는  표현형  특징들은

Rh157.5/.4 (UL128/UL130) 결실에 직접적으로 기인한다고 할 것이다. 

 도 24는 균주 68-1 대 68-1.2 RhCMV/gag 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포에 의한 MHC-E 대 MHC-Ia의 차별적

이용률을 종합적으로 보여준다.

 도 24A는 pan 항-MHC-l-차단 mAb W6-32 또는 MHC-E-차단 VL9 펩티드를 이용한 차단 여부에 따라 균주 68-1

(Rh157.4/.5-결실) RhCMV/gag 벡터에 의하여 유도된 MHC-I-의존, SIVgag 항원결정기-특이적 CD8
+
 T 세포의 대표

적인 유동세포 계측 반응 프로파일 (게이팅된 CD3
+
, CD8

+
 T 세포 상의 IFN-γ 대 TNF-α)을 보여준다. 

 도 24B는 pan 항-MHC-l-차단 mAb W6-32 또는 MHC-E-차단 VL9 펩티드 (도 20 참조)를 이용한 차단 여부에 따라

균주 68-1.2 (Rh157.4/.5-불변) RhCMV/gag 벡터에 의하여 유도된 MHC-I-의존, SIVgag 항원결정기-특이적 CD8
+
 T

세포의  대표적인  유동세포  계측  반응  프로파일  (게이팅된  CD3
+
,  CD8

+
 T  세포  상의  IFN-γ  대  TNF-α)을

보여준다. VL9 펩티드는 균주 68-1 RhCMV 벡터에 의하여 유도된 모든 MHC-I 의존성 반응을 차단하기만 한다는

점에 유의한다.

 도 25는 RhCMV/gag 벡터 (균주 68.1 및 68-1.2), MVA/gag 벡터 및 통제된 SIV 감염에 의하여 유도된 항원결정

기-특이적 CD8
+
 T 세포 반응의 제한 분석을 보여준다. 도 12A에 대해 설명한 바와 같이, 지정된 SIVgag 발현 바

이러스 벡터로 백신접종되거나 SIVmac239 자체로 감염시킨 (SIVmac239 컨트롤러 원숭이) 추가적인 원숭이들 (도

12A의 각 그룹으로부터의 6 마리 이상의 동물들)에서 125개의 연속된 15mer gag 펩티드들 (11개의 아미노산 중

첩 포함)의 인식을 검출하기 위하여 유동세포 계측 ICS 검정으로 SIVgag에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 항원결정기

-맵핑시켰다. 백그라운드 위의 CD8
+
 T 세포 반응을 가져오는 펩티드들은 박스들로 표시하였는데, 항-pan-MHC-l

mAb W6-32, MHC-E 차단 펩티드 VL9 및 MHC-II 차단 펩티드 CLIP으로 차단함으로써 판단된 MHC 제한을 지정하는

박스를 채우는 것으로 표시하였다. MHC-la-, MHC-E-, 및 MHC-II-제한은 각각 W6-32 단독 (흰색 박스), W6-32
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및 VL9 단독 (회색 박스) 및 CLIP 단독 (검정색 박스)으로 90 % 이상의 반응 차단에 기초한 것이고, 이러한 기

준에 부합하지 않는 것은 미정 (세로선 박스)으로 분류된다. 이러한 MHC 제한 카테고리로 분류된 독립적인 항원

결정기의 최소 개수는 각 원숭이의 오른쪽에 표시되어 있다. 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이에서 취

한 CD8
+
 T 세포에 의하여 인식되는 모든 평가 가능한 항원결정기는 MHC-II에 의하거나 아니면 MHC-E에 의하여

비-통상적으로 제한되었다는 점에 유의한다. 이와 대조적으로, 균주 68-1.2 RhCMV/gag 및 MVA/gag 벡터에 의하

여 유도된 모든 반응은 통상적으로 MHC-Ia-제한되었다. SIV 컨트롤러 원숭이에서 확인된 대다수의 SIVgag 항원

결정기-특이적 CD8
+
 T 세포 반응들도 MHC-Ia-제한적이었지만, 이 동물들 12 마리 중에서 4 마리는 확실히 MHC-

II-제한된 항원결정기-특이적 반응 하나를 보였다 (총 179가지의 반응 중에서 네 가지=2.2 %). 이는 MHC-I1 제

한 CD8
+
 T 세포가 감염에 대한 종래의 면역 반응의 부차적인 요소로 확인될 수 있다는 것을 나타낸다.

 도 26은 자연 (야생형) RhCMV  감염 상태 및 균주 68-1  RhCMV/gag  벡터로 1 차 및 2 차 감염 상태에 있는

RhCMV 즉각 조기-1 (IEl) 단백질에 대한 CD8
+
 T 세포 반응의 항원결정기 맵핑을 보여주는 도표이다. 1) 야생형

(콜로니 순환) RhCMV (상단 패널)에 자연적으로 감염된 원숭이와, 2) 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터 (중간 패널)를

접종한 RhCMV 미성숙 원숭이와, 3) 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터 (하단 패널)로 중복감염된 천연 야생형 RhCMV-감

염 원숭이에서, 137개의 연속된 15mer gag 펩티드들 (11개의 아미노산 중첩 포함)의 인식을 검출하기 위하여 유

동세포 계측 ICS 검정으로 RhcMV IE1에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 항원결정기-맵핑시켰다. 백그라운드 위의 CD8

+

T 세포 반응을 가져오는 펩티드들을 박스로 표시하고, 이 박스들을 채움으로써 항-pan-MHC-l mAb W6-32, MHC-E

차단 펩티드 VL9 및 MHC-II 차단 펩티드 CLIP으로 차단하여 결정된 MHC 제한 형태를 나타낸다. MHC-la-, MHC-

E-, 및 MHC-II-제한은 각각 W6-32 단독 (흰색 박스), W6-32 및 VL9 단독 (회색 박스) 및 CLIP 단독 (검정색 박

스)으로 90 % 이상의 반응차단에 따른 것이고, 이러한 기준에 부합하지 않는 것은 미정 (세로선 박스)으로 분류

된다. 각 원숭이에 대해서 이러한 MHC 제한 카테고리로 분류된 독립적인 항원결정기의 최소 개수는 오른쪽에 표

시되어  있다.  자연적으로  감염된  원숭이에서의  IE1  항원결정기-특이적  반응은  전적으로  MHC  Ia-제한되는

반면에, 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터로 단독 감염된 원숭이에서는 이러한 반응이 보다 광범위하고 완전히 비-통상

적으로 제한된다 (MHC-II-및 MHC-E-제한 항원결정기 비율: ~ 1:1)는 점에 유의한다. 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터

로 중복감염되었던, 자연적으로 RhCMV-감염된 원숭이는 통상적으로 (MHC-Ia) 제한되고 비-통상적으로 (MHC-II

및 MHC-E) 제한되는 IE1-항원결정기-특이적 CD8
+
 T 세포들의 예상되는 배합을 보인다. 

 도 27A는 레서스 원숭이 (rhesus macaques)에서 MHC-E-특이적 mAb 4D12의 특이성에 대한 검증이다. pan-MHC-I

mAb W6/32 (맨 윗줄) 대 MHC-E-특이적 mAb 4D12 (맨 아래 줄)에 의한 단일 MHC-Ia 또는 MHC-Ib 형질감염체의

표면 염색을 보여주는 막대그래프가 도시되어 있다. 모든 Mamu-la 및 Mamu-E 동질이형체들이 인간 β2-마이크로

글루불린을 발현하는 쥐과 세포주 RMA-S로 형질감염되었음에 유의한다. 원숭이 BLCL은 양성 대조군으로 사용된

반면, 부모 RMA-S  세포주는 음성 대조군 (밝은 회색 막대그래프)으로 사용되었다. Mamu-E  형질감염체에 대한

4D12 반응성의 제한에 유의한다.

 도 27B는 mAb W6/32 염색으로 판단된 총 MHC-I의 표면 발현을 도시한 것이다.

 도 27C는 동일 배양액에서 대량으로 SIV-감염 CD4
+
 T 세포 및 SIV-비감염 CD4

+
 T 세포에 대한 mAb 4D12 염색으

로 판단된 총 MHC-I의 표면 발현을 도시한 것으로, SIV-감염 세포들은 Gag Ag의 세포 내 발현과 CD4 하향 조절

(Gag
+
/CD4

low
)에  의하여  인식되고,  비감염  세포들은  Gag  반응성  부족과  높은  수준의  표면  CD4발현  (Gag

-

/CD4
hlgh

)에 의하여 인식된다. 왼쪽 패널은 대표적인 유동세포 계측 막대그래프를 보여준다. 오른쪽 패널은 친족

관계가 아닌 총 16  마리의 원숭이들로부터 유래된 SIV-감염 CD4
+
 T  세포 대 SIV-비감염 CD4

+
 T  세포들의 총

MHC-I 또는 특이적 MHC-E 염색의 MFI를 도시하고 있다. P 값은 대응표본 T-테스트 (paired Student's T test)

에 의하여 결정되었다.

 도 28은 SIVgag에 대한 MHC-Ia-제한 CD8
+
 T 세포 반응의 모집단 수준 분석을 보여준다. 통상적인 SIVgag-발현

백신 (11  MVA/gag,  3  Ad5/gag,  4  DNA/gag  +  IL-12)으로 백신접종하거나 SIVmac239  (정체기 바이러스 부하:

<10,000  copies/ml;  n  =  12)로 감염시킨 30 마리의 원숭이에서 125개의 중첩 (11 아미노산), 연속된 SIVgag

15mer 펩티드에 걸쳐서 통상적인 MHC-Ia 제한 SIVgag 항원결정기-특이적 CD8
+
 T 세포 반응의 폭을 분석하는 것

이다. 별표 (*)는 Gag-45 15mer 펩티드가 Mamu-Al * 001:01-제한 면역우성 SIVgag181-189 (CM9) 항원결정기를 포
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함하는 것을 나타낸다. 이러한 코호트 원숭이들의 선택은, Mamu-Al*001:01 (원숭이 30 마리 중에서 19 마리에

의하여 발현됨)의 우선적인 선택을 제외하고는, MHC-Ia 동질이형체에 대해 많이 편중되지 않았으며, 이는 Gag45

15mer에 반응하는 원숭이의 빈도가 높은 이유를 설명해주는 것이다. 반응 빈도가 인위적으로 증가하는 Gag45 펩

티드를 제외하고, 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터에 의하여 유도된 MHC-E-제한 CD8
+
 T 세포 반응 (2개의 보편적 수퍼

토프를 포함하여, 19개의 항원결정기(epitopes)가 40 % 이상의 인식 빈도를 가짐; 도 3C 참조)과 비교했을 때,

기타 Gag 15mer들 중의 어느 것과도 반응하는 MHC-I 제한 CD8
+
 T 세포를 가진 원숭이의 빈도는 상대적으로 낮다

(2개의 15mer만이 40 % 인식 빈도를 가질 뿐, 인식 빈도 40 %가 넘는 15mer는 하나도 없었음). 그러나, 125개의

연속된 SIVgag 15mer 중 하나를 제외한 모두는 적어도 1 마리의 원숭이에서 MHC-Ia-제한 CD8
+
 T 세포에 의하여

인식되며, 13개를 제외한 모든 SIVgag 15mer는 2 마리 이상의 원숭이에서 표적화된다. 이와 대조적으로, 균주

68-1 RhCMV/gag 벡터에 의하여 42 마리의 원숭이에서 유도된 MHC-E-제한 CD8
+
 T 세포는 125개의 SIVgag 15mer

중 16개를 인식하지 못하였다. 따라서, 균주 68-1 RhCMV 벡터에 의하여 유도된 MHC-E-제한 CD8
+
 T 세포 반응은

기능적으로 단일형의 제한 요소에 대해서는 눈에 띄게 광범한 반면, 다형성 MHC-Ia 분자의 전체 모집단에 의하

여 지지되는 반응만큼 광범하지는 않으며, 이로써 MHC-Ia-제한 항원제시 시스템의 진화적 우월성 설명할 수 있

을 것이다.

 도 29는 한 세트의 3개 플롯이다. 도면의 왼쪽 패널은 Rh214 내지 Rh220-결실 68-lRhCMV 발현 SIVgag로 접종

한 레서스 원숭이 (rhesus macaques)에서의 PBMC에서, 지정된 시점에 SIVgag에 상응하는 중첩 펩티드로 배양한

후 IFN-γ 및/또는 TNF-α 생산을 보이는 CD8
+
 T 세포의 백분율을 나타낸다. 유전자 영역 Rh214 내지 Rh220은

인간의 거대세포바이러스 (HCMV) US28과 상동성을 갖는 5개의 유전자 Rh214, Rh215, Rh216, Rh218, Rh220를 암

호화한다 (D. Malouli 등., J Viro, 86, 8959 (2012)). 중앙 패널은 같은 동물로부터 유래한 PBMC에서의 CD8
+
 T

세포가 Mamu-E-제한 펩티드 Gag273-287(69 )또는 Gag477-481(120)에 반응하지 않는 것을 보여준다. 도면의 오른쪽 패

널은 MHC-II 제한 펩티드 (Gag 53 및 Gag 73)에 반응하는 같은 동물의 PBMC에서의 CD8
+
 T 세포 백분율을 나타낸

다. MHC-II 펩티드는 이른바 수퍼토프 (supertope)에 해당한다. 즉, 이들 펩티드는 많은 다른 MHC-II 대립형질

에 의하여 제시되어 대부분의 동물에서 반응을 유도해낸다. 

도 30은 Rh214-220 결여 균주 68-1 RhCMV/gag벡터 (n=3)로 백신접종된 원숭이에서 125개의 연속된 15mer gag

펩티드들 (11개의 아미노산 중첩 포함)의 인식을 검출하기 위하여 유동세포 계측 ICS 검정으로 항원결정기-맵핑

된 SIVmac239gag에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 나타내는 표이다. 백그라운드 위의 CD8

+
 T 세포 반응을 가져오는

펩티드들은 MHC-I (mAb W6/32), MHC-E (Rh67 VL9), 및 MHC-II (mAb G46-6) 차단되게 하고 이들을 MHC-I 차단

(흰색 박스), MHC-E 차단 (회색 박스), MHC-II 차단 (검정색 박스) 펩티드, 또는 불확정(빗금 박스)로 구분하였

다. 모든 펩티드는 HLA-E 특이적 CD8
+
 T 세포 반응을 유도하기 위하여 Rh214-220에 대한 요구를 나타내는 MHC-

II에 의하여 제한받는다는 점에 유의한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 신규 재조합 CMV 벡터를 제공한다. 이때 상기 신규 재조합 CMV 벡터는, 한정되지는 않지만, 적어도[0011]

하나의 이종 단백질 항원, 적어도 하나의 활성 UL40 단백질, 및 적어도 하나의 활성 US28 단백질을 암호화하는

핵산을 포함하면서,  활성 UL128  및 UL130  단백질을 발현하지 않는 재조합 CMV  벡터를 포함한다.  본 발명은

또한, 한정되지는 않지만, 적어도 하나의 이종 항원을 암호화하면서, (1) 활성 UL40 단백질 및/또는 활성 US28

단백질, (2) 활성 UL128 단백질, 및 (3) 활성 UL130 단백질을 발현하지 않는 핵산을 포함하는 재조합 CMV 벡터

를 제공한다. 또한, 대상체에 적어도 하나의 이종 항원에 대한 면역 반응을 생성하는 방법, MHC-E-펩티드 복합

체를 인식하는 CD8+ T 세포를 생성하는 방법, 및 질병 치료 방법 등과 같은, 상기 신규 재조합 CMV 벡터를 이용

하는 방법이 더 제공된다. 

I. 용어 정의[0012]

달리 나타내지 않은 한, 기술 용어는 통상적인 용법에 따라 사용된다. 분자 생물학에서의 일반적인 용어들에 대[0013]

한 정의는 [Benjamin Lewin, Genes V, published by Oxford University Press, 1994(ISBN 0-19-854287-9)];

[Kendrew  등  .(eds.),  The  Encyclopedia  of  Molecular  Biology,  published  by  Blackwell  Science  Ltd.,

1994(ISBN  0-632-02182-9)];  및  [Robert  A.  Meyers(ed.),  Molecular  Biology  and  Biotechnology:  a
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Comprehensive Desk Reference, published by VCH Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8)] 등에서 찾

아볼 수 있다. 

본원에서 인용된 모든 간행물들, 특허들, 특허출원들, 인터넷 사이트들 및 등록번호/데이터베이스 서열들 (폴리[0014]

뉴클레오티드 및 폴리펩티드 서열 포함)은 마치 각각의 개별 간행물, 특허, 특허출원, 인터넷 사이트 및 서열수

납번호/데이터베이스 서열이 참고로 통합되도록 구체적이고 개별적으로 지시되어 있는 것처럼 그와  동일한 정

도까지 모든 목적을 위해 그 전체가 본원에 참고로 통합된다. 

달리 설명되어 있지 않은 한, 본원에서 사용된 모든 기술 용어들 및 과학 용어들은 본 개시내용이 속하는 분야[0015]

에서 통상의 기술을 가진 자에 의하여 통상적으로 이해되는 의미와 동일한 의미를 갖는다. 단수형 용어 ("a,"

"an," 및 "the")는, 내용이 달리 명시하고 있지 않은 한, 복수형 지시대상을 포함한다. 유사하게, 용어 "또는

(or)"은, 문맥이 달리 명시하고 있지 않은 한, "및 (and)"을 포함하기 위한 것이다. 핵산 또는 폴리펩티드에 대

해 주어진 모든 염기 크기 또는 아미노산 크기, 및 모든 분자 중량 또는 분자 질량 값은 근사치이고 설명을 위

한 목적으로 제공된다는 것도 이해해야 한다. 본원에 기재된 방법 및 재료와 유사하거나 동등한 방법 및 재료가

본 개시내용의 실시 또는 시험에서 사용될 수 있지만, 적합한 방법 및 재료가 하기에 기술된다. 용어 “구비한

다 (comprises)”는 “포함한다 (includes)"를 의미한다. 또한, 재료, 방법 및 예들은 단지 예시적인 것일 뿐

한정하기 위한 것이 아니다. 본 개시내용의 다양한 실시예들의 검토를 용이하게 하기 위하여, 과학적 용어들에

대한 하기 설명이 제공된다: 

항원: 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "항원" 또는 "면역원"은 호환 가능하게 사용되어 대상체에 면역 반응을[0016]

유도할 수 있는 물질, 통상적으로 단백질을 지칭한다. 상기 용어는 또한 일단 대상체에 투여되고 나면 (직접 또

는 단백질을 암호화하는 뉴클레오티드 서열 또는 벡터를 대상체에 투여하거나 함으로써) 그 단백질에 대하여 유

도되는 체액 및/또는 세포 유형의 면역반응을 유발할 수 있다는 의미에서 면역학적으로 활성인 단백질을 지칭하

기도 한다. 

투여: 외인성 항원을 갖는 유효량의 HCMV 벡터를 포함하는 조성물과 같은 약제를 대상체에 효과적인 경로로 제[0017]

공하기 위한 것이다. 예시적인 투여 방법에는 주사 (피하, 근육내, 진피내, 복막내, 및 정맥내 주사 등), 경구,

설하, 직장, 경피, 비강내, 질내 및 흡입 경로 등이 있으나 이들로 한정되지 않는다.

암: 비정상적인 세포들이 통제 없이 분열되어 다른 조직들로 침범할 수 있는 질병이나 상태. 암세포들은 피나[0018]

림프 조직을 통하여 다른 신체 부위로 퍼져 나갈 수 있다. 암은 수많은 질병에 대한 용어이다. 인간에는 100가

지 이상의 암 종류가 있다. 대부분의 암은 원발 기관을 따서 명명된다. 예를 들어, 대장에서 시작된 암은 대장

암(colon cancer)으로 칭한다. 그러나, 암의 특성, 특히 치료 화합물에 대한 암의 민감도에 관련한 특성은 암이

처음 생긴 기관에 한정되지 않는다. 암세포는, 시험관 내 (in vitro) 또는 생체 내 (in vivo)에서 관계없이 모

든 암에서 유래한 모든 세포가 될 수 있다. 

암은 또한 비정상이거나 통제되지 않는 세포 성장으로 특징되는 악성 종양을 포함하기도 한다. 암에 자주 연관[0019]

되는 기타 특성에는 전이 (metastasis), 인근 세포들의 정상 기능 방해, 비정상적인 수준의 사이토카인 또는 기

타 분비물의 방출 및 염증 또는 면역학적 반응의 억제 또는 악화, 림프절 등과 같이 주변 또는 원거리의 조직이

나 기관의 침윤 등이 있다. 

"전이성 질병" 또는 "전이"는 원래의 종양 부위를 떠나 다른 신체 부분으로 예를 들어 혈류나 림프계를 통하여[0020]

이동하는 암세포들을 지칭한다. 암의 "병리학"은 대상체의 건강을 해치는 모든 현상을 포함한다. 이는 비정상이

거나 통제되지 않는 세포 성장, 전이, 인근 세포들의 정상 기능 방해, 비정상적인 수준의 사이토카인 또는 기타

분비물의  방출,  염증  또는  면역학적  반응의  억제  또는  악화,  새로운  조직  형성  (neoplasia),  전암  상태

(premalignancy), 악성 종양 (malignancy), 림프절 등과 같이 주변 또는 원거리의 조직이나 기관의 침윤 등을

포함하나 이에 한정되지 않는다. 

유효량: 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "유효량"은 MHC-E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 이종 항[0021]

원 또는 형질 주입된 CD8 + T 세포를 포함하는 CMV 벡터와 같은 약제의 양을 지칭하며, 이는 상태 또는 질병의

신호나 증상 또는 상태 또는 질병의 징후나 증상을 감소 시키거나 없애거나 항원에 대한 면역 반응을 유도하는

것과 같이 원하는 반응을 생성하기에 충분한 양이다. 일부 예에서, "유효량"은 장애 또는 질병의 하나 이상의

증상 및/또는 그 근본 원인 (예방을 포함하여)을 치료하는 양이다. 유효량은 감염증, 암 또는 자가 면역 질환과

관련된 하나 이상의 징후 또는 증상과 같은 특정 질병이나 상태의 하나 이상의 징후 또는 증상이 진행되는 것을

방지하는 양을 포함하여, 치료적으로 효과적인 양일 수 있다. 
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돌연변이: 돌연변이는 정상, 일치 또는 "야생형"서열과 핵산 또는 폴리 펩티드 서열 간의 차이를 말한다. 돌연[0022]

변이는 돌연변이를 포함하는 임의의 단백질 또는 핵산 서열이다. 또한, 돌연변이가 있는 세포 또는 유기체는 돌

연변이체라 칭할 수 있다.

일부 형태의 암호화 서열 돌연변이는 점 돌연변이 (개별 뉴클레오타이드 또는 아미노산의 차이);  휴지상태의[0023]

(silent) 돌연변이 (아미노산 변화를 가져오지 않는 뉴클레오타이드들의 차이); 결실 (하나 이상의 뉴클레오타

이드 또는 아미노산들이 누락되어 있는 차이, 유전자의 전체 암호화 서열의 결실까지 포함); 프레임시프트 돌연

변이 (3으로 나눌 수 없는 뉴클레오타이드의 개수가 결실로 아미노산 서열 변경을 가져오는 차이) 등을 포함한

다. 아미노산 차이를 가져오는 돌연변이는 아미노산 치환 돌연변이라고도 칭하기도 한다. 아미노산 치환 돌연변

이는 아미노산 서열의 특정 위치에서 야생형에 대한 아미노산 변화에 의하여 기술될 수 있다. 

본원에 사용된 바와 같이, "불활성화 돌연변이"는 바이러스 유전자의 임의의 돌연변이이며, 이는 결국 바이러스[0024]

단백질의 기능 저하 또는 완전한 기능 상실을 초래한다. 

뉴클레오티드 서열 또는 핵산 서열: "뉴클레오티드 서열" 및 "핵산 서열"이라는 용어는 비제한적으로 전령 RNA[0025]

(mRNA), DNA/RNA 혼성체 또는 합성 핵산을 포함한 데옥시리보핵산 (DNA) 또는 리보핵산 (RNA) 서열을 지칭한다.

핵산은 단일-가닥이거나, 또는 부분적으로 또는 완전히 이중-가닥 (이중체)일 수 있다. 이중체 핵산은 단일이중

체 또는 이종이중체일 수 있다. 

재조합체: 재조합 핵산 또는 폴리펩티드는 자연적으로 발생하지 않는 서열을 가지거나 두 개 이상의 달리 분리[0026]

된 서열 단편의 인공적인 조합, 예를 들어 이종 항원을 포함하거나 및/또는 하나 이상의 유전자의 변이에 의하

여 복제 결핍이 된 CMV 벡터에 의하여 만들어진 서열을 말한다. 이러한 인공적인 결합은 종종 화학 합성, 또는

더 일반적으로는 유전공학 기술에 의한 핵산 분리 단편의 인공 조작에 의하여 수행되기도 한다. 재조합 폴리펩

티드는 또한 폴리펩티드의 천연 공급원이 아닌 숙주 유기체로 전이된 재조합 핵산을 포함하는 재조합 핵산을 사

용하여 제조된 폴리펩티드를 지칭할 수 있다 (예를 들어, 이종 항원을 포함하는 CMV 벡터를 형성하는 폴리펩티

드를 암호화하는 핵산). 

복제 결핍: 본원에서 사용된 바와 같이, 복제 결핍 CMV는 일단 숙주 세포에서 바이러스 복제를 할 수 없거나 그[0027]

게놈을 복제하여 비리온 (virions)을 생성하는 능력이 상당히 제한된 바이러스이다. 다른 예에서, 복제 결핍 바

이러스는 파종 결핍, 즉, 바이러스 입자가 감염된 세포에서 방출되지 않거나 비 감염성 바이러스 입자가 방출되

어 게놈을 복제할 수는 있어도 다른 세포를 감염시킬 수는 없는 것이다. 다른 예에서 복제 결핍 바이러스는 확

산이 불충분해서 즉, 감염된 바이러스가 감염된 숙주에서 분비되지 않은 때문일 수도 있고 아니면 비 감염성 바

이러스 입자가 호스트에서 호스트로 퍼질 수 없다. 일부 예에서, 복제-결핍 CMV는 바이러스 복제에 필수적인 하

나 이상의 유전자 ("필수 유전자") 또는 최적 복제에 필요한 유전자 ("증강 유전자") 발현 결핍을 가져오는 돌

연변이를 포함하는 CMV이다. CMV 필수 및 증강 유전자는 당해 기술 분야에서 (특히, 본원에 참고로 통합된 US

2013/0136768에서) 설명된 것이고, 본원에도 개시되어 있다. 

약제학적으로 허용 가능한 담체:  약제학적으로 허용되는 유용한 담체들은 통상적인 것들이다.  Remington  's[0028]

Pharmaceutical Sciences (EW Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 19th Edition, 1995)는 본원에 개시

된 조성물의 약학적 전달에 적절한 조성물 및 제제를 기술하고 있다. 일반적으로, 담체의 성질은 채용되는 특정

투여 방식에 의존할 것이다. 예를 들어, 비경구 제제는 대개 부형제(vehicle)로서 물, 생리 식염수, 평형 염 용

액, 수성 덱스트로스, 글리세롤 등을 포함하는, 약제학적으로 그리고 생리학적으로 허용 가능한 유체를 포함하

는 주사 가능한 유체를 포함한다. 고체 조성물 (분말, 환제, 정제 또는 캡슐 형태 등)의 경우, 통상적인 비 독

성 고체 담체는 예를 들어 제약 등급의 만니톨, 락토오스, 전분 또는 마그네슘 스테아레이트를 포함할 수 있다.

생물학적으로 중성인 담체 이외에, 투여하고자 하는 약학 조성물은 미량의 습윤제나 유화제 등과 같은 비 독성

의 보조물질, 방부제 및 pH 완충제 등, 예를 들어, 나트륨 아세테이트 또는 소르비탄 모노라우레이트를  함유할

수 있다.

폴리뉴클레오티드: 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "폴리뉴클레오티드"는 리보 핵산 (RNA) 또는 데옥시 리보[0029]

핵산 (DNA)의 중합체를 나타낸다. 폴리누클레오티드는 4개의 염기 아데닌, 시토신, 구아닌 및 티민/우라실 (우

라실은 RNA에서 사용됨)로 이루어져 있다. 핵산의 암호화 서열은 핵산에 의하여 암호화되는 단백질의 서열을 나

타낸다. 

폴리펩티드: 용어 "단백질", "펩티드", "폴리펩티드", 및 "아미노산 서열"은 임의의 길이의 아미노산 잔기의 중[0030]

합체를 지칭하기 위하여 호환 가능하게 사용된다. 중합체는 선형 또는 분지형일 수 있고, 개질된 아미노산 또는
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아미노산 유사체를 포함할 수 있으며, 아미노산 이외의 화학적 부분구조 (moiety)에 의하여 차단될 수 있다. 상

기 용어들은 또한 자연적으로 또는 개입에 의하여 개질된 아미노산 중합체를 포함하기도 하는데, 예를 들어; 디

설파이드 결합 형성, 당화, 지질화, 아세틸화, 인산화, 또는 표지 또는 생물 활성 성분과의 접합과 같은 임의의

다른 조작 또는 변형을 포함할 수 있다. 

서열 동일성/유사성: 2개 이상의 핵산 서열 또는 2개 이상의 아미노산 서열 간의 동일성/유사성은 서열 간의 동[0031]

일성 또는 유사성의 관점에서 표현된다. 서열 동일성은 백분율 동일성의 관점에서 측정될 수 있는데, 백분율이

높을수록 서열들이 더 동일하다고 할 수 있다. 서열 유사성은 백분율 동일성 또는 유사성 (보수적인 아미노산

치환 고려)의 관점에서 측정될 수 있는데, 백분율이 높을수록 서열들이 더 유사하다고 할 수 있다. 상당량의 서

열 동일성을 가지며, 서로 동일하거나 유사하게 기능하는 폴리펩티드 또는 단백질 도메인 (예를 들어, 상이한

종에서 동일한 기능을 제공하거나 단백질의 돌연변이체 형태로 작용하여 단백질의 기능 또는 그 크기를 변화시

키지 않는 단백질)는 "상동체"라고 부를 수 있다. 

비교를 위한 서열 정렬 방법은 당 업계에 잘 알려져 있다. 다양한 프로그램과 정렬 알고리즘이 문헌 [Smith &[0032]

Waterman, Adv Appl Math 2, 482 (1981)]; [Needleman & Wunsch, J Mol Biol 48, 443 (1970)]; [Pearson &

Lipman, Proc Natl Acad Sci USA 85, 2444 (1988)]; [Higgins & Sharp, Gene 73, 237-244 (1988); Higgins &

Sharp, CABIOS 5, 151-153 (1989)]; [Corpet et ai, Nuc Acids Res 16, 10881-10890 (1988)]; [Huang et ai,

Computer App Biosci 8, 155-165 (1992)]; 및 [Pearson 등, Meth Mol Bio 24, 307-331 (1994)]에 기재되어 있

다. 또한, 문헌 [Altschul 등, J Mol Biol 215, 403-410 (1990)]은 서열 정렬방법 및 상동성 계산에 대한 구체

적인 고려 사항을 제시한다.

NCBI  기본  국소  정렬  검색  도구  (BLAST)  ([Altschul  등  (1990)],  상술함)는서열  분석  프로그램  blastp,[0033]

blastn, blastx, tblastn 및 tblastx와 관련한 사용을 위하여, 국립 생물 정보 센터 (NCBI) (미국 국립 의학

도서관, 38A동 8N805호, 베데스다, MD 20894) 및 인터넷 등을 포함한 몇 군데의 출처에서 입수 가능하다. 추가

정보는 NCBI 웹 사이트에서 찾아볼 수 있다. 

BLASTN은 핵산 서열을 비교하는 데 사용되는 반면 BLASTP는 아미노산 서열을 비교하는 데 사용된다. 비교되는 2[0034]

개의 서열이 상동성을 공유한다면, 지정된 출력 파일은 정렬된 서열로서 상동성 영역을 나타낼 것이다. 비교되

는 2개의 서열이 상동성을 공유하지 않는다면, 지정된 출력 파일은 정렬된 서열을 나타내지 않을 것이다.

일단 정렬되면, 두 서열에서 동일한 뉴클레오티드 또는 아미노산 잔기가 나오는 위치의 개수를 계수함으로써 매[0035]

칭되는 수를 결정된다. 백분율 서열 동일성은 상기 매칭되는 수를 식별된 서열에 기재된 서열의 길이 또는 연결

된 길이 (예를 들면,  식별된 서열에 기재된 서열로부터 100개의 연속되는 뉴클레오티드 또는 아미노산 잔기

등)로 나누고 그 결과값을 100으로 곱함으로써 구할 수 있다. 예를 들어, 1154개의 뉴클레오티드를 갖는 시험

서열과 정렬될 때 1166개의 매칭을 갖는 핵산 서열은 시험 서열과 75.0 퍼센트 동일하다(1166/1554*100=75.0).

서열 동일성 백분율 값은 가장 가까운 소수점 첫째 자리로 반올림된다. 예를 들어 75.11,  75.12,  75.13  및

75.14는 75.1로 반올림되며 75.15, 75.16, 75.17, 75.18 및 75.19는 75.2로 반올림된다. 길이 값은 항상 정수

이다. 다른 예에서, 다음과 같이 식별된 서열로부터 20개의 연속되는 뉴클레오티드와 정렬되는 20-뉴클레오티드

영역을 포함하는 표적 서열은 그 식별된 서열과 75 퍼센트 서열 동일성을 공유한다(즉, 15/20*100=75).

약 30개 이상의 아미노산의 아미노산 서열을 비교하기 위하여, 디폴트 파라미터로 설정된 디폴트 BLOSUM62 매트[0036]

릭스를 사용하여 Blast 2 서열 기능을 사용하였다[갭 존재 비용(gap existence cost) 11, 퍼 잔기 갭 비용(per

residue gap cost) 1]. 상동체는 보통 NCBI Basic Blast 2.0, nr 데이터베이스, swissprot 데이터베이스 및 특

허  시퀀스  데이터베이스와  같은  데이터베이스와의  gapped  blastp를  이용하여  아미노산  서열로  전장  (full-

length) 정렬하여 계수된 적어도 70%의 서열 동일성을 가진다는 특징이 있다. blastn 프로그램으로 검색된 검색

어들은 DUST (Hancock & Armstrong, Comput Appl Biosci 10, 67-70 (1994)로 필터링된다. 다른 프로그램에서는

SEG를 사용한다. 또한, 수동 정렬을 수행할 수도 있다. 훨씬 더 높은 유사성을 가지는 단백질들은, 적어도 약

75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 또는 99%의 단백질 서열 동일성처럼, 이 방법에 의하여 평가했을 때 증가하는 백

분율 동일성을 보일 것이다.

짧은 펩티드 (약 30 아미노산 미만)의 정렬시에는, PAM30 매트릭스를 디폴트 파라미터로 설정 한 Blast 2 서열[0037]

기능 (오픈 갭 9, 익스텐션 갭 1 페널티)을 사용하여 정렬을 수행한다. 참조 서열에 훨씬 더 유사한 유사성을

갖는 단백질들은, 적어도 약 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 또는 99%의 단백질 서열 동일성처럼, 이

방법에 의하여 평가했을 때 증가하는 백분율 동일성을 보일 것이다. 전체 서열보다 적은 서열을 서열 동일성면

에서 비교했을 때, 상동체들은 보통 10-20개 아미노산의 짧은 윈도우에 대해 적어도 75%의 서열 동일성을 가질
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것이며, 참조 서열에 대한 동일성에 따라 적어도 85%, 90%, 95% 또는 98%의 서열 동일성을 가질 수 있다. 그러

한 짧은 윈도우에 대한 서열 동일성을 결정하는 방법은 NCBI 웹 사이트에 설명되어 있다.

2개의 핵산 분자가 밀접하게 관련된다는 표시의 하나는 상술한 바와 같이 엄격한 조건 하에서 두 분자가 서로[0038]

혼성화된다는  것이다.  고도의  동일성을  나타내지  않는  핵산  서열은  그럼에도  불구하고  유전자  암호의  퇴화

(degeneracy)로 인해 동일하거나 유사한 (보존된) 아미노산 서열을 암호화할 수 있다. 실질적으로 동일한 단백

질을 모두 암호화하는 다수의 핵산 분자를 생성하기 위하여 이러한 퇴화를 사용하여 핵산 서열 변화를 이룰 수

있다. 그러한 상동 핵산 서열은 예를 들어, 단백질을 암호화하는 핵산에 대해 적어도 약 50%, 60%, 70%, 80%,

90%, 95%, 98% 또는 99%의 서열 동일성을 가질 수 있다.

대상체: 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "대상체"는 살아있는 다세포 척추 동물을 가리키는 것으로, 인간과[0039]

비인간 포유류 모두를 포함한다. 

치료: 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "치료"는 질병 또는 병리학적 상태의 징후 또는 증상을 완화시키는 개[0040]

입을 의미한다. 본원에서 사용된 바와 같이, 질병, 병리학적 상태 또는 증상에 대한 "치료", "치료하다"와 "치

료하는" 라는 용어들은 또한 치료의 관찰 가능한 유익한 효과를 지칭하기도 한다. 유익한 효과는 예를 들어, 민

감한 대상체에 있어서 질병의 임상 증상 시작의 지연, 질병의 일부 또는 모든 임상 증상의 중증도 감소, 질병의

느린 진행, 질병의 재발의 횟수 감소, 대상체의 전반적인 건강 또는 복지의 개선, 또는 특정 질병 특유의 당 업

계에 잘 알려진 기타 변수들에 의하여 증명될 수 있는 것이다. 예방적 치료는 병변 발생 위험을 줄이기 위하여

질병의 징후가 보이지 않거나 조기 징후만을 보이는 환자에게 실시되는 치료이다. 치료학적 치료는 질병의 징후

및 증상이 나타난 후에 환자에게 실시되는 치료이다.

II. 재조합 CMV 벡터 및 그 사용 방법[0041]

본원에는 생물체를 반복적으로 감염시킬 수 있는 인간 또는 동물의 거대세포바이러스 (CMV) 벡터가 개시된다.[0042]

상기  CMV  벡터는  이종  단백질  항원을  암호화하고  활성  UL128  및  UL130  단백질  또는  이의  병렬  상동체

(orthologs) (다른 종을 감염시키는 CMV의 상동 유전자)의 발현이 결핍된 핵산 서열을 포함한다. 상기 이종 항

원은 예를 들어 HIV, SIV, 단순 포진 바이러스, B 형 또는 C 형 간염 바이러스, 유두종 바이러스, 플라스모디움

기생충 및 결핵균으로부터 유래된 병원균-특이적 항원을 포함하는 임의의 항원일 수 있다. 또 다른 예에서, 상

기 이종 항원은 예를 들어 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 척수형성 이상 증후군, 급성 림프모구 백

혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종, 유방암, 폐암, 난소암, 전립

선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양 등을 포함하는 임의의 종양 항원일 수 있다. 일부 예

에서, 상기 CMV 벡터는 또한 활성 UL40 단백질 (또는 이의 병렬 상동체) 및/또는 활성 US28 단백질 (또는 이의

병렬 상동체)이 결여되어 있다. 또 다른 예에서, 상기 이종 항원은 예를 들어 조직-특이적 항원, 또는 T 세포

수용체의 가변 부위에서 유래한 항원, B 세포 수용체의 가변 부위에서 유래한 항원, 정자 항원 또는 난자 항원

을 포함한 숙주 자가-항원 등일 수 있다.

일부의 예에서, 상기 벡터는 UL128, UL130 또는 UL40 (또는 이의 병렬 상동체)를 암호화하는 핵산 서열에 돌연[0043]

변이가 존재함으로 인해 활성 UL128, UL130, US28 또는 UL40 단백질을 발현하지 않는다. 상기 돌연변이는 활성

UL128,  UL130,  US28  또는 UL40  단백질의 발현이 결여된 임의의 돌연변이일 수 있다.  그러한 돌연변이는 점

(point) 돌연변이, 프레임시프트 (frameshift) 돌연변이, 단백질[절단 (truncation) 돌연변이]를 암호화하는 서

열 전부 보다 적은 결실(deletion), 또는 상기 단백질을 암호화하는 핵산 서열 전부 결실 (deletion), 또는 기

타 돌연변이를 포함할 수 있다.

추가적인 예에서, 상기 벡터는 활성 UL128, UL130, US28 또는 UL40 단백질 (또는 이의 병렬 상동체)의 발현을[0044]

억제하는 안티센스 또는 RNAi 서열 (siRNA 또는 miRNA)을 포함하는 벡터 내의 핵산 서열의 존재로 인해 상기 활

성 UL128, UL130, US28 또는 UL40 단백질 (또는 이의 병렬 상동체)을 발현하지 않는다. 돌연변이 및/또는 안티

센스 및/또는 RNAi는 활성 UL128, UL130, US28 또는 UL40 (또는 이의 병렬 상동체)이 결여된 CMV 벡터를 생성

하기 위하여 임의의 조합으로 사용될 수 있다.

상기 CMV 벡터는 불활성화 US11 돌연변이 또는 불활성화 UL82 (pp71) 돌연변이 또는 임의의 기타 불활성화 돌연[0045]

변이와 같은 다른 면역 반응을 제공하기 위하여 당 업계에 공지된 추가적인 불활성화 돌연변이를 포함할 수 있

다. 상기 CMV 벡터는 필수적이거나 생체 내 바이러스 전파 (즉, 세포에서 세포로의 전파)를 위하여 증강되도록

당 업계에 공지된 바이러스 단백질을 암호화하는 하나 이상의 바이러스 유전자에 적어도 하나의 불활성화 돌연

변이를 포함할 수도 있다. 그러한 불활성화 돌연변이는 점 돌연변이, 프레임시프트 돌연변이, 절단 돌연변이,
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및 상기 바이러스 단백질을 암호화하는 핵산 서열 전부 결실로부터 비롯된 것일 수 있다. 불활성화 돌연변이는

최종적으로 바이러스 단백질의 기능 저하 또는 완전한 기능 상실로 이어지는 바이러스 유전자의 임의의 돌연변

이를 포함한다. 

또한, 본원에는 대상체에 이종 항원에 대한 CD8
+
 T 세포 반응을 생성시키는 방법들이 개시된다. 상기 방법은 유[0046]

효량의 CMV 벡터를 대상체에 투여하는 단계를 포함한다. 일 실시예에서, 상기 CMV 벡터는 적어도 하나의 이종

항원을 암호화하는 핵산 서열 및 활성 UL128 단백질 (또는 이의 병렬 상동체)을 발현하지 않고, 활성 UL130 단

백질 (또는 이의 병렬 상동체)을 발현하지 않으며, 적어도 하나의 활성 UL40  단백질 및 적어도 하나의 활성

US28 단백질을 발현하는 핵산 서열을 갖는 것을 특징으로 한다. 상기 적어도 하나의 활성 UL40 단백질 및 상기

적어도 하나의 활성 US28 단백질은 UL40 및 US28의 병렬 상동체 (orthologs) 또는 상동체 (homologs)일 수 있

다. 이 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포 반응은 적어도 10%의 CD8

+
 T 세포들이 MHC-E에 의하여 제시된 항원결

정기(epitopes)에 대항하는 것을 특징으로 한다. 추가적인 예에서, 적어도 20%, 적어도 30%, 적어도 40%, 적어

도 50%, 적어도 60%, 적어도 75%, 적어도 90%, 또는 적어도 95%의 CD8
+
 T 세포는 MHC-E에 의하여 제한된다. 일

부의 실시예에서, 상기 CMV 벡터는 2~5개의 활성 US28 단백질 또는 이의 병렬 상동체나 상동체를 발현한다. 일

부의 실시예에서, 상기 방법은 CMV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포로부터 CD8

+
 T 세포 수용체를 식별하는 단

계를 더 포함하며, 이때 상기 CD8
+
 T 세포 수용체는 MHC-E/이종 항원-유래 펩티드 복합체를 인식한다. 일부의

실시예에서, 상기 CD8
+
 T 세포 수용체는 RNA 또는 DNA 시퀀싱에 의하여 식별될 수 있다. 다른 실시예에서, 상기

CMV 벡터는 활성 UL128, UL130 및 UL40 단백질을 발현하지 않는 핵산 서열을 가지는 것을 특징으로 하며, 이 벡

터는  HLA-E-제한  CD8
+
 T  세포  (손상되지  않은  US28  및  UL40을  함유하는  하나  이상의  추가  벡터에  의하여

유도됨)와 함께 또는 HLA-E-제한 CD8
+
 T 세포 (기능성 UL40 또는 US28 단백질이 결여된 하나 이상의 추가 벡터

에 의하여 유도됨) 없이 MC-II 수퍼토프를 인식하는 CD8
+
 T 세포를 유도하기 위하여 사용될 수 있다. 다른 실시

예에서, 상기 CMV 벡터는 활성 UL128, UL130 및 US28 단백질을 발현하지 않는 핵산 서열을 가지는 것을 특징으

로 하며, 이 벡터는 HLA-E-제한 CD8
+
 T 세포 (손상되지 않은 US28 및 UL40을 함유하는 하나 이상의 추가 벡터에

의하여 유도됨)와 함께 또는 HLA-E-제한 CD8
+
 T 세포 (기능성 UL40 또는 US28 단백질이 결여된 하나 이상의 추

가 벡터에 의하여 유도됨) 없이 MC-II 수퍼토프를 인식하는 CD8
+
 T 세포를 유도하는데 사용될 수 있다. 다른 실

시예에서, 상기 CMV 벡터는 활성 UL128, UL130, US28 및 UL40 단백질을 발현하지 않는 핵산 서열을 가지는 것을

특징으로 하며, 이 벡터는 HLA-E-제한 CD8
+
 T 세포 (손상되지 않은 US28 및 UL40을 함유하는 하나 이상의 추가

벡터에 의하여 유도됨)와 함께 또는 HLA-E-제한 CD8
+
 T 세포 (기능성 UL40 또는 US28 단백질이 결여된 하나 이

상의 추가 벡터에 의하여 유도됨) 없이 MC-II 수퍼토프를 인식하는 CD8
+
 T 세포를 유도하는데 사용될 수 있다. 

또한, 본원에는 MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 CD8
+
 T 세포를 생성시키는 방법이 개시된다. 이 방법은 MHC-E-[0047]

펩티드 복합체를 인식하는 한 세트의 CD8+세포를 생성하기 위하여 제1 대상체 (또는 동물)에 하나 이상의 이종

항원과 활성 UL40 단백질 또는 이의 상동체나 병렬 상동체를 암호화하는 CMV 벡터를 투여하는 단계를 포함한다.

상기 CMV 벡터는 활성 UL128 및 UL130 단백질 또는 이의 병렬 상동체를 암호화하지 않으며, 상기 이종 항원은

병원균-특이적 항원, 종양 항원, 조직-특이적 항원 또는 숙주 자가-항원을 포함하는 임의의 항원일 수 있다. 일

부의 실시예에서, 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 (TCR)의 가변 부위에서 유래한 항원 또는 B 세포 수용

체의 가변 부위에서 유래한 항원이다. 이 방법은, 상기 한 세트의 CD8
+
 T 세포로부터 제1 CD8

+
 TCR를 식별하는

단계로, 상기 제1 CD8
+
 TCR은 MHC-E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 단계; 및 상기 하나 이상의 CD8

+

T 세포를 발현 벡터로 형질감염하는 단계로, 상기 발현 벡터는 제2 CD8
+
 T 세포 수용체를 암호화하는 핵산 서열

과 상기 T 세포 수용체를 암호화하는 핵산 서열에 작동 가능하도록 링크된 프로모터를 포함하며, 상기 제2 CD8
+

T세포는 상기 제 1 CD8
+
 TCR의 CDR3  및 CDR3β를 포함함으로써, MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 하나 이상의

형질감염된 CD8
+
 T 세포를 생성하는 단계를 더 포함한다. 발현 벡터로 형질감염시키기 위한 상기 하나 이상의

CD8
+
 T 세포는, 제 1 대상체 또는 제 2 대상체로부터 분리될 수 있다. 일부의 실시예에서, 이 방법은 암, 병원

성 감염, 또는 자가면역 질환 또는 장애와 같은 질병을 치료하기 위하여 상기 제 1 또는 제 2 대상체에 상기 하
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나 이상의 형질감염 T 세포를 투여하는 단계를 더 포함할 수 있다. 일부의 실시예에서, 이 방법은 조직-특이적

항원 또는 숙주 자가-항원에 대한 자가면역 반응을 유도하기 위하여 상기 제 1 또는 제 2 대상체에 상기 하나

이상의 형질감염 T 세포를 투여하는 단계를 더 포함할 수 있다. 

또한, 본원에는 다음의 단계들을 포함하는 방법에 의하여 제조된 MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 형질변환된[0048]

CD8
+
 T 세포가 개시되며, 상기 방법에 포함된 단계들은: (1) MHC-E/펩티드 복합체를 인식하는 한 세트의 CD8

+
 T

세포를 생성하기에 유효한 양으로 CMV 벡터를 제1 대상체에 투여하는 단계로, 상기 CMV 벡터는 적어도 하나의

이종 항원을 암호화하는 제 1 핵산 서열을 포함하고, 활성 UL40 단백질을 암호화하는 제 2 핵산 서열을 더 포함

하며, 상기 CMV 벡터는 활성 UL128 및 UL130 단백질, 또는 이의 병렬 상동체를 발현하지 않는 단계; (2) 상기

한 세트의 CD8
+
 T 세포로부터 제1 CD8

+
 T 세포 수용체를 식별하는 단계로, 상기 제1 CD8

+
 T 세포 수용체는 MHC-

E/이종 항원-유도 펩티드 복합체를 인식하는 단계; (3) 상기 제1 대상체 또는 제2 대상체에서 하나 이상의 CD8
+

T 세포를 분리해 내는 단계; 및 (4) 상기 제1 대상체 또는 제2 대상체에서 분리한 상기 하나 이상의 CD8
+
 T 세

포를 발현 벡터로 형질감염하는 단계로, 상기 발현 벡터는 제2 CD8
+
 T 세포 수용체를 암호화하는 핵산 서열과

상기 제2 CD8
+
 T 세포 수용체를 암호화하는 핵산 서열에 작동 가능하도록 링크된 프로모터를 포함하며, 상기 제

2 CD8
+
 T 세포 수용체는 상기 제 1 CD8

+
 T 세포 수용체의 CDR3  및 CDR3 을 포함함으로써, MHC-E-펩티드 복

합체를 인식하는 형질감염된 CD8
+
 T 세포를 생성하는 단계;를 포함한다. 상기 이종 항원은 병원균-특이적 항원,

조직-특이적 항원, 숙주 자가-항원 또는 종양 항원을 포함하는 임의의 항원일 수 있다. 일부의 실시예에서, 상

기 제 1 CD8
+
 T 세포 수용체는 RNA 또는 DNA 시퀀싱에 의하여 식별된다. 또한, 본원에는 암, 병원성 감염 또는

자가 면역 질환 또는 장애와 같은 질병을 치료하는 방법으로, 상기 방법은 MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는 형

질감염된 T 세포를 제1 또는 제2 대상체에 투여하는 단계를 포함한다.  또한, 본원에는 숙주 자가-항원 또는 조

직-특이적 항원에 대한 자가 면역 반응을 유도하는 방법으로서, 상기 방법은 MHC-E-펩티드 복합체를 인식하는

형질감염된 T 세포를 상기 제 1 또는 제 2 대상체에 투여하는 단계를 포함하는 방법이 개시된다.

추가적인 예들에서, 상기 방법은 유효량의 제 2 CMV 벡터를 투여하는 단계를 포함하며, 상기 제 2 CMV 벡터는[0049]

상기 대상체에 대한 제2 이종 항원을 암호화하는 핵산 서열을 포함한다. 이 제 2 CMV 벡터는 활성 UL128 단백질

(또는 이의 상동체나 병렬 상동체)및/또는 활성 UL130 단백질 (또는 이의 상동체나 병렬 상동체)을 포함하는 임

의의 CMV 벡터일 수 있다. 상기 제 2 CMV 벡터는 제 2 이종 항원을 포함할 수 있다. 상기 제 2 이종 항원은 제

1 CMV 벡터에서의 이종 항원과 동일한 이종 항원을 포함하는 임의의 이종 항원을 포함할 수 있다. 상기 제 2

CMV 벡터는 제 1 CMV 벡터의 투여에 대비하여, 이전, 동시 또는 이후를 포함하여, 어느 때라도 투여될 수 있다.

이는 상기 제1 CMV 벡터의 투여 이전이나 이후 얼마만의 월, 일, 시, 분 또는 초에라도 행해질 수 있는 제2 CMV

벡터의 투여를 포함한다. 

인간 또는 동물 CMV 벡터는 발현 벡터로서 사용되는 경우, 인간 등 선택된 대상체에서 있어서 선천적으로 비병[0050]

원성이다. 일부 예에서, 상기 CMV 벡터는 선택된 대상체에서 비병원성 (숙주-숙주간 확산 불가능)이 되도록 개

질되었다.

이종 항원은 암 항원, 병원균-특이적 항원, 모델 항원 (리소자임, 키홀-림펫 헤모시아닌 (KLH) 또는 오발부민[0051]

등), 조직-특이적 항원, 숙주 자가-항원 또는 기타 항원을 포함하여, CMV에서 유래하지 않은 임의의 단백질 또

는 이의 단편일 수 있다.

병원균-특이적 항원은 인간 또는 동물의 병원균으로부터 유래 될 수 있다. 상기 병원균은 바이러스성 병원균,[0052]

박테리아 병원균 또는 기생충일 수 있으며, 상기 항원은 바이러스 병원균, 박테리아 병원균 또는 기생충에서 유

래된 단백질일 수 있다. 상기 기생충은 유기체 또는 유기체에 의한 질병일 수 있다. 예를 들어, 상기 기생충은

원생 생물, 질병을 일으키는 원생 생물, 연충 생물 또는 벌레, 연충 생물에 의한 질병, 체외 기생충 또는 체외

기생충에 의한 질병일 수 있다.

상기 항원은 암에서 유래된 단백질일 수 있다. 상기 암은 급성 골수성 백혈병, 만성 골수성 백혈병, 골수형성이[0053]

상 증후군, 급성 림프모구 백혈병, 만성 림프모구 백혈병, 비(非)호지킨 림프종, 다발성 골수종, 악성 흑색종,

유방암, 폐암, 난소암, 전립선암, 췌장암, 대장암, 신세포암 (RCC), 및 종자세포 종양을 포함하지만, 이에 한정

되지 않는다.
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상기 항원은 숙주 자가-항원일 수 있다. 상기 숙주 자가-항원은 T 세포 수용체 또는 B 세포 수용체의 가변 부위[0054]

에서 유래한 항원을 포함 하나 이에 한정되지 않는다. 상기 항원은 조직-특이적 항원일 수 있다. 상기 조직-특

이적 항원은 정자 항원 또는 난자 항원을 포함하지만, 이에 한정되지 않는다.

본원에 개시된 CMV 벡터는 재조합 CMV 바이러스 또는 벡터, 및 약제학적으로 허용 가능한 담체 또는 희석제를[0055]

함유하는 면역원성, 면역학적 또는 백신 조성물로서 사용될 수 있다. 상기 재조합 CMV 바이러스 또는 벡터 (또

는 이의 발현 산물)를 함유하는 면역학적 조성물은 면역학적 반응-국소 또는 전신-을 유도한다. 상기 반응은 방

어적인 것이지만 반드시 그럴 필요는 없다. 상기 재조합 CMV 바이러스 또는 벡터 (또는 이의 발현 산물)를 함유

하는 면역원성 조성물도 마찬가지로, 방어적일 수 있으나 반드시 그럴 필요는, 국소적 또는 전신적인 면역 반응

을 유도한다. 상기 백신 조성물은 국소적 또는 전신적 방어 반응을 유도한다. 따라서, "면역학적 조성물"및 "면

역원성 조성물"이라는 용어는 "백신 조성물"(앞의 2개 용어가 방어적 조성물일 수 있으므로)이라는 의미를 포함

한다.

본원에 개시된 CMV 벡터는 상기 재조합 CMV 바이러스 또는 벡터 및 약제학적으로 허용 가능한 담체 또는 희석제[0056]

를 포함하는 면역원성, 면역학적 또는 백신을 대상체에 투여하는 단계를 포함하는, 대상체에 면역학적 반응을

유도하는 방법에 사용될 수 있다. 본 명세서의 목적상, "대상체"이라는 용어는 비인간 영장류 및 인간을 포함한

모든 동물을 포함하는 반면, "동물"은 인간을 제외한 모든 척추 동물을 포함하고, "척추 동물"은 동물들 (여기

서는 "동물"이 사용됨)과 인간을 포함한 모든 척추 동물을 포함한다. 그리고 물론 "동물"의 서브 세트는 "포유

동물"이고, 이는 본 명세서의 목적상, 인간을 제외한 모든 포유류를 포함하는 것으로 한다.

본원에 개시된 CMV 벡터는 상기 재조합 CMV 바이러스 또는 벡터 및 약제학적으로 허용 가능한 담체 또는 희석제[0057]

를 함유하는 치료용 조성물에 사용될 수 있다. 본원에 개시된 CMV 벡터는 이종 항원을 암호화하는 서열을 포함

하는 DNA를 CMV 게놈의 필수 또는 비 필수 영역에 삽입함으로써 제조될 수 있다. 상기 방법은 상기 CMV 게놈에

서 하나 이상의 영역을 삭제하는 단계를 더 포함할 수 있다. 상기 방법은 생체 내 (in vivo) 재조합을 포함할

수 있다. 따라서, 상기 방법은 CMV 게놈의 부위들과 상동성이 있는 DNA 서열들이 측면 연접 이종 DNA를 포함하

는 공여체 DNA의 존재 하에 세포-친화성 매질에서 CMV DNA로 세포를 형질감염시키는 단계를 포함할 수 있으며,

이로써 이종 DNA가 CMV 게놈에 도입되고, 선택적으로 생체 내 재조합(in vivo recombination)에 의하여 개질된

CMV를 회수할 수 있다. 상기 방법은 또한 CMV DAN를 분열하여 분열된 CMV DNA를 얻고, 상기 이종 DNA를 상기 분

열된 CMV DAN에 연결하여 혼성 CMV-이종 DNA를 얻고, 상기 혼성 CMV-이종 DNA로 세포를 감염시키고, 선택적으로

상기 이종 DNA의 존재에 의해 변형된 CMV를 회수하는 단계를 포함할 수 있다. 생체 내 제조합이 충분히 이해되

기 때문에, 상기 방법은 따라서 CMV에 이질적인 폴리펩티드를 암호화하는 CMV에서 자연적으로 발생하지 않는 공

여체 DNA를 포함하는 플라스미드를 제공하기도 하며, 상기 공여체 DNA는 CMV의 필수 또는 비 필수 영역의 DNA가

공여체 DNA와 연접하도록 CMV DNA의 세그먼트 내에 존재하는데, 그렇지 않았더라면 CMV DNA는 상기 CMV게놈의

필수 또는 비 필수 영역과 동일 직선상에 있었을 것이다. 상기 이종 DNA가 CMV에 삽입되어 그 DNA의 안정적인

통합을, 원하는 경우에는 그의 발현까지도, 가져올 수 있는 임의의 방향으로 재조합 CMV를 생성시킬 수 있다. 

상기 재조합 CMV 벡터에서 이종 항원을 암호화하는 DNA는 프로모터를 포함할 수도 있다. 상기 프로모터는 HCMV,[0058]

RhCMV, MCMV (쥐의 CMV) 또는 기타 CMV의 프로모터 등의, 내인성 CMV 프로모터를 포함하는, 포진 바이러스와 같

은 임의의 공급원으로부터 유래될 수 있다. 상기 프로모터는 또한 EFlα 프로모터와 같은 비-바이러스성 프로모

터일 수도 있다. 상기 프로모터는 바이러스에 의하여 제공되는 트랜스 활성화 단백질로 트랜스 활성화된 영역

및 상기 절단된 전사적으로 활성인 프로모터가 유래된 전장 (full-length) 프로모터의 최소 프로모터 영역을 포

함하는, 절단된 전사적으로 활성인 프로모터일 수 있다. 상기 프로모터는 최소 프로모터에 상응하는 DNA 서열과

상류 조절 서열의 결합으로 구성될 수 있다. 상기 최소 프로모터는 CAP 사이트와 TATA 박스 (전사의 기본 수준

에 대한 최소 서열; 조절되지 않은 전사 수준)로 구성되며; "상류 조절 서열"은 상류 요소 (들) 및 인핸서 서열

(들)로 구성된다. 나아가서, "절단된 (truncated)"이라는 용어는 전장 프로모터가 완전히 존재하지 않는 것, 즉

전장 프로모터의 일부가 제거된 것을 나타낸다. 또한, 상기 절단 프로모터는 MCMV 또는 HCMV와 같은 헤르페스

바이러스, 예를 들어 HCMV-IE 또는 MCMV-IE로부터 유래될 수 있다. 염기쌍을 기본으로 한 전장 프로모터에서 최

대 40%, 심지어 최대 90%까지 그 크기를 줄일 수 있다. 프로모터는 또한 개질된 비-바이러스성 프로모터일 수도

있다. HCMV 프로모터에 관해서는, 미국 특허 US Pat. Nos. 5,168,062 및 5,385,839를 참조할 수 있다. 이로부

터 발현을 위한 플라스미드 DNA로 세포를 형질감염시키는 것에 관해서는, 문헌 [J. Biol. Chem. 269, 2550-2561

(Feigner 등, 1994)]을 참조할 수 있다. 그리고 다양한 감염성 질병에 대한 간단하고 효과적인 백신접종 방법으

로서 플라스미드 DNA의 직접 주입에 관해서는 문헌 [Science, 259: 1745-49, 1993]에 기재되어 있다. 따라서 벡

터가 벡터 DNA를 직접 주사하여 사용될 수 있다는 것은 본 발명의 범주 내에 있다고 할 수 있다.
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또한, 본원에는 절단된 전사적으로 활성인 프로모터를 포함하는 재조합 바이러스 또는 플라스미드에 삽입될 수[0059]

있는 발현 카세트가 개시된다. 상기 발현 카세트는 기능적으로 절단된 폴리아데닐화 신호 예를 들어, 절단되었

어도 아직 기능성이 있는 SV40 폴리아데닐화 신호를 더 포함할 수 있다. 자연이 더 큰 신호를 제공한 점을 고려

할 때, 절단된 폴리아데닐화 신호가 기능성이 있다는 것은 정말로 놀라운 사실이다. 절단된 폴리아데닐화 신호

는 CMV와 같은 재조합 바이러스 삽입 크기 한계의 문제를 해결한다. 상기 발현 카세트는 그것이 삽입되는 바이

러스 또는 시스템과 관계되는 이종 DNA를 포함할 수 있고; 그 DNA는 본원에 기술된 바와 같은 이종 DNA일 수 있

다.

백신 또는 면역학적 조성물에 사용되는 항원들에 관해서는 스테드만 의학사전 (Stedman 's Medical Dictionary)[0060]

(24th edition, 1982, 백신 제제에 사용된 항원 목록에 대한 백신의 정의 등)을 참조할 수 있으며, 관심 항원이

나 항원결정기를 그러한 항원들로부터 이용할 수 있는 것이다. 이종 항원에 관해서는, 당해 분야의 통상의 기술

자가 과도한 실험 없이도 특정 아미노산의 성질 (예를 들어, 크기, 하전 등)과 코돈 사전뿐만 아니라 아미노산

과 펩티드 또는 폴리펩티드의 해당 DNA 서열에 관한 지식에서 이종 항원 및 그것을 암호화하는 DNA를 선택할 수

있다. 

항원의 T 항원결정기 (T epitopes)를 결정하는 하나의 방법은 항원결정기 맵핑 단계를 포함한다. 이종 항원의[0061]

중첩 펩티드는 올리고-펩티드 합성에 의하여 생성된다. 이어서, 개별 펩티드는 천연 단백질에 의하여 유도된 항

체에 결합하거나 T 세포 또는 B 세포 활성화를 유도하는 능력에 대한 테스트를 받는다. 이 접근법은 T 세포가

MHC 분자와 착물화된 (complexed) 짧은 선형 펩티드를 인식하기 때문에 T-세포 항원결정기를 매핑하는데 특히

유용하다. 

이종 항원에 대한 면역 반응은 일반적으로 다음과 같이 생성된다: T 세포는 단백질이 더 작은 펩티드들로 쪼개[0062]

지고 다른 세포 표면에 존재하는 "주요조직 적합성 복합체 (major histocompatibility complex, MHC)"라고 불

리는 복합체에 존재할 때만 단백질을 인식한다. MHC 복합체는 클래스 I과 클래스 II의 두 종류가 있으며 각 클

래스는 여러 개의 대립형질들로 구성된다. 상이한 종들과 개별 대상체들은 서로 다른 유형의 MHC 복합 대립형질

을 가지며; 이들은 다른 MHC 유형을 가지고 있다고 일컫는다. MHC 클래스 I 분자의 한 종류는 MHC-E (인간의 경

우에는 HLA-E, 레서스 원숭이 (RM) 의 경우에는 Mamu-E, 생쥐의 경우에는 Qa-lb)라고 불린다.

주목할 것은 이종 항원을 암호화하는 서열을 포함하는 DNA는 그 자체가 CMV 벡터에서 발현을 유도하기 위한 프[0063]

로모터를 포함할 수 있거나 DNA가 상기 이종 항원의 암호화 DNA에 의하여 제한될 수 있다는 점이다. 이 구조물

은 상기 프로모터에 작동 가능하게 링크되어 발현되는 내인성 CMV 프로모터에 상대적인 방향으로 놓일 수 있다.

나아가, 발현을 증폭시키거나 증가시키도록 이종 항원 암호화하는 DNA을 여러 번 복사하거나 강하거나 조기 프

로모터 또는 조기 및 말기 프로모터를 사용하하거나, 또는 이의 임의 조합을 사용할 수 있다. 따라서, 상기 이

종 항원을 암호화하는 DNA는 CMV-내인성 프로모터에 대해 적절히 위치할 수 있다. 또는 그러한 프로모터들은 상

기 이종 항원을 암호화하는 DNA와 함께 다른 위치에 삽입되도록 전위될 수 있다. 하나 이상의 이종 항원을 암호

화하는 핵산은 상기 CMV 벡터에 포장될 수 있다.

나아가, 본원에는 상기 개시된 CMV 벡터를 함유하는 약학 및 기타 조성물들이 개시된다. 이러한 약학 및 기타[0064]

조성물들은 당해 분야에 잘 알려진 임의의 투여 과정에도 사용될 수 있도록 제제화될 수 있다. 이러한 약학 조

성물은 비경구 경로 (진피내, 근육 내, 피하, 정맥 내 또는 기타)를 통할 수 있다. 상기 투여는 또한 구강, 비

강, 생식기 등과 같은 점막 경로를 통해 이루어질 수도 있다. 

상기 개시된 약학 조성물은 제약 관련 기술 분야의 통상의 기술자에게 잘 알려진 표준 기술에 따라서 제조될 수[0065]

있다. 그러한 조성물은 특정 환자의 혈통이나 종, 나이, 성별, 체중 및 상태 및 투여 경로와 같은 인자들을 고

려한 의학 관련 기술 분야의 통상의 기술자에게 잘 알려진 투약량 및 기술에 의하여 투여될 수 있다. 상기 조성

물은 단독으로 투여될 수도 있고, 또는 다른 CMV 벡터 또는 다른 면역학적, 항원성 또는 백신 조성물 또는 치료

학적 조성물과 함께 투여되거나 순차적으로 투여될 수 있다. 이러한 다른 조성물은 정제된 천연 항원 또는 항원

결정기, 또는 재조합 CMV 또는 다른 벡터 시스템에 의한 발현으로부터 유래한 항원 또는 항원결정기를 포함할

수 있으며; 전술한 인자들을 고려하여 투여된다.

조성물의 예로는 현탁액, 시럽 또는 엘릭서제와 같은, 구강, 비강, 항문, 생식기, 예를 들어 질 등의 투여를 위[0066]

한 오리피스용 액상 제제; 및 멸균 현탁액 또는 유화액과 같은, 비경구, 피하, 진피내, 근육 내 또는 정맥 내

투여 (예를 들어, 주사 가능한 투여)를 위한 제제를 포함한다. 이러한 조성물에서, 재조합체는 적절한 담체, 희

석제, 또는 멸균수, 생리 식염수, 포도당 등과 같은 부형제와 혼합될 수 있다.

공개특허 10-2017-0136512

- 32 -



항원성, 면역학적 또는 백신 조성물은 일반적으로 원하는 반응을 유도하기 위하여 보강제 (adjuvant)와 소정 함[0067]

량의 CMV 벡터 또는 발현 산물을 포함할 수 있다. 인간 적용 분야에서는, 알룸 (인산 알루미늄 또는 수산화 알

루미늄)이 일반적으로 사용되는 보강제이다. 사포닌 및 그 정제 성분인 퀼 A. 프로인트 (Quil A, Freund) 완전

보강제, 그리고 연구 및 수의학 분야에서 사용되는 기타 보강제는 독성이 있어서, 인간 백신에서의 잠재적 사용

가능성을 제한하기도 한다. 화학적으로 정의된 제제들, 예를 들어, 뮤라밀 디펩티드, 모노포스포릴 지질 A, 문

헌  [Goodman-Snitkoff  등,  J.  I  mmunol.  147:  410-415  (1991)]에  기술된  것과  같은,  인지질  결합체

(conjugates), 문헌 [Miller 등, J. Exp. Med. 176: 1739-1744 (1992)]에 기술된 바와 같은, 프로테오리포좀

내에서의 단백질 캡슐, 그리고 노바좀 지질 소포체 (Micro Vescular Systems, Inc., Nashua, NH)와 같은 지질

소포체 내에서의 단백질 캡슐 등도 사용될 수 있다.

상기 조성물은 비경구 (즉, 근육 내, 진피내 또는 피하) 투여 또는 오리피스 투여, 예를 들어 경설상 (예를 들[0068]

어, 구강), 위 내, 구강 내, 항문 내, 질내 등의 점막 투여 등 면역화를 위한 단일 투약 형태로 포장될 수

있다. 또한, 유효 투여량 및 경로는 알려져 있고 과도한 실험을 필요로 하지 않는 LD50 및 기타 선별 절차뿐만

아니라 조성물의 성질, 발현 산물의 특성, 재조합 CMV가 직접 사용되는 경우의 발현 수준 및 숙주의 혈통이나

종, 나이, 성별, 체중 및 상태 및 성질 등과 같은 알려진 인자들에 의하여 결정된다. 발현 산물의 투여량은 수

천 내지 수백 마이크로그램, 예를 들어 5 내지 500 ㎍의 범위일 수 있다. 상기 CMV 벡터는 이들 투여 수준에서

발현을 달성하기 위하여 임의의 적당한 양으로 투여될 수 있다. 비제한적인 예에서, CMV 벡터는 적어도 10 
2

pfu 의 양으로 투여될 수 있고; 따라서, CMV 벡터는 적어도 이만큼의 양으로 또는 약 10 
2
 pfu 내지 약 10 

7

pfu의 범위의 양으로 투여될 수 있다. 다른 적합한 담체 또는 희석제는 방부제 유무에 관계없이, 물 또는 완충

식염수일 수 있다. CMV 벡터는 투여시 재현탁시키기 위하여 동결 건조하거나 용액 상태일 수 있다. "약"은 정의

된 값의 1%, 5%, 10% 또는 20%를 의미할 수 있다.

본 발명의 단백질 및 이를 암호화하는 핵산은 본원에 예시되고 설명된 정확한 서열과는 다르다는 것을 이해해야[0069]

한다. 따라서, 본 발명은 서열들이 본 발명의 방법에 따라 기능하는 한, 표시된 서열들에 대한 결실, 추가, 절

단 및 치환이 고려된다. 이와 관련하여, 치환은 일반적으로 특성상 보존성, 즉, 하나의 아미노산 군 내에서 이

루어지는 치환일 것이다. 예를 들어, 아미노산은 일반적으로 다음 4개의 군: (1) 산성-아스파르테이트 및 글루

타메이트; (2) 염기성-라이신, 아르기닌, 히스티딘; (3) 비-극성 알라닌, 발린, 류신, 이소류신, 프롤린, 페닐

알라닌, 메티오닌, 트립토판; (4) 비-하전 극성 글리신, 아스파라긴, 글루타민, 시스테인, 세린 트레오닌 및 티

로신;으로 나누어진다. 페닐알라닌, 트립토판 및 티로신은 때때로 방향족 아미노산으로 분류된다. 이소류신 또

는 발린을 사용한 류신의 단리적인 대체 또는 그 반대; 글루타메이트를 사용한 아스파르테이트의 단리적인 대체

또는 그 반대; 세린을 사용한 트레오닌의 단리적인 대체 또는 그 반대; 또는 구조적으로 관련된 아미노산을 사

용한 아미노산의 유사한 보존성 치환은 생물학적 활성에 큰 영향을 미치지 않을 것이라는 것은 합리적으로 예측

가능하다. 따라서, 상기 설명된 서열들과 실질적으로 동일한 아미노산 서열을 가지면서도 단백질의 면역원성에

는 실질적으로 영향을 미치지 않는 미미한 아미노산 치환을 보유하는 단백질은 본 발명의 범위 내에 있다. 

본 발명의 뉴클레오티드 서열은 코돈 최적화될 수 있으며, 예를 들어 코돈은 인간 세포에서의 사용을 위하여 최[0070]

적화될 수 있다. 예를 들면, 임의의 바이러스성 또는 세균성 서열이라도 그렇게 코돈-최적화되도록 변형될 수

있다. HIV 및 기타 렌티바이러스를 포함한 많은 바이러스들이 많은 수의 희귀 코돈을 사용하고 있고, 원하는 대

상체에서 통상적으로 사용되는 코돈에 상응하도록 이들 코돈을 변경함으로써, 문헌 [Andre  등,  J  Virol  72,

1497-1503, (1998)]에 기술된 바와 같은, 이종 항원의 발현 농축이 달성될 수 있다.

본원에 포함된 CMV 벡터 및 당단백과 기능적으로 및/또는 항원성 면에서 동등한 변이체 및 유도체를 암호화하는[0071]

뉴클레오티드 서열들이 본 발명에 포함된다. 이들 기능적으로 등가 변이체, 유도체 및 단편은 항원 활동을 유지

하는 능력을 나타낸다. 예를 들어,암호화된 아미노산 서열을 변화시키지 않는 DNA 서열 변화와, 아미노산 잔기

의 보존성 치환을 가져오는 DNA 서열 변화, 하나 또는 소수 개의 아미노산의 결실이나 첨가, 그리고 아미노산

유사체에 의한 아미노산 잔기의 치환은 암호화된 폴리펩티드의 특성에 크게 영향을 미치지 않는 것들이다. 보존

성 아미노산 치환은 글리신/알라닌; 발린/이소류신/류신; 아스파라긴/글루타민; 아스파라긴산/글루탐산; 세린/

트레오닌/메티오닌;  라이신/아르기닌;  및 페닐알라닌/티로신/트립토판 등이다. 일 실시예에서, 상기 변이체는

관심 항원, 항원결정기, 면역원, 펩티드 또는 폴리펩티드와의 상동성 또는 동일성이 적어도 50%, 적어도 55%,

적어도 60%, 적어도 65%, 적어도 70%, 적어도 75%, 적어도 80%, 적어도 85%, 적어도 86%%, 적어도 87%, 적어도

88%, 적어도 89%, 적어도 90%, 적어도 91%, 적어도 92%, 적어도 93%, 적어도 94%, 적어도 95%, 적어도 96%, 적

어도 97%, 적어도 98% 또는 적어도 99%이다.
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서열 동일성 또는 상동성은 서열 간격을 최소화하면서 중첩 및 동일성을 최대화하도록 정렬시켰을 때의 서열을[0072]

비교함으로써 결정된다.  특히,  서열  동일성은 다수의 수학적 알고리즘 중  임의의 것을 사용하여 결정될 수

있다. 두 서열의 비교에 사용되는 수학 알고리즘의 비제한적인 예의 하나는 문헌 [Karlin & Altschul (Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 1990; 87: 2264-2268)]의 알고리즘으로, 이는 문헌 [Karlin & Altschul (Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 1993; 90: 5873-5877]에서 수정되었다.

서열 비교에 사용되는 수학 알고리즘의 또 다른 예는 문헌 [Myers & Miller, CABIOS 1988; 4: 11-17]의 알고리[0073]

즘이다. 이러한 알고리즘은 GCG 서열 정렬 소프트웨어 패키지의 일부인 ALIGN 프로그램 (버전 2.0)에 통합된다.

아미노산 서열을 비교하기 위하여 ALIGN 프로그램을 이용할 때, PAM120 중량 잔기 표, 갭 길이 페널티 12 및 갭

패널티 4가 사용될 수 있다. 국부적 서열 유사성 및 정렬 영역을 식별하기 위한 또 다른 유용한 알고리즘은 문

헌 [Pearson & Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988; 85: 2444-2448]에 기술된 바와 같은 FASTA 알고리즘

이다.

본 발명에 따른 사용에 유리한 것으로, WU-BLAST (Washington University BLAST) 버전 2.0 소프트웨어가 있다.[0074]

여러 UNIX  플랫폼에 대한 WU-BLAST  버전 2.0 실행 프로그램은 ftp://blast.wustl.edu/blast/executables에서

다운로드할 수 있다. 이 프로그램은 WU-BLAST version 1.4를 기반으로 하고, 이는 공개 도메인 NCBI-BLAST 버전

1.4 (Altschul & Gish, 1996, Local alignment statistics, Doolittle ed., Methods in Enzymology 266: 460-

480, Altschul (1990), Gish & States, 1993, Nature Genetics 3: 266-272, Karlin & Altschul, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 90: 5873-5877 (1993); 이들 모두 본원에 참고로 통합됨)을 차례로 기반으로 한다.

본 발명의 다양한 재조합 뉴클레오티드 서열 및 항체 및/또는 항원은 표준 재조합 DNA 및 클로닝 기술을 사용하[0075]

여 제조된다. 이러한 기술은 당해 분야 통상의 기술자에게 잘 알려져 있다. 예를 들어, "Molecular Cloning: A

Laboratory Manual", 제2판 (Sambrook 등, 1989)을 참조할 수 있다.

  본 발명의 뉴클레오티드 서열은 "벡터"에 삽입 될 수 있다. 상기 용어 "벡터"는 당해 분야의 통상의 기술자에[0076]

게 널리 사용되고 이해되며, 본원에서 사용된 바와 같이, 용어 "벡터"는 당해 분야의 통상의 기술자에게 사용되

는 의미와 일치되도록 사용된다. 예를 들어, 용어 "벡터"는 하나의 환경에서 다른 환경으로의 핵산 분자 전달을

허용하거나 촉진시키거나 핵산 분자의 조작을 허용하거나 촉진하는 부형제(vehicle)를 지칭하는 것으로 통상의

기술자에 의하여 보편적으로 사용된다.

본 발명의 바이러스 발현을 허용하는 임의의 벡터가 본 발명에 따라 사용될 수 있다. 특정 실시예에서, 개시된[0077]

바이러스는 암호화된 이종 항원 (예를 들어, 병원균-특이적 항원, HIV 항원, 종양 항원 및 항체)을 생산하기 위

하여 시험관 내 (in vitro) (무세포 발현 시스템 등) 내에서 사용되거나 및/또는 시험관 내에서 성장한 배양 세

포에서 사용될 수 있고, 이들은 단백질계 백신의 생산 등 다양한 응용분야에 사용될 수 있다. 이러한 적용을 위

하여,  시험관 내 (in  vitro)  및/또는 배양 세포에서의 바이러스 발현을 허용하는 임의의 벡터를 사용할 수

있다.

상기 개시된 이종 항원이 발현되기 위하여서는, 상기 이종 항원의 단백질 암호화 서열이 상기 단백질의 전사 및[0078]

번역을 지령하는 조절 서열 또는 핵산 제어 서열에 "작동 가능하게 링크"되어야 한다.  본원에 사용된 바와

같이, 암호화 서열 및 핵산 조절 서열 또는 프로모터는 핵산 제어 서열의 영향 또는 제어하에서 암호화 서열의

발현 또는 전사 및/또는 번역을 배치하는 방식으로 공유 결합될 때 "작동 가능하게 링크된다"라고 말한다. 상기

"핵산 제어 서열"은, 한정되지는 않지만,  프로모터, 인핸서, IRES, 인트론, 및 핵산 서열 또는 그에 작동 가능

하게 링크된 암호화 서열의 발현을 지령하는 본원에 기술된 기타 요소들과 같은 임의의 핵산 요소일 수 있다.

용어 "프로모터"는 RNA 중합 효소 II의 개시 부위 주변에 군집해 있고 본 발명의 단백질 암호화 서열에 작동 가

능하게 링크된 경우에 암호화된 단백질의 발현을 유도하는 일군의 전사 조절 모듈들을 지칭하는 것으로 본원에

서 사용될 것이다. 본 발명의 전이유전자 (transgene)의 발현은, 한정되는 것은 아니지만, 테트라사이클린과 같

은 항생제, 엑디손과 같은 호르몬, 또는 중금속 등 등의 특정 외부 자극에 노출될 때만 전사를 개시하는 기본구

성 프로모터 또는 유도성 프로모터의 제어 하에 있을 수 있다. 상기 프로모터는 또한 특정 세포 유형, 조직 또

는 기관에 특이적일 수도 있다. 많은 적합한 프로모터 및 인핸서가 당해 기술 분야에 공지되어 있으며, 임의의

적합한 프로모터 또는 인핸서가 본 발명의 전이유전자 발현에 사용될 수 있다. 예를 들어, 적절한 프로모터 및/

또는 인핸서는 진핵 생물 프로모터 데이터베이스 (EPDB)로부터 선택될 수 있다.

본 발명의 개시는 이종 단백질 항원을 발현하는 재조합 바이러스 벡터에 관한 것이다. 일부 예에서, 상기 항원[0079]

은 HIV 항원이다. 유리하게는, 상기 HIV 항원은, 한정되지는 않으나, 미국 특허 공개 번호 제 2008/0199493 Al

호 및 제 2013/0136768 Al 호-이들 모두 본원에 참고로 통합됨-에 기술된 HIV 항원을 포함한다. HIV, 핵산 또는

공개특허 10-2017-0136512

- 34 -



이의  면역원성  단편들이  HIV  단백질  항원으로  이용될  수  있다.  예를  들어,  미국  특허  공개  번호  제

2008/0199493 Al 호 및 제 2013/0136768 Al 호에 기술된 HIV 뉴클레오티드를 사용할 수 있다. HIV 항체에 의하

여 인식되는 임의의 항원이 HIV 단백질 항원으로 사용될 수 있다. 상기 단백질 항원은 SIV 항원일 수도 있다.

예를 들어, 미국 특허 공개 번호 제 2008/0199493 Al 호 및 제 2013/0136768 Al 호에 기술된 SIV 항원들을 사

용할 수 있다.

본 발명에 따라 사용된 벡터는 본 발명의 항원이 발현될 수 있도록 프로모터 또는 인핸서와 같은 적절한 유전자[0080]

조절 영역을 함유할 수 있다. 

본 발명의 항원을 대상체에 생체 내 발현시키는 것, 예를 들어, HIV-1 항원에 대한 면역 반응 및/또는 HIV-1에[0081]

대한 방어 면역을 생성시키기 위하여, 그 대상체 상에서의 발현에 적절하고 생체 내 사용에 안전한 발현 벡터가

선택되어야 한다. 일부 예에서, 예를 들어 본 발명의 HIV-1 면역원성 조성물 및 백신의 임상전 시험을 위한 실

험실 동물에서는 항체 및/또는 항원을 발현하는 것이 바람직할 수 있다. 다른 예들에서는, 본 발명의 면역원성

조성물 및 백신의 임상 시험과 실제적 임상 사용을 위한 인간 대상체에서 상기 항원이 발현될 수 있다.

본원에 기술된 CMV 벡터는 숙주 대 숙주 전파를 방지할 수 있는 돌연변이를 함유할 수 있기 때문에 CMV 감염 결[0082]

과로 합병증에 직면할 수 있는 면역 손상체나 기타 대상체를 바이러스가 감염시키지 못하도록 할 수 있다. 본원

에 기술된 상기 CMV 벡터는 또한 넌-캐노니컬 MHC 제한뿐만 아니라 면역 우성인 항원결정기 및 면역 우성이 아

닌 항원결정기의 제시를 초래하는 돌연변이를 포함할 수도 있다. 그러나, 본원에 기술된 상기 CMV 벡터의 돌연

변이는 이전에 CMV에 감염되었던 대상체를 재감염시키는 벡터의 능력에는 영향을 미치지 않는다. 이러한 CMV 돌

연변이는 예를 들어, 미국 특허 공개 번호 제 2013-0136768 호; 2010-0142823; 2014-0141038; 및 PCT 출원 공

보 WO 2014/138209에 기술되어 있으며, 이들 모두는 본원에 참고로 통합된다.

상기 개시된 CMV 벡터는, 예를 들어, MHC 클래스 II 및/또는 MHC-E (또는 이의 상동체나 병렬 상동체)에 의하여[0083]

제한되는 CD8
+
 T 세포 반응의 높은 백분율을 특징으로 하는 면역 반응을 포함하여, CD8

+
 면역 반응을 포함하는

면역원성 반응 유도를 목적으로 하는 경우, 생체 내 투여될 수 있다. 예를 들어, 일부 실시예에서, 상기 개시된

CMV 벡터는 RhCMV를 사용하는 면역원성 조성물 및 백신의 임상전 시험을 위한 레서스 원숭이 (rhesus macaques)

와 같은 실험실 동물에서 사용하는 것이 바람직할 수 있다. 다른 예들에서는, 상기 개시된 CMV 벡터는 HCMV를

이용한 면역원성 조성물의 임상 시험에서, 그리고 실제적 임상 사용을 위한 경우와 같은 인간 대상체에 사용하

는 것이 바람직할 것이다.

이러한 생체 내 적용을 위하여, 상기 개시된 CMV 벡터는 약제학적으로 허용 가능한 담체를 더 포함하는 면역원[0084]

성 조성물의 한 성분으로서 투여된다. 본 발명의 면역원성 조성물은 병원균-특이적 항원을 포함하는 이종 항원

에 대한 면역 반응을 자극하는데 유용하며, AIDS의 예방, 개선 또는 치료를 위한 HIV-1에 대한 예방적 또는 치

료적 백신의 하나 이상의 성분으로서 사용될 수 있다. 면역 반응을 유도하기 위하여 상기 항원이 사람과 같은

대상체에서 발현되도록, 본 발명의 핵산 및 벡터는 유전 백신, 즉 본 발명의 항원을 암호화하는 핵산을 대상체

에 전달하기 위한 백신을 제공하는데 특히 유용하다.

면역화 스케줄 (또는 처방요법)은 동물 (사람 포함)에 대해서는 잘 알려져 있으며 특정 대상체 및 면역원성 조[0085]

성물에 대해 쉽게 결정될 수 있다. 따라서, 면역원은 대상체에 1 회 이상 투여 될 수 있다. 바람직하게, 면역원

성 조성물의 별도의 투여 사이에는 설정된 시간 간격이 있다. 이 간격은 매 대상체마다 다르지만 일반적으로 열

흘에서 수주까지의 간격 범위이며, 종종 2, 4, 6 또는 8주의 간격일 수 있다. 인간의 경우 이 간격은 일반적으

로 2 ~ 6주이다. 본 발명의 특히 바람직한 실시예에서, 간격은 보다 길고, 유리하게는 약 10주, 12주, 14주, 16

주, 18주, 20주, 22주, 24주, 26주, 28주, 32주, 34주, 36주, 38주, 40주, 42주, 44주, 46주, 48주, 50주, 52

주, 54주, 56주, 58주, 60주, 62주, 66주, 68주 또는 70주이다. 면역 요법은 보통 1회 내지 6 회의 면역원성 조

성물 투여를 포함하지만, 1회나 2회 또는 4회 등 적은 투여 횟수를 포함할 수 있다. 면역 반응을 유도하는 방법

은 면역원을 구비한 면역 보강제의 투여를 포함할 수도 있다. 몇 가지 사례에서는, 일년, 반년 또는 기타 장기

간 (5-10년) 부스터 면역화가 초기 면역화 프로토콜을 보완할 수 있다. 또한, 본 방법은 다양한 프라임-부스트

요법을 포함할 수도 있다. 이 방법들에서, 한 번 이상의 프라이밍 면역화 요법에 이어서 한 번 이상의 부스팅

면역화 요법이 수행된다. 실제적인 면역원성 조성물은 각각의 면역화 및 면역원성 조성물 (예를 들어, 단백질

또는 발현 벡터를 함유)의 유형에 대하여 동일하거나 상이할 수 있으며, 면역원의 경로 및 제형도 가변될 수 있

다. 예를 들어 발현 벡터가 프라이밍 및 부스팅 단계에 사용되면 상기 발현 벡터는 동일하거나 다른 유형 (예를

들어, DNA 또는 박테리아나 바이러스 발현 벡터)일 수 있다. 한 가지 유용한 프라임-부스트 처방요법은 4주 간

격으로 2 회의 프라이밍 면역화 처방을 하고, 이어서 마지막 프라이밍 면역화 이후 4주 및 8주 째에 2 회의 면
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역 접종을 실시한다. 프라이밍 및 부스팅 요법을 제공하기 위하여 본 발명의 DNA, 박테리아 및 바이러스성 발현

벡터를 사용하여 포함되는 여러 가지의 치환 및 조합이 있다는 것이 통상의 기술자에게는 자명해야 한다. CMV

벡터는 상이한 병원균들로부터 유래된 상이한 종류의 항원들을 발현하면서도 반복적으로 사용될 수 있다.

하기 실시예는 개시된 방법들을 설명하기 위하여 예시된 것들이다. 본 개시에 비추어, 과도한 실험 없이도 통상[0086]

의 기술자는 이들 실시예의 변형 및 개시된 방법의 다른 실시예가 가능하다는 것을 인식하게 될 것이다.

실시예 1- UL128 및 UL130 유전자는 결여하고 UL40 및 US28 유전자는 함유한 레서스 원숭이 거대세포 바이러스[0087]

(RhCMV) 백신 벡터에 의한 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포의 유도.

RhCMV/SIV 벡터가 통상의 백신 양식과 심지어 SIV 감염 그 자체에 의하여 발생된 캐노니컬 반응과는 완전히 차[0088]

별화된 대체적인 SIV-특이적 CD8
+
 T  세포 반응을 일으킨다는 것은 이전부터 입증된 사실이었다 ([Hansen, SG

등, Science 340, 1237874 (2013)]; 본원에 참고로 통합됨).

RhCMV/SIV-유도된 CD8
+
 T 세포 반응이 MHC-II 제한된 CD8

+
 T 세포 모집단의 존재에 의하여 압도된다는 것은 이[0089]

미 확증되었지만, pan-MHC-I 차단 항체인 W6/32에 의하여 억제된 나머지 CD8
+
 T 세포를 제한하는 분자는 여전히

알려지지 않은 채로 남아 있었다. 

특히, MHC-Ia 발현과 상관없이, 68-1 RhCMV/gag 벡터를 투여함으로써 모든 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이에서[0090]

SIVmac239 Gag273-287 (Gag 15-mer #69)와 Gag477-491 (Gag 15-mer #120) "수퍼토프들"을 표적으로 하는 MHC-I 제한

CD8
+
 T 세포가 유도되었다. 이것은 기능적으로 보존된 "비-전형적" (즉, 비-다형적) MHC-Ib 분자가 연관되어 있

음을 시사하였다. 본원에는 이들 CD8
+
 T 세포의 제한 MHC-I 대립형질 식별에 관한 것이 기재되어 있다. 단일 "

전형적"  (즉,  다형적)  MHC-Ia나  비-전형적  MHC-Ib  대립형질을  발현하는  MHC-I  형질감염체의  패널은  강한

RhCMV/gag 백터-유도된 CD8
+
 T 세포 반응 (도 7)을 장착한 4개의 균주 68-1 RhCMV/gag-백신접종 원숭이 코호트

로부터 나온 것이다. 전술한 MHC 제한 평가 (Hansen 등, Science, (2013), 상술함)를 이용하여, Gag273-287 (Gag

15-mer #69)와 Gag477-491 (Gag 15-mer #120) 수퍼토프들을 표적으로 하는 CD8
+
 T 세포들이 MHC-E와 관련해서 이

들 항원결정기를 인식한다는 것이 확증되었다 (도 1A).

MHC-E (인간의 경우에는 HLA-E, 레서스 원숭이 (RM) 의 경우에는 Mamu-E, 생쥐의 경우에는 Qa-lb) 는 신체의 거[0091]

의 모든 유핵 세포에서 발현되는, 고도의 단형성을 가지며 비-전형적인 MHC-Ib 분자로, 특히 면역 계통 세포에

서 높은 발현을 보인다 ([N. Lee 등, Proc Natl Acad Sci USA 95, 5199 (1998)] 및 [S. Coupel 등, Blood 109,

2806 (2007)]; 이들 모두는 본원에 참고로 통합됨). 현재 확인된 8,500개 이상의 HLA 클래스 I 대립형질들 ([J.

Robinson 등, Nucleic Acids Res 41, D1222 (2013)]; 본원에 참고로 통합됨)과는 대조적으로, 펩티드-결합 그

루브 밖에 위치하는 아미노산에서는 다르지만, HLA-E 분자는 단지 2개만 존재하며, 따라서 이들은 기능적으로

같은 것일 가능성이 있다 ([RK 스트롱 (Strong) 등, J Biol Chem 278, 5082 (2003)]; 본원에 참고로 통합됨).

아마도 MHC-E가 가진 이러한 고도의 단형성으로 인하여 각 동물마다 존재하는 MHC-Ia 대립형질들과 독립적으로

모든 RhCMV/gag-백신접종 원숭이가 어떻게 동일한 Gag MHC-I 수퍼토프를 표적화할 수 있는가를 설명될 수도 있

을 것이다.

MHC-E는 또한 RhCMV/gag-백신접종 원숭이에 남아 있는 MHC-I 차단 CD8
+
 T 세포에 대한 제한 대립형질로 식별되[0092]

기도 하였다 (도 1A). MHC-E의 구조는 전형적인 MHC-Ia 분자의 구조와 유사하지만, 정상적인 생리 조건하에서

MHC-E는 MHC-Ia 분자의 리더 서열에서 유래한 단일 9-mer 펩티드만을 반복적으로 결합하여 NK 세포에 제시한다.

그러나 바이러스 감염과 같은 세포 스트레스 조건 하에서, MHC-E는 그 결합 모티프가 우세 MHC-Ia 리더 펩티드

의 그것과 일치하지 않는 완전히 별개인 한 세트의 아주 다양한 CD8
+
 T 세포 항원결정기와 결합한다 ([Lampen

등, 상술함] 및 [C.C. Oliviera 등, J Exp Med 207, 207 (2010)]; 이들 모두는 본원에 참고로 통합됨). 리더

펩티드를 풀어서 CD8
+
 T 세포에 대체 펩티드 레퍼토리를 제시하는 MHC-E의 능력은 대체 MHC-I 제한 CD8

+
 T 세포

반응이 주로, 전체적으로는 아니더라도 MHC-E에 의한 제시에 의한 것임을 암시한다.

HLA-E 제한 CD8
+
 T 세포는: CMV [G. Pietra 등, Proc Natl Acad Sci USA 100, 10896 (2003)]; 본원에 참고로[0093]

통합됨); EBV [Jorgensen PB 등, PLoS One 7, e46120 (2012)]; 본원에 참고로 통합됨); Salmonella typhi [R.
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Salerno-Goncalves,  등,  J  Immunol  173,  5852  (2004)];  본원에  참고로  통합됨);  및  Mycobacterium

tuberculosis  [AS  Heinzel  등, J Exp  Med  196,  1473  (2002)]와 [SA  Joosten  등, PLoS  Pathol  6,  el000782

(2010)]; 이들 두 문헌 모두 본원에 참고로 통합됨);를 비롯한 여러 가지의 인간 병원균에 대비하여 최근에 발

견되었다. 그러나 HIV/SIV-특이적 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포 반응은 보고된 적이 없으며, 임의의 이종 항원에 대

하여 비-통상적으로 제한된 CD8
+
 T 세포를 유도하는 백신 플랫폼은 현재 존재하지 않는다.

동물로부터의  MHC  제한  데이터는  높은  친화도로  특정  MHC  동질이형체  (allomorph)와  결합하는  MHC  "차단[0094]

(blocking)"펩티드를 사용하여 확인되었고, 그 결과 그 MHC 분자의 결합 그루브에 대한 경쟁에서 다른 펩티드들

을 압도할 수 있었다. 감염된 숙주 세포를 NK 세포 매개 용해로부터 보호하기 위하여, HCMV는 전형적인 MHC-Ia

리더 서열에서 유래된 정확한 9-mer 펩티드 (VMAPRTLLL, Rh678-16 VL9)를 포함하는 당단백 UL40 (RCMV 상동체는

Rh67임)을  암호화한다.  VL9  펩티드는 특히 MHC-E  펩티드 결합 그루브와 매우 높은 친화도로 결합한다 ([P.

Tomasec 등, Science 287, 1031 (2000)]; 본원에 참고로 통합됨). 항원제시 세포는 Gag273-287 및 Gag477-491 펩티

드의 MHC-E로의 결합을 차단하기 위한 Rh678-16  유래 VL9  펩티드나,  연관성 없는 Mamu-A*002:01  (A*02)-결합

Gag71-79  GY9  펩티드로 사전 배양하였다. 자가 BLCL  및 단일한 MHC-E  대립형질을 발현하는 형질감염체에 대한

Gag273-287 및 Gag477-491 수퍼토프의 CD8
+
 T 세포 인식은 MHC-E 고-친화도 결합 펩티드 Rh678-16 VL9의 존재로 인해

완전히 억제되었고, 이로써 MHC-I 수퍼토프 반응에 대한 제시 대립형질로서 MHC-E를 확인할 수 있었다 (도 1B

및 1C).

RhCMV/gag 벡터에 의하여 유도되는 전체 Gag-특이적 CD8
+
 T 세포 반응에 대한 MHC-E의 기여를 종래의 변형된 백[0095]

시니아 바이러스 안카라 (Modified Vaccinia Ankara, MVA)/gag (MVA/gag) 벡터 및 천연 SIV 감염의 경우와 비

교하였다.  MHC-E  차단  Rh67  Rh678-16  VL9  펩티드와  함께  MHC-I  또는  MHC-II에  특이적인  차단  단일클론

(monoclonal)  항체를 사용하는 유동세포 계측 ICS  검정으로 25  마리의 원숭이 코호트 (6  마리는 균주 68-1

RhCMV/gag로, 9 마리는 균주 68-1.2 RhCMV/gag로, 7 마리는 MVA/gag로 백신접종하였고, 8 마리는 SIV 감염됨)

에서 발견되는 각 항원결정기-특이적 반응의 제한을 검증하였다.  MHC-E-차단 CD8
+
 T  세포 반응은 균주 68-1

RhCMV/gag로 백신접종한 원숭이들에서만 발견되었다. 또한, 균주 68-1 RhCMV/gag로 백신접종한 원숭이들에서 관

찰된 모든 MHC-I-차단 반응은 MHC-E에 의하여 제시되었다 (도 2A, 8 및 9). 균주 68-1.2 RhCMV/gag로 백신접종

한 원숭이들에서는 MHC-E 제한된 CD8
+
 T 세포가 전혀 관찰되지 않았다. 

상기 2 가지 CMV 균주들간의 최소 차이를 고려해 보았을 때 균주 68-1.2 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이들에[0096]

MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포들이 없다는 것은 놀라운 일이었다. 박테리아 인공 염색체 (BAC)로 복제되기 전에 섬유

아세포에서 체외 배양하는 동안 RhCMV 68-1은 Rh13, Rh60, Rh157.5 및 Rh157.4 (각각 HCMV RL11, UL36, UL128

및 UL130) 개방형 판독 프레임들로부터 유전자 산물들을 발현할 능력을 상실하였다 ([D. Malouli 등, J Virol

86,  8959  (2012)]  및 [WO  2014/138209];  본원에 참고로 통합됨). 이들 중, 균주 RhCMV  68-1.2에서의 Rh60,

Rh157.5 및 Rh157.4에 대한 발현은 복원되었고 ([AE Lilja, T. Shenk, Proc Natl Acad Sci USA 105, 19950

(2008)]; 본원에 참고로 통합됨), 이는 이들 유전자 생성물 중 하나 또는 이의 조합의 존재가 CD8
+
 T 세포의

MHC-E상에서의 프라이밍을 저해하기에 충분하다는 것을 시사하는 것이다. Rh60은 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포를 유

도하는 비-BAC 유래 RhCMV/gag (L) 벡터에 존재하기 때문에 이 저해 효과를 매개하는 유전자로서 배제될 수 있

다 ([Hansen, S, G, 등, Science 328, 102 (2010)]; 본원에 참고로 통합됨) (도 2A). 따라서, CMV로부터의 유

전자 Rh157.5 및 Rh157.4 (HCMV에서의 UL128-130)의 부존재는 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포의 유도에 필수적인 사항

이다. 

특정 반응들에 대해서는 불완전한 VL9 차단이 관찰되었다 (도 2A의 Rh22607에서의 Gag 15-mer # 18 참조). 실제[0097]

로 모든 RhCMV/gag-유도, W6/32-차단 CD8
+
 T 세포 반응은 MHC-E와 관련해서 펩티드를 인식하였으나, 불완전하게

VL9-차단된 펩티드는, Rh22607에서 Mamu-A * 001: 01 (A * 01)에 의하여 제시된 Gag69-83 (Gag 15-mer # 18) 펩

티드와 같은 전형적인 MHC-Ia 대립형질과 관련해서 인식되었다 (도 8B). 이러한 이중적인 표현을 더 자세히 이

해하기 위하여 펩티드 차단에 대한 연구가 수행되었다. 이러한 연구는 Mamu-A*01-결합 Gag181-189 CM9 펩티드의

존재가 Mamu-A*01 형질감염체 상에 Gag69_83를 제시하는 것을 억제하는 데는 충분하고 상기 Rh67 유래 VL9 펩티
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드의 존재가 MHC-E 형질감염체 상에 Gag69_83가 제시되는 것을 억제했을지라도, 이들 두 펩티드는 Mamu-A*01
+
 원

숭이로부터의 자가 BLCL 상에 Gag69-83를 제시하는 것을 완전히 차단하기 위하여 필요한 것들이었음을 입증해 보

였다 (도 2B). 이와는 대조적으로, 동일한 Gag69_83 항원결정기의 제시는 Mamu-A*01 원숭이로부터의 BLCL 상에

Rh678-16 VL9 펩티드만의 존재로도 완전히 차단되었고, 이는 이러한 펩티드들에 대한 주요한 제한 대립형질로서의

MHC-E를 부각시켰다 (도 2C). 그러나, MHC-E나 전형적인 MHC-Ia 분자와 관련해서 동족 펩티드에 반응하는 MHC-E

제한 CD8
+
 T 세포의 능력을 고려하면, 이들 세포의 TCR은 MHC-결합 펩티드 자체를 직접적으로 또는 보존된 MHC

결합 모티프 구조 모티프와 함께 인지할 가능성이 있다. 놀랍게도, 특정 펩티드 항원결정기에 결합할 수있는

MHC 대립형질의 존재는 그 항원결정기를 표적으로 하는 CD8
+
 T 세포 반응의 생성에 충분하지 않았고 (도 8), 이

는 각 RhCMV-백신접종 원숭이에서 표적이 된 상기 특정 항원결정기 세트를 결정함에 있어서 면역학적 조절이 추

가적으로 이루어진다는 것을 가리킨다. 

다음으로, MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포가 SIV에 대한 면역 반응에 참여한다는 것은 확증된 사실이다. HIV 및 SIV는[0098]

세포 표면으로부터 전형적인 MHC 클래스 I 분자의 Nef-매개 하향 조절에 의한 CD8
+
 T 세포 인식을 회피하게 된

다 ([Schwartz 등, Nat Med 2, 338 (1996)]; [KL Collins 등, Nature 391, 397 (1998)]; 이들 모두 본원에 참

고로 통합됨). 이와 대조적으로, Nef는 HLA-E를 하향 조절할 수 없으며 그 표면 발현은 실제로 HIV 감염에 따라

증가한다 ([J. Natterman 등, Antivir Ther 10, 95, (2005)]; 본원에 참고로 통합됨). 우선, 대량 생산된 SIV

에 감염된 CD4 
+
 T 세포 표면에 있는 Mamu-E의 운명이 결정되었다. pan-MHC-I mAb W6/32 및 Mamu-E-특이적 mAb

4D12를 사용하여, HIV 감염 기간 동안의 HLA-E와 마찬가지로, Mamu-E 표면 발현이 SIV 감염 기간 동안 유의하게

증가한다는 것이 입증되었다 (도 3A 및 3B). 따라서, MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포는 이들이 제한 MHC-I 분자의 Nef

매개 하향 조절에 영향을 받지 않기 때문에 특히 효과적일 수 있다. MHC-E는 CD8
+
 T 세포 의 표면 상에 발현되

는 TCR  및 CD94/NKG2 복합체 모두와 상호 작용한다 ([VM Braud 등, Nature 391, 795 (1998)]; 본원에 참고로

통합됨).

특히, NKG2C의 높은 발현은 CMV 감염에 의하여 유도되고, NKG2C 수용체의 결합은 MHC-E와 상호 작용하는 NK 및[0099]

T 세포의 활성화를 유발한다 ([S. Lopez-Verges 등, Proc Natl Acad Sci USA 108, 14725 (2011)] 및 [M. Guma

등, Eur J Immunol 35, 2071 (2005)]; 이들 모두 본원에 참고로 통합됨). 균주 68-1 RhCMV/gag-백신접종 원숭

이에서 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포가 MHC-E 유도 활성화를 중재하기 위하여 NKG2C 수용체를 활용할 가능성을 조사

하기 위하여, 이들 세포의 표면 표현형을 검사하였다. NKG2A/NKG2C 발현은 거의 없었고, 있다손 치더라도 미미

한 수준의 발현이 확인되었다 (도 3C 및 도 10). 나아가, MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포는 통상적인 CD3 

+
, CD8αβ 

+
,

TCRvδ-, NKG2A/C
"
 표현형을 나타내었으며 이는 이러한 T 세포가 CD8-안정화 TCR  상호 작용을 통해 MHC-E

결합 펩티드를 인식한다는 것을 시사한다.

다음으로,  유사,  SIV-감염된 CD4
+
T  세포를 특정하게 인식하는,  68-1  RhCMV/SIV  백신접종 원숭이에 존재하는[0100]

MHC-E 제한 CD8+ T 세포의 능력은, 

MVA/gag  또는 균주 68-1.2  RhCMV/gag로 백신접종한 원숭이나 모두 건강하게 치료된 원숭이에서 분리한, 자가[0101]

CD4
+
 T 세포로 인식되는 SIV. CD8

+
 T 세포로 감염되거나 SIV로 감염된 원숭이에서 발견된 전형적인 MHC-I 제한

CD8
+
 T  세포의 경우와 비교하였다.  모든 처리된 원숭이로부터 분리된 CD8

+  
T  세포는,  자가 SIV-감염된 세포

CD4
+
T 세포를 활발하게 인식하였고, 이러한 인식 능력은 pan-MHC-l 차단 mAb W6/32 및 MHC-II 결합 CLIP 펩티드

를 첨가함으로써 완전히 차단되었다 (도 4A 및 도 4B). 대조적으로, MHC-l 차단 mAb W6/32이 MHC-E차단 Rh678-16

VL9 펩티드로 치환되면, CD8
+
 T 세포가 균주 68-1 RhCMV/SIV-백신접종 원숭이에서 분리된 경우를 제외한 모든

경우에 감염 세포의 CD8
+
 T 세포 인식이 완전히 복원되었다. 이는 MHC-E 제한 CD8

+
 T 세포가 SIV 감염 세포를

인식한다는 것을 시사한다.

MHC-E 결합, SIV-유래 항원결정기가 감염된 세포 표면에 존재하는지를 보다 정확하게 알아보기 위하여, Gag477-[0102]
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491 (120) 항원결정기-특이적, MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포주를 생성하였다. 이 세포주는 자가 SIV감염 CD4

+
 T 세포

에 반응하는 능력에 관한 테스트를 받았다. 비교를 위하여, 전형적인 MHC 제한 (Mamu-A * 001: 01 제한) Gag181-

189 CM9 CD8
+
 T 세포주도 평가하였다. Gag-특이적 CD8

+
 T 세포주들 둘 다 SIV-감염 세포를 특정하게 인식하였고,

표적들이 pan-MHC-I 차단 mAb W6/32로 사전 배양되었을 때에는 이러한 인식이 차단되었다. 대조적으로, MHC-E

제한 CD8
+
 T 세포주만은 표적을 MHC-E 결합 펩티드 Rh678-16 VL9로 사전 배양하였을 때 SIV-감염 세포를 인식하지

못했다(도 4C). 테스트 결과를 누적해 보면, 이들 데이터는 MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포가 감염된 세포 표면의 SIV-

유래 펩티드 항원결정기를 특정하게 인식한다는 것을 나타낸다.

균주 68-1 벡터는 비-전형적인 MHC-E 분자와 관련해서 펩티드 항원을 인식하는 CD8
+
 T 세포를 유도한다. 이러한[0103]

CD8
+
 T 세포는 백신 개발을 위한 새로운 세포 면역 반응을 나타내며. MHC-E의 독특한 면역 생물학을 고려할 때

특히 효과적일 수 있다. HIV-감염 세포의 표면에서 하향 조절되는 전형적인 HLA 분자와 달리 HLA-E 발현은 상향

조절되며, 감염 24 시간 내에 바이러스가 유입되는 입구에서 MHC-E 발현의 증가가 일어난다 ([J. Natterman 등,

Antivir  Ther  10,  95  (2005)]  및  [L.  Shang  등,  J  Immunol  193,  277  (2014)];  이들 모두 본원에 참고로

통합됨). 기능적으로 동일한 HLA-E 대립형질이 인간 모집단에는 2개만 존재한다 ([RK Strong 등, J Biol Chem

278,  5082  (2003)];  본원에 참고로 통합됨). 따라서 특히 MHC-E 제한 T 세포를 유도하는 백신 플랫폼은 HIV

Nef-매개 면역 회피에 영향을 받지 않는 동일한 T 세포 반응을 장착한 백신접종이 된 모든 개체와 더불어 정말

보편적인 CD8
+
 T 세포 백신을 만들 수 있었다. 사실상, 본원에 개시된 바와 같이, MHC-E-제한 CD8

+
 T 세포는 원

숭이에서  SIV에  대하여  이례적인  보호를  보여  주었던  균주  68-1  RhCMV  벡터에  의하여  강력하게  유도된다

([Hansen 등 (2009), 상술함]; [Hansen 등 (2011), 상술함]; [Hansen 등 Nature (2013), 상술함]). 따라서, 전

형적 및 비-전형적 항원결정기 모두에 대하여 반응을 유도하는 HIV 백신은 바이러스 복제를 효과적으로 차단하

고 이어서 바이러스 감염을 둔화시키는데 요구되는 필요한 범위의 T 세포 반응을 제공할 수 있다.

전술한 바와 같이, HCMV는 MHC-E 펩티드 결합 그루브를 매우 높은 친화도로 결합하는 9-mer 펩티드 (VMAPRTLLL,[0104]

Rh678-16  VL9)를 포함하는 당단백 UL40  (RCMV  상동체는 Rh67)을 암호화한다 ([P.  Tomasec  등,  Science  287,

1031 (2000)]; 본원에 참고로 통합됨). 상기 시험관 내 데이터가 나타낸 바에 따르면, VL9가 항원-유래 펩티드

와의 결합을 두고 경쟁하므로, RhCMV 68-1의 게놈에서의 Rh67 (UL40) 결실이 생체 내 HLA-E 제한 CD8
+
 T 세포의

빈도를 더 증가시킬 가능성을 검토하였다. 이 가능성에 대해 알아보기 위하여 Rh67 (UL40)을 68-1 RhCMV/gag 벡

터에서 삭제하였다.  그 결과로 생성된 재조합 바이러스를 RhCMV에 자연 감염된 동물에 접종하였다. 접종 후

0일, 7일, 14일, 21일, 28일 및 42일째에 PBMC를 수득하고, MHC-E 뿐만 아니라 총 SIVgag에 반응하는 CD8
+
 T 세

포의 빈도를 특정 펩티드를 사용한 세포내 사이토카인 염색에 의하여 측정하였다. 도 5에 도시된 바와 같이, 총

SIVgag에 대한 SIVgag 반응은 접종 후 14일째부터 검출할 수 있었다. 또한, CD8
+
 T 세포는 MHC-I1-제한 "수퍼토

프" 펩티드 Gag53 및 Gag73에 반응을 보이기도 했다. 그러나 기대했던 것과는 달리, HLA-E특이적 수퍼토프에 대

한 T 세포 반응의 증가는 없었다. 사실상, 이 실험에서 연구했던 HLA-E 펩티드 (Gag #69 및 Gag #l20)에 대한

반응은 검출되지 않았다. 따라서 이 놀라운 결과는 UL40 및 UL128 및 UL130이 결여된 벡터가 MHC-II 제한 수퍼

토프를 포함하여 MHC-II 제한 CD8
+
 T 세포를 유도하지만 MHC-E 제한 CD8

+
 T 세포는 유도하지 않는다는 것을 시

사한다. 따라서, MHC-E 제한 CD8
+
 T 세포를 유도하려면 UL40은 존재해야 하고 UL128 및 UL130은 존재하지 않아

야 한다.

Rh67 (UL40) 이외에, RhCMV가 UL128-130을 결여한 RhCMV에 의한 HLA-E 및/또는 MHC-I1 제한 T 세포 반응의 유[0105]

도에 필요한 추가적인 유전자를 암호화하는지 여부를 판단하기 위하여, 시험관 내 성장에 대한 비-필수 유전자

영역을 RhcMV 68-1에서 삭제하고, 레서스 원숭이의 접종 즉시 나타나는 T 세포 반응을 모니터링하였다. 대부분

의 결실 돌연변이체는 T 세포 특이성에 영향을 미치지는 않지만 유전자 영역 Rh214-Rh220의 결실은 MHC-E 제한

반응을 유도하는 RhCMV 68-1의 능력을 제거한 반면, MHC-II 제한 CD8
+
 T 세포 반응은 여전히 관찰되었다 (도 29

및 도 30). Rh214-Rh220 영역이 HCMV US28: Rh214, Rh215, Rh216, Rh218 및 Rh220 (각각 RhUS28.4, RhUS28.3,

RhUS28.2, RhUS28.1, and RhUS28.5로도 알려져 있음, 문헌 [M. E. Penfold 등 J Virol 77: 10404 (2003)]; 본

원에 참고로 통합됨)와 상동성을 가지는 유전자 (즉, 상동체) 5개를 암호화하기 때문에 이 결과는 예상치 못한
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것이었다. 이전에 예측했던 개방형 판독 프레임들 (Rh217 및 Rh219)은 전술한 일련의 기준에 의거한 기능성 유

전자를 나타내는 것으로 간주되지 않는다 ([D. Malouli 등, J Virol 86, 8959 (2012)]; 본원에 참고로 통합

됨). HCMV US28은 CC-케모카인에 결합하는 G-단백질 결합 수용체를 암호화하고 ([JL Gao 및 PM Murphy J Biol

Chem 269: 28539 (1993)]), 케모카인 결합은 5개의 RhCMV 상동체들 중에서 적어도 하나에 대해서는 확인되었다

([ME Penfold 등 J Virol 77: 10404 (2003)]; 본원에 참고로 통합됨). 그러나, MHC-E 제한 T 세포 반응의 유도

에 US28이 요구된다는 것은 예상치 못한 것이었다. 따라서 이 놀라운 결과는 US28, UL128 및 UL130이 결여된 벡

터가 MHC-II 제한 수퍼토프를 포함하여 MHC-II 제한 CD8
+
 T 세포를 유도하지만 MHC-E 제한 CD8

+
 T 세포는 유도

하지 않는다는 것을 시사한다.  따라서 MHC-E  제한 CD8
+
 T  세포를 유도하려면 US28과 UL40은 존재해야 하고

UL128 및 UL130은 존재하지 않아야 한다.

재료 및 방법:[0106]

본 실시예에서 보고된 실험에서 목적-사육된 인도 원산 수컷 또는 암컷 레서스 원숭이 (RM) (Macaca mulatto)[0107]

총 46 마리 (균주 RM 68-1 RhCMV/gag로 백신접종한 RM 9 마리, 균주 RM 68-1.2 RhCMV/gag로 백신접종한 RM 마

리, Rh67-결실 68-1 RhCMV/gag로 접종한 RM 1 마리, MVA/gag로 백신접종한 RM 7 마리, SIV 감염이 있는 백신접

종하지 않은 RM 19 마리, 및 콜로니 순환 균주로 자연적으로 감염된 접종받지 않은 RM 6 마리 포함)가 사용되었

다.  모든 RM은 실험실 동물의 관리 및 사용을 위한 미국 국립 보건원 지침 기준(the  standards  of  the  US

National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals)에 따라 오레곤 국립 영

장류 연구 센터 기관 내 동물 관리 및 사용 위원회(Oregon National Primate Research Center Institutional

Animal Care and Use Committee)의 승인을 받아 사용되었다. 이 실험에서 사용된 RM에는 cercopithicine 포진

바이러스 1, D-타입 원숭이 레트로바이러스 및 원숭이 T-림프영양성 바이러스 1 타입은 포함되지 않았다. 선택

된 RM은 딥 시퀀싱으로 MHC-I 유전자형으로 분류된 것이다. 간단히 말하면, Mamu 클래스 I 서열의 앰플리콘은

고충실도 Phusion
TM
 중합제 (New England Biolabs)와 한 쌍의 보편적인 MHC-I특이적 프라이머를 사용하여 다음

의 열순환 조건으로 PCR에 의한 cDNA 증폭을 통하여 생성되었다: 23 사이클 동안 98 ℃에서 3 분간(98 ℃에서 5

초, 57 ℃에서 1초, 72 ℃에서 20 초), 그리고 72 ℃에서 5 분. 각 PCR 프라이머에는 고유한 10 bp 다중화 식별

자 (MID) 태그가 454 시퀀싱  (5'-GCCTCCCTCGCGCCATCAG-MID-GCTACGTGGACGACACG-3'; 5'-GCCTTGCCAGCCCGCTCAG-

MID-TCGCTCTGGTTGTAGTAGC-3')에 대한 어댑터 서열과 함께 포함되어 있다. 생성된 앰플리콘은 엑손 2 내의 고도

의  다형성  영역  190  bp에  걸쳐  있다.  주요  cDNA-PCR  생성물은  AMPure  XP  자기  비드  (Beckman  Coulter

Genomics)을 사용하여 정제하였다. 에멀전 PCR 및 파이로시퀀싱 절차는 Genome Sequencer FLX 장비 (Roche/454

Life Sciences)를 사용하여 제조업체의 지침대로 수행되었다. 데이터 분석은 서열 조립을 위하여 Genekey-Pro

®
 바이오 인포메틱스 소프트웨어 (Biomatters Ltd.)와 함께 Labkey 데이터베이스를 사용하여 수행하였다.

RhCMV/SIV 벡터: 균주 68-1 유래 RhCMV/SIV의 구축, 특성화 및 투여는 이미 상세히 기술한 바 있다 (Hansen 등[0108]

(2009), 상술함; Hansen 등 (2011), 상술함; Hansen Nature (2013), 상술함; Hansen 등 Science (2013), 상술

함; Hansen 등 (2010), 상술함). 이 연구에서 사용된 모든 재조합 바이러스는 RhCMV 68-1 BAC 균주에서 유래된

것들이었다. 조직 배양 적응으로 인해, RhCMV 68-1 구조물은 ORF 157.5 및 HCMV UL128 및 UL130의 상동체를 암

호화하는 대부분의 ORF Rh157.4의 결실을 포함한다 ([Hansen, SG 등, J Virol 77, 6620 (2003); 본원에 참고로

통합됨).

UL40 발현이 결여된 벡터를 생성하기 위하여, ORF Rh67은 BAC 재조합에 의하여 RhCMV 68-1로부터 삭제되었다.[0109]

간단히 말하자면, Rh67은 상동성 재조합에 의하여 FRT-연접 (flanked) 카나마이신 내성 유전자-함유 PCR 단편으

로 치환되고, 이어서 FLP 재조합 효소를 사용하여 KanR-유전자가 제거된다. 바이러스가 원숭이 (rhesus) 섬유

아세포에서 회수되었고 Rh67 (UL40)의 항원 발현 및 소실을 특징으로 하였다.

완전한 UL128-130 발현 벡터를 생성하기 위하여, SIVgag 발현 카세트를 Rh61/Rh60 (UL36), Rh157.4 (UL130),[0110]

및 Rh157.5 (UL128)이 수선되었던 재조합 바이러스인 RhCMV 68-1.2의 Rh211로 삽입하였다 ([AE Lilja and T.

Shenk, Proc Natl Acad Sci USA 105, 19950 (2008); 본원에 참고로 통합됨]. 모든 재조합 바이러스는 제한 다

이제스트에 의하여 특성화되고 확인되었으며, 연접 부위를 포함한 항원 삽입물은 서열 검증되었다. SIV 항원의

발현은 면역블롯 분석에 의하여 검증되었다. 또한, 인접 유전자 발현은 RT-PCR에 의하여 검증되었다. 

기타 백신들:[0111]

재조합 플라스미드 pJV7을 생성시키기 위하여, 조기/후기 백시니아 프로모터인 MH5의 통제 하에 MVA 셔틀 벡터[0112]
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인 pLW44에 코돈 최적화된 전장 SIVmac239 gag 유전자를 삽입함으로써 MVA/gag를 구축하였다. pLW44 내의 연접

서열은 상종 재조합에 의하여 재조합 구조물을 티미딘 키나아제 자리에 삽입할 것을 지령하였다. 닭 배아 섬유

아세포를 pJV7로 형질감염시킨 후 MVA 균주 1974로 감염시켜 SIVmac239gag를 발현하는 재조합 바이러스를 생성

시켰다 (SIVgag 발현은 면역블롯에 의하여 확인함). 재조합 바이러스를 플라크-정제하고 대규모 배양으로 증폭

시켰다. 바이러스 스톡을 24-40% 수크로스 구배를 통해 정제한 후 펠렛과 36% 수크로스 쿠션을 통해 펠렛팅한

후 1mM Tris-CI, pH 9.0에 현탁시켰다. MVA/gag-백신접종을 위하여, 이 벡터의 10 
8
 플라크-형성 단위 (pfu)를

근육 내주사를 통해 RM에 투여하였다.

항원 및 항원-제시 세포: SIVgag 단백질을 포함하는 순차적 15-mer 펩티드 (11개 아미노산 중첩)를 NIH AIDS 시[0113]

약 프로그램으로부터 얻었다. 이들 단백질 내 특정 9-14-mer 펩티드의 합성은 Genscript (Piscataway, NJ)사에

의하여 수행되었다. 모든 펩티드는 n-말단 (예를 들어 Gagxx_yy)에서부터 포함된 아미노산들의 위치에 따라 식별

된다. 연속된 15-mer들은 또한 n-말단의 15-mer에서 시작한 그들의 위치에 의해 지정되기도 한다 (예를 들어,

Gag1-15는 15mer # 1, Gag5-19는 15mer # 2,등으로 지정됨). 달리 명시하지 않는 한, 이들 펩티드는 2 ㎍/㎖로 T

세포 검정에 사용되었다. 자가 B-림프모구 세포주 (BLCL)는 레서스 PBMC를 포진 바이러스 (Herpesvirus) papio

로 감염시킴으로써 생성되었고, 이는 전술한 바와 같다 ([Hansen 등 Science (2013), 상술함]; 본원에 참고로

통합됨). Mamu 클래스 I 분자에 대한 포유동물 발현 벡터는 각 대립형질을 pCEP4 KpnI/NotI 또는 HindIII/NotI

제한 부위로 결찰시킴으로써 (ligating) 생성되었다. 플라스미드는 DH5  대장균 (Life Technologies, Grand

Island, NY)에서 클로닝하고, 서열 확인하고 나서, Nucleofector II/키트 C (Lonza, Allendale NJ)를 사용하여

전기 천공하여 MHC-l-음성 K562,  721.221,  또는 RMA-S  세포를 얻었다 ([K.  S.  Anderson  et  al.,  J  Immunol

151, 3407 (1993)]; 본원에 참고로 통합됨). 형질감염체들을 약물선택 (Hygromycin B) 상태로 놓고, pan-MHC-I

항체 클론 W6/32 염색을 이용하여 MHC-I의 표면 발현을 정기적으로 확인하였다. T 세포 검정에서 사용되는 동안

내내, MHC-I 형질감염체로부터의 mRNA를 AllPrep DNA/RNA 미니 키트 (Qiagen)를 사용하여 추출하고, 엑손 2 내

의 고 다형성 영역에 연접한 프라이머 쌍을 사용하는 RT-PCR로 증폭시키고, 서열 확인하였다. MHC-I 형질감염체

와 BLCL을 90 분 동안 최종 농도 10 uM에서 관심 Gag 펩티드로 펄스화한 후, 따뜻한 PBS로 3 회, 따뜻한 R10으

로 1 회 세척하여 결합되지 않은 펩티드를 제거한 후 새로 분리해 낸 PBMC와 작동자를 표적 비율 10:1로 결합시

켰다. Mamu-E 표면 발현을 안정화시키기 위하여, Mamu-E 형질감염체를 검정에 사용하기 전에 27 ℃에서 3 시간

이상 배양하고, 작동자와 결합될 때까지 펩티드 배양 내내 온도를 27 ℃로 유지하였다. CD4 마이크로 비드 및

LS 컬럼 (Miltenyi Biotec)을 통한 PBMC에서의 CD4
+
 T 세포 분리, IL-2 (벤더), 포도상구균 장내독소 B (벤더)

및 항-CD3 (NHP 시약 자원), 항-CD28 및 항-CD49d mAb (BD Biosciences) 조합을 이용한 활성화, 수크로스-정제

된  SIVmac239로의  회전접종  (spinoculation)  후  3-4  일간의  배양을  거쳐  자가  SIV-감염  표적  세포를

생성하였다. SIV-감염 표적 세포는 T 세포 검정에 사용하기 전에, CD4  마이크로 비드 및 LS 컬럼 (Miltenyi

Biotec)을 사용하여 정제하였고, 이는 전술한 바와 같다 ([JB Sacha 등, J Immunol 178, 2746 (2007)]; 본원에

참고로 통합됨). 감염세포 제제는 95% 이상의 CD4 
+
 T 세포와 농축후 SIV-감염된 CD4 

+
 T 세포가 50% 이상이었

고, 작동자:표적 비율 40:1 (PBMC와 분리된 CD8
+
 T 세포) 또는 8:1 (T 세포주 작동자들)로 사용되었다. 이 실험

에서는,  감염되지 않은,  활성화된 CD4  
+
 T  세포를 음성 대조군 APC  (SIV  

+
 RM의 비감염 표적을 테노포비르

(tenofovir) (NIH AIDS 시약 프로그램, 농도)로 배양함)로 사용하였다. 벌크 MHC-I 및 MHC-E를 평가하기 위하

여, SIV-감염 CD4 
+
 T 세포를 사후-감염 정제 없이 전술한 바와 같이 생성하고 나서, 표면 MHC-I (클론 W6/32),

MHC-E (클론 4D12; 항-마우스 IgG1 클론 M1-14D12), CD3, CD4 및 세포 내 SIV Gag p27 캡시드를 위한 염색을

하였다.

T 세포 검정: 면역학적 검정을 위한 단핵세포 제제는 Ficoll-Paque (GE Healthcare)를 갖는 혈액에서 얻었다.[0114]

정제된 CD8
+
 T 세포 (> 90% 순도)를 PBMC로부터 CD8 마이크로 비드와 LS 컬럼 (Miltenyi Biotec)을 사용하여 얻

었다. 항원결정기-특이적 T 세포주는 방사선 조사, 펩티드-펄스화된 BLCL를 이용한 PBMC 자극과 IL-2 (벤더)를

함유하는 배지에서의 후속 배양을 통하여 제조되었고, 후속 배양은 주 단위 (weekly)의 재자극으로 수행되었다.

SIV-특이적 CD8
+
 T 세포 반응은 유동세포 계측 ICS에 의하여 측정되었다. 간단히 말하면, 작동자 T 세포 (단핵

세포, 분리된 CD8
+
 T 세포 또는 T 세포주)를 항원 (펩티드, 펩티드-펄스화 APC 또는 SIV-감염 CD4 

+
 T 세포) 및

CD28  및  CD49d  (BD  Biosciences)에  대한  공동  자극적  단일클론  항체  (mAb)로  1  시간  동안  배양한  후,

Brefeldin  A  (Sigma-Aldrich)를 추가로 8  시간 동안 첨가하였다.  항원 부존재 하에서의 공동 자극 (펩티드
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없음, 비-펄스화 APC, 또는 비-감염 표적)은 백그라운드 대조군으로 사용되었다. MHC-I 형질감염체를 APC로 사

용하는 제한 평가에서는, 펩티드-펄스화, MHC-I-음성 부모 세포주, K562 또는 721.221 세포들의 존재 하에서의

공동 자극이 부가적인 음성 대조군으로 사용되었다. 표시되어 있는 경우에, 단일클론 세포 또는 항원제시 세포

는 다음과 같은 차단 시약들: 항-MHC-l mAb (클론 W6/32; 10 ㎍/ml), CLIP 펩티드 (MHC-ll-연관 불변 사슬, 아

미노산 89-100;  2  ㎍/ml),  MHC-E-결합  펩티드 VL9  (VMAPRTLLL;  20  μM),  Mamu-Al*001:01-결합  펩티드 CM9

(CTPYDINQM; 20μM), 또는 Mamu-Al*002:01-결합 펩티드 GY9 (GSENLKSLY; 20 μM);으로 1 시간 동안 사전 배양

하였다. 자극된 세포들은 고정시키고, 투과성화하고 (permeabilized), 전술한 바와 같이 염색하고 ([Sacha 등,

The Journal of Immunology, 178, 2746-2754 (2007)]; 본원에 참고로 통합됨), LSR-II 기기 (BD Biosciences)

를 사용하여 유동 세포 계측 분석을 하였다. 유동세포 계측 분석은 FlowJo 소프트웨어 (Tree Star)를 사용하여

수행하였고, 여기서는 소 림프구 (small lymphocytes)에 대한 게이팅을 먼저 하고 나서, CD3
+
, CD4

~
/CD8a

+
 T 세

포 서브 세트 순으로 순차 게이팅하였다. 그 결과로 생성된 CD4-/CD8a
+
 모집단에 대한 항원-특이적 반응 빈도는

TNF-  및 IFN- 의 세포 내 발현에 의하여 결정되었다. 항원결정기 디콘볼루션 실험에 대하여, 엄격한 반응

기준을 사용함으로써 위양성 반응의 발생을 방지하였다. 이 연구에서는, CD69
+
, TNF-

+
 및 IFN-

+
 에서의 반

응 빈도가 0.05% 이상이고, 적어도 2개의 독립된 검정에 있어서 백그라운드 빈도가 0.01% 이하인 경우에, 주어

진 15-mer 펩티드에 대한 반응이 양성인 것으로 간주하였다. 도 2A 및 도 6에 도시된 바와 같이, 개별 펩티드

반응을 차단 반응으로 분류하는 것은 이소타입 대조군에 비해 차단에 의한 억제가 90% 이상인 경우를 바탕으로

하였다. 부분적인 반응 차단에 대하여 정의해야 할 것이다. 이러한 기준을 충족시키지 못한 반응은 불확정한 것

으로 간주되었다. 차단에 의해 MHC-E-제한되는 것으로 간주되려면 개별 펩티드 반응이 (1) 항-MHC-I 클론 W6/32

및 MHC-E-결합 펩티드 VL9 모두에 의하여 차단되어야 하고, (2) CLIP 펩티드에 의하여 차단되지 않아야 한다. 

항체:[0115]

이 연구에서는 다음과 같은 결합 (conjugated)  Abs:  a)  L200  (CD4;  AmCyan),  SP34-2  (CD3;  PacBlu),  SKI[0116]

(CD8a;  TruRed,  AmCyan),  25723.11  (IFNg;  APC,  FITC),  6.7  (TNF;  APC);  BD  Biosciences사 제조,  b)  L78

(CD69; PE); Beckman Coulter사 제조;를 항체로 사용하였다. 

실시예 2-MHC-E와 관련해서 관심 펩티드에 특이한 CD8
+
 T 세포의 생성[0117]

통상적인 다형성 MHC-Ia 분자와 관련하여 당해 항원-유도 펩티드를 인식하는 T 세포 수용체는 암 또는 감염성[0118]

질환 등과 같은 질병의 면역 요법을 위하여 자가 T 세포를 형질감염시키는데 사용될 수 있다. 이 접근법의 주요

한 장애물은 MHC-Ia 일치 환자에게 주어진 TCR의 사용을 제한하는 인간 모집단에 있어서의 MHC-la 다양성이다.

비-통상적, 비-다형적 MHC-E 분자와 관련해서 항원-유도 관심 펩티드 (예를 들어, 종양 항원-유도 펩티드 및 병

원균-유래 펩티드)를 인식하는 TCR를 생성함으로써 MHC 매칭은 시대에 뒤진 일이 되고 그 결과 TCR을 모든 환자

에서 사용할 수 있다. 

MHC-E/펩티드 복합체를 인식하는 CD8
+
 T 세포는 사실상 희귀하며, 종양 항원, 병원균 유래 항원, 조직-특이적[0119]

항원, 숙주 자가-항원 등의 관심 항원에 대한 T 세포를 생성하는 신뢰할만한 방법이 현재로서는 없는 실정이다.

본원에 기술된 방법은 유전자 Rh157.5 및 Rh157.4 (HCMV UL128 및 UL130의 상동체)가 결여한 레서스 (Rhesus)

거대세포바이러스 (RhCMV)가 레서스 원숭이에서 MHC-E 제한 CD8+ T 세포를 단백질 서열의 아미노산 30-40개당

유도되는  펩티드  항원결정기  대략  1개의  빈도로  유도한다는  발견에  의거한  것이다.  관심  항원을  UL128  및

UL130-결실 RhCMV에 삽입함으로써, MHC-E에 의하여 제시된 개별 펩티드에 대한 CD8
+
 T 세포가 생성될 수 있다.

MHC-E/펩티드 인식 TCR은 많은 방법 중 임의의 방법으로 확인될 수 있지만, 일반적으로는 알파 또는 베타 사슬

을 PCR에 의하여 단일 세포, 클론적으로 확장된 단일 세포의 cDNA로부터 직접적으로 시퀀싱하거나 펩티드 특이

적 CD8
+
 T 세포 풀 (pool)을 딥 시퀀싱하는 것에 의존한다. 대안적으로, 단일 세포, 클론적으로 확장된 단일 세

포 또는 펩티드 특이적 CD8
+
 T 세포 풀에 대한 전사체 (transcriptome)의 전체 라이브러리를 먼저 생성하여 RNA

주형 (templates)를 확장시킴으로써 간접적으로 서열을 유도할 수도 있다. 펩티드 특이적 가변 서열은 cDNA 종

단의 신속한 증폭 (RACE)이나 mRNA상에서 수행된 RNA주형 (SMART) 프로토콜의 5' 종단에서의 스위칭 기전에 의

하여 생성될 수 있다. 단일 펩티드 반응성 CD8
+
 T 세포의 연접하는 불변 영역에 고착되어 있거나 유사하게 이들

의 전사체 (transcriptome) 전체 라이브러리로부터의 PCR은 각각의 TCR 가변 부위에 대해 직접적으로 시퀀싱되

거나 또는 딥 시퀀싱될 수 있다. 개별 펩티드 반응성 CD8
+
 T 세포나 이들 세포 풀의 TCR 서열로부터 유래된 알
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파 및 베타 사슬의 검증된 조합을 더 합성하거나 클로닝할 수 있다. 그 결과 생성된 TCR 구조물을 T 세포로 형

질감염시켜 치료요법으로서 환자들에게 투여할 수 있다 (예를 들어, 암 치료 또는 전염성 질환 치료 등). TCR

가변 부위를 클로닝하여 형질감염시키는 방법 ([Barsov EV 등, PLoS One 6, e23703 (2011)]; 본원에 참고로 통

합됨)도 논의된다.

실시예 3-주요조직 적합성 복합체-E에 의해 제한되는 광범하게 표적화되는 CD8
+
 T 세포 반응[0120]

주요조직 적합성 복합체 (major histocompatibility complex, MHC)-E는 NKG2/CD94 수용체와의 상호 작용을 통[0121]

해 NK 세포 반응성의 조절에 주로 관여하는 제한된 다형성을 가진, 고도로 보존되고, 전신적으로 발현되는 비-

통상적 MHC-Ib 분자이다. 여기서, Rh157.5/.4 유전자-결실 RhCMV 벡터를 갖는 레서스 원숭이의 프라이밍은 MHC-

E 기능을 테스트 대상인 모든 단백질 항원에서의 CD8a/
+
 T 세포에 대한 매우 다양한 펩티드 항원결정기 (100개

의 아미노산 당 별개의 항원결정기 약 4개)를 제시하는 것으로 독특하게 전환시킨다. MHC-E는 NK 세포 활동을

회피하기 위하여 HIV/SIV 및 기타 지속성 바이러스에 감염된 세포에서 상향 조절되기 때문에 MHC-E 제한 CD8
+
 T

세포 반응은 병원균 면역 회피 적응이라는, 탁월한 효능을 이들독특한 반응에 부여하는 능력을 활용할 여지가

있다.

세포 내 병원균에 대한 적응적 세포 면역을 주로 담당하는 것은 감염 세포 표면상의 고도의 다형성 MHC-Ia 분자[0122]

에 의하여 제시되는 짧은 (8-10mer) 병원균-유래 펩티드 항원결정기를 인식하는 CD8
+
 T 세포이다 ([Neefjes J

등, Nat Rev Immunol 11, 823 (2011)] 및 [Nikolich-Zugich J 등, Microbes Infect 6, 501 (2004)]; 이들 모

두 본원에 참고로 통합됨). MHC-Ia 동질이형체 (allomorphs)는 펩티드 결합성이 상당히 다양하므로 병원균-특이

적 CD8
+
 T 세포가 표적으로 하는 특정 병원균 유래 펩티드는 감염된 개인이 발현하는 한정된 수의 MHC-Ia 동질

이형체의 펩티드 결합 특이성에 의하여 주로 결정된다 ([Yewdell JW, Immunity 25, 533 (2006)]; 본원에 참고

로 통합됨). 결과적으로, 동일한 병원균에 반응하는 CD8
+
 T 세포에 의하여 인식되는 항원결정기는 개개인에 걸쳐

매우 다양하다. 이러한 인식 이질성은 중요한 요소인데, 이는 CD8
+
 T 세포 반응에 의하여 표적화된 항원결정기의

성질이 돌연변이적 면역 탈출을 위한 높은 내재적 능력을 갖는 다양한 세포 내 병원균, 특히 HIV와 같은 작용제

를 없애거나 제어할 수 있는 개인의 능력에 엄청난 영향을 미칠 수 있기 때문이다 ([Nikolich Zugich (2004)],

상술함; 및 [Goulder, PJ 및 Watkins, DI Nat Rev Immunol 8, 619 (2008)]; 본원에 참고로 통합됨). 진화의 관

점에서 볼 때, 이 MHC-Ia 다형성 매개 반응의 다양성은 인구의 적어도 일부 구성원이 효과적인 CD8
+
 T 세포 반

응을 지원하는 MHC-Ia 동질이형체를 가지게 될 가능성이 높기 때문에 많은 사람이 신생 병원균을 견딜 수 있게

한다 ([Nikolich-Zugich (2004)], 상술함; 및 [Prugnolle F 등, Curr Biol 15, 1022 (2005)]; 본원에 참고로

통합됨). 다른 한편으로, 이러한 생물학은 특정 병원균에 매우 취약한 집단 내의 특정 개인들에게는 백신접종을

하더라도 불가피하게 일어나서, CD8
+
 T 세포 반응에 기초한 보편적으로 두루 효과적인 백신을 개발하고자 하는

노력을 방해하기도 한다 ([Goulder  and  Watkins  (2008)], 상술함; 및 [Picker, LJ 등, Ann Rev Med 63, 95

(2012)]; 본원에 참고로 통합됨).

균주 68-1 (섬유 아세포-적응된) RhCMV에 기초한 SIV-표적 백신 벡터가 전술한 MHC-Ia-제한 CD8
+
 T 세포 인식[0123]

규칙 ([Hansen  등,  Science  (2013)],  상술함)을 현저하게 위반하며,  CD8
+
 T  세포-표적 백신접종에 있어서의

MHC-Ia  의존  반응  다양성에  대하여  가능한  해법을  제공한다는  보고가  최근에  있었다.  레서스  원숭이에서,

RhCMV/SIV 벡터는 고도의 병원성 SIV 도전에 대하여 완전한 보호를 제공하여, 결과적으로 감염을 엄격하게 제어

하고 궁극적으로는 없앨 수 있게 된다 ([Hansen 등 (2011)], 상술함; 및 [Hansen 등, Nature (2013)], 상술

함). 이들 벡터는 동일한 SIV 단백질을 발현하는 통상적인 백신의 3 배만큼의 항원결정기에 반응함에도 불구하

고, 통상적인 MHC-Ia-제한 CD8
+
 T 세포와 완전히 중첩되지 않는 SIV-특이적 CD8

+
 T 세포 반응을 유도한다. 이렇

게 항원결정기 중첩이 없는 부분은 이들 항원결정기들 중에서 많은 수가, MHC-la이 아니라, CD8+ T 세포에 의한

항원결정기 인식 모드에 있어 희귀하기는 해도 전례가 없는 것은 아닌, MHC-II 분자에 의하여 제한된다는 발견

을 함으로써 일부 설명되었다(Hansen et al. Science(2013), supra). 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터는 대부분

또는 심지어 모든 MHC-이종의 원숭이에게 공통인 다수의 MHC-I-의존 항원결정기 (예를 들어, 항-MHC-I 항체에

의해 완전히 차단된 반응들)를 인식한, MHC-Ia  제한 CD8+  T  세포 반응에 대하여 유례없는 교차-인식(cross-

recognition)을 한 CD8
+
 T 세포를 유도하였다. 사실, 이전의 보고 (Hansen 등, Science (2013), 상술함)에서는
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SIV gag 단백질의 항원결정기 2개 (SIVgag276-284 및 SIVgag482-490)를 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터-면역화된 원숭

이 42 마리 중에서 42 마리가 표적화했었고, 그 이후 이 벡터로 접종한 120 마리의 원숭이들 중에서 120 마리에

이들 2개의 9mer 항원결정기에 대한 CD8
+
 T 세포 반응이 기록되었다 (도 14).

이처럼 드물게 보편적인 MHC-I-의존적 인식의 근거를 이해하기 위하여, 자세한 MHC-I 제한 분석을 위한 균주[0124]

68-1 RhCMV/SIVgag 벡터-백신접종 원숭이 4 마리를 선택하였다. 이 원숭이들은 SIVgag에 대하여, 다른 10 가지

의 공통으로 인식된 반응뿐만 아니라 SIVgag276-284 및 SIVgag482-490 수퍼토프에 대한 반응을 포함하여, 강력하고,

비-통상적인 MHC-I-의존적 CD8
+
 T 세포 반응을 보였다. 상기 발현된 MHC-I 유전자들인 전형적인 MHC-Ia 및 비-

전형적인 MHC-Ib ([Wiseman, RW 등, Nat Med 15, 1322 (2009)]; 본원에 참고로 통합됨)를 각 원숭이에서 서열

분석하고, 이들 MHC-I 분자를 단독으로 발현하는 MHC-I 형질감염체 패널을 개별적으로 제조하였다 (도 15). 이

원숭이들의 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터-유도 CD8
+
 T 세포에 항원성 15mer 펩티드를 제시하기 위하여 이러한

단일 MHC-I 분자 형질감염체를 유동세포 계측 세포내 사이토카인 염색(ICS) 검정에 이용하였다 (MHC-I 음성 부

모 세포주 및 자가 B-림프모구 세포주를 각각 음성 및 양성 대조군으로 사용) (도 11A, 11A 및 도 16). 놀랍게

도 전형적인 MHC-Ia 동질이형체는 이러한 T 세포 (Mamu-Al*001:01: SIVgag69-83(18) 및 SIVgag197-211(50); Mamu-

Al*002:01: SIVgag129-143(33))에 대하여 12개의 항원결정기 펩티드 중에서 3개만 제시할 수 있었고, 원숭이들에

있어서 이들 동질이형체의 발현은 이러한 항원결정기-특이적 CD8
+
 T 세포 반응으로 추적하지 않았다 (이들 동질

이형체가 없는 많은 원숭이들이 여전히 이 3개의 펩티드를 인식할 수 있었음; 도 17).  그러나, 비-전형적인

MHC-E 분자에 의하여 제시되는 경우, 항원결정기 펩티드 12개 모두가 모든 원숭이들의 CD8
+
 T 세포를 자극하였

고, 실제로 반응이 이 대립형질을 발현한 원숭이에서 유래한 것이든지 인간 버전의 해당 분자 (HLA-E*01:03)를

발현하는 형질감염체에 의한 것이든지 간에 상관없이, 모든 펩티드가 3개의 상이한 레서스 원숭이 MHC-E 동질이

형체들 (Mamu-E02:04, -E02:ll, 및 -E02:20) (Mamu-E02:04, -E02:ll, 및 -E02:20)을 발현하는 형질감염체에 의

하여 제시되었다 (도 11A, 도 11B, 도 16 및 도 18).  

MHC-E는 NK  세포의 NKG2A  (그리고 보다 적은 정도로 NKG2C)  분자로 제시되기 위하여 캐노니컬 (canonical)[0125]

VMAPRTL (LVI) L 펩티드 및 MHC-Ia 리더 서열의 3-11 위치에서 유래된 기타 밀접하게 관련되는 9-mer 펩티드에

강력한 친화력으로 결합하는 것으로 알려져 있다 ([Lee, N. 등, J Immunol 160, 4951 (1998)], [Braud, VM 등,

Nature  391,  795  (1998)],  [Sullivan,  LC  등,  Tissue  Antigens  72,  415  (2008)],  및  [Van  Hall,  T.등,

Microbes Infect 12, 910 (2010)]; 이들 모두는 본원에 참고로 통합됨). 세포가 정상 수준의 MHC-Ia를 발현할

때에는 고도로 보존된 이러한 상호 작용은 주로 억제하는 신호를 NK 세포에 전달한다. 그러나, 바이러스 감염

또는 신생물 변형에 의한 MHC-I 생합성으로 방해시, 이 억제 신호가 감소되어 바이러스 감염성 세포 또는 신생

물성 세포에 대한 응답으로 NK 세포 활성화를 촉진시킨다 ([Lodoen, MB and Lanier, LL Nat Rev Microbiol 3,

59 2005)] 및 [Wieten L 등, Tissue Antigens 84, 523 (2014)]; 이들 모두는 본원에 참고로 통합됨). CD8
+
 T

세포 서브 세트가 NKG2A  및/또는 NKG2C를  발현할 수도 있지만 ([Arlettaz  L  등,  Eur  J  Immunol  34,  3456

(2004)]; 본원에 참고로 통합됨), 반응 세포들의 대다수가 NKG2A 및 NKG2C 발현이 없는 CD8 /β
+
, TCR /

-

T 세포라는 것이 MHC-E-의존적, 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터-유도 CD8
+
 T 세포의 표현형을 분석함으로써 밝혀

졌다 (도 11C  및 도 19).  또한,  특정 펩티드 로딩 전에 MHC-E  형질감염체나 PBMC를 캐노니컬  MHC-E-결합

VMAPRTLLL (VL9) 펩티드로 사전 배양하면 12개 펩티드 모두의 CD8
+
 T 세포 인식이 확실하게 차단되고 (도 11D

및 도 20), 이는 이들 펩티드의 T 세포 인식이 펩티드-로딩된 MHC-E과 결합하는 NKG2A/C에 의하여 매개되는 것

이 아니라 오히려 항원 특이적 T 세포로의 MHC-E-제한 항원결정기 제시를 반영한다는 것을 시사한다. 실제로,

연구된 부모 15mers 각각은 최적 9mer 펩티드로 절단될 수 있었고, 이는 상기 부모 15mer들에 대한 반응을 보이

는 균주 68-1  RhCMV/SIVgag  벡터-백신접종 원숭이들에 모두 공통적인 것이다 (도 21)  ([Hansen  등, Science

(2013)], 상술함). Mamu-E형질감염체에서 1 nM 미만의 투여량으로 펄스화된 경우에 이러한 최적의 9mer는 전형

적인 MHC-Ia-제한 항원결정기의 T 세포 인식에 견줄 만한 기능적 친화도로 이들 원숭이에서 CD8
+
 T 세포를 유발

할 수 있었다 (도 22) ([O'Connor DH 등, Nat Med 8, 493 (2002)]; 본원에 참고로 통합됨). 종합하자면, 이러

한 데이터는 통상적인 MHC-Ia  동종 이형체상에서 특이한 펩티드를 인식할 수 있는 경우도 있지만 균주 68-1

RhCMV/SIVgag  벡터에 의하여 유도된 비-전형적인 MHC-I  의존 CD8
+
 T  세포가 MHC-E에  의하여 주로 제한되는

SIVgag-특이적 CD8+ T 세포임을 강력하게 시사한다.
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MHC-E-제한 CD8
+
 T 세포 반응은 캐노니컬 MHC-Ia 리더 서열 펩티드와 구조적으로는 관련되지만, 숙주에 대해서[0126]

는  이질적인  항원결정기를  일반적으로  포함하는,  HCMV,  C  형  간염  바이러스,  결핵균  (Mycobacterium

tuberculosis)  및  살모넬라  엔테리카  감염에서  이미  확인되었다  ([Sullivan  (2008),  상술함;  van  Hall

(2010)],  상술함;  [Pietra  G  등,  J  Biomed  Biotechnol  2010,  907092  (2010)];  및  [Caccamo  N  등,  Eur  J

Immunol 45, 1069 (2015)]; 이들 모두는 본원에 참고로 통합됨). MHC-E가 상이한 환경에서 SIVgag에 대한 반응

을 제한하는 정도를 결정하기 위하여, SIV 자체에 감염된 원숭이 뿐만 아니라, 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터

(Rh157.5/.4  유전자-결실),  균주  68-1.2  RhCMV/SIVgag  벡터  (Rh157.5/.4-불변),  △Rh157.5/.4  균주  68-1.2

RhCMV/SIVgag 벡터 (Rh157.5/.4 유전자가 명확하게 재결실됨; 도 23) 및 변형된 백시니아 바이러스 안카라/gag

(MVA/gag) 벡터로 접종된 원숭이에서 모든 SIVgag 항원결정기-특이적 CD8
+
 T 세포 반응을 제한-분류하는 데 고-

친화도 MHC-E-결합 펩티드 VL9을 이용한 차단 (항-MHC-ll CLIP 펩티드 및 항-MHC I mAb W6/32를 이용한 차단과

연계하여)을  이용하였다  (도  12,  도  24  및  도  25).  이  분석으로  균주  68-1  RhCMV/SIVgag  벡터-  및  △

Rh157.5/.4 균주 68-1.2 RhCMV/SIVgag 벡터-백신접종 원숭이에서의 근본적으로 모든 SIVgag 항원결정기-특이적

반응들이 CLIC 펩티드나 항-MHC-l mAb W6/32 및 VL9 펩티드 모두에 의하여 90% 이상 차단되었음이 밝혀졌고, 이

는 Rh157.5/.4-결핍 RhCMV에 의하여 유도된 비-통상적인 T 세포 반응은 사실상 전적으로 MHC-II- 또는 MHC-E 제

한 CD8+ T 세포의 반응이라는 것을 입증한다. 

대조적으로, MVA/SIVgag 벡터-백신접종된 원숭이 및 균주 68-1.2 (Rh157.5/.4-발현) RhCMV/SIVgag 벡터-백신접[0127]

종된 원숭이의 모든 SIVgag-특이적 CD8
+
 T 세포 반응은 VL9 펩티드가 아니라, mAb W6/32에 의하여 차단되었고,

이는 전형적인 MHC-Ia 제한을 나타낸다. 이것은 4개의 MHC-I1-제한 CD8
+
 T 세포 반응을 제외하고, SIV-감염된

원숭이에서 CD8
+
 T  세포 반응이 98%인 경우도 마찬가지였다.  MHC-E-및 MHC-I1-제한 CD8

+
 T  세포를 유도하는

Rh157.5/.4 결핍 RhCMV 벡터의 능력은 SIVgag-특이적 반응에 국한되지 않는다. 즉각 조기-1 (Immediate Early-

1,  IEl)  단백질과  같은  내인성  RhCMV  단백질뿐만  아니라  SIVpol97-441,  결핵균  (M.  tuberculosis)  단백질

(Ag85B, ESAT6 및 RpfA)을 암호화하는 균주 68-1 (Rh157.5/.4 결핍) RhCMV 벡터에서 MHC-E-및 MHC-I1-제한, 항

원-특이적 CD8
+
 T 세포 반응들의 유사한 혼합이 관찰되었다 (도 12B 및 도 26). 

균주 68-1 RhCMV/SIV 벡터에 의하여 유도된 CD8
+
 T 세포가 자가 SIV-감염 CD4 

+
 T 세포를 인식하고, 이러한 인[0128]

식이 항- MHC-l mAb W6/3와 의하여, 그리고 MHC-I1-차단 CLIP 펩티드에 의하여 일부 차단된다는 사실은 이전에

보고된 바 있다 ([Hansen 등, Science (2013)], 상술함). 이러한 인식의 MHC-I 성분에 대한 MHC-E 제한의 기여

도를 판단하기 위하여, 이들 반응을 차단함에 있어서 고-친화도 MHC-E-결합 VL9 펩티드가 mAb W6/32를 대신할

수 있는지 여부를 따져 보았다. 이 실험은 MHC-I1-차단 CLIP 펩티드와 mAb W6/32 또는 VL9 펩티드의 조합으로

이러한  반응이  완전히  차단된  반면,  MVA/SIVgag  벡터나  균주  68-1.2  RhCMV/gag  벡터-백신접종으로  유도된

SIVgag-특이적 CD8
+
 T 세포에 의한 SIV-감염된 자가 세포 인식은 CLI P + VL9 펩티드 조합에 반응을 보이지 않

았다는 것을 입증해 주었다(도 12C). 종합하자면, 이러한 데이터는 균주 68-1 RhCMV 벡터가 MHC-II 또는 MHC-E-

제한 CD8
+
 T 세포 반응을 독특하게 유도하고 이 특별한 면역 생물학이 HCMV UL128/UL130 유전자의 병렬 상동체

이고  비-섬유  아세포의  CMV  감염에  관여하는  5량체  구조의  수용체  복합체의  두  성분을  암호화하는  RhCMV

Rh157.5/.4 유전자 결실의 특수한 결과라는 것을 확인해 준다 ([Lilja AE 와 Shenk T, Proc Natl Acad Sci USA

105, 19950 (2008)]; 본원에 참고로 통합됨). 게다가, 이러한 데이터는 MHC-E-제한 CD8+ T 세포에 의하여 인식

되는 적어도 일부의 항원 결정기가 자연적으로 가공되어 SIV, 이종 (비-CMV) 병원균에 감염된 세포에 의하여 제

시된다는 것을 확인해 준다.

42 마리의 균주 68-1 RhCMV/gag 벡터-백신접종 원숭이들 중에서, 동물당 개별 CD8
+
 T 세포-인식, MHC-E-제한[0129]

SIVgag 15mer 항원결정기들의 중앙값이 20으로 확인되었고, 통상의 백신이나 SIV 감염에 의하여 유도된 SIVgag-

특이적 CD8+ T 세포 반응 내에서 MHC-Ia-제한 SIVgag-특이적 항원결정기의 폭이 각각 중앙값 11과 14.5를 넘는

것으로 확인되었다 (도  13A).  MHC-E  제한된 항원결정기들의 밀도(단백질 길이의 아미노산 100개당 독립적인

MHC-E-제한 항원결정기의 수: ~4)는 분석 항원의 성질에 무관하게 모든 균주 68-1 RhCMV 벡터-유도 CD8
+
 T 세포

반응에서 비슷한 수준을 보였다 (도 13B). 특히, 동일한 균주 68-1 RhCMV/SIVgag 벡터-백신접종 원숭이 42 마리

중에서 125개의 중첩 SIVgag 15mer 펩티드 중 109개 (87%)가 적어도 한 마리의 원숭이에서 MHC-E-제한 CD8
+
 T

세포에 의하여 인식되었다 (도 13C). MHC-E는 캐노니컬 리더 서열 펩티드보다 넓은 펩티드 어레이와 결합하는
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것으로 이전에 밝혀졌었다 ([van Hall (2010)], 상술함; 및 [Lampen 등, 상술함]). 그러나, MHC-E의 다형성에

한계가 있고 현재까지 테스트된 모든 MHC-E-제한 항원결정기들의 제시가 Mamu-E와 HLA-E 사이의 서열 차이뿐만

아니라 이러한 한정된 서열 다형성과는 무관하다는 관측을 감안했을 때, 관찰된 항원결정기 다양성 및 폭은 매

우 놀랄 만한 정도이다. (도 11B, 도 18 및 도 22). 이러한 데이터는 MHC-E-매개 항원결정기의 제시 (예: MHC-E

펩티드 결합)가 이전까지 믿어졌던 것보다 훨씬 더 다양하다는 것을 시사한다. 이런 사실에 보조를 맞추어, 11

개의 최적 MHC-E-제한 SIVgag 9mer 항원결정기들의 서열 분석은 캐노니컬 (위치 2의 M: 위치 9의 L) MHC-E-결합

모티브를 갖는 항원결정기 하나 (Gag273-287 수퍼토프) 만을 보여준 반면, 다른 10개의 최적 항원결정기는 이 모티

브가 결여되어 있을 뿐만 아니라, 이전에 특성화된 MHC-E 결합 펩티드 세트와 통계적으로 유의미한 중첩을 나타

내지도 않았다 ([Lampen 등], 상술함) (도 13D). 사실, 다른 SIVgag482-490 수퍼토프는 위치 2와 9 모두에서 라이

신과 함께 항-MHC-E 펩티드 결합 모티프로 여겨질 수 있는 것을 드러내 보였다 (도 13D). MHC-E에 항원결정기

펩티드를 로딩하고 결합시키는 분자의 메커니즘은 문헌 [Hansen, SG 등, " 주요조직 적합성 복합체 E에 의하여

제한되는, 광범위하게 표적화된 CD8+ T 세포 반응", Science, Science, 2016년 1월 21 일 전자 발표됨]에서 논

의되었고, 이는 본원에 참고로 통합되었다.

HCMV 및 RhCMV 모두 UL40 및 Rh67 유전자 내에서 전략적으로 내장된 캐노니컬  VL9 펩티드를 갖는 단백질을 각[0130]

각 암호화한다 ([Prod'homme, V. 등, J Immunol 188, 2794 (2012)] 및 [Richards, R. 등, J Virol 85, 8766

(2011)]; 본원에 참고로 통합됨). UL40의 VL9 펩티드는 TAP 독립적인 메카니즘에 의하여 초기 MHC-E 사슬 상에

로딩되는 것으로 나타났으며, 따라서 바이러스-매개 TAP 억제와 HCMV US2-11 유전자 생성물에 의하여 매개되는

격심한 MHC-Ia 하향 조절에 직면해 있는 HCMV-감염 세포에서 MHC-E 발현을 안정화시키고 및 상향 조절하는 작용

을 한다 ([Lodoen & Lanier (2005)], 상술함; 및 [Prod'homme (2012)], 상술함). RhCMV Rh67에도 유사한 기능

이 있다 ([Richards (2011)], 상술함). 따라서 MHC-E의 상향 조절은 MHC-Ia 발현이 결여된 감염 세포에 대한

NK 세포 반응을 회피하기 위한 주요 바이러스 전략으로 생각된다. 그러나 이 회피 전략은 바이러스에 감염된 세

포에서의 MHC-E 발현을 증가시켜 새로운 펩티드를 로딩하고 MHC-E-제한 T 세포에 제시할 기회를 증가시킨다. 이

와 관련하여, 캐노니컬 MHC-E-결합 VL9 펩티드는 MHC-E의 안정하고 높은 발현을 용이하게 하고 펩티드 교환을

용이하게 하는 엔도솜 구획으로의 전달을 촉진하는 샤페론으로서 작용할 수 있으며, 이는 불변 사슬에 연관된

CLIP  펩티드 및 MHC-II와 비슷하다. 이러한 펩티드 교환 메커니즘과 일관되게, MHC-E  펩티드 로딩은 결핵균

(Mycobacterium  tuberculosis)  포식리소솜  (phagolysosome)에  직접적으로  나타났다  ([Grotzke  JE  등,  PLoS

Pathog 5, el000374 (2009)], 본원에 참고로 통합됨). 

CMV이 MHC-E 발현을 상향 조절하는 유일한 세포 내 병원균인 것은 아니다. C 형 간염 (Hepatitis C) 바이러스도[0131]

또한 MHC-E 발현을 상향 조절하는 MHC-E-결합 펩티드를 암호화하며 ([Natterman J 등, Am J Pathol 166, 443

(2005)]; 본원에 참고로 통합됨), MHC-la 하향 조절과 함께 비특성화된 메커니즘에 의하여 HIV와 SIV 모두를 상

향 조절한다 ([Natterman J 등, Antivir Ther 10, 95 (2005)]; 본원에 참고로 통합됨) (도 27). 이러한 공동

적응은 이 세포 내 병원균들과 기타 잠재적인 병원균들에 대한 NK 세포 반응에 맞서기 위하여 MHC-E를 상향 조

절할 진화 압력이 MHC-E-제한 CD8+ T 세포에 대한 감수성 증가라는 잠재적 위험보다 중요하다는 것을 시사한다.

이는 아마도 이러한 제제들에 의한 감염기 중에는 MHC-E-제한 CD8
+
 T 세포는 프라이밍이 잘되지 않기 때문일 것

이다. 특히 그러한 반응이 매우 다양하고 광범위할 수 있다는 이 보고서의 결과 (거의 틀림없이 모집단 수준에

서는 다형성 MHC-Ia보다는 덜 다양하고 덜 광범위하다; 도 28)를 감안해 보면, 현대 포유동물 면역시스템에서

MHC-E-제한 CD8+ T 세포 반응이 이렇게 부차적인 요소인 이유는 아직 명확하지가 않다. 하지만, Rh157.5/.4 유

전자-결실 RhCMV 벡터는 MHC-E-제한 CD8+ T 세포 프라이밍의 내재적 제약을 우회할 수 있다. 이러한 우회가 행

해지는 메커니즘은 아직 소명되지 않았지만 광범위하고 다양하고 MHC-Ia haplotype에 독립적인 CD8
+
 T 세포 반

응을 강하게 유도할 수 있는 이러한 벡터의 능력으로 많은 적응성 높은 지속성 병원균의 면역 회피 전략에 내재

된 취약점인 MHC-E 상향 조절을 이용하는 MHC-E-제한, CD8
+
 T 세포-표적화 백신을 개발할 기회가 제공된다. 더

욱이, MHC-E의 한정된 다형성 때문에 MHC-E-제한 CD8+ T 세포 반응 표적화 백신은 모든 백신 또는 대부분의 백

신에서 유사한 반응을 이끌어 낼 수 있으며 MHC 유전자형에 관계없이 모든 대상체에서 효능을 제공할 수도 있을

것이다. 진화의 측면에서는 다형성 MHC-Ia 시스템을 대신하여 현대 포유류에서 CD8
+
 T 세포의 주요 제한 분자인

MHC-E가 경시되고 있지만, HCMV 벡터가 원숭이들의 Rh157.5/.4 유전자-결실 RhCMV 벡터 생물학을 인간들에서 반

복할 수 있다면 (아니면 광범위하게 표적화된 MHC-E-제한 CD8+ T 세포 반응을 유도할 대안적인, 비-CMV 기반의

전략이 개발될 수 있다면), 효과적으로 회피하기에 적합하지 않은 새로운 면역 반응으로 병원균을 공격하기 위

하여 백신 전문가들이 이 휴면 상태에 있는 MHC-E 기반의 적응적 면역 체계를 되살릴 수도 있을 것이다.
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재료 및 방법: [0132]

백신: 1) SIV Gag 및 5'-Pol을 발현하는 균주 68-1 RhCMV 벡터, 2) SIV Gag를 발현하는 균주 68-1.2 RhCMV 벡[0133]

터, 3) SIV Gag를 발현하는 MVA 및 아데노바이러스 5 (Ad5) 벡터; 및 4) SIV Gag-암호화 DNA + IL-12 백신;의

구축, 특성화 및 투여에 대해서는 이전에 보고된 바 있다 ([Hansen, SG 등, Science (2013)], 상술함; [Hansen

등 (2011), 상술함]; [Hansen 등 Nature (2013), 상술함]; 및 [Hansen 등 (2009), 상술함]). MCMV IE 프로모터

에 의하여 유도되고 Rh211의 5 '영역에 삽입된 결핵균 (M. tuberculosis) 유전자 생성물 RpfA, RpfC 및 RpfD의

융합 단백질을 발현하는 균주 RhCMV  68-1는 Aeras  (Rockville,  MD,  USA)에 의하여 제공되었다. 균주 68-1.2

RhCMV/gag을 기반으로 하는 Rh157.5 (UL128)-Rh157.4 (UL130) 이중결실 돌연변이체도 상동 재조합에 의하여 제

작되었다.  이를  위하여,  표적  부위에  연접한  재조합  프라이머  (순방향  돌연변이  유발  프라이머  (5'-

AAAACTATAATCAACAACTCTATACCTTTGTTTTGCTGATGCTATTGCGT-3')  및  역방향  돌연변이  유발  프라이머  (5  '-

ATTTTTCGATAAAAAAATCACAGCAAACATACTGGTTTTACACACTTTAT-3')가  설계되었다.  Rh157.6  (UL131A)  및  Rh157.4

(UL130) 개방형 판독 프레임 (ORF)이 RhCMV에서 중복되기 때문에, 암호화된 단백질의 발현을 보장하기 위하여

Rh157.6  (UL131A)  ORF의 끝+  추가 50bp  을 보유하는 방식으로 삭제를 구성하였다.미니 플라스미드 R6K-kan-

F5를  사용하여  돌연변이  유발  프라이머의  3'  말단에  부가되는  순방향  프라이머  결합  부위  (5'-

GAAAAGTGCCACCTGCAGAT-3')와 역방향 프라이머 결합 부위 (5'-CAGGAACACTTAACGGCTGA-3')를 사용하여 대체 (F5)

FRT 부위와 측면에서 연접하는 카나마이신 내성 카세트를 증폭시켰다. E. coli 균주 SW105에서의 E/T 상동 재조

합 ([Muyrers JP 등, Nucleic Acids Res 27, 1555 (1999)]; 본원에 참고로 통합됨)은 어디에나 공개된 바대로

수행하였다. 바이러스 DNA 및 감염 세포의 cDNA에 대하여 삭제된 유전자 및 인접하는 유전자에 특정한 프라이머

로 중합효소 연쇄 반응 (PCR)을 수행하여 표적화된 ORF의 성공적인 삭제를 확인하였다. SIVmac239gag 전이유전

자의 발현은 △Rh157.5 (UL128)-Rh157.4 (UL130) 68-1.2 RhCMV/gag 벡터로 감염된 1차 레서스 섬유 아세포의

발현은 면역 블롯 분석에 의하여 검증되었다. 면역블롯 분석에 의하여 확인되었다. 균주 68-1, 68-1.2 및 △

Rh157.5/Rh157.4 (△UL128/UL130) RhCMV 벡터들 간의 게놈 차이를 나타내는 도 23을 참조한다.

레서스 원숭이 (Rhesus Macaques): 본 실시예에서 보고된 실험에서 목적-사육된 인도 원산인 수컷 또는 암컷 레[0134]

서스 원숭이 (Macaca mulatto) 총 207 마리가 사용되었으며, 이 중 88 마리는 이전 보고서에서도 연구되었다

([Hansen  등,  Science  2013)],  상술함).  이들  원숭이는  SIVgag,  SIV5'-pol,  TB-ESAT-6/-Ag85B  또는  TB-

RpfA/RpfC/RpfD 인서트를 발현하는 균주 68-1 RhCMV 벡터로 백신접종한 159 마리 원숭이(62마리는 이전에 보고

됨); 균주 68-1.2 RhCMV/gag 벡터로 백신접종한 9 마리 원숭이(6 마리는 이전에 보고됨); △Rh157.5/.4-결실

균주  68-1.2  RhCMV/gag  벡터로  백신접종한  4  마리  원숭이(이전에  보고된  원숭이  없음);  각각  SIVgag  발현

MVA/gag, Ad5/gag 및 DNA/gag + IL-12 백신으로 접종된 11, 3 및 4 마리 원숭이(모두 3 마리씩 이전에 보고

됨); 및 통제된 SIVmac239 감염을 가진 백신접종되지 않은 13 마리 원숭이(고조기 혈장 바이러스 부하 <10,000

copies/ml, 6 마리는 이전에 보고됨); 및 RhCMV의 ONPRC 콜로니-순환 균주에 자연적으로 감염된 4 마리의 백신

접종하지 않은 원숭이 (모두 이전에 보고됨);를 포함하였다. 모든 원숭이들은 실험실 동물의 관리 및 사용을 위

한 미국 국립 보건원 지침 기준에 따라 오레곤 국립 영장류 연구 센터 기관내 동물 관리 및 사용위원회의 승인

을 받아 사용되었다. 이 실험에서 사용된 원숭이에는 세르코피세신 (cercopithecine) 포진 바이러스 1, D-타입

원숭이 레트로바이러스 및 원숭이 T-림프영양성 바이러스 1 타입은 포함되지 않았다. 선택된 원숭이들은 딥 시

퀀싱으로 MHC-I  유전자형으로 분류되었고,  문헌에 설명되어 있다(Wiseman  (2009),  상술됨).  간단히 말하면,

Mamu 클래스 I 서열의 앰플리콘(amplicon)은 고충실도 Phusion
TM
 중합제 (New England Biolabs)와 한 쌍의 보편

적인 MHC-I 특이적 프라이머를 사용하여 다음의 열순환 조건: 23 사이클 동안 98 ℃에서 3 분간 (98 ℃에서 5

초,  57  ℃에서  1초,  72  ℃에서  20  초),  그리고  72  ℃에서  5  분;으로  PCR에  의한  cDNA  증폭을  통하여

생성되었다.  각  PCR  프라이머에는  454  시퀀싱  (5'-GCCTCCCTCGCGCCATCAG-MID-GCTACGTGGACGACACG-3';  5'-

GCCTTGCCAGCCCGCTCAG-MID-TCGCTCTGGTTGTAGTAGC-3')에  대한  어댑터  서열과  함께  고유한  10bp  다중화  식별자

(MID)  태그가 포함되어 있다. 생성된 앰플 리콘은 엑손 2 내의 고도의 다형성 영역 190bp에 걸쳐있다. 주요

cDNA-PCR 생성물은 AMPure XP 자기 비드 (Beckman Coulter Genomics)을 사용하여 정제하였다. 에멀젼 PCR 및

파이로 시퀀싱 절차는 Genome Sequencer FLX 장비 (Roche/454 Life Sciences)를 사용하여 제조업체의 지침에

따라 수행되었다. 서열 조립을 위하여 Genekey-Pro 
®
 바이오 인포메틱스 소프트웨어 (Biomatters Ltd.)사와 함

께 Labkey 데이터베이스를 사용하여 데이터 분석을 하였다.

항원 및 항원제시 세포: SIVgag와 pol, RhCMV IE1 및 TB Ag85B, ESAT-6 및 RpfA 단백질과 이들 단백질 내에 있[0135]

는 특정 9-14-mer 펩티드를 포함하는 순차적 15-mer 펩티드 (11개 아미노산 중첩)의 합성은 SIVmac239 Gag와
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Pol서열  (유전자은행  서열수납번호  #M33262),  균주  68-1  RhCMV  IE-1  서열  (유전자은행  서열수납번호

#AY186194), 또는 Erdman 결핵균주 (M. tuberculosis) Ag85B, ESAT-6 및 RpfA 서열 (각 유전자은행 서열수납번

호 # BAL65871. 1, #BAL68013.1 및 #BAL64766.1)을 기초로 Intavis AG사에 의하여 수행되었다. 모든 펩티드는

N-말단 (예: Gagxx-yy)에 포함된 아미노산 위치에 의하여 확인된다. 연속된 15-mer들은 또한 N-말단 15-mer에서부

터의 위치에 따라 지정되기도 한다 (예를 들어, Gag1-15(1)은 15mer # 1, Gag5-19(2)는 15mer # 2,...등으로 지정

됨). 달리 명시하지 않는 한, 이들 펩티드는 2 ㎍/㎖로 T 세포 검정에 사용되었다. 자가 B-림프모구 세포주

(BLCL)는 레서스 원숭이 PBMC를 포진 바이러스 (Herpesvirus) papio로 감염시킴으로써 생성되었고, 이는 전술한

바와 같다 ([Hansen 등 Science (2013), 상술함]; 본원에 참고로 통합됨). Mamu 클래스 I 분자에 대한 포유동

물 발현 벡터는 각 대립형질을 pCEP4  KpnI/NotI  또는 HindIII/NotI  제한 ([Ulbrecht  M  등, J Immunol  164,

5019 (2000)]; 본원에 참고로 통합됨) 부위로 결찰시킴으로써 생성되었다. 플라스미드는 DH5  대장균 (Life

Technologies,  Grand  Island,  NY)에서  클로닝하고,  서열  확인하고  나서,  Nucleofector  II/키트  C  (Lonza,

Allendale NJ)를 사용하여 MHC-I-음성 K562, 721.221 또는 RMAS 세포로 전기 천공하였다 ([KS Anderson 등, J

Immunol  151,  3407  1993)];  본원에  참고로  통합됨).  형질감염체들을  약물  선택  (Hygromycin  B)상태로

유지하고,, MHC-I 표면 발현을 pan-MHC-I 항체 클론 W6/32 염색을 이용하여 정기적으로 확인하였다. T 세포 검

정에서 사용되는 동안 내내, MHC-I 형질감염체로부터의 mRNA를 AllPrep DNA/RNA 미니 키트 (Qiagen)를 사용하여

추출하고, 엑손 2 내의 고 다형성 영역에 연접한 프라이머 쌍을 사용하는 RT-PCR로 증폭시키고, 서열 확인하였

다. MHC-I 형질감염체와 BLCL을 90 분 동안 최종 농도 10 uM에서 관심 Gag 펩티드로 펄스화한 후, 따뜻한 PBS로

3 회, 10% 신생우아혈청을 갖는 따뜻한 RPMI 1640 배지로 1 회 세척하여 결합되지 않은 펩티드를 제거한 후 새

로 분리해 낸 PBMC을 작동자: 표적의 비율을 10:1로 결합시켰다. Mamu-E  표면 발현을 안정화시키기 위하여,

Mamu-E 형질감염체를 검정에 사용하기 전에 27 ℃에서 3 시간 이상 배양하고, 작동자와 결합될 때까지 펩티드

배양 내내 온도를 27 ℃로 유지하였다. CD4 마이크로 비드 및 LS 컬럼 (Miltenyi Biotec)을 통한 PBMC에서의

CD4
+
 T 세포 분리, IL-2 (NIH AIDS Reagent Program), 포도상구균 장내독소 B (Toxin Technologies Inc.) 및

항-CD3 (NHP Reagent Resource), 항-CD28 및 항-CD49d mAb (BD Biosciences) 조합을 이용한 활성화, 수크로스-

정제된 SIVmac239로의 회전접종 (spinoculation) 후 3-4 일간의 배양을 거쳐 자가 SIV-감염 표적 세포를 생성하

였다. SIV-감염 표적 세포는 T 세포 검정에 사용하기 전에, CD4 마이크로 비드 및 LS 컬럼 (Miltenyi Biotec)을

사용하여 정제하였고, 이는 전술한 바와 같다 ([JB Sacha 등, J Immunol 178, 2746 (2007)]; 본원에 참고로 통

합됨). 감염세포 제제는 95% 이상의 CD4 
+
 T 세포와, 50% 이상의 농축후 SIV-감염된 CD4 

+
 T 세포였고, 작동

자:표적 비율 40:1 (PBMC 및 분리 CD8
+
 T 세포) 또는 8:1 (T 세포주 작동자)에서 사용되었다. 이 실험에서는,

감염되지 않은, 활성화된 CD4 
+
 T 세포를 음성 대조군 APC (SIV+ 원숭이의 감염되지 않은 표적을 400 uM의 테노

포비르 (tenofovir) (NIH AIDS 시약 프로그램)으로 배양함)로 사용하였다. 총 MHC-I 및 MHC-E 발현을 평가하기

위하여,  SIV-감염 CD4  
+
 T  세포를 감염 후 정제 없이 전술한 바와 같이 생성하고 나서,  표면 MHC-I  (클론

W6/32), MHC-E (클론 4D12; 항-마우스 IgG1 클론 M1-14D12), CD3, CD4 및 세포 내 SIV Gag p27 캡시드를 위한

염색을 하였다. 

T 세포 검정: SIV-, RhCMV-및 TB-특이적 CD8
+
 T 세포 반응을 혈액에서 얻은 단핵세포 제제에서 유동세포 계측[0136]

ICS에 의하여 전술한 바와 같이 측정하였다 ([Hansen 등, Science (2013)], 상술함). 간단히 말하자면, 단핵세

포 또는 분리된 CD8
+
 T 세포는 항원 (펩티드, 펩티드-펄스화 BLCL 또는 MHC-Ia 또는 MHC-E 형질감염체, 또는

SIV-감염 자가 CD4 
+
 T 세포)과 공동 자극 분자들인 CD28 및 CD49d (BD Biosciences)로 1 시간 동안 배양한 후,

Brefeldin A (Sigma-Aldrich)를 추가로 8 시간 동안 첨가하였다. 항원 부존재 하에서의 공동 자극은 주요 백그

라운드 대조군 역할을 하였다. 반응의 MHC 연관성 (MHC-Ia, MHC-E, MHC-II)은 분리된 단핵세포, 항원제시 세포

또는 SIV-감염 CD4
+
 세포를 다음과 같은 차단 시약들: 1) pan 항-MHC-I mAb W6/32 (10 mg/ml), 2) MHC-II-차단

CLIP 펩티드 (MHC-lI-연관 불변 사슬, 아미노산 89-100; 20 μM), 및 3) MHC-E 차단 VL9 펩티드 (VMAPRTLLL;

20 μM), 단독 또는 병용;의 존재 하에 실온에서 1 시간 동안 사전 배양 (펩티드 첨가나 또는 작동자와 표적 세

포를  조합하여  표준  ICS  검정에  따른  배양을  하기  전)함으로써  판단하였다.  일부  실험에서는,  Mamu-

Al*001:01-결합 펩티드 CM9 (CTPYDI NQM; 20 μM), 또는 Mamu-Al*002:01-결합 펩티드 GY9 (GSEN LKSLY; 20 μ

M)를 차단 대조군으로 사용하였다. 자극된 세포들은 고정시키고, 투과성화하고 (permeabilized), 전술한 바와

같이 염색하고 ([Hansen 등 Science (2013)], 상술함), LSR-II 기기 (BD Biosciences사)를 사용하여 유동 세포
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계측 분석을 하였다. Flowjo software(Tree STar)을 사용하여 분석하였다. 모든 분석에서는, 소 림프구 (small

lymphocytes)의 광 산란 시그니처에 대해서 먼저 게이팅하고, CD3
+
 모집단, 그리고 CD4

-
/CD8a

+
 T 세포 서브 세트

순으로 순차 게이팅하였다. CD8
+
 T 세포 모집단에 대한 항원-특이적 반응 빈도를 CD69 및 TNF-

+
 및 IFN-

+

중 어느 하나 또는 둘 다의 세포 내 발현에 의하여 정기적으로 판단하였다. 항원결정기 디콘볼루션 실험에 대하

여, 엄격한 반응 기준을 사용함으로써 위양성 반응을 방지하였다. 이 연구에서는, CD69
+
, TNF-

+
 및 IFN-

+

에서의 반응 빈도가 > 0.05%이고, 적어도 2개의 독립된 검정에 있어서 배경 빈도가 <0.01%인 경우에, 주어진

15-mer 펩티드에 대한 반응이 양성인 것으로 간주하였다. 개별 펩티드 반응을 차단 반응으로 분류하는 것은 이

소타입 대조군에 비해 차단에 의한 억제가 > 90%인 경우를 바탕으로 하였다. 이러한 기준을 충족시키지 못한 반

응은 불확정한 것으로 간주되었다. 차단에 의해 MHC-E-제한되는 것으로 간주되려면 개별 펩티드 반응이 항-MHC-

I 클론 W6/32 및 MHC-E-결합 펩티드 VL9 모두에 의하여 차단되어야 하고 CLIP 펩티드에 의한 차단은 없어야 한

다. 연속된 15mer 펩티드들을 다음과 같은 기준에 따라 시험함으로써 확인된 양성 반응들로부터 독립적인 항원

결정기의 최소 개수를 추정하였다: 동일한 제한 유형의 양성 펩티드 1개=독립 항원결정기 1개; 동일한 제한 유

형의 인접 양성 펩티드 2개= 독립 항원결정기 1개; 동일한 제한 유형의 인접 양성 펩티드 3개= 독립 항원결정기

2개; 동일한 제한 유형의 인접 양성 펩티드 4개= 독립 항원결정기 2개; 및 동일한 제한 유형의 인접 양성 펩티

드 5개= 독립 항원결정기 3개.

항체:[0137]

이 연구에서는 다음과 같은 결합된 (conjugated) 항체들: a) L200 (CD4; AmCyan), SP34-2 (CD3; PacBlu), SKI[0138]

(CD8a;  TruRed,  AmCyan),  25723.11  (IFNγ;  APC,  FITC),  6.7  (TNF;  APC),  MAb11  (TNF;  Alexa700)  (BD

Biosciences사 제조), b) L78 (CD69; PE), 2ST8.5H7 (CD8β; PE), Z199 (NKG2A/C or CD159a/c; PE) (Beckman

Coulter사 제조), c) W6/32 (pan-MHC-I; PE), OKT-4 (CD4; PE-Cy7), Bl (TCRy / ; Alexa647) (Biolegend사

제조), d) M-T466 (CD4; APC) (Miltenyi Biotec사 제조), e) M1-14D12 (mouse IgGl; PE-Cy7) (eBiosciences

사  제조);이  사용되었다.  이  연구에서는  다음과  같은  비-결합  항체들:  a)  4324  (SIV  Gag  p27)  (Advanced

Bioscience  Laboratories  제조),  b)  4D12  (HLA-E)  (LSBio사  제조),  c)  W6/32  (pan-MHC-l);도  사용되었다.

LIVE/DEAD Fixable Yellow Dead Cell Stain (LIFE Technologies 제조)를 사용하여 세포 생존력을 평가하였다. 

항원결정기 서열 분석: 서열 LOGO는 WebLogo3 {Crooks, 2004 # 150}을 기초로 한 Los Alamos HIV 데이터베이스[0139]

도구 Analyze Align (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ANALYZEALIGN/analyze_align.html)을 사용하

여 작성되었다.  원숭이에서 인식된 11개의 최적 MHC-E  9mer  항원결정기의 각 위치에 있는 아미노산과, 문헌

([Lampen MH 등], 상술함)에 공개된 TAP 결핍 세포로부터의 HLA-E 용출 펩티드 된 551개에 대한 통계적 농축과

과소 표현을 Composition  Profiler  Tool  (http://cprofiler.org/cgi-bin/profiler.cgi)  ([Vacic  V  등,  BMC

Bioinform 8, 211 (2007)]; 본원에 참고로 통합됨)을 사용하여 계산하였다. 11개의 최적 펩티드의 각 위치에 있

는 아미노산 조성을 백신에 사용된 삽입 균주인 SIVmac239 Gag (유전자은행 서열수납번호 # M33262)에서 발견된

아미노산 빈도와 비교하였다. 상기 11개의 최적 펩티드의 위치별 조성을 이전에 공개된 펩티드인 TAP 결핍 환경

에서 HLA-E로부터 용출된 펩티드와 비교하기 위해서 문헌 [Lampen 등]에 공개된 551개의 용출된 펩티드를 전부

사용하였다. 문헌 [Lampen 등]에 공개된 이들 펩티드는 8-13개의 아미노산으로 그 길이가 다양했고, 특히 아미

노산 9개 길이의 펩티드가 가장 흔했다. 용출된 펩티드 세트 (문헌 [Lampen 등], 도 2)의 315개 9mers 중의 아

미노산 농축과 과소 표현을 탐구하기 위하여 모티프 검색 알고리듬을 사용하였다. 길이와 무관하게 위치 2와 C-

말단 위치가 관심 사항이므로, 공개된 데이터를 탐구하는 데는 약간 다른 접근법을 취했고, 용출 펩티드 551개

모두의  정렬  버전을  특성화하였다.  2번째  위치  및  모든  펩티드를  포함하는  C-말단  정렬을  가능하게  하기

위하여, 위치 8 이후에 필요에 따라 정렬을 유지하기 위하여 갭을 첨가하였다. 각 정렬 위치에 대하여 이들 데

이터를 SwissProt 51 ([Bairoch A 등, Nucleic Acids Res 33, D154 (2005)]; 본원에 참고로 통합됨)에 기초한

천연 단백질에서 발견된 아미노산 빈도와 비교하였다.

도 13D에 표시된 서열 LOGO는 균주 68-1 RhCMV 벡터-백신접종된 원숭이에서 CD8+ T 세포에 의하여 인식되는 11[0140]

개의 최적 MHC-E-제한 SIVgag 9mer 펩티드 항원결정기에 기초하여 글자 높이별로 주어진 위치 (SIVmac239 Gag의

백그라운드 빈도 대비)에서 각 아미노산의 빈도를 나타낸다. 도 13D의 서열 LOGO는 Lampen 등에 의한 TAP 결핍

환경에서 HLA-E로부터 용출된 551개의 펩티드 중에서 이들의 농축 (회색 박스 또는 빗금친 박스) 또는 과소 대

표성 (흰색 박스) 여부에 따라 색이 칠해진다. 도 13D (오른쪽)에 도시된 바와 같이, 상기 551개의 Lampen 등의

펩티드 중에서 두 번째 위치 및 C-말단 앵커 위치에 농축된 아미노산은 우리의 11ㄱo 최적 SIVgag 펩티드들 중
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에서는 드물었으나, 상당히 과소 표현된 아미노산은 많았다.

본원에 기술된 예시들과 실시예들은 단지 설명하기 위한 목적으로 제시된 것이며 이에 비추어 다양한 수정과 변[0141]

경이 당해 기술분야 통상의 기술자에게 제안될 수 있고 이는 본원의 정신과 취지의 범위 내에 포함되어야 한다

는 것을 이해하여야 한다.

본원에 포함된 폴리뉴클레오티드 및 폴리펩티드 서열을 포함한 모든 간행물들, 특허들, 특허출원들, 인터넷 사[0142]

이트들 및 서열수납번호/데이터베이스 서열들은 마치 각각의 간행물, 특허, 특허출원, 인터넷 사이트 및 서열수

납번호/데이터베이스 서열이 구체적이고 개별적으로 참고로 인용되는 것으로 지시되는 것과 동일한 정도로 모든

목적을 위하여 전체로써 참고로 통합된다. 

도면

도면1a

도면1b

공개특허 10-2017-0136512

- 50 -



도면1c

공개특허 10-2017-0136512

- 51 -



도면2a

공개특허 10-2017-0136512

- 52 -



도면2b

도면2c

공개특허 10-2017-0136512

- 53 -



도면3a

도면3b

공개특허 10-2017-0136512

- 54 -



도면3c

도면4a

공개특허 10-2017-0136512

- 55 -



도면4b

도면4c

공개특허 10-2017-0136512

- 56 -



도면5

공개특허 10-2017-0136512

- 57 -



도면6

공개특허 10-2017-0136512

- 58 -



도면7a

공개특허 10-2017-0136512

- 59 -



도면7b

공개특허 10-2017-0136512

- 60 -



도면7c

공개특허 10-2017-0136512

- 61 -



도면8a

공개특허 10-2017-0136512

- 62 -



도면8b

공개특허 10-2017-0136512

- 63 -



도면9

공개특허 10-2017-0136512

- 64 -



도면10a

공개특허 10-2017-0136512

- 65 -



도면10b

공개특허 10-2017-0136512

- 66 -



도면11a

공개특허 10-2017-0136512

- 67 -



도면11b

도면11c

공개특허 10-2017-0136512

- 68 -



도면11d

공개특허 10-2017-0136512

- 69 -



도면12a

공개특허 10-2017-0136512

- 70 -



도면12b

공개특허 10-2017-0136512

- 71 -



도면12c

공개특허 10-2017-0136512

- 72 -



도면13a

도면13b

공개특허 10-2017-0136512

- 73 -



도면13c

공개특허 10-2017-0136512

- 74 -



도면13d

공개특허 10-2017-0136512

- 75 -



도면14

공개특허 10-2017-0136512

- 76 -



도면15a

공개특허 10-2017-0136512

- 77 -



도면15b

공개특허 10-2017-0136512

- 78 -



도면16a

공개특허 10-2017-0136512

- 79 -



도면16b

공개특허 10-2017-0136512

- 80 -



도면16c

공개특허 10-2017-0136512

- 81 -



도면17

공개특허 10-2017-0136512

- 82 -



도면18a

공개특허 10-2017-0136512

- 83 -



도면18b

공개특허 10-2017-0136512

- 84 -



도면19

공개특허 10-2017-0136512

- 85 -



도면20a

공개특허 10-2017-0136512

- 86 -



도면20b

공개특허 10-2017-0136512

- 87 -



도면21a

공개특허 10-2017-0136512

- 88 -



도면21b

공개특허 10-2017-0136512

- 89 -



도면21c

공개특허 10-2017-0136512

- 90 -



도면21d

공개특허 10-2017-0136512

- 91 -



도면22a

도면22b

공개특허 10-2017-0136512

- 92 -



도면23

공개특허 10-2017-0136512

- 93 -



도면24a

도면24b

공개특허 10-2017-0136512

- 94 -



도면25

공개특허 10-2017-0136512

- 95 -



도면26

공개특허 10-2017-0136512

- 96 -



도면27a

공개특허 10-2017-0136512

- 97 -



도면27b

도면27c

공개특허 10-2017-0136512

- 98 -



도면28

공개특허 10-2017-0136512

- 99 -



도면29

공개특허 10-2017-0136512

- 100 -



도면30

서 열 목 록

<110>    OREGON HEALTH & SCIENCE UNIVERSITY

<120>    Methods and Compositions Useful in Generating Non Canonical CD8+

         T cell Responses

<130>    IP1438US

<150>    US 62/114,203

<151>    2015-02-10

<150>    US 62/196,520

<151>    2015-07-24

<150>    US 62/220,703

공개특허 10-2017-0136512

- 101 -



<151>    2015-09-18

<160>    160

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    50

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    5'forward mutagenesis primer

<400>    1

aaaactataa tcaacaactc tatacctttg ttttgctgat gctattgcgt                    50

<210>    2

<211>    50

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    5' reverse mutagenesis primer

<400>    2

atttttcgat aaaaaaatca cagcaaacat actggtttta cacactttat                    50

<210>    3

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    forward primer binding

<400>    3

gaaaagtgcc acctgcagat                                                     20

<210>    4

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    reverse primer binding site

<400>    4

caggaacact taacggctga                                                     20

<210>    5

<211>    46
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    454 sequencing

<220><221>    misc_feature

<222>    (20)..(29)

<223>    n is a, c, g, or t

<400>    5

gcctccctcg cgccatcagn nnnnnnnnng ctacgtggac gacacg                        46

<210>    6

<211>    48

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    454 sequencing

<220><221>    misc_feature

<222>    (20)..(29)

<223>    n is a, c, g, or t

<400>    6

gccttgccag cccgctcagn nnnnnnnnnt cgctctggtt gtagtagc                      48

<210>    7

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MHC-E blocking VL9 peptide

<400>    7

Val Met Ala Pro Arg Thr Leu Leu Leu

  1               5                

<210>    8

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mamu-A1* 001:01- binding peptide CM9

<400>    8

Cys Thr Pro Tyr Asp Ile Asn Gln Met
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  1               5                

<210>    9

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mamu-A1*002:01-binding peptide GY9

<400>    9

Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr

  1               5                

<210>    10

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG61-75

<400>    10

Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu

  1               5                

<210>    11

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG69-83

<400>    11

Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn

  1               5                

<210>    12

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG89-103

<400>    12

Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala

  1               5                
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<210>    13

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG117-131

<400>    13

Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser

  1               5                

<210>    14

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG129-143

<400>    14

Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile

  1               5                

<210>    15

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG197-211

<400>    15

Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu

  1               5                

<210>    16

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG257-271

<400>    16

Val Gly Asn Ile Tyr Arg Arg Trp Ile

  1               5                

<210>    17

<211>    9
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<212>    PRT

<

213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG273-287271

<400>    17

Arg Met Tyr Asn Pro Thr Asn Ile Leu

  1               5                

<210>    18

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAG385-399

<400>    18

Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly

  1               5                

<210>    19

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Gag473-487

<400>    19

Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln

  1               5                

<210>    20

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Gag477-491

<400>    20

Glu Lys Gln Arg Glu Ser Arg Glu Lys

  1               5                

<210>    21

<211>    182

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HLA-E*01:03

<400>    21

Gly Ser His Ser Leu Lys Tyr Phe His Thr Ser Val Ser Arg Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Arg Gly Glu Pro Arg Phe Ile Ser Val Gly Tyr Val Asp Asp Thr Gln

             20                  25                  30 

Phe Val Arg Phe Asp Asn Asp Ala Ala Ser Pro Arg Met Val Pro Arg

         35                  40                  45 

Ala Pro Trp Met Glu Gln Glu Gly Ser Glu Tyr Trp Asp Arg Glu Thr

     50                  55                  60 

Arg Ser Ala Arg Asp Thr Ala Gln Ile Phe Arg Val Asn Leu Arg Thr

 65                  70                  75                  80 

Leu Arg Gly Tyr Tyr Asn Gln Ser Glu Ala Gly Ser His Thr Leu Gln

                 85                  90                  95 

Trp Met His Gly Cys Glu Leu Gly Pro Asp Gly Arg Phe Leu Arg Gly

            100                 105                 110 

Tyr Glu Gln Phe Ala Tyr Asp Gly Lys Asp Tyr Leu Thr Leu Asn Glu

        115                 120                 125 

Asp Leu Arg Ser Trp Thr Ala Val Asp Thr Ala Ala Gln Ile Ser Glu

    130                 135                 140 

Gln Lys Ser Asn Asp Ala Ser Glu Ala Glu His Gln Arg Ala Tyr Leu

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Thr Cys Val Glu Trp Leu His Lys Tyr Leu Glu Lys Gly Lys

                165                 170                 175 

Glu Thr Leu Leu His Leu

            180        

<210>    22

<211>    182

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mamu-E*02:04
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<400>    22

Gly Ser His Ser Leu Lys Tyr Phe His Thr Ser Val Ser Arg Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Gly Gly Gly Pro Arg Phe Ile Ser Val Gly Tyr Val Asp Asp Thr Gln

             20                  25                  30 

Phe Val Arg Tyr Asp Ser Asp Ala Ala Ser Pro Arg Met Glu Pro Arg

         35                  40                  45 

Ala Leu Trp Met Lys Gln Glu Gly Pro Glu Tyr Trp Asp Gln Glu Thr

     50                  55                  60 

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

 65                  70                  75                  80 

Leu Arg Gly Tyr Tyr Asn Gln Ser Glu Ala Gly Ser His Thr Leu Gln

                 85                  90                  95 

Trp Met His Gly Asp Glu Leu Gly Pro Asp Gly Arg Phe Leu Arg Gly

            100                 105                 110 

Tyr Glu Gln Phe Ala Tyr Asp Gly Lys Asp Tyr Leu Thr Leu Asn Glu

        115                 120                 125 

Asp Leu Arg Ser Trp Ser Ala Val Asp Thr Ala Ala Gln Ile Ser Glu

    130                 135                 140 

Gln Lys Ser Asn Asp Gly Ser Glu Ala Glu His Gln Arg Ala Tyr Leu

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Thr Cys Val Glu Trp Leu Arg Arg Tyr Leu Glu Asn Gly Lys

                165                 170                 175 

Glu Thr Leu Gln Arg Ser

            180        

<210>    23

<211>    182

<212

>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mamu0E*02:11

<400>    23

Gly Ser His Ser Leu Lys Tyr Phe His Thr Ser Val Ser Arg Pro Gly
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  1               5                  10                  15 

Arg Gly Gly Pro Arg Phe Ile Ser Val Gly Tyr Val Asp Asp Thr Gln

             20                  25                  30 

Phe Val Arg Tyr Asp Ser Asp Ala Ala Ser Pro Arg Met Glu Pro Arg

         35                  40                  45 

Ala Pro Trp Val Glu Gln Glu Gly Pro Glu Tyr Trp Asp Gln Glu Thr

     50                  55                  60 

Arg Ser Ala Arg Asp Thr Ala Gln Thr Phe Arg Val Asn Leu Glu Thr

 65                  70                  75                  80 

Leu Arg Gly Tyr Tyr Asn Gln Ser Glu Ala Gly Ser His Thr Leu Gln

                 85                  90                  95 

Trp Met His Gly Cys Asp Leu Gly Pro Asp Gly Arg Phe Leu Arg Gly

            100                 105                 110 

Tyr Glu Gln Phe Ala Tyr Asp Gly Lys Asp Tyr Leu Thr Leu Asn Glu

        115                 120                 125 

Asp Leu Arg Ser Trp Ser Ala Val Asp Thr Ala Ala Gln Ile Ser Glu

    130                 135                 140 

Gln Lys Ser Asn Asp Gly Ser Glu Ala Glu His Gln Arg Ala Tyr Leu

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Thr Cys Val Glu Trp Leu His Arg Tyr Leu Glu Asn Gly Lys

                165                 170                 175 

Glu Thr Leu Gln Arg Ser

            180        

<210>    24

<211>    182

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>

    Mamu-E*02:20

<400>    24

Gly Ser His Ser Leu Lys Tyr Phe His Thr Ala Val Ser Arg Pro Gly

  1               5                  10                  15 

Cys Val Glu Pro Arg Phe Ile Phe Val Gly Tyr Val Asp Asp Thr Gln
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             20                  25                  30 

Phe Val Arg Phe Asp Ser Asp Ala Ala Asn Pro Arg Met Gln Pro Arg

         35                  40                  45 

Ala Pro Trp Met Glu Gln Glu Gly Pro Glu Tyr Trp Asp Gln Glu Thr

     50                  55                  60 

Arg Arg Ala Arg Asp Thr Ala Gln Thr Leu Arg Val Lys Leu Lys Thr

 65                  70                  75                  80 

Leu Arg Gly Tyr Tyr Asn Gln Ser Glu Ala Gly Ser His Thr Leu Gln

                 85                  90                  95 

Trp Met Tyr Gly Cys Asp Leu Gly Pro Asp Gly Arg Phe Leu Arg Glu

            100                 105                 110 

Tyr Glu Gln Phe Ala Tyr Asp Gly Lys Asp Tyr Leu Thr Leu Asn Glu

        115                 120                 125 

Asp Leu Arg Ser Trp Ser Ala Val Asp Thr Ala Ala Gln Ile Ser Glu

    130                 135                 140 

Gln Lys Ser Asn Asp Gly Gly Glu Ala Glu His Gln Arg Ala Tyr Leu

145                 150                 155                 160 

Glu Asp Thr Cys Val Glu Trp Leu Arg Arg Tyr Leu Glu Asn Gly Lys

                165                 170                 175 

Glu Thr Leu Gln Arg Pro

            180        

<210>    25

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(16)

<400>    25

Leu Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu

  1               5                  10                  15

<210>    26

<211>    14

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    26

Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu

  1               5                  10                

<210>    27

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    27

Leu Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn

  1               5                  10                

<210>    28

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    28

Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu

  1               5                  10            

<210>    29

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    29

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

  1               5                  10            

<210>    30

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    30

Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu

  1               5                  10        

<210>    31

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    31

Leu Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser

  1               5                  10        

<210>    32

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    32

Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu

  1               5                  10    

<210>    33

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    33

Leu Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly

  1               5                  10    

<210>    34

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    34
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Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu

  1               5                  10

<210>    35

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    35

Leu Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr

  1               5                  10

<210>    36

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    36

Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu

  1               5                

<210>    37

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    37

Leu Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro

  1               5                

<210>    38

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    38

Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val Cys
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  1               5                  10                  15

<210>    39

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    39

Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val Cys

  1               5                  10                

<210>    40

<211>    14

<212

>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    40

Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val

  1               5                  10                

<210>    41

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    41

Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val Cys

  1               5                  10            

<210>    42

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    42

Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr

  1               5                  10            
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<210>    43

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    43

Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val Cys

  1               5                  10        

<210>    44

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    44

Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn

  1               5                  10        

<210>    45

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    45

Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val Cys

  1               5                  10    

<210>    46

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    46

Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr

  1               5                  10    

<210>    47

<211>    10
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    47

Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val Cys

  1               5                  10

<210>    48

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    48

Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu

  1               5                  10

<210>    49

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    49

Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val Cys

  1               5                

<210>    50

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    50

Pro Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser

  1               5                

<210>    51

<211>    9

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    51

Ser Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr

  1               5                

<210>    52

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>

    SIVgag61-75(sub)

<400>    52

Val Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly

  1               5                

<210>    53

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    53

Leu Ala Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser

  1               5                

<210>    54

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    54

Ala Pro Leu Pro Val Pro Thr Gly Ser Glu

  1               5                  10

<210>    55

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    SIVgag61-75(sub)

<400>    55

Pro Leu Val Pro Thr Gly Ser Glu Asn

  1               5                

<210>    56

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    56

Thr Gly Ser Glu Asn Leu Lys Ser Leu

  1               5                

<210>    57

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    57

Glu Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr

  1               5                

<210>    58

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag69-83(sub)

<400>    58

Asn Leu Lys Ser Leu Tyr Asn Thr Val

  1               5                

<210>    59

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    59
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His Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln Ile

  1               5                  10                  15

<210>    60

<211>    14

<212>

    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    60

Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln Ile

  1               5                  10                

<210>    61

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    61

His Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln

  1               5                  10                

<210>    62

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    62

Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln Ile

  1               5                  10            

<210>    63

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    63

His Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys
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  1               5                  10            

<210>    64

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    64

Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln Ile

  1               5                  10        

<210>    65

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    65

His Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala

  1               5                  10        

<210>    66

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    66

Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln Ile

  1               5                  10    

<210>    67

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    67

His Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu

  1               5                  10    
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<210>    68

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    68

Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln Ile

  1               5                  10

<210>    69

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    69

His Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu

  1               5                  10

<210>    70

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    70

Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln Ile

  1               5                

<210>    71

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    71

His Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr

  1               5                

<210>    72

<211>    15
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    72

Thr Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly Arg

  1               5                  10                  15

<210>    73

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    73

Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly Arg

  1               5                  10                

<210>    74

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    74

Thr Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly

  1               5                  10                

<210>    75

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    75

Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly Arg

  1               5                  10            

<210>    76

<211>    13

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    76

Thr Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser

  1               5                  10            

<210>    77

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    77

Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly Arg

  1               5                  10        

<210>    78

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    78

Thr Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser

  1               5                  10        

<210>    79

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    79

Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly Arg

  1               5                  10    

<210>    80

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    80

Thr Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro

  1               5                  10    

<210>    81

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    SIVgag117-131(sub)

<400>    81

Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly Arg

  1               5                  10

<210>    82

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    82

Thr Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala

  1               5                  10

<210>    83

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    83

Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly Arg

  1               5                

<210>    84

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)
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<400>    84

Thr Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr

  1               5                

<210>    85

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    85

Ala Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu

  1               5                

<210>    86

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    86

Glu Glu Lys Val Lys His Thr Glu Glu

  1               5                

<210>    87

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    87

Lys Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys

  1               5                

<210>    88

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag89-103(sub)

<400>    88

Val Lys His Thr Glu Glu Ala Lys Gln
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  1               5                

<210>    89

<211>    9

<212>    PRT

<

213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    89

Met Pro Lys Thr Ser Arg Pro Thr Ala

  1               5                

<210>    90

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    90

Thr Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser

  1               5                

<210>    91

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag117-131(sub)

<400>    91

Ser Arg Pro Thr Ala Pro Ser Ser Gly

  1               5                

<210>    92

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    92

Ser Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly Asn

  1               5                  10                  15

공개특허 10-2017-0136512

- 126 -



<210>    93

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    93

Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly Asn

  1               5                  10                

<210>    94

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    94

Ser Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly

  1               5                  10            

<210>    95

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    95

Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly Asn

  1               5                  10            

<210>    96

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    96

Ser Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly

  1               5                  10            

<210>    97
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<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    97

Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly Asn

  1               5                  10        

<210>    98

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    98

Ser Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile

  1               5                  10        

<210>    99

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    99

Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly Asn

  1               5                  10    

<210>    100

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    100

Ser Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln

  1               5                  10    

<210>    101

<211>    10

<212
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>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    101

Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly Asn

  1               5                  10

<210>    102

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    102

Ser Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln

  1               5                  10

<210>    103

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    103

Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly Asn

  1               5                

<210>    104

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag129-143(sub)

<400>    104

Ser Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val

  1               5                

<210>    105

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    105

Gln Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala

  1               5                  10                  15

<210>    106

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    106

Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala

  1               5                  10                

<210>    107

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    107

Gln Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu

  1               5                  10                

<210>    108

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    108

Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala

  1               5                  10            

<210>    109

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

공개특허 10-2017-0136512

- 130 -



<400>    109

Gln Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu

  1               5                  10            

<210>    110

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    110

Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala

  1               5                  10        

<210>    111

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    111

Gln Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn

  1               5                  10        

<210>    112

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    112

Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala

  1               5                  10    

<210>    113

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    113
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Gln Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile

  1               5                  10    

<210>    114

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    114

Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala

  1               5                  10

<210>    115

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    115

Gln Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile

  1               5                  10

<210>    116

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    116

Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu Ala

  1               5                

<210>    117

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag197-211(sub)

<400>    117

Gln Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp

  1               5                
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<210>    118

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    118

Gly Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln

  1               5                

<210>    119

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    119

Arg Gly Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln

  1               5                

<210>    120

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    120

Gly Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly

  1               5                

<210>    121

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    121

Asn Tyr Pro Val Gln Gln Ile Gly Gly

  1               5                

<210>    122
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<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    122

Ala Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile

  1               5                

<210>    123

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<

220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    123

Ala Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile

  1               5                

<210>    124

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    124

Met Gln Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn

  1               5                

<210>    125

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    125

Ile Ile Arg Asp Ile Ile Asn Glu Glu

  1               5                

<210>    126

<211>    15
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    126

Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu

  1               5                  10                  15

<210>    127

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    127

Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu

  1               5                  10                

<210>    128

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    128

Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys

  1               5                  10                

<210>    129

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    129

Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu

  1               5                  10            

<210>    130

<211>    13

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    130

Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly

  1               5                  10            

<210>    131

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    131

Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu

  1               5                  10        

<210>    132

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    132

Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys

  1               5                  10        

<210>    133

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    133

Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu

  1               5                  10    

<210>    134

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    134

Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn

  1               5                  10    

<210>    135

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    135

Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu

  1               5                  10

<210>    136

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    136

Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp

  1               5                  10

<210>    137

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)

<400>    137

Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys Glu

  1               5                

<210>    138

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag385-399(sub)
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<400>    138

Arg Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys

  1               5                

<210>    139

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    139

Tyr Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu Ser

  1               5                  10                  15

<210>    140

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    140

Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu Ser

  1               5                  10                

<210>    141

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    141

Tyr Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu

  1               5                  10                

<210>    142

<211>    13

<212

>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    142
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Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu Ser

  1               5                  10            

<210>    143

<211>    13

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    143

Tyr Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg

  1               5                  10            

<210>    144

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    144

Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu Ser

  1               5                  10        

<210>    145

<211>    12

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    145

Tyr Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln

  1               5                  10        

<210>    146

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    146

Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu Ser
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  1               5                  10    

<210>    147

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    147

Tyr Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys

  1               5                  10    

<210>    148

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    148

Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu Ser

  1               5                  10

<210>    149

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    149

Tyr Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu

  1               5                  10

<210>    150

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    150

Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu Ser

  1               5                

<210>    151
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<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    151

Tyr Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg

  1               5                

<210>    152

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    152

Gly Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp

  1               5                

<210>    153

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    153

Pro Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn

  1               5                

<210>    154

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<

220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    154

Arg Lys Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys

  1               5                

<210>    155

<211>    9
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    155

Pro Ile Lys Cys Trp Asn Cys Gly Lys

  1               5                

<210>    156

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    156

Met Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu

  1               5                

<210>    157

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    157

Gln Leu Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys

  1               5                

<210>    158

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    158

Leu Gly Lys Gln Glu Glu Arg Glu Lys Gln

  1               5                  10

<210>    159

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    159

Gly Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg

  1               5                

<210>    160

<211>    9

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    SIVgag473-487(sub)

<400>    160

Lys Gln Gln Arg Glu Lys Gln Arg Glu

  1               5                
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