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(57) 요 약

본 발명은 아데노바이러스 패키징 세포에서 pIX의 과잉발현으로, 재조합 아데노바이러스 벡터에서 E1B 55K 영역

의 적어도 일부를 유지하는 것으로 또는 이종성 프로모터를 가진 pIX를 조정하는 것으로, 재조합 아데노 바이러

스의 안정성 및/또는 패키징 수용량을 증가시키는 방법 및 수단을 제공한다. 본 발명은 추가로 보충 세포주에서

이러한 아데노바이러스의 생산을 위한 방법 및 수단을 제공하고, 여기서, 초기 영역 4 개방 해석 프레임 6(E4-

orf6) 코딩 핵산은 아데노바이러스에서 존재하고, E4-orf6 유전자 생성물은 보충 세포에서 E1 유전자 생성물의

하나 이상의 생성물에 적절하여, 아데노바이러스 벡터는 보충 세포에 의해 효율적으로 생산될 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

아데노바이러스 게놈을 포함하는 재조합 서브그룹 B 아데노바이러스 입자로, 여기서 상기 게놈은 E1-영역에 결

실을 포함하고, 그 아데노바이러스 게놈은 기능성 E1B 55K 유전자 생성물을 코딩하지 않고, 상기 아데노바이러

스 게놈은 발현 서열의 조절하에 기능성 pIX 코딩 서열을 포함하고, E1B 55K 코딩 서열의 3'말단의 일부를 포함

하는 상기 발현 서열은 야생형 서브그룹 B 아데노바이러스의 pIX 개방해독 프레임의 바로 상류에 있는 아데노바

이러스의 150 내지 600 뉴클레오티드를 함유하고, 그리고 상기 발현 서열은, E1B 55K 정지 코돈과 pIX의 개시

코돈 사이의 서열이 앞에 있고 E1B 55K 코딩 서열의 3'말단으로부터의 뉴클레오티드가 없을 때, 상기 pIX 코딩

서열의 발현에 비해 패키징 세포의 pIX  코딩 서열의 발현을 증가시킬 수 있는 것인 재조합 아데노바이러스

입자.   

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 발현 서열은 야생형 서브그룹 B 아데노바이러스의 pIX 개방 해독 프레임의 바로 상류에

있는 아데노바이러스 서열의 150 내지 250 뉴클레오티드를 함유하는 것인 재조합 아데노바이러스 입자.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 발현 서열은 E1B 55K 개방 해독 프레임 서열의 3' 말단의 166 염기쌍을 함유하는 것인 재

조합 아데노바이러스 입자.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 발현 서열은 야생형 서브그룹 B 아데노바이러스의 pIX 개방 해독 프레임의 바로 상류에

있는 아데노바이러스 서열의 150 내지 200 뉴클레오티드를 함유하는 것인 재조합 아데노바이러스 입자.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 아데노바이러스 입자는 아데노바이러스 혈청형 35 입자 또는 아데노바이러스 혈청형 11

입자인 재조합 아데노바이러스 입자.

청구항 6 

제1항에 있어서, 추가로 아데노바이러스 서브그룹 C 기원의 기능성 E4-orf6 단백질을 코딩하는 서열을 포함하

는 것인 재조합 아데노바이러스 입자.

청구항 7 

제1항의 재조합 아데노바이러스 입자의 게놈을 포함하는 단리된 핵산.

청구항 8 

제1항의 재조합 아데노바이러스 입자 및 적합한 담체 또는 보조제를 포함하는 백신.

청구항 9 

제1항의 재조합 아데노바이러스 입자를 포함하는 재조합 아데노바이러스 패키징 세포.

청구항 10 

pIX 코딩 서열을 포함하고 E1-영역에 결실을 갖는 아데노바이러스 게놈을 포함하는 재조합 서브그룹 B 아데노바

이러스 입자로, 상기 아데노바이러스 입자는 기능성 E1B 55K 유전자 생성물을 코딩하지 않고, 여기서 상기 pIX

코딩 서열은 이종성 프로모터의 조절하에 있고, 여기서 상기 이종성 프로모터는 E1B 55K 정지 코돈과 pIX의 개

시 코돈 사이의 서열이 앞에 있고 E1B 55K 코딩 서열로부터의 뉴클레오디드가 없을 때, 상기 pIX 코딩 서열의

발현에 비해, 패키징 세포에서 pIX 코딩 서열의 발현을 증가시킬 수 있는 것인 재조합 아데노바이러스 입자.
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청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 이종성 프로모터는 비-내인성 아데노바이러스 근접의 pIX 프로모터, 비-아데노바이러스

바이러스성 프로모터, 세포성 프로모터, 합성 프로모터 및 하이브리드 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택되

는 핵산 서열을 포함하는 것인 재조합 아데노바이러스 입자.

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 이종성 프로모터는 Ad5 근접 pIX 프로모터 또는 라우스 사르코마 바이러스(Rous

Sarcoma Virus) 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택되는 것인 재조합 아데노바이러스 입자.

청구항 13 

아데노바이러스 게놈이 E1-영역에 결실을 갖고 그리고 상기 게놈은 기능성 E1B 55K 유전자 생성물을 코딩하지

않는, 아데노바이러스 게놈을 포함하는 재조합 서브그룹 B 아데노바이러스 입자의 안정성 또는 패키징 수용량을

증가시키는 방법으로, 상기 방법은 

아데노바이러스 게놈 내 pIX 코딩 서열은 E1B 55K 정지 코돈과 pIX의 개시 코돈 사이의 서열이 앞에 있고 E1B

55K 코딩 서열의 3'말단으로부터의 뉴클레오티드가 없을 때 얻어진 pIX 유전자 생성물의 수준에 비해, 상기 패

키징 세포에서 pIX 유전자 생성물의 상승된 수준의 존재하에 패키징 세포 중에 재조합 아데노바이러스 입자로

상기 아데노바이러스 게놈의 생산 및 조립에 필요한 성분들을 발현시키는 단계를 포함하는 방법.

청구항 14 

제13항에 있어서, 상기 pIX 유전자 생성물의 상승된 수준은 아데노바이러스 게놈 중의 야생형 서브그룹 B 아데

노바이러스의 pIX 개방 해독 프레임의 바로 상류에 있는 아데노바이러스 서열의 150 내지 600 뉴클레오티드를

함유하는 E1B 55K 코딩 서열의 3'말단의 일부를 유지하거나 또는 재도입하여 생산되는 것인 방법.

청구항 15 

제13항에 있어서, 상기 pIX 유전자 생성물의 상승된 수준은 이종성 프로모터의 조절하에 pIX 코딩 서열의 발현

에 의해 생산되는 것인 방법.

청구항 16 

삭제

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제
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청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 의약분야에 관한 것이며, 더욱 특별히는 본 발명은 재조합 아데노바이러스 벡터 및 그것의 용도에 관[0001]

한 것이다.

배 경 기 술

인간 아데노바이러스는 60 ~ 90 nM 크기의 외막이 없는 20면체 입자이다. 지금까지 51개의 혈청형이 동정되었고[0002]

이들은 혈구응집 특성 및 서열 상동관계를 기준으로 6개의 서브그룹(A,B,C,D,E 및 F)으로 세분된다(Francki et

al. 1991). 게놈은 34 ~ 36kb의 길이를 가지며 역방향 말단반복서열(ITR)에 의해 양쪽 부위에서 측화된다. 바이

러스 감염 사이클은 초기 및 후기로 나누어진다. 초기상(감염 6~8 시간 후)에서 바이러스는 비코딩되어 있으며

게놈은 핵으로 운반되고 그 후 초기 유전자 영역(region) E1~E4가 전사적으로 활성화 된다. 

초기 영역(early region)-1(E1)은 E1A 및 E1B로 명명된 2개의 전사 영역을 함유한다. E1A 영역은 숙주세포 사이[0003]

클의 변형과 다른 바이러스성 전사 영역의 활성에 관여하는 두 개의 주요 단백질을 암호화한다(reviewd  by

Russell. 2000). E1B 영역은 두개의 주요 단백질, E1A 단백질의 활성에 의한 세포자멸사 유도를 다른 경로를 통

해 예방하는, 19K 및 55K를 암호화한다(Rao et al, 1992; Yew and Berk 1992; Shenk 1996). 그 밖에, E1B-55K

단백질은  선택적  바이러스  mRNA  운반  및  숙주  단백질 발현의 억제를 위해 후기에 요구된다(Pilder  et  al.

1986). 초기 영역-2(E2)도 또한, 바이러스성 게놈의 복제에 포함되는 3개의 단백질, DNA 결합 단백질, 바이러스

폴리머라제 및 전-말단 단백질을 함께 암호화하는 E2A  및 E2B  영역으로 나뉜다(reviewed  by  Van  der  Bilet

1995). E3 영역은 인 비트로에서의 복제에 필수적이지 않고 바이러스 감염에 대한 숙주 방어 메카니즘을 전복시

키는 여러 단백질을 암호화한다(reviewed by Horwitz 2001). E4 영역은 바이러스 mRNA 접합 및 운반, 숙주 세

포 mRNA 운반, 바이러스 및 세포 전사 및 형질변환에 관련되는 여러 구별되는 작용에 관여하는 적어도 6개의 단

백질을 암호화한다(reviewed by Leppard 1997). 

바이러스 캡시드의 형성과 바이러스 게놈의 패키징(packaging)에 필요한 후기 단백질들은 모두, 복제 개시 후[0004]

완전한 활성이 되는, 주요 최종 전사 유니트(㎖TU)로부터 발생된다. 특징적인 접합 및 다중-아데닐화반응의 복

잡한 과정은 3부분으로 이루어진 리더(leader) 서열을 공유하는 15개 이상의 mRNA 종들을 야기한다. 초기 단백

질 E1B-55K와 E4 Orf3 및 Orf6 단백질은 후 바이러스 mRNA 과정의 조절 및 핵으로부터의 운반에 중추적 역할을

한다(reviewed by Leppard, 1998).

미리-형성된 캡시드에서 새롭게 형성된 바이러스의 패키징은 적어도 2개의 아데노바이러스 단백질, 마지막 단백[0005]

질 52/55K 및 중간체 단백질 IVa2에 의해, 게놈의 왼쪽 말단에 위치한 패키징 서열과의 상호작용을 통해 중재된
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다(Grable and Hearing, 1990; Gustin and Imperiale, 1998; Zang et al., 2001). 두 번째 중간체 단백질 pIX

는 캡시드의 일부이고 헥손-헥손 상호작용을 안정화시킨다고 알려져 있다(Furcinitti et al., 1989). 그 외에,

pIX는  E1a  프로모터와  ㎖P와  같은  TATA  함유  프로모터를  전이활성하는  것으로  기재되어있다(Luta  et  al.,

1997).

바이러스 생물학에 대한 광범위한 지식 및 세포로의 도입 후 핵 전달의 고효율로 인해, 아데노바이러스는 인간[0006]

세포에 유전자를 전달하기 위한 인기있는 도구가 되고 있다. 더욱이, 아데노바이러스 벡터는 안정하고 대규모로

비교적 쉽게 생산될 수 있다. 대부분의 경우, 벡터들은 적어도 E1 영역에서 결실(deletion)되고, 이것은 이들은

불충분하게 복제되도록 한다. 서브그룹 C 혈청형 Ad5 또는 Ad2를 기초로 한 E1-결실 벡터의 생산은 293(Graham

et al. 1970), 911(Fallaux et al. 1996) 및 REP.C6
TM
(Fallaux et al. 1998; ECACC 수탁번호 96022940)과 같은

E1 보충(complementing) 세포계에서 이루어진다. 미국 특허 5,994,128에 기재된 바와 같이, 벡터와 세포계는 세

포계와 벡터에서의 아데노바이러스 서열 간의 동종성 재조합을 통한 복제 적합 아데노바이러스의 발생을 막기

위해 조화될 수 있다. 그러므로, PER.C6TM 세포와 맞춰진 아데노바이러스 벡터는 그룹 C 아데노바이러스 벡터의

생성을 위한 바람직한 시스템을 제공한다(Fallaux et al., 1998). E1 서열의 결실은 바이러스 벡터에 이종 유전

자의 도입을 위한 공간을 제공한다. 바이러스에 도입될 수 있는 Ad5 게놈의 최대 크기는 길이의 약 105wt%로 제

한되기 때문에, E1-결실 바이러스는 이종 DNA의 약 4.8kb를 공급할 수 있다.

pIX 결손 비리온에서 최대 패키징 수용량은 정상 게놈 길이의 약 95%까지 감소된다(Ghosh-Choudhury et al.,[0007]

1987). 이것은 대부분 pIX-("pIX-마이너스") 비리온의 감소된 안정성에 기인하는 것 같다.  pIX-마이너스 돌연

변이 Ad5에서의 결핍은 바이러스를 생성하기 위해 사용되는 패키징 세포계에서 pIX의 에피솜성(episomal) 발현

에 의해 보충될 수 있다(Caravokyri te al., 1995). 

 유전자 전이 벡터로서 비록 혈청형 Ad5와 Ad2가 가장 많이 사용되지만, 다른 혈청형들도 그들을 치료적 또는[0008]

예방적 도구로서 유용하게 하는 바람직한 특성을 가질 수 있다. 예를 들면, 서브그룹 B 바이러스 Ad35와 Ad11은

Ad5 및 Ad2 바이러스보다 인간 혈청에 의해 중화되는 경향이 훨씬 덜하다(WO 00/70071). 아데노바이러스 전이

벡터의  중화는  인비보에서  형질전한  효율을  감소시킨다.  더욱이,  Ad35  섬유를  전달하는  재조합  바이러스에

의한, 수지상 세포와 같은 항원 표시 세포의 감염 효율성은 Ad5 바이러스와 비교하여 크게 강화되었다는 것이

발견되었다(WO 00/70071, WO 02/24730). 그러므로, Ad35-기재 벡터는 인간 혈청에서 매우 개선된 감염 효율과

낮은 중화를 겸비한다.  

완전히 E1-결실된 Ad35-기재 벡터의 생성 및 증식은 하기 기술을 사용하여 가능하다. 그러나, 여러 가지 재조합[0009]

Ad35-기재 벡터를 조심스럽게 분석한 결과는 이와 같은 벡터들이 Ad5-기재 벡터와 비교하여 덜 안정, 즉 이종

DNA를 덜 함유하게 된다는 것이 발견되었다. 본 특허 출원의 수단 및 방법은 이 문제를 극복하기 위해 제공되었

다. 

그 밖에, 확장된 혈청형 유용성을 갖는 아데노바이러스에 대한 현재 이용가능한 기술을 개발할 필요성이 있다.[0010]

통상적으로 존재하는 패키징 세포계는 아데노바이러스 혈청형 5로부터 유도된 E1 암호화 단백질을 포함한다. 이

와 같은  '표준' 패키징 세포계의 예는 293,  911 및 PER.C6
TM
이다. 이들 표준 패키징 세포계에서 다른 혈청형으

로부터 유도된 벡터들을 생성하려는 시도는, 실패하지 않는다 하더라도 어렵다고 판명되었다. 가끔, 사용된 특

정 혈청형에 따라, 몇몇 생성물을 볼 수 있다. 그러나, 형질변환되고 Ad5로부터의 E1에 의해 불멸화된 세포계에

서 생산된, 서브그룹 C와 다른 아데노바이러스 서브그룹으로부터 유도된 재조합 아데노바이러스 벡터의 수득량

은 불충분하다. Abrahamsen et al의 논문에서(1997), E1A-결실된 아데노바이러스 혈청형 7 벡터(서브그룹 B)의

개선된 플라크 정제는, Ad5로부터의 E4-orf6 서열 결손 293 세포와 비교하여, 아데노바이러스 혈청형 5로부터

유도된 E4-orf6를 포함한다. 그러나, 문제는 예상하지 않은 재조합이 플라크-정제된 스톡에서 관찰됨에 따라 벡

터의 안정성에서 마주쳤다. 추가의 문제는 생산 도중 야생형 아데노바이러스 바이러스 오염에서 마주쳤다. 더우

기, 아데노바이러스의 대규모 생산의 경우, 이것은 적용을 위해 충분히 높은 역가를 얻기 위한 공동-트랜스펙션

E4-orf6에 유용하지 않다. 이와 같은 아데노바이러스를 성장시키기 위한 하나의 선택은, 세포에 보조/ 패키징

세포계의 게놈으로 안정하게 통합된 E4-orf6 유전자를 제공하는 것이다. 이와 같은 세포들은 선행기술에 기재되

어 있다(예를 들면, WO 96/22378). 이 시스템의 단점은 새로운 안정한 세포계가 생성되어야 한다는 것이며, 안

정하고 알맞는 세포들이 생성되기 전에 수많은 선택의 되풀이가 행해져야 하는 것이다. 이 과정은 노동집약적이

며 시간을 소모하는 일이다. 일반적으로, 예를 들면 서브그룹 B 바이러스와 같은, 혈청형 5(서브그룹 C) 이외의

혈청형으로부터 아데노바이러스의 생성 및 증식은 Ad5 보충 세포에서 어렵다고 알려져 있다고 말할 수 있다. WO

00/70071에 출원인에 의해 기재된 바와 같이, 서브그룹B 바이러스 Ad35를 기재로 한 재조합 바이러스는 Ad5 초
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기 영역-1 서열(Ad35-E1)을 함유하는 발현 구축물(construct)의 공동-트랜스펙션에 의해 제조될 수 있다.  더우

기, E1A 서열만이 결실되고 E1B의 경우는 결실되지 않은 Ad35-기재 바이러스는 PER.C6 세포에서 효과적으로 복

제되는 것으로 보여지며, 이것은 Ad5의 E1a 단백질이 Ad35-E1A 기능을 보충할 수 있다는 것을 제안한다(본 출원

인의 출원 WO 02/40665). 더우기, 실험은 Ad35-E1B의 결손이 Ad5 보조 세포에 대한 불량한 수득률을 가져온다는

것을 나타낸다. WO 00/70071은 또한 E1 영역 결손 재조합 아데노바이러스 혈청형 35 벡터의 보충을 위해 Ad35-

E1 서열을 정착시키는 새로운 세포계를 설립해야만 한다는 것을 제안한다(WO 02/40665 참조). 그러나, 상기 논

의와 같이, 특정 요구에 대해 특정의 혈청형을 적용하기 위한다면, 모든 특정 혈청형에 대해 새로운 세포계를

설립하거나 또는 아데노바이러스 혈청형 5의 보충는 이용가능한 세포계를 관심있는 혈청형의 보충에 대해 변형

시켜야 한다. 이 분야에서 이용가능한 설립된 세포계를 사용하고, 이들을 변형시키지 않고 설립되고 본 분야에

알려진 방법을 적용하는 다른 모든, 비-Ad5 혈청형의 생산에 이들을 사용하는 것이 분명히 유리하다.

서브그룹 C의 혈청형과 다른 아데노바이러스의 유용한 수득률을 생산할 수 있는 생산 시스템에 대한 요구가 여[0011]

전히 존재한다고 결론지어진다. 

또한,  편리한 패키징 세포와 이와 같은 패키징 세포에서 증식할 수 있고 안정한 재조합 서브그룹 B 아데노바이

러스를 포함하는 적합한 패키징 시스템에 대한 요구가 여전히 존재한다. 

발명의 상세한 설명

본 발명은 E1 영역에서 최대 E1B 55K의 정지 코돈까지 결실을 갖는 재조합 그룹B 아데노바이러스가 유사한 Ad5[0012]

재조합 아데노바이러스 보다 덜 외인성 서열을 축적할 수 있다는 것을 보여준다. 이것은 pIX 코딩 영역이 E1B

55K 정지 코돈과 pIX 개시 코돈 사이의 서열에 의해서만 안내될 때, 주어진 패키징 세포에서 상기 그룹 B중의

pIX 유전자의 비교적 저발현 때문인 것으로 보인다. 이와 같은 바이러스는 더욱 안정할 수 있고 및/또는 pIX 프

로모터가 E1B 55K 코딩 영역에서 이와 같은 바이러스로 서열이 포함됨에 의해 적어도 부분적으로 저장되거나,

또는 pIX를 조절하기위한 이형성 프로모터를 사용함에 의해, pIX의 정상 또는 비교적 과발현이 주어진 패키징

세포에서 얻어질 때 더욱 외인성 서열을 축적할 수 있다는 것을 나타낸다.

본 발명은 E1 영역에서 적어도 하나의 결실을 갖는 재조합 아데노바이러스를 제공하고, 이것은 pIX 유전자의 발[0013]

현을 증가시키는 E1B 55K 유전자 생성물을 암호화하는 서열의 적어도 일부가 상기 아데노바이러스에 존재하는

것을 특징으로 하고, 상기 재조합 아데노바이러스는 기능성 E1B 55K 유전자 생성물을 발현하지 않는 것을 조건

으로 한다. 상기 아데노바이러스는 모든 E1B 코딩 서열이 결손한 대응하는 아데노바이러스보다 더욱 안정하고

및/또는 더 많은 외인성 DNA를 숨긴다. 바람직하기는, 상기 아데노바이러스는 pIX 코딩 성열의 직접 상류인 서

열의  약  700  염기쌍  이하를  포함한다.  바람직한  구현예에서,  상기  아데노바이러스는  그룹  B

아데노바이러스이고, 더욱 바람직하기는 Ad35  또는 Ad11로부터 유도된 또는 기재로 하는 아데노바이러스이다.

본 발명은 E1-영역에서 적어도 하나의 결실을 갖는 재조합 아데노바이러스의 안정성 및/또는 패키징 수용량을

증가시키는 방법을 추가로 제공하고, 상기 방법은 E1B 55K 유전자 생성물을 암호화하고 상기 아데노바이러스에

서 pIX 유전자의 발현을 증가시키는 서열의 적어도 일부를 유지 또는 재도입하는 것을 포함한다. pIX 유전자의

발현을 증가시키는 E1B 55K 서열 대신 또는 그에 더하여, pIX의 발현을 증가시켜 재조합 아데노바이러스의 안정

성을 증가시키고 및/또는 본 발명의 방법으로 생산된 아데노바이러스의 패키징 수용량을 증가시키기 위해, 서열

이 더 강한 프로모터에 pIX 코딩 서열을 진행시키도록 변화시키는 것이 가능하다.   

그러므로, 본 발명은 적어도 E1-영역 결손 및 외인성 유전 정보를 갖는  재조합 아데노바이러스의 안정성 및/또[0014]

는 패키징 수용량을 증가시키기 위한 방법 및 수단을 추가로 제공하고, 상기 방법은 상기 패키징 세포에서 pIX

유전자 생성물의 증가된 수준이 존재하는 패키징 세포 중의 바이러스 입자에 상기 재조합 아데노바이러스 벡터

를 생산하고 조립하는데 필요한 요소들을 발현시키는 단계를 포함하고, 여기서, 상기 pIX 유전자 생산물의 증가

된 수준은 상기 벡터에서 변형된 pIX 유전자의 사용에 의해, pIX 단백질을 암호화하는 유전 정보의 과발현에 의

해 일어나며, 상기 변형은 pIX 유전자 생성물의 과발현을 야기한다. 바람직한 구현예에서 상기 변형된 pIX 유전

자는 pIX를 암호화하는 유전 정보의 발현을 가져오는 이형 프로모터를 포함하고, 상기 이형 프로모터는 프로모

터가 pIX를 암호화하는 상기 유전 정보를 상기 패키징 세포에서 과발현되도록 한다. 한 구현예에서, 상기 이형

프로모터는 적어도 부분적으로 상기 재조합 벡터의 외인성 기부 pIX 상류 서열보다 pIX 발현의 더 높은 수준을

가져오는 아데노바이러스 혈청형의 pIX 프로모터로부터 유도되거나 또는 기재로 한다. 한 구현예에서, 상기 이

형성 프로모터는 적어도 부분적으로 Ad5의 pIX 프로모터로부터 형성되거나 또는 기재로 한다. 한 면에서, 본 발

명은 적어도 E1-영역이 결손하고 관심있는 유전자를 포함하는 재조합 아데노바이러스를 제공하고, 여기서 pIX

유전자는 변형되며, 상기 재조합 아데노바이러스 벡터는 아데노바이러스 혈청형 5로부터 유도되지 않는다. 또
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다른 면에서, 본 발명은 변형된 아데노바이러스 pIX 유전자를 포함하는 재조합 핵산 서열을 제공하며, 여기서

pIX 단백질을 암호화하는 유전성 정보는 아데노바이러스 혈청형 5 또는 아데노바이러스 혈청형7 pIX 암호화 서

열로부터 유도되지 않는다. 바람직한 구현예에서, 상기 변형된 pIX 유전자는 pIX를 암호화하는 유전성 정보의

발현을 구동하는 이형성 프로모터를 포함한다. 

본 발명은 또한 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소들을 포함하는 재조합 아데노바이러스[0015]

를 제공하며, 여기서 상기 벡터는 E4-orf6 단백질을 암호화하는 서열을 포함하고, 여기서 상기 서열은 다음으로

이루어진 군으로부터 선택된다: a) 상기 제1 혈청형과 다른 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf

암호화 서열; b)하나 이상의 코돈에서 결실, 돌연변이, 첨가 및/또는 치환의 방법으로 상기 제1 혈청형의 아데

노바이러스로부터 유도된 E4-orf 암호하 서열; 및 c)상기 제1 혈청형과 다른 제2 혈청형으로부터 유도된 E4-orf

암호화 서열의 일부와 제3 혈청형으로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열의 일부 사이에 융해물을 포함하는 E4-

orf 암호화 서열. 여기서 상기 제3 혈청형은 상기 제1 혈청형과 동일하거나 또는 다를 수 있다. 

본 발명은 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소들을 포함하는 재조합 아데노바이러스 벡터[0016]

의 생산방법을 또한 제공하며, 상기 방법은 a)발현형태로 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E1b-55K

암호화 서열을 정착시키는 보충 세포에, 재조합 바이러스 벡터의 조립이 상기 보충 세포에 의해 허용되도록 아

데노바이러스의 필수 요소를 제공하는 단계, 여기서 상기 요소들은 상기 제2 혈청형 및 기능성 E4-orf6 단백질

을 암호화하는 서열과 다른 상기 제1 혈청형의 아데노바이러스로부터의 적어도 몇몇의 구조적 및 비-구조적 요

소, 또는 그들의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체를 포함하고, 이것은 상기 보충 세포에서 상기 발현가능한

E1B-55k 단백질과 양립할 수 있고; b) 상기 보충 세포를 아데노바이러스 벡터의 생산 및 조립이 일어나도록 허

용할 수 있는 조건하에서 배지중에 배양시키는 단계; 및 c) 배지 및/또는 보충 세포에서 생산된 재조합 아데노

바이러스 벡터를 수확하는 단계를 포함하고, 여기서 양립가능한 E4-orf6 단백질을 암호화하는 서열은 이렇게 생

산된 재조합 아데노바이러스에 존재한다.

본 발명은 추가로 아데노바이러스로부터 유도된 재조합 핵산 분자를 포함하는 재조합 아데노바이러스를 제공하[0017]

고, 상기 재조합 핵산 분자는 E1 영역에서 적어도 하나의 결실을 가지며, E1B 55K 유전자 생성물을 암호화하는

서열의 적어도 일부는 상기 재조합 핵산 분자에 존재하고 및/또는 pIX 코딩 서열은 이형 프로모터의 조절하에

있고, 상기 재조합 아데노바이러스는 추가로 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소들을 포

함하는 것을 특징으로하고, 여기서 상기 재조합 아데노바이러스는 기능성 E4-orf6 단백질, 또는 그의 기능성 일

부,  유도체  및/또는  동족체를  암호화하는  서열을  더욱  포함하고,  여기서  상기  서열은  다음  군으로부터

선택된다: a)상기 제1 혈청형과 다른 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6 코딩 서열; b)하나 이

상의 코돈에서 결실, 돌연변이, 첨가 및/또는 치환을 포함하는 상기 제1 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된

E4-orf6 암호화 서열; 및 c) 제2 혈청형으로부터 유도된 E4-orf 암호화 서열의 일부와 제3 혈청형으로부터 유도

된  E4-orf6 암호하 서열의 일부 사이에 융해물을 갖는 E4-orf6 암호화 서열, 여기서 상기 제3 혈청형은 상기

제1 혈청형과 같거나 다를 수 있다.

본 발명은 또한, 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스와 패키징 세포를 포함하는 패키징 시스템을 제공하며,[0018]

여기서 상기 패키징 세포 및 패키징 재조합 아데노바이러스는 함께 상기 패키징 세포에서 상기 제조합 아데노바

이러스의 생산 및 조립을 허용하는 모든 필요한 요소들을 포함하고, 여기서 상기 패키징 세포는 적어도 아데노

바이러스 E1B-55K 단백질, 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체를 암호화하는 핵산을 발현하고, 이것은 상

기 재조합 아데노바이러스의 E4-orf 단백질, 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체와 양립할 수 있다.

본 발명은 또한, 본 발명은 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소들을 포함하는 안정한 아[0019]

데노바이러스의 생산방법을 제공하고, 여기서 상기 재조합 아데노바이러스는, 그의 핵산 분자가 E1 영역에서 결

실을 갖고 상기 핵산 분자로부터 기능성 E1B 55K 단백질의 발현을 야기하지 않는 pIX 단백질의 발현을 증가시키

는 E1B-55K 유전자 생성물을 암호화하는 서열의 적어도 일부를 포함하고 및/또는 이형성 프로모터의 조절하에

pIX 코딩 서열을 갖는 아데노바이러스로부터 유도된 재조합 핵산 분자를 포함하며, 상기 방법은 a)발현가능한

형태로 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E1B-55K 암호화서열을 발현하는 보충 세포, 그의 기능성 일

부, 유도체 및/또는 동족체에, 상기 보충세포에 의해 상기 재조합 아데노바이러스 벡터의 조립을 허용하도록 아

데노바이러스의 필요 요소들을 제공하는 단계, 여기서 상기 요소들은 상기 제2 혈청형과 다른 상기 제1 혈청형

의 아데노바이러스로부터 적어도 약간의 구조적 및 비-구조적 요소들과 기능성 E4-orf6 단백질, 또는 기능성 부

분, 유도체 및/또는 그들의 동족체를 암호화하는 서열을 포함하고, 이것은 상기 보충 세포 중의 상기 발현가능

한 E1B-55K 단백질과 양립할 수 있고; 그리고 b)상기 보충세포를 재조합 아데노바이러스의 생산 및 조립이 일어

나도록 허용하는 조건하의 배지에서 배양하는 단계; 및 c) 이와 같이 생산된 재조합 아데노바이러스를 배지 및/
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또는 보충세포에서 수확하는 단계를 포함한다.  

본 발명은 또한, 복제 적합 아데노바이러스의 생성 없이 외인성 유전 정보를 함유하는 안정한 아데노바이러스의[0020]

생산방법을 제공하고, 여기서 상기 벡터는 아데노바이러스 5 이외의 혈청형으로, 아데노바이러스 벡터 생산에

도움이 되는 조건하에서 세포를 성장시키는 단계를 포함하고, 상기 세포, 또는 그의 전구체는 아데노바이러스

벡터 생산과 패키징에 필수적인 모든 요소들에 대해 코딩하는 핵산을 제공하고 발현하고, 적어도 두 개의 분리

된 핵산에 존재하고 있는 재조합 적합 아데노바이러스 벡터의 발생에 필수적인 요소는 분자내 재조합을 일으키

지 않고, Ad5 이외의 제1 혈청형의 아데노바이러스로부터 구조적 및 하나의 비-구조적 요소를 결정하는 적어도

하나의 혈청형을 포함하는 필수 요소들, 및 제1 혈청형 및 상기 E1B 55K 유전자 생성물과 양립가능한 E4 orf6

유전자 생성물과 다른 제2 혈청형으로부터의 E1B 55K 유전자 생성물을 포함한다. 특정 구현예에서, 아데노바이

러스 벡터 생산과 패키징에 필수적인 모든 필수 요소들에 대한 핵산 암호화는 재조합 pIX 유전자를 포함한다.

한 구현예에서, 재조합 pIX 유전자는 이형성 프로모터의 조절하의 pIX 암호화 서열이다. 

또 다른 면에서, 본 발명은 인간 또는 동물 개체에서 질병 또는 병을 치료 또는 예방하는 방법을 제공하고, 상[0021]

기 방법은 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스 벡터를 인간 또는 동물 개체에 투여하는 단계를 포함한다. 다

른 면에서, 본 발명은 본 발명에 따른 아데노바이러스 벡터를 포함하는 백신 및 약제학적 조성물을 제공한다.

또 다른 면에서, 본 발명은 인간 또는 동물 개체의 질병 및 병의 예방 또는 치료를 위한 의약의 제조를 위한 본

발명에 따른 재조합 아데노바이러스 벡터의 용도를 제공한다. 또한, 본 발명은 본 발명에 의해 제공되는 방법을

실행하기 위해 본 발명에 의해 제공되는 세포계와 아데노바이러스 벡터를 포함하는 부분들의 키트에 관한 것이

다.

실 시 예

본 발명의 한 면은, E1-영역에 적어도 하나의 결실을 갖는 재조합 아데노바이러스의 안정성 및/또는 패키징 수[0057]

용량을 증가시키는 방법으로, pIX 코딩 서열이 E1B 55K 서열 없이 그의 외인성 중앙 상류 서열 뒤에 있을 때 얻

어지는 pIX 유전자 생성물의 수준과 비교하여, 상기 패키징 세포에서 pIX 유전자 생성물의 증가된 수준의 존재

하에 패키징 세포의 바이러스 입자에 상기 재조합 아데노바이러스 입자의 생산 및 조립에 요구되는 효소들을 발

현시키는 단계를 포함한다. 본 발명의 방법의 특정 구현예에서, 상기 pIX 유전자 생성물의 증가된 수준은 상기

아데노바이러스에서 E1B 55K의 보유 또는 재도입 일부에 의해 가져오게 된다. 다른 구현예에서, 상기 pIX 유전

자 생성물의 증가된 수준은 이형성 프로모터의 조절하에 pIX 코딩 서열의 발현에 의해 가져온다. 본 발명은 발

현 서열의 조절하에 기능성 pIX 코딩 서열을 포함하는 재조합 아데노바이러스를 더욱 제공하고, 상기 발현 서열

은 상기 E1B 55K 서열의 일부가 없는 그의 외인성 근위 pIX 상류 서열 뒤의 상기 pIX 코딩 서열의 발현과 비교

하여, 주어진 패키징 세포에서 pIX 코딩 서열의 발현을 증가시킬 수 있는 E1B 55K 서열의 일부를 포함하고 상기

E1B 55K 서열의 상기 일부는 기능성 E1B 55K 유전자 생성물을 암호화하지 않는 것을 조건으로 한다. 본 발명에

서, pIX 프로모터 서열은 상기 E1B 55K 서열에 존재할 수 있고, 상기 발현 서열 중의 이들 서열은, 그러므로

pIX 발현을 증가시킬 수 있다. 상기 E1B 55K 서열의 존재는, 상기 pIX 코딩 서열이 상기 E1B 55K 서열의 일부

없이 그의 외인성 근위 pIX 상류 서열 뒤에 있는 상황과 비교하여, 상기 재조합 아데노바이러스의 안정성 및/또

는 패키징 수용량을 증가시킨다.

E1 영역에 결실이 있고 완전한 E1B 55K 코딩 영역을 갖는 혈청형 35의 아데노바이러스(pBr.Ad35.leftITR.△E1A[0058]

△21K)가 WO 02/40665에 기재되어 있다. 그러나, 기재된 벡터에 존재하는 바와 같은 기능성 55K 유전자 생성물

은 세포자멸사를 억제하며, 그러므로  E1B 55K 유전자의 돌연변이에 의해 또는 바람직하기는 E1B 55K 서열의 한

일부만을 포함함에 의해, 더욱 바람직하기는 E1B 55K 개시 코돈의 하부흐름 서열만을 포함함에 의해 지능적 E1B

55K 발현 결손 재조합 아데노바이러스를 얻는 것이 바람직하다. 더욱 이형의 핵산을 축적하도록 최대 E1 결실을

갖는 바이러스를 발생시키기 위해, 상기 벡터에서 재조합 아데노바이러스 내의 증가된 안정성 및/또는 증가된

패키징 수용량의 본 발명에 따른 이점을 갖는 충분한 E1B 55K 서열을 유지하는 동시에 E1B 55K 서열의 양을 최

소화하는 것이 유리하다는 것이 당업자들에게는 분명할 것이다. 본 발명의 가르침에 의해, 예를 들면 포함된 벡

터(pBr.Ad35.leftITR.△E1A△21K)로부터 개시되는 E1B 55K 영역내의 일련의 결실을 얻고 안정성 또는 패키징 수

용량을 결정하기 위한 표준 분자 클로닝 기술을 사용함에 의해, 당업자는 재조합 아데노바이러스의 안정성 및/

또는 패키징 수용량의 증가를 가져오는 E1B 55K 내의 최소로 요구되는 서열을 찾을 수 있다. 그러므로, 본 발명

의 목적은 본 발명에 따른 아데노바이러스를 제공하는 것으로, 여기서 E1B 55K 유전자 생성물을 암호화하는 상

기 서열은 pIX 개방형 해독 프레임의 직접 상류인, 약 0.7kb 이하의 아데노바이러스 서열을 포함한다. 다른 구

현예에서, 상기 서열은 pIX  개방형 해독 프레임의 직접 상류인 아데노바이러스의 680,  600,  550,  500,  450,
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400, 350, 300, 250, 200, 150 또는 100 nt를 포함한다.  다른 구현예에서, 이와같은 재조합 아데노바이러스

벡터는 55K 암호화 서열의 3'말단의 166bp를 유지한다. 당업자들에게 분명하듯이, 본 발명은 천연 아데노바이러

스에서 pIX 코딩 서열의 직접 상류의 연속적인 연장에서 발견되는 서열의 존재로 한정되는 것은 아니다. 그 대

신, 본 발명에 따르면, 더욱 전위 pIX 조절 서열에 융합된, E1B 55K 영역(예를 들면, 제한 또는 PCR 단편, 예를

들면, 실시예 10 및 도9를 참조)으로부터 더 상류인 서열을 갖는 것이 가능하고, 그것에 의해 어느 E1B 55K 서

열이 없는 것과 비교했을 때, 주어진 패키징 세포에서 증가된 pIX 발현을 가져오는 한, 조절 서열의 인공적 결

합을 만든다. 바람직한 구현예에서, 상기 아데노바이러스는 서브그룹 B 아데노바이러스이고, 더욱 바람직하기는

Ad35 또는 Ad11 아데노바이러스이다. 혈청형 35 또는 11의 아데노바이러스는, 훨씬 더 적은 개체들이 가장 많이

사용되는 혈청형 5보다 이들 혈청형에 대한 중화 항체를 갖기 때문에, 인간에 투여하기에 특히 유용한 것으로

나타났다(WO 00/70071). 본 발명의 또 다른 관점은 본 발명에 따른 아데노바이러스의 게놈으로 작용할 수 있는

핵산을 제공하는 것이다.

pIX 유전자의 발현을 증가시키는 E1B 55K 서열의 존재 대신 또는 그에 더하여, 재조합 아데노바이러스의 안정성[0059]

및/또는 패키징 수용량을 증가시키기 위해, pIX 유전자를 돌연변이화하여 pIX 자체가 과별현되도록 하는 것이

가능하다. 변형된 pIX 유전자는 다른 프로모터 및/또는 전사 터미네이터, 및/또는 예를 들면 코돈 최적화, RNA

등을 안정화시키는 인트론의 도입에 의해 얻어지는 돌연변이 프로모터 서열을 갖는 pIX 유전자이다. 본 발명에

따른 pIX  유전자는 pIX를 암호화하는 유전성 정보를 포함하고, 천연 아데노바이러스에서 발견되는 것과 같은

pIX 유전자와 같은 핵산, cDNA 및 대립형질 변종 형태의 돌연변이 pIX를 암호화하는 정보 또는 돌연변이, 결실,

첨가, 또는 아미노산의 전위 또는 그들의 조합에 의해 pIX로부터 유도된 또는 pIX를 기재로 하는 정량적 또는

정성적 면에서 정상 pIX와 다를 수 있는 pIX의 작용의 적어도 일부를 갖는 돌연변이 pIX를 암호화 핵산을 포함

한다.

재조합 아데노바이러스가 최대 E1B 55K 유전자 생성의 정지 코돈까지를 포함하여 적어도 E1B 55K 영역의 결실을[0060]

갖는다면, pIX 개방형 해독 프레임은 E1B 55K 정지 코돈과 pIX의 개시 코돈 사이의 서열에 의해 선행될 것이다.

이들 서열은 여기서 "내인성 근접 pIX 상류 서열"로 명명될 것이다(예를 들면, Ad35 기재 재조합 아데노바이러

스 벡터에서의 Ad35 pIX 상류 서열, Ad11 기재 재조합 아데노바이러스 벡터에서 Ad11 pIX 상류 서열 등은 이 관

점에서 내인성으로 언급된다: 정의는 천연에서 발견될 수 있고 실험실에서 생성되지 않는 대립형질 변종을 포함

한다; 몇몇 전위 pIX 상류 서열의 도 3 참조).

본 명세서의 "이종성 프로모터" 는, pIX 유전자의 상류가 천연적으로 발견되는 서열과 다르고, E1B 55K 영역의[0061]

서열 및 내인성 근접 pIX 상류 서열을 포함하고, 프로모터로 작용할 수 있으며 따라서 pIX 코딩 서열의 전사를

조절할 수 있는 어느 서열을 정의한다. 한 면에서, 이종성 프로모터는 적어도 부분적으로, 재조합 아데노 바이

러스 벡터가 유도되는(예를 들면 Ad35 재조합 아데조바이러스 벡터에서 Ad pIX 상류 서열) 혈청형과 다른 혈청

형으로부터 아데노바이러스의 근위 pIX 상류 서열(즉, E1B 55K 정지 코돈과 pIX 개시 코돈 사이의 서열)로부터

유도된 또는 기재로하는 서열일 수 있다. 이것은 본 명세서에서 "비-내인성 근접 pIX 프로모터"로 언급된다. 

본 발명의 한 구현예에서, Ad35 유도 pIX 발현은 Ad5 비-내인성 근접 pIX 프로모터에 의해 구동된다. 아데노바[0062]

이러스 벡터의 내인성 pIX 근위 서열보다 더 높은 pIX 발현수준을 제공하는 혈청형의 근위 pIX 상부 서열로부터

유도되거나 기재로 하는 어느 비-내인성 근접 pIX 프로모터가 사용될 수 있다. 이와 같은 비-내인성 근접 pIX

프로모터의 동정은, 실시예 4에서 당업자에게 증명되듯이 서열 정보를 기재로 할 수 있다. 특정 구현예에서, 본

발명에 따른 아데노바이러스 벡터는 아데노바이러스 서브그룹 E 혈청형, 또는 바람직하기는 서브그룹 B 혈청형

을  기재로  하거나  또는  유도된다.  특정  구현예에서,  상기  아데노바이러스  벡터는  아데노바이러스  혈청형

35(Ad35), Ad11, Ad7 또는 Ad4를 기재로 하거나 또는 유도된다. 선택적 구현예에서, 상기 비-내인성 근접 pIX

프로모터는 적어도 부분적으로 서브그룹 C, A, D, 또는 F로 분류된 아데노바이러스의 근위 pIX 상류 서열을 기

재로 하거나 또는 유도된다. 특별한 구현예에서, 상기 비-내인성 근접 프로모터는 적어도 부분적으로 아데노바

이러스 혈청형 12(Ad12), Ad9, 또는 Ad40 또는 더욱 바람직하기는 Ad5 또는 Ad2의 근저 pIX 상류 서열을 기재로

또는 유도된다. 선택적으로, 비-내인성 근접 pIX 프로모터로 작용할 수 있는 서열은, 프로모터를 강도에 대해

반복적으로 시험할 수 있는 전사방법에 의해서와 같은, 당업자들이 알고 있는 일반적인 분자 생물학적 방법에

의해 실험적으로 발견될 수 있다. 프로모터의 요소들은 전체 프로모터를 교체없이 교환될 수 있고, 예를 들면

서열을 프로모터에 결합시키는 전사 인자의 첨가, 결실 또는 돌연변이는 그의 길이에 영향을 줄 수 있다. 프로

모터 서열의 적어도 일부의 돌연변이화는 공지의 기능을 갖는 뉴클레오티드의 신장을 포함하여, 하나 이상의 뉴

클레오티드의 첨가, 결실 또는 교체와 같은 돌연변이에 의한 서열의 변화에 의해 행해질 수 있다. 프로모터 서

열의 치환은 이들 서열의 일부 또는 모두의 다른 프로모터에 의한 대체에 의해 행해진다. 이와 같은 대체는 당
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업자들에 의해 잘 알려져 있는 표준 분자 생물학 방법에 따라 행해질 수 있다. 어떠한 프로모터도 pIX 유전자의

선택과 관련하여 구성되고, 그 효과를 시험할 수 있다.

다른 면에서, 이형성 프로모터는 아데노바이러스 비-내인성 근접 pIX 프로모터와 관련이 없다. 그러므로, 이종[0063]

성 프로모터는 바이러스성 프로모터일 수 있고, 시토메갈로바이러스(CMV, 예를 들면 인간 CMV 직접 초기 유전자

프로모터, 더욱 여기서는 CMV 프로모터로 언급됨), 라우스 사르코마 바이러스(Rous sarcoma Virus)(RSV, 예를

들면 RSV 긴 말단 반복 프로모터, 여기서 RSV 프로모터로 언급됨), TK, HBV, SV40 등으로부터 유도되거나 기재

로 하는 프로모터를 포함하지만, 이것으로 한정되는 것은 아니다. 한 구현예에서, 아데노바이러스 E1B 프로모터

는 이종성 프로모터로 사용된다. 세포형 프로모터는 또한 이종성 프로모터로 사용될 수 있고, 이들은 PGK, 메탈

로티오네인, EF1-α,β-액틴 등의 프로모터를 포함하지만 이것으로 한정되는 것은 아니다. 하나 이상의 요소들

을 포함하는 합성 또는 하이브리드(hybrid) 프로모터들도 본 발명에 사용할 수 있고, 그들 모두는 이종성 프로

모터 용어의 범위에 포함된다. 사용된 프로모터는 성분을 이루거나 유도가능하다. 유도가능 프로모터의 정황에

서, 프로모터는 그의 유도된 상태에서 과발현을 제공한다면 본 발명에 알맞다고 간주된다. 본 발명에 따른 pIX

의 과발현을 가져오는 어느 프로머터 서열은 본 발명에 따른 이종성 프로모터로서 사용될 수 있다. 프로모터 강

도 이외에, 재조합 아데노바이러스 벡터 자체에 존재할 때 특정 프로모터의 유용성을 결정하는 또 다른 면은 그

의 크기로, 프로모터가 길수록 트랜스진에 사용할 수 있는 공간을 갖는다. 당업자는 본 발명을 더욱 안정한 재

조합 벡터를 찾기위해, 크기를 삽입하는 것과 관련된 프로모터 길이와 강도에 관하여 벡터를 실험적으로 최적화

하도록 사용할 수 있다.

이종성 프로모터는 여전히 내인성 근접 pIX 상류 서열 전체 또는 일부를 함유하거나 포함할 수 있고, 또는 선택[0064]

적으로 본 발명에 따른 이종성 프로모터가 선택물의 패키징 세포에서 유전성 정보 암호화 pIX의 과발현을 일으

킬 수 있는 한, 이들 서열 전체를 대신할 수 있다는 것이 명백할 것이다. 또한, 당업자에게 있어서, 내인성 비-

pIX 아데노바이러스 프로모터(예를 들면, E1A, E2A 등 프로모터) 또는 예를 들면 트랜스진를 조절하는 이동성

프로모터가 비-pIX 아데노바이러스 유전자 또는 트랜스진와 pIX 코딩 서열(어느 순서로도) 사이의 내부 리보솜

엔트리 부위(IRES)의 사용에 의해 pIX의 발현을 구동하는데 사용될 수 있고, 이것은 본 발명에 따른 "이종성 프

로모터"의 용어 범위라고 간주된다. 

본 발명에서 pIX 유전자 생성물의 향상된 또는 증가된 수준은 선택물의 패키징 세포에서 pIX 유전자의 과발현을[0065]

가져온다. 여기서 사용되는 pIX 유전자의 과발현은 RNA 또는 단백질 수준 또는 둘다에서 pIX의 발현정도로 정의

되며, 이것은 pIX의 코딩 영역이 여기서 정의되는 바와 같은 "내인성 근접 pIX 상류 서열" 다음일 때 얻어지는

pIX 발현 수준보다 높다. "과발현"은 선택물의 특정 패키징 세포와 결합된 아데노바이러스의 특정 이종성 프로

모터-pIX 결합에 대한 본 발명의 내용에서 의미있다. 발현 수준을 측정하는 방법은 일반적으로 당업자들에게 잘

알려져 있으며, RT-PCR, 노던 블롯팅, 웨스턴 블롯팅 등이 포함되지만 이것으로 제한되는 것은 아니다. 본 발명

에서 과발현은, 선택물의 주어진 패키징 세포에서, 주어진 삽입체(예를 들면 루시페라제)를 갖는 재조합 아데노

바이러스에서 발현수준을 결정하는 것으로 측정될 수 있고, 여기서 pIX를 암호화하는 유전적 정보는 E1B 55K 서

열없이 내인성 근접 pIX 상류 서열의 다음이고, 이들 발현 수준은 pIX 코딩 영역이 이종성 프로모터에 의해 또

는 (그의 '천연' 프로모터가 적어도 부분적으로 재구성된) 내인성 E1B 55K 유전자로부터의 서열에 의해 조절되

는 것 이외에는 동일한 재조합 아데노바이러스에서의 발현수준과 비교된다. pIX의 과발현은 E1B 55K 서열이 없

는 내인성 근접 pIX 상류 서열에 의해 얻어진 것에 대한 이종성 또는 '천연' 프로모터에 의해 얻어진 발현 수준

에 대해 1 보다 높은 비율로 표시된다. 패키징 세포의 선택은 패키징 세포에서 보충 아데노바이러스 작용과 상

호작용하는 재조합 아데노바이러스의 요소들의 혈청형, (발생된 배치로부터 복제 적합 아데노바이러스의 부재와

같은)생산물의 순도, 사용의 용이함, 성장 특성 등과 같은 인자들에 의해 결정된다. 패키징 세포의 예는 당업자

들에게 알려져 있으며, 293 세포, 911 세포, 및 PER.C6
TM
 세포들을 포함하며, PER 55K와 같은, 특정 혈청형의

아데노바이러스 벡터의 보충에 대해 변형된 그들의 유도체를 포함한다.

본 발명의 모든 구현예에서, pIX 코딩 서열과 pIX의 발현을 구동하는 조절 서열이 아데노바이러스 게놈내의 그[0066]

들의 천연 위치 뿐만 아니라 아데노바이러스 게놈의 다양한 위치, 예를 들면 E3 서열을 근본적으로 포함하는 영

역에 위치될 수 있다는 것은 분명하다.

증가된 안정성을 갖는 재조합 아데노바이러스는 바이러스 입자(비리온)에 더 큰 게놈을 병합시킬 수 있다. 그러[0067]

므로, 본 발명에서 사용된 재조합 아데노바이러스의 안정성의 증가는, 관심있는 유전자와 비교하여, 본 발명에

따른 재조합 아데노바이러스가 더 많은 지형 유전성 정보를 포함하도록 허용한다. 더욱이, 본 발명에 따른 증가

된 안정성을 갖는 재조합 아데노바이러스는 불안정성 신호없이 더 많은 계대 증식이 가능하다. 안정성은 당업자
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들에게 알려진 몇몇 방법으로 측정될 수 있고, 원하는 재조합 아데노바이러스 벡터의 존재를 설명하기 위한 재

조합 바이러스에 대한 PCR을 포함하지만 이것으로 제한하는 것은 아니다. 불안정성은 부산물을 가져오고, 이것

은 또한 PCR 법에 의해 가시화된다. 바이러스 DNA에 대한 제한 분석, 바이러스 입자들의 상대적 전염성의 측정,

아데노바이러스 입자의 열안정성의 측정은 재조합 아데노바이러스 벡터의 안정성을 측정하는데 사용될 수 있다

(Caravokyri and Leppard, 1995). 재조합 아데노바이러스 벡터의 안정성/불안정성을 측정하는 방법은 본 발명의

실시예 3에도 주어져 있다. 본 발명에 사용되는, 재조합 아데노바이러스 벡터 또는 아데노바이러스 벡터라고도

불리는, 재조합 아데노바이러스는 아데노바이러스의 (E1A 및 E1B 유전자를 포함하여) E1 영역의 적어도 일부가

결손한 아데노바이러스로부터 유도되거나 또는 기재로 하며, 상기 벡터에 의해 전달 및/또는 발현이 요구되는

이형 유전자 정보를 포함할 수 있다. 본 명세서에 사용되는 외인성(또는 이형) 유전 정보는 아데노바이러스에

천연적으로 존재하지 않는 어느 유전 정보일 수 있고, 또한 트랜스진로도 언급된다. 이것은 관심있는 유전자,

발현 카세트 등을 포함하지만 이것으로 제한되는 것은 아니다. 이와 같은 외인성 유전 정보는 아데노바이러스

E1 서열의 결실에 의해 이용가능하게 된 게놈에서의 공간을 채울 수 있다. 재조합 아데노바이러스 벡터는  유전

자 치료 적용, 백신 제조등, 여러 목적에 유용하다. E1 영역 결실에 더하여, 특정의 바람직한 구현예에서 이형

유전 정보에 대한 수용량을 증가시키기 위해, 이와같은 벡터에서 E3 서열이 결실될 수 있다. 아데노바이러스 벡

터의 복제가 요구될 때 아데노바이러스 벡터에서 결손한 유전 정보를 포함하는 패키징 세포와 결합하여 필요하

다면, 다른 결실 및 E1  결실과 결합된 E2,  E3,  및 E4 영역의 일부 또는 완전결실의 여러 결합이 사용될 수

있다. 아데노바이러스 게놈에서 임의로 다른 결실과 결합된 E1-영역의 결실을 갖는 모든 재조합 아데노바이러스

는 본 발명의 범위내에 포함된다. 본 발명의 아데노바이러스는 유전자 치료법 또는, 종양 백신화와 항-바이러스

백신화를 포함하여 예방 및/또는 치료 백신과 같은 여러 가지 상황에서 사용될 수 있다. 이것을 위해, 아데노

바이러스 벡터는 유전자 전달 배지로 작용하고, 여기서 비-천연 유전자는 아데노바이러스 게놈으로 병합된다.

아데노바이러스 입자는 실제적으로 관심있는 표적세포에 특이적으로 표적화될 수 있다; 아데노바이러스는 캡시

드 수용체 결합 또는 다른 수단에 의해 특정 세포에 결합되고 트랜스진을 전달할 수 있다. 아데노바이러스의 표

적화는 여러 방법으로 실행될 수 있다. 아데노바이러스 벡터 표적화 분야의 당업자는 관심있는 세포에 아데노바

이러스 벡터를 전달하는데 사용되는 모든 여러 가능성을 알 것이다. 이와 같은 가능성은 캡시드 변경(결실, 다

른 혈청형 섬유간의 스왑,  및 펩티드 및/또는 다른 결합 일부 등의 첨가와 같은, 섬유, 헥손 및/또는 펜톤

변형)을 포함하지만, 이것으로 제한되는 것은 아니며 여기서 키메릭 섬유가 생성되어 관심있는 세포 상에 존재

하는 수용체를 인식하거나, 또는 펜톤-기재의 결합이 이용된다. 다른 가능성은 캡시드 단백질에 표적화 부분들

이 연결되는 것이고, 여기서 예를 들면 결합 펩티드, 공지의 강력한 결합 단백질, 또는 항체 또는 그들의 일부

가 특정 표적화를 이루도록 캡시드 단백질에 연결된다. 이와 같은 벡터는 본 발명의 방법 및 제공되는 수단에

의해 달성될 수 있다. 그러므로, 본 발명은 또한 비-아데노바이러스 단백질을 암호화하는 서열을 추가로 포함하

는 본 발명에 따른 재조합 아데노 바이러스 벡터를 기재한다. 이와 같은 서열은 아데노 바이러스 골격 내의 다

양한 위치에 존재할 수 있지만, 바람직하기는 E1 영역에 위치하고, 이것은 본 발명의 재조합 아데노바이러스 벡

터에서 결손된다. E1 영역은 보충 세포내에 존재하는 상보성 요소들에 의해 보충된다. 프로모터, 트랜스진 및

다른 조절 서열들의 방향은 오른쪽 뿐만 아니라 왼쪽 전화 터미널 반복을 향하여 지시될 수 있다.  

본 발명은 또한 아데노바이러스 및/또는 아데노-관련 바이러스(AAV)와 같은 다른 바이러스를 기재로하는 바이러[0068]

스 벡터의 생산에 사용될 수 있고, 여기서 Ad-AAV 키메릭 바이러스와 같은 결합은 숙주 세포 게놈으로 통합될

수 있다. 몇몇 방법이 통합 아데노바이러스의 발생에 대해 알려져 있다. 일반적으로, 본 발명은 (특이적으로,

또는 비특이적으로) 통합될 수 있는 아데노바이러스 형태의 생산에 유용하다.

상기와 같이, 몇몇 비-아데노바이러스 트랜스진은 본 발명의 재조합 아데노바이러스 벡터로 클론될 수 있다. 이[0069]

들은 인헨서, 프로모터(예를 들면, 시토메갈로바이러스 프로모터, SV40 프로모터와 RSV 프로모터와 같은 강한

비-아데노바이러스 벡터) 및 폴리아데닐화 시그널과 같은 조절 핵산 서열을 포함할 뿐만 아니라, 치료적 목적을

위한 이종성 유전자들도 포함한다. 

그러므로, 본 발명의 한 면은, 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스 벡터가 제공되는 것이며, 여기서, 상기[0070]

비-아데노바이러스 단백질은: 세포-치사 유도 폴리펩티드, 종양 특이 항원, 바이러스성 단백질, 호르몬 및 사이

토킨으로 이루어진 군으로부터 선택된다. 비-아데노바이러스 인자, 단백질, 폴리펩티드 및 펩티드의 비-제한적

예는 전사 인자, 세포내 시그널 단백질, 포스포타제, 키나아제, 세포자멸사 억제 인자, 수용체 안타고니스트,

세포막-결합 수용체의 수용성 형태, RNA 억제제, 항-센스 RNA's, 유인 인자, 리보자임 및 더욱 특별하기는 티미

딘 키나아제, 에리트로포이에틴, 신규한-에리트로포리에시스-자극 단백질(NESP), IL3, ceNOS, 감마-인터페론 및

gp100이다. 비-아데노바이러스 바이러스성 단백질은 백신화 목적을 위한 본 발명의 방법 및 수단에 의해 제공된

재조합 아데노바이러스로 클론될 수 있다. 이와 같은 바이러스성 단백질은, HIV 백신용 gag, pol, env, nef 등,
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인간 파필로마 바이러스 백신용 E6와 E7 단백질,  말라리아 백신용 플라스모듐속 프로토조아의  서컴스포로조아

이트(circumsporozoite) 단백질, 로타바이러스 백신용 로타바이러스 성분, 에볼라바이러스용 에볼라 단백질, 호

흡 신시티알(Syncytial) 바이러스 백신용 호흡 신시티알 바이러스의 F 와 G 유전자 생성물, 인플루엔자 백신용

HA 및 NA 등을 포함하지만, 이것으로 제한되는 것은 아니다.

본 발명에 따른 아데노바이러스는 바람직하기는 인간 세포를 감염시킬 수 있는 아데노바이러스로부터 유도되거[0071]

나 기재로 하는 인간 아데노바이러스가 바람직하지만, 본 발명은 비-인간 아데노바이러스에 대해서도 동일하게

유용하다. 당업자는 모든 인간 아데노바이러스에 더하여 수많은 비-인간 아데노바이러스가 본 분야에서 동일하

다는 것을 이해할 것이다. 당연하기는, 또한 비-인간 아데노바이러스는 본 발명에 기재된 바와 같은 동일한 결

과를 얻기 위해 적용될 수 있다. 본 발명의 방법 및 수단을 사용하여 생산될 수 있는 비-인간 아데노바이러스의

비-제한적 예는 개-, 소-, 원숭이-, 그리고 조류 아데노바이러스이다. 그러므로, 본 명세서에 사용된 혈청형은

종-제한적 혈청형의 범위를 넘는다.

본 명세서에 사용되는 "-로부터 유도된"은 일반적으로 아데노바이러스에서 발견되는 핵산 서열, 유전자 또는 단[0072]

백질이 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스의 생산에 사용되는 것을 의미한다. 이와 같은 재조합 아데노바이

러스를 발생시키기 위한 방법은 제한 효소의 사용에 의한 원하는 집합체에 유전적 정보를 클로닝하는 것과 같은

일반적인 분자 생물학적 방법을 포함하지만, 이것으로 제한되는 것은 아니다. 재조합 아데노바이러스는 아데노

바이러스 서열을 기재로 할 수 있다. 여기서 "기재로 하는"은 이와 같은 유전적 정보의 지식을 기준으로 하는

유전적 정보의 합성적 구성을 포함하는 의미이다. 이와 같은 방법은 주형 아데노바이러스의 서열을 기준으로 하

는 새로운 아데노바이러스 구축물을 구성하기 위한 PCR용 주형으로서 아데노바이러스 유전물질의 사용, 예를 들

면, 원하는 구성물에 합성 올리고뉴클레오티드를 연결함에 의해, 원하는 서열을 갖는 완전한 합성 유전 정보의

구성등을 포함하지만, 이것으로 제한되는 것은 아니다. '로부터 유도된'은 야생형 DNA의 직접 클로닝의 필수 수

단이 아니라는 것은 이해할 수 있다. 또한, 당업자는 핵산의 특정 조각의 돌연변이 형태를 얻기 위한 분자 생물

학적 가능성에 대해 깨달을 것이다. 이들 돌연변이들은 다른 기능성을 갖게 되지만, 이들은 또한 DAN와 그의 암

호화된 단백질의 특정 조각의 기능성을 변화시키지 않는 방법으로 묵살될 수 있다. 그러므로, '그들의 기능성

일부, 유도체 및/또는 동족체'는 그들이 관련된 핵산의 등가체로 이해될 수 있다. 당업자는 특정 결실, 스왑,

(포인드)돌연변이, 첨가 등이 원 핵산과 유사한 기능을 갖는 핵산을 가져올 수 있다는 사실을 이해하여야 한다.

그러므로, pIX 단백질, E4-orf6 및 E1B-55K 유전자 단백질과 같은 단백질의 기능성을 상당히 변형시키지 않는

변경은 본 발명의 범위 내라는 것을 이해할 수 있다. 당업자에게 재조합 아데노바이러스를 안정화 하는 유전적

정보를 얻는 방법은 본 발명의 범위를 벗어남 없이 변경될 수 있다.

인간 아데노바이러스는 51 혈청형을 둘러싸는 서브그룹 A~Z로 분류될 수 있다(예를 들면, EP 0978566 참조).[0073]

몇몇 적용을 위해,  특정 서브그룹 또는 원하는 세포 타입의 조직 트로피즘, 예를 들면 수지상 세포를 갖는 특

정 혈청형으로부터 유도되거나 또는 기재로 하는 아데노바이러스 벡터를 사용하는 것이 유리하다(WO 02/24730).

특정 서브그룹 또는 특정 혈청형의 아데노바이러스에 대한 개체군에서 항체의 중화의 일반적인 부대는 선택물의

혈청형을 결정하는 중요한 파라미터이다( WO 00/70071). 서브그룹 B 바이러스들 간의 유사성 때문에(예를 들면

실시예4 및 11 참조), 본 발명은 특히 서브그룹 B의 아데노바이러스에 대해 안정하다고 기대된다. 그러므로, 본

발명의 바람직한 구현예는 서브그룹 B로 분류되는 아데노바이러스로부터 유도되거나 또는 기재로 하는 아데노바

이러스 벡터에 관한 것이다. 인간 아데노바이러스 서브그룹 B는 Ad3, Ad7, Ad11, Ad14, Ad16, Ad21, Ad 34,

Ad35 및 Ad50를 포함한다. 본 발명의 바람직한 구현예는 Ad35 또는 Ad11 혈청형으로부터 유도되거나 또는 기재

로 하는 재조합 아데노바이러스 벡터에 관한 것이다.  특정 적용을 위한 혈청형의 선택 이외에, 소위 키메릭 아

데노바이러스를 사용할 수 있다. 이들은 섬유, 펜톤, 또는 헥손과 같은, 다른 혈청형으로부터 남은 유전 정보

('주' 아데노바이러스 벡터 일부)에 링크된 하나 이상의 아데노바이러스 혈청형의 코트 단백질을 코딩하는 유전

서열의 모두 또는 일부를 포함하고, 이들은 '주' 아데노바이러스 벡터의 면역 유전성을 감소시키거나 조직 트로

피즘을 변화시키는데 사용될 수 있다(EP 0978566). 여기서 사용되는 '주'부분은 상기 키메릭 바이러스에 대한

유전 정보의 대부분에 기여하고, 키메릭 아데노바이러스는 그러므로 이와 같은 바이러스의 '주'부분의 혈청형

군에 포함될 것이다. 본 발명이 유사한 불안정성 문제에 직면할 때 이와 같은 키메릭 아데노바이러스를 사용할

수 있다는 것이 당업자들에게는 분명할 것이다. 예를 들면, 주 부분으로서 Ad35  서열을 포함하고 예를 들어

Ad11로부터 유도되거나 또는 기재로하는 섬유를 포함하는 키메릭 아데노바이러스는 여기에 기재된 Ad35 재조합

아데노바이러스 벡터에 대해 보고된 바와 같이 증식 후 유사한 불안정성을 갖는다는 것을 예상할 수 있다. 그러

므로, 본 명세서에서 재조합 아데노바이러스가 언급될 때, 키메릭 아데노바이러스 벡터가 본 발명에 포함되어진

다는 의미이다.
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재조합  아데노바이러스  벡터의  생산  및  조립에  필수적인  요소들은  본  분야에  잘  알려져  있다(US  특허[0074]

5,994,128; Russell, 2000). 비리온의 형태로 E1 결실된 재조합 아데노바이러스의 생산은 패키징 세포, 소위 보

충 세포에서 행해진다. 이와 같은 세포는 재조합 바이러스(재조합 비리온)의 생산에 필수적인, 상기 재조합 아

데노바이러스에 결손한 아데노바이러스의 유전 정보를 인 트란스 제공한다. 잘 알려진 패키징 세포는 293 세포,

911 세포 및 PER.C6
TM
 세포(supra)이다. 대부분의 목적을 위해, 오버래핑 서열이 결손한, 그렇지 않으면 적합한

아데노바이러스를 복제하는 동족체 재조합을 가져오는 패키징 세포와 재조합 아데노바이러스 벡터를 사용하는

것이 바람직하다(미국 특허 제5,994,128호). 응용 미생물학 및 연구 센터에 있는 동물 세포 배양의 유럽 콜렉션

에서 수탁번호 제 96022940으로 기탁된 PER.C6
TM
은 그러므로 재조합 아데노바이러스의 증식을 위한 매우 알맞는

패키징 세포이다. 복제 적합 아데노바이러스의 발생을 감소시키기 위한 다른 방법이 조사되었고, 예를 들면 패

키징 세포와 벡터에 존재하는 서열간의 동족성을 감소시키기 위해 아데노바이러스 서열의 조작에 관한 것이다

(예를 들면, Hehir et al., 1996; Robert et al., 2001). 패키징 세포는 의무적인 E1 결실 이외에, 예를 들면

E2, E4 등의 일부 또는 전부와 같은, 사용된 재조합 아데노바이러스에 기능성인 결핍이 있을 때, 다른 아데노바

이러스 기능을 보충하기 위한 다른 아데노바이러스 서열을 포함한다. 패키징 세포의 상보적 정보는 게놈에 통합

되어 있거나 또는 예를 들면 플라스미드, 벡터, 코스미드 등의 비염색체 카피들에 존재할 수 있다. 다른 방법은

소위 헬퍼(helper) 바이러스의 사용인데, 이것은 재조합 아데노바이러스에 결손한 유전정보를 포함한다. 재조합

아데노바이러스 벡터는 또한 대부분 또는 모든 아데노바이러스 유전자(거트리스(gutless) 벡터 또는 헬퍼 의존

아데노바이러스)에 대해 결실된 게놈을 함유하는 재조합 아데노바이러스의 생산에 사용되는 헬퍼 바이러스로서

사용될 수 있다. 이와같은 거트리스 아데노바이러스의 최종 생산에서, 헬퍼 아데노바이러스의 패키징을 피하는

것이 필요하다. 당업자는, 예를 들면 이 패키징 시그널을 결실하기 위해 패키징 시그널의 조작된 부위에 부위-

특이 컴비나제를 사용하여 이것을 얻는 방법에 친숙할 것이다. CsCl-기울기 분리법을 사용하여 원하는 거트리스

바이러스로부터 남아있는 헬퍼 바이러스를 분리하는 것이 종종 필요하다. 헬퍼와 거트리스 바이러스의 게놈 길

이가 최대로 다를 때, 이것을 얻는 것이 더욱 용이하다. 그러므로, 큰 헬퍼 바이러스가 작은 것 보다 바람직하

다. 당업자에게 있어서, 본 발명이 증가된 pIX 발현을 갖는 재조합 헬퍼 바이러스의 사용에 의해 재조합 아데노

바이러스의 안정성을 증가시키는데  동등하게 적용될 수 있다는 것이 분명할 것이며, 이것은 본 발명에 기재된

방법에 의해 성취될 수 있다. 재조합 바이러스 입자를 발생시키기 위해, 재조합 아데노바이러스를 보충하는데

사용될 수 있는 유전 정보를 갖는 어느 세포는 패키징 세포 의미 범위에 포함된다. 당업자에게 있어서, 본 발명

에 의해 얻어진 이점은 사용된 패키징 세포에 의존하지 않는다는 것이 명백할 것이다. 

pIX를 암호화하는 유전적 정보는 재조합 아데노바이러스 벡터에 존재할 수 있을 뿐 아니라 상기 재조합 아데노[0075]

바이러스 벡터와 독립적으로 존재할 수 있고, 이와 같은 바이러스외 유전적 정보는 게놈에 통합되어 또는 비염

색체 카피, 예를 들면 플라스미드, 벡터, 코스미드 등에 존재할 수 있다. 유전 정보를 패키징 세포에 도입하는

것은 리포펙타민, 인산화칼슘 침전, 바이러스 감염등과 같은 여러 방법으로 행하질 수 있다. 이와 같은 방법은

일반적으로 당업자에게 잘 알려져 있고 유전 정보의 도입을 위해 사용되는 방법은 본 발명의 범위에 결정적이지

않다. 여기서 사용되는 발현가능한 포맷의 기능성 pIX는 패키징 세포에서 pIX를 암호화하는 상기 유전적 정보의

발현을 구동할 수 있는 프로모터 또는 다른 조절 서열에 대한 사용가능한 연결에서 pIX를 암호화하는 유전적 정

보를 의미한다. 패키징 세포에 유전적 정보를 도입하는 것은 재조합 아데노바이러스 벡터의 도입 전, 도입을 수

반하면서, 또는 도입 후 실시될 수 있다. 293-기재 패키징 세포계에서 pIX의 구성적인 에피소말 발현은 pIX 돌

연변이 아데노바이러스 타입 5의 결핍을 보충한다는 것이 발견되었다(Caravokyri and Leppard, 1995). 그러나,

이와 같은 적용을 위해, EBNA1 발현 카세트를 함유하는 특이 에피소말 플라스미드가 요구되고, 이와 같은 세포

계에서 아데노바이러스 벡터의 증식은 에피소말의 일부가 재조합 아데노바이러스 벡터의 일부가 될 것 같은 손

해를 본다. 그러므로, 본 발명의 바람직한 구현예에서 기능성 pIX를 암호화하는 유전적 정보는 아데노바이러스

벡터에 존재한다. 

복제 적합 아데노바이러스를 가져오는 재조합의 양을 감소시키기 위한 시도에서, 몇몇 저자는 패키징 세포(를[0076]

함유하는 Ad5-유도 서열)의 핵산과 재조합 아데노바이러스 벡터 사이의 오버랩을 감소시키기 위해, Ad5의 돌연

변이된 pIX 프로모터에 의해 구동되는 Ad7 -그룹 B 바이러스-로부터 유도된 pIX 유전자를 사용한다(Robert et

al., 2001). 그러나, 이들 실험은 바이러스 벡터의 안정성을 증가시키지 않았고 이 안정성은 이들 실험에서 측

정되지 않았다. 현 적용에서, 아데노바이러스 벡터에서 pIX의 전사 조절 서열은 바이러스의 안정성 증가 및/또

는 비리온에서 이종 유전 물질에 대한 수용량 증가 목적에 의해 변화된다. 본 발명은 Ad5 로부터 유도된 Ad5-유

도 근위 pIX 프로모터의 조절하에 pIX 유전자를 함유하는 Ad35로부터 유도된 재조합 아데노바이러스가  내인성

(즉, Ad35 유도된) 근접 pIX 상류 서열을 갖는 대응 바이러스보다 더욱 안정하고/더 이종 유전 정보를 정착시킬
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수 있다는 것을 설명한다. 그러므로, 본 발명은 또한 기능성 pIX 코딩 서열을 포함하고 적어도 E1- 영역에서 결

실을 갖는 재조합 아데노바이러스를 제공하며, 여기서 pIX 코딩 서열은 이형성 프로모터의 조절하에 있고, 여기

서 상기 재조합 아데노바이러스는 아데노바이러스 혈청형 5 이외의 아데노바이러스를 기재로 하거나 유도된다.

특정 구현예에서, 상기 이형성 프로모터는 비-내인성 근접 pIX- 프로모터이다. 바람직한 구현예에서, pIX 암호

화 유전 정보는 Ad35 또는 Ad11로부터 유도되거나 또는 기재로 한다. 이와같은 구현예에서, 바람직한 비-내인성

pIX 프로모터는 Ad5 프로모터이다. 

다른 면에서, 본 발명은 본 발명에 의해 얻을 수 있는 재조합 아데노바이러스 벡터를 제공한다. 이와같은 재조[0077]

합 아데노바이러스 벡터는 유전자 전달 배지등으로서, 예를 들면 백신의 제조에 있어서 유용하다(WO 00/70071;

WO 01/38362; WO 02/24730). 이와같은 재조합 아데노바이러스 벡터에 원하는 주 혈청형의 선택은 더 많이 사용

되는 Ad5 아데노바이러스 벡터와 비교하여 변형된 조직 굴성을 갖는 벡터를 얻는데 사용될 수 있고 및/또는 이

들이 Ad5 유도 벡터보다 덜 면역성이므로 사용될 수 있다(WO 00/70071). 재조합 아데노바이러스 벡터의 발생을

위해, 트랜스진를, E1 서열 결손 아데노바이러스의 왼쪽 일부를 함유하고 클로닝을 위한 제한 효소를 갖는 플라

스미드(적응체(adapter) 플라스미드)로 클론하는 것이 유리하다. 재조합 아데노바이러스 벡터는 그리고 나서 5'

말단에서 적응체 플라스미드의 3' 말단을 갖는 오버래핑 서열을 갖는 아데노바이러스의 오른쪽 일부를 포함하는

코스미드와의 동종 재조합에 의해 발생된다(본 발명의 실시예; WO 99/38362에 기재된 방법 참조). 그러므로, 본

발명의 또 다른 관점은 아데노바이러스 왼쪽 ITR, 패키징 시그널, E1 영역에서 결실을 갖는 다른 아데노바이러

스 서열, E1B 55K 개방형 해독 프레임 및 pIX 암호화 서열을 포함하는 재조합 핵산 서열을 제공하는 것이다. 본

발명의 또 다른 면은 변형된 아데노바이러스성 pIX 유전자를 제공하며, 여기서, pIX 단백질을 암호화하는 유전

적 정보는 아데노바이러스 혈청형 5 또는 아데노바이러스 혈청형 7 pIX 암호화 서열로부터 유도되지 않는다. 바

람직한 구현예에서, 상기 변형된 pIX 유전자는 이형 프로모터를 포함한다. 본 발명은 또한 본 발명에 따른, 또

는 본 발명에 의해 제공되는 방법에 의해 얻을 수 있는 재조합 아데노바이러스 벡터를 포함하는 약제학적 조성

물에 관한 것이다. 약제학적 조성물은 약제학적 제제 분야에서 당업자들에 의해 일반적으로 적용되는 허용가능

한 약제학적 담체를 더욱 포함할 수 있다. 더욱이, 본 발명은 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스 벡터, 또

는  본  발명에  의해  제공되는  약제학적  조성물을  인체에  투여하는  것을  포함하는  인체의  치료방법에  관한

것이다.    

본 발명은 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스를 포함하는 재조합 아데노바이러스 패키징 세포를 더욱 제공[0078]

한다. 한 구현예에서, 상기 재조합 아데노바이러스 패키징 세포는 상기 재조합 아데노바이러스의 E1B 55K 결손

을 보충할 수 있는 핵산을 포함하고 여기서 상기 재조합 아데노바이러스는 후자 재조합 핵산 분자가 기능성 E1B

55K 유전자 생성물을 암호화하지 않는 조건으로, pIX 유전자의 발현을 증가시키는 E1B 55K 유전자 생성물을 암

호화하는 서열의 일부를 포함하는 핵산 분자를 포함하고, 그리고 여기서 상기 세포 및 상기 재조합 아데노바이

러스는 기능성 E1B 55K 단백질을 암호화하는 핵산을 포함하는 재조합 아데노바이러스의 형성을 야기하는 서열

오버래핑을 포함하지 않는다. 이 구현예는 추가의 아데노바이러스 기능을 포함하는 재조합 아데노바이러스의 형

성을 막는데 특히 유용하다. 

본 발명은 추가로 Ad35 패키징/보충 세포에서 비-그룹 C 아데노바이러스의 상보성을 감소시키기는 것과 관련된[0079]

어려움을  해결하는  방법  및  수단을  제공한다.  비록  Ad5  보충  세포계에서  작용성  Ad5  E1B-55K  발현이

존재하지만, 아데노바이러스 골격이 비-그룹 C 아데노바이러스 기원일 때 매우 적은 역가의 아데노바이러스만이

생성될 수 있다는 것이 발견되었고; 이 발견은 E1B-55K와 다른 (바이러스성) 단백질의 상호작용에서의 혈청형-

특이성을 의미한다. 이 혈청형-의존성은 보충 세포계에 의해 제공되는 E1B-55k 단백질과 양립할 수 있는 E4-

orf6 단백질을 제공함에 의해 회피될 수 있다. 여기서 논의된 바와 같이, E1B-55K와 E4-orf6는 핵에서 세포질로

의 세포형 mRNA/s의 이동을 억제하는데 관여하는 복합체를 형성한다(reviewed in Leppard 1997 and 1998). 패

키징 세포에서 바이러스 벡터의 적당한 상보성이 양립할 수 있는 E1B-55K와 E4-orf6 유전자 생성물의 존재를 요

구한다는 것이 본 발명자들에 의해 발견되었다. 세포가 상보적 기능이 패키징되어야 하는 벡터에 의해 제공되지

않는 단백질을 암호화하는 특정 서열을 포함하는 경우, 패키징 세포는 보충 세포라고도 불린다.

그러므로, 본 명세서에서 사용되는 '양립가능한'은, 단백질 복합체는 야생형 상황과 양립할 수 있는 또는 재조[0080]

합 아데노바이러스 혈청형 5 벡터가 293 또는 PER.C6
TM
과 같은 Ad5 보충 세포계에서 생산될 때의 상황과 양립할

수 있는 수준으로 바이러스 복제, 증식 및/또는 패키징을 지지하는 의미에서, 이용가능한 E1B-55K 유전자 생성

물간의 복합체가 이용가능한 E4-orf6 유전자 생성물과 기능성 복합체를 형성할 수 있다는 것을 의미한다. 패키

징 세포에서 벡터 복제는, 바이러스가 형성되는 기간동안 세포가 적어도 양립할 수 있는 E1B-55K 단백질과 E4-

orf6 단백질을 포함한다면 효율적이다. 바람직하기는, E1B-55K 와 E4-orf6 서열은 동일한 아데노바이러스 서브

등록특허 10-1006594

- 15 -



그룹(A, B, C, D, E 또는 F)내에서의 아데노바이러스로 부터이다. 더욱 바람직하기는, E1B-55K 및 E4-orf6 서열

은 동일한 혈청형으로 부터이다. 확립된 세포계는 혈청형 5와 같은 서브그룹 C의 아데노바이러스 성장을 지지할

수 있는 본 분야에서 이용가능하므로, E1B-55K 및 E4-orf6 유전자는 아데노바이러스 혈청형5로부터 유도되는 것

이 더욱 바람직하다. 당업자에게 이해되는 바와 같이, 양립성은 아데노바이러스 벡터 생산분야의 당업자의 범위

에서 따라 상보적 시험 또는 조사로 결정될 수 있다. 당업자는 또한, 본 발명이 E1B-55K 및 E4-orf6 단백질이

양립할 수 있는 한, 어느 보충 세포상의 어느 아데노바이러스 혈청형의 생산에도 사용될 수 있다는 것을 이해할

것이다.

보충 세포계에서 E1B 와 '매치'되는 E4-orf6 유전자 생성물은, 선택물의 아데노바이러스 벡터에서 E4-orf6를 패[0081]

키징 세포계 내에 존재하는 E1B 유전자와 양립할 수 있는 E4-orf6 암호화 서열로 대체함에 의해, 아데노바이러

스 벡터에 의해 제공될 수 있다. 이 변형은 벡터의 안정성, 복제, 패키징, 조립 및 생산에 대해 심각한 영향을

갖지 않는다는 것이 발견되었다.

본 발명의 특정 면은 아데노바이러스 혈청형 5 또는 혈청형 1, 2, 및 6과 같은 서브그룹 C와 다른 혈청형의 생[0082]

산에 일반적으로 적용되는 세포계에서 서브그룹 C와 다른 아데노바이러스 혈청형을 효과적으로 생산할 수 있다

는 것이다.  본 발명은, 보충 E1B-55K 서열과 양립할 수 있는, E4-orf6 서열이 아데노바이러스 골격에 병합되기

때문에 E4-orf6를 갖는 보충(패키징) 세포를 독립적으로 제공할 필요성 없이 비-그룹C 아데노바이러스의 생산법

을 제공한다.

본 발명은 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소들을 함유하는 재조합 아데노바이러스 벡터[0083]

를 제공하며, 여기서 상기 벡터는 기능성 E4-orf6 단백질, 또는 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체를 암

호하하는 서열을 더욱 포함하며, 여기서 상기 서열은 a)상기 제1 혈청형과 다른 제2 혈청형의 아데노바이러스로

부터 유도된 E4-orf 6 서열 암호화 서열; b) 하나 이상의 코돈에서 결실, 돌연변이, 첨가 및/또는 치환을 포함

하는 상기 제1 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열; 및 c)상기 제1 혈청형과 다른 제2

혈청형으로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열의 일부와 제3 혈청형으로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열의 일부

사이의 융합물을 포함하는 E4-orf6 암호화 서열로 이루어진 군으로부터 선택되고, 여기서 상기 제4 혈청형은 상

기 제1 혈청형과 동일하거나 또는 다르다. 한 구현예에서, 본 발명은 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스 벡

터를 제공하고, 여기서 상기 제1 혈청형 및 제2 혈청형은 아데노바이러스 서브그룹이 다르다. 바람직한 구현예

에서, 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스 벡터가 제공되고, 여기서 상기 제1 혈청형은 서브그룹 C 이외의

서브그룹이며 여기서 상기 E4-orf6 암호화 서열은 서브그룹 C의 아데노바이러스 혈청형으로부터 유도된다. 더욱

바람직하기는 본 발명에 따른 재조합 아데노바이러스이며, 여기서 상기 제1 혈청형은 서브그룹 B로부터이고 상

기 제2 혈청형은 서브그룹 C로 부터이다. 더욱 바람직하기는, 상기 E4-orf6 암호화 서열은 아데노바이러스 혈청

형 5로부터 유도된다. 본 발명의 재조합 아데노바이러스는 구조적 및 비-구조적 요소들을 포함한다. 구조적 요

소들의 예는, 섬유, 헥손, 및 펜톤 단백질과 같은 캡시드 단백질을 암호화하는 유전자 뿐만 아니라 유전자 생성

물 자체이다. 비-구조적 요소의 예는 세포에 감염된 후 발현되고 감염 사이클이 진행될 때 하향 조절되는 초기

유전자이다. 비-구조적 요소의 다른 예는 pol과 pTP와 같은, 복제 동안 단백질 활성을 암호화하는 유전자이다. 

핵산에서의 몇몇 변화, 예를 들면, 하나 이상의 코돈에서의 결실, 돌연변이, 첨가 및/또는 치환은 암호화된 유[0084]

전자 생성물의 구조 및/또는 기능성에 상당한 변화를 가져온다. 그러므로, 본 발명은 예를 들면 구조적 및 비-

구조적 요소인 유전자를 정착시키는 골격과 같은 동일한 아데노바이러스 혈청형으로부터 유도된 E4-orf6 암호화

서열에 관한 것이나, 여기서 E4-orf6 암호화 서열은 아데노바이러스 벡터가 생산되어질 보충 세포에 존재하는

E1 단백질(예를 들면 E1B-55K 유전자 생성물)과 양립할 수 있도록 돌연변이되었다. 코돈은 암호화된 아미노산을

변화시키기 위해 완전히 변경될 수 있지만, 암호화된 아미노산을 변화시키기 위해 부분적으로 돌연변이화될 수

있다. 핵산의 결실은 하나 이상의 암호화된 아미노산의 결실을 가져온다; 그 동안 이것은 또한 틀-이동을 가져

올 수 있다. 

본 발명은  또한 다른 혈청형으로부터 유도된 다른 부분들을 포함하는 아데노바이러스 핵산에 존재하는 E4-orf6[0085]

서열에 관한 것으로, 여기서 단백질 기능에 양립성을 제공하는 영역은 하나의 혈청형으로부터 사용될 수 있고,

반면, E4-orf6 서열의 나머지 또는 그것의 일부는 또 다른 (비)관련된 혈청형(예를 들면, 동일한 서브그룹, 다

른 서브그룹, 또는 그들의 결합물)로부터 유도될 수 있다. 그러므로 양립할 수 있는 E4-orf6 융합 단백질을 적

용하는 것은 본 발명의 범위 내이다. 이와같은 융합 단백질은 핵산의 여러 조각의 생성물일 수 있다.

당업자는 모든 인간 아데노바이러스 이외에 수 많은 비-인간 아데노바이러스가 본 분야에서 동정되었다는 사실[0086]

을 알 것이다. 당연하기는, 또한 비-인간 아데노바이러스는 본 발명에 의해 기재된 것과 동일한 결과에 도달하
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기 위해 사용될 수 있다. 당업자에게 E1B-55K와 E4-orf6 사이의 양립성은 인간 아데노바이러스에 제한되는 것이

아니라 다른 종들에 대한 아데노바이러스로부터의 요소들도 양립할 수 있다는 것이 분명할 것이다. 그러므로,

본 발명의 또 다른 면에서, 비-인간 아데노바이러스는 E1B-55K 및 E4-orf 6 유전자 생성물이 양립할 수 있는

한, 본 분야에서  적용할 수 있다고 알려진 패키징 세포에서 고역가를 생산할 수 있다. 본 발명의 방법 및 수단

을 이용하여 생산될 수 있는 비-인간 아데노바이러스의 비-제한적인 예는 개-, 소-, 양-, 개구리-, 돼지-, 말-,

원숭이- 및 조류 아데노바이러스이다. 그러므로 여기서 사용된 혈청형은 종-한정 혈청형 범위를 극복한다. 예를

들면, 원숭이 아데노바이러스 E4-orf6 유전자 생성물은 패키징 세포에 의해 생산된 E1B-55K와 양립할 수 있고,

그리고 나서 이 결합은 본 발명의 범위 내이다. 또한, 본 융합물은 다른 혈청형 사이, 또는 패키징 세포의 E1B

유전자와 양립할 수 있는 인간과 조류 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6 서열 사이에 적용될 때, 이와 같은

특이 결합은 또한 본 발명의 범위이다.

본 발명은 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소를 포함하는 재조합 아데노바이러스 벡터를[0087]

생산하는 방법을 제공하며, 상기 방법은:

a) 발현 가능 형태로 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도되고, 보충 세포에 의해 상기 재조합 아데노바이[0088]

러스 벡터의 조립을 허용하도록 아데노바이러스의 필수 요소를 갖는, E1B-55K 암호화 서열, 그의 기능성 일부,

유도체 및/또는 동족체를 정착시키는 보충 세포를 제공하는 단계, 여기서 상기 요소는 상기 제2 혈청형과 기능

성 E4-orf6 단백질, 또는 그의 기능성 부분, 유도체 및/또는 동족체를 암호화하고, 상기 보충 세포에서 상기 발

현 가능한 E1B-55K 단백질과 양립할 수 있는서열과 다른 상기 제2 혈청형의 아데노바이러스의 적어도 몇몇 구조

적 및 비-구조적 요소들을 포함하고; b)아데노바이러스 벡터의 생산 및 조립이 일어나도록 허용하는 조건하의

배지에서 상기 보충 세포를 배양하는 단계; c)배지 및/또는 보충 세포로부터 이와같이 생산된 재조합 아데노바

이러스 벡터를 수확하는 단계를 포함하고, 여기서 E4-orf6 단백질을 암호화하는 서열은 이와 같이 생산된 재조

합 아데노바이러스에 존재한다.  

본 발명의 한 예에서, 본 발명에 따른 방법이 제공되고, 여기서 상기 E4-orf6 암호화 서열은 ⅰ) 상기 제2 혈청[0089]

형으로부터 유도된 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열; ⅱ)상기 제1 및 제2 혈청형과 다른 제3

혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf 암호화 서열; ⅲ) 하나 이상의 코돈에서 결실, 돌연변이, 첨가

및/또는 치환을 포함하는 상기 제1 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf 암호화 서열; 및 ⅳ) 제3 혈

청형으로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열의 일부와 상기 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6

암호화 서열의 일부의 융합물을 포함하는 E4-orf6 암호화 서열로 이루어진 군으로부터 선택되고, 여기서, 상기

제3 혈청형은 상기 제1 혈청형과 동일하거나 또는 다를 수 있다.  바람직한 구현예에서, 상기 제 1 및 제2 혈청

형은 다른 서브그룹이다. 더욱 바람직한 구현예에서, 상기 제2 혈청형은 서브그룹 C의 아데노바이러스 혈청형이

다. 더욱 바람직하기는, 상기 제2 혈청형은 아데노바이러스 혈청형 5이다. 본 발명의 다른 특정한 면에서, 상기

제1 혈청형은 서브그룹 B의 아데노바이러스 혈청형이다. 바람직하기는 상기 제1 혈청형은 아데노바이러스 혈청

형 11, 14, 16, 21, 34, 35 및 50으로 이루어진 군으로부터 선택된다. 

재조합 아데노바이러스 벡터를 보충하기 위한 및 아데노바이러스 입자를 생산하고, 조립하고 그리고 패키징하는[0090]

데 사용되는 몇몇 패키징 세포가 본 분야에 알려져 있다. 이와 같은 세포계의 비-제한적인 예는 HEK-293, 911

및 PER.C6
TM
 세포이다. 아데노바이러스 스톡의 고역가를 전달한다고 이미 증명된 세포계를 사용하는 것이 바람직

하다. 이와 같은 세포계는 안정한 방법으로 E1 단백질을 발현하고, 그러므로 세포계와 방법을 사용하는 것은 본

발명의 바람직한 면이고, 여기서 상기 E1B-55K 암호화 서열은 상기 보충 세포의 게놈으로 통합된다. 더욱 바람

직하기는 1차 복상 인간 세포, 또는 그의 자손 세포로부터 유도되는 보충세포이다. 더욱 바람직하기는, 상기 보

충 세포는 1차 인간 망막아세포, 1차 인간 배아 신장 세포, 1차 인간 신경세포 또는 1차 인간 양수아세포로부터

유도된다.  매우 바람직하기는 본 발명에 의해 제공된 방법에서 보충 세포를 사용하는 것이며, 여기서 상기 보

충세포는 PER.C6
TM
 세포 또는 그의 유도체이다. PER.C6

TM
 세포는 아데노바이러스 DNA가 세포에 의해 제공되는 핵

산으로 오버랩되지 않고 사용될 때 복제 적합 아데노바이러스를 야기하지 않는다고 당 분야에 잘 알려져 있다.

본 분야에 사용된 많은 아데노바이러스는 E1 영역이 결손하고, 그러므로 본 발명의 한 면에서, 상기 보충 세포

는 바이러스의 게놈에 통합된, 적어도 하나의 아데노바이러스 E1A 단백질을 암호화하는 핵산을 포함한다. 바람

직하기는, 적어도 하나의 아데노바이러스 E1A 단백질을 암호화하는 상기 핵산은 서브그룹 B와 다른 서브그룹의

아데노바이러스 혈청형으로부터 유도된다. 더욱 바람직하기는, 상기 적어도 하나의 아데노바이러스 E1A 단백질

을 암호화는 핵산은 서브그룹 C의 아데노바이러스 혈청형으로부터 유도된다. 매우 바람직하기는 적어도 하나의

아데노바이러스 E1A  단백질을 암호화하는 상기 핵산이 아데노바이러스 혈청형 5로부터 유도되는 구현예이다.
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본 발명의 다른 구현예에서, 본 발명은 방법을 제공하고, 여기서 상기 E4-orf6 암호화 서열 및 상기 E1B-55K 암

호화 서열은 다른 아데노바이러스 혈청형으로부터 유도되고 여기서 상기 다른 아데노바이러스 혈청형은 동일한

아데노바이러스 서브그룹의 멤버이다. 바람직하기는, 상기 E4-orf6 암호화 서열 및 상기 E1B-55K 암호화 서열은

다른 아데노바이러스 혈청형으로부터 유도되고, 여기서 상기 다른 아데노바이러스 혈청형은 둘 다 서브그룹 C의

맴버이다. 더욱 바람직하기는, 상기 E4-orf6 암호화 서열 및 상기 E1B-55K 암호화 서열은 동일한 아데노바이러

스 혈청형으로부터 유도된다. 가장 바람직하기는 상기 E4-orf6 암호화 서열과 상기 E1B-55K 암호화 서열이 아데

노바이러스 혈청형 5로부터 유도되는 방법이다. 

본 발명은 또한 아데노바이러스가 알맞는 보충/패키징 세포 및 관심있는 아데노바이러스 벡터를 사용하여 생산[0091]

될 수 있는 방법에 관한 것이다. 효율적인 생산 방법을 위해, 알맞는 아데노바이러스 벡터를 갖는 정확한 세포

를  적용하는  것이  유용하다.  그러므로,  본  발명은  또한  패키징  시스템으로  불리는  부분들의  키트에  관한

것으로, 이것은 a) 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소들을 포함하는 재조합 아데노바이

러스 벡터를 생산하기 위한 보충 세포, 여기서 상기 세포는 발현가능한 형태로 제2 혈청형의 아데노바이러스로

부터 유도된 E1B-55K 암호화 서열, 또는 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체를 정착시키고; 및  b)하나

이상의 복제 가능 핵산 벡터 상의 상기 보충 세포에 의해 상기 재조합 아데노바이러스 벡터의 조립을 허용하도

록 하는 모든 필요한 아데노바이러스 요소들을 포함하고, 여기서 상기 요소들은 적어도 몇몇 상기 제2 혈청형과

다른 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소들 및 기능성 E4-orf6 단백질, 그들의 기능성 일

부, 유도체 및/또는 동족체를 암호화하는 서열로 상기 보충 세포에서 상기 발현가능한 E1B-55K 단백질과 양립할

수 있는 것을 포함한다. 바람직하기는, 부분들의 키트가 사용되고, 여기서 상기 E4-orf6 암호화 서열은 a)상기

제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열; b) 상기 제1 및 제2 혈청형과 다른 제3 혈청

형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열; c) 하나 이상의 코돈에서 결실, 돌연변이, 첨가 및/또

는 치환을 포함하는 상기 제1 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도되는 E4-orf6 암호화 서열; 및 d) 제3 혈청형

으로부터 유도된 E4-orf6 암호화 서열의 일부와 상기 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된 E4-orf6 암호

화 서열의 일부의 융합물을 포함하는 E4-orf6 암호화 서열로 이루어진 군으로부터 선택되고, 상기 제3 혈청형은

상기 제1 혈청형과 동일하거나 또는 다를 수 있다.

본 발명은 아데노바이러스 5와 다른 혈청형으로부터 거의 전적으로 유도된 E1 결실된 키메릭 아데노바이러스의[0092]

복제에 특히 유용하다. 이와 같은 벡터는 아데노바이러스 5 E4-orf6 또는 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동

족체를 암호화하는 핵산이 제공되는 것만을 필요로 한다. 일단 제공되면, 그 외에 벡터는 정상 아데노바이러스

5 E1-보충 패키징 세포계상에서 효율적으로 복제될 수 있다. 벡터의 안정성은 증가되고, 벡터는 E1A 와 E1B 모

두에서 결실에 대해 보충될 수 있다. 이와같은 벡터에 아데노바이러스 E4-orf6를 암호화하는 핵산을 제공함으로

써, 293 또는 911 세포에서 성장할 때, 효율적인 플라크 정제 및 추가의 야생형 오염물 문제없이 양호한 수득률

이 가능하다. 물론, PER.C6에서, 야생형 아데노바이러스 오염물은 다른 방법으로 예방될 수 있다.

본 발명의 재조합 벡터의 다른 이점은 게놈에 통합된 핵산으로부터 특정 세포계 아데노바이러스 E4-orf6가 발생[0093]

되어야 할 필요가 없는 것이다. 비록 이와 같은 세포계가 존재해도 확대 등과 같은 생산 계수, 및/또는 조절 문

제는  PER.C6TM 과 같은 세포계와 동일한 정도까지 해결되지 않을 수 있다. 이것은 부분적으로 점점 더 많은 이

종 유전자가 세포계의 게놈으로 삽입됨에 따라 모든 이종 서열의 안정성(또는 그의 발현)을 유지하는 것이 어렵

기 때문일 수 있다. 본 발명에서, 비-아데노바이러스 혈청형 5 기재 벡터의 낮은 수득률과 아데노바이러스 혈청

형 5 패키징 세포계 상의 아데노바이러스 혈청형 7, 11 및 35과 같은 서브그룹 B 의 아데노바이러스 혈청형 벡

터의 안정성과 관련된 문제중 적어도 몇몇은 본 발명의 재조합 아데노바이러스로 극복될 수 있다는 것이 발견되

었다. 

 본 발명의 두 주요 면은 쉽게 이용할 수 있는 편리한 패키징 세포에서 성장할 수 있는 안정한 재조합 아데노바[0094]

이러스를 제공하기 위해 결합될 수 있다. 그러므로, 본 발명은 적어도 E1 영역에서 결실을 갖는 재조합 핵산 분

자를 포함하는 재조합 아데노바이러스를 제공하며, 이것은 pIX 유전자의 발현을 증가시키는 E1b 55K 유전자 생

성물을 암호화하는 서열의 적어도 일부가 상기 재조합 핵산 분자이고, 상기 재조합 핵산 분자는 E1B 55K 유전자

생성물을 암호화하지 않는 것을 조건으로 하고;상기 재조합 아데노바이러스는 제1 혈청형의 아데노바이러스의

구조적 및 비-구조적 요소들을 추가로 포함하는 것을 특징으로 하며, 여기서 상기 아데노바이러스는 E4-orf6 단

백질, 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체를 암호화하는 서열을 추가로 포함하고, 여기서 상기 서열은 상

기 제1 혈청형과 다른 제2 혈청형의 아데노바이러스와 다른 E4-orf6 코딩 서열이다. 선택적으로 또는 E1B 55K

서열의 적어도 일부를 갖는 것 이외에, 상기 핵산 서열은 이형 프로모터에 의해 조절되는 pIX 유전자 생성물을

가질 수 있다. 바람직하기는, 상기 제2 혈청형 및  E4-orf6 서열은 아데노바이러스 C로부터 유도되고, 더욱 바
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람직하기는 아데노바이러스 혈청형 5로부터 유도된다. 바람직하기는, 상기 제1 혈청형은 서브그룹 C 이외의 서

브그룹으로부터 유도되고, 바람직하기는 Ad 11, Ad14, Ad16, Ad21, Ad34, Ad35 또는 Ad50과 같은 서브그룹 B

혈청형으로부터 유도된다. 한 구현예에서, 재조합 아데노바이러스는 비-아데노바이러스 단백질, 폴리펩티드 또

는 펩티드를 암호화하는 서열을 추가로 포함한다. 이와 같은 재조합 아데노바이러스는 안정하며, 재조합 아데노

바이러스중의 E4-orf6가 Ad5 E1 유전자 생성물과 양립할 수 있을 때, 예를 들면, 상기 아데노바이러스에서 E4-

orf6가 Ad5로부터 유도될 때, Ad5 e1-함유 패키징 세포와 같은 쉽게 이용할 수 있는 패키징 세포, 바람직하기는

PER.C6
TM
 세포에서 성장할 수 있다. 복제 적합 아데노바이러스 또는 아데노바이러스 입자 함유 기능성 E1 단백질

의 발생을 막는 것은 본 분야의 인식된 문제이고, 패키징 세포에서 이들을 갖는 아데노바이러스에 존재하는 E1

서열들 간의 오버랩을 막음으로써 해결하여 왔다(미국특허 제 5,994,128호). 본 발명의 구현예에서, 예를 들면

Ad5로부터의 E1 영역을 포함하는 패키징 세포를 갖는, pIX 발현의 영향에 의한 바이러스의 안정성이 증가한 E1B

55K 서열을 포함하는 Ad35 유도 아데노바이러스는 기능성 E1B 55K 단백질을 암호화하는 핵산을 포함하는 재조합

아데노바이러스의 부수적인 형성을 갖는 동종 재조합을 일으키지 않는다. 그러므로, 본 발명의 또 다른 면은 패

키징 세포와, 제1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소를 포함하는 재조합 아데노바이러스를

포함하는 패키징 시스템을 제공하며,  여기서 상기 패키징 세포는 적어도 E1B-55K  단백질 또는 그의 기능성

일부, 유도체 및/또는 동족체를 암호화하는 핵산을 발현하고, 여기서 상기 재조합 아데노바이러스는 안정한 재

조합 아데노바이러스를 발생시키기 위해 상기 패키징 세포에서 복제될 수 있고, 상기 아데노바이러스는 E1-영역

에서 결실을 갖는 핵산 분자를 포함하고 E1B-55K 유전자 생성물을 암호화하는 서열의 일부를 추가로 포함하고,

상기 핵산은 기능성 E4-orf6 단백질, 또는 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체를 추가로 포함하며, 이것

은 상기 패키징 세포에서 상기 발현가능한 E1B-55K 단백질과 양립할 수 있다. 바람직하기는, 상기 제1 혈청형은

Ad35  또는  Ad11이다.  바람직하기는  상기  제2  혈청형은  Ad5이다.  더욱  바람직하기는,  상기  패키징  세포는

PER.C6
TM
이다. 바람직하기는, 상기 기능성 E4-orf6 단백질, 또는 그의 기능성 일부, 유도체 및/또는 동족체를 암

호화하는 서열은 제1 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된다. 이 시스템은 기능성 E1 단백질-함유 아데노바이

러스의 부수적인 발생없이 재조합 아데노바이러스의 복제를 허용할 것이다. 선택적으로, 또는 부가적으로, 상기

핵산은 외인성 프로모터의 조절하에서 pIX 코딩 서열을 함유할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 면은 제 1 혈청형의 아데노바이러스의 구조적 및 비-구조적 요소를 포함하는 안정한 재조합[0095]

아데노바이러스를 생산하는 방법을 제공하고, 여기서 상기 재조합 아데노바이러스는 핵산 분자가 E1 영역에서

결실을 갖는 아데노바이러스로부터 유도된 재조합 핵산 분자를 포함하고, 상기 핵산분자로부터 기능성 E1B-55K

단백질의 발현을 야기하지 않는 pIX 단백질의 발현을 증가시키는 E1B-55K 유전자 단백질을 암호화하는 서열의

적어도 일부로부터 유도된 핵산 및/또는 이형 프로모터의 조절하에서 pIX 코딩 서열을 가지며, 상기 방법은 a)

보충 세포에 의해 재조합 아데노바이러스 벡터의 조립을 허용하도록 아데노바이러스의 필수요소를 갖는, 발현가

능 형태의 제2 혈청형의 아데노바이러스로부터 유도된  E1B-55K 암호화 서열, 그의 기능성 일부, 유도체 및/또

는 동족체를 발현하는 보충세포를 제공하는 단계, 여기서 상기 요소들은 상기 제2 혈청형과 다른 상기 제1 혈청

형의 아데노바이러스의 적어도 몇몇 구조적 및 비-구조적 요소들과 기능성 E4-orf6 단백질 또는 그의 기능성 일

부, 유도체 및/또는 동족체를 암호화하는 서열을 포함하고 이것은 상기 보충 세포에서 상기 발현 가능한 E1B-

55K 단백질과 양립가능하고; b) 재조합 단백질의 생산 및 조립이 일어나도록 허용하는 조건하의 배지에서 상기

보충 세포를 배양하는 단계; 및 c) 배지 및/또는 보충 세포로부터 생산된 재조합 아데노바이러스를 수확하는 단

계로 이루어진다. 본 발명은 추가로 인간 또는 동물의 치료를 위해, 백신화, 유전자 치료법 및 질병 및 병의 치

료용 의약의 제조를 위해 본 발명의 재조합 아데노바이러스를 사용하는 방법을 제공한다. 본 발명은 또한 본 발

명에 따른 아데노바이러스를 포함하는 약제학적 제제를 제공한다. 

본 발명은 몇몇 실시예에 의해 설명될 것이지만, 이것으로 본 발명의 범위가 제한되는 것은 아니다.[0096]

실시예[0097]

다른 설명이 없는 한, 표준 분자생물학 방법이 사용되었다(예를 들면, Sambrook and Russel, 2001). 프라이머[0098]

서열을 표 Ⅳ에 나타내었다.

실시예 1. E1 결실된 Ad35 바이러스용 PER.C6
TM
-기재 보충 세포계[0099]

PRE.C6 세포를 10cm 배양 접시에 최대 10%의 FBS(Gibco BRL)과 10mM MgCl2(4.9M 스톡 용액, Sigma)으로 보충된[0100]

PER.C6 배양 배지(DMEM, Gibco BRL)에서 3 ×10
6
 세포/접시의 밀도로 접종하였다. 이틀 후, 트랜스펙션 효율성

을 관찰하기 위해, 9개 접시는 1 ㎍ ScaI 선형화된 pIG35.55K DNA(infra 기재)로 트랜스펙션시키고, 9개 접시는
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1.5 ㎍ ScaI 선형화된 pIG35.55K  DNA로 트랜스펙션시켰다. 개별적인 대조 접시들을 1 또는 1.5 ㎍ ScaI 선형화

된 pAdApt35.LacZ로 감염시켰고(WO 00/70071에 기재).

pcDNA.nlsLacZ(WO99/55132  기재)는 CMV  프로모터로 구동되는 nlsLacZ  유전자를 갖는 pcDNA3-기재 플라스미드[0101]

(Invitrogen)이다. pcDNA.nlsLacZ는 또한 neo
r
 발현 카세트를 함유한다. 

음성대조로서, 하나의 여분의 접시를 선형화된 pAdApt35.LacZ, neo
r
 선택 유전자가 결손한 구축물로 트랜스펙션[0102]

시켰다. 모든 트랜스펙션은 제조사 지침에 따라 5㎖ 리포펙트아민 시약/㎍ DNA를 사용하여 리포펙트아민 트랜스

펙션 키트로 실행하였다(Invitrogen/Life Technologies). 세포를 4시간동안 트랜스펙션 혼합물로 배양시키고 그

후 배지를 PER.C6 배양 배지로 대체시켰다. 다음날, 1 또는 1.5㎍ pAdApt35.LacZ로 트랜스펙션시킨 2개의 접시

를 제외하고, 배지를 0.5㎎/㎖ G418 (Gibco BRL)을 함유하는 배양 배지로 대체시켰다. 이들 마지막 접시들은 트

랜스펙션 2일 후 Lacz 발현을 관찰하는데 사용하였다. 이들 배양물을 X-gal 염색한 후, 트랜스펙션 효율은 1.5

㎍ DNA로 트랜스펙션된 접시에서 약간 더 파란색 세포를 가지며 약 40%로 평가되었다. 선택 배지는 남은 트랜스

펙션된  접시에서  매주  2회  신선한  것으로  교환되었다.  선택  배지를  처음  첨가한  후  2주  내에  (1.5㎍

pAdApt35.LacZ 트랜스펙션된) 음성 대조 접시 중의 대부분의 세포는 치사하였다. pcDNA.nlsLacz 세포로 트랜스

펙션된 접시에서 클론들이 보이기 시작했다. pIG35.55K 로 트랜스펙션된 세포들은 G418에 대해 더 내성을 갖는

것으로 보이기 때문에, 농도는 트랜스펙션 3주 후, 0.75㎎/㎖로 상승하였다. 3일 및 7일 후, pIG35.55K로 트랜

스펙션된 접시로부터 총 196개의 세포 클론이 검출되었고 별개의 96-웰 플레이트에 접종되었다. 

1㎍ pIG35.55K  DNA로 트랜스펙션된 2개의 10cm  접시의 클로니를 채집 한 후 남은 세포들을 트립신화하고 풀[0103]

(pool) PER55K(1.0)을 얻기 위해 풀화시키고 팽창시켰다. 1.5㎍ 트랜스펙션된 2개의 접시에 대해 동일한 것을

행하였다. PER55K (1.0) 세포 풀을 팽창시키고, 바이러스 발생을 시험하기 위해 트랜스펙션을 위해 3.5×10
6
 세

포/플라스크의 밀도로 T25 플라스크 4개중에 접종시켰다. 추가로, 모체 PER.C6 세포를 갖는 3개의 T25 플라스크

를 동일한 밀도로 접종시켰다. pAdApt35.eGFP (pAdApt35IP1(WO 00/70071에 기재)을 기재로 하지만, 또한 마커

유전자로서 청색 형광 단백질을 함유하는 적응체 플라스미드로, 이것은 pIPspAdapt. eGFP (WO 02/24933에 기

재)로부터 유도된 HindⅢ-BamHI 단편으로 pAdApt35IP1으로 클론된다)를 PacI로 소화시켜 플라스미드 골격에서

아데노바이러스 서열을 유리시켰다. pWE.Ad35.pIX-rITR (WO 00/70071에 기재)은 NotI으로 소화시켜 코스미드 골

격으로부터 아데노바이러스 서열을 유리시켰다. PER.C6 세포를 갖는 2개의 플라스크와 PER55K(1.0)세포를 갖는

2개의 플라스크를 각각 2㎍ 소화된 pAdApt35.eGFP와 6㎍ 소화된 pWE.Ad35.pIX-rITR로 트랜스펙션시켰다. 각 세

포계의 하나의 플라스크를 8㎍ pAdApt35.LacZ로 트랜스펙션시켜 트랜스펙션 효율을 관찰하였다. PER55K(1.0) 세

포를 갖는 남은 플라스크는 음성 대조로서 작용하였고 다른 것과 같이, 그러나 트랜스펙션 혼합물은 받지 않고

처리하였다.

모든 트랜스펙션은 각 트랜스펙션에 총 8㎍ DNA와 40㎍ 리포펙트아민 시약을 사용하여 제조사의 지침에 따라 리[0104]

포펙트아민(Invitroegn/Life Techn.)으로 실행되었다. 트랜스펙션 혼합물을 배양 4시간 후 제거시키고 신선한

배양 배지를 첨가하였다. 트랜스펙션은 세포의 접종 다음날 실시되었고 다시 2일 후 T25 플라스크에서 나머지

세포를 LacZ 대조 트랜스펙션의 경우를 제외하고 T80 플라스크에 트랜스펙션시켰다. 이들을 온순하게 고정시킨

후 X-gal 용액으로 염색하였다. 염색용액을 5시간 배양 후, 푸른색 세포의 백분율은 두 플라스크에서 약 90%로

평가되었고 이것은 트랜스펙션이 두 세포계에서 잘 이루어진 것을 보여준다. T80 플라스크로 계대배양하고 4시

간 후, 트랜스펙션된 PER55K(1.0) 배양물은 약 100 사건/플라스크로 CPE(바이러스 복제를 표시하는 세포병리적

효과)의  개시를  나타냈다.  비-트랜스펙션된  PER55K(1.0)  세포는  CPE의  증거없이  성장하였다.  트랜스펙션된

PER.C6 배양물에 있어서, 오직 3개의 CPE 사건만이 세포의 합류 단일층을 보여주었다. 다시 3일 후, 트랜스펙션

된  PER55K(1.0)  배양물은 완전한 CPE를  나타냈고,  모든  세포는 둥글었고 덩어리로 떨어져 있었다.  반대로,

PER.C6 배양물에서, CPE의 사건은 진행되지 않았고 세포들은 여전히 단일층이었다. 이것은 PER.C6 상의 E1-결실

Ad35-기재 바이러스가 매우 비효율적이라는 초기 관찰을 확인시킨다. 또한 비-트랜스펙션된 PER55K(1.0) 배양물

은 예상한 바와 같이 CPE가 없는 합류 단일층을 나타내었다. 완전한 CPE를 갖는 PER55K(1.0) 플라스크중의 세포

와 배지를 수확하고 2회 냉동/해동 순환을 시킨 후 세포 부스러기를 탁상 분리기로 3000rpm에서 10분동안 원심

분리하여 제거하였다. 생성된 조 용해질 중 하나를 사용하여 T175 플라스크에서 PER55K(1.0) 세포의 신선한 배

양물을 감염시켰다(1.5 ㎖/플라스크). 4일 후, 완전한 CPE에서 세포와 배지를 수확하였다. 이것은 감염성 바이

러스가 초기 트랜스펙션에서 형성된다는 것을 나타낸다. GFP 발현은 조 용해질로 감염된 A549 세포의 형광미세

분석으로 확인하였다. 조 용해질은 그리고 나서 하기와 같이 개개의 클론에서 E1-결실 Ad35.AdApt.eGFP 바이러

스의 상보성을 분석하는데 사용되었다.
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pIG35.55K 트랜스펙션된 PER.C6 세포로부터 선택된 상기 클론을 팽창시키고 Ad35.AdApt.eGFP의 복제를 지탱할[0105]

수 있는 능력에 대해 기능성으로 시험하였다. 여기서, 클론을 6-웰 플레이트에 2개의 밀도로 접종시키고 1일 후

상기 조 용해질 15㎖로 감염시켰다. CPE를 이후 관찰하였다. 이 방법으로 시험한 146 클론 중 19개는 2일 또는

3일에 완전한 CPE를 가져왔고 68개는 5일 또는 6일에 완전한 CPE를 가져왔다. 남은 클론들은 오직 부분적 CPE를

가지거나 약간의 비-진행 사건을 나타내었다. 마지막 것은 음성 대조로서 취해졌던 PER.C6 세포와 구별할 수 없

었다.

이들 결과를 기준으로, 24개의 클론을 선택하여 pAdApt35.GFP 어댑터 플라스미드와 큰 pWE.Ad35.pIX-rITR 코스[0106]

미드 클론의 트랜스펙션 후 재조합 E1-결실 바이러스를 발생시키는 능력에 대해 더욱 스크린하였다. 여기서, 클

론을 T25 플라스크에 놓고 상기와 같이 리포펙트아민을 사용하여 적응체 2㎍와 골격 플라스미드 6 ㎍으로 트랜

스펙션시켰다. 트랜스펙션 2일 후, 세포들을 T80 플라스크로 이동시켜 배양물의 과합류를 막았다. 24 클론은 계

대배양 3일 후 T80에 대한 완전한 CPE를 제공하였고 또 다른 13 클론은 그 다음날 완전한 CPE로의 진보를 나타

내었다. 비교: PER.C6 세포상의 E1-결실된 Ad5 벡터의 일상적인 발생은 일반적으로 T80 플라스크로의 전이 후 4

~ 6일까지 완전한 CPE를 가져왔다. 

이것은 새로운 클론이 E1 결실된 아데노바이러스 벡터를 효과적으로 보충한다는 것을 나타낸다. 상기 클론중 하[0107]

나(클론 #16)를 다른 트랜스진을 함유하는 E1 및 E1/E3 결실 Ad35 바이러스의 복수의 배치를 발생시키고 생산하

기 위해 사용하였다. 여기서, 상기와 같은 트랜스펙션으로부터 생성되고, 다른 적응체 플라스미드를 사용한, 조

용해질 중의 바이러스를 새로운 세포계에서 플라크 정제하였다. 단일 플라크를 트랜스진 활성에 대해 조사하였

고, 그리고 나서 4~8 삼층 플라스크(3×175cm/플라스크)에서 배지 규모 생산을 위해 증폭시켰다. 세포를 완전한

CPE에서 수확하고 바이러스를 방출시키고 아데노바이러스에 대해 일상적으로 행하여지는 바와 같이 정제하였다.

바이러스 입자의 양은 HPLC로 측정하였다(Shabram et al., 1997). 표 1은 PER55K 클론 #16 세포를 갖는 3층 플

라스크에서  E1  및  E1/E3  결실된  Ad35  바이러스의  배지  규모  생산의  하부흐름  방향  진행  후의  수득률을

나타낸다. 정제된 바이러스 입자의 양은 PER.C6 세포상의 Ad5-기재 벡터의 수득률과 비교하였다.

본 발명자들은 본 발명자들이 완전히 E1-결실된 Ad35-기재 벡터를 완전히 보충하는 다중 세포계를 발생시켰다고[0108]

결론지었다. 그러므로, Ad5 보충 세포에서의 Ad35 E1B 55K 발현은 Ad35 벡터의 복제를 용이하게 한다. 

실시예 2. pWE.Ad.pIX-RITRΔE3의 생성.[0109]

사람 아데노바이러스의 초기 영역-3은 아데노바이러스성 감염에 감응하는 숙주 면역체(immune)에 방해하는 단백[0110]

질에 대한 다중 코딩 영역을 함유한다. 아데노바이러스성 벡터가 백신 담체로 사용되는 경우에 이러한 방해는

원하여지지 않는다. 그러므로, 본 발명자들은 E3 영역을 결손한 Ad 35 골격 코스미드를 구축하였다.

여기에서, 구축물 pBr.Ad35.PRn(도 15;공개공보 EP1054064에서 실시예 13에서 기재된)는 StuI 및 ㎖uI로 소화[0111]

되고, 17.3kb 벡터 단편은 제조업체 지침서에 따라서 아가로스 효소(Roche)를 사용하여 낮은 녹는점(LMP) 젤에

서 정제하였다. 다음, PCR 단편은 프라이머 35E3for 및 35E3rev를 사용하여 pBr.Ad35.PRn에서 생성하였다. 증폭

을 위하여, Pwo DNA 폴리머라제(Roche)를 제조업체 지침서에 따라 사용하고, 프로그램은 하기와 같이 정하였다:

94℃에서 2분, (94℃에서 30초, 58℃에서 30초 그리고 72℃에서 1분)의 30 사이클 및 68℃에서 8분동안의 최종

인큐베이션. 833bp PCR 생성물을 QiAquick PCR purification kit(Qiagen)을 사용하여 정제하고 ㎖uI 및 StuI으

로 소화시켰다, 소화된 DNA는 QIAquick gel extraction kit(Qiagen)를 사용하여 젤에서 정제하였다. 양쪽 단리

된 단편을 결찰하고 DH5a 적격(competent) 세포(Invitrgen/Life Technologies)로 형질변환하여 pBr.Ad35.PRnΔ

E3을 얻었다(도 25). 플라스미드를 제한 분석 및 PCR 증폭된 삽입체의 서열화로 확인하였다. 그 다음, E3 결실

은 pWE.Ad35.pIX-rITR 코스미드 골격으로 클로닝하였다. 여기서, pWE.Ad35.pIX-rITR은 PacI로 소화되고, DNA는

이소프로판올로 침전하고 70% EtOH로 세척하여 정제하였다. 이어서 MiliQ 물에서 재현탁에서, DNA는 SwaI로 소

화되고, 단편을포함하는 22.8kb 벡터는 상기와 같이 아가로스 효소를 사용하여 LMP 젤로부터 정제되었다. 구축

물 pBr.Ad35.PRnΔE3은 동일한 방법에서 PacI 및 SwaI로 소화되고, 16.6kb 단편은 또한 아가로스 젤을 사용하여

단리하였다. 양쪽 단리된 단편은 0.5-0.6㎍을 사용하여 결찰되었다. 그 다음, 결찰된 단편은 제조업체 지침서에

따라서 λ-phage packing extracts(Stratagene)를 사용하여 패키징되고 STBL-2 세포와 혼합되었다. 박테리아는

LB+Amp  플레이트에서 플레이트화되었고, 생성된 콜로니는 올바른 구축물의 존재에 대하여 분석되었다. 이것은

구축물 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3를 나타내었다(도 1).  E3  결실은 Ad35  서열(WO  00/70071에서 기재된)의 nucl.

27648부터 30320까지 확장하므로 2.6kb 영역을 확대된다.

PER55-클론  #16  세포(상기와  같은)상에서  NotI  소화된  pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3  및  pIPsp-1(New  England[0112]

Biolabs) 소화된 pAdApt35.eGFP의 코트랜스펙션은 GFP 발현하는 Ad35-기저 바이러스를 발생한다. 이들 바이러스
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로부터 바이러스 DNA의 단리에서, E3 영역의 PCR 증폭은 바이러스가 예상한 바와 같이 E3 서열의 2.6kb을 위해

삭제되었다는 것을 보여준다.

실시예 3. E1-결실된 Ad35-기저 벡터의 크기를 꾸미는 데에서의 제한[0113]

다른 삽입체를 함유하는 Ad35-기저 E1-결실된 및 E1/E3-결실된 벡터는 플라스미드 벡터 서열로부터 아데노바이[0114]

러스 삽입체를 해방시키기 위하여 PacI 또는 pIPsp-1 효소로 소화된 특이 트랜스진을 수행하는 Ad35 적응체 플

라스미드 1.5㎍, 및 NotI로 소화된 pWE.Ad35.pIX-rITR 또는 NotI 효소로 소화된 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3 중 하

나의 4.5㎍으로 PER55K-클론#16 세포의 트랜스펙션(실시예 1 참조)으로 생성되었다.

적응체 플라스미드의 오른쪽 측면 및 골격 플라스미드의 왼쪽 말단은 완전한 E1-결실된 바이러스 게놈을 이끄는[0115]

재조합 사건을 중재(mediate)하는 균질한 서열을 함유한다(WO 00/70071에서 기재된 바와 같은).

트랜스펙션은  제조업체의  지침서를  따라서  구축물의  각  세트에  대하여  30㎕의  Lipofectamine  시약[0116]

(Invitrogen/Life  Technologies)으로  이루어졌다.  트랜스펙션  혼합물을  T25  플라스크에  70%  컨플루언시

(confluency)에서 PER55K 클론 16 세포에 첨가되었다. 하기 조합으로 트랜스펙션되었다:

1. pAdApt35IP1 ＋ pWE.Ad35.pIX-rITR[0117]

2. pAdApt35IP1 ＋ pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0118]

3. pAdApt35eGFP ＋ pWE.Ad35.pIX-rITR[0119]

4. pAdApt35eGFP ＋ pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0120]

5. pAdApt35Luc ＋ pWE.Ad35.pIX-rITR[0121]

6. pAdApt35Luc ＋ pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0122]

7. pAdApt35eLacZ ＋ pWE.Ad35.pIX-rITR[0123]

8. pAdApt35eLacZ ＋ pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0124]

적응체 플라스미드는 플라스미드 백터 골격으로부터 아데노바이러스 서열을 해방시키기 위하여 pIPsp-1 효소로[0125]

소화되었다. pWE.Ad35.pIX-rITR 및 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3은 동일한 이유로 트랜스펙션 이전에 NotI로 소화되

었다. 적응체 플라스미드의 그리고 pWE.Ad35.pIX-rITR 골격 코스미드의 생성은 이전에 WO 00/70071에서 개시되

었다. pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3의 생성은 상기와 같다.

트랜스펙션 세포에 이은 2일동안 T80에 계대배양되고, 전체 CPE가 얻어질 때까지 추가로 인큐베이션되었다. 세[0126]

포 및 배지는 전체 CPE가 알려진 후 1-2일에 채취되었다. 혼합물은 하나의 동결/해빙 사이클에 도입되고, 15분

동안 1500rpm에서 회전되어 세포 잔해는 펠렛화된 후, 상징액은 수집되었다. 이 방법에서 얻어진 조 용해질은

바이러스 DNA를 단리하는 데에 사용되었다. 여기에, 조 용해물 물질 275㎕은 37℃에서 30분동안 10㎎/㎖ DNaseI

10㎕으로 인큐베이션되었다. 이어서, 0.5M EDTA(pH 8.0) 6.0㎕, 20% SDS 7.5㎕ 및 20㎎/㎖ 프로테이나제 K 1.5

㎕을 첨가하고 와동시켜서 혼합하였다. 그 다음, 혼합물은 50℃에서 1시간동안 인큐베이션되었다. 마침내, 바이

러스 DNA는 GeneClean Spin Kit(Bio 101, Inc.)를 사용하여 단리하였다. 이어진 20㎕의 milliQ H2O에서 바이러

스 DNA의 용출에서, 트랜스진 영역은 PCR 증폭으로 분석되었다. 여기에, 프라이머 AdApt35CMVF 및 35pIXR이 사

용되었다. 상기 증폭은 Taq DNA 폴리머라제(Invitrogen)를 사용하여 단리된 바이러스 DNA 2㎕으로 이루어졌다.

반응 혼합물은 총 용량 50㎕에서 10x 완충용액(Invitrogen) 5㎕, 50mM MCl2 2㎕, 2mM dNTPs 5㎕, 각 프라이머

(10μM stock)의 3㎕ 및 Taq 효소 2.5 유니트를 함유하였다. 프로그램은 94℃에서 2분, 이어서 (94℃에서 30초,

60℃에서 30초 및 72℃에서 4분)의 30 사이클로 정하였다. 대조군 반응은 적응체 플라스미드 5ng에서 이루어졌

다.  PCR  완료  후,  반응의  5㎕은  분석을  위해  젤에  도입되었다.  도  2는  상기  트랜스펙션에  대한  결과를

나타낸다. 프라이머는 CMV 프로모터의 5' 말단로부터 pIX 코딩 영역의 5' 말단까지의 서열을 증폭한다. 도 2에

서 알 수 있는 바와 같이, 트랜스진이 없는 또는 GFP 삽입체를 가진 바이러스는 예상된 띠(band)를 보여준다(플

라스미드 대조군과 비교; 각 바이러스에 대한 레인(lane) PL). 더 작은 단편은 더 큰 삽입체, 루시페라제 및

LacZ에서 보여주고, 이들 결실은 바이러스의 더 큰 총 길이로 더욱 현저하게 된다(E3이 없거나 있는 상태에서

LacZ 또는 Luc 바이러스와 비교). 그러므로, 증가한 게놈 길이는 트랜스진 영역에서 결실의 발생과 상응한다.

각각 33.7 및 33.4kb의 Ad35.AdApt.eGFP 및 Ad35.AdApt.LacZΔE3가 결실이 LacZ 바이러스 샘플에서만 발견되는

경우에 비교할만하다는 사실은(역시 도 2에 나타낸 바와 같이) 이전의 E1 영역에서 삽입체의 서열 또는 크기 중
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하나가 결실의 발생에 영향을 줄 수도 있다는 것을 나타낸다.

실시예 4. 아데노바이러스 혈청형 5 및 35의 pIX 유전자 영역의 서열 비교.[0127]

재조합  Ad35  바이러스의  증가된  게놈  길이에서,  결실이  트랜스진  영역에서  발생한다는  발견은  pIX-결핍한[0128]

(deficient) Ad5 바이러스(Ghosh-Choudhury et al., 1987)의 유추에서, 캡시드의 안정성에 문제가 있다는 것을

제안할 수 있다. 총 길이 36.7kb를 갖는, Ad35.E1B+.AdApt.Luc 바이러스(E1A 서열이 AdApt.Luc 카세트로 대체

되는)가 만들어질 수 있다는 사실은 E1B의 결실이 역할을 수행한다는 것을 나타낸다. 이것은 E1B 단백질 자체의

하나의  기능  또는  다른  아데노바이러스  단백질의  발현에  영향을  주는  이  영역에서의  알려지지  않는  조절

(regulatory) 서열의 기능 중 하나를 통해서 가능할 것이다. 본 발명자들이 아는 한, E1B 단백질 자체가 아데노

바이러스의 패키징하는 수용량에 영향을 준다고 기재되어 있지 않다. 하지만, E1B-21K 단백질은 비-특이적으로

트랜스펙션된 DNA을 안정화시킨다는 것(Herman and Mathews, 1989) 그리고 21K 단백질에서의 돌연변이가 감염

중 세포의 및 바이러스 DNA의 감성(degradation)을 일으킨다는 것(Pilder et al., 1984; White et al., 1984)

이 기재되어 있다. Ad5 E1B-21K 단백질이 PER.C6 세포에서 발현되므로, 이들 발견은 본 발명자들의 관찰에 대한

설명을 제공하지는 않는다. pIX 유전자는 E1B-55K 코딩 영역의 3'에 직접적으로 위치된다. Ad5의 경우에, pIX

및 E1B가 다중-아데닐화 신호를 분담하므로 pIX 프로모터 및 코딩 서열이 E1B 전사 영역 안에 위치된다는 것은

알려져  있다.  pIX  발현에  필요한  최소  프로모터  서열은  Ad5의  경우에서  연구되고  있다(Babiss  and  Vales,

1991). 그것은 상류 Sp1 부위 및 TATA-박스 서열을 함유하는 프로모터 단편이 pIX 발현에 충분했다는 것을 보여

준다. Sp1 부위 및 TATA-박스 뿐만 아니라 TATA-박스 자체의 서열 사이의 공간화(spacing)는 pIX 발현의 수준에

영향을 주는 것으로 나타났다. Ad35에서 상응하는 영역이 또한 안정한 바이러스에 충분히 높은 수준으로 pIX 발

현을 유도하기에 충분한가는 알려져 있지 않다. 서열 비교는 Sp1 부위 및 TATA 서열 모두가 Ad5 pIX 프로모터에

서 발견된 것들와는 다르다는 것이 밝혀졌다. Genbank로부터 이용가능한 서열 정보를 사용하여, 비교는 별개의

서브그룹으로부터 혈청형의 인접 pIX 상류 서열(즉, E1B-55K의 정지 코돈 및 pIX 유전자의 개시 코돈 사이에)으

로 이루어졌다. SEQ.ID. NOs. 및 Genbank 참조 서열을 가진 하기의 아데노바이러스는 비교를 위해 사용되었다:

Ad2 (SEQ. ID. NO. 45; Genbank NC_001405), Ad5 (SEQ. ID. NO. 46; Genbank M73260), Ad12 (SEQ. ID. NO.

47;  Genbank  NC_001460),  Ad9  (SEQ.  ID.  NO.  48;  Genbank  AF099665),  Ad40  (SEQ.  ID.  NO.  49;  Genbank

L19443), Ad4 (SEQ. ID. NO. 50; NC_003266), Simian 25 (SEQ. ID. NO. 51; Genbank AF394196), Ad7 (SEQ.

ID.  NO.  54; Genbank AD7001). Ad35 서열(SEQ. ID. NO. 52)은 WO 00/70071에 발표된 바와 같다. Ad11 서열

(SEQ. ID. NO.53)은 전에 발표된 것이 아니고 여기서 제공된 것이다. 도 3A는 E1B-55K 단백질의 중지 코돈(모든

서열에서 처음 3개의 뉴클레오티드) 및 pIX 단백질의 개시 코돈(마지막 3개의 뉴클레오티드) 사이에서 상기 서

열의 정렬(alignment)을 보여준다. Ad2 및 Ad5에서 Sp1 부위 및 TATA서열은 박스화되었다. 대부분의 경우에 다

른  서열에서의  Sp1  및  TATA  박스에  직접적으로  지적하기에  불충분한  상동물(homology)가  있다.  그러므로,

Bucher,  P  (1990)가  발표한  바와  같은  GC-  및  TATA-박스에  대한  공통  서열은  다양한  서열에서  추정의

(putative) Sp1 및 TATA-박스를 동정화하는 데에 사용되었다. 도 3b는 추정의 Sp1 및 TATA-박스 서열 그리고 그

들 사이의 공간화를 나타낸다. 개별적으로 서브그룹 A, D 및 F에 속하는, Ad12, Ad9 및 Ad40은 공정하게 공통

서열에 대조하는 Sp1 및 TATA-박스 서열을 가진다. 하지만, 두 박스 사이에서의 거리는 Ad5 및 Ad2에 대한 것보

다 더 작다. 이것은 Ad5 E1B 프로모터가 또한 11개의 뉴클레오티드의 공간화를 갖는 Sp1 박스 및 TATA 박스를

함유하므로 일반적이지 않다. 하지만, Sp1- 및 TATA-박스 사이의 Ad5 pIX 프로모터에서 9개의 뉴클레오티드(20

의)의 결실은 감소된 pIX 수준을 주었다(Babiss and Vales, 1991). 서브그룹 B 혈청형 Ad35, Ad11 및 Ad7 뿐만

아니라 서브그룹 E 바이러스 Ad4은 발산하는(divergent) TATA-박스 서열 및 추정의 Sp1 서열 및 TATA-박스 사이

의 다른 공간화를 갖는다. 인간 아데노바이러스 유형 4에서 인접 pIX 영역은 simian 아데노바이러스 25 (CV68),

최근에 치료학적인 벡터로서 제안된 혈청형(Farina et al., 2001)에서의 것과 동일하다. 그러므로, 비-인간 아

데노바이러스-기저 복제-결핍한 벡터의 경우에서 pIX 발현은 또한 안정한 캡시드에 불충분할 것이다. 

pIX 발현은 Ad35 바이러스 및 다른 인간 및 비-인간 아데노바이러스에서 다르게 조절된다는 것 그리고 조절 서[0129]

열, 또는 프로모터 서열 자체조차도 E1B 서열에서의 추가의 상류에 또는 더욱 더 상류에 위치된다는 것은 당연

하다. 대체가능하게는, pIX 발현이 E1A 단백질에 의해 활성화되므로 고수준의 pIX 발현은 동일한 혈청형 또는

서브그룹에 속하는 E1A 단백질의 존재하에서 얻어진다는 것 또한 가능하다. 

본 발명자들은 벡터에서 pIX 발현을 증가시키기 위하여 이종성 프로모터로 인접 pIX 상류 서열을 변화시키는 것[0130]

이 더욱 안정한 바이러스 및 더욱 패키징 수용량을 유도하는 지를 시험하였다(하기 참조). 대체가능하게는, pIX

기능은 패키징 세포주를 경유하여 역으로(in trans) 이동될 수 있다. 비-제한하는 실시예와 같이, 본 발명자들

은 Ad5 바이러스에서 발견된 바와 같은 비-내성적인 인접 pIX 프로모터를 가진 재조합 Ad35-기저 바이러스를 기
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재하고, 이들 바이러스가 변하지 않은 재조합 벡터보다 더욱 안정성을 가진다는 것을 나타낸다.

실시예 5. Ad5 pIX 프로모터를 가진 적응체 플라스미드의 생성[0131]

pAdApt535는 Ad5  pIX  프로모터 서열의 일부를 가진 Ad35  적응체 플라스미드이지만, Ad35  적응체 플라스미드[0132]

pAdApt35IP1에 다르게 동일하다(WO 00/70071 참조). 그것의 구축은 하기와 같다:

첫 번째 PCR 단편은 프라이머 SV40for 및 pIX5Rmfe로 생성되었다. 반응은 최종 혼합액(mix)에서 3% DMSO를 가진[0133]

것을 제외하고는 제조업체의 지침서에 따라서 Pwo DNA 폴리머라제(Roche)로 이루어졌다. pAdApt, Ad5 E1-결실된

바이러스용 적응체 플라스미드(100ng; WO 00/70071 참조)는 주형(template)로 사용되었다. 프로그램은 하기와

같이 정하였다: 94℃에서 2분, 그 다음 (94℃에서 30초(녹임), 52℃에서 30초(어닐링(annealing)) 및 72℃ 30

초(연장(elongation))의 30 사이클, 이어서 72℃에서 8분. 생성된 PCR 단편은 pAdApt으로부터의 SV40 다중아데

닐화의 3' 말단 및 뉴클레오티드 3511로부터 뉴클레오티드 3586까지의 Genbank 수탁번호 M73260에 나타낸 바와

같은 Ad5 pIX 프로모터 영역 및 3' 말단에서 MfeI 부위를 함유한다. 

두 번째 PCR  단편은 프라이머 pIX35Fmfe  및 35R4를 가진 것을 제외하고는 상기와 같이 생성되었다. 100ng의[0134]

pAdApt35IP1는 주형으로 사용되고, 어닐링은 58℃에서 30초로 정해졌고, PCR 프로그램의 연장은 72℃에서 90초

로 정해졌다. 이 PCR은 뉴클레오티드 3467로부터 뉴클레오티드 4669까지의 Ad35 서열(WO 00/70071에서와 같은

서열번호)을 증폭하고, MfeI 부위를 5' 말단에 첨가하였다. 

그  다음,  PCR  단편  모두는  MfeI로  소화되고,  제조업체의  지침서에  따라서  Qiagen  PCR  purification[0135]

kit(Qiagen)를 사용하여 정제되었다. 정제된 단편의 농도는 아가로스 젤에서 샘플을 이동시키는 것으로 평가하

고, 두 단편의 대략의 등몰량은 용량 40㎕에서 DNA 5㎍, 10x 리가제 완충용액 4㎕ 및 리가제 효소(New England

Biolabs) 2㎕를 함유하는 결찰 반응에서 혼합되었다. 이어진 RT에서 >2 시간의 인큐베이션 후, 혼합물은 TAE에

서  1.2%  아가로스  젤에서  적재되고,  1.4kb  길이의  DNA  단편은  제조업체의  지침서에  따라서  Geneclean  Ⅱ

kit(Bio10, Inc.)으로 단리되었다. 

DNA는 살균 H2O 30㎕에서 용출되었고, 1㎕은 상기와 같이, 프라이머 SV40for 및 35R4로 PCR 증폭 반응에 사용되[0136]

었다.  PCR은  52℃의 어닐링 온도 및 90℃초의 연장 시간와 함께 상기와 같게 이루어졌다.  생성된 생성물은

Qiagen gel extraction kit를 사용하여 젤로부터 단리되고, AgeI 및 BglⅡ으로 소화되었다. 생성된 0.86kb 띠

를 제조업체의 지침서에 따라서 Geneclean Ⅱ kit를 사용하여 젤로부터 단리하였다. 

pAdApt35.Luc(WO 00/70071에서 기재된 바와 같이)는 또한 BglⅡ 및 AgeI로 소화되고 5.8kb 벡터 단편은 상기와[0137]

같이 Geneclean Ⅱ kit를 사용하여 젤로부터 단리하였다. 이 단편은 Ad5-Ad35 키메릭 pIX 프로모터를 함유하는

상기와 같이 단리된 BglⅡ-AgeI 단편과 결찰되어 pAdApt535.Luc가 생성되었다(도 4).

Ad5 pIX 프로모터를 함유하는 다른 적응체 플라스미드는 하기와 같이 만들어졌다:[0138]

pAdApt535.Luc는 BglⅡ 및 ApaI로 소화되고, 1.2kb 삽입체는 제조업체의 지침서에 따라서 Geneclean Ⅱ kit를[0139]

사용하여 젤로부터 정제되었다. pAdApt35IP1는 또한 BglⅡ 및 ApaI와 소화되고 3.6kb 벡터 단편은 상기와 같이

단리되었다. 모든 단리된 단편의 결찰은 pAdApt535을 야기하였다(도 5). 그 다음, pAdApt535은 표준 클로닝 기

술을 사용하여 다중 클로닝 부위로 eGFP(pAdApt35.eGFP로부터 유도된) 및 LacZ(pAdApt35.LacZ로부터 유도된)와

같은 다른 마커 유전자를 클로닝하기 위해 사용되어, pAdApt535.eGFP 및 pAdApt535.LacZ이 생성되었다. 

실시예 6. Ad5 pIX 프로모터를 함유하는 적응체 플라스미드를 가진 E1-결실된 Ad35-기저 벡터의 생성.[0140]

재조합 바이러스는 상기와 같이 PER55K 클론 16 세포에서 적응체 플라스미드 및 Ad35 벡터 골격 코스미드의 트[0141]

랜스펙션으로 생성되었다. 여기에, 하기의 플라스미드 세트가 사용되었다:

T1. pAdApt535eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITR[0142]

T2. pAdApt535eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0143]

T3. pAdApt35Luc + pWE.Ad35.pIX-rITR[0144]

T4. pAdApt535Luc + pWE.Ad35.pIX-rITR[0145]

T5. pAdApt35Luc + pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0146]

T6. pAdApt535LacZ + pWE.Ad35.pIX-rITR[0147]
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T7. pAdApt535LacZ + pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0148]

T8. pAdApt35LacZ + pWE.Ad35.pIX-rITR[0149]

T9. pAdApt35LacZ + pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3[0150]

적응체 플라스미드는 pIPsp-1 효소로 소화되는 pAdApt535.Luc 및 pAdApt35.Luc를 제외하고는 PacI로 소화되고,[0151]

pWE.Ad35.pIX-rITR 및 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3는 트랜스펙션 이전에 NotI으로 소화되었다. 각 적응체 플라스미

드 2㎍ 및 골격 DNA 6㎍은 제조업체의 지침서에 따라서 Lipofectamine(Invitrogen/Life Technologies) 40㎕로

혼합되고 70% 컨플루언시에서 T25 플라스크에서 PER55K 클론 16 세포로 인큐베이션하였다. 트랜스펙션 배지는 4

시간 후에 제거되고, 세포는 추가로 37℃/10% CO2에서 인큐베이션하였다. 트랜스펙션 2일 후, 세포는 T80 플라

스크에 계대배양되었고, 그 다음 날에 세포병원성 효과(CPE)의 발생에 대해 점수화하였다. 5일 후, 모든 배양은

증대 또는  T6(무 CRE) 및 T8(CPE 사건)을 제외한 전체 CPE를 나타낸다. 다시 2일 후, T6 및  T8은 개시 CPE

및 다른 전체 CPE 모두를 나타내었다. 모든 배양은 배지 및 세포를 수집하는 것으로 채취되었다. 혼합물은 -20

℃에서 저장되었다. 샘플의 해동에서, 혼합물은 15분동안 1500 rpm에서 회전되어 세포 용해물을 펠렛화하고, 상

징액을 수집하였다. 샘플의 일부(네 개의 LacZ 발현하는 바이러스, T6-T9)의 2㎖은 T80 플라스크에서 80% 컨플

루언시에서 PER55K 클론 16 세포를 다시 감염시키는 데에 사용되어 바이러스 역가를 추가로 증폭시켰다. 세포

및 배지는 (T6+T8) 또는 전체 CPE (T7+T9)를 증대하면서 채취하고, 조 용해질은 상기와 같이 제조되었다. 

이 방법으로 얻어진 조 용해질은 바이러스 DNA를 단리하는 데에 사용되었다. 여기에, 조 용해질 재료 275㎕은[0152]

37℃에서 30분동안 10㎎/㎖ DNaseI  10㎕으로 인큐베이션하였다. 이어서, 0.5M  EDTA(pH  8.0)  0.6㎕, 20%  SDS

7.5㎕ 및 20㎎/㎖ 프로테이나제 K 1.5㎕은 첨가되고 와동으로 혼합되었다. 그 다음, 혼합물은 50℃에서 1시간동

안  인큐베이션되었다.  최종적으로,  바이러스  DNA는  GeneClean  Spin  Kit(Bio  101,  Inc.)를  사용하여

단리하였다. 바이러스 DNA는 50㎕의 MilliQ H2O에서 용출하고, 샘플의 5㎕은 트랜스진 영역을 분석하기 위해 사

용되었다. pWE.Ad35.pIX-rITR+/-E3 골격 코스미드는 변화하지 않으므로 아직 Ad35 pIX 프로모터를 함유한다는

것을 주목해야 한다. 이 프로모터가 코스미드의 바로 5' 말단에 위치되므로, wt Ad35 프로모터를 야기하는 재조

합 사건에 대한 기회는 매우 작을 것으로 고려된다. 하지만, 바이러스가 Ad35 pIX 프로모터를 아직 함유한 상태

로 생성된다는 것이 이 설치에서 제외하지 않을 수 있었다. 그러므로, 두 개의 특이 PCR 증폭은 각각의 바이러

스 제조법으로 수행되었다: 첫 번째 것은 프라이머 세트 1(Ad35 특이): AdApt35CMVF 및 AdApt35pIXrev로 이루

어졌다. 이 PCR은 Ad35 pIX 프로모터를 함유하는 바이러스에서 트랜스진 영역을 특이적으로 증폭하였다. PCR 반

응은 반응에서4mM  MgCl2  및 Taq  효소 4유니트를 사용하는 것을 제외하고는 제조업자 지침서에 따라서 재조합

Taq 폴리머라제(Invitrogen)와 단리된 바이러스 DNA 샘플 5㎕로 이루어졌다. PCR 프로그램은 94℃에서 2분, 이

어서 (94℃에서 30초, 60℃에서 30초 및 72℃에서 5분)의 30사이클로 정해졌고, 68℃에서 8분의 최종 단계로 끝

맺는다.

두 번째 것은 프라이머 AdApt35CMVF 및 pIX5Rmfe로 이루어졌고, Ad5 pIX 프로모터를 함유하는 바이러스에서 트[0153]

랜스진 영역을 특이적으로 증폭하였다(프라이머 세트 2).

PCR 증폭은 각각의 프라이머(100μM stock) 0.3㎕, 2mM dNTP 혼합물 5㎕, 10x 완결한 완충용액(Mg
2+
 함유) 5㎕,[0154]

DMSO 1.5㎕ 및 Pwo 효소 0.8㎕를 함유하는 용량 50㎕에서의 Pwo DNA 폴리머라제(2.5 유니트/㎕ Genaxis)와 단

리된 바이러스 DNA 5㎕로 이루어졌다. PCR 프로그램은 94℃에서 2분, 이어서 (94℃에서 30초, 60℃에서 30초 및

72℃에서 5분)의 30사이클로 정해졌고, 68℃에서 8분의 최종 단계로 끝맺는다. PCR 중에 가열 및 냉각 램프는 2

℃/초로 정하였다. 그 다음, 5㎕의 적재 완충용액을 샘플에 첨가하고, 혼합물 8㎕을 분석용 젤에 적재하였다.

Ad5 pIX 프로모터 서열 및 eGFP 트랜스진 (트랜스펙션 T1 및 T2)을 함유하는 E1 및 E1/E3 결실 Ad35 바이러스는[0155]

더 짧은 단편을 갖지 않고 예상된 높이에서 PCR 증폭된 띠를 가졌다. 도 6a는 바이러스(트랜스펙션 T3 및 T4)를

수행하는 E1-결실된 루시페라제에서의 PCR 증폭에 대한 결과를 나타낸다. 레인 5-8은 프라이머 세트 모두를 가

진 AdApt535Luc(레인 5 및 6) 및 AdApt35Luc 플라스미드(레인 7 및 8)에서 대조군 PCR이다. 레인 1-4는 바이러

스 DNA 단리물에서의 PCR이다. 프라이머 세트 1(Ad35 pIX 영역에 특이적인)는 예상된 길이의 띠를 증폭하고, 추

가로 Ad35.AdApt35.Luc 바이러스에서 더 짧은 단편을 나타낸다(레인 4; 또한 도 2 루시페라제 +E3과 비교). 대

조적으로, 프라이머 세트 2(Ad5 pIX 프로모터에 특이적인)는 바이러스가 AdApt535.Luc 플라스미드로 이루어진

경우에 어떠한 결실 단편도 없는 예상된 길이의 띠를 나타낸다(레인 1). 이것으로부터, 본 발명자들은 Ad5 pIX

프로모터 서열의 삽입이 Ad35-E1 결실된 바이러스의 패키징 수용량 및 안정성을 증가시킨다고 결론내었다. 도

6b은 트랜스진으로서 LacZ을 수행하는 Ad35 E1/E3 결실된 바이러스에 대한 이들 결과를 입증한다. 레인 1-4는
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각각의 프라이머 세트를 가진 AdApt535.LacZ 및 AdApt35.LacZ 플라스미드에서의 대조군 PCR이다. 일부 배경 띠

는 특히 프라이머 세트 1(레인 2 및 4)를 가지는 것으로 보여지지만, 강한 특이적인 띠는 또한 동종성의 샘플

(레인 1 및 4)에서 각 프라이머 세트에 대한 예상된 높이에서 보여진다. 바이러스 DNA는 상기한 바와 같이 하나

의 증폭 라운드 후에 및 트랜스펙션 후에 단리되었다. 놀랍게도, 프라이머 세트 2는 어떠한 결실 단편을 갖지

않고 Ad35.AdApt535.LacZ 바이러스에서의 예상된 단편을 생성하는(레인 5 및 9) 반면에 Ad35 pIX 프로모터 서열

을 함유하는 바이러스를 가진 샘플은 올바른 길이의 단편(증폭 후 가시적인)에 더하여 결실된 단편을 명백하게

나타낸다(레인 11).

대체로, 이들 결과는 Ad5-pIX 프로모터 서열에 대한 Ad35-pIX 프로모터 서열의 치환이 더 큰 게놈을 가진 바이[0156]

러스에서 트랜스진 영역의 안정성을 증가시킨다는 것을 보여준다. 더 강한 프로모터 또는 추가적인 프로모터 성

분은 이 효과를 높일 수 있다. 

실시예 7. pWE.Ad35-3481의 생성.[0157]

상기와 같이, 코스미드 pWE.Ad35.pIX-rITR에서 아데노바이러스 삽입체는 그것의 5' 말단에서 Ad35 pIX 프로모터[0158]

를 함유한다. 이것은 pAdApt535-기저 적응체 플라스미드로 생성된 바이러스로 Ad35 pIX 프로모터의 재삽입을 이

끌 수 있다. 그러므로, Ad35 골격 코스미드의 새로운 형태는 pIX 프로모터 서열을 결손하는 것으로 만들어진다.

여기에, PCR 단편은 pIXcosF-2 및 Adapt35-3 프라이머로 생성되었다. 증폭은 각 프라이머(10μM stock) 3㎕,

2mM dNTP 혼합물 5㎕, 10x 완결한 완충용액(Mg
2+
를 포함하는) 5㎕, DMSO 1.5㎕, Pwo 효소 0.5㎕ 및 pAdApt35IP1

주형 10ng을 함유하는 용량 50㎕에서 Pwo DNA 폴리머라제(2.5 유니트/㎕; Genaxis)로 이루어졌다. PCR 프로그램

은 94℃에서 2분, 이어서 (94℃에서 30초, 60℃에서 30초 및 72℃에서 1.5분)의 5사이클로 정해졌고, 68℃에서

8분의 최종 단계로 끝맺는다. 생성된 1.2kb PCR 생성물은 5' 말단에 부착된 AatⅡ 및 NotI 부위를 가진 뉴클레

오티드 3481부터 뉴클레오티드 4663(WO 00/7071에서 발표된 바와 같은 Ad35 서열에 따른 번호화)까지의 Ad35 서

열을 함유한다. PCR 생성물은 제조업체의 지침서에 따라서 PCR purification kit(Qiagen)을 사용하여 정제하고,

제조업체의 지침서에 따라서 pPCR-Script Amp 벡터(Stratagene)로 클로닝하였다. 그 다음, 클로닝된 단편의 서

열은 서열화에 의해 밝혀졌고, 이어서 AatⅡ 및 AgeI로의 소화로 구축물로부터 제거되었다. 생성된 780bp 단편

은 제조업체의 지침서에 따라서 Geneclean spin kit (Bio101, Inc.)를 사용하여 젤로부터 정제되었다.

구축물 pWE.Ad35ΔNdeI(하기와 같은)은 또한 AatⅡ 및 AgeI로 소화되었고, 생성된 12kb 벡터 단편은 제조업체의[0159]

지침서에 따라서 Geneclean spin kit (Bio101, Inc.)을 사용하여 젤로부터 단리되었다. 양쪽 단리된 단편의 결

찰은 구축물 pWE.Ad35-3481ΔNdeI을 생성한다.

구축물 pWE.Ad35ΔNdeI의 구축은 WO 00/70071에서 기재되었고, 뉴클레오티드3401로부터 뉴클레오티드 6541에서[0160]

의 NdeI 부위까지의 Ad35 서열 및 뉴클레오티드 33167에서의 NdeI 부위에서부터 오른쪽 ITR의 말단까지의 Ad35

서열을 함유하고, 여기서 양쪽 Ad35 단편 모두는 NdeI 부위를 경우하여 연결된다(또한 WO 00/70071에서의 도 13

참조).

그 다음, pWE.Ad35-3481ΔNdeI은 NdeI로 선형화되고, CIP 효소(New England Biolabs)로 탈인산화되고, 제조업[0161]

체 지침서에 따라서 Geneclean spin kit (Bio101, Inc.)를 사용하여 젤로부터 정제되었다. 그 다음, 이 벡터

단편은 Ad35 wt DNA로부터 단리된 26.6kb NdeI 단편에 결찰된 후, 혼합물은 제조업체의 지침서에 따라서 λ-

phage packaging extracts (stratagene)을 사용하여 코스미드를 패키징하는 데에 사용되었다. 생성된 혼합물은

STBL-2 bacteria (Invitrogen)을 형질변환하는 데에 사용되어, pWE.Ad35-3481을 발생하였다. 

실시예 8. pIG35.55K의 구축[0162]

구축물 pIG35.44K는 인간 포스포글리세라이트 키나제 프로모터(hPGK) 및 HBV폴리아데닐화 서열에 작용하게 연결[0163]

된 Ad35 E1B-55K 유전자의 코딩 서열을 함유한다. 게다가, 그것은 RSV 프로모터 및 HBV pA에 작용하게 연결된

네오마이신 내성 유전자를 함유한다. pIG35.55K의 구축은 하기와 같다.

구축물 pIG270(WO 00/70071에서 기재된 바와 같이)은 EcoRI로 소화되고, Klwnow 효소로 처리되고, 제조업체의[0164]

지침서에 따라서 PCR purification kit (Qiagen)을 사용하여 정제된다. 그 다음, 회복된 DNA는 AgeI로 소화되

고, ~5kb 벡터 단편은 제조업체의 지침서에 따라서 Geneclean kit (Bio101, Inc.)을 사용하여 젤로부터 단리되

었다. 다음은, Ad35 E1B-55K 서열은 35D21 및 35B3 프라이머를 사용하여 pIG270 주형 DNA에서 PCR로 증폭되었

다. PCR 증폭은 PCR 혼합물에서 3%의 최종 농도에서의 DMSO를 사용하는 것을 제외하고는 제조업체의 지침서에

따라 2 ng 주형 DNA에서 Pwo DNA 폴리머라제 (Roche)으로 이루어졌다. 프로그램은 94℃에서 2분, 이어서 (94℃

에서 30초, 56℃에서 30초 및 72℃에서 30초)의 25사이클로 정해졌고, 72℃에서 10분의 최종 단계로 끝맺는다.
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생성된 PCR 단편은 PCR purification  kit(Qiagen)를 사용하여 정제되고 그리고 NcoI로 소화되었다. 튀어나온

(protrude) 말단에서 채우기 위하여 이어진 Klenow 처리에서, DNA는 AgeI로 추가 소화되고 다시 컬럼은 정제된

다. 그렇게 처리된 PCR 단편은 상기 제조된 EcoRI/AgeI 소화된 벡터 단편으로 클로닝되어 pIG270.ΔE1AΔ21K를

생성한다. pIG270.ΔE1AΔ21K는 AvrⅡ 및 XbrI로 소화되고, 튀어나온 말단은 Klenow 효소를 사용하여 채웠다.

PGK  프로모터  및  Ad35  E1B-55K  서열을  함유하는  2.9kb  단편은  상기와  같이  젤로부터  단리되었다.  다음,

pRSVneo4(하기와 같은 구축)은 BglⅡ으로 소화되고, Klenow 효소로 블런트(blunt)되고, 탈인산되고 젤로부터 단

리되었다. 그 다음, pIG270.ΔE1AΔ21K로부터의 블런트된 AvrⅡ/XbaI 단편은 상기 제조된 pRSVneo4 벡터 단편으

로 결찰되어 pIG35.55K를 얻었다. 

pRSVneo4는 하기와 같이 제조되었다: 구축물 pRSVhbvNeo(WO 00/70071에서 기재된)은 ScaI 및 BamHI으로 소화되[0165]

고, 튀어나온 말단은 Klenow 효소를 사용하여 채워졌다. Ampicilin 유전자 및 RSV 프로모터의 일부를 함유하는

1070bp  단편은 Geneclean  kit(Bio101,  Inc.)를 사용하여 젤로부터 단리되었다. 다음, pRSVhbvNeo는 ScaI  및

EcoRI로 소화되고 Klenow 및 neo 유전자, HBVpA, 벡터를 포함하는 3.2kb 단편으로 블런트되었고, Ampicilin 유

전자의 일부는 상기와 같이 단리되었다. 그 다음, 두 개의 단편은 결찰되어 pRSVneo4를 얻었다.

실시예 9. RSV 프로모터로 중재된 증가된 pIX 발현이 Ad35 바이러스의 안정성을 증가시키다.[0166]

pIX 유전자의 발현을 유도하는 이종성 프로모터의 예로서, RSV 프로모터는 LacZ 또는 루시페라제 리포터 유전자[0167]

를 함유하는 Ad35 적응체 플라스미드로 삽입되었다. RSV 프로모터는 pRc-RSV(Invitrogen)로부터 얻어질 수 있는

NruI/ApaLI  단편에 상응한다. 튀어나온 말단은 제조업체의 지침서를 따라서 Klenow 효소(New England Biolab

s)를 사용하여 채워졌다. RSV 프로모터를 함유하는 388bp 단편은 QIAquick Gel Extraction kit(Qiagen)를 사용

하여 아가로스 젤로부터 단리되었다. 적응체 플라스미드 pAdApt35.Luc 및 pAdApt35.LacZ은 BglⅡ로 선형화되고

Klenow 처리로 말단을 블런트하였다. BglⅡ는 트랜스진 발현 카세트의 SV40 다중-아데닐화 서열 뒤에서 소화한

다. pAdApt35-기저 적응체 플라스미드의 개시에 대해서는 WO 00/70071를 참조한다. 그 다음, 처리된 적응체 플

라스미드는  제조업체(Roche)의  지침서에  따라서  Shrink  Alkaline  Phosphatase(SAP)를  사용하여

탈인산화되었다. 그 다음, 단리된 RSV 프로모터 단편은 처리된 벡터의 각각으로 결찰되고 DH5α 적격 박테리아

(Invitrogen)으로 형질변환되었다. 콜로니는 pAdApt35.Luc.rsv 및 pAdApt35.LacZ.rsv를 야기하는 pIX 유전자에

대응하는 RSV 프로모터 전방(forward)-배향된(oriented) 삽입에 대하여 분석되었다. 

게다가, 적응체 플라스미드는 트렌스진 영역의 결실 후에 생성된 Ad35 재조합 바이러스로부터 PCR에 의해 단리[0168]

되었다. pAdApt35.LacZ 및 pWE.Ad35.pIX-rITR Ad35 골격 구축물의 트랜스펙션 및 이어진 플라크 정제로부터 생

성된 조 용해질 제조의 분석은 바이러스가 대략 2.8kb의 트랜스진 영역에서의 결실을 가진다는 것을 보여준다.

이 바이러스로부터의 5' 서열은 프라이머 35F1 및 35R4를 사용하여 단리된 DNA로부터 증폭된 PCR이었다. 반응은

제조업체의  지침서에  따라서  Pwo  폴리머라제(Roche)로  수행되었다.  프로그램 세팅은 하기와 같다:  94℃에서

2분, 이어서 (94℃에서 30초; 48℃에서 30초; 72℃에서 2.5분)의 5 사이클, 이어서 (94℃에서 30초; 56℃에서

30초; 72℃에서 2.5분)의 25 사이클, 그리고 68℃에서 8분의 끝맺음.

생성된 2kb 단편은 PCR purification kit(Qiagen)으로 정제되고, pCR.Ad35Δ2.8kb를 생성하는 제조업체의 지침[0169]

서에 따라서 pCR-Script-Amp으로 클로닝되었다. 이 플라스미드는 결실의 한도를 결정하기 위해 서열화되었다.

결실은 CMV 프로모터, 트랜스진 및 SV40 polyA의 대부분에 영향을 주었다. 이것은 pIX 유전자의 Ad35 서열 상류

에 대한 CMV 프로모터의 5' 317bp의 연결을 나타낸다. 이 CMV 단편은 세 개의 GC-박스 및 21-bp 복제품을 함유

한다(Boshart et al., 1985). 가능하게는, CMV 프로모터의 잔류된 서열은 더욱 안정한 바이러스를 생성하는 pIX

발현을 증대할 수 있다. 대체적인 가능성은 그 자체에서 더 작은 바이러스는 증가된 안정성을 나타낸다는 것이

다. 이것을 조사하기 위하여, 완전한 발현 카세트는 하기 방법으로 클로닝되었고, 이 신규 적응체 플라스미드를

가진 바이러스가 생성되었다. 증폭된 서열(pCR.C4 재-명명된)을 함유하는 pCR-Script-기저 벡터는 유일한 AvrⅡ

부위 전의(preceding) ΔCMV-pIX 서열을 갖는다. 벡터는 AvrⅡ로 소화되고, Klenow 효소로 블런트되고, 상기와

같이  SAP  효소(Roche)를  사용하여  탈인산화하였다.  적응체  플라스미드  pAdApt535.LacZ(실시예  5)  및

pAdApt.Luc(WO  00/70071)은 AvrⅡ 및 BglⅡ로 소화되고, DNA는 Klenow로 처리되어 튀어나온 말단을 채웠다.

LacZ 및 루시페라제 발현 카세트에 상응하는 단편(CMV-TG-pA)은 상기와 같은 젤로부터 단리되고, AvrⅡ 선형화

된 pCR.C4 벡터로 결찰되었다. 왼쪽 ITR에 상응하는 전방 배향에서의 카세트를 가진, 상기와 같이 적격세포에서

의 형질변환 및 클로니의 선별은 pCR.C4.LacZ 및 pCR.C4.Luc를 생성했다.

Ad35 바이러스는 신규 적응체 바이러스: PacI로 소화된 pCR.C4.LacZ, ApaI로 소화된 pCR.C4.Luc 및 PI-PspI로[0170]

소화된  각각의  pAdApt35.LacZ.rsv  및  pAdApt35.Luc.rsv를  사용하여  실시예  6에서  기재된  바와  같이
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생성되었다. 

적응체 플라스미드는 pWE.Ad35.pIX-rITR  또는 NotI로  소화된 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3를 가진 PER55K  세포(WO[0171]

02/40665)에서 코트랜스펙션되었다. 게다가, 적응체 플라스미드 pBr. Ad35.ΔE1AΔ21K.Luc(하기와 같이 구축)은

PI-PspI로 소화되고, NotI로 소화된 pWE.Ad35.pIX-rITR로 코트랜스펙션되었다. 전체 세포병원성 효과(CPE)에서,

배양은 하나의 동결/해동 사이클로 채취되고, 원심분리되어 세포 용해물를 분리하였다. 그 다음, 생성된 맑아진

용해질 300㎕은 T80 플라스크에 하루 전에 살포된(seeded) PER55K 세포를 재-감염하는 데에 사용되었다. 전체

CPE에서, 조 용해질은 제조되고, 트랜스진 발현에 대하여 시험하고 PER55K 세포에서 플라크 평가를 수행하기 위

하여 A549 세포를 감염시키는 데에 사용되었다.

A549 세포는 5×10
5
 세포/웰에서 6-웰 플레이트에 살포되고, 5시간 후에 LacZ 바이러스 저장물(stock) 중 하나[0172]

의 10, 1 또는 0.1㎕으로 감염되고, 2일동안 인큐베이션되었다. 그 다음, A549 세포는 LacZ 활성을 위해 염색되

었고, 파란색 세포는 계측되었다. 파란색 세포의 퍼센트는 표 2에 나타내었다.

LacZ 발현 바이러스는 RSV 프로모터가 결실된 CMV 프로모터에 비교된 바와 같이 pIX 유전자의 발현을 유도하는[0173]

경우에 명백하게 더욱 안정하다. 이들 결과는 루시페라제 바이러스로 확인되었다. 루시페라제 바이러스의 활성

을 측정하기 위하여, A549 세포는 1×10
5
 세포/웰에서 24-웰 플레이트에 살포되었고, 바이러스 저장물의 10, 1,

0.1 또는 0.01 ㎕로 감염되었고, 인큐베이션되었다.  2일 후, 세포는 PBS로 두 번 세척되었고, 용해 완충용액

(Promega) 100㎕에 재현탁되었고, 사용될 때까지 -20℃에서 저장되었다. 루시페라제는 제조업체의 지침서에 따

라서 Steady-Glo lusiferase asssay system(Promega)을 사용하여 측정되었다. 결과는 표 3에 나타내었다. 

실시예 3에서, 본 발명자들은 E3 영역 및 AdApt.Luc 또는 AdApt.LacZ 발현 카세트를 함유하는 완전히 E1-결실된[0174]

Ad35  바이러스는 안정하지 않다고 기재하였다. 분명하게는, 새로이 기재된 구축물에서, pIX에 앞서는 결실된

CMV 프로모터는 트랜스진 영역의 결실을 막지는 못했다. 하지만, pIX 유전자를 유도하는 RSV 프로모터로, 본 발

명자들은  현재에는  야생형  길이보다  더  긴  바이러스를  생성할  수  있다.  Ad35.AdApt.Luc.rsv  및

Ad35.AdApt.LacZ.rsv는 각각 35kb 및 36.5kb이다(또한 도 2 참조). Ad35.ΔE1AΔ21K.Luc(36.4kb)는 또한 높은

트랜스진 활성을 나타냈다.

다음, 본 발명자들은 바이러스가 플라크 정제 후 손상되지 않았는지를 시럼하였다. 여기에, PER55K 세포는 0.9[0175]

×10
6
 세포/웰에서 6-웰 플레이트에 살포되었고, Ad35.AdApt.LacZ 조 용해질의 다른 10배 희석물로 감염되었다.

10
-5
 내지 10

-8
의 희석물로 플레이트화되었고, 다음날 아가 오버레이(overlay)를 첨가하였다. 여기에, 세포는 처

음에 PBS로  세척된 다음,  아가로스(SeaPlaque  GTG;  H2O  중 2.5%,  7.2㎖)와 함께 2xMEM(GibcoBRL;  9.14㎖),

FBS(Gibco; 0.36㎖), MgCl(4.9M; 0.037㎖)를 혼합하여 제조된 예비-상온된(pre-warmed) 아가 용액 3㎖을 첨가

하였다. 고체화 후, 플레이트는 37℃/5% CO2에서 추가로 인큐베이션되었다. 4일 후, 플라크는 가시적이고 LacZ

염색 용액이 아가의 상부에 웰에 첨가되고, 서서히 배출되었다. 모든 바이러스는 명백하게, 10
-7
 내지 10

-9
의 범

위에서의 분리된 플라크를 나타내지만, RSV 프로모터를 유도하는 pIX 유전자와 바이러스의 경우에서만, 모든 플

라크는 푸르게 염색되었다. 양 쪽 경우에, 결실된 CMV 프로모터가 플라크의 일부 이상에 pIX를 유도하는 곳은

염색되지 않았다. 이것은 패키징가능한 게놈 크기/안정성이 pIX를 조절하는 RSV 프로모터를 가진 바이러스에서

증가된다는 것을 보여준다.

본 발명은 처음으로 기능성인 E1B 유전자의 아데노바이러스 혈청형 35 결핍한 발현으로부터 유도된 또는 기초한[0176]

안정한 재조합 아데노바이러스를 제공한다. 이러한 아데노바이러스는 E1-영역에서 적어도 결실을 갖는다. 특히

본 발명에 의해 제공된 구현예에서, 상기 안정한 재조합 아데노바이러스는 4.2kb 이상의 외래 삽입 서열 및, 본

발명에 따른 방법을 사용하여, 33.4kb 이상의 패키징된 게놈 크기를 갖는다. 그러므로, 본 발명의 목적은 a)

4.2kb 이상의 외래 핵산 서열을 내포하는, 및/또는 b) 33.4kb 이상의 패키징된 게놈 크기를 갖는, 안정한 재조

합 아데노바이러스를 제공하는 것이다. 특히 구현예에서, 본 발명은 a) 적어도 4.6kb의 외래 핵산 서열을 내포

하는, 및/또는 b) 33.8kb 이상의 패키징된 게놈 크기를 갖는, Ad35 또는 Ad11 기저 재조합 아데노바이러스를 제

공하는  것이다.  대체가능하게는  또는  여기에  추가로,  상기  패키징된  게놈  크기는  적어도  개별적으로  34.6,

35.0, 36.1 및 36.5kb이다. 이들 구현예에서의 외래 서열은 pIX의 발현을 유도하는 이종성 프로모터를 포함할

수 있다. 또 다른 관점에서, 상기 안정한 재조합 아데노바이러스는 혈청형 11의 것이다. 본 발명의 이 관점에

따른 안정한 아데노바이러스는 패키징하는 아데노바이러스에 계대배양되어, 10% 미만의, 바람직하게는 5% 미만

의, 바람직하게는, 예를 들어, 실시예 3에서 예시된 PCR 방법에 의해 측정될 수 있는 바와 같이, 재조합 아데노
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바이러스에서  외래  서열에서  결실이  발생하는  분리된  클론이  하나도  없는,  재조합  아데노바이러스의  일단

(batch)을 제공할 수 있다. 

pBr.Ad35.ΔE1AΔ21K.Luc(상기와 같은)은 하기와 같이 제조되었다. 구축물 pBr.Ad35.ΔE1AΔ21K(WO 02/40665)[0177]

은 HpaI로 소화되었고, CIP(New England Biolabs)로 탈인산화되었고, 5kb 벡터 단편은 젤로부터 단리되었다. 구

축물 pBr.Ad35.ΔE1A.Luc은 또한 HpaI로 소화되었고, 3.3kb 삽입체는 젤로부터 단리되었고, 단리된 벡터 단편과

결찰되었다. 이어진 STBL-2 적격세포(Invitrogen)로의 형질변환에서, 콜로니는 올바른 배향에서 삽입체와 함께

선별되었다. 이것은 구축물 pBr.Ad35.ΔE1AΔ21K.Luc를 생성했다. pBr.Ad35.ΔE1A.Luc(또한, 그것이 아직 E1B

영역을 함유하기 때문에 pBr.Ad35.E1B+.Luc로 불리우는)는, AvrⅡ 및 BglⅡ 소화 및 Klenow 효소로 블런트된 후

pAdApt.Luc로부터 얻어진,   AdApt.Luc  카세트를 SnaBI  및  HindⅢ로 소화되고 Klenow로 블런트된 벡터 단편

pBr.Ad35.leftITR-pIX(WO 02/40665)로 삽입하는 것으로 만들어졌다. 전방 배향에서 발현 카세트와의 콜로니는

선별되어 pBr.Ad35.ΔE1A.Luc를 얻었다. 

실시예 10. pIX 조절(regqulatory) 서열의 동정화[0178]

이전의 실시예는 E1A 및 E1B에 대한 코딩 서열이 완전히 제거되는 Ad35 제조합 바이러스는 게놈 크기가 증가된[0179]

다면 점증적으로 더욱 불안정하게 된다. 본 발명자들은 이 응용에서 pIX 발현을 유도하는 이종성 프로모터가 상

기 불안정성을 극복할 수 있다는 것을 보여 준다. WO 02/40665 및 상기에서, 본 발명자들은 완전한 E1B-55K 코

딩 서열을 유지하는 Ad35 바이러스가 PER.C6에서 생산되고 안정할 수 있다. 전체 E1B 코딩 서열을 유지하는 바

이러스에 대해서도 사실이다(WO 00/70071; Abrahamsen et al., 1997). 이들 결과들은 pIX 유전자의 발현이 서

브그룹 C에서 pIX 유전자에 비교된 바와 같이 서브그룹 B 바이러스에서 다르게 조절된다. E1B 프로모터에 의해

유도된 E1B-55K 유전자를 유지하는 바이러스가 안정하므로(상기와 같이), pIX 조절 서열은 아마도 이 영역에서

위치될 것이다. 이것을 조사하기 위하여, 본 발명자들은 55K 서열의 3' 말단의 다른 길이를 유지하는 일련의 구

축물을 생성하였다. 여기에, pB4.Ad35ΔSM.AdAptLacZ는 우선 하기와 같이 생성되었다. 구축물 pBr.Ad35.lITR-

pIX(WO 00/70071에서 개시된)는 SnaBI 및 MfeI로 소화되었고, Klenow로 블런트되고, SAP 효소(Roche)로 탈인산

화되었다. 그 다음, 4.4kb 벡터 단편은 아가로스 젤로부터 단리되었다. 구축물 pAdApt.LacZ(LacZ 트랜스진 삽입

체를 가진 Ad5-기저 적응체 플라스미드 pAdApt; WO 99/55132)는 AvrⅡ 및 BglⅡ(그리고, 임의로 단편 크기에서

차이를 증가시키기 위하여 SalI)로 소화되고, Klenow 효소로 블런트되었다. 4.2kb CMV.LacZ.pA 삽입체는 결찰되

어 pBr.Ad35ΔSM.AdAptLacZ를 생성했다(도 7). 배향은 올바른 배향에서의 결찰이 AvrⅡ 부위  및 MfeI 부위 모

두를 복구(restore)하므로, 제한 효소로 확인되었다. 구축물 pBr.Ad35ΔSM.AdAptLacZ은 pIX 유전자에 개별적인

wt 위치에서 0.6kb 3' E1B-55K 서열(wt Ad35 nucl 2804-3400)을 유지한다. 이전에, 본 발명자들은 PER.C6 세포

에서 증식이 불가능한 것으로 나타났으므로(pBr.Ad35ΔSM; WO  02/40665), 이들 55K 서열이 기능성인 E1B-55K

단백질의  발현을  유도하지는  않는  것을  나타내었다.  pBr.Ad35ΔSM.AdAptLacZ로부터  시작하여,  다른  결실은

MfeI(MunI의 이소쉬조머(isoschizomer)) 및 StuI, NsiI 중 하나로 소화되고 개별적으로 5' 또는 3' 오버행의

경우에 T4 DNA 폴리머라제 또는 Klenow를 사용하여 내밀은 말단을 블런트하는 것으로 680bp(0.7kb) E1B-55K로

만들어질 수 있다. 소화된 DNA의 재결찰은 상기와 같이 pWE.Ad35.pIX-rITR로 코트랜스펙션하는 것으로 PER55K

세포에서 재조합 바이러스를 생성하도록 사용될 수 있는 기능성인 적응체 플라스미드를 생성한다. 추가적인 구

축물은 효소 DraⅢ, Bsu36I, BssHⅡ를 사용하여 제조되고, 당업자들에게 잘 알려진 방법을 사용하여 부분적으로

벡터(LacZ 유전자 또한 이들 효소에 대한 인식 부위를 함유한다)를 소화하고, 올바른 클론의 선별로 이어진다.

안정성은 상기와 같이 Ad35.AdApt.LacZ.rsv 구축물에 대하여 시험된다. 안정한(즉, 트랜스진 영역에서 결실을

얻지 못하는) 구축물은 pIX 발현에 대한 알맞은 조절 영역을 함유한다. 추가로, 리포터 유전자의 서열 상류를

삽입하는 것으로 주어진 서열에서 직접적으로 프로모터 활성을 시험하는 것이 가능하다. pGL3basic(Promega)는

이러한 리포터 유전자 구축물이다. MunI 및 pIX 유전자의 개시 사이의 영역은 프라이머 세트 Ad3555KmfeF 및

Ad35pIXNcoR을 사용하여 증폭되었다. 이 PCR(94℃에서 2분; 이어서, [94℃에서 30초, 59℃에서 30초, 72℃에서

60초의  30  사이클;  이어진  68℃에서  8분;  추가의  3%  DMSO를  갖고  제조업체의  지침서에  따른  효소:

Pwo(Genexis))는 2804로부터 3491까지의(wt Ad35에서와 같은 번호화) Ad35 서열을 증폭하고, 그것으로 인하여

NcoI 부위로 pIX의 개시 코돈 주위의 서열을 변화하고, 5' 말단에서 HindⅢ 부위를 도입하였다. 이 증폭된 단편

은 HindⅢ 및 NcoI로 소화되고 pGL3basic으로 클로닝되고 동일한 효소로 소화되어 pGL3-MN를 생성하였다. 그 다

음, pGL3-MN은 예를 들어, PacI, NsiI, StuI, Bsu36I, BssHⅡ 또는 BglⅡ로 소화된 HindⅢ와 화합하는 것으로

루시페라제  코딩  영역의  서열  상류를  결손하는  데에  사용되고,  튀어나온  말단의  블런트화  및  재결찰이

이어졌다. 프로모터 활성은 제조업체의 지침서에 따라서 리포펙타민 시약을 사용하여 PER.C6 세포로 얻어진 구

축물의  일시적인  트랜스펙션으로  시험되었다.  루시페라제  활성은  제조업체  지침서에  따라서  Steady-Glo

lusiferase assay system (Promega)를 사용하여 트랜스펙션의 2일 후에 분석된다. 대체가능하게는, pGL3basic
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벡터로, 다른 영역은 삽입되고, 영역은 Ad35 E1B-55K 영역에서 특이 서열에 직접하는 5'(전방) 프라이머를 사용

하는 PCR 증폭으로 생성되고 그리고 Nco-pIXrev 프라이머와 화합된 5' 말단에 부착된 HindⅢ 부위를 갖는다. 이

방법에서 크로닝을 위한 유일한 제한 부위의 존재에 한정되지는 않는다.

pIX  프로모터의 위치화는 추가로 추정의 프로모터 서열을 찾기 위한 소프트웨어를 사용하여 추가 조사되었다[0180]

(Reese and Eeckman, 1995). 도 8은 55K 코딩 서열에 직접적으로 연결된 E1B 프로모터에 대한 프라이머 점수

(0.65에서 최소값 세트)를 나타낸다(pBr.Ad35.ΔE1AΔ21K에서처럼). 영역 A는 E1A 프로모터에 상응하고, 영역 B

및 C는 55K 코딩 영역 안에 위치한다. pIX 상류 영역은 프로모터 서열로서 인식되지 않는다. 영역 C는 세 가지

중 가장 높은 점수(0.96)를 갖고(알려진 E1B 프로모터보다도 더 높은), 그러므로 pIX 발현에 영향을 주는 서열

을 포함할 수 있다.

실험적으로 가능한 pIX 프로모터를 위치화하고 동정화하기 위하여, 55K 코딩 서열의 3'-말단의 다른(겹쳐지는)[0181]

일부에 상응하는 일련의 작은 단편이 생성된다. 도 9는 도식적으로 추정의 프로모터 영역 및 pIX 유전자에 상대

적인 이들 단편 및 그것들의 위치를 나타낸다. 단편은 나타내어진 효소를 사용하여 제한 소화로 생성된다. 단편

은 Klenow(5' 튀어나온 말단) 또는 T4 DNA 폴리머라제(3' 튀어나온 말단)로 블런트되고 또한 Klenow 처리로 블

런트된 pGL3basic  vector(Promega)의 NcoI  부위로 클로닝되고 SAP 처리(Roche)로 탈인산화된다. 이어진 적격

박테리아로 형질변환에서, 얻어진 플라스미드는 제한 소화로 삽입체의 배향에 대하여 확인된다. 그 다음, 프로

모터 활성은 제조업체의 지침서에 따라서 리포펙타민 시약을 사용하여 PER.C6 세포로 얻어진 루시페라제 구축물

의 일시적인 트랜스펙션으로 분석된다. 빈(empty) pGLbasic 프라스미드는 음성적인 대조군으로서 제공한다. 추

가적인 조정은 상기와 같이 pGL3basic의 블런트된 NcoI 부위로, ⅰ)Ad35 pIX 프로모터를 함유하는 pAdApt535로

부터의 BglⅡ-MfeI 단편, ⅱ) 388bp NruI-ApaLI RSV 프로모터 단편(상기와 같은), 또는 ⅲ) PCR 단편으로서의

Ad35 pIX 상류 영역을 클로닝하는 것으로 만들어진다. Ad35 상류 pIX 영역은 프라이머 SV40-for 및 5'-인산화된

Ad35pIXrev를  사용하여  pAdApt35IP1에서  증폭된다.  이어진  증폭에서  DNA는  BglⅡ로  소화되고  Klenow로

처리된다.

또한, 구축물은 E1A 발현에서 의존도를 조사하기 위하여 아데노바이러스 E1(예를 들어, A549, Hela)를 함유하지[0182]

않는 인간 세포로부터 트랜스펙션된다.

또한, 단편 적응체 플라스미드 pBr.Ad35ΔSM.AdAptLacZ로 클로닝되어(상기와 같이) 재조합 바이러스를 생성하고[0183]

바이러스 게놈 안정성을 연구할 수 있다. 여기에, 구축물 pBr.Ad35ΔSM.AdAptLacZ은 MfeI 및 BglⅡ로 소화되고,

Klenow 효소로 블런트되고, 탈인산화된다. 벡터 단편의 젤 단리 후, DNA는 상기(도 9 참조)와 같이 단편으로 결

찰되어 pIX 유전자의 55K 단편 상류의 길이를 다양하게 하는 적응체 플라스미드의 세트를 발생시킨다. 바이러스

는 상기와 같이 구축물 pWE.Ad35.pIX-rITR로 생성될 수 있다. 대조군 트랜스펙션은 pBr.Ad35ΔSM.AdAptLacZ,

pAdApt35.LacZ 및 pAdApt35.LacZ.rsv 구축물로 이루어졌다. 전체 CPE의 출현(appearance)에서, 세포 및 배지는

하나의 동결/해동 사이클에 의해 채취되고, 새로운 PER55K 세포를 재감염하는 데에 사용된다. 세포 및 배지는

다시 전체 CPE에서 채취되고, 조 용해질는 제조되고 플라크 평가를 수행하는 데에 사용된다. 플라크의 출현 후,

X-gal 염색 용액는 LacZ 발현을 확인하기 위해 첨가된다.

상기 실험의 결과는 Ad35 E1b-55K 영역에서 pIX 조절 서열의 위치를 찾는 것을 목표로 한다.[0184]

또 다른 대체로서, pIX 발현은 재조합 바이러스의 생성을 위한 이종성 프라이머로서 E1B 프로모터에 의해 유도[0185]

될  수  있다.  여기에,  pAdApt535.LacZ는  MfeI  및  BglⅡ로  소화되고,  이어서  블런트  말단에  Klenow  효소

처리되고, 탈인산화된다. 그 다음, 이렇게 처리된 4.8kb 벡터 단편은 젤로부터 단리된다. E1B 프로모터 영역은

표적 DNA로서 pBr.Ad35.leftITR-pIX 및 Epr-F 및 Epr-R 프라이머를 사용하여 PCR 단편으로서 단리되는 것으로,

양쪽  프라이머는  인산화된다.  PCR은  제조업체의  지침서에  따라서  Pwo  DNA  폴리머라제(Genexis/Inno-train

Diagnostik Gmbh)로 이루어진다. 그 다음, 생성된 151bp 단편은 단리된 백터에 클로닝되어 pAdApt35Epr.LacZ를

생성한다.

그 다음, 이 플라스미드는 Ad35-기저 바이러스를 생성하고 상기와 같이 안정성을 시험하기 위하여 사용된다.[0186]

pIX  서열을 함유하는 다른 전사물을 동정화하기 위하여, RNA는 감염된 세포로부터 단리되고, RNA를 함유하는[0187]

pIX는 표지화된 특이 프로브와의 하이브리드화로 동정화된다. 여기서, PER55K 세포는 하기 바이러스로 10 및 50

의  다수의  간염에서  감염된다:  wtAd35,  Ad35.E1B.AdApt.Luc,  Ad35ΔE3.AdApt.Luc,  Ad35ΔE3.AdApt535.Luc,

Ad35.AdApt.Luc.rsv.  감염된  세포는  8시간  후에  채취되고(wtAd35  또한  2  및  18시간  후),  RNA는  TRI-zol

Reagent(Invitrogen)를 사용하여 단리된다. 이 RNA는 1.5% 아가로스 젤에서 크기 분류되고, Northern 블로트에
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이동되고, pIX 코딩 영역으로부터 유도된 
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P-표지화된 프로브에 하이브리드화된다. 공정은 당업자들에게 잘 알

려져  있다(Molecular  Cloning:  A  laboratory  manual,  by  Sambrook  and  Russell,  2001  또는  이전  버전에

기재된). RNA의 길이는 알려진 RNA 크기 마커가 포함되는 지를 결정될 수 있고, pIX 서열을 함유하는 RNA 종의

표시를 나타낼 것이다. E1B 프로모터에서 개시하는 mRNA를 동정화하기 위하여, 블로트는 벗거지고, 5' 21K 프로

브로 재하이브리드화될 수 있다. E1B-21K 프로브에 하이브리드화되지 않는 pIX-함유 전사물은 E1B 프로모터과는

다른 프로모터에 의해 생성될 가능성이 있다. 

가능한(및 예상되는) 접합 사건에 기인하여, 이 방법을 통해 전사 개시 부위를 정확하게 결정하는 것은 아직 어[0188]

렵다. 이것은 하기와 같이 이루어질 수 있다. 단리된 RNA는 cDNA로 역 전사되고, cDNA는 pIX 코딩 서열: pIXrev

및 네스티드(nested) 프라이머 pIXrev-N2에 직접적인 역 프라이머를 갖고 제조업체의 지침서에 따라 GeneRacer

System(Invitrogen)를 사용하여 RNA를 함유하는 pIX의 5' 말단을 특이적으로 증폭하는 데에 사용된다. 증폭된

단편의 클로닝 및 서열화는 전사 개시 부위의 그리고 pIX 서열을 함유하는 mRNA의 5' 서열의 위치를 나타낸다.

이 방법에서, 가능한 pIX 코딩 mRNA은 동정화된다. 상응하는 재조합 아데노바이러스의 pIX 표현 및 안정성 사이

의 상호관계는 또한 결정될 수 있다. 

실시예 11. 군 B 아데노바이러스로부터의 E1B 및 pIX 서열[0189]

상기 실시예는 실시예로서 Ad35 바이러스를 사용한다. 서로에게 적격한 동종성을 갖는 서브그룹 B의 다른 일원[0190]

(member)은 비교할 수 있는 pIX 조절을 가질 수 있다.

이것을 조사하기 위하여, 본 발명자들은 서브그룹 B 일원의 E1B 및 pIX 서열을 정렬하였다. Ad7의 서열(SEQ.[0191]

ID. NO. 57)은 Genbank 수탁 번호 X03000을 통해서 이용가능하다. Ad11의 서열(SEQ. ID. NO. 56)은 Ad35 서열

(SEQ. ID. NO. 55)에 대하여 상기(WO 00/70071)와 유사한 Lark Technologies (UK)에 의해 수행된 Ad11p wt 바

이러스로부터 단리된다. Ad11 및 Ad35는 서로에게 매우 동종성을 갖고(전체 98.1% 유사성), 중심의 차이는 헥손

및 화이버 놉(fiber knob)에 위치된다. Ad11 서열은 또한 WO 02/053759에서 기재된다. E1A의 다중-아데닐화 부

위(pA) 및 pIX 유전자의 pA 하류 사이의 서열은 정렬에서 사용된다(도 10). Ad35은 Ad11에 98.4% 그리고 Ad7에

82.9%의 전체 유사성(이 영역에서)을 갖는다. 이것은 pIX 발현이 이들 바이러스에서 동일한 방법에서 조절되는

것이 매우 가능성있게 한다.

그러므로, 이전의 실시예에서 예증된 바와 같이 본 발명에 따른 방법 및 수단은 안정성 및/또는 여기에서 Ad11[0192]

및 Ad7로 예증된, 서브그룹 B의 다른 재조합 아데노바이러스의 삽입 용량을 증가시키는 것에 사용될 수 있다. 

실시예 12. Ad5 보충 세포주에서 Ad5-E4/Orf6를 발현하는 E1-결실된 Ad35 바이러스의 생성.[0193]

아데노바이러스 혈청형 35 게놈의 서열화뿐만 아니라 플라스미드-기저 벡터 시스템의 구축 및 재조합 Ad35-기저[0194]

바이러스의 생성은 WO 00/70071에서 자세하게 기재되고 있다. 

pAdApt35IP1(ECACC  수탁번호 P02041228,  이 플라스미드의 클로닝 세부사항은 WO 00/70071를 참조)로 Ad5-E4-[0195]

orf6의  클로닝은  하기와  같이  수행되었다.  플라스미드는  NheI  및  AvrⅡ로  소화되었고,  Calf  Intestine

Phosphatase(New England Biolabs)로 탈인산화되었다. 소화된 DNA는 GeneClean kit를 사용하여 젤에서 단리되

었다. 플라스미드 pΔMT.Orf6.Hygro(도 11,  ECACC  수탁번호 P02041226)는 NheI로 소화되었고, 이어서 XbaI로

부분적으로   소화되었다.  젤에서  생성된  띠의  분리  후,  E4-orf6  서열에  연결된  ΔMT  프로모터에  상응하는

1350bp  단편은  젤에서  정제되었다.  다음은,  양쪽  단리된  단편은  결찰되었고,  전자적격  DH10B  세포

(Invitrogen/LifeTechnologies)로 형질변환된 후, SV40 폴리(A) 신호에 관하여 올바른 배향에서 삽입체와의 콜

로니는 큰 규모 DNA 제조를 위해 선별되었다. 이것은 돌연변이된 메탈로티오네인 프로모터(ΔMT)에 기능성으로

연결된  Ad5  E4-orf6  코딩  서열을  함유하는,  구축물  pAd35.ΔMT.Orf6(도  12)를  나타냈다.  ΔMT  프로모터는

Hagmeyer et al. (1996)에 의해 개시되어 있다. Ad5 E4-orf6 서열은 Ad5 서열에서 뉴클레오티드 33193 내지 뉴

클레오티드 34077에 상응한다(Genbank 수납 번호 M73260). Ad5 E4-orf6 단백질의 발현이 Ad5 보충 세포에 가능

한 전체로 E1-결실된 Ad35 벡터를 생산하게 하는 가를 확인하기 위하여, pAd35.ΔMT.Orf6는 PER.C6 세포로 Ad35

골격 구축물 pWE.Ad35.pIX-rITR과 함께 코-트랜스펙션되었다. 여기에, pAd35ΔMT.orf6는 PI-Psp-1로 소화되었

고,  pWE.Ad35.pIX-rITR은 NotI로 소화되어 골격으로부터 아데노바이러스 삽입체를 해방시켰다.  2㎍의 소화된

pAd35.ΔMT.Orf6 및 6㎍의 소화된 pWE.Ad35.pIX-rITR은 LipofecAmine을 사용하여 트랜스펙션되었다. 트랜스펙

션 혼합물은 T25 플라스크 당 3.5×10
6
 세포의 밀도로 하루 전에 살포된 PER.C6 세포에 첨가되었다. 다음날 배

지는 PER.C6 배양 배지(10% FBS를 가진 DMEM 및 10mM MgCl2)로 교환되었고, 세포는 37℃/10% CO2에서 추가로 인
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큐베이션되었다. 대조군 트랜스펙션은  pAdApt35.Luc로 코-트랜스펙션된 pWE.Ad35.pIX-rITR 및 pWE.Ad35.pIX-

rITR 단독으로 수행되었다. 트랜스펙션 2일 후, 세포는 T25에서 T80 플라스크로 이동되었고, 상기와 인큐베이션

되었다. 다시 3일 후, Ad35 골격과 함께 pAd35.ΔMT.orf6으로 트랜스펙션된 배양은 바이러스 복제를 나타내는

세포병원성 효과(CPE)을 나타냈고, 추가의 인큐베이션 2일 후 (세포 및 배지를 포함하여) 채취되었다. 세포 현

탁액은 2 라운드의 동결/해동 사이클에 도입되고, 생성된 재료(조 용해질)는 추가로 사용될 때까지 -20℃에서

유지되었다. 다른 플라스크는 CPE를 나타내지 않았고, T80로 이동 후 6일동안 T80 플라스크에서 1:3 계대배양되

었다. 5일 후에 다시 pAdApt35.Luc + pWE.Ad35.pIX-rITR 트랜스펙션된 플라스크는 몇 개의 CPE-유사 사건을 보

였지만, 이것은 추가로 진행되지 않았다. pAd35.ΔMT.Orf6 트랜스펙션으로부터 생성된 조 용해질의 0.2 및 0.5

㎖은 T80 플라스크에서 대략 85% 컨플루언시에서 PER.C6 세포를 재감염시키는 데에 사용되었다. 이것은 인큐베

이션 1일 후 전체 CPE에서 감염성 바이러스가 조 용해물에서 존재되었다고 나타내는 것을 보여준다. 이들 배양

은 또한 두 번의 동결/해동 사이클에 의해 채취되었다. PER.C6에서 구축물 pAd35.ΔMT.Orf6 단독으로의 추가적

인 대조군 트랜스펙션은 orf6 발현 자체가 세포 독성 및 CPE-유사 세포 죽음을 나타내지 않는다는 것을 확인하

기 위하여 수행되었다. 결론적으로, pWE.Ad35.pIX-rITR과 함께 pAd35.ΔMT.Orf6과의 트랜스펙션만이 CPE 및 바

이러스 복제를 나타냈다. 

PCR 분석은 이전 E1 영역을 대체하는 Ad5-E4-Orf6를 가진 Ad35-기저 바이러스 게놈의 존재를 확인하기 위하여[0196]

수행되었다. 여기에, 바이러스 DNA는 하기와 같이 조 용해질 샘플로부터 단리되었다. 조 용해질 재료 275 ㎕은

37℃에서 30분동안 DNaseI(10㎎/㎖) 10㎕로 인큐베이션되었다. 이어서, 0.5 M EDTA(pH 8.0) 6.0 ㎕, 20 % SDS

7.5 ㎕ 및 20 ㎎/㎖ 프로테이나제 K 1.5 ㎕은 첨가되었고, 교란되어 혼합되었다. 그 다음, 혼합물은 1시간동안

50℃에서 인큐베이션되었다. 최종적으로, 바이러스 DNA는 GeneClean Spin Kit(Bio 101, Inc.)를 사용하여 단리

되었다. 단리된 DNA 2㎕는 프라이머 35psi-For 및 35R4를 사용하여 PCR 증폭하였다. 프로그램은 94 ℃에서 2

분, 이어서 94 ℃에서 30 초, 58 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 5 분의 30 사이클로 정해졌고, 72℃에서 10분동안

인큐베이션되는 것으로 종결되었다. 프라이머는 Ad35 서열에 특이적이고, 패키징 서열로부터 nt 4669 (wt Ad35

서열에서와 같은 번호화)까지의 범위의 2.9kb의 단편을 생성하고, Ad5 orf6 트랜스진 카세트를 포함한다. 얻어

진  PCR  단편의  전기영동(electrophoresis)은  단편이 적응체 플라스미드 pAd35.ΔMT.Orf6에서  생성된 대조군

PCR 단편과 부합되는(match) 예상된 길이를 갖는다는 것을 나타낸다. 그러므로, 전체로 E1-결실된 Ad35-기저 벡

터는 바이러스가 또한 Ad5-E4orf6를 발현한다면 Ad5 보충 세포에서 만들어질 수 있다.

실시예 13. pWE.Ad35.pIX-rITR5E4의 구축물[0197]

처음 PCR 단편은 프라이머 DF35-1 및 35FR를 사용하여 증폭되었다. 증폭은 추가적인 DMSO(Sigma, 최종 농도 3[0198]

%)를 가진 Pwo DNA 폴리머라제(Roche)를 사용하여 주형 DNA로서 pWE.Ad35.pIX-rITR(WO 00/70071 참조)을 가지

고 이루어졌다. 프로그램은 하기와 같다: 94 ℃에서 2 분, 이어서 (94 ℃에서 30 초, 52 ℃에서 30 초, 72 ℃에

서 3 분)의 30 사이클, 그리고 완전한 단편이도록 하기 위한 72 ℃에서 8 분동안의 최종 단계. 증폭은 Ad35 서

열의 nt 30224 내지 31805에 상응하는 1.6kb 단편을 나타냈다. BamHI 부위는 3' 말단에 도입되었다. 증폭된 DNA

는 GeneClean Kit를 사용하여 젤에서 정제되었고, pCRScript/Amp cloning vector kit(Stratagene)에 결찰되었

다. 이어진 전자적격 DH10B 세포로의 형질변환에서, 백색 콜로니는 추가의 분석을 위해 선별되었다. 이것은 구

축물 pCR-fiber35을 나타냈다. 블런트 클로닝에 기인하여, PCR 단편은 2 배향에 삽입될 수 있었다. 5' 말단에서

pCRScript/Amp 벡터의 다중연결체에서 BamHI 부위와 삽입체를 갖는 클론은 선별되었다. 그러므로, BamHI와의 소

화는 1.6kb 단편을 나타낸다. 서열화는 PCR 단편의 올바른 증폭을 확인하였다. 두 번째 PCR 단편은 프라이머:

5E4F  및 5E4R을 사용하여 증폭되었다. 증폭은 pWE.Ad5.AflⅡ-rITR(WO  02/40665에서 기재된 ECACC  수탁 번호

P97082116)에서  여분의  PacI  부위를  함유하는  코스미드  벡터인,  pWE.Ad5.AflⅡ-rITRsp과  이루어졌다.

pWE.Ad5.AflⅡ-rITRsp는 상기와 같이 Pwo DNA 폴리머라제를 사용하는 주형으로 제공될 지라도, pWE.Ad5AflⅡ-

rITR은 또한 동일한 목적을 위해 사용될 수 있다. 젤에서의 정제 후, DNA는 SstI 및 BamHI(양쪽 부위는 PCR 중

에 도입되었다)로 소화되었고, 3kb  단편은 GeneClean  kit를 사용하여 아가로스 젤로부터 정제되었다. 증폭된

Ad5 E4 영역은 Ad5 서열의bp 32794 내지bp 35828에 상응한다. 세 번째 PCR 단편은 프라이머: 355ITR 및 353ITR

을 사용하여 pWE.Ad35.pIX-rITR에서 생성되었다.  PCR  증폭은 상기와 같이 수행되었다.  생성된 160bp  단편은

SstI 부위 (5' 말단) 및 EcoRI 부위 (3' 말단)에 의해 측면화(flank)되었다. 상기와 같이 젤로부터의 정제 후,

DNA는 SstI EcoRI로 소화되었다. 그 다음, Ad35의 오른쪽 ITR에 상응하는 160bp 단편은 낮은 녹는점 아가로스

젤에서 소화된 말단으로부터 분리되었고, 젤에서 수집되었다. 다음은, pUC119는 BamHI 및 EcoRI로 소화되었고,

3.1kb 단편은 GeneClean kit를 사용하여 젤로부터 정제되었다. 그 다음, 상기 처리된 두 번째 및 세 번째 PCR

단편은 BamHI/EcoRI 소화된 pUC119로 결찰되어 pUC.Ad5E4-35ITR을 생성하였다. 클로닝된 PCR 유도 삽입체는 올

바른 증폭을 증명하기 위하여 서열화되었다. 다음은, pCR-fiber35에서 1.6kb 삽입체는 BamHI로 절개되었고, 단
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편은 상기와 같이 젤로부터 정제되었다. pUC.Ad5E4-35ITR은 또한 BamHI으로 소화되었고, 선형 단편은 젤로부터

정제되었다. 서로에 대하여 올바른 배향을 가진, 양쪽 단편의 결찰 및 클론의 선택은 pUC.35-5E4를 생성했다(도

14). pUC.35-5E4의 구축을 이끄는 단계는 개략적으로 도 13에서 나타낸다. pUC.35-5E4에서 아데노바이러스 삽입

체는 pBr.Ad35.PRn(도 15; WO 00/70071 참조), Ad35 3' 서열과의 구축물로 하위-클로닝되었다. 여기에, 구축물

pUC.35-5E4는  ㎖uI  및  NotI로  소화되었고,   4.7kb  단편은 GeneClean  kit를  사용하여 젤에서 정제된다.  그

다음, 이 단편은 구축물 pBr.Ad35.PRn의 ㎖uI 및 NotI 소화로부터 생성된 벡터 단편으로 결찰된다. 이 16.3kb

단편은 agarose engyme(Roche)를 사용하여 젤로부터 정제되었다. 그 다음, 결찰은 DH10B 적격세포로 형질변환되

었다. 생성된 구축물은 pBR.Ad35.PR5E4로 명명되었다(도 16, ECACC 수탁 번호 P02041229). 마지막 단계는 바이

러스 코스미드 클론 pWE.Ad35.pIX-rITR로 Ad35 서열의 변형된 3' 서열의 클로닝을 일으킨다. 여기에, 두 단편은

제조업체 지침서에 따라서 람다 파지 패키징 반응(Stratagene)에서 결합되었다. 첫 번째는 PacI 및 SwaI로 소화

되어  얻어진  pBr.Ad35.PR5E4로부터의  16.8kb  변현된  Ad35  삽입체이고,  두  번째는  PacI  및  SwaI로

pWE.Ad35.pIX-rITR를 소화하여 얻어진 22.8kb 단편이다. 두 단편의 올바른 결합은 pWE.Ad35.pIX-rITR5E4를 산

출한다(도 17). 그러므로, 이 구축물에서, Ad35 골격에서 E4 영역은 Ad5로부터 유도된 상응하는 영역으로 대체

된다. 

실시예 14. pWE.Ad35.pIX-rITR50rf6의 구축[0199]

Ad5의 상응하는 서열을 위해 교환된 E4-orf6 및 -orf6/7을 위한 서열만을 가진 오른쪽 ITR의 말단에 pIX 유전자[0200]

로부터 ad35 서열(Ad35 서열에서 nt 3401)을 함유하는 아데노바이러스 골격 구축물을 얻기 위하여, Ad35 및 Ad5

서열은 PCR 증폭되었고, 하기와 같이 결합되었다. PCR 단편은 최대 3%의 첨가를가진 Pwo DNA 폴리머라제로 생성

되었다. 첫 번째 PCR은 주형으로서의 pBr.Ad35.PRn(도 15; WO 00/70071 참조) 및 프라이머 E4-F1 및 E4-R2로

이루어졌다. 프로그램은 하기와 같이 정해졌다: 94℃에서 2 분, (94 ℃에서 30 초, 50 ℃에서 30 초 및 72 ℃에

서 1 분)의 5 사이클, 이어서 (94 ℃에서 30 초, 50 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 1분)의 30 사이클, 그리고 68

℃에서 8 분에서 마지막 단계로 종결되었다. 생성된 1.8kb 단편은 GeneClean kit를 사용하여 정제되었다. 두 번

째 PCR은 주형으로서 pWE.Ad5.AflⅡ-rITR(ECACC 수탁번호 P9708116, WO 02/40665에서 기재된)에서 PacI 부위를

함유하는 코스미드 벡터인, pWE.Ad6.AflⅡ-rITRsp 및 프라이머 E4-F3 및 E4-R4로 이루어졌다. 프로그램은 하기

와 같이 정해졌다: 94℃에서 2 분, 이어서 (94 ℃에서 30 초, 62 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 1분)의 30 사이클,

그리고 68 ℃에서 8 분에서 마지막 단계로 종결되었다. 1.1kb 단편은 상기와 같이 정제되었다. 세 번째 PCR은

주형으로서 pBr.Ad35.PRn 및 프라이머 E4-F5 및 E4-R6으로 이루어졌다. 프로그램은 하기와 같이 정해졌다: 94℃

에서 2 분, (94 ℃에서 30 초, 48 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 45 초)의 5 사이클, 이어서 (94 ℃에서 30 초,

56 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 45 초)의 30 사이클, 그리고 68 ℃에서 8 분에서 마지막 단계로 종결되었다.

366bp 단편은 상기와 같이 정제되었다. 정제된 단편의 샘플은 농도를 측정하기 위하여 젤에 적재된 다음, 단편

은 총 30㎕에서 PCR-1의 700 ng, PCR-2의 650 ng 및 PCR-3의 430 ng을 함유하도록 함께 혼합되었다. 이 혼합물

에 EcoPol 완충용액(New England Biolabs) 3 ㎕, 2mM dNTP 용액 3 ㎕ 및 milliQ H2O 3 ㎕을 첨가하였다. 생성

된 혼합물은 94 ℃에서 3 분동안 인큐베이션된 다음, 0.5 ℃/초의 속도로 PCR기기에서 65℃까지 냉온되었다. 이

어진 65 ℃에서 10 분동안의 인큐베이션에서, 혼합물은 초 당 0.05 ℃의 속도로 20 ℃로 냉온되었고, 20℃에서

10 분동안 인큐베이션되었다. 그 다음, Klenow 효소(New England Biolabs) 1 ㎕ (5 유니트)은 첨가되었고 37℃

에서 60분동안 인큐베이션되었다. 이 Klenow 혼합물 5 ㎕은 하기와 같이 두 개의 단편을 개별적으로 증폭하기

위하여 주형으로 사용되었다. 프라이머 세트 1: NF-1 및 NcoI-R는 최종 농도가 3%이도록 DMSO의 첨가를 가진

Pwo DNA 폴리머라제 (Roche)를 사용하여 그리고 PCR 기기의 하기 세팅을 사용하여 반응에 사용되었다: 94 ℃에

서 2 분, 이어서 (94 ℃에서 30 초, 66 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 3 분)의 30 사이클, 이어진 68℃에서 8 분의

최종 인큐베이션. 프라이머 세트 2: NcoI-F 및 NR-2는 최종 농도가 3%이도록 DMSO의 첨가를 가진 Pwo DNA 폴리

머라제 (Roche)를 사용하여 그리고 PCR 기기의 하기 세팅을 사용하여 반응에 사용되었다: 94 ℃에서 2 분, 이어

서 (94 ℃에서 30 초, 62 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 90 초)의 30 사이클, 이어진 68℃에서 8 분의 최종 인큐베

이션. 2.7kb (프라이머 세트 1) 및 1.1kb (프라이머 세트 2)의 생성된 단편은 GeneClean kit를 사용하여 젤로부

터 정제되었고, 각각은 pCRscriptAmp 벡터(Stratagene)에 결찰되었고, DH10B 전자적격(electrocompetent) 세포

로 형질변환되었다.  이것은 구축물 pCRscriptAmp.NFI-NcoIR  (도 18)  및 구축물 pCRscriptAmp.NcoIF-NR2  (도

19)을 생성했다. 삽입체가 블런드 말단을 함유하므로, 두 개의 배향은 각각의 클로닝으로 얻어졌다. KpnI 소화

를 사용하여, 추가의 클로닝에 필요한 배향을 가진 구축물은 선별되었다(도 18 및 도 19 참조). 그 다음, 삽입

체는 올바른 증폭을 증명하기 위하여 서열화되었다. 다음은, pcRscriptAmp-NcoIF-NR2로부터의 삽입체의 일부는

BamHI 및 NcoI를 사용하여 절개되고, 상기와 같이 젤로부터 정제되었다. pCRscriptAmp-NFI-NcoIR은 동일한 효소

로 소화되었고, 단편을 함유하는 벡터는 또한 젤로부터 정제되었다. 이들 단편의 결찰은 pCR.NF1-NR2을 생성했
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다(도 20). pCR.NF1-NR2는 Genebank(수납 번호 M73260)에서 발표된 Ad5 서열로부터의 32968 및 34077 사이에

위치된 Ad5 유도 서열에 대하여 대체된 nt 31879 및 32974 사이의 E4-orf6 및 E4-orf6/7를 가진 Ad35 서열의

nt 30162 및 33234사이의 Ad35 서열을 함유한다. 그러므로, 도 21 및 도 22에서 나타낸 아미노산 정렬에서 보여

질 수 있는 바와 같이, 클로닝된 E4-orf6 단백질의 아미노산 서열은 Ad5에서 밝혀진 E4-orf6 서열과 동일하고

(SEQ. ID. NO.61; Ad35의 E4-orf6의 아미노산 서열은 SEQ. ID. NO. 62), E4-orf6/7 아미노산 서열은 Ad5에서

나타낸 E4-orf6/7에  매우 많이 동일하다(E4-orf6/7  서열은 SEQ.  ID.  NO.  63로서 E4-orf6/7  서열에 대하여,

SEQ. ID. NO. 64로서 Ad35에 대하여 , SEQ. ID. NO. 65로서 클로닝된 융합 단백질에 대하여 주어졌다). 명백하

게, 다른 하이브리드(hybrid) Ad35-Ad5 E4 구축물은 본 발명으로부터 분리되는 것 없이 상기와 같은 일반적인

방법을 사용하여 고안될 수 있다. 그 다음, pCR.NF1-NR2로부터의 이 키메릭 삽입체는 pWE.Ad35.pIX-rITR로 클로

닝되었다: pCR.NF1-NR-2은 ㎖uI 및 NdeI로 소화되었고, 생성된 2.8kb 단편은 GeneClean kit를 사용하여 젤로부

터 정제되었다.  구축물 pBr.Ad35.PRn은 또한 ㎖uI  및 NdeI로 소화되었고,  18kb  벡터 단편은 아가로스 효소

(Roche)를 사용하여 젤에서 단리되었다. 양 쪽 단편의 결찰은 구축물 pBr.Ad35.PR.50rf6(도 23, ECACC 수탁번

호 P0241227)을 생성했다. 그 다음, 이 구축물에서 키메릭 E4 영역을 함유하는 PacI 및 SwaI 사이의 Ad35 서열

은  상기와  같이  람다-파지  패키징을  사용하여  구축물  pWE.Ad35.pIX-rITR으로  클로닝된다.  그  다음,  생성된

pWE.Ad35pIX-rITR.50rf6 (도 24)는 Ad35 적응체 플라스미드로 PER.C6 패키징 세포에 코-트랜스펙션에 의해 재

조합 Ad35-기저 바이러스를 생성하는 데 사용된다. 

실시예 15. pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3.5E4 및 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE350rf6의 구축물.[0201]

Ad35 골격은 E3 서열의 결실으로 추가 변형되었다. E3 단백질은 아데노바이러스 감염에 숙주 면역 감응을 조절[0202]

하는 것으로 알려져 있고, 그러므로 제조합 바이러스의 생체 외에서 증식에 필수적이지는 않다. 더구나, E3 서

열의 결실은 패키징 효율성을 절충하는 것 없이 벡터에서 더 큰 이종성 서열의 삽입을 가능하게 한다. 또한, 백

신화 수송체로서 아데노바이러스 벡터의 응용인 경우에, E3 영역에 의해 암호화된 면역조절성 유전자의 발현은

바람직하지 않다. 

pWE.Ad35.pIX-rITRΔE4의 구축물(도 1)은 상기와 같았다. 상기와 같은 E4-변형된 골격 구축물의 E3-결실된 형태[0203]

를 구축하기 위하여,  E4  변형은 하기와 같이 pBR.Ad35.PRnΔE3(도  25)  구축물로 도입되었다.  또한,  구축물

pUC.35-5E4(도 13)은 ㎖uI 및 NotI로 소화되었고, 4.7kb 단편은 GeneClean Ⅱ kit를 사용하여 젤로부터 단리되

었다. 구축물 pBr.Ad35.PRnΔE3은 또한 MluI 및 NotI로 소화되었고, 13.6kb 벡터 단편은 GeneClean spin kit를

사용하여 젤로부터 단리되었다. 이들 단편의 결찰은 구축물 pBr.Ad35.ΔE3.PR5E4(도 26)을 생성했다. 구축물

pCR.NF1-NR2(도 20)은 MluI, NdeI 및 BglI로 소화되었고(더 작은 단편으로 벡터 단편을 소화시키기 위한 후자),

2.8kb 단편은 GeneClean spin kit를 사용하여 젤로부터 단리되었다. 구축물 pBr.Ad35.PRnΔE3은 MluI 및 NdeI

으로  소화되었고,  CIP  효소(New  England  Biolabs)를  사용하여  탈인산화되었고,  15.2kb  벡터  단편은  또한

GeneClean spin kit를 사용하여 단리되었다. 이들 단편의 결찰은 구축물 pBr.Ad35.ΔE3.PR5Orf6(도 27)을 생성

했다. 

그 다음, pBr.Ad35.ΔE3.PR5E4 및 pBr.Ad35.ΔE3.PR5Orf6은 하기와 같이  pBr.Ad35.ΔE3.PR5E4 및 pBr.Ad35.Δ[0204]

E3.PR5Orf6로부터의 상응하는 영역을 위하여 pWE.Ad35.pIX-rITR에서 3' PacI-SwaI를 맞바꾸는 데에 사용된다.

이것은 구축물 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3.5E4 및 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3.5Orf6로 이끈다. 이들 큰 코스미드를 생

성하기 위한 대체가능한 방법은 패키징을 위한 결찰 반응에서 세 개의 단편을 사용하는 것이다:pWE.Ad35.pIX-

rITR로부터의 14.7kb  NotI-PacI  단편,  ΔE3.PR5E4  pBr.Ad35.ΔE3.PR5E4  또는 pBr.Ad35.ΔE3.PR5Orf6로부터의

PacI-NotI 삽입체 및 NotI 소화된 pWE15 코스미드 벡터 단편(Stratagene). 이 후자 단편은 또한 pWE.Ad35.pIX-

rITR의 NotI/PacI 소화로부터 단리될 수 있다. PER.C6™ 세포로 예를 들어, PI-PspI 소화된 pAdApt35.LacZ.rsv

과 예를 들어, NotI-소화된 pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3.5Orf6의 코-트랜스펙션(실시예 9)은 Ad35로부터 유도된 제

조합 아데노바이러스를 생성할 것이고, 재조합 아데노바이러스는 Ad5로부터 유도된 E4-orf6를 포함하고(PER.C6

에서 증식의 능력을 수여하는), 상기 재조합 바이러스는 증가된 pIX 발현 수준 및 안정한 비리온을 생성하는 이

종성 pIX 프로모터를 가진다.

실시예 16. PER.C6 세포에서 E1- 및 E1/E3-결실된 Ad35-기저 벡터의 생성.[0205]

pBR.Ad35.PRn-기저 구축물을 사용하여 보충 세포주 PER.C6에서 재조합 Ad35 바이러스의 생성을 가능하게 하기[0206]

위하여, 본 발명자들은 우선 Ad35 서열의bp 3401로부터bp 24650까지의 Ad35 서열을 함유하는 새로운 구축물을

생성하고(WO 00/70071), 적응체 플라스미드 및 pBr.Ad35.PRn-기저 구축물 모두로 겹쳤다. PER.C6로 이들 세 개

의 플라스미드의 트랜스펙션 및 이중의 동종성 재조합화 사건은 완전한 바이러스 게놈 및 도 18에서 개요된 바
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와 같이 재조합 바이러스의 복제를 이끈다. 요구되는 플라스미드는 pWE.Ad35.pIX-rITR에서 Ad35 서열의 많은 부

분의 결실으로 이루어졌다. 여기에, pWE.Ad35.pIX-rITR은 EcoRⅤ로 소화되었고, 29kb 벡터를 포함하는 단편은

GeneClean spin kit를 사용하여 낮은 녹는점 젤로부터 정제되었다. 정제된 DNA는 자체-결찰되었고, DH10B 전자

적격 박테리아(Invtrogen/LTI)을 형질변환하는 데에 사용되어 pWE.Ad35.pIX-EcoRⅤ를 생성한다(도 29). 트랜스

펙션을 위해 사용된 모든 DNA는 표 Ⅴ에서 나타낸 바와 같이 소화되었고, 65 ℃에서 15 분동안 열-비활성화되었

고, 트랜스펙션에서 추가의 처리 없이 사용되었다. PER.C6 세포는 3×10
6
 세포/플라스크의 밀도에서 T25 플라스

크에서 트랜스펙션되기 하루 전에 살포되었고, 혈청이 없는 DMEM 배지(Gibco/BRI)에서의 트랜스펙션 혼합물이 5

일 후, PER.C6 배양 배지(DMEM, 10% FBS 및 10 mM MgCl2)로 대체된 것을 제외하고는, 제조업체의 지침서에 따라

서 LipofectAmine (Invitrogen/LTI)를 사용하여 표 Ⅴ에서 나타낸 바와 같이 트렌스펙션되었다. 다음 날에, 트

랜스펙션 효율성은 형광 현미경 검사로 50%에서 측정되었다. 2일 후, 세포는 트립신화되었고, T80 플라스크에서

재살포되었고, 37℃/10% CO2에서 추가로 인큐베이션되었다. 트랜스펙션 6일 후 모든 배양은 Ad35.AdApt.eGFP +

pWE.Ad35.pIX-rITR로 트랜스펙션된 PER.C6 배양을 제외하고는 완전한 세포병원성 효과(CPE, 바이러스 증식을 나

타내는)를 나타냈다. 1 일 후, CPE를 가진 플라스크에서의 세포 및 배지는 채취되었고, 두 번의 동결/해동 사이

클에 직면하게 되고, 원심분리(1500 rpm에서의 10 분)으로 세포 용해질로부터 명백히 되고, 이들 조 용해질 100

㎕은 T80 플라스크에서 85% 컨플루언시에서 신선한 PER.C6세포로 재-감염하는 데에 사용되었다. CPE의 징후를

나타내지 않는, Ad35.AdApt.eGFP + pWE.Ad35.pIX-rITR의 트랜스펙션은 트립신화로 체취되었고, 또한 상기와 같

이 처리되었다. 신선한 PER.C6 세포의 감염 2 일 후, 모든 플라스크는 초기 채취에서 CPE의 징후를 보이지 않는

하나를 제외하고는 전체의 CPE를 나타냈다. 이것은, Ad5 E4-orf6 유전자 생성물이 Ad35 골격으로부터 발현되는

경우에, 전체로 E1-결실된 Ad35-기저 바이러스가 PER.C6 세포에서 만들어질 수 있다는 것을 명백하게 보여준다.

실시예 17. pIX 발현을 유도하는 이종성 프로모터를 가진 E1-결실된 Ad35 바이러스.[0207]

전체 E1-결실된 바이러스에서 pIX 유전자를 활성화하는 이종성 프로모터 서열의 효과를 조사하기 위하여, 일련[0208]

의  적응체  플라스미드는  재조합  Ad35  바이러스를  생성하기  위하여  사용되었다.  여기에,  pAdApt35LacZ,

pAdApt35BLacZ(실시예 9), pAdApt535.LacZ(실시예 5) 및 pAdApt35BLacZ(pIX 앞에서 Ad35 E1B 프로모터 서열을

함유하는; 하기와 같은)은 pIPsp-1로 소화되었고, 실시예 2에(및 WO 00/70071에서) 기재된 바와 같이 NotI 소화

된 코스미드 pWE/Ad35-3481 및 pWE/Ad35-3481ΔE3(실시예 7)를 가진 바이러스를 생성하는 데 사용되었다. 게다

가, 바이러스는 적응체 플라스미드 pBr.Ad35ΔSM.AdAptLacZ로 생성되었다(도 7; 실시예 10). 이 적응체 플라스

미드는 E1A 및 E1B 서열의 많은 부분을 대하여 결실된다. 그것은 3' E1B-55K 서열의 0.6kb를 유지하고, 또한

55K의 정지 코돈 및 pIX의 개시 코돈 사이의 wt 서열을 갖는다.

전제 CPE에서, 세포 및 배지는 채취되었고, 해동/동결되었고, 원심분리하여 세포 잔해를 제거하였다. 그 다음,[0209]

각각의 트랜스펙션의 상징액(맑아진 용해질)은 실시예 9에서 기재된 바와 같이 플라크 평가를 수행하는 데에 수

행되었다. 맑아진 용해질은 일련적으로 10배씩 희석되었고, 10
-5
 내지 10

-9
 희석물은 플레이트화되었다.

아가  오버레이의  첨가  1  주일  후,  플라크는  가시적이게  되었고,  X-gal로  염색되어  LacZ  활성을  관측하게[0210]

되었다. 표 Ⅵ는 이들 실험의 결과를 요약한다. pIX를 조절하는 내인성 근접한 pIX 상류 서열보다는 추가적인

또는 다른 서열을 갖는, 모든 Ad35 바이러스는 더 좋게 수행하고, E1-결실된 Ad35.AdApt.LacZ 바이러스에 비교

된 바와 같이, 본 발명의 평가에서 더 높은 플라크의 발현 횟수를 가진다. Ad35ΔSM.LacZ 바이러스의 총 게놈

길이(wt Ad35에 비교하여 106%)는 Ad5 바이러스에 대하여 결정된 바와 같이 최대 패키징가능한 길이를 넘는다

(105%). 이것은 이 바이러스에 대하여 얻어진 결과에 영향을 줄 것이다. Ad35.AdApt.LacZ.rsv(105%)은 또한 이

론적인 패키징가능한 크기의 한계이다. 전적으로 결과는 pIX 발현을 유도하는 이종성 프로모터가 최대 용인된

패키징 크기 및 E1-결실된 Ad35 바이러스의 안정성을 향상시킨다는 것을 보여준다. 더 긴 내인성 근접한 서열

(Ad35ΔSM.LacZ)를 갖는 바이러스가 여기의 추가적인(E1B 55K) 서열이 pIX 발현에 대한 조절 성분을 함유한다는

것을 제안하다는 사실과 동일하다. 

pAdapt35BLacZ는 pIX 유전자를 조절하는 Ad35 E1B 프로모터 서열을 가진 Ad35 적응체 플라스미드이다. 적응체[0211]

플라스미드  pAdApt35BLacZ는  하기와  같이  생성되었다:  E1B  프로모터  단편은  프라이머  35E1Blong  및

Ad35E1bpromrev를  사용하여 증폭되었다.  양쪽 프라이머는 탈인산화되었다.  반응은 제조업체 지침서에 따라서

Pwo DNA 폴리머라제 (Inno-train, Diagnostic GmbH)로 이루어졌다. pBr.Ad35.leftITR-pIX는 주형 DNA(25 ng,

WO 02/40665에서 기재된)로서 사용되었다. 프로그램은 하기와 같이 정해졌다: 94 ℃에서 2 분, 그 다음 (94 ℃

에서 30 초, 60 ℃에서 30 초 및 72 ℃에서 1 분)의 30 사이클 및 72 ℃에서 10 분으로의 종결. 냉온/가열 기울
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기는 2 ℃/초로 정해졌다. 이 PCR은 125 뉴클레오티드의 Ad35의 잠재적인 E1B 프로모터의 증폭을 나타낸다. 그

다음, 구축물 pAdapt535.LacZ(실시예 5)는 MfeI 및 BglⅡ로 처리되었다. 소화 후, 벡터는 Klenow 효소로 처리

되어 블런트 말단을 생성하였다. 탈인산화 단계는 SAP(Roche)를 사용하여 이루어졌다. 그 다음, 이렇게 처리된

8kb 벡터 단편은 젤로부터 단리되었다. E1B 프로모터 영역은 또한 젤로부터 단리되었다. 이들 두 개의 단편은

결찰되었고, DH5α-T1r 적격세포(Invitrogen)로 형질변환되었다. 생성된 플라스미드에서 E1B 프로모터의 올바른

배향은 HpaI 및 ApaLI로 소화되는 것으로 확인되었다. 올바른 클론의 선별 후, 삽입된 E1B 프로모터 서열은 또

한 서열화로 입증되었다. 

실시예 18. pIX 유전자의 프로모터가 Ad35 및 Ad11 바이러스에서 E1B-55K 코딩 서열의 3' 말단에 위치되다.[0212]

상기한 바와 같은 결과에 기초하여, 본 발명자들은 서브그룹 B 바이러스에서 pIX 프로모터가 E1B-55K 코딩 영역[0213]

에 위치될 것이라고 예상하였다. 이것을 직접적으로 조사하기 위하여, 본 발명자들은 실시예 10에서 기재된 바

와 같이 pIX mRNA 캡 부위를 동정화하도록 설치하였다. 여기에, wtAd35, wtAd11 및 Ad35.E1B
+
.AdApt.Luc 바이러

스는 50 VP/세포의 MOI에서 PER55K 클론 16 세포를 감염하도록 사용되었다. 대조군으로 wtAd5는 이 바이러스의

프로모터 및 mRNA 개시 부위가 알려져 있으므로 사용되었다. RNA는 제조업체에서 나타낸 바와 같이 TRIzol 시약

(Invitrogen)을 사용하여 감염 후 16-18시간에 감염된 배양액으로부터 단리되었다. 공정의 끝에서, 단리된 RNA

는 100% 포름아미드에서 저장되었다. GeneRacer Kit(Invitrogen)는 전사의 개시를 위치화하기 위하여, pIX 전사

체의 5' 말단을 증폭하기 위하여 사용되었다. GeneRacer 프로토콜을 개시하기 전에, RNA 5㎍은 GeneRacer 프로

토콜에서 기재된 바와 같이 아세트산나트륨 침전으로 포름아미드로부터 정제되었다. 정제된 RNA는 pIX mRNA의

5' 말단의 증폭을 위하여 제조업체의 프로토콜에 따라서 처리되었다. 포스파타제 처리 및 이어진 타바코산 피로

포스파타제로  캡  구조의  제거  및  Generacer  RNA  oligo의  결찰  후,  kit로부터의  SuperScript™Ⅱ  Reverse

Transcrptase는 cDNA 합성을 위해 사용되었다. cDNA는 pIX에 대한 유전자 특이 (역향(reverse)) 프라이머를 사

용하여 역전사로 합성되었다. Ad35(wt 및 E1B+.Luc 바이러스) 및 wtAd11의 경우에 프라이머 pIXrev가 사용되었

고, Ad5의 경우에 프라이머 pIXrev-Ad5r가 사용되었다. 생성된 cDNA(알려지지 않은 농도 1㎕)는 dsDNA를 생성하

기 위하여 PCR을 위한 주형으로서 사용되었다. 이 PCR은 DMSO(Sigma; 3% v/v)의 첨가를 가진, 제조업체의 지침

서에 따라서 Pwo DNA 폴리머라제(Roche)를 사용하여 이루어졌다. 증폭은 mRNA의 5' 말단에 결찰된 올리고뉴클레

오티드에  특이적인,  kit  및  상기와  같은  유전자  특이  역향  프라이머로부터  GeneRacer  5'  프라이머로

이루어졌다. 반응 조건은 하기와 같다: 94℃에서 2분동안의 탈천연화, 이어진 (94℃에서 30초, 60℃에서 30초,

72℃에서 2분)의 30사이클 및 68℃에서 8분의 신장화로 종결되었다. 생성된 DNA 단편은 1.0% 아가로스 젤에서

전기연동으로 크기 분리화되었다. Ad5의 경우에 480bp 단편 및 Ad35(양쪽 바이러스) 및 Ad11의 경우에 200bp 단

편이 얻어졌다. Ad11는 또한 2kb 단편을 나타냈다. 모든 단편은 절개되고, 아가로스 젤로부터 정제되었다. 정제

된 DNA 단편은 pCR4Blunt-TOPO  벡터(Invitrogen)으로 클로닝되었다. 벡터는 시판중인 M13 전향 및 역향 프라

이머를 사용하여 서열화되었다. 생성된 서열은 야생형 서열에 대항하여 정렬되어 pIX 전사의 개시에 위치화되었

다. Ad35로부터 단리된 200bp 띠 및 Ad11로부터 단린된 2kb 단편은 E1B 프로모터로부터 기원하는 것으로 판명됐

다. 도 30은 wt Ad35 서열을 가진 Ad35(SEQ. ID. NO. 59) 및 AD11(SEQ. ID. NO. 58) cDNA 서열의 정렬을 나타

낸다. 정렬은 pIX mRNA에서 조각된(sliced) 인트론 서열의 위치화를 드러낸다. 도 31에서, 동정화된 캡 부위 및

조각 부위의 위치화는 Ad35의 E1B-pIX 영역에서 도식적으로 나타냈다. Ad5의 경우에, 예상된 pIX mRNA(Babiss

and  Vales,  1991)는  3580  에서  위치화된  캡  부위와  함께  동정화되었다(나타내지  않음;  Genbank  수납번호

M73260으로 번호화). Ad35의 경우에, 캡 부위는 A 잔기에서 3339 위치에서 E1B-55K 유전자의 3' 말단에서 위치

화되었다(Ad35  서열 WO  00/70071).  Ad11에서,  캡 부위는 유사하게 T  잔기에서 발견되었다(Genbank  수납번호

AY163756에서 3339 위치). 흥미롭게도, Ad5에서 pIX에 대한 프로모터가 위치된, 55K 유전자의 정지 코돈 및 pIX

의 개시 코돈 사이의 서열은 Ad35 및 Ad11 바이러스의 mRNA의 조각된 절편(cut)이다. 이들 결과는 Ad35 및 Ad11

에서 pIX 유전자 발현은 55K 유전자의 3' 말단에 위치된 프로모터로부터 조절된다는 것의 강력한 증거를 제공한

다.

실시예 19: 3' E1B-55K 서열의 짧은 스트레치(stretch)를 유지하는 E1-결실된 Ad35 바이러스가 더 큰 패키징 수[0214]

용량을 가지다.

pIX mRNA 캡 부위의 동정화에서, 올바른 pIX 발현을 위한 천연의 Ad35 프로모터를 포함하는 것 그리고 가능한[0215]

한 많이 바이러스 벡터에서 E1B-55K 서열을 제한하는 것이 가능하게 된다. 여기서 본 발명자들은 비-제한적인

실시예로서, 55K 코딩 서열(pAdApt35Bsu.Luc)의 3' 말단의 166bp를 유지하는 Ad35 적응체 플라스미드의 구축 및

증가된 안정성 및/또는 패키징 수용량을 가진 E1-결실된 Ad35Luc 바이러스의 생성을 나타낸다. 이 166bp 서열은
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기능성인 55K 유전자 생성물을 코드화하는 것이 아니라, pIX 코딩 서열에 상대적인 그것의 천연의 위치에서 이

전의 실시예에서 동정화된 pIX mRNA 캡 부위를 함유한다. 구축물 pAdApt35Bsu.Luc은 하기와 같이 생성되었다:

우선 PCR 단편은 표적 DNA(WO 02/40665에서 기재된 바와 같이)로서 40ng의 pBr.Ad35.leftITR-pIX 및 프라이머

Bsu55KF  및 Age-pIXR을 사용하여 생성되었다. PCR은 제조업체의 지침서에 따라서 Pwo DNA 폴리머라제(Genaxi

s)로 수행되었다. 게다가, 3% v/v DMSO(Sigma)가 사용되었다. 프로그램은 하기와 같이 정해졌다. 94℃에서 2분,

그 다음 (94℃에서 30초, 60℃에서 30초 및 72℃에서 1.5분)의 30사이클 및 68℃에서 8분으로 종결. 생성된

1.2kb  프로모터는  제조업체의  지침서에  따라서  pCR4Blunt-TOPO  벡터(Invitrogen)로  직접적으로  클로닝되어

pCR4Blunt-TOPO.Bsu-Age를 생성하였다. 구축물은 PvuⅡ(New England Biolabs)로 소화되어 확인되었다. Bsu-Age

단편은 Bsu36I(New England Biolabs)로 소화되어 pCR4Blunt-TOPO.Bsu-Age 플라스미드로부터 단리되었고, 블런

트 말단에 Klenow 효소(New England Biolabs)로 처리되었다. 그 다음, DNA는 PCR 정제 키트(Qiagen)를 사용하

여 정제되었고, AgeI(New England Biolabs)로 소화되었다. 1kb 단편은 Gene clean Ⅱ kit(Bio101, Inc.)를 사

용하여 젤로부터 단리되었다. 동시에, 구축물 pAdApt35.Luc(WO 00/70071에서 기재된 바와 같이)은 BglⅡ로 소화

되었고,  Klenow  효소로  처리되었다.  DNA는  PCR  정제  키트(Qiagen)를  사용하여  정제되었다.  정제된  DNA는

AgeI(New  England  Biolabs)로  소화되었고,  SAP(Roche)로  탈인산화되었다.  5.8-kb  단편은  Gene  clean  Ⅱ

kit(Bio101)로 젤에서 단리되었다. 두 개의 단편은 결찰 반응에서 등몰의(equimolar) 양에서 혼합되었고, T1 내

성의 EM DH10B 세포(Invitrogen)로 형질변환되었다. 이것은 플라스미드 pAdApt35Bsu.Luc를 생성했다.

E1-결실된 바이러스를 생성하기 위하여, pAdApt35Bsu.Luc는 pIPsp-I로 소화되었고, 상기와 같이 NotI  소화된[0216]

pWE.Ad35-3481(실시예  7)로  그리고  pWE.Ad35-3481ΔE3로   PER55K  클론  16  세포에서  코-트랜스펙션되었다.

pWE.Ad35-3481ΔE3은  pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3에서  기재된  바(실시예  2)와  같이  동일한  E3  결실을  함유하고,

pWE.Ad35.pIX-rITRΔE3으로부터의 구축물 pWE.Ad35-3481ΔNdeI 및 26.6kb NdeI 단편을 사용하여 실시예 7에서

기재된 방법에 따라서 생성되었다. 게다가, E1-결실된 Ad35 바이러스는 선천적인 Ad35 서열을 대체하는 바이러

스 골격에서 Ad5로부터 E4-Orf6 및 E4-Orf6/7 서열을 함유한 채 생성되었다(비-변형된 PER.C6 세포에서 이러한

바이러스의 생성을 위한 실시예 16 참조). 이 실시예에서, pIPsp-I로 소화된 pAdApt35Bsu.Luc는 NotI/EcoRⅤ

소화된  pWE.Ad35.pIX-EcoRⅤ로  그리고  PacI/NotI  소화된  pBr.Ad35.PR5Orf6로(E3  영역을  갖거나  또는  갖지

않은) 코트랜스펙션되었다. 모든 트랜스펙션은 트랜스펙션 일주일 안에 전체 CPE를 발생했고, 세포 및 배지는

상기와 같이 채취되었다. 그 다음, 바이러스는 플라크-정제되었고, 바이러스 저장물은 적절한 보충 세포에서 증

폭되었고, 단일 플라크로부터의 기원은 트랜스진 영역의 보전(integrity)에 대하여 PCR로 분석되었다. 트랜스진

PCR은 프라이머 AdApt35CMVF 및 pIXrevN2를 사용하여 실시예 3에서 기재된 바와 같이 이루어졌다. 도 32는 PCR

의 실시예가 Ad35Bsu.Luc 및 Ad35Bsu.Luc.5Orf6 바이러스로부터 기원된 플라크에서 생성된다는 것을 나타낸다.

바이러스 골격에서 E3 영역 또는 E4-Orf6 서열의 존재에 관계없이, 모든 시험된 플라크(각 바이러스 당 5-10)은[0217]

손상되지 않은 트랜스진을 함유하였다. 하나의 예외는 아마도 결실을 가진 소량의 바이러스를 기원하는 대략

1.6kb에서 미약한(faint) 띠(도 32; 레인 12)를 보여주는, Ad35Bsu.Luc 바이러스로부터의 플라크 중 하나에서

발생한다.

모든 바이러스 샘플에서 발생하는 대략 500bp에서의 미약한 띠는 바이러스 골격에서 프라이머의 배경 띠이다.[0218]

루시페라제 발현 카세트를 가진 E3-함유 Ad35 바이러스는 안정한 다음의 플라크 정제를 증명한다는 관찰은 전체

로 E1-결실되고 166bp 3' 55K 코딩 서열을 함유하지 않는 Ad35.AdApt.Luc 바이러스를 가진 이전의 결과와 대조

적이다. 표준 pAdApt35.Luc 플라스미드를 사용하여, 본 발명자들은 E3 영역을 함유하는 플라크-정제된 바이러스

를 생성할 수 없었다. 그러므로, 골격에서 여분의 55K 서열과 혼입하여, 본 발명자들은 현재는 심각한 불안정성

을 갖지 않은 채 34.6kb 총 길이 이상의 바이러스를 만들 수 있다. 이것은 wt Ad35 바이러스의 길이에 근접하게

부합된다. E3-결실된 골격이 사용되었다면, 외래 서열에 대한 수용량은 이론적으로 5kb 이상일 것이다. 명백하

게, 현재의 샘플에서보다 더 E1B-55K 서열을 혼입하고 그리고/또는 여기서 개시된 발명에서 벗어나는 것 없이

이종성 인핸서 서열과 3' 55K 서열을 결합하는 것은 가능하다.
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표 1. 삼중 층 플라스크에서 생산된 클론 #16에서 E1- 및 E1/E3-결실 Ad35 바이러스의 수율.[0219]

[0220]

표 2. 이차 계대배양 바이러스부터의 조 용해질을 사용하여 A549에서 트랜스진(LacZ) 활성 시험. % 파란색 세포[0221]

는 감염을 위해 사용된 바이러스의 각각의 양으로 주어진다.

[0222]

표 3. 이차 계대배양 바이러스로부터의 조 용해질을 사용하여 A549에서 트랜스진(루시페라제) 활성 시험. 활성[0223]

은 개별적인 밝기 유니트(RLU)로 표현한다.

[0224]
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표 4. 프라이머 서열[0225]

[0226]
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[0227]

표 5. 실시예에서 개시된 바와 같이 PER.C6 세포에서 E1-결실 Ad35 기저 바이러스의 생산에 사용되는 구축물 명[0228]

단. 적응체 구축물은 PacI로 소화되고, pWE.Ad35.pIX-EcoRV은 NotI 및 EcoRV로 소화되고, E4-변형된 pBr-기저

구축물은 PacI 및 NotI로 소화되었다.

[0229]
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표 6. pIX 발현을 유도하는 별개의 프로모터 서열을 가진 Ad35 바이러스의 LacZ 양성 플라크의 퍼센트.[0230]

[0231]

참고문헌[0232]

[0233]
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[0234]
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[0235]
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[0236]

[0237]

도면의 간단한 설명

도 1은 pWE.Ad35.pIX-rITR△E3의 지도이다.[0022]

도 2는 E3 영역이 있는 그리고 없는 Ad35 E1-결실된 바이러스 상에 생성된 PCR 단편의 겔 분석이다. P1=플라스[0023]

미드 대조; M=마커: 1kb 플러스 래더(Invitrogen); mQ=H2O. 나타낸 게놈의 길이는kb 단위이다.
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도 3A는 Clustal법을 이용한 MEGalign software(DNAstar)로 발생된 여러 가지 아데노바이러스의 중앙 PIX 상류[0024]

서열 영역의 서열 배열이다. Ad5와 Ad2의 Sp1 부위와 TATA-box는 상자에 넣었다. 

도 3B는 3A에서 제공된 서열로부터 중앙 pIX 영역에서 추정의 Sp1- 및 TATA-boxes의 개략적인 비교를 나타낸다.[0025]

도 4는 pAdApt535.Lus의 지도이다.[0026]

도 5는 pAdApt535의 지도이다.[0027]

도 6A는 Ad35.AdApt.Luc 및 Ad35.AdApt535.Luc 바이러스로부터 분리된 DNA에서 발생된 또는 플라스미드 대조군[0028]

에서 발생된 PCR 단편의 겔 분석이다. M=마커(1kb 플러스 래더, Invitrogen). 각 바이러스 제제 또는 플라스미

드 대조는 2개의 특정 PCR 증폭으로 분석되었다. 

도 6B는 Ad35.AdApt.LacZ△E3(35LacZ) 및 Ad35.AdApt535.LacZ△E3 상에서 발생된 또는 플라스미드 대조에서 발[0029]

생된 PCR 단편의 겔 분석이다.

도 7은 pBr.Ad35.△SM.AdApt.LacZ의 지도이다.[0030]

도 8은 E1B 프로모터와 55K 코딩 영역에서 추상의 프로모터의 개략적인 표현니다.[0031]

도 9는 추상의 프로모터의 동정을 위한 구별되는 단편을 발생하는데 사용될 수 있는 55K 영역에서 제한 부위의[0032]

개략적인 표현이다. 부위의 번호매김은 야생형 Ad35에서의 그들의 위치에 따른다. 

도 10a 내지 도 10e는 3가지 다른 서브그룹 b 혈청형에서 E1A 영역 및 E1B/pIx 영역의 폴리A 시그널 사이의 영[0033]

역의 서열 배열이다.

도 11은 플라스미드 p△MT.Orf6.Hydro(ECACC 수탁번호 P02041226)의 개략적인 표현이다.[0034]

도 12는 플라스미드 pAd35.△MT.Orf6의 개략적인 표현이다.[0035]

도 13은 pUC.35-5E4의 개략적인 표현이다.[0036]

도 14는 pUC.35-5E4를 해독하는 클로닝 단계이다.[0037]

도 15는 pBr.Ad35.PRn의 개략적인 표현이다.[0038]

도 16은 pBr.Ad35.PR5E4(ECACC 수탁번호 P02041229)의 개략적인 표현이다.[0039]

도 17은 pWE.Ad35.pIX-rITR5E4의 개략적인 표현이다.[0040]

도 18은 pCRscriptAmp.NFI-NcoIR의 개략적인 표현이다.[0041]

도 19는  pCRscriptAmp.NcoIF-NR2의 개략적인 표현이다.[0042]

도 20은 pCR.NF1-NR2의 개략적인 표현이다.[0043]

도 21은 Ad35 골격(backbone)(중간 서열)으로 클로된 Ad5로부터 E4-orf6를 갖는 Ad5(상부 서열)의 E4-orf6와[0044]

Ad35 E4-orf 서열(하부 서열)사이의 전체 단편이 대체된 것을 나타내는 배열이다.

도 22는 Ad35 골격(중간 서열)으로 클론된 Ad5 E4-orf6/7의 일부를 갖는 Ad5의 E4-orf6/7(상부 서열)과 Ad35[0045]

E4-orf6/7 서열(하부 서열) 사이의 배열로, orf6/7 서열이 부분적으로 키메릭이고 138 위치에서의 라이신(K) 잔

기에서 거의 융해됨을 보여준다.

도 23은 pBr.Ad35.PR.5orf6(ECACC 수탁번호 P02041227)의 개력적인 표현이다. [0046]

도 24는 pWE.Ad35.pIX-rITR.5orf6의 개략적 표현이다.[0047]

도 25는 pBr.Ad35.PRn△E3의 개략적인 표현이다.[0048]

도 26은 pBr.Ad35.△E3.PR5E4의 개략적인 표현이다.[0049]

도 27은 pBr.Ad35.△E.PR5Orf6의 개략적인 표현이다.[0050]

도 28은 이중 상동성 재조합 사건을 통해 PER.6와 같은 세포중에서 재조합 아데노바이러스 입자를 생성하기 위[0051]

한 시스템의 개략도이다.

도 29는 pWE.Ad35.pIX-EcoRV의 개략도이다.[0052]
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도 30은 wt Ad35 서열을 갖는 Ad35 및 Ad11 pIX-cDNA 서열의 배열이다.[0053]

실시예 18에 기재한 바와 같이 클론된 cDNA 단편으로부터 얻은 서열은 DNASTAR 사의 SeqMAn 소프트웨어를 이용[0054]

하여 배열하였다. Ad35 cDNA 서열은 wtAd35- 또는 Ad35E1B+Luc-감염된 배양물(7개 클론의 한개가 없는 서열),

wtAd11-감염된 배양물로부터 분리된 RNA로부터의 Ad11 cDNA 서열로부터 분리된 RNAs로부터 유도되었다. 서열의

번호는 임의로 매겼다. Ad35 wt 서열의 경우, wt Ad35 서열의 뉴클레오티드 3339에서 뉴클레오티드 3628까지를

나타내었다. 인트론 서열(cDNA 서열중의 갭으로 나타남)은 공지의 공통 서열(consensus sequence)과 거의 일치

하는 슬라이스 도너(SD)와  슬라이스 억셉터(SA)  위치에 의해 측화된다.  SeqMan  소프트웨어는 cDNA  서열중의

SD(AG)로부터 처음 두개의 뉴틀레오티드를 5'말단 대신 인트론 서열의 3'말단에 놓았다.

도 31은 Ad35 바이러스의 pIX 캡 부위의 위치이다. Ad35에서 E1B와 pIX 서열 주변의 게놈 조직의 개락도이다.[0055]

pIX mRNA의 전사 개시 부위와 인트론 경계를 나타낸다. 뉴클레오티드 서열은 wt Ad35 DNA(WO 00/70071)에 따른

다. M=MunI, B=Bsu36I, SD= 슬라이스 도너, 그리고 SA=슬라이스 억셉터. 전사 개시 부위(뉴클레오티드 3339, 캡

부위), 55K의 정지 코돈(TAA) 및 pIX의 개시 코돈(뉴크레오티드 3484, ATG)은 볼드체로 나타내었다. 점선은 서

열이 나타나지 않음을 표시한다.

도 32는 166bp 3/ E1B 서열을 갖는 Ad35 바이러스로부터 얻은 트랜스진 RNA이다. Ad35.AdAptBsuLuc5orf6(래인[0056]

1-9)과 Ad35.AdAptBsuLuc 바이러스(래인 10-14)에 대한 트랜스진 PCR 분석의 결과를 나타낸 도면이다. M=1kb+

마터(Invitrogen), p=pAdAptBsuLuc 대조 플라스미드.
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서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING
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<120>  Stable adenoviral vectors and methods for propagation thereof
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<150>  PCT/NL02/00281

<151>  2002-04-25
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<151>  2002-10-15

<160>  65    

<170>  PatentIn version 3.2

<210>  1

<211>  31

<212>  DNA
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<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35FR

<400>  1

cgggatccac tttattttag ttgtcgtctt c                                    31

<210>  2

<211>  37

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35R4

<400>  2

cggaattctt aattaaggga aatgcaaatc tgtgagg                              37

<210>  3

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35psi-For

<400>  3

gtggtattta tggcagggtg                                                 20

<210>  4

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer DF35-1

<400>  4

cactcaccac ctccaattcc                                                 20
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<210>  5

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 5E4F

<400>  5

cgggatccgt ttgtgttatg tttcaacgtg                                      30

<210>  6

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 5E4R

<400>  6

gctggcgagc tcggcggagt aacttgtatg tg                                   32

<210>  7

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 355ITR

<400>  7

gatccggagc tcacaacgtc attttcccac g                                    31

<210>  8

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 353ITR

<400>  8
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aggaattcgc ggccgcattt aaatc                                           25

<210>  9

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer E4-F1

<400>  9

agaggaacac attccccc                                                   18

<210>  10

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer E4-R2

<400>  10

ggggagaaag gactgtgtat tctgtcaaat gg                                   32

<210>  11

<211>  35

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer E4-F3

<400>  11

tttgacagaa tacacagtcc tttctccccg gctgg                                35

<210>  12

<211>  33

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>
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<223>  primer E4-R4

<400>  12

acaaaatacg agaatgacta cgtccggcgt tcc                                  33

<210>  13

<211>  30

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer E4-F5

<400>  13

ggacgtagtc attctcgtat tttgtatagc                                      30

<210>  14

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer E4-R6

<400>  14

tcaccaacac agtggggg                                                   18

<210>  15

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer NF-1

<400>  15

ccacaacccc cactactccc                                                 20

<210>  16

<211>  21

<212>  DNA
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<213>  Artificial

<220>

<223>  primer NR-2

<400>  16

cgtctcttcc ctctcctctc c                                               21

<210>  17

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer NcoI-R

<400>  17

aggatcatcc gctgctgccc                                                 20

<210>  18

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer NcoI-F

<400>  18

catcaggata gggcggtgg                                                  19

<210>  19

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35E3for

<400>  19

aatgactaat gcaggtgcgc                                                 20
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<210>  20

<211>  28

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35E3rev

<400>  20

cgacgcgttg tagtcgttga gcttctag                                        28

<210>  21

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer AdApt35CMVF

<400>  21

gtaggtgtca gcctaggtgg tc                                              22

<210>  22

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35pIXR

<400>  22

tcatgtcagc tgcaagacag                                                 20

<210>  23

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer SV40for

<400>  23
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caatgtatct tatcatgtct ag                                              22

<210>  24

<211>  35

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer pIX5Rmfe

<400>  24

ctctctcaat tgcagataca aaactacata agacc                                35

<210>  25

<211>  32

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer pIX35Fmfe

<400>  25

ctctctcaat tgtctgtctt gcagctgaca tg                                   32

<210>  26

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer AdApt35pIXr

<400>  26

caatctgtcc atctgaaaat cc                                              22

<210>  27

<211>  40

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>
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<223>  primer pIXcosF-2

<400>  27

ctgctggacg tcgcggccgc gacatgagtg gaaatgcttc                           40

<210>  28

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Adapt35-3

<400>  28

tgcaaatctg tgaggggaac                                                 20

<210>  29

<211>  25

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35D21

<400>  29

ttagatccat ggatcccgca gactc                                           25

<210>  30

<211>  18

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35B3

<400>  30

cctcagcccc atttccag                                                   18

<210>  31

<211>  44

<212>  DNA
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<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35F1

<400>  31

cggaattctt aattaatcga catcatcaat aatatacctt atag                      44

<210>  32

<211>  40

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35R4

<400>  32

cggaattctt cttaattaag ggaaatgcaa atctgtgagg                           40

<210>  33

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Ad3555KMfeF

<400>  33

aaccaagctt caattgtctc tgaa                                            24

<210>  34

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Ad35pIXNcoR

<400>  34

ccacccatgg cagctgcaag acag                                            24
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<210>  35

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Ad35pIXrev

<400>  35

tcagctgcaa gacagaaaaa ac                                              22

<210>  36

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Epr-F

<400>  36

gtgtttactt aaggtgacgt c                                               21

<210>  37

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Epr-R

<400>  37

gaaagccagc tcctatgagc                                                 20

<210>  38

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer pIXrev

<400>  38
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ggcgggttga acgggtcttc ca                                              22

<210>  39

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer pIXrev-N2

<400>  39

gatgggagac gccctgtcag ataagg                                          26

<210>  40

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer 35E1Blong

<400>  40

aaggtgacgt caatatttgt gtg                                             23

<210>  41

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Ad35E1bpromrev

<400>  41

atgaaagcca gctcctatga g                                               21

<210>  42

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>
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<223>  primer pIXrev-Ad5

<400>  42

aggggaggaa gccttcagg                                                  19

<210>  43

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Bsu55KF

<400>  43

aggtgggcgt agaggaatg                                                  19

<210>  44

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  primer Age-pIXR

<400>  44

caagacggga tcttggcgg                                                  19

<210>  45

<211>  102

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 2

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad2 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  Sp1 site

등록특허 10-1006594

- 82 -



<222>  (18)..(24)

<220>

<221>  TATA_signal

<222>  (45)..(51)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (99)..(102)

<400>  45

tgaggtactg aaatgtgtgg gcgtggctta agggtgggaa agaatatata aggtgggggt     60

ctcatgtagt tttgtatctg ttttgcagca gccgccgcca tg                       102

<210>  46

<211>  105

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 5

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad5 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  Sp1 site

<222>  (18)..(24)

<220>

<221>  TATA_signal

<222>  (45)..(51)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (103)..(105)

<400>  46

tgaggtactg aaatgtgtgg gcgtggctta agggtgggaa agaatatata aggtgggggt     60

등록특허 10-1006594

- 83 -



cttatgtagt tttgtatctg ttttgcagca gccgccgccg ccatg                    105

<210>  47

<211>  84

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 12

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad12 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (81)..(84)

<400>  47

tgaggtaagt gggtggagct aggtgggatt ataaaaggct ggaagtcaac taaaaattgt     60

ttttgttctt ttaacagcac gatg                                            84

<210>  48

<211>  93

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 9

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad9 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX startcodon
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<222>  (91)..(93)

<400>  48

tagaggtagg tcgagtgagt agtgggcgtg gctaaggtga ctataaaggc gggtgtctta     60

cgagggtctt tttgcttttc tgcagacatc atg                                  93

<210>  49

<211>  73

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 40

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad40 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (71)..(73)

<400>  49

taagggtaag gggcggagcc tattacaggt ataaaggttg gggtagagta aaaaaaaggg     60

aagttacaaa atg                                                        73

<210>  50

<211>  90

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 4

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad4 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon
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<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (88)..(90)

<400>  50

tagagtgagt agtgttctgg ggcgggggag gacctgcatg agggccagaa taactgaaat     60

ctgtgctttt ctgtgtgttg cagcagcatg                                      90

<210>  51

<211>  90

<212>  DNA

<213>  simian Adenovirus type 25

<220>

<221>  misc_feature

<223>  sAd25 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (88)..(90)

<400>  51

tagagtgagt agtgttctgg ggcgggggag gacctgcatg agggccagaa taactgaaat     60

ctgtgctttt ctgtgtgttg cagcagcatg                                      90

<210>  52

<211>  89

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 35

<220>

<221>  misc_feature
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<223>  Ad35 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (87)..(89)

<400>  52

taaggtgagt attgggaaaa ctttggggtg ggattttcag atggacagat tgagtaaaaa     60

tttgtttttt ctgtcttgca gctgacatg                                       89

<210>  53

<211>  89

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 11

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad11 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX stopcodon

<222>  (87)..(89)

<400>  53

taaggtgagt attgggaaaa ctttggggtg ggattttcag atggacagat tgagtaaaaa     60

tttgtttttt ctgtcttgca gctgtcatg                                       89

<210>  54

<211>  100

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 7
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<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad7 proximal pIX upstream sequence

<220>

<221>  E1B 55K stopcodon

<222>  (1)..(3)

<220>

<221>  pIX startcodon

<222>  (98)..(100)

<400>  54

taaagtaagt agtgggggca aaatgtggat ggggactttc aggttggtaa ggtggacaaa     60

ttgggtaaat tttgttaatt tctgtcttgc agctgccatg                          100

<210>  55

<211>  2430

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 35

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad35 E1B-pIX region

<400>  55

aataaaaata tgttaactgt tcactggttt ttattgcttt ttgggcgggg actcaggtat     60

ataagtagaa gcagacctgt gtggttagct cataggagct ggctttcatc catggaggtt    120

tgggccattt tggaagacct taggaagact aggcaactgt tagagagcgc ttcggacgga    180

gtctccggtt tttggagatt ctggttcgct agtgaattag ctagggtagt ttttaggata    240

aaacaggact ataaacaaga atttgaaaag ttgttggtag attgcccagg actttttgaa    300

gctcttaatt tgggccatca ggttcacttt aaagaaaaag ttttatcagt tttagacttt    360
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tcaaccccag gtagaactgc tgctgctgtg gcttttctta cttttatatt agataaatgg    420

atcccgcaga ctcatttcag caggggatac gttttggatt tcatagccac agcattgtgg    480

agaacatgga aggttcgcaa gatgaggaca atcttaggtt actggccagt gcagcctttg    540

ggtgtagcgg gaatcctgag gcatccaccg gtcatgccag cggttctgga ggaggaacag    600

caagaggaca acccgagagc cggcctggac cctccagtgg aggaggcgga gtagctgact    660

tgtctcctga actgcaacgg gtgcttactg gatctacgtc cactggacgg gataggggcg    720

ttaagaggga gagggcatcc agtggtactg atgctagatc tgagttggct ttaagtttaa    780

tgagtcgcag acgtcctgaa accatttggt ggcatgaggt tcagaaagag ggaagggatg    840

aagtttctgt attgcaggag aaatattcac tggaacaggt gaaaacatgt tggttggagc    900

cagaggatga ttgggcggtg gccattaaaa attatgccaa gatagctttg aggcctgata    960

aacagtataa gatcagtaga cggattaata tccggaatgc ttgttacata tctggaaatg   1020

gggctgaggt ggtaatagat actcaagaca agacagttat tagatgctgc atgatggata   1080

tgtggcctgg agtagtcggt atggaagcag tcacttttgt aaatgttaag tttaggggag   1140

atggttataa tggaatagtg tttatggcca ataccaaact tatattgcat ggttgtagct   1200

tttttggttt caacaatacc tgtgtagatg cctggggaca ggttagtgta cgggggtgta   1260

gtttctatgc gtgttggatt gccacagctg gcagaaccaa gagtcaattg tctctgaaga   1320

aatgcatatt ccaaagatgt aacctgggca ttctgaatga aggcgaagca agggtccgtc   1380

actgcgcttc tacagatact ggatgtttta ttttaattaa gggaaatgcc agcgtaaagc   1440

ataacatgat ttgtggtgct tccgatgaga ggccttatca aatgctcact tgtgctggtg   1500

ggcattgtaa tatgctggct actgtgcata ttgtttccca tcaacgcaaa aaatggcctg   1560
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tttttgatca caatgtgttg accaagtgca ccatgcatgc aggtgggcgt agaggaatgt   1620

ttatgcctta ccagtgtaac atgaatcatg tgaaagtgtt gttggaacca gatgcctttt   1680

ccagaatgag cctaacagga atctttgaca tgaacacgca aatctggaag atcctgaggt   1740

atgatgatac gagatcgagg gtgcgcgcat gcgaatgcgg aggcaagcat gccaggttcc   1800

agccggtgtg tgtagatgtg accgaagatc tcagaccgga tcatttggtt attgcccgca   1860

ctggagcaga gttcggatcc agtggagaag aaactgacta aggtgagtat tgggaaaact   1920

ttggggtggg attttcagat ggacagattg agtaaaaatt tgttttttct gtcttgcagc   1980

tgacatgagt ggaaatgctt cttttaaggg gggagtcttc agcccttatc tgacagggcg   2040

tctcccatcc tgggcaggag ttcgtcagaa tgttatggga tctactgtgg atggaagacc   2100

cgttcaaccc gccaattctt caacgctgac ctatgctact ttaagttctt cacctttgga   2160

cgcagctgca gccgctgccg ccgcctctgt cgccgctaac actgtgcttg gaatgggtta   2220

ctatggaagc atcgtggcta attccacttc ctctaataac ccttctacac tgactcagga   2280

caagttactt gtccttttgg cccagctgga ggctttgacc caacgtctgg gtgaactttc   2340

tcagcaggtg gccgagttgc gagtacaaac tgagtctgct gtcggcacgg caaagtctaa   2400

ataaaaaaaa ttccagaatc aatgaataaa                                    2430

<210>  56

<211>  2429

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 11

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad11 E1B-pIX region
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<400>  56

aataaaaata tgttaactgt tcactggttt ttattgcttt ttgggcgggg actcaggtat     60

ataagtagaa gcagacctgt gtggttagct cataggagct ggctttcatc catggaggtt    120

tgggccattt tggaagacct taggaagact aggcaactgt tagagaacgc ttcggacgga    180

gtctccggtt tttggagatt ctggttcgct agtgaattag ctagggtagt ttttaggata    240

aaacaggact ataaacaaga atttgaaaag ttgttggtag attgcccagg actttttgaa    300

gctcttaatt tgggccatca ggttcacttt aaagaaaaag ttttatcagt tttagacttt    360

tcaaccccag gtagaactgc tgctgctgtg gcttttctta cttttatatt agataaatgg    420

atcccgcaga ctcatttcag caggggatac gttttggatt tcatagccac agcattgtgg    480

agaacatgga aggttcgcaa gatgaggaca atcttaggtt actggccagt gcagcctttg    540

ggtgtagcgg gaatcctgag gcatccaccg gtcatgccag cggttctgga ggaggaacag    600

caagaggaca acccgagagc cggcctggac cctccagtgg aggaggcgga gtagctgact    660

tgtctcctga actgcaacgg gtgcttactg gatctacgtc cactggacgg gataggggcg    720

ttaagaggga gagggcatct agtggtactg atgctagatc tgagttggct ttaagtttaa    780

tgagtcgcag acgtcctgaa accatttggt ggcatgaggt tcagaaagag ggaagggatg    840

aagtttctgt attgcaggag aaatattcac tggaacaggt gaaaacatgt tggttggagc    900

ctgaggatga ttgggaggtg gccattaaaa attatgccaa gatagctttg aggcctgata    960

aacagtataa gattactaga cggattaata tccggaatgc ttgttacata tctggaaatg   1020

gggctgaggt ggtaatagat actcaagaca aggcagttat tagatgctgc atgatggata   1080
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tgtggcctgg ggtagtcggt atggaagcag taacttttgt aaatgttaag tttaggggag   1140

atggttataa tggaatagtg tttatggcca ataccaaact tatattgcat ggttgtagct   1200

tttttggttt caacaatacc tgtgtagatg cctggggaca ggttagtgta cggggatgta   1260

gtttctatgc gtgttggatt gccacagctg gcagaaccaa gagtcaattg tctctgaaga   1320

aatgcatatt tcaaagatgt aacctgggca ttctgaatga aggcgaagca agggtccgcc   1380

actgcgcttc tacagatact ggatgtttta ttttgattaa gggaaatgcc agcgtaaagc   1440

ataacatgat ttgcggtgct tccgatgaga ggccttatca aatgctcact tgtgctggtg   1500

ggcattgtaa tatgctggct actgtgcata ttgtttccca tcaacgcaaa aaatggcctg   1560

tttttgatca caatgtgatg acgaagtgta ccatgcatgc aggtgggcgt agaggaatgt   1620

ttatgcctta ccagtgtaac atgaatcatg tgaaagtgtt gttggaacca gatgcctttt   1680

ccagaatgag cctaacagga atttttgaca tgaacatgca aatctggaag atcctgaggt   1740

atgatgatac gagatcgagg gtacgcgcat gcgaatgcgg aggcaagcat gccaggttcc   1800

agccggtgtg tgtagatgtg actgaagatc tcagaccgga tcatttggtt attgcccgca   1860

ctggagcaga gttcggatcc agtggagaag aaactgacta aggtgagtat tgggaaaact   1920

ttggggtggg attttcagat ggacagattg agtaaaaatt tgttttttct gtcttgcagc   1980

tgtcatgagt ggaaacgctt cttttaaggg gggagtcttc agcccttatc tgacagggcg   2040

tctcccatcc tgggcaggag ttcgtcagaa tgttatggga tctactgtgg atggaagacc   2100

cgtccaaccc gccaattctt caacgctgac ctatgctact ttaagttctt cacctttgga   2160

cgcagctgca gctgccgccg ccgcttctgt tgccgctaac actgtgcttg gaatgggtta   2220

ctatggaagc atcatggcta attccacttc ctctaataac ccttctaccc tgactcagga   2280
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caagttactt gtccttttgg cccagctgga ggctttgacc caacgtctgg gtgaactttc   2340

tcagcaggtg gtcgagttgc gagtacaaac tgagtctgct gtcggcacgg caaagtctaa   2400

ataaaaaaat cccagaatca atgaataaa                                     2429

<210>  57

<211>  2426

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 7

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad7 E1B-pIX region

<400>  57

aataaaatta tgtcagctgc tgagtgtttt attacttctt gggtggggtc ttggatatat     60

aagtaggagc agatctgtgt ggttagctca cagcaacttg ctgccatcca tggaggtttg    120

ggctatcttg gaagacctca gacagactag gctactacta gaaaacgcct cggacggagt    180

ctctggcctt tggagattct ggttcggtgg tgatctagct aggctagtgt ttaggataaa    240

acaggactac agggaagaat ttgaaaagtt attggacgac attccaggac tttttgaagc    300

tcttaacttg ggccatcagg ctcattttaa ggagaaggtt ttatcagttt tagatttttc    360

tactcctggt agaactgctg ctgctgtagc ttttcttact tttatattgg ataaatggat    420

ccgccaaact cacttcagca agggatacgt tttggatttc atagcagcag ctttgtggag    480

aacatggaag gctcgcagga tgaggacaat cttagattac tggccagtgc agcctctggg    540

agtagcaggg atactgagac acccaccgac catgccagcg gttctgcagg aggagcagca    600

ggaggacaat ccgagagccg gcctggaccc tccggtggag gagtagctga cctgtttcct    660
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gaactgcgac gggtgcttac taggtctacg accagtggac agaacagggg aattaagagg    720

gagaggaatc ctagtgggaa taattcaaga accgagttgg ctttaagttt aatgagccgc    780

aggcgtcctg aaactgtttg gtggcatgag gttcagagcg aaggcaggga tgaagtttca    840

atattgcagg agaaatattc actagaacaa cttaagacct gttggttgga acctgaggat    900

gattgggagg tggccattag gaattatgct aagatatctc tgaggcctga taaacaatat    960

agaattacta agaagattaa tattagaaat gcatgctaca tatcagggaa tggggcagag   1020

gttataatag atacacaaga taaagcagct tttagatgtt gtatgatggg tatgtggcca   1080

ggggttgtcg gcatggaagc aataacactt atgaatatta ggtttagagg ggatgggtat   1140

aatggcattg tatttatggc taacactaag ctgattctac atggttgtag cttttttggg   1200

tttaataata cgtgtgtaga agcttggggg caagttagtg tgaggggttg tagtttttat   1260

gcatgctgga ttgcaacatc aggtagggtg aagagtcagt tgtctgtgaa gaaatgcatg   1320

tttgagagat gtaatcttgg catactgaat gaaggtgaag caagggtccg ccactgcgca   1380

gctacagaaa ctgcctgctt cattctaata aagggaaatg ccagtgtgaa gcataatatg   1440

atctgtggac attcggatga gaggccttat cagatgctaa cctgcgctgg tggacattgc   1500

aatattcttg ctaccgtgca tatcgtttca catgcacgca agaaatggcc tgtatttgaa   1560

cataatgtga ttaccaagtg caccatgcat ataggtggtc gcaggggaat gtttatgcct   1620

taccagtgta acatgaatca tgtgaaggta atgttggaac cagatgcctt ttccagagtg   1680

agcgtaacag gaatctttga tatgaatatt caactatgga agatcctgag atatgatgac   1740

actaaaccaa gggtgcgcgc atgcgaatgc ggaggcaagc atgctagatt ccagccggtg   1800

tgcgtggatg tgactgaaga cctgaggccc gatcatttgg tgcttgcctg cactggagcg   1860
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gagttcggtt ctagtggtga agaaactgac taaagtaagt agtgggggca aaatgtggat   1920

ggggactttc aggttggtaa ggtggacaaa ttgggtaaat tttgttaatt tctgtcttgc   1980

agctgccatg agtggaagcg cttcttttga ggggggagta tttagccctt atctgacggg   2040

caggctccca ccatgggcag gagttcgtca gaatgtcatg ggatccactg tggatgggag   2100

acccgtccag cccgccaatt cctcaacgct gacctatgcc actttgagtt cgtcaccatt   2160

ggatgcagct gcagccgccg ccgctactgc tgccgccaac accatccttg gaatgggcta   2220

ttacggaagc attgttgcca attccagttc ctctaataat ccttcaaccc tggctgagga   2280

caagctactt gttctcttgg ctcagctcga ggccttaacc caacgcttag gcgaactgtc   2340

taagcaggtg gcccagttgc gtgagcaaac tgagtctgct gttgccacag caaagtctaa   2400

ataaagatct caaatcaata aataaa                                        2426

<210>  58

<211>  240

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 11

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad11 pIX cDNA sequence

<400>  58

cgactggagc acgaggacac tgacatggac tgaaggagta gaaatcattt ggttattgcc     60

cgcactggag cagagttcgg atccagtgga gaagaaactg actaagctgt catgagtgga    120

aacgcttctt ttaagggggg agtcttcagc ccttatctga cagggcgtct cccatcctgg    180

gcaggagttc gtcagaatgt tatgggatct actgtggatg gaacacccgt tcaacccgcc    240
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<210>  59

<211>  227

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 35

<220>

<221>  misc_feature

<223>  Ad35 pIX cDNA sequence

<400>  59

ggacactgac atggactgaa ggagtagaaa atcatttggt tattgcccgc actggagcag     60

agttcggatc cagtggagaa gaaactgact aagctgacat gagtggaaat gcttctttta    120

aggggggagt cttcagccct tatctgacag ggcgtctccc atcctgggca ggagttcgtc    180

agaatgttat gggatctact gtggatggaa gacccgttca acccgcc                  227

<210>  60

<211>  289

<212>  DNA

<213>  Adenovirus type 35

<220>

<221>  misc_feature

<223>  wild-type Ad35 sequence nt 3339-3628

<220>

<221>  Intron

<222>  (62)..(138)

<220>

<221>  startcodon pIX

<222>  (146)..(148)

<400>  60

atcatttggt tattgcccgc actggagcag agttcggatc cagtggagaa gaaactgact     60

aaggtgagta ttgggaaaac tttggggtgg gattttcaga tggacagatt gagtaaaaat    120
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ttgttttttc tgtcttgcag ctgacatgag tggaaatgct tcttttaagg ggggagtctt    180

cagcccttat ctgacagggc gtctcccatc ctgggcagga gttcgtcaga atgttatggg    240

atctactgtg gatggaagac ccgttcaacc cgccaattct tcaacgctg                289

<210>  61

<211>  294

<212>  PRT

<213>  Adenovirus type 5

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<223>  amino acid sequence of the E4-orf6 protein of Ad5

<400>  61

Met Thr Thr Ser Gly Val Pro Phe Gly Met Thr Leu Arg Pro Thr Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Arg Leu Ser Arg Arg Thr Pro Tyr Ser Arg Asp Arg Leu Pro Pro 

            20                  25                  30          

Phe Glu Thr Glu Thr Arg Ala Thr Ile Leu Glu Asp His Pro Leu Leu 

        35                  40                  45              

Pro Glu Cys Asn Thr Leu Thr Met His Asn Val Ser Tyr Val Arg Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Pro Cys Ser Val Gly Phe Thr Leu Ile Gln Glu Trp Val Val Pro 

65                  70                  75                  80  

Trp Asp Met Val Leu Thr Arg Glu Glu Leu Val Ile Leu Arg Lys Cys 

                85                  90                  95      

Met His Val Cys Leu Cys Cys Ala Asn Ile Asp Ile Met Thr Ser Met 

            100                 105                 110         
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Met Ile His Gly Tyr Glu Ser Trp Ala Leu His Cys His Cys Ser Ser 

        115                 120                 125             

Pro Gly Ser Leu Gln Cys Ile Ala Gly Gly Gln Val Leu Ala Ser Trp 

    130                 135                 140                 

Phe Arg Met Val Val Asp Gly Ala Met Phe Asn Gln Arg Phe Ile Trp 

145                 150                 155                 160 

Tyr Arg Glu Val Val Asn Tyr Asn Met Pro Lys Glu Val Met Phe Met 

                165                 170                 175     

Ser Ser Val Phe Met Arg Gly Arg His Leu Ile Tyr Leu Arg Leu Trp 

            180                 185                 190         

Tyr Asp Gly His Val Gly Ser Val Val Pro Ala Met Ser Phe Gly Tyr 

        195                 200                 205             

Ser Ala Leu His Cys Gly Ile Leu Asn Asn Ile Val Val Leu Cys Cys 

    210                 215                 220                 

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

225                 230                 235                 240 

Arg Thr Arg Arg Leu Met Leu Arg Ala Val Arg Ile Ile Ala Glu Glu 

                245                 250                 255     

Thr Thr Ala Met Leu Tyr Ser Cys Arg Thr Glu Arg Arg Arg Gln Gln 

            260                 265                 270         

Phe Ile Arg Ala Leu Leu Gln His His Arg Pro Ile Leu Met His Asp 

        275                 280                 285             

Tyr Asp Ser Thr Pro Met 

    290                 
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<210>  62

<211>  299

<212>  PRT

<213>  Adenovirus type 35

<220>

<221>  MISC_FEATURE

<223>  amino acid sequence of the E4-orf6 protein of Ad35

<400>  62

Met Ser Gly Ser Asn Ser Ile Met Thr Arg Leu Arg Ala Arg Ser Thr 

1               5                   10                  15      

Ser Cys Ala Arg His His Pro Tyr Thr Arg Ala Gln Leu Pro Arg Cys 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Pro Asp Cys Asp Thr Met Thr Met His Ser Val Ser Cys Val Arg Gly 

    50                  55                  60                  

Leu Pro Cys Ser Ala Ser Phe Thr Val Leu Gln Glu Leu Pro Ile Pro 

65                  70                  75                  80  

Trp Asp Met Phe Leu Asn Pro Glu Glu Leu Lys Ile Met Arg Arg Cys 

                85                  90                  95      

Met His Leu Cys Leu Cys Cys Ala Thr Ile Asp Ile Phe His Ser Gln 

            100                 105                 110         

Val Ile His Gly Arg Glu Asn Trp Val Leu His Cys His Cys Asn Gln 

        115                 120                 125             
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Gln Gly Ser Leu Gln Cys Met Ala Gly Gly Ala Val Leu Ala Val Trp 

    130                 135                 140                 

Phe Arg Lys Val Ile Leu Gly Cys Met Ile Asn Gln Arg Cys Pro Trp 

145                 150                 155                 160 

Tyr Arg Gln Ile Val Asn Met His Met Pro Lys Glu Ile Met Tyr Val 

                165                 170                 175     

Gly Ser Val Phe Leu Arg Glu Arg His Leu Ile Tyr Ile Lys Leu Trp 

            180                 185                 190         

Tyr Asp Gly His Ala Gly Ala Ile Ile Ser Asp Met Ser Phe Gly Trp 

        195                 200                 205             

Ser Ala Phe Asn Tyr Gly Leu Leu Asn Asn Ile Val Ile Met Cys Cys 

    210                 215                 220                 

Thr Tyr Cys Lys Asp Leu Ser Glu Ile Arg Met Arg Cys Cys Ala His 

225                 230                 235                 240 

Arg Thr Arg Lys Leu Met Leu Arg Ala Ile Lys Ile Met Leu Gln Glu 

                245                 250                 255     

Thr Val Asp Pro Asp Pro Ile Asn Ser Ser Arg Thr Glu Arg Arg Arg 

            260                 265                 270         

Gln Arg Leu Leu Val Gly Leu Met Arg His Asn Arg Pro Ile Pro Phe 

        275                 280                 285             

Ser Asp Tyr Asp Ser His Arg Ser Ser Ser Arg 

    290                 295                 

<210>  63

<211>  150

<212>  PRT

<213>  Adenovirus type 5
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<220>

<221>  misc_feature

<223>  amino acid sequence of the E4-orf6+7 protein of Ad5

<400>  63

Met Thr Thr Ser Gly Val Pro Phe Gly Met Thr Leu Arg Pro Thr Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Arg Leu Ser Arg Arg Thr Pro Tyr Ser Arg Asp Arg Leu Pro Pro 

            20                  25                  30          

Phe Glu Thr Glu Thr Arg Ala Thr Ile Leu Glu Asp His Pro Leu Leu 

        35                  40                  45              

Pro Glu Cys Asn Thr Leu Thr Met His Asn Ala Trp Thr Ser Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Pro Pro Val Lys Gln Pro Gln Val Gly Gln Gln Pro Val Ala Gln Gln 

65                  70                  75                  80  

Leu Asp Ser Asp Met Asn Leu Ser Glu Leu Pro Gly Glu Phe Ile Asn 

                85                  90                  95      

Ile Thr Asp Glu Arg Leu Ala Arg Gln Glu Thr Val Trp Asn Ile Thr 

            100                 105                 110         

Pro Lys Asn Met Ser Val Thr His Asp Met Met Leu Phe Lys Ala Ser 

        115                 120                 125             

Arg Gly Glu Arg Thr Val Tyr Ser Val Cys Trp Glu Gly Gly Gly Arg 

    130                 135                 140                 

Leu Asn Thr Arg Val Leu 

145                 150 
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<210>  64

<211>  141

<212>  PRT

<213>  Adenovirus type 35

<220>

<221>  misc_feature

<223>  amino acid sequence of the E4-orf6+7 protein of Ad35

<400>  64

Met Ser Gly Ser Asn Ser Ile Met Thr Arg Leu Arg Ala Arg Ser Thr 

1               5                   10                  15      

Ser Cys Ala Arg His His Pro Tyr Thr Arg Ala Gln Leu Pro Arg Cys 

            20                  25                  30          

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

        35                  40                  45              

Pro Asp Cys Asp Thr Met Thr Met His Ser Met Thr Val Ile Gln Thr 

    50                  55                  60                  

Pro Glu Ser His Pro Gln Gln Leu Asp Cys Glu Ser Ala Leu Lys Asp 

65                  70                  75                  80  

Tyr Arg Asp Gly Phe Leu Ser Ile Thr Asp Pro Arg Leu Ala Arg Ser 

                85                  90                  95      

Glu Thr Val Trp Asn Val Glu Ser Lys Thr Met Ser Ile Ser Asn Gly 

            100                 105                 110         

Ile Gln Met Phe Lys Ala Val Arg Gly Glu Arg Leu Val Tyr Ser Val 

        115                 120                 125             

Lys Trp Glu Gly Gly Gly Lys Ile Thr Thr Arg Ile Leu 
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    130                 135                 140     

<210>  65

<211>  150

<212>  PRT

<213>  Artificial

<220>

<223>  amino acid sequence of the E4-orf6+7 fusion protein from Ad5 and 

       Ad35

<400>  65

Met Thr Thr Ser Gly Val Pro Phe Gly Met Thr Leu Arg Pro Thr Arg 

1               5                   10                  15      

Ser Arg Leu Ser Arg Arg Thr Pro Tyr Ser Arg Asp Arg Leu Pro Pro 

            20                  25                  30          

Phe Glu Thr Glu Thr Arg Ala Thr Ile Leu Glu Asp His Pro Leu Leu 

        35                  40                  45              

Pro Glu Cys Asn Thr Leu Thr Met His Asn Ala Trp Thr Ser Pro Ser 

    50                  55                  60                  

Pro Pro Val Lys Gln Pro Gln Val Gly Gln Gln Pro Val Ala Gln Gln 

65                  70                  75                  80  

Leu Asp Ser Asp Met Asn Leu Ser Glu Leu Pro Gly Glu Phe Ile Asn 

                85                  90                  95      

Ile Thr Asp Glu Arg Leu Ala Arg Gln Glu Thr Val Trp Asn Ile Thr 

            100                 105                 110         

Pro Lys Asn Met Ser Val Thr His Asp Met Met Leu Phe Lys Ala Ser 

        115                 120                 125             

Arg Gly Glu Arg Thr Val Tyr Ser Val Lys Trp Glu Gly Gly Gly Lys 
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    130                 135                 140                 

Ile Thr Thr Arg Ile Leu 

145                 150 
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