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(54) Ｎ-말단 콜린 결합 단백질 Ａ 절두물의 아미노산을 포함하는 폴리펩티드, 이로부터 유도된 백신 및

이를 포함하는 약제학적 조성물

요약

본 발명은 서열 1, 3 내지 7 또는 9 내지 11에 기술된 아미노산 서열을 갖는, N-말단 콜린 결합 단백질 A의 절두물의 아미

노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를 제공하며, 이의 단편, 돌연변이체, 변이체, 유사체 또는 유도체를 포함한다. 또

한 본 발명은 아미노산 서열이 서열 24에 제시되고, 폴리펩티드가 이의 천연 3차 구조를 갖는, N-말단 콜린 결합 단백질 A

절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드 및 이의 제조 방법을 제공한다. 본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백

질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를 제공하는데, 이때, 폴리펩티드는 렉틴 활성을 보유하고 콜

린에 결합하지 않는다. 본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 면역원성 폴리

펩티드를 제공한다. 본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 암호화하는

분리된 핵산을 제공한다. 최종적으로 본 발명은 약제학적 조성물, 백신 및 진단 및 치료학적 방법에서의 용도를 제공한다.

대표도

도 1

색인어

폐렴구균, N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물, 콜린, 렉틴

명세서

기술분야

본 발명은 일반적으로, N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물(truncate)의 폴리펩티드에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 세균

감염, 특정하게는 폐렴구균(pneumococcus)에 대한 보호를 제공하거나 이러한 감염에 대한 보호 항체를 유도하는 백신,

및 진단 및 수동 면역요법에 사용하기 위한, 상기 폴리펩티드에 대한 항체 및 길항제에 관한 것이다. 당해 폴리펩티드 및/

또는 이러한 폴리펩티드를 암호화하는 핵산은 또한, 폐렴구균의 세균성 부착소(adhesion)의 경쟁적 억제제로서 유용하다.

마지막으로, 본 발명은 이러한 폴리펩티드를 사용하는 치료법에 관한 것이다.

배경기술
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스트렙토코커스 뉴모니애(Streptococcus pneumoniae)는 패혈증, 수막염, 중이염 및 대엽성 폐렴과 같은 침입성 감염의

주요 원인인 그람 양성 세균이다[참조: Tuomanen et al NEJM 322:1280-1284, 1995]. 폐렴구균은 상부 및 하부 기도

세포에 친화적으로 결합된다. 대부분의 세균과 마찬가지로, 폐렴구균이 사람 세포에 부착하는 것은 진핵성 탄수화물에 레

시틴-유사 방식으로 결합되는 세균성 표면 단백질의 제시에 의해 이루어진다[참조: Cundell, D. & Tuomanen, E. (1994)

Microb Pathog 17:361-374]. 폐렴구균은 염증이 유발되지 않은 상피에 결합되는데, 이는 무증상 보균(asymptomatic

carriage)으로서 여겨질 수 있는 과정이다. 침입성 질환으로의 전환은 사람 세포를 활성화시키면서 이러한 사람 세포 상에

서 이용될 수 있는 수용체의 수와 형태를 변화시키는 염증 인자가 국부적으로 발생되는 것을 포함한다고 제안된 바 있다

[참조: Cundell, D. et al. (1995) Nature, 377:435-438]. 이러한 새로운 설정에서 한 가지 가능성으로 제시된 것은 폐렴

구균이 이들 비-조절된 수용체, 즉 혈소판 활성화 인자(PAF) 수용체를 이용하고, 이들 중 하나와 관계된 것으로 여겨진다

는 것이다[참조: Cundell et al. (1995) Nature, 377:435-438]. PAF 수용체가 나타난지 수분이내에, 폐렴구균은 한층 더

고조된 부착과 침입을 진행하게 된다. 예를 들면, 가용성 수용체 유사체에 의해 활성화된 세포에 대한 세균성 결합을 억제

시키는 것은 동물 모델에서 질환으로의 진행을 차단시켜준다[참조: Idanpaan-Heikkila, I. et al. (1997) J. Infect. Dis.,

176:704-712]. 이와 관련하여 특히 유효한 것은, 시험관내 사람 세포에 대한 폐렴구균의 부착을 예방하고 생체내 폐에서

의 콜로니형성(colonization)을 예방하는 부가의 시알산을 지니거나 지니지 않는 락토-N-네오테트라오스를 함유하는 가

용성 탄수화물이다.

콜린 결합 단백질: 후보 구조 부착소 유전자:

폐렴구균은 세포벽 테이코산 또는 리포테이코산에 대한 비-공유 결합에 의해 세균성 표면에 결합할 수 있는 표면 단백질

계열을 생성한다. 스트렙토코커스 뉴모니애의 표면은 포스포릴콜린에 비-공유적으로 결합되는 CBP(콜린 결합 단백질)

계열로 덮힌다. CbpA는 키메라 구조를 나타내는 75kD 표면-노출된 콜린 결합 단백질이다. 이에는 독특한 N-말단 도메인

프롤린 풍부 영역에 이어서 콜린에 대한 결합과 관련된 10개의 반복 영역으로 구성된 C-말단 도메인이 있다.

CbpA는 진핵 세포의 표면 상에 존재하는 당접합체 함유 수용체에 대한 부착소(리간드)이다. cbpA에 결함있는 돌연변이

체는 비강인두 콜로니형성에 대한 유아 랫트 모델에서 발병력 저하를 나타내었다. 이러한 결합은 테이코산으로 덮혀진 콜

린 결정기에 대해 지시된 것이며 이러한 단백질 계열의 구성원 각각에서 특징적인 콜린 결합 도메인에 의해 매개된다. 이

러한 콜린 결합 도메인은 로페즈(Lopez) 등의 자가분해성 효소에 관한 연구에서 발견되었고 이의 특징이 완전히 확인되었

다[참조: Ronda et al.(1987) Eur. J. Biochem, 164:621-624]. 이러한 도메인을 함유하는 기타 단백질에는 폐렴구균성

파아지의 자가용해물질 및 보호성 항원인 폐렴구균성 표면 단백질 A(PspA)가 포함된다[참조: Ronda, C. et al. (1987)

Eur. J. Biochem., 164:621-624 and McDaniel, L.S.,et al. (1992) Microb. Pathog, 13:261-269]. CbpA는 이의 기타

계열 구성원 C 말단과 공유되지만 이의 사람 세포에 대한 결합 활성이 이의 독특한 N-말단 도메인으로부터 발생되는 비강

인두 도메인을 콜로니형성시키지 못한다. 이러한 콜로니형성 과정과 질환으로의 진행이, 1차 단계로서 사람 세포에 대한

폐렴구균의 부착에 좌우되기 때문에, 교차 반응성 항체 또는 이러한 도메인을 모사하는 펩티드와의 경쟁적 억제에 의해 상

기 N-말단 도메인의 기능을 방해하는 것이 질환을 차단하는데 결정적일 수 있다.

항-폐렴구균성 백신에 대한 콜린 결합 단백질은 PCT 국제특허출원 PCT/US 97/07198에 기재되어 있고, 이러한 PCT 출

원은 본원에 참조문헌으로 삽입되어 있다. 에스. 뉴모니애(S. pneumoniae)에 대한 최근 백신은 상기 세균의 가장 공통적

인 23개 혈청형 캡슐의 정제된 탄수화물을 이용하고 있지만, 이러한 백신은 예방율이 단지 50% 정도이고[참조: Shapiro

et al. NJEM 325:1453, 1991], 2세 이하에서는 면역원성이 아니다. 추가로, 치료학적 폴리펩티드는 다중 내성 유기체로

의 감염의 경우에는 치료학적 옵션을 부여할 수도 있다. 따라서, 본 발명은 예방용 백신을 제공함으로써 오래전부터의 필

요를 충족시켜준다.

발명의 요약

본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를 제공한다. 이러한 폴리펩

티드는 서열 1, 3 내지 7 또는 9 내지 11에 제시된 아미노산 서열, 이의 단편, 돌연변이체, 변이체, 유사체 또는 유도체를

포함한다. 또한, 본 발명은 서열 24에 제시된 아미노산을 갖는 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포

함하는, 3차 구조를 나타내는 분리된 폴리펩티드, 및 이러한 폴리펩티드의 제조 방법을 제공한다. 당해 분리된 폴리펩티드

는 동물과 사람을 세균 감염, 바람직하게는 폐렴구균 감염으로부터 면역시키는데 사용하기에 적합하다.

추가의 양태에서, 본 발명은 렉틴 활성은 지니지만 콜린 결합 활성은 지니지 않는 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물에 관

한 것이다. 추가로, 본 발명은 면역원성 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물 또는 이의 단편을 제공한다.
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또한, 본 발명은 당해 분리된 폴리펩티드를 암호화하거나 이러한 폴리펩티드의 활성을 경쟁적으로 억제시키는 분리된 핵

산, 예를 들면, 재조합 DNA 분자 또는 클로닝된 유전자, 또는 이의 축퇴성 변이체, 돌연변이체, 유사체 또는 단편에 관한

것이다. 바람직하게는, 이의 축퇴물, 변이체, 돌연변이체, 유사체 또는 단편을 포함하는 분리된 핵산은 서열 12, 14 내지

17, 19 내지 22 또는 23에 제시된 서열을 갖는다. 본 발명의 추가의 양태에서는, 이와 같이 결정된 재조합 DNA 분자 또는

클로닝된 유전자의 완전한 DNA 서열을, 적당한 숙주 내로 도입될 수 있는 발현 조절 서열과 작동적으로 연결시킬 수 있다.

따라서, 본 발명은, 본 발명을 암호화하는 DNA 서열을 포함하는 클로닝된 유전자 또는 재조합 DNA 분자로 형질전환된 단

세포 숙주, 및 더욱 특히, 앞서 제시된 바와 같은 서열로부터 결정된 DNA 서열 또는 이의 단편을 포괄한다.

이러한 분리된 폴리펩티드에 대한 항체에는 천연 발생의 항체 및 재조합적으로 제조된 항체가 포함된다. 이들은 공지된 유

전 공학 기술에 의해 제조된 폴리클로날 및 모노클로날 항체 뿐만 아니라 이중-특이적(키메라) 항체, 및 경쟁 제제로서 작

용하는 것을 포함하지만 이에 제한되지는 않는 세균 부착을 조절하는 능력과 함께 진단용으로 사용하도록 만드는 기타 작

용기를 포함하는 항체를 포함할 수 있다.

본 발명의 추가의 목적은 침입성, 자발성 또는 특발성 병리학적 상태의 유해 결과를 치료하거나 피하기 위한, 상기 세균 또

는 이의 아단위의 양 또는 활성을 조절하는 포유류의 치료 방법을 제공하는 것이다. 본 발명은 당해 분리된 폴리펩티드, 이

의 아단위 또는 결합 파트너를 포함하거나 이에 근거한 치료법으로 사용하기 위한 약제학적 조성물을 제공한다.

마지막으로, 본 발명은 약제학적 조성물, 백신, 및 이의 진단 및 치료 방법 용도를 제공한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 및 재조합 절두물 R1(도 2에 제시된 바와 같은 CbpA의 N-말단으로부터 약 16번 아미

노산 내지 321번 아미노산) 및 R2(도 2에 제시된 바와 같은 CbpA의 N-말단으로부터 약 16번 아미노산 내지 444번 아미

노산)을 도식적으로 나타낸 것이다. 도메인 A는 도 2에 제시된 바와 같은 CbpA 아미노산 서열의 N-말단으로부터 약 153

번 아미노산 내지 321번 아미노산이고; 도메인 B는 도 2에 제시된 바와 같은 CbpA 아미노산 서열의 N-말단으로부터 약

270번 아미노산 내지 326번 아미노산이며; 도메인 C는 도 2에 제시된 바와 같은 CbpA 아미노산 서열의 N-말단으로부터

약 327번 아미노산 내지 433번 아미노산이다.

도 2A 내지 B는 CbpA의 N-말단 영역의 핵산과 아미노산 서열의 각종 혈청형의 상동성을 비교한 것이다.

도 3은 재조합 R1 및 R2의 발현과 정제를 도시한 것이다.

도 4는 마우스에서의 수동 보호 결과를 나타낸 것이다. 재조합 R2에 대한 면역 혈청은 치사 에스. 뉴모니애 챌린지로부터

마우스를 보호하였다.

도 5는 LNnT-HSA 피복된 플레이트에 대한 R6x 부착에 대한 항-R2 항체의 역가를 나타낸 것이다.

도 6은 LNnT-HSA 피복된 플레이트에 대한 폐렴구균의 부착을 차단하는 활성에 대한 항-CbpA 및 흡착된 항-CbpA 항

체의 역가를 나타낸 것이다.

도 7은 마우스에서의 능동 보호 결과를 나타낸 것이다. 재조합 R1에 대한 면역 혈청은 치사 에스. 뉴모니애 챌린지로부터

마우스를 보호하였다(챌린지 560cfu 혈청형 6B).

발명의 상세한 설명

본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드에 관한 것이다. 당해 폴리

펩티드는 폐렴구균성 감염에 대하여 동물을 면역시키는데 사용하기에 적합하다. 이들 폴리펩티드 또는 이의 펩티드 단편

은 이들이 적당한 애주번트와 제형화된 경우, 폐렴구균에 대한 예방용 백신 및 교차 반응성 단백질을 이용한 기타 세균에

대한 예방용 백신으로 사용된다.

본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를 제공한다. 한 양태에서,

이러한 폴리펩티드는 서열 1, 3 내지 5, 7, 또는 9 내지 11에 제시된 아미노산 서열, 이의 단편, 돌연변이체, 변이체, 유사

체 또는 유도체를 포함한다. 또 다른 양태에서, 당해 폴리펩티드는 아미노산 KXXE(서열 6)을 갖는다.

등록특허 10-0638503

- 4 -



본 발명은 도 2에 제시된 바와 같은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를

제공한다. 한 양태에서, 이러한 폴리펩티드는 도 2에 제시된 바와 같은 보존된 영역인 아미노산 서열을 갖는다. 예를 들면,

이러한 보존된 영역에는 아미노산 서열 158 내지 210; 158 내지 172; 300 내지 321; 331 내지 339; 355 내지 365; 367

내지 374; 379 내지 389; 409 내지 427; 및 430 내지 447번이 포함되지만, 이에 제한되는 것은 아니다. 도 2는 본 발명에

의해 고려되는 CbpA의 N-말단 영역의 핵산과 아미노산 서열의 각종 혈청형의 상동성을 나타낸 것이다.

추가로, 본 발명은 서열 24에 제시된 아미노산을 갖는 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는, 3

차 구조를 나타내는 분리된 폴리펩티드를 제공한다. 한 양태에서, 상기 폴리펩티드는 이의 유사체, 단편, 돌연변이체 또는

변이체이다. 고려된 변이체가 도 2에 제시되어 있다. 본 발명은 또한, 도 2에 제시된 바와 같은 혈청형 4의 위치 16 내지 약

위치 475 아미노산 또는 도 2에 제시된 바와 같은 혈청형 4의 상응하는 아미노산을 갖는 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두

물의 아미노산 서열을 포함하는, 3차 구조를 나타내는 분리된 폴리펩티드를 제공한다. 한 양태에서, 3차 구조는 천연 단백

질에 존재하는 구조에 상응한다.

폴리펩티드의 제조방법은, 예를 들면, 다음과 같다: 콜린 결합 단백질 A의 전체 길이를 하이드록실아민으로 절단하는데,

하이드록실아민은 콜린 결합 단백질 A를 혈청형(serotype) R6x 및 혈청형 4의 위치 475의 아미노산 아스파라긴(N)에서

절단하거나 도 2에 도시한 상이한 혈청물에서 혈청형 R6x 또는 혈청형 4의 상응하는 아미노산을 절단함으로써 N-말단

콜린 결합 단백질 A 절두물을 제조한다. 절두된 콜린 결합 단백질 A 또는 이의 단편을 제조하고 천연의 3차 구조를 유지시

키는(즉, 전장 콜린 결합 단백질 A의 3차 구조) 대안적 방법이 고려되고 당해 분야의 숙련가에게 공지되어 있다. 폴리펩티

드가 이의 3차 구조를 유지하기 때문에, 분리된 폴리펩티드는 세균 감염, 바람직하게는 폐렴구균에 대해 동물과 사람에 면

역성을 주는 면역원으로서 사용되기에 적합하다.

콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 타입 4의 아미노산 서열은 다음과 같다:

"폴리펩티드 R2"는 서열이 다음과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 타입 4(도 1)의 N-말단 절두물의 위치 16 내지

위치 444의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.

콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 타입 4의 N-말단 절두물의 폴리펩티드 R2를 암호화하는 DNA 서열은 다음과 같다:
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혈청형 4의 CbpA의 아미노산 서열:

혈청형 4의 CbpA의 아미노산 서열을 암호화하는 DNA 서열:
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"폴리펩티드 R1"은 서열이 다음과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 타입 4의 N-말단 절두물의 위치 16 내지 위치

321의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.
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폴리펩티드 R1을 암호화하는 DNA 서열은 다음과 같다:

"폴리펩티드 C/R2"는 서열이 다음과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 타입 4의 N-말단의 위치 327 내지 위치 433

의 아미노산 서열을 갖는, R2 내 반복 영역 C를 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.

폴리펩티드 C/R2의 DNA 서열:

"폴리펩티드 A/R2"은 서열이 다음과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 타입 4의 N-말단의 위치 153 내지 위치

269의 아미노산 서열을 갖는, R2 내 반복 영역 A를 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.
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도 1에 도시된 바와 같이, 폴리펩티드 R2의 영역 A는 R1 내의 영역 A와 동일하다.

폴리펩티드 A/R2를 암호화하는 DNA 서열은 다음과 같다:

하나 이상의 아미노산 잔기의 종류 또는 위치는 변이체, 예를 들어 단백질에 대해 특정화된 모든 잔기보다 적게 함유하는

결실물, 특정화된 하나 이상의 잔기가 다른 잔기로 대체된 치환물, 및 하나 이상의 아미노산 잔기가 폴리펩티드의 말단 또

는 중간 위치에 부가된 부가물을 포함하도록 변화되거나 변형된다(도 2 참조). 이러한 분자에는 다음이 포함된다: 선택된

포유동물이외의 숙주에 의해 발현되는 "바람직한" 코돈의 삽입, 제한 엔도뉴클레아제 효소에 의한 절단용 위치의 제공 및

용이하게 발현된 벡터의 작제를 돕는 추가의 개시, 말단 또는 중간 DNA 서열의 제공. 구체적으로, 혈청형 4의 아미노산 치

환의 예는 다음과 같으나, 이에 제한되지 않는다: 위치 154의 E는 K로 치환됨; 위치 155의 P는 L로 치환됨; 위치 156의 G

는 E로 치환됨; 위치 157의 E는 K로 치환됨; 위치 181의 K는 E로 치환됨; 위치 182의 D는 A로 치환됨; 위치 187의 R은

Y, H 또는 L로 치환됨; 위치 194의 I는 N으로 치환됨; 위치 200의 E는 D로 치환됨; 위치 202의 E는 D로 치환됨; 위치 209

의 E는 K로 치환됨; 위치 212의 K는 E로 치환됨; 위치 218의 V는 L로 치환됨; 위치 220의 V는 K 또는 E로 치환됨; 위치

221의 K는 E로 치환됨; 위치 223의 N은 D 또는 K로 치환됨; 위치 225의 P는 S, T 또는 R로 치환됨; 위치 227의 D는 N으

로 치환됨; 위치 228의 E는 K로 치환됨; 위치 229의 Q는 E, G 또는 D로 치환됨; 위치 230의 K는 T로 치환됨; 위치 232의

K는 N으로 치환됨; 위치 235의 E는 K로 치환됨; 위치 236의 A는 E로 치환됨; 위치 237의 E는 K로 치환됨; 위치 240의 S

는 N으로 치환됨; 위치 241의 K는 E로 치환됨; 위치 242의 Q는 K로 치환됨; 위치 249의 K는 E로 치환됨; 위치 250의 K

는 N으로 치환됨; 위치 257의 E는 Q 또는 K로 치환됨; 위치 263의 A는 L로 치환됨; 위치 264의 K는 E로 치환됨; 위치

265의 R은 N으로 치환됨; 위치 266의 R은 I로 치환됨; 위치 267의 A는 K 또는 V로 치환됨; 위치 258의 D는 T로 치환됨;

위치 269의 A는 D로 치환됨; 위치 291의 A는 T, V, P, G 또는 X로 치환됨; 위치 294의 G는 G, A 또는 E로 치환됨; 위치

295의 V는 D 또는 A로 치환됨; 위치 295의 P는 L 또는 F로 치환됨; 위치 299의 L은 P 또는 Q로 치환됨; 위치 328의 P는

S로 치환됨; 위치 329의 E는 G로 치환됨; 위치 340의 E는 A로 치환됨; 위치 343의 K는 E 또는 D로 치환됨; 위치 347의

E는 K로 치환됨; 위치 349의 D는 A로 치환됨; 위치 354의 R은 H로 치환됨; 위치 366의 E는 D로 치환됨; 위치 375의 E는

K로 치환됨; 위치 378의 K는 E로 치환됨; 위치 390의 E는 G로 치환됨; 위치 391의 P는 S로 치환됨; 위치 393의 N은 D로

치환됨; 위치 397의 V는 I로 치환됨; 및 위치 408의 K는 Q로 치환됨.

"폴리펩티드 R2 혈청형-R6x"는 서열이 다음과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 R6x의 N-말단 절두물의 위치 16

내지 위치 444의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.
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폴리펩티드 R2 혈청형 R6x를 암호화하는 DNA 서열은 다음과 같다:

삭제

혈청형 R6x의 CbpA의 아미노산 서열:

삭제
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혈청형 R6x의 CbpA의 아미노산 서열을 암호화하는 DNA 서열은 다음과 같다:
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"폴리펩티드 R1 혈청형 R6x"는 서열이 다음과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 R6x의 N-말단 절두물의 위치 16

내지 위치 321의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.

폴리펩티드 R1을 암호화하는 DNA 서열은 다음과 같다:

삭제

"폴리펩티드 C/R2 혈청형 R6x"는 서열이 다음과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 R6x의 N-말단 절두물의 위치

327 내지 위치 433의 아미노산 서열을 갖는, R2 내 반복 영역 C를 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.

폴리펩티드 C/R2 혈청형 R6x의 DNA 서열은 다음과 같다:
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"폴리펩티드 A/R2 혈청형 R6x"는 폴리펩티드를 다음 서열을 갖는 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 R6X의 N-말단의

위치 155 내지 위치 265의 아미노산 서열을 갖는, R2 내 반복 영역 A를 포함하는 폴리펩티드를 의미한다.

폴리펩티드 A/R2 혈청형 R6x를 암호화하는 DNA 서열은 다음과 같다:

삭제

본 발명은 분리된 폴리펩티드에 관한 것으로, 여기서 분리된 폴리펩티드는 이의 단편, 돌연변이체, 변이체, 유사체 또는 유

도체를 포함하는, 서열번호 22 또는 23에 제시된 것과 같은 아미노산 서열로 이루어진다.

"폴리펩티드 B/R2"는 도 2에 제시된 것과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 타입 4의 N-말단 절두물의 위치 270

내지 위치 326의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 의미한다. "폴리펩티드 B/R2 혈청형-R6x"는 도 2에 제시된 것

과 같은 콜린 결합 단백질 A(CbpA) 혈청형 R6x의 N-말단 절두물의 위치 264 내지 위치 326의 아미노산 서열을 포함하

는 폴리펩티드를 의미한다. 본 발명은 도 1에 제시된 바와 같은 영역 A, B, C, A+B, B+C, A+C의 아미노산 서열을 갖는

폴리펩티드를 고려하고 있다.

또한, 본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를 제공하고, 여기서

폴리펩티드는 아미노산 KXXE(서열번호 6)를 갖는다.

본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드에 관한 것으로, 아미노산 서열이

도 2에 제시되어 있다. 한 양태에서, 폴리펩티드는 도 2에 제시된 것과 같은 보존된 영역인 아미노산 서열을 갖는다. 예를

들면, 보존된 영역은 아미노산 서열 158 내지 172, 300 내지 321, 331 내지 339, 355 내지 365, 367 내지 374, 379 내지

389, 409 내지 427 및 430 내지 447번을 포함하나, 이에 제한되지는 않는다. 도 2는 본 발명에서 고려되는 CbpA의 N-말

단 영역의 핵산과 아미노산 서열의 각종 혈청형의 상동체를 제시한다.

본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를 제공하고, 여기서 폴리펩

티드는 렉틴 활성을 가지고 콜린에 결합하지 않는다. 한 양태에서, 폴리펩티드는 이의 단편, 돌연변이체, 변이체, 동족체

또는 유도체를 포함하는 서열 1, 3 내지 5, 7 또는 9 내지 11에 제시된 것과 같은 아미노산 서열을 갖는다.
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본원에 사용된, "렉틴 활성을 갖는 폴리펩티드"는 탄수화물에 비공유결합하는 폴리펩티드, 펩티드 또는 단백질을 의미한

다. 본원에 정의된, "부착"은 세척을 견디기에 충분히 안정한 사람 세포 또는 분비물에 대한 세균의 비공유 결합을 의미한

다. 본원에 정의된 "LNnT에 결합"은 알부민-대조군보다 락토-N-네오테트라오스- 피복된 기질에 더 잘 결합하는 것을 의

미한다.

본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 면역원성 폴리펩티드를 제공한다. 면역

원성 폴리펩티드는 이의 단편, 돌연변이체, 변이체, 유사체 또는 유도체를 포함하는 서열 1, 3 내지 5, 7 또는 9 내지 11에

제시된 것과 같은 아미노산 서열을 갖는 것으로 본 발명에서 고려된다. 본 발명은 도 2에 제시된 것과 같은 N-말단 콜린

결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 분리된 폴리펩티드를 제공한다. 한 양태에서, 폴리펩티드는 도 2에 제

시된 것과 같은 보존된 영역인 아미노산 서열을 갖는다.

본 발명은 상기 제시된 것과 같은 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드의 유사체에 관한 것이다. 유사체 폴리펩티드는 아

미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드의 N 또는 COOH 말단에 임의로 부착된 N-말단 메티오닌 또는 N-말단 폴리히스티딘

을 가질 수 있다.

다른 양태에서, 본 발명은 폴리펩티드의 단백질분해 생성물로부터 수득된 폴리펩티드의 펩티드 단편에 관한 것이다. 다른

양태에서, 폴리펩티드의 유도체는 당해 폴리펩티드에 부착된 하나 이상의 화학적 잔기를 갖는다. 다른 양태에서, 화학적

잔기는 수용성 중합체이다. 다른 양태에서, 화학적 잔기는 폴리에틸렌 글리콜이다. 다른 양태에서, 화학적 잔기는 모노, 디

-, 트리- 또는 테트라페길화(pegylate)된다. 다른 양태에서, 화학적 잔기는 N-말단 모노페길화된다.

화합물에 폴리에틸렌 글리콜(PEG)의 부착은 PEG가 포유류에서 매우 독성이 낮기 때문에 특히 유용하다[참조:

Carpenter et al., 1971]. 예를 들면, 아데노신 디아미나제의 PEG 부가물은 중증 복합 면역결핍증의 치료용으로 사람에

사용되기 위해 미국에서 승인되었다. PEG 결합에 의해 제공된 두번째 이점은 이종 화합물의 면역원성과 항원성을 효과적

으로 감소시키는 것이다. 예를 들면, 사람 단백질의 PEG 부가물은 중증 면역 반응을 일으킬 위험 없이 다른 포유동물종에

서 질병 치료에 유용할 수 있다. 본 발명의 화합물은 당해 화합물에 대한 또는 당해 화합물을 생산할 수 있는 세포에 대한

숙주 면역 반응을 감소시키거나 방지하기 위해 미세캡슐화 장치에 운반될 수 있다. 본 발명의 화합물은 또한 막에 미세캡

슐화되어(예를 들면, 리포좀) 운반될 수 있다.

단백질과 직접 반응하기에 적절한 PEG의 많은 활성 형태가 기술되었다. 단백질 아미노 그룹과의 반응을 위해 유용한 PEG

제제는 카복실산의 활성 에스테르나 탄산염 유도체를 포함하고, 특히 이탈 그룹이 N-하이드록시석신이미드, p-니트로페

놀, 이미다졸 또는 1-하이드록시-2-니트로벤젠-4-설포네이트이다. 말레이미도 또는 할로아세틸 그룹을 함유하는 PEG

유도체가 단백질 유리 설프하이드릴 그룹을 변형시키기에 유용한 제제이다. 유사하게, 아미노 하이드라진이나 하이드라지

드 그룹을 함유하는 PEG 제제는 단백질의 탄수화물 그룹의 과요오드산염 산화에 의해 생성된 알데히드와의 반응에 유용

하다.

한 양태에서, 본원에 기술된 폴리펩티드의 아미노산 잔기는 "L" 이성체형이 바람직하다. 다른 양태에서, "D" 이성체형의 잔

기는 렉틴 활성의 목적하는 작용성이 폴리펩티드에 의해 보유되는 한, 임의의 L-아미노산 잔기를 대신할 수 있다. NH2는

폴리펩티드의 아미노 말단에 존재하는 유리 아미노 그룹을 나타낸다. COOH는 폴리펩티드의 카복시 말단에 존재하는 유

리 카복시 그룹을 나타낸다. 본원에 사용된 약어는 표준 폴리펩티드 명명을 따르고 있다[참조: J. Biol. Chem, 243: 3552-

59 (1969)].

모든 아미노산 잔기 서열은 왼쪽 및 오른쪽 방향이 아미노 말단에서 카복시 말단으로의 통상적인 방향인 식에 의해 본원에

표시됨을 주목해야 한다. 또한, 아미노산 잔기 서열의 처음 또는 끝에서 '-(dash)'는 하나 이상의 아미노산 잔기의 다른 서

열에 대한 펩티드 결합을 나타냄에 주목해야 한다.

고상, 액상 또는 펩티드 축합 기술 또는 이의 임의의 배합의 익히 공지된 방법을 사용하여 제조된 합성 폴리펩티드는 천연

또는 비천연 아미노산을 포함할 수 있다. 펩티드 합성을 위해 사용된 아미노산은, Merrifield[참조: 1963, J. Am. Chem.

Soc. 85:2149-2154]의 원래 고상 방법의 표준 탈보호, 중화, 커플링 및 세척 프로토콜에 이용되는 표준 Boc(Nα-아미노

보호된 Nα-t-부틸옥시카보닐)아미노산 수지이거나, Carpino 및 Han[참조: 1972, J.Org. Chem. 37:3403-3409]에 의해

최초로 기술된 염기-불안정한 Nα-아미노 보호된 9-플루오레닐메톡시카보닐(Fmoc) 아미노산일 수 있다. 따라서, 본 발명

의 폴리펩티드는 특별한 성질을 전달하는 D-아미노산, D- 및 L-아미노산의 배합 및 다양한 "디자이너" 아미노산(예를 들
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면, β-메틸아미노산, Cα-메틸아미노산 및 Nα-메틸아미노산 등)을 포함할 수 있다. 합성 아미노산은 라이신용 오르니틴,

페닐알라닌용 플루오로페닐알라닌 및 루신이나 이소루신용 노르루신을 포함한다. 또한, 특정 커플링 단계에 특정 아미노

산을 지정함으로써, α-헬릭스, β-턴, β-시트(sheet), γ-턴(turn) 및 사이클릭 펩티드가 생성될 수 있다.

본 발명의 하나의 양태에서, 펩티드는 CO2H 또는 CONH2 측쇄를 삽입하여 유리 글리신 또는 글리신 아미드 그룹을 모의

(simulate)하는 특별한 아미노산을 C-말단에 포함할 수 있다. 달리, 비드(bead)에 대한 결합 또는 링커로 이루어진 측쇄를

가진 D 또는 L 아미노산 유사체가 또한 이러한 특별한 잔기로 고려될 수 있다. 하나의 양태에서, 슈도-유리 C-말단 잔기는

D 또는 L 광학 배열이며, 다른 양태에서는 D 및 L- 이성체의 라세미체 혼합물을 사용할 수 있다.

또다른 양태에서는, 피로글루타메이트가 펩티드의 N-말단 잔기로 포함될 수 있다. N-말단 피로글루타메이트를 갖는 소정

의 비드상에 펩티드의 단지 50%만이 치환되도록 한정함으로써 피로글루타메이트가 에드만(Edman) 분해에 의한 서열을

따를 수는 없지만, 서열화를 위한 비드상에는 충분한 비-피로글루타메이트 펩티드가 잔류할 것이다. 당해 기술분야 숙련

가라면 이러한 기술을 사용하여 N-말단에서 에드만 분해에 내성인 잔기를 삽입하는 임의의 펩티드를 서열화할 수 있음을

용이하게 인식할 것이다. 목적하는 활성을 나타내는 개개의 펩티드를 특정짓는 기타 방법은 하기 상세하게 기술하고 있다.

차단된 N-말단 그룹, 예를 들면, 피로글루타메이트를 포함하는 펩티드의 특이 활성은, 특정 N-말단 그룹이 펩티드의 50%

내에서 존재하는 경우, 완전 차단된 펩티드(100%)를 차단되지 않은 펩티드(0%)와 비교함으로써 용이하게 나타낼 수 있

다.

또한, 본 발명은 보다 명백하게 특정된 구조적 특성을 갖는 펩티드를 제조하고, 신규의 특성을 갖는 펩티드를 제조하기 위

하여 펩티도 모사체, 에스테르 결합과 같은 펩티도 모사체 결합을 사용하려는 것이다. 다른 양태에서, 펩티드는 환원된 펩

티드 결합, 즉, R1-CH2-NH-R2 (여기서, R1 및 R2 는 아미노산 잔기 또는 서열이다)을 삽입하여 펩티드를 생성시킬 수 있

다. 환원 펩티드 결합은 디펩티드 아단위으로 도입될 수 있다. 이러한 분자는 펩티드 결합의 가수분해, 예를 들면 프로테아

제 활성에 대한 내성을 갖는다. 이 펩티드는 대사의 파괴 또는 프로테아제 활성에 대한 내성으로 인하여, 생체내에서의 반

감기를 연장시키는 등의 특별한 기능 및 활성을 리간드에 부여한다. 더욱이, 특정한 시스템에서는 구속된(constrained) 펩

티드가 증기된 기능적 활성을 나타낸다는 것이 잘 알려져 있다[참조: Hurby, 1982, Life Sciences 31:189-199; Hruby

et al., 1990, Biochem J. 268:249-262]. 본 발명은 모든 다른 위치에 무작위 서열을 삽입하는 구속된 펩티드를 생성하는

방법을 제공한다.

구속형(constrained), 고리형 또는 경직형(rigidized) 펩티드는, 아미노산 또는 아미노산 유사체가 펩티드의 서열 중 둘 이

상의 위치에서 삽입되어 처리후 가교 결합을 형성함으로써 펩티드의 구속화, 고리화 또는 경직화하도록 가교-결합할 수

있는 화학작용그룹을 제공하는 한, 합성에 의하여 제조될 수 있다. 회전에 의하여 유도된 아미노산이 삽입되는 경우 고리

화가 바람직할 것이다. 펩티드를 가교결합할 수 있는 아미노산의 예로는 디설파이드 결합을 형성하는 시스테인, 락톤 또는

락타아제를 형성하는 아스파르트산, 및 전이 금속을 킬레이트화하여 가교결합을 형성하는 γ-카복실-글루탐산(Gla)

(Bachem)과 같은 킬레이트인자를 들 수 있다. 보호된 γ-카복실-글루탐산은 지쳉(Zee-Cheng)과 올손(Olson)[참조:

1980, Biophys. Biochem. Res. Commun. 94:1128-1132]에 의하여 기술된 합성을 변형하여 제조할 수 있다. 그 펩티드

서열이 두 개 이상의 가교결합할 수 있는 아미노산을 포함하는 펩티드는 예를 들면 시스테인 잔기의 산화로 디설파이드를

형성하거나 또는 금속이온을 첨가하여 킬레이트를 형성하여 처리할 수 있으며, 그 결과 펩티드를 가교하여 구속형, 고리형

또는 경직형 펩티드를 형성한다.

본 발명은 가교결합을 구조적으로 만들 수 있는 방법을 제공한다. 예를 들면, 4개의 시스테인 잔기가 펩티드 서열에 삽입

되는 경우 상이한 보호 그룹을 사용할 수 있다[참조:Hiskey, 1981, in The Peptides: Analysis, Synthesis, Biology,

Vol. 3, Gross and Meienhofer, eds., Academic Press: New York, pp. 137-167; Ponsanti et al., 1990, Tetrahedron

46:8255-8266)]. 시스테인의 첫번째 쌍은 탈보호되고 산화될 수 있으며, 다음 두번째 세트가 탈보호 및 산화될 수 있다.

이러한 방식으로 특정의 디설파이드 가교결합이 형성될 수 있다. 대안으로는, 시스테인 한쌍과 콜라팅(collating) 아미노산

유사체 한쌍이 삽입되어 가교 결합은 상이한 화학적 성질을 가질 수 있다.

다음의 비-통상적인 아미노산이 특정 구조적 모티프를 도입하기 위하여 펩티드에 삽입될 수 있다: 1,2,3,4-테트라하이드

로이소퀴놀린 -3-카복실레이트[참조: Kazmierski et al., 1991, J. Am. Chem. Soc. 113:2275-2283]; (2S,3S)-메틸-

페닐알라닌, (2S,3R)-메틸-페닐알라닌, (2R,3S)-메틸-페닐알라닌 및 (2R,3R)-메틸-페닐알라닌[참조: Kazmierski and

Hruby, 1991, Tetrahedron Lett.]; 2-아미노테트라하이드로나프탈렌-2-카복실산[참조: Landis, 1989, Ph.D. Thesis,

University of Arizona]; 하이드록시-1,2,3,4-테트라하이드로이소퀴놀린-3-카복실레이트[참조: Miyake et al., 1989,
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J. Takeda Res. Labs. 43:53-76]; β-카볼린(D 및 L)[참조: Kazmierski, 1988, Ph.D. Thesis, University of Arizona];

HIC(히스티딘 이소퀴놀린 카복실산)[참조: Zechel et al., 1991, Int. J. Pep. Protein Res. 43] 및 HIC(히스티딘 사이클릭

우레아)(Dharanipragada).

하기 아미노산 유사체 및 펩티도 모사체는 펩티드에 삽입되어 특이적 2차 구조를 유도하거나 보조할 수 있다: LL-Acp

(LL-3-아미노-2-프로페니돈-6-카복실산); β-턴 유도 디펩티드 유사체[참조: Kemp et al., 1985, J. Org. Chem.

50:5834-5838]; β-시트 유도 유사체[참조: Kemp et al., 1988, Tetrahedron Lett. 29:5081-5082]; β-턴 유도 유사체

[참조: Kemp et al., 1988, Tetrahedron Lett. 29:5057-5060]; α-나선 유도 유사체[참조: Kemp et al., 1988,

Tetrahedron Lett. 29:4935-4938]; γ-턴 유도 유사체[참조: Kemp et al., 1989, J. Org. Chem. 54:109:115] 및 하기

문헌에서 제공된 유사체들[참조: Nagai and Sato, 1985, Tetrahededron Lett 26:647-650; DiMaio et al., 1989, J.

Chem. Soc. Perkin Trans. p.1687]; 또한, Gly-Ala-회전 유사체[참조: Kahn et al., 1989, Tetrahedron Lett.

30:2317]; 아미드 결합 동소체[참조: Jones et al., 1988, Tetrahedron Lett. 29:3853-3856]; 트레트라졸[참조:

Zabrocki et al., 1988, J. Am. Chem. Soc. 110:5875-5880]; DTC[참조: Samanen et al.., 1990, Int. J. Protein Pep.

Res. 35:501:509]; 및 문헌[참조: Olson et al., 1990, J. Am. Chem. Sci. 112:323-333 and Garvey et al., 1990, J.

Org. Chem. 56:436]에 개시된 유사체. 형태가 한정된 베타 턴 및 베타 벌즈(bulge)의 모사체 및 이들을 함유하는 펩티드

는 1995년 8월 8일자로 칸 등에 의하여 특허된 미국특허 제5,440,013호에 개시되었다.

본 발명은 또한 본 발명의 폴리펩티드 또는 펩티드의 변형 또는 유도체화를 제공한다. 펩티드의 변형은 당해 기술분야 숙

련가에게 익히 공지되어 있으며, 인산화, 카복시메틸화 및 아실화 등을 들 수 있다. 변형은 화학적 또는 효소적 수단에 의

하여 이루어질 수 있다. 다른 양태에서, 글리코실화되거나 지방 아실화된 펩티드 유도체가 제조될 수 있다. 글리코실화되

거나 지방 아실화된 펩티드의 제조는 당업계에 익히 공지되어 있다. 지방 아실 펩티드 유도체 또한 제조될 수 있다. 예를

들면, 제한 없이, 유리 아미노 그룹(N-말단 또는 라이실)은 아실화, 예를 들면 미리스토일화될 수 있다. 다른 양태로는, 구

조가 (CH2)nCH3인 지방족 측쇄를 포함하는 아미노산은 펩티드에 삽입될 수 있다. 본 발명에서 사용하기에 적합한 이 펩티

드 지방산 접합체 및 기타 펩티드 지방산 접합체는 영국특허 제8809162.4호, 국제특허출원 PCT/AU89/00166 및 상기

참고문헌 5에 기재되어 있다.

폴리펩티드를 암호화하는 핵산에 돌연변이가 만들어져 특정 코돈을 상이한 아미노산을 암호화하는 코돈으로 변화시킬 수

있다. 이러한 돌연변이는 일반적으로 거의 뉴클레오티드의 가능한 변화가 없도록 하여 만들어진다. 이러한 부류의 돌연변

이의 치환은 생성되는 단백질에서 아미노산이 비-보존적 방식(즉, 특정의 크기와 특성을 갖는 아미노산 그룹에 속하는 아

미노산으로부터 또다른 그룹에 속하는 아미노산으로 코돈을 변화시킴)에 의하여, 또는 보존적 방식(즉, 특정의 크기와 특

성을 갖는 아미노산 그룹에 속하는 아미노산으로부터 동일한 그룹에 속하는 아미노산으로 코돈을 변화시킴)에 의하여 변

화되도록 할 수 있다. 그러한 보존적 변화는 일반적으로 생성되는 단백질을 구조 및 기능면에서 덜 변화하도록 한다. 비-

보존적 변화는 생성되는 단백질의 구조, 활성 또는 기능을 보다 변화시킨다. 본 발명은 생성되는 단백질의 결합 특성 또는

활성을 현저하게 변화시키지 않는 보존적 변화를 함유하는 서열을 포함하도록 고려되어야 한다. 서열내에서 아미노산에

대한 치환체는 다른 종류의 구성원에서부터 아미노산이 속하는 종류 중에서 선택될 수 있다. 예를 들면, 비극성(소수성) 아

미노산에는 알라닌, 루신, 이소루신, 발린, 프롤린, 페닐알라닌, 트립토판 및 메티오닌 등이 포함된다. 방향족 환을 갖는 아

미노산으로는 페닐알라닌, 트립토판 및 트립신이 있다. 극성 천연 아미노산으로는 글리신, 세린, 트레오닌, 시스테인, 티로

신, 아스파라긴 및 글루타민이 있다. 양전하성(염기성) 아미노산으로는 아르기닌, 라이신 및 히스티딘등이 포함된다. 음전

하성(산성) 아미노산으로는 아스파르트 산 및 글루탐 산 등이 포함된다. 그러한 변형은 폴리아크릴아미드 겔 전기영동법

또는 등전위점법에 의하여 측정되는 명백한 분자량에 영향을 끼치지 않을 것으로 생각된다.

특히 바람직한 치환체는:

Arg를 치환하는 Lys, 즉 양전하가 유지될수 있는 치환체;

Asp를 치환하는 Glu, 즉 음전하가 유지될 수 있는 치환체;

Thr를 치환하는 Ser, 유리 -OH가 유지될 수 있는 치환체; 및

Asn를 치환하는 Gln, 유리 NH2가 유지될 수 있는 치환체이다.

삭제
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합성 DNA 서열은 유사체 또는 "뮤테인(mutein)"을 발현하는 유전자의 편리한 작제을 가능케 한다. 비천연 아미노산을 단

백질에 위치 특이적으로 삽입하는 일반적인 방법은 문헌[참조: Noren, et al. Science, 244: 182-188(April 1989)]에 기

재되어 있다. 이 방법은 비천연 아미노산의 유사체를 작제하기 위해 사용될 수 있다.

본 발명에 따르면, 당해 기술분야내에서의 통상의 분자 생물학, 미생물학 및 재조합 DNA 기술을 사용할 수 있다. 이러한

기술은 문헌에 자세하게 기재되어 있다.[참조 Sambrook et al, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (1989);

"Current Protocols in Molecular Biology" Volumes I-III Ausubel, R.M. ed. (1994); "Cell Biology: A Laboratory

Handbook" Volumes I-III J.E. Celis, ed. (1994); "Current Protocols in Immunology" Volumes I-III Coligan, J.E., ed.

(1994); "Oligonucleotide Synthesis" M.J. Gait ed. 1984; "Nucleic Acid Hybridization" B.D. Hames & S.J. Higgins

eds. (1985); "Trasncription And Translation" B.D. Hames & S.J. Higgins, eds. (1984); "Animal Cell Culture" R.I.

Freshney, ed. (1986); "Immobilized Cells And Enzymes" IRL Press, (1986); B.Perbal, "A Practical Guide To

Molecular Cloning" (1984)].

추가의 양태에 있어서, 피로글루타메이트는 펩티드의 N-말단 잔기로서 포함될 수 있다. N-말단 피로글루타메이트를 갖는

소정의 비드상에 펩티드의 단지 50%만이 치환되도록 한정함으로써 피로글루타메이트가 에드만 분해에 의한 서열을 따를

수는 없지만, 서열화를 위한 비드상에는 충분한 비-피로글루타메이트 펩티드가 잔류할 것이다. 이러한 기술을 사용하여

N-말단에서 에드만 분해에 내성인 잔사를 혼입하는 임의의 펩티드를 서열화할 수 있음을 통상적인 숙련가들은 쉽게 인식

할 것이다. 목적하는 활성을 나타내는 개개의 펩티드를 특정짓는 기타 방법은 하기 상세하게 기술하고 있다. 특정 N-말단

그룹이 펩티드의 50%내에 존재하는 경우, 차단된 N-말단 그룹(예: 피로글루타메이트)을 포함하는 펩티드의 특이적 활성

은 차단되지 않은(0%) 펩티드와 완전히(100%) 차단된 펩티드의 활성을 비교함으로써 쉽게 설명된다.

유도체화용 화학 잔기

유도체화에 적합한 화학 잔기는 수용성 중합체중에서 선택될 수 있다. 선택된 중합체는 수용성이여서, 부착되는 성분은 수

성 환경(예: 생리학적 환경)에서 침전되지 않는다. 바람직하게는, 말단 생성물 제조의 치료적 용도에 있어서, 중합체는 약

제학적으로 허용될 수 있다. 당해 기술분야의 숙련가들은 중합체/성분 접합체가 치료학적으로 사용될 수 있고, 목적하는

투여량, 순환 시간, 단백질 가수분해에 대한 내성 및 기타 사항을 고려하여 목적하는 중합체를 선택할 수 있을 것이다. 당

해 성분(들)에 있어서, 이들은 본원에 제공된 분석을 사용하여 확인될 수 있다.

수용성 중합체는, 예를 들면, 폴리에틸렌 글리콜, 에틸렌 글리콜/프로필렌 글리콜의 공중합체, 카복시메틸셀룰로스, 덱스

트란, 폴리비닐 알콜, 폴리비닐 피롤리돈, 폴리-1,3-디옥솔란, 폴리-1,3,6-트리옥산, 에틸렌/말레산 무수물 공중합체, 폴

리아미노산(단독중합체 또는 랜덤 공중합체) 및 덱스트란 또는 폴리(n-비닐 피롤리돈)폴리에틸렌 글리콜, 프로필렌 글리

콜 단독중합체, 프롤릴프로필렌 옥사이드/에틸렌 옥사이드 공중합체, 폴리옥시에틸화 폴리올 및 폴리비닐 알콜로 이루어

진 그룹으로부터 선택될 수 있다. 폴리에틸렌 글리콜 프로피온알데하이드는 수중에서의 안정성 때문에 제조시 이점을 가

질 수 있다.

중합체는 특정 분자량일 수 있고, 측쇄이거나 비측쇄일 수 있다. 폴리에틸렌 글리콜에 있어서, 취급 및 제조 용이성을 위해

바람직한 분자량은 약 2 내지 약 100kDa(용어 "약"은 폴리에틸렌 글리콜의 제조시 몇몇 분자량이 표준 분자량에 비해 좀

더 많거나, 좀 더 적음을 나타낸다)이다. 기타 크기는 목적하는 치료학적 프로파일(예: 목적하는 서방출 기간, 효과, 경우에

따라, 생물학적 활성, 취급 용이성, 항원성의 정도 또는 부족 및 치료학적 단백질류에 대한 기타 공지된 폴리에틸렌 글리콜

의 효과)에 좌우되어 사용될 수 있다.

부착된 중합체 분자의 수는 변할 수 있고, 당해 기술분야의 숙련가들은 작용시 효과를 확신할 수 있을 것이다. 모노-유도

체일 수 있거나, 디-,트리-, 테트라- 또는 동일하거나 상이한 화학적 잔기(예: 상이한 중량의 폴리에틸렌 글리콜과 같은 중

합체)를 갖는 유도체의 몇몇 배합물일 수 있다. 반응 혼합물에서 이들의 농도일 수 있기 때문에, 중합체 분자 대 성분 또는

성분 분자의 비율은 변할 수 있다. 일반적으로. 최적비(과량의 비반응 성분(들) 및 중합체가 존재하지 않는 반응의 효율에

있어서)는 목적하는 유도체화 정도(예: 모노-, 디-, 트리- 등), 중합체가 측쇄거나 비측쇄인지 간에 선택된 중합체의 분자

량 및 반응 조건과 같은 인자에 의해 결정될 것이다.

폴리에틸렌 글리콜 분자(또는 기타 화학 잔기)는 단백질의 작용 또는 항원 도메인에서의 효과를 고려하여 성분(들)에 부착

되어야 한다. 당해 기술분야의 숙련가들에게 유용한 다수의 부착 방법은, 예를 들면, 본원에 참조로 인용된 EP 제0 401

384호(PEG를 G-CSF에 커플링시킴), 말리크(Malik) 등의 문헌[참조: 1992, Exp. Hematol, 20:1028-1035](트리실 클

로라이드를 사용하는 GM-CSF의 페길화를 보고함)에 있다. 예를 들면, 폴리에틸렌 글리콜은 반응성 그룹(예: 유리 아미노
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또는 카복실 그룹)을 통해 아미노산 잔기를 통해 공유 결합될 수 있다. 반응성 그룹에 활성화된 폴리에틸렌 글리콜 분자가

결합될 수 있다. 유리 아미노 그룹을 갖는 아미노산 잔기는 라이신 잔기 및 말단 아미노산 잔기를 포함하고, 유리 카복실

그룹을 갖는 아미노산 잔기는 아스파르트산 잔기, 글루탐산 잔기 및 C-말단 아미노산 잔기를 포함한다. 또한, 설프하이드

릴 그룹은 폴리에틸렌 글리콜 분자(들)을 부착시키기 위한 반응성 그룹으로서 사용될 수 있다. 치료학적 목적으로 바람직

한 것은 N-말단 또는 라이신 그룹에서의 부착과 같은, 아미노 그룹에서의 부착이다.

본 발명은 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를 암호화하는 분리된 핵산을 제공

한다. 본 발명은 도 2에 제시된 바와 같이 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드를

암호화하는 분리된 핵산을 제공한다. 하나의 양태에 있어서, 핵산은 이의 단편, 돌연변이체, 변이체, 유사체 또는 유도체를

포함하여, 서열 12, 14 내지 17 또는 19 내지 21에 제시되어 있다. 핵산은 DNA, cDNA, 게놈 DNA, RNA이다. 또한, 분리

된 핵산은 RNA 전사의 프로모터에 작동적으로 연결될 수 있다. 핵산이 렉틴 활성을 경쟁적으로 억제하는데 사용된다고 여

겨진다.

"벡터"는 부착된 절편을 복제시키기 위해 부착될 수 있는 또 다른 DNA 절편인 레플리콘(예: 플라스미드, 파지 또는 코스미

드)이다.

"DNA"는 일본쇄형 또는 이본쇄 나선형의 데옥시리보뉴클레오티드(아데닌, 구아닌, 티민 또는 사이토신)의 중합체 형태를

나타낸다. 이러한 용어는 단지 분자의 1차 및 2차 구조만을 나타내고, 기타 특정 3차 구조에 제한하지 않는다. 따라서, 이

러한 용어는 밝혀진 이본쇄 DNA, 그 중에서도 선형 DNA 분자(예: 제한 단편), 바이러스, 플라스미드 및 염색체를 포함한

다. 특정 이본쇄 DNA 분자의 구조를 토의할 때, 서열은 전사되지 않은 DNA 쇄(즉, mRAN와 상동인 서열을 갖는 쇄)를 따

라 5' 내지 3' 방향에서 서열만을 제공하는 정상적 변환에 따라 본원에 기재될 수 있다.

DNA 서열은, 발현 조절 서열이 DNA 서열의 전사 및 해독을 조절하는 경우, 발현 조절 서열에 대해 "작동적으로 연결된다

". "작동적으로 연결된"이라는 용어는 발현될 DNA 서열의 앞에 적합한 개시 시그날(예: ATG)을 가지며, 발현 조절 서열의

조절하에 DNA 서열의 발현을 가능하게 하는 정확한 판독 프레임 및 DNA 서열에 의해 암호화된 목적하는 생성물의 생성

을 유지함을 나타낸다. 재조합 DNA 분자내로 삽입시킬 목적하는 유전자가 적합한 개시 시그날을 함유하지 않는 경우, 이

러한 개시 시그날이 유전자의 앞에 삽입될 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 기재한 핵산 분자를 포함하는 벡터를 추가로 제공한다. 프로모터는 세균, 효모, 곤충 또는 포유류 프

로모터이거나, 이와 동일할 수 있다. 또한, 벡터는 플라스미드, 코스미드, 효모 인공 염색체(YAC), 박테리오파지 또는 진핵

세포 바이러스성 DNA일 수 있다.

발현 단백질에 유용한, 당해 기술분야에 공지된 기타 다수의 벡터 주쇄가 사용될 수 있다. 이러한 벡터로 아데노바이러스

(AV), 아데노-수반(adeno-associated) 바이러스(AAV), 원숭이 바이러스 40(SA40), 사이토메갈로바이러스(CMV), 마우

스 유방암 바이러스(MMTV), 몰로니(Molony) 쥐 백혈병 바이러스, DNA 운반 시스템, 즉 리포솜 및 발현 플라스미드 운반

시스템을 포함하지만, 이로써 한정되는 것은 아니다. 또한, 벡터의 하나의 부류는 소 유두종 바이러스, 폴리오마 바이러스,

바큘로 바이러스, 레트로 바이러스 또는 셈리키 포레스트(Semliki Forest) 바이러스를 포함한다. 이러한 벡터는 시판되거

나 당해 기술분야에서 익히 공지된 방법에 의해 기재된 서열로부터 조립할 수 있다.

또한, 본 발명은 적합한 숙주 세포의 벡터를 포함하는 폴리펩티드를 생성하기 위한 숙주 벡터 시스템을 제공한다. 적합한

숙주 세포는 원핵 세포 또는 진핵 세포, 예를 들면, 세균 세포(그람 양성 세포를 포함함), 효모 세포, 진균 세포, 곤충 세포

및 동물 세포를 포함하지만, 이로써 한정되지는 않는다. 다수의 포유류 세포는 마우스 섬유아 세포 NIH 3T3, CHO 세포,

HeLa 세포, Ltk 세포, Cos 세포 등을 포함하지만, 이로써 한정되지는 않는다.

광범위한 숙주/발현 벡터 배합물은 본 발명의 DNA 서열을 발현하는 데 사용될 수 있다. 유용한 발현 벡터는, 예를 들면, 염

색체, 비염색체 및 합성 DNA 서열의 절편으로 이루어질 수 있다. 적합한 벡터는 SV40의 유도체 및 공지된 세균 플라스미

드, 예를 들면, 이. 콜라이(E. coli) 플라스미드 col El, pCR1, pBR322, pMB9 및 이들의 유도체, PR4와 같은 플라스미드;

파지 DNAS, 예를 들면, 파지 λ의 다수의 유도체, 예를 들면, NM989 및 기타 파지 DNA, 예를 들면, M13 및 필라멘트성

일본쇄 파지 DNA; 효모 플라스미드(예. 2μ 플라스미드) 또는 이들의 유도체; 진핵 세포에서 유용한 벡터(예: 곤충 또는 포

유류 세포에서 유용한 벡터); 플라스미드와 파지 DNA의 배합물로부터 유도된 벡터(예: 파지 DNA 또는 기타 발현 조절 서

열을 사용하기 위해 변형딘 플라스미드) 등을 포함한다.

광범위한 임의의 발현 조절 서열-이에 작동적으로 연결된 DNA 서열의 발현을 조절하는 서열-은 이러한 벡터에서 사용되

어 본 발명의 DNA 서열을 발현시킬 수 있다. 이러한 유용한 발현 조절 서열은, 예를 들면, SV40, CMV, 백시니아, 폴리오
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마 또는 아데노바이러스, lac 시스템, trp 시스텝, TAC 시스템, TRC 시스템, LTR 시스템, 파지 λ의 주 오퍼레이터 및 프

로모터, fd 코트 단백질의 조절 영역, 3-포스포글리세레이트 키나아제 또는 기타 해당계 효소용 프로모터, 산 포스파타제

(예: Pho 5)의 프로모터, 효모 α-교배 인자의 프로모터 및 원핵 세포 또는 진핵 세포 또는 이들의 바이러스의 발현을 조절

하기 위해 공지된 기타 서열, 및 다양한 이들의 배합을 포함한다.

광범위한 단세포 숙주 세포는 또한 본 발명의 DNA 서열을 발현하는데 유용한다. 이러한 숙주는 이 콜리, 슈도모나스, 바실

러스, 스트렙토마이세스와 같은 익히 공지된 진핵 세포 및 원핵 세포; 효모와 같은 진균; CHO, R1.1, B-W 및 L-M 세포와

같은 동물 세포; 아프리카 녹색 원숭이(African Green Monkey)의 신장 세포(예: COS 1, COS 7, BSC1, BSC40 및

BMT10), 곤충 세포(예: Sf9) 및 사람 세포 및 조직 배양물 중의 식물 세포를 포함한다.

모든 벡터, 발현 조절 서열 및 숙주는 본 발명의 DNA 서열을 발현하는 데 있어서 균일하게 잘 작용할 것으로 이해된다. 모

든 숙주가 동일한 발현 시스템을 사용하여 균일하게 잘 작용하는 것은 아니다. 그러나, 당해 기술분야의 숙련가는 본 발명

의 범주를 벗어나지 않으면서 목적하는 발현을 성취하는데 부적당한 실험없이 적합한 벡터, 발현 조절 서열 및 숙주를 선

택할 수 있을 것이다. 예를 들면, 벡터 선택시, 벡터가 숙주내에서 작용해야 하기 때문에, 숙주는 반드시 고려되어야 한다.

벡터 복사수, 복사수 조절하는 능력 및 벡터에 의해 암호화된 기타 단백질의 발현(예: 항생제 마커)이 또한 고려될 것이다.

발현 조절 서열 선택시, 다양한 인자가 일반적으로 고려될 것이다. 이는, 예를 들면, 시스템의 상대적인 강도, 이의 제어력,

및 특히 잠재적 2차 구조로서 발현될 특정 DNA 서열 또는 유전자와의 적합성을 포함한다. 적합한 단세포 숙주는, 예를 들

면, 이들의 선택된 벡터와의 적합성, 이들의 분비 특성, 단백질을 정확하게 폴딩하는 능력, 이들의 발효 요구성 및 발현될

DNA 서열에 의해 암호화된 생성물의 숙주에 대한 독성, 및 발현 생성물의 정제의 용이성을 고려하여 선택될 것이다.

본 발명은 또한 폴리펩티드의 생성을 가능하게 하고, 이와 같이 제조된 폴리펩티드를 회수하기에 적합한 조건하에, 상기

기재한 숙주 벡터 시스템을 성장시키는 단계를 포함하는, 폴리펩티드를 제조하는 방법을 제공한다.

본 발명은 또한 분리된 폴리펩티드를 특이적으로 인지하거나 결합시킬 수 있는 항체를 제공한다. 항체는 모노클로날 또는

폴리클로날일 수 있다. 또한, 항체는 방사성, 발색, 형광 또는 발광 마커인 검출 마커를 사용하여 표지할 수 있다. 표지된 항

체는 폴리클로날 또는 모노클로날 항체일 수 있다. 하나의 양태에 있어서, 표지된 항체는 정제된 표지된 항체이다. 항체 표

지화 방법은 당해 기술분야에 익히 공지되어 있다.

용어 "항체"는, 예를 들면, 천연 발생 항체 및 천연적으로 발생하지 않는 항체를 둘 다 포함한다. 특히, 용어 "항체"는 폴리

클로날 또는 모노클로날 항체 및 이들의 분획물을 포함한다. 또한, 용어 "항체"는 키메라 항체 및 전체적인 합성 항체, 및

이들의 분획물을 포함한다. 이러한 항체는 폴리클로날, 모노클로날, 키메라, 일본쇄, Fab 단편 및 Fab 발현 라이브러리를

포함하지만, 이로써 한정되지는 않는다.

당해 기술분야에 공지된 다양한 방법은 폴리펩티드에 대한 폴리클로날 항체 또는 이의 유도체 또는 유사체를 제조하는 데

사용될 수 있다[참조: Antibodies - A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds, Cold Spring Habor Laboratory

Press: Cold Spring Harbor, Ne York, 1988]. 항체를 제조하기 위해, 래비트, 마우스, 랫트, 양, 염소 등을 포함하지만,

이로써 제한되지 않는 다양한 숙주 동물을 절단된 CbpA 또는 이들의 유도체(예: 분획 또는 융합 단백질)를 사용하여 주사

함으로써 면역시킬 수 있다. 하나의 양태에 있어서, 폴리펩티드는 면역원성 담체, 예를 들면, 소 혈청 알부민(BSA) 또는 키

홀 림펫 헤모시아닌(KLH)에 접합될 수 있다. 다양한 애주번트는 숙주 종류에 좌우되어 면역원성 반응을 증가시키는 데 사

용될 수 있다.

모노클로날 항체, 분획물, 유사체 또는 이들의 유도체를 제조하기 위해, 배양균에서 연속 세포주에 의해 항체 분자를 제조

하기 위해 제공되는 기술이 사용될 수 있다[참조: Antibodies - A Laboratory Manual, Harlow and Lane, eds., Cold

Spring Habor Laboratory Press: Cold Spring Harbor, Ne York, 1988]. 이는 원래 콜러(Kohler)와 밀스타인(Milstein)

[참조: 1975, Nature 256: 495-497]에 의해 개발된 하이브리도마 기술, 트리오마 기술, 사람 B-세포 하이브리도마 기술

[참조: Kozbor et al., 1983, Immunology Today 4:72] 및 사람 모노클로날 항체를 제조하기 위한 EBV-하이브리도마

기술[참조: Cole et al., 1985, in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96]을 포함

하지만, 이로써 한정되지는 않는다. 본 발명의 부가의 양태에 있어서, 모노클로날 항체는 최근 기술(PCT/US90/02545)을

사용하여 무균 동물에서 제조될 수 있다. 본 발명에 따라, 사람 항체가 사용될 수 있고, 사람 하이브리도마를 사용[참조:

Cote et al., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80: 2026-2030]하거나, 시험관내 EBV 바이러스를 갖는 사람 B 세포

를 형질전환[참조: Cole et al., 1985, in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, pp. 77-96]시킴

으로써 수득할 수 있다. 실제로, 본 발명에 따라, 적절한 생물학적 활성의 사람 항체 분자로부터의 유전자와 함께 폴리펩티

드에 대해 특이적인 마우스 항체 분자로부터의 유전자를 스플라이싱하여 "키메라 항체"의 제조를 위해 개발된 기술[참조:
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Morrison et al., 1984, J. Bacteriol. 159-870; Neuberger et al., 1984, Nature 312: 604-608; Takeda et al., 1985,

Nature 314: 452-454]이 사용될 수 있으며; 당해 항체는 본 발명의 범주내이다. 이러한 사람 또는 사람화된 키메라 항체

는 사람 질병 또는 질환(아래에 기재되어 있음)을 치료하는 데 사용하기에 바람직한데, 이는 사람 또는 사람화된 항체가 면

역 반응, 특히 알레르기성 반응 자체를 유도하기에는 이종 항체보다 덜 적합하기 때문이다. 본 발명의 부가의 양태는 Fab

발현 라이브러리[참조: Huse et al., 1989, Science 246; 1275-1281]의 작제에 대해 기재되어 있는 기술을 이용하여 폴

리펩티드 또는 이의 유도체 또는 유사체에 대한 바람직한 특이성과 모노클로날 Fab 단편의 신속하고도 용이한 확인을 가

능하게 한다.

항체 분자의 이디오타입(idiotype)을 함유하는 항체 단편은 공지된 기술에 의해 생성될 수 있다. 예를 들면, 이러한 단편은

다음을 포함하지만, 이로써 제한되는 것은 아니다: 항체 분자의 펩신 소화에 의해 제조될 수 있는 F(ab')2 단편; F(ab')2 단

편의 디설파이드 브릿지를 환원시킴으로써 생성될 수 있는 Fab' 단편, 및 항체 분자를 파파인 및 환원제로 처리함으로써

생성될 수 있는 Fab 단편.

항체의 제조에 있어서, 바람직한 항체에 대한 스크리닝은 당해 분야에서 공지된 기술[예: 방사선 면역 측정법, ELISA(효

소-결합 면역 흡착 측정법), "샌드위치" 면역 측정법, 면역 방사 측정법, 겔 확산 침강 반응, 면역 확산 측정법, 동일 반응계

내에서의 면역 측정법(예를 들면, 콜로이드 금, 효소 또는 방사성 동위 원소 표지를 사용함), 웨스턴 블롯, 침강 반응, 응집

측정법(예: 겔 응집 측정법, 적혈구 응집 측정법), 보체 고정 측정법, 면역 형광 측정법, 단백질 A 측정법 및 면역 전기 영동

법 등]에 의해 달성될 수 있다. 한 가지 양태에 있어서, 항체 결합은 일차 항체에서 표지를 검출함으로써 검출된다. 또 다른

양태에 있어서, 일차 항체는 이차 항체의 결합 또는 일차 항체에 대한 시약을 검출함으로써 검출된다. 또 다른 양태에 있어

서, 이차 항체가 표지화된다. 다수의 수단은 면역 측정에서 결합을 검출하기 위해 공지되어 있으며 본 발명의 범주내이다.

항체는 시험관내에서, 예를 들면, 표지(예: 효소, 형광단(fluorophores), 발색단, 방사성 동위 원소, 염료, 콜로이드성 금,

라텍스 입자 및 화학 발광제)을 사용하여 표지될 수 있다. 대안으로, 항체는 검출을 위해 생체내에서, 예를 들면, 방사성 동

위 원소(바람직하게는 테크네튬 또는 요오드); 자기 공명 이동제(예: 가돌리늄 및 마그네슘); 또는 방사선 불투명화제를 사

용하여 표지될 수 있다.

이러한 연구를 위해 가장 통상적으로 사용되는 표지는 방사 활성 요소, 효소, 자외선 광에 노출되는 경우에 형광 현상을 나

타내는 화학 물질 등이다. 다수의 형광 물질은 공지되어 있으며 표지로서 사용될 수 있다. 이들은, 예를 들면, 플루오레세

인, 로다민, 아우라민, 텍사스 레드(Texas Red), AMCA 블루 및 루시퍼 옐로우(Lucifer Yellow)를 포함한다. 특정 검출

물질은 염소에서 제조되고 이소티오시아네이트를 통해 플루오레세인과 결합된 항-래비트 항체이다. 폴리펩티드는 또한

방사 활성 요소 또는 효소를 사용하여 표지된다. 방사 활성 표지는 현재 이용되는 임의의 계수 과정에 의해 검출될 수 있

다. 바람직한 동위 원소는 3H, 14C, 32P, 35S, 36Cl, 51Cr, 57Co, 58Co, 59Fe, 90Y, 125I, 131I 및 186Re로부터 선택될 수 있

다.

효소 표지가 마찬가지로 유용하며, 현재 이용되는 비색법, 분광 광도법, 형광 분광 광도법, 암페어법 또는 가스 측정법에

의해 검출될 수 있다. 효소는 브릿지 분자(예: 카보디이미드, 디이소시아네이트, 글루타르알데하이드 등)와의 반응에 의해

선택된 입자에 접합된다. 이러한 과정에서 사용될 수 있는 다수의 효소는 공지되어 있으며 이용될 수 있다. 퍼옥시다제, β-

글루쿠로니다제, β-D-글루코시다제, β-D-갈락토시다제, 우레아제, 글루코스 옥시다제와 퍼옥시다제 및 알칼리성 포스파

타제가 바람직하다. 미국 특허 제3,654,090호, 제3,850,752호 및 제4,016,043호에는, 별도의 표지화 물질과 방법에 대한

기재에 대해 예로써 언급된다.

본 발명의 또 다른 양태에 있어서, 의학 전문의가 사용하기에 적합한 통상적인 시험 키트는 추측되는 표적 세포에 소정의

결합 활성 또는 소정의 결합 활성 수용 능력의 존재 또는 부재를 결정하기 위해 제조될 수 있다. 위에서 토의한 시험 기술

에 따라, 이러한 키트 중의 한 가지 그룹은, 물론 선택된 방법(예: "경쟁적", "샌드위치", "DASP" 등)에 따라, 하나 이상의

표지된 폴리펩티드 또는 이의 결합 파트너, 예를 들면, 이에 대한 항체 특이성 및 사용법을 함유할 것이다. 이러한 키트는

또한 주위 시약(예: 완충제, 안정화제 등)을 함유할 수도 있다.

따라서, 시험 키트는 다음을 포함하는 소정의 세균성 결합 활성에 대해 세포의 존재 또는 수용 능력을 입증하기 위해 제조

될 수 있다:

(a) 폴리펩티드 또는 이에 대한 특이적 결합 파트너의 존재에 대한 직간접 결합에 의해 수득된 소정량의 하나 이상의 표지

된 면역 화학적 반응성 성분,
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(b) 기타 시약 및

(c) 위의 키트를 사용하기 위한 사용법.

본 발명은 펩티드 단편, 모사체, 핵산 분자, 리보자임, 폴리펩티드, 소분자, 탄수화물 분자, 모노사카라이드, 올리고사카라

이드 또는 항체를 포함하지만, 이로써 제한되지는 않는 길항제 또는 차단제를 제공한다. 또한, 폐렴구균성 세균을 경쟁적

으로 차단하거나 억제하는 시약은 본 발명에 의해 예상된다. 본 발명은 무기 화합물, 핵산 분자, 올리고뉴클레오티드, 유기

화합물, 펩티드, 펩티도 모사체 화합물 또는 폴리펩티드를 억제하는 단백질을 포함하는 시약을 제공한다.

본 발명은 임의의 서열 1, 3 내지 7, 9 내지 11, 22 및 23에 제시된 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드 및 약제학적으로 허

용되는 애주번트 또는 담체를 포함하는 백신을 제공한다. 폴리펩티드는 도 2에 제시된 N-말단 콜린 결합 단백질 A 절두물

의 아미노산 서열을 포함할 수 있다. 본 발명은 도 2에 제시된 보존 영역을 포함하는 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드 및

약제학적으로 허용되는 애주번트 또는 담체를 포함하는 백신을 제공한다. 예를 들면, 보존 영역은 아미노산 서열 158 내지

172; 300 내지 321; 331 내지 339; 355 내지 365; 367 내지 374; 379 내지 389; 409 내지 427 및 430 내지 447번을 포

함하지만, 이로써 제한되지는 않는다. 본 발명은 폴리펩티드를 암호화하는 분리된 핵산 및 약제학적으로 허용되는 애주번

트 또는 담체를 포함하는 백신을 제공한다.

그람 양성 세균, 특히 폐렴구균에 대한 활성 면역성은 면역원성 양의 폴리펩티드 또는 펩티드 유도체 또는 이의 단편과 애

주번트를 사용하여 면역화(백신접종)에 의해 유도될 수 있으며, 여기서, 폴리펩티드 또는 이의 항원 유도체 또는 이의 단편

은 백신의 항원 성분이다.

본 발명의 폴리펩티드, 이의 유도체 또는 이의 단편은 백신을 제조하기 위해 애주번트와 혼합하여 제조될 수 있다. 바람직

하게는, 백신의 항원 성분으로서 사용되는 이의 유도체 또는 이의 단편은 부착소(adhesion)이다. 보다 바람직하게는, 백신

의 항원 성분으로서 사용되는 폴리펩티드 또는 이의 펩티드 유도체 또는 이의 단편은 그람 양성 세균의 종류의 전체 또는

다수의 균주에 공통적인 항원 또는 밀접하게 관련된 세균의 종류에 공통적인 항원이다. 가장 바람직하게는, 백신의 항원

성분은 공통 항원인 부착소이다.

본 발명의 핵산계 백신을 함유하는 벡터는 당해 분야에 공지된 방법, 예를 들면, 형질감염, 전기천공, 미세주입법, 형질도

입, 세포 융합, DEAE 덱스트란, 칼슘 포스페이트 침전, 리포펙션(리소좀 융합), 유전자 총(gun)의 사용 또는 DNA 벡터 전

달자에 의해[참조: Wu et al., 1992, J. Biol. Chem. 267:963-967; Wu and Wu, 1988, J. Biol. Chem. 263: 14621-

14624; Hartmut et al., Canadian Patent Application No. 2,012,311, filed March 15, 1990]로 목적하는 숙주내로 도입

될 수 있다.

백신은 근육내, 복막내, 정맥내 등을 포함하지만, 이로써 제한되지는 않는 임의의 비경구 경로로 투여될 수 있다. 바람직하

게는, 백신접종의 바람직한 결과가 항원에 대한 면역 반응을 설명하는 것이므로, 병원성 생물에게 직접 투여하거나, 간접

적으로 림프계 조직(예: 림프 결절 또는 비장)에 바이러스성 벡터의 선택 또는 표적화에 의해 바람직하다. 면역 세포는 계

속해서 복제하기 때문에, 이들은 레트로바이러스성 벡터계 핵산 백신에 대한 이상적인 표적인데, 이는 레트로바이러스가

복제 세포를 필요로 하기 때문이다.

수동 면역은 본 발명의 폴리펩티드에 대한 항혈청, 폴리클로날 항체 또는 중화 모노클로날 항체를 그람 양성 세균, 바람직

하게는 연쇄구균, 보다 바람직하게는 폐렴 구균에 감염된 것으로 의심되는 환자에게 투여함으로써, 동물 개체에게 제공될

수 있다. 수동 면역은 장기간 보호되지 않지만, 백신접종되지 않은 개체의 세균 감염 치료를 위한 유용한 수단일 수 있다.

수동 면역은 그람 양성 세균의 항생제 내성 균주의 치료용으로 특히 중요한데, 이는 다른 어떠한 치료법도 이용할 수 없기

때문이다. 바람직하게는, 수동 면역 치료를 위해 투여된 항체는 자가 항체이다. 예를 들면, 개체가 사람인 경우, 바람직하

게는 항체는 사람 기원의 항체이거나 항체에 대한 면역 반응 가능성을 최소화하기 위해 "사람화"된다. 본 발명의 능동 또는

수동 백신, 또는 부착소의 투여는 그람 양성 세균, 바람직하게는 연쇄상 구균, 보다 바람직하게는 폐렴 구균의 감염으로부

터 동물 개체를 보호하는 데 사용될 수 있다.

본 발명은 일정량의 기술된 폴리펩티드 및 약제학적으로 허용되는 담체 또는 희석제를 포함하는 약제학적 조성물을 제공

한다.
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예를 들면, 점막 표면에 폐렴구균 부착을 방지하기 위한 이러한 약제학적 조성물은 렉틴 도메인에 대한 항체 및/또는 가용

성 과량의 렉틴 도메인 단백질에 대한 항체를 포함할 수 있다. 어떠한 기작에 의해서도 부착을 차단함으로써 감염에서의

초기단계가 차단되어 콜로니형성을 감소시키게 된다. 이는 다시 사람을 매개로한 전염을 감소시키게 되어 증후성 질환의

발병을 예방하게 된다.

본 발명은 일정량의 약제학적 조성물을 개체에게 투여하여 면역 반응을 유도함을 포함하는 폐렴구균으로 감염되거나 이에

노출된 개체에서 면역 반응을 유도하는 방법을 제공한다.

본 발명은 폐렴구균 세균 부착을 예방하기에 효과적인 양의 약제학적 조성물의 일정량을 개체에게 투여하여 폐렴구균세균

에 의한 감염을 예방함을 포함하는, 개체에서 폐렴구균에 의한 감염을 예방하는 방법을 제공한다.

본 발명은 항체 및 약제학적으로 허용되는 담체 또는 희석제를 포함하는 약제학적 조성물 일정량을 개체에게 투여하여 폐

렴구균세균에 의한 감염을 예방함을 포함하는, 개체에서 폐렴구균에 의한 감염을 예방하기 위한 방법을 제공한다.

본 발명은 본 발명의 치료학적 유효량의 백신을 개체에게 투여하여 개체를 치료함을 포함하는, 폐렴구균 세균에 감염되거

나 이에 노출된 개체를 치료하는 방법을 제공한다.

본 발명은 서열 1, 3 내지 5, 7 또는 9 내지 11에 제시된 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드를 포함하는 약제학적 조성

물의 일정량을 개체에게 투여하여 면역 반응을 유도함을 포함하는, 폐렴구균 세균에 감염되거나 이에 노출된 개체의 숙주

세포의 콜로니형성을 억제하는 방법을 제공한다. 콜로니형성을 차단하는 치료적 펩티드는 호흡기 점막에 의해 전달된다.

약제학적 조성물은 도 2에 나타낸 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드를 포함한다.

본원에 사용된, "약제학적 조성물"은 예를 들어, 폐렴구균의 콜로니형성을 방지함으로써 치료적 효과 또는 이점을 제공하

기에 유용한 적합한 희석제, 방부제, 가용화제, 에멀젼제, 보조제 및/또는 담체와 함께 본 발명의 치료학적 유효량의 폴리

펩티드 생성물을 의미한다. 본원에 사용된, "치료학적 유효량"은 주어진 상태 및 투여 방법에서 치료적 효과를 제공하는 양

을 나타낸다. 이러한 조성물은 액체이거나, 동결건조 또는 건조된 제형으로, 완충액 함량, pH 및 이온 농도가 다양한 희석

제(예: 트리스-HCl, 아세테이트, 인산염), 표면으로의 흡착을 방지하는 알부민 또는 젤라틴과 같은 부가제, 세제[예: 트윈

(Tween) 20, 트윈 80, 플루로닉(Pluronic) F68, 담즙산염], 가용화제(예: 글리세롤, 폴리에틸렌 글리세롤), 산화방지제

(예: 아스코르브산, 나트륨 메타비설파이트), 방부제(예: 티메로살, 벤질 알콜, 파라벤), 벌킹(bulking) 물질 또는 삼투 조절

제(예: 락토즈, 만니톨), 폴리에틸렌 글리콜과 같은 중합체와 단백질과의 공유 결합, 금속 이온과의 착물화, 또는 물질의 폴

리락트산, 폴리글리콜산, 하이드로겔 등과 같은 중합체 화합물의 미립자 제제 속으로의 또는 그 위로의 혼입, 또는 리포좀,

미세에멀젼, 미셀(micelle), 단층 또는 다층 소포, 적혈구 고스트 또는 스페로플라스트(spheroplast) 위로의 혼입이 포함된

다. 이러한 조성물은 물리적 상태, 용해도, 안정성, 생체내 방출 속도, 및 치료제의 생체내 제거율에 영향을 미친다. 조성물

의 선택은 치료 활성을 갖는 단백질의 물리적 및 화학적 특성에 좌우될 것이다. 예를 들면, 막 결합된 활성형으로부터 유도

된 생성물은 세제를 함유하는 제형을 필요로 할 수 있다. 조절되거나 지속된 방출 조성물은 제형을 친지성 저장소(예: 지방

산, 왁스, 오일)에 포함한다. 또한, 중합체(예: 폴록사머 또는 폴록사민)로 피복된 미립자 조성물이고 조직 특이적 수용체,

리간드 또는 항원에 대해 지시된 항체에 커플링되거나 조직 특이적 수용체의 리간드에 커플링된 활성형이 본 발명에 의해

이해된다. 본 발명의 조성물의 다른 양태에서는 비경구, 폐, 비강 및 경구를 포함하는 다양한 투여 경로에 대한 보호 피막,

프로테아제 억제제 또는 침투 증강제를 형성하는 미립자를 도입시킨다.

또한, 본원에 사용된, "약제학적으로 허용되는 담체"는 당해 분야의 숙련가에게 익히 공지되어 있고 이에는 0.01 내지

0.1M, 바람직하게는 0.05M의 인산염 완충액 또는 0.8%의 염수가 포함되나, 이에 한정되는 것은 아니다. 추가로, 이러한

약제학적으로 허용되는 담체는 수용액 또는 비수용액, 현탁액 및 에멀젼일 수 있다. 비수성 용매의 예로는 프로필렌 글리

콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브유와 같은 식물성유, 및 에틸 올레이트와 같은 주사용 유기 에스테르가 있다. 수성 담체에는

염수 및 완충 매질을 포함한 물, 알콜성/수용액, 에멀젼 또는 현택액이 포함된다. 비경구 비히클은 염화나트륨 용액, 링거

덱스트로즈, 덱스트로즈 및 염화나트륨, 락테이트화된 링거액 또는 비휘발성 오일을 포함한다. 정맥내 비히클은 유동 영양

보충물, 링거 덱스트로즈와 같은 전해질 보충물 등을 포함한다. 방부제 및 기타 부가제가 또한 존재할 수 있고, 예를 들면,

항균제, 산화방지제, 콜레이트화제, 불활성 기체 등일 수 있다.

용어, "애주번트"는 항원에 대한 면역 반응을 증강시키는 화합물 또는 혼합물을 나타낸다. 애주번트는 항원을 서서히 방출

시키는 조직 저장소로서 및 면역 반응을 비특이적으로 증강시키는 림프계 활성인자로서 제공될 수 있다[참조: Hood et

al., Immunology, Second Ed., 1984, Benjamin/Cummings: Menlo Park, California, p.384]. 종종 애주번트의 부재하

에서의 항원 단독의 주요 챌린지는 체액 또는 세포 면역 반응을 유도하는데 실패한다. 애주번트는 완전 프로인트(Freund)
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애주번트, 불완전 프로인트 애주번트, 사포닌, 무기질 겔(예: 산화알루미늄), 표면 활성 물질(예: 리소레시틴, 플루론산 폴

리올, 다중 음이온, 펩티드, 오일 또는 탄화수소 에멀젼), 키홀 림피트 헤모시아닌, 디니트로페놀 및 잠재적으로 유용한 사

람 애주번트[예: BCG(바실 칼메테-구에린)] 및 코리네박테리움 파르붐을 포함하나, 이에 제한되지 않는다. 바람직하게

는, 애주번트는 약제학적으로 허용된다.

조절 또는 지속된 방출 조성물은 친지성 저장소(예: 지방산, 왁스, 오일)를 포함한다. 또한, 중합체(예: 폴록사머 또는 폴록

사민)로 피복된 미립자 조성물이고, 조직-특이적 수용체, 리간드 또는 항원에 대해 지시된 항체에 커플링되거나 조직-특

이적 수용체의 리간드에 커플링된 화합물도 본 발명에 의해 이해된다. 본 발명의 조성물의 기타 양태는 비경구, 폐, 비강

및 경구를 포함한 다양한 경로의 투여를 위한 미립형 보호 피복제, 프로테아제 억제제 또는 침투 증진제를 혼입한다.

투여하는 경우, 화합물은 종종 점막 표면 또는 순환으로부터 신속하게 제거되고, 따라서, 비교적 단수명의 약제학적 활성

을 유도해낼 수 있다. 결과적으로, 종종 생체활성 화합물의 비교적 다량의 투여가 치료적 효율을 지속시키는 데 필요할 수

있다. 폴리에틸렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜과 폴리프로필렌 글리콜과의 공중합체, 카복시메틸 셀룰로스, 덱스트란 폴리

비닐 알콜, 폴리비닐피롤리돈 또는 폴리프롤린 등의 수용성 중합체를 공유적으로 부착시킴으로써 변형된 화합물은 상응하

는 변형되지 않은 화합물보다 정맥내 주사 후 혈액에서 실질적으로 보다 긴 반감기를 나타내는 것으로 공지되어 있다[참

조: Abuchowski et al., 1981; Newmark et al., 1982; and Katre et al., 1987]. 상기한 변형은 또한 수용액 중의 화합물

의 용해도를 증가시키고, 응집물을 제거하며, 화합물의 물리 화학적 안정성을 향상시키고 화합물의 면역원성 및 반응성을

크게 감소시킬 수 있다. 결과적으로, 목적한 생체내 생물학적 활성은 상기한 중합체-화학물 부산물을 비변형된 화학물보

다 덜 자주 또는 적은 투여량으로 투여함으로써 달성된다.

투여량. 유효량은 약 1μg/kg 내지 약 1000mg/kg일 수 있지만, 이에 제한되지는 않는다. 투여량은 10mg/kg일 수 있다. 약

제학적으로 허용되는 조성물 형태는 약제학적으로 허용되는 담체를 포함한다.

위에서 언급한 바와 같이, 본 발명은 숙주 세포에의 부착과 같은, 폐렴 구균의 병원성 활성에 대항하기 위한, 벡터, 백신, 폴

리펩티드, 핵산 및 항체, 항-항체 및 제제를 포함하는 약제학적 조성물을 포함하는 치료 조성물을 제공한다.

활성 성분을 함유하는 치료 조성물의 제조는 당해 기술분야에서 잘 이해되고 있다. 통상적으로, 이러한 조성물은 비강인두

에 전달되는 폴리펩티드의 에어로졸로서, 주사제로서, 액체 용액 또는 현탁액으로서 제조되지만, 주사하기 전 액체인 용액

또는 현탁액으로 제조하기에 적합한 고체 형태로서도 제조될 수 있다. 제제는 또한 에멀젼화될 수 있다. 치료 활성 성분은

종종 약제학적으로 허용되고 활성 성분과 혼화성인 부형제와 혼합된다. 적합한 부형제는, 예를 들면, 물, 염수, 덱스트로

즈, 글리세롤, 에탄올 등 또는 이들의 배합물이다. 또한, 필요한 경우, 조성물은 활성 성분의 효과를 증진시키는 습윤제 또

는 유화제, pH 완충제를 소량으로 함유할 수 있다.

활성 성분은 중화된 약제학적으로 허용되는 염 형태로서 치료 조성물로 제형화될 수 있다. 약제학적으로 허용되는 염은 산

부가염(폴리펩티드 또는 항체 분자의 유리 아미노 그룹으로 형성된다)을 포함하고, 이는 예를 들면, 염산 또는 인산과 같은

무기산, 또는 아세트산, 옥살산, 타르타르산, 만델산 등과 같은 유기산으로 형성된다. 유리 카복실산 그룹으로부터 형성된

염은 또한 나트륨, 칼륨, 암모늄, 칼슘 또는 또는 철 수산화물과 같은 무기 염기 및 이소프로필아민, 트리메틸아민, 2-에틸

아미노 에탄올, 히스티딘, 프로카인 등과 같은 유기 염기로부터 유도될 수 있다.

조성물 중에 단백질, DNA, 벡터(A 및 B가 속하는 종의 카테고리에 좌우된다)의 약 75중량% 이상이 "A"인 경우, "A"(여기

서, "A"는 단일 단백질, DNA 분자, 벡터 등이다)를 포함하는 조성물은 실질적으로 "B"(여기서, "B"는 하나 이상의 오염 단

백질, DNA 분자, 벡터 등이다)을 함유하지 않는다. 바람직하게는, "A"는 조성물 속의 A+B 종의 약 90중량% 이상을 차지

하고, 가장 바람직하게는 약 99중량% 이상을 차지한다.

본원에 사용된, "치료적 유효량"은 숙주의 활성, 작용 및 반응을 약 15% 이상, 바람직하게는 50% 이상, 보다 바람직하게는

90% 이상 감소시키기에 충분한 양, 가장 바람직하게는 임상적으로 유의적 결핍을 방지하기에 충분한 양을 의미한다. 대안

으로, 치료적 유효량은 숙주에서 임상적으로 유의적인 상태를 향상시키기에 충분하다. 본 발명에 있어서, 숙주의 반응에

있어서의 결핍은 세균 감염의 계속 또는 분산에 의해 입증된다. 숙주에서 임상적으로 유의적인 상태의 향상은 세균 부하의

감소, 콜로니형성된 균주 세포로부터 세균의 투명화, 감염과 관련된 열 또는 염증의 감소 또는 세균 감염과 관련된 임의의

증상의 감소를 포함한다.

본 발명에 따라서, 본 발명의 치료적 조성물의 성분 또는 성분들은, 비경구, 점막, 예를 들면, 경구, 비강, 폐, 직장 또는 경

피로 도입될 수 있다. 비경구, 예를 들면, 정맥내 주사, 및 비제한적으로 동맥내, 근육내, 피내, 피하, 복막내, 심실내 및 두

개내 투여가 바람직하다. 경구 또는 폐 전달은 점막 면역성을 활성화하는 데 바람직할 수 있고, 폐렴구균이 일반적으로 비

강인두 및 폐 점막에서 콜로니를 형성하기 때문에 점막 면역은 특히 효과적인 예방치료법일 수 있다. 용어 "단위 용량"은
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본 발명의 치료 조성물에 대하여 사용되는 경우, 사람에 대한 단일 용량으로서 적합한 물리적으로 별개의 단위를 의미하

며, 각각의 단위는 필요한 희석제, 즉, 담체 또는 비히클과 함께 목적하는 치료 효과를 생성시키기 위해 계산된 예정된 양

의 활성 물질을 함유한다.

또 다른 양태에서, 활성 화합물은 소포, 특히 리포좀으로 전달될 수 있다[참조: Langer, Science 249: 1527-1533 (1990)

; Treat at al., in Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer, Lopez-Berestein and Fidler (des.),

Liss, New York, pp. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pp. 317-327].

또 다른 양태에서, 치료 조성물은 조절 방출 시스템으로 전달될 수 있다. 예를 들면, 폴리펩티드는 정맥내 주입, 이식성 삼

투성 펌프, 경피 패치, 리포좀 또는 기타 투여 방식을 사용하여 투여될 수 있다. 하나의 양태에서, 펌프가 사용될 수 있다

[참조: Langer, supra; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88: 507 (1980)

; Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321:574 (1989)]. 또 다른 양태에서, 중합체성 물질이 사용될 수 있다[참조: Medical

Applications of Controlled Release, Langer and Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Florida (1974); Controlled

Drug Bioavailability. Drug Product Design and Performance, Smolen and Ball (eds.), Wiley, New York (1984);

Ranger and Peppas, J. Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem. 23:61 (1983); Levy et al., Science 228:190 (1985);

During et al., Ann. Neurol. 25:351 (1989); Howard et al., J. Neurosurg. 71:105 (1989)]. 또 다른 양태에서, 조절 방

출 시스템은 치료 표적, 즉 뇌 근처에 위치하여 시스템 용량의 단편만을 요구할 수 있다[참조: Goodson, in Medical

Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pp. 115-138 (1984)]. 바람직하게는, 조절 방출 장치는 개체의 부적

합한 면역 활성화 또는 종양 부위 근처에 도입된다. 다른 조절 방출 시스템은 랑거의 문헌[참조: Langer, Science

249:1527-1533 (1990)]에서 논의되고 있다.

위에서 언급한 활성 성분의 투여가 세균 감염에 대한 효과적인 치료 섭식인 개체는 바람직하게는 사람이지만, 임의의 동물

일 수 있다. 따라서, 당해 기술분야의 숙련가들이 쉽게 알 수 있는 바와 같이, 본 발명의 방법 및 약제학적 조성물은 임의의

동물, 특히 고양이 또는 개와 같은 가축, 비제한적으로, 소, 말, 염소, 양, 및 돼지와 같은 가축, 야생동물(야생 또는 동물원

의 동물), 마우스, 래트, 래비트, 염소, 양, 돼지, 개, 고양이 등과 같은 수의학용 연구 동물 등을 포함하는 포유 동물에게 투

여하기에 특히 적합하다.

본 발명의 치료 방법 및 조성물에서, 활성 성분의 치료학적 유효량이 제공된다. 치료학적 유효량은 당해 기술분야에 익히

공지되어 있는 바와 같이 의료인에 의해 환자 특성(연령, 체중, 성별, 상태, 합병증, 다른 질환 등)을 근거로 하여 결정될 수

있다. 또한, 또 다른 경로 연구가 수행되기 때문에, 보다 구체적인 정보는 각종 환자의 각종 상태의 치료에 적합한 용량 수

준에 대해 분명해질 것이고, 당해 기술분야의 숙련가들은 수혜자의 치료 경위, 연령 및 일반적인 건강을 고려하여 적합한

용량을 알아낼 수 있다. 일반적으로, 정맥내 주사 또는 주입용 용량이, 복막내, 근육내 또는 다른 투여 경로의 용량보다 적

을 수 있다. 투여 스케쥴은 순환 반감기 및 사용되는 제형에 따라서 다를 수 있다. 조성물은 치료학적 유효량의 용량 제형

에 적합한 방식으로 투여된다. 투여하는 데 필요한 정확한 양의 활성 성분은 수행자의 판단에 좌우되고 개인에 따라 특수

하다. 그러나, 적합한 용량은 1일당 개인 체중 1kg당 약 0.1 내지 20, 바람직하게는 약 0.5 내지 약 10, 보다 바람직하게는

1 내지 수mg의 활성 성분일 수 있고 투여 경로에 좌우된다. 초기 투여 및 추가접종(booster) 주사에 적합한 방법이 또한

다양하지만, 초기 투여 후 1시간 이상의 간격으로 주사 또는 다른 투여로 반복 투여되는 것으로 유형화된다. 대안으로, 혈

액 내에서 10나노몰 내지 10마이크로몰 농도를 유지시키기에 충분한 연속 정맥내 주입이 고려된다.

다른 화합물과 함께 투여: 세균 감염 치료를 위해서, 본 발명의 활성 화합물을 비제한적으로 (1) 항생제, (2) 가용성 탄수화

물 세균 부착소 억제제, (3) 다른 소분자량 세균 부착소 억제제, (4) 세균 대사, 수송 또는 형질전환 억제제, (5) 세균 용해

자극제 또는 (6) 다른 세균 항원에 대한 항세균제, 항체 또는 백신을 포함하는 세균 감염을 치료하는 데 사용되는 하나 이

상의 약제학적 조성물과 함께 투여할 수 있다. 다른 잠재적 활성 성분은 스테로이드 및 비스테로이드 항염증 약물과 같은

소염제를 포함한다. 동시에 투여(예를 들면, 본 활성 성분과 항생제의 혼합물의 투여)하거나 따로 투여할 수 있다.

따라서, 특정 양태에서, 치료 조성물은 유효량의 활성 성분 및 하나 이상의 다음 활성 성분을 추가로 포함할 수 있다: 항생

제, 스테로이드제, 등. 예시적인 제형은 다음과 같다:

정맥내 제형 I

성분 mg/ml

세포탁심 250.0
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폴리펩티드 10.0

덱스트로즈 USP 45.0

아황산나트륨 USP 3.2

에데테이트 이나트륨 USP 0.1

주사용수 1.0ml

정맥내 제형 II

성분 mg/ml

암피실린 250.0

폴리펩티드 10.0

아황산나트륨 USP 3.2

이나트륨 에데테이트 USP 0.1

주사용수 1.0ml

정맥내 제형 III

성분 mg/ml

겐타마이신(황산염으로서 충전) 40.0

폴리펩티드 10.0

아황산나트륨 USP 3.2

이나트륨 에데테이트 USP 0.1

주사용수 1.0ml

정맥내 제형 IV

성분 mg/ml

폴리펩티드 10.0

덱스트로즈 USP 45.0

아황산나트륨 USP 3.2

에데테이트 이나트륨 USP 0.1

주사용수 1.0ml

정맥내 제형 V
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성분 mg/ml

폴리펩티드 길항제 5.0

아황산나트륨 USP 3.2

이나트륨 에데테이트 USP 0.1

주사용수 1.0ml

따라서, 숙주 세포와 세균과의 세균 매개된 결합으로부터 발생하는 감염을 감소시키거나 억제하는 데 필요하거나 이에 대

한 항체 또는 이의 리간드 또는 이 리간드에 대한 항체가 필요한 특정한 경우, 폴리펩티드를 도입시켜 세균과 숙주 세포의

상호작용을 차단시킨다.

본 발명의 부착소 억제제(또는 이의 유도체)로서 작용하는 렉틴 활성을 갖는 본 폴리텝타이드의 폐 전달이 또한 고려된다.

부착소 억제제(또는 유도체)는 포유 동물의 폐로 전달되어 세균, 즉 연쇄상 구균 및 바람직하게는 폐렴 구균과 숙주 세포와

의 결합을 억제할 수 있다. 다른 폐 전달용 단백질 제조에 대한 보고가 선행 기술분야에서 발견된다[참조: Adjei et al.

Pharmaceutical Research, 7:565-569 (1990); Adjei et al., International Journal of Pharmaceutics, 63:135-144

(1990) (leuprolide acetate); Braquet et al., Journal of Cardiovascular Pharmacology, 13 (suppl. 5): 143-146

(1989)(endothelin-1); Hubbard et al., Annals of Internal Medicine, Vol. III, pp. 206-212 (1989)(α1-antitrypsin);

Smith et al., J. Clin. Invest. 84:1145-1146 (1989) (α-1-proteinase); Oswein et al., "Aerosolization of Proteins",

Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery II, Keystone, Colorado, March, (1990) (recombinant

human growth hormone); Debs et al., J. Immunol. 140:3482-3488 (1988)(interferon-γ and tumor necrosis factor

alpha); Platz et al., U.S. Patent No. 5,284,656 (granulocyte colony stimulating factor)]. 약물의 폐 전달 방법 및 이

를 위한 조성물이 웅(Wong) 등에게 허여된 미국 특허 제5,451,569호(1995.9.19)에 기재되어 있다.

이러한 모든 장치는 부착소 억제제(또는 유도체)의 분산에 적합한 제형의 사용을 필요로 한다. 통상적으로, 각각의 제형은

사용되는 장치의 유형에 특이적이며 특히 치료에 유용한 통상적인 희석제, 보조제 및/또는 담체 이외에 적합한 분사제 물

질을 포함할 수 있다. 또한, 복합체를 포함하여 리포좀, 미세캡슐 또는 미세구 또는 다른 유형의 담체의 사용이 또한 고려

된다. 화학적으로 변형된 부착소 억제제는 화학적 변형의 유형 또는 사용되는 장치의 유형에 따라서 다른 제형으로 제조될

수도 있다.

분무기(nebulizer), 제트 또는 초음파와 함께 사용하기에 적합한 제형은 통상적으로 용액 1ml당 생물학적 활성 부착소 억

제제 약 0.1 내지 25mg의 농도로 물 속에 용해된 부착소 억제제(또는 유도체)를 포함한다. 제형은 또한 완충제 및 단순 당

(예: 부착소 억제제 안정화 및 삼투압 조절을 위해서)을 포함할 수 있다. 분무기 제형은 또한 에어로졸 형성시 용액의 분무

에 의해 발생되는 부착소 억제제의 표면 유도된 응집을 감소시키거나 방지하기 위해서 계면활성제를 함유할 수 있다.

계량 용량 흡입 장치와 함께 사용하기 위한 제형은 일반적으로 계면 활성제와 함께 분사제에 현탁된 부착소 억제제(또는

유도체)를 함유하는 미분 분말을 포함한다. 분사제는 이러한 목적에 통상적으로 사용되는 임의의 물질, 예를 들면, 클로로

플루오로카본, 하이드로클로로플루오로카본, 하이드로플루오로카본 또는, 트리클로로플루오로메탄, 디클로로디플루오로

메탄, 디클로로테트라플루오로에탄올 및 1,1,1,2-테트라플루오로에탄을 포함하는 탄화수소, 또는 이들의 혼합물일 수 있

다. 적합한 계면활성제는 소르비탄 트리올레에이트 및 콩 레시틴을 포함한다. 올레산이 또한 계면활성제로서 유용할 수 있

다.

액체 에어로졸 제형은 생리학적으로 허용되는 희석제 속에 부착소 억제제와 분산제를 함유한다. 본 발명의 무수 분말 에어

로졸 제형은 미분된 고체 형태의 부착소 억제제와 분산제로 이루어진다. 액체 또는 무수 분말 에어로졸 제형에 있어서, 제

형을 에어로졸화한다. 즉, 에어로졸화된 용량이 실제로 비강 또는 폐의 점막에 확실하게 도달하도록 액체 또는 고체 입자

도 파쇄되어야 한다. 용어 "에어로졸 입자"는 본원에서 비강 또는 폐 투여에 적합한, 즉 점막에 도달하는 액체 또는 고체 입

자를 기재하는 데 사용된다. 전달 장치의 구성, 제형에서의 추가 성분 및 입자 특성과 같은 기타 고려사항이 중요하다. 약

물의 폐 투여에 대한 이러한 양태는 당해 기술분야에 공지되어 있으며 제형화 처리, 에어로졸화 수단 및 전달 장치의 구조

는 당해 기술분야 숙련가에 의해 대부분의 일반적 실험에서 필요로 한다. 특정 양태에서, 약물 입자가 폐포에 확실히 도달

하도록 질량 평균 동적 지름은 5 마이크로미터 이하일 것이다[참조: Wearley, L.L., Crit. Rev. in Ther. Drug Carrier

Systems 8:333(1991)].
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에어로졸 운반 시스템, 예를 들면 가압 측정량 흡입 및 무수 분말 흡입이 뉴만(Newman), S.P.의 문헌[참조: Hewman

S.P., Aerosols and the Lung, Clarke, S.W. and Davia, D. editors, pp 197-22]에 기술되어 있으며 본 발명과 관련하여

사용될 수 있다.

추가의 양태에서, 아래에 자세히 기술된 바와 같이 본 발명의 에어로졸 제제는 부착소 억제제 외에 치료학적 또는 약리학

적 활성 인자, 예를 들면 비제한적으로 항생제, 스테로이드, 비-스테로이드성 소염제 등을 포함할 수 있다.

액상 에어로졸 제형. 본 발명은 에어로졸 제형을 제공하며 용량은 세균, 예를 들어 연쇄구균, 특히 폐렴구균 감염으로 고통

받는 개체 치료에 사용하도록 정한다. 일반적으로, 이러한 제형은 약제학적으로 허용되는 희석제 중의 부착소 억제제를 함

유한다. 약제학적으로 허용되는 희석제는 증류수, 염수, 완충된 염수, 덱스트로즈 용액 등을 포함하지만 이에 제한되는 것

은 아니다. 특정 양태에서, 본 발명에 사용될 수 있는 희석제 또는 본 발명의 약제학적 제제는 포스페이트 완충된 염수 또

는 일반적으로 pH 7.0 내지 8.0 범위의 완충된 염 용액 또는 물이다.

삭제

본 발명의 액상의 에어로졸 제형은 임의적인 성분으로서 약제학적으로 허용되는 담체, 희석제, 가용화제 또는 유화제, 계

면활성제 및 부형제를 포함할 수 있다. 상기 제형은 담체를 포함할 수 있다. 담체는 순환계에서 용해되고 생리학적으로 허

용되는 거대분자이며, 여기서 생리학적으로 허용된다 함은 당해 기술분야 숙련가가 치료적 섭식의 일부로서 환자에게 상

기 담체를 주사할 수 있음을 의미한다. 바람직하게는, 담체는 제거를 위한 허용되는 혈장 반감기를 갖는 순환계에서 비교

적 안정하다. 상기한 거대분자는 콩 레시틴, 올레산 및 소르비탄 트리올레에이트를 포함하지만, 이에 제한되지 않고, 소르

비탄 트리올레에이트가 바람직하다.

본 발명의 양태의 제형은 또한 pH 유지, 용액 안정화, 또는 삼투압 조절에 유용한 기타 제제를 포함할 수 있다. 이러한 제제

의 예에는 염화나트륨 또는 염화칼륨과 같은 염 및 글루코스, 갈락토스 또는 만노스와 같은 탄수화물 등이 포함되지만 이

에 제한되는 것은 아니다.

본 발명은 또한 부착소 억제제 및 다른 치료학적 유효 약물, 예를 들어 항생제, 스테로이드, 비스테로이드성 소염제 등을

포함하는 액상 에어로졸 제형을 고려한다.

에어로졸 무수 분말 제형. 본 에어로졸 제형은 부착소 억제제의 미분된 분말 형태 및 분산제를 포함하는, 무수 분말 제형으

로서 제조될 수 있는 것으로 간주된다.

분말 흡입 장치로부터 분산시키기 위한 제형은 부착소 억제제(또는 유도체)를 함유하는 미분된 무수 분말을 포함하고, 또

한 락토즈, 소르비톨, 슈크로즈 또는 만니톨과 같은 벌크화제를 장치로부터 분말의 분산을 촉진시키는 양, 예를 들어 제형

의 50 내지 90중량%의 양으로 포함할 수 있다. 부착소 억제제(또는 유도체)는 말단 폐로의 가장 효과적인 전달을 위해 가

장 유리하게는 평균 입자 크기가 10mm(또는 μ) 미만, 가장 바람직하게는 0.5 내지 5mm의 미립자 형태로 제조되어야 한

다. 또 다른 양태에서, 무수 분말 제형은 부착소 억제제를 함유하는 미분된 무수 분말, 분산제 및 또한 벌크화제를 포함할

수 있다. 본 발명의 제형과의 혼합물로서 유용한 벌크화제는 락토즈, 소르비톨, 슈크로즈 또는 만나톨과 같은 제제를 장치

로부터 분말의 분산을 촉진시키는 양으로 포함한다.

본 발명은 또한 부착소 억제제와 치료학적으로 유효한 약물, 예를 들어 항생제, 스테로이드, 비스테로이드성 소염제 등을

포함하는 무수 분말 제형을 고려한다.

일반적으로, 본원에 참조로 인용된 문헌[참조: Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th Ed. 1990(Mack Publishing

Co. Easton PA 18042) at Chapter 89]에 기술된 경구 고체 투여 제형이 본원에서 사용하기 위해 고려된다. 고체 제형은

정제, 캡슐제, 환제, 트로치 또는 로젠지, 카쉐 또는 펠릿을 포함한다. 또한, 리포소멀 또는 프로테노이드 캡슐화는 본 발명

의 조성물을 제형화하는데 사용될 수 있다(예를 들어, 미국 특허 제4,925,673호에 보고된 프로테노이드 미세구). 리포소

멀 캡슐화가 사용될 수 있고, 리포솜은 각종 중합체를 사용하여 유도될 수 있다(예: 미국 특허 제5,013,556호). 치료를 위

한 가능한 고체 제형의 설명은 본원에 참조로 인용된 문헌[참조: Marshall, K. In: Modern Pharmaceutics Edited by

G.S. Banker and C.T. Rhodes Chapter 10, 1979]에 기재되어 있다. 일반적으로 제형은 위 환경을 보호하고 생물학적 활

성 물질을 장에 방출시키는 성분(들)(또는 이의 화학적으로 변형된 형태) 및 불활성 성분을 포함한다.
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또한, 상기 유도된 성분(들)의 경구 제형이 구체적으로 고려된다. 성분(들)은 화학적으로 변형되어 유도체의 경구 전달에

효과적일 수 있다. 일반적으로, 고려되는 화학적 변형은 성분 분자 그 자체에 하나 이상의 잔기가 부착되는 것이고, 이러한

잔기는 (a) 단백질 분해를 억제하고, (b) 위 또는 장으로부터 혈류속으로의 섭취를 가능하게 한다. 또한, 성분(들)의 전체적

안정성을 증가시키고, 신체 내에서의 순환 시간을 증가시키는 것이 바람직하다. 이러한 잔기의 예에는 폴리에틸렌 글리콜,

에틸렌 글리콜과 프로필렌 글리콜의 공중합체, 카복시메틸 셀룰로즈, 덱스트란, 폴리비닐 알콜, 폴리비닐 피롤리돈 및 폴

리프롤린이 포함된다[참조: Abuchowski and Davis, 1981, "Soluble Polymer-Enzyme Adducts" In: Enzymes as

Drugs, Hocenberg and Roberts, eds., Wiley-Interscience, New York, NY, pp. 367-383; Newmark, et al., 1982, J.

Appl. Biochem. 4: 185-189]. 사용될 수 있는 기타 중합체는 폴리-1,3-디옥솔란 및 폴리-1,3,6-트리옥소칸이다. 상기

한 바와 같이 폴리에틸렌 글리콜 잔기가 약제학적 용도로 바람직하다.

성분(또는 유도체)의 방출 위치는 위, 소장(십이지장, 공장 또는 회장) 또는 대장일 수 있다. 당해 기술분야 숙련가는 위에

용해되지 않지만 십이지장 또는 그밖의 장에 물질을 방출시키는 제형을 이용할 수 있다. 바람직하게는, 방출은 단백질(또

는 유도체)의 보호에 의해 또는 위 환경 이외, 예를 들어 장에 생물학적 활성 물질을 방출시킴으로써 위 환경의 유해한 효

과를 피한다.

pH 5.0 이상에서 불침투성인 피복물의 완전한 위 내성을 보장하는 것이 필수적이다. 장용피로서 사용되는 보다 통상적인

불활성 성분의 예에는 셀룰로즈 아세테이트 트리멜리테이트(CAT), 하이드록시프로필메틸셀룰로즈 프탈레이트(HPMCP)

, HPMCP 50, HPMCP 55, 폴리비닐 아세테이트 프탈레이트(PVAP), 유드라기트(Eudragit) L30D, 아쿠아터릭

(Aquateric), 셀룰로즈 아세테이트 프탈레이트(CAP), 유드라기트 L, 유드라기트 S 및 셸락이 포함된다. 이러한 피복물은

혼합 필름으로서 사용될 수 있다.

피복 또는 피복물 혼합물은 정제 상에 사용될 수 있으나, 이는 위에 대한 보호로 의도되는 것은 아니다. 이는 당의정, 또는

정제를 삼키기 쉽게 만드는 코팅을 포함할 수 있다. 캡슐제는 무수 치료제(예, 분말)의 전달을 위한 경질 쉘(젤라틴 같은)로

이루어질 수 있고, 액상 형에 대해서 연질 젤라틴 쉘을 사용할 수 있다. 카세의 쉘 물질은 농후 전분 또는 기타 식용 페이퍼

일 수 있다. 환제, 로젠지제, 성형 정제 또는 정제 연마분인 경우, 습윤괴 기술을 사용할 수 있다.

펩티드 치료제는 약 1mm 입자 크기의 과립 또는 펠렛 형태로 미세 다중입자로서 제형중에 포함될 수 있다. 캡슐제 투여용

물질의 제형은 또한 산제, 가볍게 압착된 플러그제 또는 정제도 될 수 있다. 치료제는 압착에 의해 제조될 수 있다.

착색제 및 향미제를 모두 포함할 수 있다. 예를 들면, 단백질(또는 유도체)은 제형화될 수 있고(예를 들면 리포좀 또는 미세

구 캡슐화) 이후 식용 제품, 예를 들면 착색제 및 향미제를 함유하는 냉장 음료 내에 추가로 함유될 수 있다.

불활성 물질로 치료제의 용적을 희석 또는 증가시킬 수 있다. 이들 희석제는 탄수화물, 특히 만니톨, α-락토즈, 무수 락토

즈, 셀룰로즈, 슈크로즈, 변형된 덱스트란 및 전분을 포함할 수 있다. 특정 무기염을 또한 충전제로 사용할 수 있으며, 여기

에는 삼인산칼슘, 탄산 마그네슘 및 염화나트륨을 포함한다. 몇몇 시판 중인 희석제는 Fast-Flo, Emdex, STA-Rx 1500,

엠콤프레스 및 아비셀이다.

붕해제는 치료제를 고체 투여형으로 제형화하는 중에 첨가할 수 있다. 붕해제로 사용되는 물질은 전분을 기본으로 하는 시

판 중인 붕해제 엑스플로탭(Explotab)을 포함하는 전분을 포함하나 이에 제한되지 않는다. 나트륨 전분 글리콜레이트, 앰

벌라이트, 나트륨 카복실메틸셀룰로즈, 울트라밀로펙틴, 알긴산나트륨, 젤라틴, 오렌지 필, 산 카복시메틸 셀룰로즈, 천연

스폰지 및 벤토나이트를 모두 사용할 수 있다. 또다른 형태의 붕해제는 불용성 양이온 교환 수지이다. 분말화된 검을 붕해

제 및 결합제로서 사용할 수 있고 이들은 아가, 카라야 또는 트라가칸트와 같은 분말화 검을 포함할 수 있다. 알긴산 및 이

의 나트륨 염은 또한 붕해제로서 유용하다. 결합제는 치료제를 한데 결합시켜 경질 정제를 형성하는데 사용할 수 있고 아

카시아, 트라가칸트, 전분 및 젤라틴과 같은 천연 산물로부터의 물질을 포함할 수 있다. 기타로는 메틸 셀룰로즈(MC), 에

틸 셀룰로즈(EC) 및 카복시메틸 셀룰로즈(CMC)를 포함한다. 폴리비닐 피롤리돈(PVP) 및 하이드록시프로필메틸 셀룰로

즈(HPMC)가 둘다 알콜 용액중에 사용되어 치료제를 과립화시킬 수 있다.

제형화 과정중에 들러붙는 것을 방지하기 위해 치료제 제형중에 마찰방지제를 포함시킬 수 있다. 윤활제는 치료제와 주형

벽 사이의 층으로서 사용될 수 있고, 이들은 마그네슘 및 칼슘염을 포함하는 스테아르산, 폴리테트라플루오로에틸렌

(PTFE), 액체 파라핀, 식물성 오일 및 왁스를 포함하나 이에 제한되지 않는다. 나트륨 라우릴 설페이트, 마그네슘 라우릴

설페이트, 다양한 분자량의 폴리에틸렌 글리콜, 카보왁스 4000 및 6000과 같은 가용성 윤활제를 사용할 수 있다.
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제형화 중에 약물의 유동 특성을 증진시키고 압축 동안 재배열을 보조할 수 있는 활주제를 첨가할 수 있다. 활주제는 전분,

활석, 발열성 실리카 및 수화 실리코알루미네이트를 포함할 수 있다.

치료제가 수성 환경 내로 분해되는 것을 돕기위해 계면활성제를 습윤제로서 부가할 수 있다. 계면활성제는 나트륨 라우릴

설페이트, 디옥틸 나트륨 설포석시네이트 및 디옥틸 나트륨 설포네이트와 같은 음이온 세제를 포함할 수 있다. 양이온성

세제가 사용될 수 있으며, 이에는 벤즈알코늄 클로라이드 또는 벤제토뮴 클로라이드가 포함된다. 계면활성제로서 제형중

에 포함될 수도 있는 잠재적 비이온성 세제의 예로는 라우로마크로골 400, 폴리옥실 40 스테아레이트, 폴리옥시에틸렌 경

화 피마자유 10, 50 및 60, 글리세롤 모노스테아레이트, 폴리소르베이트 40, 60, 65 및 80, 슈크로즈 지방산 에스테르, 메

틸 셀룰로즈 및 카복시메틸 셀룰로즈이다. 이들 계면활성제는 단백질 또는 유도체의 제형중에 단독으로 또는 상이한 비율

의 혼합물로서 존재할 수 있다.

폴리펩티드(또는 유도체)의 흡수를 잠재적으로 증진시킬 수 있는 부가제는 예를 들면 지방산 올레산, 리놀레산 및 리놀렌

산이다.

폐 전달. 본 발명에서는 또한 폴리펩티드(또는 이의 유도체)의 폐 전달을 고려하고 있다. 폴리펩티드(또는 이의 유도체)는

흡입하는 동안 포유동물의 폐로 전달되어 폐포의 점막 표면을 피복하게 된다. 하기 문헌에 이것이 포함되어 있다:[참조:

Adjei et al., 1990, Pharmaceutical Research, 7:565-569; Adjei et al., 1990, International Journal of

Pharmaceutics, 63:135-144(류프롤리드 아세테이트); Braquet et al., 1989, Journal of Cardiovascular

Pharmacology, 13(suppl.5): 143-146(엔도텔린-I); Hubbard et al., 1989, Annals of Internal Medicine, Vol.III,

pp206-212(aI-안티트립신):Smith et al., 1989, J. Clin. Invest. 84:1145-1146(a-1-프로테이나제); Oswein et al.,

1990, "Aerosolization of Proteins", Proceedings of Symposium on Respiratory Drug Delivery II, Keystone,

Colorado, March, (재조합 사람 성장 호르몬); Debs et al., 1988, J. Immunol. 140:3482-3488(인터페론-g 및 종양괴사

인자 알파) 및 Platz et al., U.S. Patent No. 5,284,656(과립구 콜로니 자극 인자)]. 전신 효과를 위한 약물의 폐 전달을

위한 방법 및 조성물에 대해서는 1995년 9월 19일 융(Wong et al.)에게 허여된 미국 특허 제5,451,569호에 기술되어 있

다.

삭제

본 발명의 수행을 위해 분무기, 계량된 용량 흡입기, 및 분말 흡입기를 포함하나 이에 제한되지 않는, 치료제의 폐 전달을

위해 고안된 다양한 기계 장치의 사용을 고려되며, 이들은 모두 당해 기술분야 숙련가에게 친숙하다.

분무기(제트 또는 초음파)를 사용하기에 적합한 제형은 용액 ml당 생물학적 활성 단백질 약 0.1 내지 25mg 농도로 물에

용해된 폴리펩티드( 또는 유도체)를 포함하는 것이 일반적이다. 제형은 또한 완충액 및 단순 당을 포함할 수 있다(예를 들

면, 단백질 안정화 및 삼투압 조절을 위해). 분무기용 제형은 또한 에어로졸을 제조하는데 있어 용액의 분무에 의해 야기되

는 표면 유도된 단백질의 응집을 방지하거나 감소시키기 위해 계면활성제를 함유할 수도 있다.

계량된 용량 흡입기로 사용하기 위한 제형은 일반적으로 계면활성제의 보조로 분사제중에 현탁되는 폴리펩티드(또는 유도

체)를 함유하는 미분 분말을 포함하게 된다. 분사제는 이러한 목적을 위해 사용될 수 있는 통상의 물질, 예를 들면, 클로로

플루오로카본, 하이드로클로로플루오로카본, 하이드로플루오로카본 또는 트리클로로풀루오로메탄, 디클로로디플루오로

메탄, 디클로로테트라플루오로에탄올 및 1,1,1,2-테트라플루오로에탄 또는 이의 배합물을 포함하는 탄화수소이다. 적합

한 계면활성제는 소르비탄 트리올레에이트 및 콩 레시틴을 포함한다. 올레산은 계면활성제로서 유용할 수 있다.

분말 흡입기로부터 분산하기 위한 제형은 폴리펩티드(또는 유도체)를 함유하는 미분 무수 분말을 포함하게 되며, 또한 락

토즈, 소르비톨, 슈크로즈 또는 만니톨과 같은 벌크제를 장치로부터 분말의 분산을 용이하게 하는 양(예를 들면 제형의 50

내지 90중량%)으로 포함할 수 있다. 단백질(또는 유도체)은 말단 폐로 가장 효율적인 전달을 위해 가장 유리하게는 평균

입자 크기 10mm(또는 마이크론) 미만, 가장 바람직하게는 0.5 내지 5mm의 미립자 형태로 제조해야 한다.

비내 전달. 폴리펩티드 (또는 유도체)의 비내 또는 비강 인두 전달 또한 고려된다. 비내 전달로, 폐내 생성물을 침착시킬 필

요없이, 코로 치료제를 투여한 후 상부 기도 점막상으로 직접 폴리펩티드를 통과시킬 수 있게 된다. 비내 투여를 위한 제형

은 덱스트란 또는 사이클로덱스트란을 포함한다.

삭제

등록특허 10-0638503

- 29 -



하기 실시예는 본 발명의 바람직한 양태를 보다 충분히 설명하기 위해 제시된다. 하지만 이들은 발명의 광범위한 영역을

제한하는 것으로 간주될 수 없다.

[실시예]

실험 상세 부분

실시예 1: 콜린 결합 단백질 A(CbpA)의 펩티드 절두물

CbpA의 절두된 N-말단 단편(혈청형 4)를 포함하는 폴리펩티드를 생성시킨다. 전체 길이 CbpA는 PCR 프라이머 SJ533

및 SJ537을 사용하여 증폭되고, 프라이머는 CbpA 폴리펩티드의 유도된 N-말단 아미노산 서열을 기준으로 하여 디자인

된다. 5' 정방향 프라이머 SJ533= 5' GGC GGA TCC ATG GA(A,G) AA(C,T) GA(A,G) GG 3'. 아미노산 서열 XENEG로

부터 디자인된 이러한 축퇴 프라이머 BamHI 및 NcoI 제한 부위 및 ATG 개시 코돈 둘 다를 삽입한다. 3' 역방향 프라이머

SJ537 =5' GCC GTC GAC TTA GTT TAC CCA TTC ACC ATT GGC 3'. 이 프라이머는 클로닝 목적을 위한 SalI 제한

부위 및 CbpA로부터 천연 종결 코돈를 삽입하고, 4 및 R6x 서열의 두 유형을 기본으로 한다.

PCR 생성물은 주형으로서 어닐링 온도 50℃에서 High Fidelity 효소(베링거 만하임)를 사용하여 30사이클 증폭된 프라이

머 SJ533 및 SJ537을 사용하여 게놈 DNA로부터 생성된다. 생성되는 PCR 생성물은 QIAquick PCR 정제 키트(Qiagen,

Inc.)를 사용하여 정제한 다음, BamHI 및 SalI 제한 효소를 사용하여 분해하고, BamHI, XbaI 및 SmaI 제한 효소로 분해된

pQE30 발현 벡터(Qiagen, Inc.) 내에 클로닝한다.

폴리펩티드 R2:

제2 반복 영역의 말단에서의 천연 발생 PvuII 부위, 즉 도 1에 도시된 바와 같은 C 영역(타입 4 서열의 핵산 1228)을 이용

하여 유전자의 5' 영역만을 함유하는 cbpA 유전자의 절두형을 생성시킨다. 절두물 클론을 생성시키기 위해, 전체 길이 클

론 PMI580(타입 4) 또는 PMI581(R6x)를 PvuII 및 XbaI를 사용하여 분해하고, 생성된 단편을 발현 벡터, PQE30에 결합

시키고, 적합한 숙주내로 형질전환시킨다. 단백질을 발현시키고 정제한다. 이러한 경우에 발현 벡터에 의해 사용되는 종결

코돈은 삽입물의 하류에 있고, 발현된 단백질은 클로닝 부위의 5' 말단에서 추가의 핵산으로 인해 삽입물 예상된 크기보다

크다. 폴리펩티드 R2의 아미노산 서열은 서열 1에 나타난다.

폴리펩티드 R1:

유사한 전략을 사용하여 CbpA의 N-말단 영역 내의 제1 반복 영역, 즉 폴리펩티드 R1의 A 영역만을 발현시킨다. 여기서,

2개의 아미노 반복(타입 4 서열의 핵산 856) 사이의 천연 발생의 XmnI 부위를 사용한다. cbpA 전체 길이 클론 PMI580은

XmnI 및 AatII를 사용하여 분해한다. 벡터 pQE30은 AatII 및 SmaI를 사용하여 분해한다. 다시 한번 2개의 일정 크기의 단

편을 결합시키고, 이. 콜라이로 형질전환시키고, 클론을 삽입물에 대해 스크리닝한다. 하나의 양성 클론을 선택하고, 재조

합 단백질을 상기한 균주로부터 정제한다.

모든 폴리펩티드를 이. 콜라이 및 pQE30벡터를 사용하여 Qia 발현 시스템(Qiagen)을 사용하여 발현 및 정제한다. His 태

그(Tag)된 단백질의 아미노 말단을 숙주 및 항-히스틴 항체 및 단백질 특이적 항체를 사용하는 웨스턴 분석을 사용하여

검출한다.

R1 및 R2의 정제

이. 콜라이로부터 재조합 단백질을 제조하고 정제하기 위해 단일 콜로니를 재조합 플라스미드를 함유하는 도말된 세균으

로부터 선택하고 37℃에서 50ug/ml 카나마이신 및 100ug/ml 암피실린과 함께 LB 완충액 6.0ml중에서 밤새 성장시킨다.

이러한 6.0ml 배양물을 상기 농도의 항생제와 함께 1L LB에 가한다. 배양물을 A600=~0.400이 될 때까지 37℃에서 진탕

한다. 1M IPTG를 1L 배양물에 1mM의 최종 농도로 가한다. 이후 배양물을 37℃에서 3 내지 4시간 동안 진탕한다. 1L 배

양물을 모델 J-6B 원심분리기에서 4000rpm에서 15분간 회전한다. 상등액을 버리고 펠렛을 -20℃에서 보관한다.

1L 펠렛을 50mM NaH2PO4, 10mM Tris, 6M GuCl, 300mM NaCl, pH 8.0(완충액 A) 25ml중에 재현탁시킨다. 이 혼합

물을 실온에서 30분간 회전시키고 마이크로 팁을 사용하여 초음파기(VibraCell Sonicator(Sonics and Materials, Inc.,

Dnabury, CT))를 사용하여 2회, 30초간 50% 큐티 사이클에서 배출 설정을 7로 하여 초음파분쇄 한다. 혼합물을 JA20 회
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전기에서 10K에서 5분간 회전시키고 상등액을 제거하여 버린다. 상등액을 GradiFrac System(Pharmacia Biotech,

Upsala Sweden)에 부착된 10ml Talon(Clonetech, Palo Alto, CA)수지 컬럼으로 부하한다. 칼럼은 100ml 완충액 A로

평형화시키고 추가 완충액 200ml로 세척한다. 용적은 100% 50mM NaH2PO4, 8M 우레아, 20mM MES, pH 6.0(완충액

B)를 사용하여 pH 구배를 기초하였으며, 최종 목적 완충액으로서 총 부피 100ml에 걸쳐 실행시킨다. 단백질은 ~30% 완

충액 B에서 용출되었다. 용출된 피크를 수거하여 모았다.

리폴딩을 위해, 분자량이 14,000인 투석 튜브를 사용하여 약 3시간 동안 실온에서 용적 2L의 PBS로 투석을 수행한다. 이

어서 시료를 4℃의 PBS 2L에서 밤새 투석한다. 단백질이 농축되는 동안 센트리프레프-30 스핀(Centriprep-30 spin) 칼

럼을 사용하여 PBS에 방사된 보관액을 첨가하고 재방사시킴으로써 추가의 완충 교환을 수행한다. 단백질 농도는 BCA 단

백질 분석으로 결정하며 순도는 쿠마지(Coomassie) 착색된 4 내지 20% SDS-PAGE 겔(도 3)을 사용하여 가시화한다.

실시예 2: 폴리펩티드 R1과 R2의 렉틴 활성

LNnt는 진핵 세포 상에 존재하는 폐렴구균에 대한 수용체의 탄수화물 유사체이다. CbpA 불완전 폐렴구균 돌연변이체는

진핵 세포나 CbpA의 부착 리간드로 알려진 고정된 당에 부착될 수 없다는 것이 알려져 있다. CbpA는 2개의 영역으로 나

눌 수 있는 조절 단백질이다: N-말단 작용 도메인과 C-말단 콜린 부착 도메인(도 1). 폴리펩티드 R1과 R2를 완전한

CbpA의 활성이 특이적 N 말단(예 R2)이나 그의 단편(예 R1)에 존재하는지 여부를 결정하기 위해 생물학적 활성을 분석

한다. 단지 N 말단 도메인(R2)만이 콜린 결합 도메인(CBD) 없이 렉틴 결합을 위한 생물학적 활성을 가지는지 여부를 판단

한다. 이것은 CbpA 전체 길이 및 폴리펩티드 R2(프롤린 농후 영역에서 Pvu II 부위 하의 CBD 영역이 손실된 절두물)를 사

용하여 시험한다.

분석은 CbpA에 의해 인식된다고 알려진 당접합체를 사용하여 막 조직 배양 웰(coat tissue culture well)로 행한다:

LNnT-알부민, 3' 시알릴 락토스-알부민 및 음성 대조 알부민. 이어서 플레이트를 알부민으로 차단하고 세척한 후 전체 길

이 CbpA 폴리펩티드 R2나 폴리펩티드 R1을 15분에 걸쳐 첨가한 후(0.8μg/㎖) 세척없이 플루오레세인으로 표지된 R6 폐

렴구균을 30분에 걸쳐 첨가하고 세척한 후 부착된 세균을 눈으로 계수한다.

어떠한 펩티드의 첨가도 없이 탄수화물로 R6이 결합하는 것은 양성 대조군이며 이것은 100%(표 1)에서 대응된다. 3개의

개별적 실험에서, CbpA 전체 길이 또는 폴리펩티드 R2는 폐렴구균이 LNnT 피복된 표면에 결합되는 것을 경쟁적으로 억

제시킨다. 전장 CbpA는 대조군의 71, 64% 및 63%으로 억제시킨다: 폴리펩티드 R2는 대조군의 65%, 53% 및 74%로 억

제한다. CbpA 및 R2와 등가의 활성은 콜린 결합 도메인이, CbpA의 LNnT 렉틴 활성에 필요로 되지 않으며 R2가 후보

LNnT 렉틴임을 나타낸다.

LNnT에 결합과는 대조적으로, 폐렴구균을 3' 시알릴 락토스에 부착시키는 것은 전체 길이 CbpA(74 및 66%)와 비교하여

R2(79 및 101%)에 의해 억제된다. 이것은 CBD가 손실될 때 시알산 인지 활성이 손실됨을 의미한다. 반대로, R1이 시알

산 인지에 활성이 있으며 이러한 특성은 CbpA와 공유하나 R2에서는 완전히 감추어진다. 이것은 폴리펩티드를 작용 도메

인내 폴딩시키는 것이 조성물 및 폴리펩티드의 길이에 영향을 받음을 나타낸다. 약간의 서열 변형이 다른 균주에서 발견된

다(도 2 참조). R1과 R2 간 서열의 상동성이 높을 때, R1 및 R2 모두 렉틴 활성에 필요하거나 이들이 약간 다른 특성을 갖

는 렉틴일 가능성도 있다(±시알산).

[표 1]

가용성 CbpA 형태에 의한 R6 폐렴구균과 정제된 당접합체와의 결합 억제

 LNnT 3'시알릴 락토스

Cbp 형태
단일층 당

폐렴구균 수(SD)
대조군(%)

단일층 당

폐렴구균 수

각 웰 당

대조군(%)

무 펩티드

3282

2421(489)

2210(350)

100%
2611

2115(125)
100%

전체 길이의 CbpA

2075

1740(167)

1415(50)

63, 71, 64
1933

1405(240)

74

66

2461

1288(672)
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1440(530)

폴리펩티드 R1

3002

2245(182)

2500(310)

91, 92, 112
1052

1445(526)

40

68

N은 3이며 각 3개 웰의 LNnt를 측정함

N은 2이며 각 3개 웰의 SiL을 측정함

세포 결합 활성과 연관된 렉틴 활성

사람 세포는 탄수화물(당단백질 및 당지질)을 함유하는 표면 분자를 포함하며 세균은 매우 상이한 단백질 및 지질 골격임

에도 불구하고 이러한 탄수화물에 의해 당접합체에 부착한다. 그러므로, 시험관 내에서 세균 활성이 있는 폴리펩티드를 함

유하는 세균은 사람 세포 표면에 부착할 수 있다. 시험관 내에서 렉틴의 활성과 세포 결합 작용 사이의 이러한 직접적 관련

성은 폐렴구균에 대해 알려져 있다. 예를 들면 LNnT는 A549 사람의 폐 세포로 활성화된 TNF에 폐렴구균이 부착되는 것

을 경쟁적으로 억제하며 생체 내에서는 폐렴의 진행을 차단시킨다. CbpA 절두물의 렉틴 활성이 세포 결합 활성을 반영한

다는 것을 확립하기 위해, CbpA 및 절두물에 대해 폐렴구균이 폐 세포에 결합되는 것을 억제하는 지에 대해 시험한다(표

2). 전체 길이 CbpA 및 폴리펩티드 R2는 각각 대조군의 58% 및 63%로 경쟁적으로 폐렴구균이 폐 세포에 부착되는 것을

억제한다. 폴리펩티드 R1은 유효하지 않으며 이는 R2의 LNnt 결합 활성이 필요함을 나타내며 폐렴구균의 폐 세포에의 결

합을 서술한다.

[표 2]

R6 폐렴구균과 TNF 활성화된 사람 폐 세포와의 결합

 A549 폐

Cbp 형태 단일층 당 폐렴구균 수(평균) 대조군 %

무 펩티드

697, 704, 674

702, 722

(700)

100%

전체 길이 CbpA
376, 431

(403)
58%

폴리펩티드 R2

517, 693

314, 342, 350

(443)

63%

폴리펩티드 R1
696, 642, 552

(630)
90%

N은 2이며 각 2 또는 3 웰에서 실험함

R2 의존성 LNnT 렉틴 활성

CbpA의 N-말단 영역은 각 ~110 아미노산의 두개의 반복단위를 함유한다(도 1 참조, 폴리펩티드 R2 내에서의 영역 A 및

C). 두 도메인의 생체 활성 R1에의 상대적 기여도를 연구하기 위해, 도메인 A만을 함유하는 것을 R2 및 전체 길이 CbpA

와 비교한다. 부착도 분석 실험에서, 폴리펩티드 R1은 LNnT에의 부착을 전혀 억제시키지 못했다(야생형의 91, 92 및

112%). 그러나, 폴리펩티드 R1은 시알릴 락토스에의 부착을 일부 억제함을 나타내었다(대조군의 68% 및 40%). 이것은

폴리펩티드 R2가 LNnT 렉틴 활성에 필요하며 R2가 후보자 LNnT 렉틴 도메인임을 나타낸다. 반대로, R1은 시알산 인지

에 활성적인 것 같다.

CbpA 차단 세포 결합의 N-말단 도메인에 대한 항체
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CbpA의 N-말단 도메인을 세포에 결합시킬 때, N-말단 도메인 활성과의 저해는 세균이 세포나 정제된 당접합체에 부착되

는 것을 예방 또는 방해할 것이다. 이러한 하나의 저해 기작이 항체이다.

[표 3]

항-CbpA R2 항체에 의한 R6 폐렴구균과 LNnT 피복된 표면과의 결합 억제

 단일층 당 폐렴구균 수(SD) 대조군 %(평균)

예비면역 항체 198(64). 88(4) 100%

절두물 R2에 대한 항체 56(11); 9(2) 28%; 10%

희석되지 않은 래비트 항체 5μl + 2 x 107 R6 x 5μl, RT에서 6x30분간 예비 항온 처리한 후 LNnT 피복된 웰을 부착 분

석을 위해 첨가한다. 2개의 다른 실험을 수행한다.

CbpA(R2)의 재조합 N-말단 도메인에 부각된 항혈청(antisera)으로 폐렴구균의 LNnT에의 부착 억제 능력을 시험한다.

래비트 폴리클로날 항 CbpA 항혈청(5μl) 및 표지된 세균 2x107 5μl을 실온에서 30분간 항온처리한다. 이 혼합물을 고정

된 LNnT 상에 30분간 적가한 후 PBS로 3회 세척하여 결합되지 않은 세균을 제거한다. 플레이트에 결합된 세균을 현미경

으로 계수하고 결과를 6개 웰로부터 나온 평균과 표준 편차로 나타낸다. 표 3에 나타난 결과로부터 R2 폴리펩티드에 대해

부각된 항혈청은 폐렴구균이 LNnT에 부착되는 것을 억제함을 알 수 있다. 도 5는 폐렴구균 R6x가 예시된 수용체 LNnT

에의 부착 억제를 위한 예비면역물 대 항-CpbA R2 항체의 역가 곡선을 나타낸다. 폐렴구균 부착이 70%를 초과하면

1:100 및 1:200의 희석액에서 항-R2에 의해 차단된다. 또한 1:400으로 희석하면 특이적 효과를 나타내는 활성이 제거된

다.

표 3 및 도 5에 제시된 항혈청을 제조하기 위해 사용된 CbpA를 혈청형 4로부터 CbpA에 대해 증가시킨다. 부착 억제 분석

에 사용된 R6x 폐렴구균 균주는 혈청형 2로부터 유도된다. 이종혈청형 세균의 부착을 차단하는 상기 항체의 능력은 혈청

형에 걸쳐서 교차 보호활성이 있다는 것을 의미한다. 이러한 활성은 효과적인 백신 면역원을 위해 매우 바람직한 활성이

다.

CbpA N-말단의 원래 입체 구조에 대한 항체 활성

로즈나우(Rosenow)등의 논문에 기재된 바와 같이, 콜린 친화성 칼럼을 이용하여 CbpA를 천연 숙주 즉 폐렴구균로부터

정제할 수 있다. 대안으로, 폴리히스티딘 태그를 유전자 끝에 공학적으로 부착시켜 전사된 단백질이 수개의 히스티딘 잔기

에 의해 연장되도록 할 수 있다. 이 잔기들은, 보다 짧은 절두물이 그 천연 3차 구조를 유지하도록 하는 것과는 대조적으로,

전체 길이의 폴리펩티드가 니켈 친화성 매트릭스 정제에 의한 정제를 촉진시킨다. 이러한 생화학적 방법에 의해 특별히 폐

렴구균 뿐 아니라 이. 콜라이 또는 다른 숙주 세균로부터 정제된 CbpA는, 그 천연 3차 구조를 유지한다. 천연적으로 폴딩

구조인 CbpA는 면역원으로 사용되는 경우에 항체를 생산하는데 이 항체는 다른 방식으로 폴딩될 수도 있는 절두물로 면

역화시켜 유도된 것들과는 잠재적으로 다르다. 마찬가지로, 치료제로 사용된 CbpA는 절두물로 다른 3차 구조를 가질 수

있는데 이는 부착을 차단하는 능력을 증진시킬 수 있다. 이러한 사항들을 고려하면, CbpA를 그 천연의 3차구조로 폴딩되

도록하는 전체길이 단백질로서 생산하여 C 말단(CBD)을 생화학적으로 절단하는 것이 유리할 수 있다. 예를 들어, 하이드

록실아민으로 처리하면, 혈청형 R6x 및 혈청형 4인 콜린 결합 단백질 A의 아미노산 위치 475에서 CbpA가 절단되어 N 말

단과 C 말단이 분리될 것이다. 이 N 말단 단편은 치료제 또는 면역원으로서 적절하다.

대안으로, 천연 CbpA는 활성 구조에 대한 면역원 및 항혈청으로 사용될 수 있다. 이 혼합물내의 생체활성 항-N-말단 항

체는 흡착에 의해 BD에 대한 항체를 제거함으로써 농후해질 수 있다. 이러한 항체는 200ul의 혈청을 1x108 CbpA 결함-

세균과 함께 R1에서 1시간동안 항온배양하여 제조할 수 있다. 이 변이체상의 다른 콜린 결합 단백질들은 항-CBD 항체를

흡수한 후 원심분리 및 세균 제거에 의해 항혈청으로부터 제거된다.

흡수된 항CbpA 항체의 생체활성을 증명하기 위해, 폐렴구균이 모델 수용체 LNnT에 부착하는 것을 차단하는 흡수된 항혈

청의 능력을 측정하였다. R6x 폐렴구균을 1:600 희석한 항혈청과 항온배양한 후 LNnT 알부민으로 피복된 웰에 부가하였

다.
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[표 4]

흡수된 항 CbpA 항혈청의 부착 차단

항혈청(1:600) 웰당 폐렴구균 수 ± SD (대조 %)

항체 없음 563±11(100%)

예비면역 항체 479±11(85%)

항 CbpA 항혈청 294±72(52%)

CBD 항체 제거를 위해 흡수된 항 CbpA 항혈청 175±38(31%)

이러한 결과는 천연입체구조로 있는 Cbp/A의 N 말단 도메인에 대한 항체가 부착을 강하게 차단한다는 것을 의미한다. 이

러한 활성은 1:600 희석에서 불활성인 도 5의 절두물 활성보다 큰 것이다. 흡수된 항 CbpA 항혈청의 이러한 활성은 도 5

의 역가 연구에 의해 더욱 증명된다. 폐렴구균 4형이 LNnT-피복된 웰로의 최저 부착은 삼각형으로 표시된다. 폐렴구균과

비흡수된(사각형) 또는 흡수된(마름모형) 항혈청을 다양한 희석에서 전-배양(pre-incubation)한 결과는 부착의 감소를 얻

었다는 것을 의미한다. 두 항혈청이 부착에 있어서 유사한 감소를 보였다는 사실은 CbpA에 대한 항체의 차단활성의 대부

분이 N-말단에 존재한다는 것을 증명해준다(즉 흡수에 의해 콜린 결합 도메인으로 항체를 제거하는(옮기는) 것이 생체활

성을 감소시키지 않는다).

실시예 3 : 항-R2 항혈청을 이용한 수동 보호

래비트의 면역항체 생성

폴리펩티드 R2(CbpA 절두물) 및 CbpA에 대한 래비트의 면역 항체가 코반스(덴버, 펜실바니아)에서 생산되었다. 면역전

항체를 수집한 후, 양 아미노산 말단 반복부위(제조 483:58 상기)을 함유하는, 완전 프로인트 애주번트(Complete

Freund's Adjuvant)중의 R2 250ug을 뉴질랜드 흰 래비트에 면역화하였다. 이 래비트에 불완전 프로인트 애주번트

(Incomplete Freund's Adjuvant)중의 R2 125ug 증대량을 21일째에 주입하고 31일째에 채혈하였다. 마찬가지로 두번째

래비트를 정제된 CbpA로 면역화하였다.

마우스에서의 수동 보호

1:2 희석한 래비트 항 R2 또는 멸균 PBS (예비-면역 및 31일 면역 혈청)상태의 면역전 혈청 100ul를 C3H/HeJ 마우스(5/

그룹) 복강내로 수동적으로 면역화하였다. 혈청 투여 1시간 후에, 1600CFU 스트렙토코쿠스 뉴모니애 혈청형 6B(SP317

균주)를 마우스에 접종하였다. 14일동안 마우스 생존을 모니터링하였다. 폴리펩티드 R2에 대한 래비트의 면역 혈청으로

면역화시킨 마우스의 80%가 생존하였다(도 4). 면역전 래비트 혈청으로 면역화한 마우스는 모두 7일내에 사망하였다.

이 데이타는, CbpA 특이적 항체는 전신성 폐렴구균 감염을 보호한다는 것을 보여준다. 또한, 이 데이타는 콜린-결합 영역

이 보호에 필수적인 것이 아니라는 것을 보여주는데, 왜냐면 콜린 결합 반복부 보존성이 없는 절두된 단백질인 폴리펩티드

R2에 특이적인 항체도 보호에 충분했기 때문이다. 또한, 혈청형 4의 CbpA에 대한 혈청은 혈청형 6B로의 챌린지에 대한

보호효과를 보였다.

실시예 4 : 항-R1 항혈청을 이용한 능동 보호

CbpA 절두물 단백질 R1(50㎕ PBS중의 15㎍과 50㎕의 완전 프로인트 애주번트)을 C3H/HeJ 마우스(10마리/그룹) 복강

내에 투여하여 면역화하였다. 10마리의 허위(sham)-면역화한 마우스 그룹에 PBS와 애주번트를 투여하였다. 4주후에, 15

㎍ 단백질과 불완전 프로인트 애주번트(IFA)로 복강을 통해 두번째 면역화를 실시하였다(PBS와 IFA를 투여한 위면역화).

3, 6 및 9주째에 채혈(반궤도 채혈)하여 면역반응 분석을 하였다. 9주째에 CbpA 면역화 마우스 10마리로부터 얻은 혈청

의 ELISA 종말점 항-CbpA 절두물 역가는 4,096,000이었다. 허위-면역화 마우스로부터 얻은 혈청에서는 항체가 검출되

지 않았다. 10주째에 560 CFU 스트렙토코쿠스 뉴모니애 혈청형 6B (SPSJ2P균주, 테네시주 멤피스의 성 주드 아동 병원

의 피.프플린이 제공함)로 마우스를 챌린지하였다. 14일 동안 마우스의 생존을 모니터링하였다. CbpA 절두물 단백질 R1

으로 면역화한 마우스의 80%가 생존하였다. 허위-면역화한 마우스는 모두 8일내에 사망하였다(도 7).
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이 데이타는, CbpA 재조합 단편으로 면역화하면 전신성 폐렴구균 감염 및 사망을 보호할 수 있는 특이적 항체의 생산을

유도한다는 것을 증명해준다. 또한 이 데이타는 콜린-결합 영역이 보호에 필수적인 것이 아니라는 것을 보여주는데, 왜냐

하면 사용된 면역원이 절두물 단백질 R1이기 때문이다. 또한, 이 결과는 보호 반응을 유도하는데 있어서 단일의 아미노산

말단 반복부만으로도 충분할 수 있다는 것을 시사한다. 교차 보호효과 역시 증명되었는데, 혈청형 4 DNA 서열에 기초하여

재조합 폐렴구균 단백질이 생성되었고 혈청형 6B 단리물로 접종한 후에 보호효과가 관찰되었기 때문이다.

실시예 5 : 새끼 랫트에서 비강인두에 콜로니형성 예방

시험관내에서, CbpA 의 N-말단 도메인은 폐렴구균 부착을 경쟁적으로 억제하였다. 이러한 활성을 갖는 펩티드의 치료 유

용성을 증명하기 위하여, 새끼 랫트에 절두물 펩티드를 투여한 후 폐렴구균으로 챌린지한 후 비강인두에 있는 콜로니를 측

정하였다.

0.8㎍의 폴리펩티드 R2 또는 R1을 함유하거나 또는 단백질을 함유하지 않는 10ul의 PBS를 랫트 비강내로 투여하였다.

15분후에, 3형 폐렴구균(SIII 균주)(1x105 cfer를 함유하는 10ul)을 비강내로 도입하였다. 폐렴구균의 부착 및 콜로니형성

을 경쟁적으로 억제하는 폴리펩티드의 능력을 측정하기 위하여, 72시간째에 비강세척을 한 후 발견되는 폐렴구균 수를 그

룹당 각 4마리에 대하여 정량하였다. SIII만을 투여받은 랫트는 10ul 당 2200, 6500, 6900 및 8700(평균 6075)의 콜로니

수를 보였다. 절두물 R2로 처리한 동물이 가장 큰 세균수 감소를 보였는데(3600, 3500, 2500, 2100) 평균이 10ul 당

2925(대조군의 48%)이었다. 절두물 R1으로 처리한 동물 역시 콜로니형성의 감소(5000, 4800, 3500, 1600)를 보였는데

그 평균이 3725(대조군의 61%)이었다.

이 실험은, 치료연구 디자인에서 본 발명의 펩티드를 동물에 투여하면 그 후의 폐렴구균 챌린지에 대해 보호효과를 갖는다

는 것을 보여준다.

논의

실험에 의해 증명된 바와 같이, 폴리펩티드 R2는, 1) 백신으로서 투여되는 경우에 보호 항체를 유도하므로 백신 제형으로

서 바람직한 조성물이고; 2) 펩티드로서 호흡기 및/또는 비강인두 수용체에 전달되는 경우, 폐렴구균의 부착을 경쟁적으로

방지하므로 콜로니형성 또는 침입성 질환에 대한 예방 및 치료제로 바람직한 조성물이다. 또한, CbpA 절두물은 CBD 없이

렉틴으로서 작용한다. 두개의 탄수화물이 인식되는데: 양 N-말단 반복부(A 및 C)를 함유하는 펩티드에 의한 LNnT(도 1)

와 단일 N-최말단 반복부(A)만을 함유하는 펩티드에 의한 시알산이다. N-말단 반복부를 함유하는 절두물인 폴리펩티드

R1 및 R2 또한 세포배양 분석에서 렉틴활성을 보인다.

폴리펩티드 R2 활성의 중요한 특성은, 1) 동물모델의 폐세포에 있는 정제된 당접합체 수용체의 인식을 위해 폴리펩티드

R2 및 전체길이 CbpA 생체활성의 완전한 상관관계 특성으로 상관관계는 이들에 대한 항체에서도 보여진다. 2) 다른 혈청

형(예, 6B 및 2)을 이용한 시험관내 분석에서 4형 유도 물질과 세균간의 교차 보호 특성으로 이는 유용한 백신, 예방 및 치

료모델에 있어서 중요하다.

본 발명은 여기서 다양한 구체적인 물질, 방법 및 실시예에 의해 참조로 예시되고 설명되었으나, 본 발명은 이러한 특정 물

질 및 그 배합 및 이러한 목적을 위해 선택된 방법에 국한되지 않는 것으로 이해된다. 이러한 세부사항의 다양한 변화는 당

해 기술분야 숙련가에 의해 인식될 수 있을 것이다. 마찬가지로, 여기서 인용한 어떠한 참고문헌도 본 발명의 개시와 관련

되는 한도에서 여기에 기재된 것으로 간주되어야 한다.

[서열 목록]

<110> St. Jude Children's Research Hospital; Medimmune, Inc.

<120> POLYPEPTIDE COMPRISING THE AMINO ACID OF AN N-TERMINAL CHOLINE BINDING

PROTEIN A TRUNCATE, VACCINE DERIVED THEREFROM AND USES THEREOF
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

서열 1, 3, 4, 5, 7, 9, 10, 11, 22, 23 또는 24에 제시된 아미노산 서열로 이루어진 분리된 폴리펩티드.

청구항 2.

서열 1, 3, 4, 5, 22 또는 24의 아미노산 서열로 이루어지고, 하기의 아미노산 치환으로 이루어진 그룹으로부터 선택된 아

미노산 치환 1 내지 57개를 갖는 분리된 폴리펩티드:

(a) 서열 40의 아미노산 잔기 154에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(b) 서열 40의 아미노산 잔기 155에 상응하는 위치에서의 루신 치환,

(c) 서열 40의 아미노산 잔기 156에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(d) 서열 40의 아미노산 잔기 157에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(e) 서열 40의 아미노산 잔기 181에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,
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(f) 서열 40의 아미노산 잔기 182에 상응하는 위치에서의 알라닌 치환,

(g) 서열 40의 아미노산 잔기 187에 상응하는 위치에서의 트립토판, 히스티딘 또는 루신 치환,

(h) 서열 40의 아미노산 잔기 194에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(i) 서열 40의 아미노산 잔기 200에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(j) 서열 40의 아미노산 잔기 202에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(k) 서열 40의 아미노산 잔기 209에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(l) 서열 40의 아미노산 잔기 212에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(m) 서열 40의 아미노산 잔기 218에 상응하는 위치에서의 루신 치환,

(n) 서열 40의 아미노산 잔기 220에 상응하는 위치에서의 라이신 또는 글루탐산 치환,

(o) 서열 40의 아미노산 잔기 221에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(p) 서열 40의 아미노산 잔기 223에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 또는 라이신 치환,

(q) 서열 40의 아미노산 잔기 225에 상응하는 위치에서의 세린, 트레오닌 또는 아르기닌 치환,

(r) 서열 40의 아미노산 잔기 227에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(s) 서열 40의 아미노산 잔기 228에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(t) 서열 40의 아미노산 잔기 229에 상응하는 위치에서의 글루탐산, 글리신 또는 아스파르트산 치환,

(u) 서열 40의 아미노산 잔기 230에 상응하는 위치에서의 트레오닌 치환,

(v) 서열 40의 아미노산 잔기 232에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(w) 서열 40의 아미노산 잔기 235에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(x) 서열 40의 아미노산 잔기 236에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(y) 서열 40의 아미노산 잔기 237에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(z) 서열 40의 아미노산 잔기 240에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(aa) 서열 40의 아미노산 잔기 241에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(bb) 서열 40의 아미노산 잔기 242에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(cc) 서열 40의 아미노산 잔기 249에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(dd) 서열 40의 아미노산 잔기 250에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(ee) 서열 40의 아미노산 잔기 257에 상응하는 위치에서의 글루타민 또는 라이신 치환,

(ff) 서열 40의 아미노산 잔기 263에 상응하는 위치에서의 루신 치환,
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(gg) 서열 40의 아미노산 잔기 264에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(hh) 서열 40의 아미노산 잔기 265에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(ii) 서열 40의 아미노산 잔기 266에 상응하는 위치에서의 이소루신 치환,

(jj) 서열 40의 아미노산 잔기 267에 상응하는 위치에서의 라이신 또는 발린 치환,

(kk) 서열 40의 아미노산 잔기 258에 상응하는 위치에서의 트레오닌 치환,

(ll) 서열 40의 아미노산 잔기 269에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(mm) 서열 40의 아미노산 잔기 291에 상응하는 위치에서의 트레오닌, 발린, 프롤린 또는 글리신 치환,

(nn) 서열 40의 아미노산 잔기 294에 상응하는 위치에서의 알라닌 또는 글루탐산 치환,

(oo) 서열 40의 아미노산 잔기 295에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 또는 알라닌 치환,

(pp) 서열 40의 아미노산 잔기 295에 상응하는 위치에서의 루신 또는 페닐알라닌 치환,

(qq) 서열 40의 아미노산 잔기 328에 상응하는 위치에서의 세린 치환,

(rr) 서열 40의 아미노산 잔기 329에 상응하는 위치에서의 글리신 치환,

(ss) 서열 40의 아미노산 잔기 340에 상응하는 위치에서의 알라닌 치환,

(tt) 서열 40의 아미노산 잔기 343에 상응하는 위치에서의 글루탐산 또는 아르파르트산 치환,

(uu) 서열 40의 아미노산 잔기 347에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(vv) 서열 40의 아미노산 잔기 349에 상응하는 위치에서의 알라닌 치환,

(ww) 서열 40의 아미노산 잔기 354에 상응하는 위치에서의 히스티딘 치환,

(xx) 서열 40의 아미노산 잔기 366에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(yy) 서열 40의 아미노산 잔기 375에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(zz) 서열 40의 아미노산 잔기 378에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(aaa) 서열 40의 아미노산 잔기 390에 상응하는 위치에서의 글리신 치환,

(bbb) 서열 40의 아미노산 잔기 391에 상응하는 위치에서의 세린 치환,

(ccc) 서열 40의 아미노산 잔기 393에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(ddd) 서열 40의 아미노산 잔기 397에 상응하는 위치에서의 이소루신 치환, 및

(eee) 서열 40의 아미노산 잔기 408에 상응하는 위치에서의 글루타민 치환.

청구항 3.
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삭제

청구항 4.
삭제

청구항 5.

서열 7, 9, 10, 11 또는 23의 아미노산 서열로 이루어지고, 하기의 아미노산 치환으로 이루어진 그룹으로부터 선택된 아미

노산 치환 1 내지 57개를 갖는 분리된 폴리펩티드:

(a) 서열 40의 아미노산 잔기 154에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(b) 서열 40의 아미노산 잔기 155에 상응하는 위치에서의 루신 치환,

(c) 서열 40의 아미노산 잔기 156에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(d) 서열 40의 아미노산 잔기 157에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(e) 서열 40의 아미노산 잔기 181에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(f) 서열 40의 아미노산 잔기 182에 상응하는 위치에서의 알라닌 치환,

(g) 서열 40의 아미노산 잔기 187에 상응하는 위치에서의 트립토판, 히스티딘 또는 루신 치환,

(h) 서열 40의 아미노산 잔기 194에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(i) 서열 40의 아미노산 잔기 200에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(j) 서열 40의 아미노산 잔기 202에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(k) 서열 40의 아미노산 잔기 209에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(l) 서열 40의 아미노산 잔기 212에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(m) 서열 40의 아미노산 잔기 218에 상응하는 위치에서의 루신 치환,

(n) 서열 40의 아미노산 잔기 220에 상응하는 위치에서의 라이신 또는 글루탐산 치환,

(o) 서열 40의 아미노산 잔기 221에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(p) 서열 40의 아미노산 잔기 223에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 또는 라이신 치환,

(q) 서열 40의 아미노산 잔기 225에 상응하는 위치에서의 세린, 트레오닌 또는 아르기닌 치환,

(r) 서열 40의 아미노산 잔기 227에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(s) 서열 40의 아미노산 잔기 228에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(t) 서열 40의 아미노산 잔기 229에 상응하는 위치에서의 글루탐산, 글리신 또는 아스파르트산 치환,

(u) 서열 40의 아미노산 잔기 230에 상응하는 위치에서의 트레오닌 치환,

(v) 서열 40의 아미노산 잔기 232에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,
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(w) 서열 40의 아미노산 잔기 235에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(x) 서열 40의 아미노산 잔기 236에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(y) 서열 40의 아미노산 잔기 237에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(z) 서열 40의 아미노산 잔기 240에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(aa) 서열 40의 아미노산 잔기 241에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(bb) 서열 40의 아미노산 잔기 242에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(cc) 서열 40의 아미노산 잔기 249에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(dd) 서열 40의 아미노산 잔기 250에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(ee) 서열 40의 아미노산 잔기 257에 상응하는 위치에서의 글루타민 또는 라이신 치환,

(ff) 서열 40의 아미노산 잔기 263에 상응하는 위치에서의 루신 치환,

(gg) 서열 40의 아미노산 잔기 264에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(hh) 서열 40의 아미노산 잔기 265에 상응하는 위치에서의 아스파라긴 치환,

(ii) 서열 40의 아미노산 잔기 266에 상응하는 위치에서의 이소루신 치환,

(jj) 서열 40의 아미노산 잔기 267에 상응하는 위치에서의 라이신 또는 발린 치환,

(kk) 서열 40의 아미노산 잔기 258에 상응하는 위치에서의 트레오닌 치환,

(ll) 서열 40의 아미노산 잔기 269에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(mm) 서열 40의 아미노산 잔기 291에 상응하는 위치에서의 트레오닌, 발린, 프롤린 또는 글리신 치환,

(nn) 서열 40의 아미노산 잔기 294에 상응하는 위치에서의 알라닌 또는 글루탐산 치환,

(oo) 서열 40의 아미노산 잔기 295에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 또는 알라닌 치환,

(pp) 서열 40의 아미노산 잔기 295에 상응하는 위치에서의 루신 또는 페닐알라닌 치환,

(qq) 서열 40의 아미노산 잔기 328에 상응하는 위치에서의 세린 치환,

(rr) 서열 40의 아미노산 잔기 329에 상응하는 위치에서의 글리신 치환,

(ss) 서열 40의 아미노산 잔기 340에 상응하는 위치에서의 알라닌 치환,

(tt) 서열 40의 아미노산 잔기 343에 상응하는 위치에서의 글루탐산 또는 아르파르트산 치환,

(uu) 서열 40의 아미노산 잔기 347에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(vv) 서열 40의 아미노산 잔기 349에 상응하는 위치에서의 알라닌 치환,

(ww) 서열 40의 아미노산 잔기 354에 상응하는 위치에서의 히스티딘 치환,
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(xx) 서열 40의 아미노산 잔기 366에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(yy) 서열 40의 아미노산 잔기 375에 상응하는 위치에서의 라이신 치환,

(zz) 서열 40의 아미노산 잔기 378에 상응하는 위치에서의 글루탐산 치환,

(aaa) 서열 40의 아미노산 잔기 390에 상응하는 위치에서의 글리신 치환,

(bbb) 서열 40의 아미노산 잔기 391에 상응하는 위치에서의 세린 치환,

(ccc) 서열 40의 아미노산 잔기 393에 상응하는 위치에서의 아스파르트산 치환,

(ddd) 서열 40의 아미노산 잔기 397에 상응하는 위치에서의 이소루신 치환, 및

(eee) 서열 40의 아미노산 잔기 408에 상응하는 위치에서의 글루타민 치환.

청구항 6.

제1항, 제2항 또는 제5항에 있어서, 당해 폴리펩티드에 부착된 폴리에틸렌 글리콜 또는 수용성 중합체로부터 선택된 화학

적 잔기를 포함하는 분리된 폴리펩티드.

청구항 7.
삭제

청구항 8.
삭제

청구항 9.
삭제

청구항 10.
삭제

청구항 11.

제1항, 제2항 또는 제5항에 있어서, 당해 폴리펩티드에 부착된 N-말단 메티오닌 또는 N-말단 폴리히스티딘을 포함하는

분리된 폴리펩티드.

청구항 12.

서열 24의 138 내지 428 연속 아미노산으로 이루어진 단편으로 이루어지고, 콜린에 결합하지 않는 분리된 폴리펩티드.

청구항 13.
삭제

청구항 14.
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제1항, 제2항, 제5항 또는 제12항에 있어서, 전장의 CbpA 폴리펩티드와 상호작용할 수 있는 항체와 상호작용하는 분리된

폴리펩티드.

청구항 15.
삭제

청구항 16.
삭제

청구항 17.
삭제

청구항 18.
삭제

청구항 19.

서열 1, 3, 4, 5, 7, 9, 10, 11, 22, 23 또는 24에 제시된 아미노산 서열로 이루어지고 콜린에 결합하지 않는 폴리펩티드를

암호화하는 분리된 핵산 분자.

청구항 20.

제19항에 있어서, 서열 12, 14, 15, 16, 17, 19, 20 또는 21로 이루어진 분리된 핵산 분자.

청구항 21.

서열 24의 138 내지 428 연속 아미노산으로 이루어지고 콜린에 결합하지 않는 폴리펩티드를 암호화하는 뉴클레오티드로

이루어진 분리된 핵산 분자.

청구항 22.

콜린에 결합하지 않는 폴리펩티드를 암호화하고 서열 12의 318 내지 1219 연속 뉴클레오티드로 이루어진 뉴클레오티드

서열로 이루어진 분리된 핵산 분자.

청구항 23.
삭제

청구항 24.

제19항 내지 제22항 중의 어느 한 항에 있어서, DNA인 분리된 핵산 분자.

청구항 25.

제19항 내지 제22항 중의 어느 한 항에 있어서, cDNA인 분리된 핵산 분자.
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청구항 26.
삭제

청구항 27.

제19항 내지 제22항 중의 어느 한 항에 있어서, 프로모터에 작동적으로 결합된 분리된 핵산 분자.

청구항 28.

제27항에 있어서, 프로모터가 RNA 전사의 프로모터인 분리된 핵산 분자.

청구항 29.

제19항 내지 제22항 중의 어느 한 항에 따른 핵산 분자를 포함하는 벡터.

청구항 30.
삭제

청구항 31.

제29항에 있어서, 플라스미드, 코스미드, 효모 인공 염색체(YAC), 박테리오파지 또는 진핵세포성 바이러스 DNA인 벡터.

청구항 32.

적합한 비-사람 숙주 세포 내에 제29항의 벡터를 포함하는, 폴리펩티드를 생성하기 위한 숙주 벡터 시스템.

청구항 33.

제32항에 있어서, 적합한 비-사람 숙주 세포가 원핵 세포 또는 진핵 세포를 포함하는 숙주 벡터 시스템.

청구항 34.

제29항의 벡터를 포함하는 비-사람 세포주.

청구항 35.

(a) 제29항에 따른 벡터를 적합한 숙주 세포내로 도입시키는 단계;

(b) 생성된 숙주 세포를 배양하여 폴리펩티드를 생산하는 단계;

(c) 단계 (b)에서 생산된 폴리펩티드를 회수하는 단계; 및

(d) 단계 (c)에서 회수된 폴리펩티드를 정제하는 단계를 포함하여, 폴리펩티드를 정제된 형태로 수득하는 방법.
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청구항 36.

제1항, 제2항, 제5항 또는 제12항 중의 어느 한 항에 따른 폴리펩티드에 특이적으로 결합할 수 있으며, N-말단 콜린 결합

단백질 A 절두물(truncate)의 아미노산 서열을 포함하는 폴리펩티드에 결합하는 항체를 포함하고, 이때 분리된 항체가 콜

린 결합 도메인에 결합하지 않으며 콜린 결합 도메인에 결합하는 항체가 실질적으로 부존재하는, 폐렴구균

(pneumococcal bacterium)에 의한 감염을 예방 또는 치료하기 위한 약제학적 조성물.

청구항 37.

제36항에 있어서, 항체가 모노클로날 항체인 약제학적 조성물.

청구항 38.

제36항에 있어서, 항체가 폴리클로날 항체인 약제학적 조성물.

청구항 39.

제36항에 있어서, 항체가 키메라성 (이중 특이적) 항체인 약제학적 조성물.

청구항 40.
삭제

청구항 41.

제1항, 제2항, 제5항 또는 제12항 중의 어느 한 항에 따른 폴리펩티드 및 약제학적으로 허용되는 담체 또는 희석제를 포함

하는, 폐렴구균에 의한 감염을 예방 또는 치료하기 위한 약제학적 조성물.

청구항 42.
삭제

청구항 43.

제36항에 있어서, 기도 또는 비강인두에 전달되는 약제학적 조성물.

청구항 44.
삭제

청구항 45.

제1항, 제2항, 제5항 또는 제12항 중의 어느 한 항에 따른 폴리펩티드 및 약제학적으로 허용되는 애주번트 또는 담체를 포

함하는 백신.

청구항 46.
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삭제

청구항 47.

서열 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38 및 39로 이루어진 그룹으로부터 선택된 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩

티드 및 약제학적으로 허용되는 애주번트 또는 담체를 포함하는 백신.

청구항 48.
삭제

청구항 49.
삭제

청구항 50.

제19항, 제20항, 제21항 또는 제22항 중의 어느 한 항에 따른 분리된 핵산 분자 및 약제학적으로 허용되는 애주번트 또는

담체를 포함하는 백신.

청구항 51.
삭제

청구항 52.

제29항에 따른 벡터 및 약제학적으로 허용되는 애주번트 또는 담체를 포함하는 백신.

청구항 53.

제45항에 따른 백신을 포함하는, 폐렴구균에 감염되거나 이에 노출된 개체를 치료하거나 예방하기 위한 약제학적 조성물.

도면

도면1
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도면2a
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도면2b

도면3
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도면4

도면5

등록특허 10-0638503

- 122 -



도면6

도면7

서열목록

서열목록 전자파일 첨부
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