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요약

본 발명은 다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드의 용도에 관한 것인데:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되거나, 및/또는 이 펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미
노기로 종결된 아미노산 잔기가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되
는 물질 및 폴리펩티드, 및

상기 서열식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체(peptidomimetics)의 TNFα 생성을 감소시키기 위한, 
및/또는 췌장염을 치료하거나 예방하기 위한 의약 조성물 제조용 용도에 관한 것이다. 

대표도

도1

명세서

기술분야

49-1

1019980705491



본 발명은 인터로이킨 10(IL-10) 작용약인 물질들의 의약적 용도에 관한 것이다. 특히, 본 발명은 TNFα 
생성을 감소용,  및/또는 췌장염, 요산염성 관절염(통풍), 피부 알레르기, 피부에서의 알레르기성 반응, 
저산소증/허혈증에 의한 조직의 손상(경색증, 재관류(reperfusion)), 바이러스 감염에 기인한 염증성 반
응들의 치료 또는 예방용 의약 조성물을 제조하기 위한, 및/또는 수태촉진제(conceptive agent)를 제조하
기 위한 본 발명 물질의 용도에 관한 것이다. 

배경기술

hIL-10 또는 vIL-10으로 이루어진 의약 조성물 및 다양한 질병의 치료용 의약 조성물을 제조하기 위한 
hIL-10 또는 vIL-10의 용도는 WO 93/02693 및 WO 94/04180 등에 개시되어 있으며, 일부 IL-10 작용약이 
WO 96/01318에 개시되어 있다. 

발명의 요약

본 발명은 다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드의 용도에 관한 것인데:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되거나, 및/또는 이 펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미
노기로 종결된 아미노산 잔기가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되
는 물질 및 폴리펩티드, 및

상기 서열식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체(peptidomimetics)의 TNFα 생성을 감소시키기 위한, 
및/또는 췌장염을 치료하거나 예방하기 위한 의약 조성물 제조용 용도에 관한 것이다. 

또한, 본 발명은 다음 서열식을 갖는 물질 또는 폴리펩티드:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되거나, 및/또는 이 펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미
노기로 종결된 아미노산 잔기가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되
는 물질 또는 폴리펩티드, 및 상기 서열식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체에 관한 것인데, 상기 
물질 또는 폴리펩티드는 다음과 같은 특성 중 한 가지 이상을 갖는다: 

a) 인체의 단구 세포(monocytes)에 의한 자발적인 IL-8 생성의 억제를 유도하고, 

b) 인체의 말초 혈액 단핵 세포(PBMC: peripheral blood mononuclear cells)에 의한 IL-1β 유도성 IL-8 
생성의 억제를 유도하고, 

c) 인체의 단구 세포에 의한 인터로이킨-1 수체 길항 단백질(IRAP)의 생성을 유도하고, 

d) 생체 외에서의 CD8+ 인체 T 림프구의 주화학성 이동을 유도하고, 

e) rhIL-10에 대한 비반응성을 초래하는 인체 CD8+ T 세포를 제감작화시키고, 

f) IL-8에 대한 CD4+ 인체 T 림프구의 주화학성 반응을 억제시키고, 

g) MCAF/MCP-1에 대한 인체의 단구세포의 주화학성 반응을 억제시키고, 

h) IFN-γ에 의해 자극화된 인체의 단구세포에 대한 클래스 II MHC 분자 발현을 억제시키고, 

i) 배양된 정상적인 인체의 CD4+ T 세포에 의한 IL-4의 생성을 유도하고, 

j) 인체의 혼합 백혈구 반응에 있어서 TNFα 생성을 감소시키고, 

k) 담즙산 유도성 급성 췌장염의 토끼 모델에서 TNFα 및 IL-8를 하향 조절하고, 치료되는 토끼의 폐에서
의 중성 친화성 백혈구의 침윤(neutrohil infiltration)을 감소시킨다.

작용 메카니즘은 면역 시스템의 매개체, 특히 모노킨, 림포킨, 케모킨 및 모노킨-수체 길항약과 같은 시
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토킨의 작용을 방해하는 것을 통해 일어나는 것으로 생각된다(후술되는 면역학적 메카니즘에서 상세히 하
기한 바와 같이). 즉, 본 발명의 물질은 몇몇 시토킨의 작용 및/또는 생성을 방해/억제함으로써, 조직 손
상을 초래하는 병리학적 경과를 억제하는 것으로 생각되고, 본 발명의 물질이 천연 모노킨-수체 길항약의 
생성을 유도하여 TNFα 또는 IL-1과 같은 몇몇 시토킨의 작용을 방해/억제함으로써 조직의 손상을 야기시
키는 병리학적 경과를 억제하는 것으로 생각된다. 

따라서, 본 발명의 중요한 일례는, 활성 성분으로서 본 발명의 물질로 이루어진 의약 조성물에 관한 것이
다. 

다른 특징으로, 본 발명은 시토킨에 관련된 생물학적 효과를 실질적으로 억제하기 위한 의약적 조성물 제
조용으로의 본 발명 물질의 용도, 즉, IL-1 수체 길항 단백질/펩티드, 림포킨, 모노킨, 인터로이킨, 인터
페론, 케모킨 또는 집락형성-촉진 인자(clony-stimulating factor)로서의 본 발명 물질의 용도에 관한 것
이다. 본 발명의 또다른 특징은 시토킨계, 즉, IL-1 수체 길항 단백질/펩티드, 림포킨, 모노킨, 인터로이
킨, 인터페론, 케모킨 또는 집락형성-촉진 인자계의 장해와 관련된 질환의 치료 또는 예방용 의약 조성물
을 제조하기 위한 본 발명 물질의 용도에 관한 것이다. 추가적인 특징으로, 본 발명은 또한, 시토킨계의 
장해와 관련된 인간의 질병의 치료방법에 관한 것으로, 이 방법은 본 발명 물질의 유효량을 환자에게 투
여하는 것으로 이루어진다.

세포 면역계는 감염성, 염증성 및 신생물성(neoplastic) 질환과 같은 질병의 발병에 어떤 역할을 한다. 
면역경쟁적 세포들과 그들의 산물은 염증성 질환의 발병 개시, 진행 및 가능한 만성 특성에 중요한 역할
을  할  수  있다.  이러한  질병들은  대개이렇다할  병인을  찾아볼  수  없는  경우가  많으며  진성  당뇨병 
(diabetes mellitus), 류마티스성 관절염, 위장계 및 피부의 염증성 질환과 같은 흔한 질병이 이에 포함
된다.  그러나,  이러한 예와 달리,  세포-매개성 면역 또는 전구-염증 매개체      (pro-inflammatory 
mediators)는 그외의 많은 염증 및 증식성 질환에 어떤 역할을 한다(표 1 참조).

[표 1a]

대식세포/T-임파구-매개성 면역반응이 병원학적으로 중요한 것으로 여겨지는 질병

 피부질환:

 건선 아토피성 피부염 접촉성 피부염 피부 T 세포 임파종(CTCL: cutaneous T cell lymphoma) 세자리 증후군 
(Sezary syndrome) 심상성 천포창 수포성 유천포창 결절성 홍반 강피증

 자기면역증(류마티스 포함):

 포도막염 베체트병 (Bechet's disease) 유육종증(Sarcoidosis Boeck) 쉐그렌 증후군 (Sjogren's syndrome) 
류마티스성 관절염 유년성 관절염  라이터 증후군 (Reiter's syndrome)

[표 1b]

 자기면역증(류마티스 포함):

 통풍 변형성 관절염 전신성 홍반성 낭창 다발성 근염 심근염 원발성 담즙성 간경변 크론병(Crohn's disease) 
궤양성 대장염 다발성 골수염 및 기타 탈골수성 질환 재생불량성 빈혈 특발성 혈소판 감소성 자반증 다발성 
골수종 및 B 세포 임파종 시몬즈병(범하수체전엽기능항진증) 그레이브병 (Graves's disease) 및 그레이브 안
증 (眼症) 서브-급성 갑상선염 및 하시모토병(Hashimono's disease) 애디슨병 (Addison's disease) 인슐린-의
존성 당뇨병 (타입 1)

 기타 질환:

 혈관염을 수반하는 여러 가지 임상 증후군(결절성 다발성 동맥염, 베게너 육아    종증(Wegener's 
granulomatosis), 거대세포 동맥염, 열, 권태감 등) 식욕저하(급성 및 만성 염증성 및 감염성 질환 등) 범발
성 혈관내 응고(DIC: disseminated intravascular coagulation) 동맥경화증(아테롬성 동맥경화증) 쇼크 (
그램-음성 패혈증 등) 악액질(cachexia) (암, 만성 감염성 및 만성 염증성 질환 등) 이식 거부 반응 및 이식
편 vs. 숙주 질환 특발성 유산 방지

시토킨 생성에 미치는 IL-10 작용:

hIL-10은 단구세포/대식세포 및/또는 T 림프구에 의해 인터페론-γ(IFN-γ), 종양 괴사 인자-α(TNF-α), 
과립구 대식세포 집락형성 촉진 인자(GM-CSF), 과립구-CSF(G-CSF), IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 및 
단구세포 주화학성 풀리펩티드-1 (MCP-1/MCAF)를 포함한 여러 가지 시토킨의 생성을 억제한다(4,5). IL-
10은 또한 케모킨 MCP-1/MCAF에 대한 응답으로서의 단구세포의 이동 능력도 억제한다(75). 더우기, hIL-
10은 내인성, 천연 인터로이킨-1 수체 길항약(IRAP)의 생성을 유도하여, 수체와의 결합을 놓고 경쟁함으
로써  IL-1α와  IL-1β를  억제한다(6).  IL-8은       IL-1α와  IL-1β에  의해  고도로  유도  가능하기 
때문에, IL-10은 IL-1-수용체 길항 IRAP 생성을 촉진함으로써 IL-8 생성에 대한 그의 억제 효과의 일부를 
발휘한다. 이 마지막 메카니즘은 다음에 예시되고 설명되는 바와 같이 본 발명의 매우 중요한 특징이 된
다. IRAP는 항-염증 작용을 갖고(9), 류마티스성 관절염에 치료 효과가 있다고 개시되어 있다(10). 또한, 
IRAP는  패혈증  증후군의  치료에도  효과적인  것으로  입증되었으며,  Fisher  등의  연구에서  IRAP  치료 
(p=0.015) 병용에 의해 투여량 의존적으로, 28 일간의 생존 혜택이 얻어졌다(11). IRAP는 부분적으로는 
그의 항-염증 효과를 IL-8 생성과 같은 케모킨-생성을 억제함으로써 발휘할 수도 있다.

IL-10과 항원 발현:

IL-10은 인간의 단구 세포에 대한 클래스 II MHC 발현이 나타나는 것을 억제한다(8). HLA-DR/DP 및 DQ의 
본질적이고 IL-4 또는 IFN-γ 유도성 발현이 hIL-10에 의해 억제되었다(12). 게다가, IL-10으로 예비-인
큐베이션된 단구 세포는 IL-4 또는 IFN-γ에 의한 클래스 II MHC 발현의 후속 유도에 고질적이다. IL-
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10은 LPS에 의한 활성화에 이어 인간의 단구 세포에 의한 클래스 II 발현을 억제한다(12,76). LPS 치사량
과 함께 IL-10 1 내지 10 mg이 투여된 BALB/c 마우스는 죽지 않았다(6).

IL-10은 질소 중간체와 초-과산화물(superoxide) 음이온을 억제한다. IL-10은 또한   IFN-γ에 의한 활성
화에 이어, 대식세포에 의한 반응성 산소 중간체(H2O2) 뿐만 아니라 반응성 질소 중간체(NO)를 억제하기도 

한다(13).

IL-10과 T세포 활성:

IL-10은 T 세포 기능/활성에 대한 조절적 효과도 갖는다. 따라서, hIL-10은 CD8+ T 림프구에 대한 강력한 
주화학성 인자인 반면에, hIL-10은 CD4+  T  세포에 대한 주화학성은 나타내지 않는다(14).  게다가, IL-
10은 α-케모킨 IL-8 뿐만 아니라 β-케모킨 RANTES의 주화학성 시그날에 응답하는 CD4+ T 세포의 능력도 
억제한다.      hIL-10은 또한 인간의 말초 혈액 T 세포 및 CD4+ T 세포 클론의 증식도 직접 억제한다
(14).

치료 고려방안:

WO 96/01318 등에 약술된 이러한 생체내 결과/데이타 및 그외의 데이타는 세포-매개성 및 모노킨-증폭 면
역 염증을 조절하는 데 있어서 IL-10의 항상성적인 역할을 강력하게 제시하고, IL-10의 저하된/불충분한 
생산 및/또는 활성으로 특징지어지는 질병의 치료에 있어서 IL-10 또는 IL-10과 유사한 활성을 갖는 약물
의 광범위한 치료적 응용성이 나타나 있다. 표 1과 2에는 IL-10와 같은 면역-조절체 또는 IL-10-유사 활
성을 갖는 면역 조절체가 치료적으로 중요한 효과를 갖는 몇몇 질병들을 나타내었다. 

[표 2a]

IL-10-유사 활성을 갖는 면역-조절체가, 그의 IRAP 생성 유도 및/또는 시토킨-생성 및/또는 활성의 억제 
능력에 의해 치료적으로 중요한 효과를 가질 수 있는 몇 가지 질병들(참고문헌 20-74 + 109)

 감염 또는 기타 질환에 의해 야기되는 조기 분만 류마티스성 관절염 라임 관절염 (Lyme's arthritis) 통풍 
패혈증 증후군 고열 궤양성 대장염 또는 전장염 골다공증  시토메갈로바이러스 치주 질환 신염 폐의 만성, 
비-감염성 염증 (유육종증 및 흡연자 폐 등) 과립종 형성 간의 섬유증 폐의 섬유증 이식 거부 반응 이식편 
vs. 숙주 질환 만성 골수종 백혈병 급성 골수종 백혈병 기타 신생물(종양) 질환 기관지 천식 당뇨병, 타입 I 
(인슐린 의존형) 동맥경화증/아테롬성 동맥경화증 건선 만성 B 림프구 백혈병 일반적인 여러 가지 면역결핍증 
기타 생물학적 응답 변형제 이용에 의한 부작용 파종성 혈관내 응고 전신 경화증

[표 2b]

 뇌척수염 폐렴 고-IgE 증후군 (hyper IgE syndrome) 전장염 암 전이 및 생장 후천성 면역 요법 후천성 호흡
곤란증 패혈증 재관류 수술후 염증 기관 이식 탈모

발명의 상세한 설명

IL-10 유사 활성을 갖는 IL-10 상동성 노나펩티드의 개발:

vIL-10 및 hIL-10과는 고도의 상동성을 갖는 반면에, mIL-10과는 가능한한 상동성이 적은 서열이여야 한
다는 원칙에 따라, 9 개 아미노산의 길이를 갖는 hIL-10의 부분 서열이 선택되었다. 합성 노나펩티드인 
IL9302가 하기 실시예에 후술된 바와 같이 hIL-10의 일부 면역-억압 활성과 유사한 면역-억압 활성을 갖
는 것으로 밝혀졌다. IT9302는 hIL-10의 C-말단으로부터의 노나펩티드 서열과 일치하며 그의 아미노산 서
열은 다음과 같다:

NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asn-COOH   (SEQ ID NO: 1)

이 노나펩티드 IT9302는 상이한 기능을 강력하게 유도하며 매우 안정하고, 수체에 대한 부정확한 커플링
은 불가능한 것으로 추정된다. 일반적으로 9 개 아미노산 폴리펩티드 서열이라면 어떤 단백질에 특정적인 
것이기 때문에 노나펩티드를 선택하였다. 그러나, hIL-10 맨끝의 6 개 아미노산이 가장 중요한 것들인 것
으로 보인다는 것을 주지해야 한다. 따라서, 아미노산 서열 Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asn  (SEQ 
ID NO:1)의 서브-서열(sub-sequence)을 포함하는 물질 또는 폴리펩티드도 본 발명의 범위내에 포함된다.

마찬가지로 어떤 아미노산 치환체들은 쓰레오닌, 라이신 및 아르기닌이 존재하고 그 사이에 하나의 아미
노산이 자리하는 정도의 길이인 한, 본문에 정의된 hIL-10 작용약 물질 활성에 나쁜 영향을 미치지 않을 
것으로 생각된다.

본 발명은 다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드의 용도에 관한 것인데:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 
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X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되거나, 및/또는 이 펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미
노 종결된 아미노산 잔기가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되는 
물질 또는 폴리펩티드, 및 상기 서열식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체(peptidomimetics)의 IL-1 
수체를 IRAP로 블록킹함으로써라고 추정되는 방법에 의해 TNFα 생성을 감소시키기 위한, 및/또는 췌장염
의 치료하거나 예방하기 위한 의약 조성물 제조용 용도에 관한 것이다. 

TNFα 생성을 감소시키거나, 및/또는 췌장염을 치료하거나 예방하는 데 유용하다고 여겨지는 추정되는 특
정 폴리펩티드의 예는 다음과 같다:

1. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Ile-Lys-Met-Arg-Asn-COOH       (SEQ ID NO: 2)

2. NH2-Ala-Phe-Met-Thr-Leu-Lys-Leu-Arg-Asn-COOH       (SEQ ID NO: 3)

3. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Val-Arg-Glu-COOH       (SEQ ID NO: 4)

4. NH2-Gly-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH       (SEQ ID NO: 5)

5. NH2-Ala-Phe-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH       (SEQ ID NO: 6)

6. NH2-Ala-Tyr-Ile-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH       (SEQ ID NO: 7)

7. NH2-Ala-Tyr-Leu-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH       (SEQ ID NO: 8)

8. NH2-Ala-Tyr-Val-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH       (SEQ ID NO: 9)

9. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Ile-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH       (SEQ ID NO: 10)

10. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Leu-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH      (SEQ ID NO: 11)

11. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Val-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH      (SEQ ID NO: 12)

12. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Arg-Asp-COOH      (SEQ ID NO: 13)

13. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Met-Arg-Asp-COOH      (SEQ ID NO: 14)

14. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Val-Arg-Asp-COOH      (SEQ ID NO: 15)

15. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Asp-Gln-COOH      (SEQ ID NO: 16)

16. NH2-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Asp-Glu-COOH      (SEQ ID NO: 17).

본 발명은 특히 다음 서열식을 갖는 폴리펩티드: 

Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6               (SEQ ID NO: 19),

다음 서열식을 갖는 폴리펩티드:

X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6            (SEQ ID NO: 20),

다음 서열식을 갖는 폴리펩티드:

X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6          (SEQ ID NO: 21),

다음 서열식을 갖는 폴리펩티드:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되는 폴리펩티드에 관한 것인데, 

아미노산 중에서 한 가지 이상이 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으로 치환되거나, 및/또는 이 
펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미노기로 종결된 아미노산 잔기
가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되는 폴리펩티드, 및 상기 서열
식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체에 관한 것인데, 상기 동족체들은 다음과 같은 특성 중 한 가지 
이상을 갖는다: 

a) 인체의 단구세포(monocytes)에 의한 자발적인 IL-8 생성의 억제를 유도하고, 
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b) 인체의 말초 혈액 단핵 세포(PBMC: peripheral blood mononuclear cells)에 의한 IL-1β 유도성 IL-8 
생성의 억제를 유도하고, 

c) 인체의 단구세포에 의한 인터로이킨-1 수체 길항 단백질(IRAP)의 생성을 유도하고, 

d) 생체 외에서의 CD8+ 인체 T 림프구의 주화학성 이동을 유도하고, 

e) rhIL-10에 대한 비반응성을 초래하는 인체 CD8+ T 세포를 제감작화시키고, 

f) IL-8에 대한 CD4+ 인체 T 림프구의 주화학성 반응을 억제시키고, 

g) MCAF/MCP-1에 대한 인체의 단구세포의 주화학성 반응을 억제시키고, 

h) IFN-γ에 의해 자극화된 인체의 단구세포에 대한 클래스 II MHC 분자 발현을 억제시키고, 

i) 배양된 정상적인 인체의 CD4+ T 세포에 의한 IL-4의 생성을 유도하고, 

j) 인체의 혼합 백혈구 반응에 있어서 TNFα 생성을 감소시키고, 

k) 담즙산 유도성 급성 췌장염의 토끼 모델에서 TNFα 및 IL-8를 하향 조절하고, 치료되는 토끼의 폐에서
의 중성 친화성 백혈구의 침윤을 감소시킨다.

본 발명의 명세서 및 청구범위에서 'IT9302의 생물학적 활성 한 가지 이상'이라 함은 상기한 바와 같은 
특성 중의 한 가지 이상을 의미하는 것으로 해석될 수 있다. 

본 발명이 목적하는 펩티드 중 어떠한 것이라도 아실화 또는 벤조일화 등으로 아실화되는 아미노기 종결
된 아미노산 잔기를 가질 수 있다. 또한, 어떠한 목적 펩티드는 아미드화되는 카르복시 종결된 아미노산 
잔기를 가질 수 있다.   

본 발명은 또한, 상기한 바와 같은 특성 치환기 이외의 보존적 아미노산 치환 반응, 통상적이지 않거나 
비-천연성인 아미노산의 치환 반응, 펩티드의 안정화 반응, 펩티드의 사이클화 반응에 의해 형성되는 펩
티드 및 상기 IL-10 길항 펩티드에 기초하여 모델링된 펩티드 모사체의 동족체를 목적으로 한다. 

보존적 아미노산의 치환 반응에 기초가 되는 원리는, 임의의 아미노산 쌍들이 한 가지로 다른 나머지를 
치환할 경우에, 이 펩티드의 삼차원 구조 및 결합 친화도에 대해 최소한의 변화를 갖도록 하는 호환성 부
사슬을 갖는다는 것이다. 보존적 치환 반응의 규칙은 참고문헌 (78)에 기재되어 있다. 

본문에서 '보존적(conservative)'이라 함은 (i) 그 변형 가능한한 배열구조적으로 
중립적(neutral)이여서, 천연 단백질과 비교할 때 변이 폴리펩티드의 삼차원 구조의 변화를 최소화시키도
록 고안된 것, (ii) 그 변형 가능한한 항원적으로 중립적이어서, 천연 단백질과 비교할 때 변이 폴리펩티
드의 항원 결정기의 변화를 최소화시키도록 고안된 것을 의미한다. 배열구조적 중립성은 생물 활성을 보
존하는 데 요망되며, 항원 중립성은 본 발명 물질로 치료된 환자나 동물에서 면역 응답을 촉발시키는 것
을 피하는 데 요망된다. 비록 그 변형이 배열구조적으로, 그리고 항원적으로 중립적인지를 완벽한 정확성
으로 선별해내기는 쉽지 않긴 하지만, 당업자로 하여금 배열구조적으로, 및 항원적으로 중립적일 가능성
이 높아지도록 변형킬 수 있게끔 해주는 규칙이 존재한다(예컨대, (77) 및 (78) 참조). 좀더 중요한 규칙
으로는 다음과 같은 것들이 포함된다: (1) 소수성 잔기의 치환은 항원성에 변화를 덜 일으키는 것과 같은 
경향이  있는데,  이는  이들이  단백질  내부에  위치하는  것과  같은  경향이  있기  때문이고(예컨대, 
Berzofsky(상기 인용) 및 Bowie  등(상기 인용) 참조); (2)  물리화학적으로 유사한, 즉, 동일한 의미의
(synonymous) 잔기는 배열구조적인 변화를 일으킬 가능성이 적은데, 이는 치환 아미노산이 치환된 아미노
산과 구조적으로 동일한 역할을 수행할 수 있기 때문이며; (3) 진화적으로 보존되는 서열의 변형은 구조
배열적으로 해로운 효과를 일으킬 수 있는데, 이는 진화적인 보존이라 함은 서열들이 기능적으로 중요할 
수 있음을 시사하는 것이기 때문이다. 변이적 서열을 선별하는 이러한 기본적인 규칙에 더해, 생물학적 
활성과 조립된 분자의 배열구조를 확인할 수 있는 분석법이 있다. 배열구조의 변화는 다음 두 가지 이상
의 공지된 분석법에 의해 테스트될 수 있다: 단백질의 삼차원 구조의 진화적 연구에 있어서 널리 이용되
는 미세성분 고정법(예컨대, (79) 및 (80)); 및 배열구조적-특정적인 일련의 모노클로날 항체에 대한 친
화도법(예컨대, (81)). 본 발명의 물질에 대한 생물학적 분석은 하기 실시예에 좀더 상세히 후술하였다. 

인간의 단구세포에 의한 자발적인 IL-8 생성의 억제 반응은 IT9302 대신에 합성된 물질이나 펩티드를 이
용하여, 하기 실시예 1에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이 물질 또는 펩티드 1 ng/ml가 사용될 때 IL-8 
생성이 50% 이하로 억제된다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이다. 

인간의 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)에 의한 IL-1β 유도성 IL-8 생성의 억제 반응은IT9302 대신에 합성된 
물질이나 펩티드를 이용하여, 하기 실시예 2에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이 물질 또는 펩티드 1 
ng/ml가 사용될 때 IL-8 생성의 억제 퍼센트가 50% 이상이 된다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범
주에 포함되는 것이다. 

인간의 단구세포에 의한 인터로이킨-1 수체 길항 단백질(IRAP)의 생성은 IT9302 대신에 합성된 물질이나 
펩티드를 이용하여, 하기 실시예 3에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이 물질 또는 펩티드 10 ng/ml가 사
용될 때 IRAP의 유도가 30 ng/ml 이상이 된다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이
다. 

생체외에서의 CD8+ 인체 T 림프구의 주화학성 이동의 유도는 IT9302 대신에 합성된 물질이나 펩티드를 이
용하여, 하기 실시예 4에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이를 10 ng/ml 농도로 사용할 때 이 물질 또는 
펩티드의 효능이 존재한다면, 즉 2 이상이 된다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것
이다. 

rhIL-10에 대한 비반응성을 초래하는 인간의 CD8+ T 세포의 제감작화는 IT9302 대신에 합성된 물질이나 
펩티드를 이용하여, 하기 실시예 5에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이 물질 또는 펩티드로 세포를 예비-
인큐베이션함으로써, 실질적으로 전체적인, rhIL-10에 대한 CD8+ 세포의 반응성의 억제 반응이 야기된다
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면, 즉 이 물질 또는 펩티드를 10 ng/ml 농도로 사용하여 대략 1 정도, 예컨대 0.8-1.2 정도의 수치가 얻
어진다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이다. 

IL-8에 대한 CD4+ 인체 T 백혈구의 주화학성 반응의 억제 반응은 IT9302 대신에 합성된 물질이나 펩티드
를 이용하여, 하기 실시예 6에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이 물질 또는 펩티드를 CD4+ 인체 T 백혈구
의 현탁액에 첨가함으로써, 실질적으로 전체적인, IL-8에 대한 CD4+ 세포 반응의 억제 반응이 
야기된다면, 즉 이 물질 또는 펩티드를 10 ng/ml 농도로 사용하여 대략 1 정도, 예컨대 0.8-1.2 정도의 
수치가 얻어진다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이다.

MCAF/MCP-1에 대한 인체 단구세포의 주화학성 반응의 억제 반응은 IT9302 대신에 합성된 물질이나 펩티드
를 이용하여, 하기 실시예 7에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이 물질 또는 펩티드를 인간의 단구세포의 
현탁액에 첨가함으로써, 실질적으로 전체적인, MCAF/MCP-1에 대한 이 단구세포의 주화학성 반응의 억제 
반응이 야기된다면, 즉 이 물질 또는 펩티드를 10 ng/ml 농도로 사용하여 대략 1 정도, 예컨대 0.8-1.2 
정도의 수치가 얻어진다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이다.

IFN-γ에 의해 자극된 인간의 단구세포에 대한 클래스 II MHC 분자 발현의 억제 반응은 IT9302 대신에 합
성된 물질이나 펩티드를 이용하여, 하기 실시예 8에 약술된 바와 같이 테스트된다. IFN-γ은 세포수내에
서 MHC II 항원 발현을 36.8%에서부터 58.4%까지의 범위 정도로 상향 조절하고, 이같은 자극을 rhIL-10 
10  ng/ml에  의해 25.25%까지 하향 조절되고,  IT9302  1  ng/ml에  의해서는 31.25까지 하향 조절된다(도 
12). 이 물질 또는 펩티드가 1-10 ng/ml의 양으로 첨가되어, 단구세포에 대한 클래스 II MHC 발현을 차단
하거나  비자극화된  레벨까지  하향  조절한다면,  이  물질  또는  펩티드는  본  발명의  범주에  포함되는 
것이다.

이 물질 또는 펩티드를 첨가함으로써 10 ng/ml 정도의 물질 또는 펩티드 농도에서 IFN-γ 자극화 효과를 
차단시킬 수 있다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이다. 

배양된 정상적인 인체 CD4+ T 세포에 의한 IL-4 생성의 유도는 IT9302 대신에 합성된 물질이나 펩티드를 
이용하여,  하기  실시예  9에  약술된  바와  같이  테스트된다.  이  물질  또는  펩티드를  첨가함으로써,  10 
ng/ml 정도의 이 물질이나 펩티드의 농도에서 CD4+ T 림프구에서 IL-4의 생성을 유도한다면, 이 물질 또
는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이다.

인체 혼합 백혈구 반응에서 TNFα 생성의 감소는 IT9302 대신에 합성된 물질이나 펩티드를 이용하여, 하
기 실시예 10에 약술된 바와 같이 테스트된다. 이 물질 또는 펩티드를 첨가함으로써, 10 ng/ml 정도의 이 
물질이나 펩티드의 농도에서 24 시간 이내에 인체 혼합 백혈구 반응에서 TNFα의 생성을 현저히 감소시킨
다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범주에 포함되는 것이다.

담즙산 유도성 급성 췌장염에 걸린 토끼 모델에서 TNFα 및 IL-8의 하향 조절 및 치료되는 토끼의 폐에서 
중성 친화성 침윤의 감소는 IT9302 대신에 합성된 물질이나 펩티드를 이용하여, 하기 실시예 14에 약술된 
바와 같이 테스트된다. 이 물질 도는 펩티드를 100 ㎍/kg 정도의 농도로 첨가할 경우에, 이 물질 또는 펩
티드를 첨가함으로써 테스트 동물의 사망률을 현저히 감소시킨다면, 이 물질 또는 펩티드는 본 발명의 범
주에 포함되는 것이다.

따라서, 본 발명의 중요한 일례는 한 가지 이상의 아미노산 잔기이 다양한 아미노산 잔기로 치환되는 폴
리펩티드, 및/또는 한 가지 이상의 아미노산 잔기가 삭제 또는 첨가되어 이 아미노산 서열과 상이한 아미
노산 서열로 이루어지거나, 하기한 바와 같은 상기 아미노산 서열의 서브-서열로 이루어지지만, 상기한 
바와 같은 실질적으로 hIL-10 길항 활성을 갖는 폴리펩티드를 초래하게 되는 폴리펩티드에 관한 것이다. 

합성 펩티드의 동족체는 또한, 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으로 개별적인 잔기들을 치환시
킴으로써 제조할 수 있다. 생물학적 호라성을 갖는 펩티드의 서열은 본래 천연적으로 생성되는 20 개의 
L-아미노산잔기로 이루어진 단백질로부터 유도된다. 하지만, 합성 펩티드를 구성하기 위해 사용되는 화학
적 합성 공정은 D-아미노산, β-아미노산, N-치환된 아미노산, 드문 경우에 천연 아미노산 또는 비-천연
성 합성 아미노산 동족체를 포함하는 선택적인 잔기로의 치환이 가능하다(93). 본 발명에 유용한 아미노
산의 예는 다음과 같은데, 이에 국한되는 것은 아니다:

Aad           2-아미노아디프산

bAad          3-아미노아디프산

bAla          베타-알라니, 베타-아미노프로피온산

Abu           2-아미노부틸산

4Abu          4-아미노부틸산, 피페리딘산

Acp           6-아미노카프로산

Ahe           2-아미노헵타노산

Aib           2-아미노이소부틸산

bAib          3-아미노이소부틸산

Apm           2-아미노피멜산

Dbu           2,4-디아미노부틸산

Des           데스모신

Dpm           2,2'-디아미노피멜산

Dpr           2,3-디아미노프로피온산
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EtGly         N-에틸글리신

EtAsn         N-에틸아스파라긴

Hyl           하이드록시라이신

aHyl          알로-하이드록시라이신

3Hyp          3-하이드록시프롤린

4Hyp          4-하이드록시프롤린

Ide           이소데스모신

aIle          알로-이소로이신

MeGly         N-메틸글리신, 사르코신

MeIle         N-메틸이소로이신 

MeLys         6-N-메틸로이신

MeVal         N-메틸발린

Nva           노르발린

Nle           노르로이신

Orn           오르니틴

빈번하지 않지만 추가적인 예로서, 비-천연성 아미노산 또는 구축 블록(building blocks)이 다음과 같이 
열거되어  있는데,  이에  국한되는  것은  아니다:  Novabiochem  1994/95  카탈로그(Calbiochem-novabiochem 
AG,  Weidenmattweg  4,  CH-4448  Laufelfingen/switzerland),  pp.65-125;  Bachem  Feinkemikalien  AG  1995 
카탈로그(Bachem  Feinkemikalien  AG,  Hauptstrasse  144,  CH-4416  Bubendift/Switzerland),  pp.753-831; 
Neosystem Laboratoire 카탈로그 1997/98(Neosystem Laboratoire, 7 rue de Boulogne, 67100 Strasbourg, 
France), pp.131-176. 

상기한 바와 같은 선택적인 잔기들은 (a) 화학적으로 반응성이 있는 잔기들을 대체하고 효소 분해 반응및 
단백질 가수분해 반응 등에 대한 합성 펩티드의 안정성을 향상시키는데, (b) 합성 펩티드의 검측에 유용
한 분석용 표지를 제공하는 데, 및 (c) IL-10 수체에 대한 펩티드의 결합 친화도를 증가시키거나 감소시
킴으로써, 예컨대, 특정 화학 결합의 회전 자유도를 감소시키는 배열구조적 구속들을 도입함으로써 합성 
펩티드의 생물학적 활성을 조절하는 데 이용할 수 있다. 

상기 서열식에서 Thr, Lys 또는 Arg 잔기 한 가지 이상을 상기한 바와 같은 비-천연성이거나 통상적이지 
않은 아미노산으로 치환시킨 추가 물질도 본 발명의 범위내에 포함된다. 본 발명 명세서 및 청구 범위에 
있는 모든 폴리펩티드 서열은, 명시하지 않은 경우에도 또한, N-종결부로부터 C-종결부 말단까지의 통상
적인 포맷으로 기재되어 있다. 

펩티드 및 그의 동족체의 합성 방법은 고체상 펩티드 합성(SPPS: solid-phase peptide synthesis)이 선택
된다. 이 방법은 1963 년 Merrifield (100)에 의해 개시되었으며, 그 이후로 다수의 펩티드들이 이 기술 
방법에  의해  합성되어  왔다.  펩티드  및  단백질의  통상적인  화학적  합성  방법에  대한  우수한  논문이 
S.B.H. Kent에 의해 개시되어 있다(101). 

실제로는, 펩티드들은 단계별 SPPS에 의해 조립된다. 부사슬-보호 반응성 유도체가 필요하다면, N-알파-
보호된 형태로 C-종결된 아미노산이 직접적으로나, 유기 용매에 부풀린, 폴리머 수지 등의 고체 지지체에 
대한 적당한 링커(linker)를 이용해서 공유 결합적으로 커플링된다. 그 후에, N-알파-보호기를 제거하고 
바람직한 서열에 따라 후속적으로 보호된 아미노산이 단계별 방식으로 첨가된다. 

완전한 펩티드 사슬을 조합한 후에, 부사슬 보호기를 제거하고, 펩티드를 수지로부터 분리시키는데, 이를 
동시에 할 수도 있고 단계별로 할 수도 있다. 

수년 동안에 개시된 몇몇의 다양한 커플링 기술 방법 중에서, 두 가지가 현재 일반적으로 사용되는데, 다
양한 N-알파-보호기를 기초로 하고 부사슬 보호기를 적합하게 설정하는 것이다. Merrifield는 N-알파-보
호기로서  tert-부틸록시-카르보닐기(Boc)를  사용한  반면에,  9-플루오로-에닐메톡시카르보닐기(Fmoc)가 
Carpino  및 Han에 의해 도입되었다(102).  고체 지지체, 부사슬-보호기, 활성화 방법, 분해 방법, 장치 
및, 분석 및 측정 방법을 선택하는 것을 포함한, 이 두 가지 기술 방법의 실제적 응용은 몇몇 모노그래프
에 개시되어 있는데, 그 중에서 다음과 같은 것들을 들 수 있다: Stewart 및 Young(103), Atherton 및 
Sheppard(104), 및 Pennington 및 Dunn(105). 본 발명의 통상적이지 않거나 비-천연성인 아미노산을 갖는 
펩티드 및 그의 동족체는 이같은 원칙에 따라 편리하게 합성된다. 

합성의 선형 펩티드의 동족체는 그 구조를 사이클릭 형태로 화학적으로 전환시킴으로써 제조될 수 있다. 
선형 펩티드의 사이클화 반응은 표적 단백질에의한 펩티드의 결합 친화도를 증가 도는 감소시킴으로써 생
물학적 활성을 조절할 수 있다(94). 선형 펩티드들은 매우 신축적이여서, 용액내에서 다수의 다양한 배열 
구조를 가지는 경향이 있다. 사이클화 반응은 이용가능한 배열 구조의 수를 한정시켜, 좀더 활성이 크거
나 작은 펩티드 구조를 갖도록 작용한다. 합성 펩티드의 면역유전학적 특성은 실험적으로 관찰되는 용액 
내에서의 배열구조의 선호도와 상관 관계를 맺어 왔다(95). 면역유전학적 특성에서의 차이는 사이클릭 펩
티드에 대한 특정 항체의 결합 친화도에서의 차이를 나타내는 것이 될 수도 있다. 

자유로운 N-종결부 및 C-종결부 말단들 사이에 펩티드 결합을 형성시키던지(호모데틱 사이클로펩티드), 
아미노산 골격(backbone) 및/또는 부사슬기 사이에 새로운 공유 결합을 형성시킴으로써(헤테로데틱 사이
클로펩티드) 선형 펩티드의 사이클화 반응은 달성된다(93). 후자의 사이클화 반응은 선택적인 화학 기술 
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방법을  이용하여  공유  결합을  형성하는데,  디설파이드,  락톤(또한,  둘다  천연  펩티드에  존재할  수도 
있음), 에테르 또는 티오에테르를 예로 들 수 있다. 5 개 이상의 잔기의 선형 펩티드가 비교적 용이하게 
사이클화될 수 있다. 펩티드의 중앙 4 개의 잔기에서 베타-턴(β-turn) 배열구조를 형성하는 성향이 호모
- 및헤테로데틱 사이클로펩티드의형성에 유리하다. N- 또는 C-종결 말단부에 프롤린 또는 글리신 잔기가 
존재하는 것이 또한, 사이클로펩티드를 형성하는 데, 특히 길이가 6 개의 잔기 미만인 선형 펩티드로부터 
사이클로펩티드를 형성하는 데 유리하다. 

디설파이드 결합을 형성하기 위한 원칙 및 그외의 펩티드 사이클화 반응을 위한 원칙은 Pennigton  및 
Dunn(105), 7장 및 11장에 개시되어 있는 바를 예로 들 수 있다. 

펩티드 모사체 기술 방법은 펩티드의 분자 모사체의 디자인이 된다. 이러한 분자를 성공적으로 디자인할 
수 있는 능력 여부는 이 선형 펩티드 서열의 특성 및 IL-10 수체에 대해 제시되는 배열구조를 이해하는 
데에 따라 좌우된다. 이 모사체의 합성은 좀더 큰 생물학적 활성, 개선된 용해도 및 안정도를 나타내는 
화합물을 제공할 수 있다(96).   

일례로서, IL-10의 C-종결부가 α-나선형으로 존재한다(98)는 공지 사실과 함께, US 5,446,128 (97)에 개
시되어 있는 시토킨의 C-종결 펩티드 모사체에서 α-나선형 주형(α-helical templates)을 기초로 하여 
다음 펩티드 모사체가 유도되었다. 

펩티드의 N-종결부에 이같은 작은 분자의 부착에 의해, 합성 펩티드의 α-나선형 구조가 안정화되고, 이 
펩티드는 단백질의 가수분해에 대한 내성이 커진다. US 5,446,128에 개시되어 있는 바를 기초로 하여 그
외의 펩티드 모사체를 유도할 수도 있다. X1 이외의 다른 잔기에서 치환이 일어난 이러한 물질들, 및/또는 

상기 서열식으로 나타낸 N-종결 분자 이외의 다른 잔기에서 치환이 일어난 이러한 물질들도 본 발명의 범
위에 속한다. 

본 발명에 따라서는, '펩티드 동족체'라 함은 상기 서열식들을 기초로 하여 유도되고, IT9302와 유사한 
생물학적 활성 중 한 가지 이상을 나타내는, 의약적 활성을 띠고 의약적으로 허용되는 화합물을 지칭하는
데, 이러한 동족체의 유도체, 특히 의약적으로 허용되는 염, 에스테르 및 그의 용매 화합물이 포함된다. 

다음과 같은 용어들은 Wo 96/01318에 개시된 바와 같이 정의된다: '시토킨', '림포킨', '인터로이킨', '
모노킨' 및 '폴리펩티드'.

본 발명의 흥미를 갖는 일례는, 아미노산의 수가 총 6, 7, 8, 9 또는 10 개로부터 약 100 개의 아미노산
까지에 이르는, 예컨대 11, 12, 13, 14 또는 15 개의 아미노산, 또는 20 개의 아미노산이나 30 개의 아미
노산과 같이 좀더 큰 것에 이르는 본 발명의 폴리펩티드에 관한 것이다. 

본 발명의 바람직한 일례에는, 물질 또는 폴리펩티드가 실질적으로 정제된 형태로 사용된다. 이를 얻기 
위해서, 폴리펩티드의 정제 방법이 필요할 수도 있다. 폴리펩티드를 정제하기 위해 이용되는 방법은 다음
과 같이 예를 들 수 있다: (i) 항체와의 면역침착법(immunoprecipitation) 또는 항체와의 친화도 크로마
토그래피법, (ii) 알맞은 리간드와의 친화도 크로마토그래피법, (iii) 겔 여과법, 이온 교환 또는 고성능 
액체 크로마토그래피법(HPLC) 또는 상기한 바 중에서 어느 것의 유도제법 등의 기타 크로마토그래피법, 
(iv) 폴리아크릴아미드 겔 전기 영동법, 변형 폴리아크리아미드 겔 전기 영동법, 아가로오스 겔 전기 영
동법 및 등전 집중법과 같은 전기 영동법, 및 (v) 그 외의 어떠한 특정 용해법 및/또는 정제법이 있다. 

본 발명의 물질 또는 폴리펩티드와 의약적으로 허용되는 부형제로 이루어진 의약 조성물 도한 본 발명의 
범위내에 속한다. 이 조성물은 예컨대, 정제된 합성 단백질 또는 정제된 재조합 폴리펩티드로 이루어질 
수도 있다. 

본 발명에 사용되는 IL-10 작용약은 의약적으로 허용되는 배지, 예컨대, 식염수, 인산염 완충 용액(PBS), 
링거액, 덱스트로오스/식염수, 행크액(Hank's  solutin)  및 글루코오스와 배합물로서 제조될 수도 있다. 
이 조성물은 생리 조건에 근접하기 위해 필요한 의약적으로 허용되는 보조 물질, 예컨대 완충제, 강장성
(tonicity) 조절제, 습윤제, 세정제 등을 함유할 수 있다. 또한, 첨가물로는 추가 활성 성분, 예컨데 살
균제 또는 안정제를 함유할 수도 있다. 환자에게 투여되는 양은 투여 물질, 예방 또는 치료와 같은 투여 
목적, 호스트의 상태, 투여 방법 등에 따라 다양하게 될 것이다. 

이 의약 조성물은 전형적으로 경피 투여 또는 비경구 투여, 예컨데 피하 주사또는 근육 주사로 투여된다. 
또한, 경구 투여 형태가 바람직하다면, 이 조성물을 위장 경로를 경유하도록 변형시킬 수도 있다. 이 조
성물은 예방 및/또는 치료 요법으로 사용될 수 있다. 

국부  투여에  알맞은  본  발명의  의약  조성물은  예컨대,  크림,  연고,  로숀,  린네먼트(linements),  젤, 
용액, 현탁액, 페이스트, 스틱, 스프레이 또는 분말 등이 될 수 있다. 이 조성물은 예컨대, 패드, 고약 
또는 스트립 등에 주입 또는 분산시킬 수도 있으며, 1 일 1-10 회 정도로 편리하게 투여된다. 

국부 조성물은 일반적으로, 이 조제물의 총 중량을 기초로하여 활성 성분 1-80 중량%, 예컨대 활성 성분 
0.001-25% w/w, 예컨대 0.1-10%, 0.5-5% 또는 2-5% 정도로 이루어질 것이다. 이 조성물은 국부 투여용으
로 통상 사용되는 의약 부형제로 통상적인 의약 조제 방법에 따라 배합될 수 있다. 조성물에 사용될 수 
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있는 물 이외의 기초제는 연화제, 용매, 습윤제, 밀도 증강제 및 분말과 같은 고체 또는 액체를 포함할 
수 있다. 

이 조성물의 pH는 4-8 정도가 바람직하긴 하지만, 대체로 3-9와 같이 매우 광범위하게 될 수도 있다. 바
람직한 pH를 얻을 수 있도록 통상적인 완충제를 사용할 수도 있다. 

예를 들면, 경피 투여용 조성물은 살리실산 0.05%를 함유한 Moistion's 중성 크림(the pharmacy fo Å
rhus Kommunehospital)과 같은 크림 1 g에 용해된 물질 1 mg을 함유할 수 있으며, 피부상의 플라스틱 하
에서 0.4-0.5 mg의 양으로 투여될 수 있다. 이 조성물은 하기 실시예 16 및 17에서 사용된다. 

의약 조성물은 선택적으로 정맥내로 주사될 수도 있다. 따라서, 본 발명은 허용 가능한 담체, 바람직하게
는 수용성 담체에 용해되거나 현탁화된 IL-10 작용약 물질로 이루어진 조성물을 제공한다. 이 조성물은 
통상적인 멸균법에 의해 멸균화되거나 멸균 여과될 수 있다. 생성된 수용액은 이용할 수 있도록 현품대로 
포장하거나, 동결건조시키는데, 이 동결 건조 제제는 투여되기 전에 멸균 수용성 담체와 배합된다. IL-10 
작용약은 또한, 표준 화학 치료제와 같은 2차 생물학적 활성제로 투여될 수 도 있다. 이러한 작용제는 빈
크리스틴(vincristine),  다우노르빈신(daunorubincin),  L-아스파라긴나제(L-asparaginase), 미톡산트론
(mitoxantrone) 및 암새크린(amsacrine)을 포함하지만 이에 한정되는 것은 아니다. 

치료 요법으로의 적용에 있어서는, 이 의약 조성물을 '치료에 유효한 투여량'으로 정의된 바와 같이, 원
하는 효과가 나타나기에 충분한 양을 환자에게 투여한다.    IL-10 작용약의 치료에 유효한 투여량은, 예
컨대 이 치료법이 행해지는 특정 용도, 투여 방법, 환자의 증상 및 건강, 및 담당 의사의 판단 등에 따라 
달라질 것이다. 예를 들면, 연속 주사용 투여량은 전형적으로 500 ng/kg/day와 50 ㎍/kg/day 사이가 될 
것이다. 이같은 투여량은 인체에서 IL-10의 무작위적 대조구 시험을 기초로하여 산출된 것이다(90). 

의약 배합물에서의 IL-10 작용약의 농도는 광범위하게 변화될 수 있는데, 즉, 약  10 ㎍∼5 mg/ml 정도, 
바람직하게는 약 100 ㎍∼2 mg/ml 정도로 변화될 수 있다. 이 농도는 대개 선택된 투여 방법의 특정 유형
에 따라서, 유체의 부피, 점도 등에 의해 우선적으로 정해질 것이다. 따라서, 정맥 주사용의 전형적인 의
약 조성물은 덱스트로스/식염수 용액 250 ml와 IL-10 작용약 2.5 ㎍을 함유하도록 구성될 수 있다. 

고체 조성물로는, 통상적인 비독성 고체 담체를 사용할 수 있는데, 예컨데 마니톨, 락토스, 전분, 마그네
슘스테아르산염, 나트륨사카린산염, 활석, 셀루로오스, 글루코오스, 슈크로오스, 탄산마그네슘 등의 의약 
등급품을 포함한 것들을 사용할 수 있다. 경구 투여용으로, 의학적으로 허용되는 비독성 조성물을 상기한 
바와 같은 담체 등과 같은 정상적으로 사용되는 부형제와 활성 성분을, 즉 IL-10 작용약 물질을 일반적으
로 10∼95%, 바람직하게는 25-75% 정도로 혼합함으로써 생성시킨다. 

에어로졸 투여용으로는, IL-10 작용약이 계면활성제와 포사약(propellant)과 함께 미세하게 분화된 형태
로 공급되는 것이 바람직하다. IL-10 작용약의 전형적인 퍼센트 농도는 0.01∼20 중량%, 바람직하게는 1
∼10 중량%가 된다. 물론 계면활성제는 비독성이어야 하며, 포사약에 용해되는 것이 바람직하다. 대표적
인 이러한 작용제는 카프로산(caproic), 옥타노산(octanoic), 라우르산(lauric), 팔미트산(palmitic), 스
테아르산(stearic), 리놀산(linoleic), 리놀렌산(linolenic), 올레스테르산(olesteric) 및 올레산(oleic) 
등의 6∼22 개의 탄소를 함유하는 지방산과 지방족 다가알콜과의 부분 에스테르 또는 에스테르 또는 그의 
사이클릭 무수물, 예컨데, 에틸렌글리콜(ethylene glycol), 글리세롤(glycerol), 에리트리톨
(erythritol),  아르비톨(arbitol),  마니톨(manitol),  소르비톨(sorbitol),  소르비톨에서  유도된  헥시톨 
무수물(hexitol  anhydride),  및  이  에스테르의  폴리옥시에틸렌  및  폴리옥시프로필렌  유도체를  들  수 
있다. 혼합 또는 천연 글리세리드와 같은 혼합 에스테르가 사용될 수 있다. 

계면활성제는 이 조성물의 0.1∼20 중량%, 바람직하게는 0.25∼5 중량%로 함유될 수 있다. 일반적으로 이 
조성물의 나머지는 포사약이 된다. 액화 포사약은 전형적으로 대기 하에서는 기체이며, 가압하여 응축된 
것이다. 적절한 액화포사약은 부탄 및 프로판과 같은 탄소원자 5개 이하를 함유하는 저급 알칸이 되고, 
바람직하게는 불소 치환된 또는 불화 염소 치환된 알칸이 된다. 상기한 것들의 혼합물을 사용하는 것도 
가능하다. 에어로졸을 생산하는데 있어서, 적절한 밸브가 장착된 용기를 미세하게 분화된 폴리펩티드와 
계면 활성제를 함유하는 적절한 포사약으로 채운다. 따라서, 이 성분들은 밸브의 동작에 의해 방출될 때
까지 고압 유지된다.

혈청 반감기를 연장하기 위하여, IL-10 작용약을 캡슐로화하거나, 리포좀의 루멘 (lumen)에 주입하거나, 
콜로이드로 제조하거나, 폴리펩티드의 반감기를 연장시킬 수 있는 그 외의 통상적인 기술 방법을 사용할 
수  있다.  따라서,  어떤  실시예에서는,  IL-10  작용약을  리포좀으로  캡슐화할  수  있다.  예컨대,  (83), 
(84), (85) 및 (86)에 개시된 바와 같이, 다양한 방법들을 리포좀 제조용으로 이용할 수 있다.

상기한 바와 같이, IT9302 및 그의 동족체 및 변이체가 상기 병리학적인 이상 증상에 연고나된 것으로 알
려진 시토킨의 효과를 예방하는 데 유용하다고 알려져 있다. 

따라서, 본 발명의 폴리펩티드 또는 그의 동족체 또는 유도체를 이용한 치료법이 가능하다고 여겨지며, 
hIL-10  및/또는  IRAP의  치료가  효과적이라고  기대되는  모든  질병에  대해  연구될  필요가  있다(상기한 
바와, 표 1 및 2 참조). 

도면의 간단한 설명

도 1은 IT9302가 정제된 배양 인체 단구세포에 의한 자발적인 IL-8의 생성을 억제시키는 것을 나타낸 다
이어그램이다. 

도 2는 IT9302가 인체 말초 혈관 단핵 세포에 의한 IL-1 유도성(1 ng/ml) IL-8의 생성을 억제하는 것을 
나타낸 다이어그램이다. 

도 3은 IT9302 자극된 인체 단구세포에 의한 IRAP 생성을 나타낸 도면이다. 

도 4는 IL-10 자극된 인체 단구세포에의한 IRAP의 생성을 나타낸 도면이다. 
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도 5는 CD8+ T 세포에 대한 IT9302의 주화학적 활성을 나타낸 도면이다. 

도 6은 IL-10(10 ng/ml) 유도된 주화학성에 대한 CD8+ T 세포의 비반응성을 야기시키는, IT9302에 의한 
CD8+ T 세포의 제감작화를 나타낸 도면이다. 

도 7은 IT9302에 의한 CD4+ T 세포에 대한 IL-8 활성의 억제를 나타낸 도면이다. 

도 8은 IT9302가 MCAF/MCP-1 유도된 단구세포 주화학성을 억제한다는 것을 나타낸 다이어그램이다. 

도 9는 ECL-웨스턴 블럿팅(Western Blotting)에 의해, CD4+ T 세포 시토졸 단편들 (fractions)에서의 IL-
4 생성을 나타낸 도면이다. 

도 10은 ECL-웨스턴 블럿팅에 의해, 인체 혼합 림프구 배양 시토졸 단편들에서의  TNF-α 생성을 나타낸 
도면이다. TNF-α 웨스턴 블럿팅은 Materials and Methods에 기재된 IL-4와 같이 실시하였는데, 토끼 안
티-인체 TNF-α 항체(Pepro Tech. Inc., London, England) 및 호오스-래디쉬 과산화효소-표지된 이차 항
체(horse-radish peroxidase-labelled secondary antibody: Cat.no. P217, Dako, Denmark)를 이용하여 실
시하였다. 

도 11은 IL-10 및 IT9302에 의한 T 세포 증식으 조절을 나타낸 도면이다. 

도 12은 인체 단구세포에 대한 HLA-DR 발현을 나타낸 도면이다(플로우-시토메트리: flow-cytometry). 

도 13은 총 백혈구 카운팅에 의해 나타낸 것으로, LPS 유도된 쇽 및 백혈구감소증이 IT9302에 의해 조절
되는 것을 나타내는 도면이다. 

도 14는 췌장염을 유발시키기 전에 쥐(murine)의 IT9302를 토끼에게 주사하는 것이 백혈구감소증을 예방
한다는 것을 나타내는 도면이다. 

실시예

물질 및 제조 방법

시토킨 및 화학 유도제(chemoattractants)

재조합 hIL-10을 Pero  Tech  Inc.,  NJ.(Cat.  No.  200  10)으로부터 구했다. 재조합  hIL-1β 및 재조합 
hIL-8을  일본  오사까의  Dainippon  Parmaceutical  Company에서  증여받았다.  배양  배지는,  Limulus 
Amoebocyte Lysate 분석(Sigma E-Toxate Kit Cat. No. 210-A1)에 따라 LPS가 없는, RPMI 1640 GIBCO를 사
용하였다. rhMCAF/MCP-1은 일본의 카나자와의 Kouji Matsushima 교수로부터 증여받았다. 

백혈구의 화학 주성 분석

T 세포의 화학 주성

CD4  항원이나 CD8  항원  둘  중  한  가지로 표시되는 것이 특징인 CD4+  및  CD8+  T  림프구의 서브-세트
(subset)를 정상 제공자(normal donors)의 헤파린 처리된 혈액으로부터 정제하였다. 따라서, Hanks 평형 
염 용액(HBSS) 1 : 1로 헤파린 처리된 혈액 100 mL를 희석하여, 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)를 이 혈액으
로부터 정제한 후에, Lymphopac™(Nycomed Pharma, Oslo, Norway)에서 세포를 층분리시켜 2000 rpm으로 
20 분 동안 그레디언트(gradient) 원심 분리하였다. 이 단핵 세포들을 HBSS로 3 회 씻어주고, 이 세포 펠
렛(cell pellet)을 1%의 송아지 태아 혈청을 함유하는  HBSS 4 mL로 희석시키고, 모노클론(monoclonal) 
항체로 코팅된 다이나비드(Dynabead)를 사용하여 4 ℃에서 CD4 또는 CD8 항원에 저장하였다(다이나비드 
M-450 CD4   Cat.No. 111.16, 다이나비드 M-450 CD8 Cat. No. 111.08, DETACHaBEAD Cat.No.    125.04). 
비드 : 세포의 비율은 10 : 1이었으며, 인큐베이션 시간은 1 시간이었다. 이 비드들은 제조자의 지시에 
따라 폴리클론의 안티-마우스 항체를 첨가하여 분리시켰다. 

주화학성은  상기한  바와  같이(74;  참고  ref.  3과  ref.  14)  48-웰  마이크로  챔버  테크닉(Neuroprobe, 
Rockville,  MD)으로  분석하였다.  화학  유도제(chemoattractants)는  RPMI  1640(GIBCO  Cat.No. 61870-
010)에 1%의 멸균 여과 송아지 태아 혈청으로 희석시키고 25 ㎕ 하위(lower) 챔버에 보관하였다. T 세포 

주화학성을 측정하는 경우에, T 세포(5×10
6
/mL)는 배지에 현탄액화하고, 50 ㎕를 타입 Ⅳ 콜라겐 (Sigma  

Cat. No. C 0543)으로 코팅된, 5 ㎛ 공극 크기의 폴리카보네이트 필터로서, 폴리비닐피롤리돈이 없는 필
터(Nucleopore Corp., Pleasanton, CA)에 의해 하위 챔버로부터 분리되어 상위(upper) 챔버에 놓았다. 세
포들을 37 ℃에서 5% CO2로 2 시간 동안 이동시켰다. 그 후에, 필터를 조심스럽게 제거하고, 70%의 메탄올

로 고정시켜 쿠마스 브릴리언트 블루(Coomas's Brilliant Blue)로 5 분 동안 염색하였다. 디지탈 분석용 
컴퓨터 시스템에 연결되어 주화학적 이동을 관찰측정하기 위한 소프트웨어에 의해 지원되는 현미경용 비
디오 카메라를 사용하여, 이 필터의 하위 표면에 붙어 있는 세포들의 면적을 측정해서 이 세포들을 산출
하였다. 12,000∼13,000 세포들에 해당하는 약 5% 정도의 T 세포들이 자발적으로 이동하였는데, 날짜별로 
달라지긴해도 같은 날의 실험에서는 그 차이가 거의 없다. 따라서, 상기한 바와 같이(ref.  3와  ref. 
14), 자발적인 이동을 반영하는, 샘플에서의 세포 이동 수와 음성 대조군(ne-gative control)에서의 수의 
비로서 이 결과들을 보고하는 것이 채택되었다. 이 비율은 주화학성 지수(CI)로서 인용되는 것이다. 모든 
샘플들은 삼중으로 분석되었으며, 각각의 웰에서의 세포 이동이 면적의 평균치를 산출하기 전에 세 분야
에서 산출되었다. 몇몇 실험에서는 주화학성막(chemotaxis membrane)이 콜라겐으로 코팅되어 있지 않았으
므로, 본 분석 시스템에서는 세포의 이동이 화학 주성 챔버의 하위 웰의 바닥으로 떨어질 것이다. 

첫 번째 실험에서는, 하위 챔버에 첨가되는 일련의 IT9302 희석물을 테스트하고 상기한 바와 같이 주화학
성을 측정함으로써, CD8+ T 세포에 대한 IT9302의 주화학적 활성에 관한 작업을 수행하였다. 

두 번째 실험에서는, rhIL-10(10 ng/ml)에 대한 반응으로서의 CD8+ T 세포의 이동에 대한 IT9302의 제감
작화 성능을, 주화학성에 관한 실시 30 분 전에 IT9302를 표적 세포에 첨가함으로써 연구하였다. IT9302
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를 연속적인 농도로 첨가하였으며     rhIL-10의 주화학적 반응을 상기한 바와 같이 측정하였다. 

세 번째 실험에서는, rhIL-8(10 ng/ml)에 대한 CD4+ T  세포의 주화학적 반응을 억제하는 IT9302의 성능
을, 주화학성에 관한 실시 30 분 전에 IT9302를 표적 세포에 첨가함으로써 연구하였다. IT9302를 연속적
인 농도로 첨가하였으며 rhIL-8의 주화학적 반응을 상기한 바와 같이 측정하였다. 

단구세포의 주화학성

단구세포의 주화학성은 T 세포의 경우에서 상기한 바와 같은 Boyden 챔버 장치를 사용하여 측정하였다. 
화학 유도제 MCAF/MCR-1을 RPMI 1640 배지에 0.5% BSA로 희석시키고 10 ng/ml의 농도로 하위 챔버에 첨가
하였다. 표준 플라스틱 부착 기법  (standard plastic adherence technique)에 의해 정제된, 정상 인체 
PBMC로부터  상기한  바와  같이  얻어진  단구세포를  RPMI  1640  배지에  0.5%  BSA로  현탄액화시킨  후에, 

IT9302의 존재 하에서 다양한 농도로 30 분 동안 인큐베이션시켰다. 그 후에, 이 세포들을 10
6
 세포/ml 농

도로 상위 주화학성 챔버에 첨가하였다. 상위 및 하위 챔버들은 8 ㎛ 공극 크기를 갖는 폴리비닐피롤리돈
이 없는 폴리카보네이트 필터  (Nucleopore, Pleasanton, CA)에 의해 분리되었다. 이 챔버는 37 ℃로 90 
분 동안 인규베이션되었다. 이동 세포를 함유하는 막을 상기한 바와 같이 처리하고 상기한 바와 같은 방
법에 의해 주화학성 지수를 측정하였다. 

정상 인체 말초 혈관 단핵 세포(PBMC)에 의한 IL-8의 생성

PBMC는 정상 제공자의 헤파린 처리된 혈액으로부터 정제되었다. Lymphoprep™    (Nycomed Pharma, Oslo, 
Norway)로 그레디언트 원심 분리를 실시한 후에, 1%의 멸균 여과 가열 비활성화된(heat-inactivated) 송
아지 태아 혈청과 페니실린(10,000 IE/ml), 스트렙토마이신(10 mg/ml) 및 젠타마이신(2.5 mg/ml)를 함유

하는 LPS 없는 RPMI 1640 배지(Gibco Cat.No. 6187-010)에서 2×10
6
 cells/ml로 이 단핵 세포를 희석시켰

다. 세포들을 24 웰의 Nunc Micro Plates(Nunc, Denmark)에서 다양한 농도의 IT9302(0.1 ㎍, 100 ng, 10 
ng, 1 ng, 0.1 ng, 0.01 ng/ml)로 24 시간 동안 배양시켰다. 24 시간 동안의 인큐베이션 후에, 또다른 투
여량의 IT9302를 1 회 추가 첨가하고, 1 시간 후에 r-hIL-1ß(1 ng/mL)를 이 세포 배양물에 첨가하였다. 
총 48 시간 동안 인큐베이션한 후에, 상등액을 모아서 분비된 IL-8의 농도를 IL-8 ELISA 키트(Dainippon 
Pharmaceutical Co. Ltd, Osaka, Japan)을 사용하여 IL-8 ELISA로 측정하였다. 간단하게는, 표준액과 세
포 상등액을 한 시간 동안 인큐베이션시키는데, 마이크로 플레이트 쉐이커(micro-plate shaker)에서 20 
℃로 이중으로 인큐베이션시켰다. 그 후에, 세척하고 이차 항체를 한 시간 동안 첨가하고, 과산화효소-표
지된 염소 안티-토끼 IgG로 한 시간 동안 인큐베이션시켰다. 세척한 후에, 이 반응을 O-페닐렌디아민으로 
진행시켰다. 30 분 후에, 1.6 N의 황산으로 이 반응을 종결시켰다. 광학 밀도(OD)는 490 nm에서 ELISA 판
독기로 측정되었다. IL-8 농도는 미지의 흡수도 vs. IL-8의 표준 농도의 보정 곡선을 통해 산출하였다. 

IRAP 농도 측정

PBMC를 상기한 바와 같이 정제하였다. PBMC를 RPMI 1640, 10%의 멸균 가열 비활성화된 송아지 태아 혈청
(페니실린 10,000 IE/ml, 스트렙토마이신 10 mg/ml, 젠타마이신 2.5 mg/ml 포함)에서 배양하였으며, 세포 

농도는 5×10
6
 cells/ml가 되었다. 그 후에, 단구세포를 표준 플라스틱 부착 기법으로 정제하였다. 그리고

나서, 단구세포를 RPMI 1640 에서 2% FCS(2.5 × 10
6
 세포/mL) 및 rhIL-10 또는 IT9302의 다양한 희석액으

로  배양하였다.  이  세포들을  24  시간  동안  자극하고,  IRAP  측정용으로  상등액을  채집하였다.  R＆D 
Systems Europe Ltd.제의 인체 IL-1ra 콴티킨 면역분석 키트(Human IL-1ra Quantikin Immunoassay Kit; 
Cat. No. DRA 00, Abingdon,   Oxon, UK)를 사용하여 IRAP ELISA를 실시하였다. 

T 세포 증식의 측정

증식 분석. PBMCs(2×10
5
)을 10% FCD이 함유된 RPMI 배지 200 ㎕에서 PHA 0.5 ㎕/ml 및 rhIL-10(1, 10, 

100 ng/ml)  또는 IT9302(0.1, 1. 10 ng/ml)로 해서 삼중으로 72 시간 동안 배양하였다. 최종 18 시간 동

안 
3
H-티미딘을 0.5 μCi/well로 첨가하였다(Amersham, Denmark). 이 세포들은 필터로 채집되고, 신틸레이

션 유체(scintillation fluid: Ultima, Gold MV, Packard)를 첨가하였다. 이 신틸레이션 카운팅을 Tri-
Carb model 1600 TR, Packard로 수행하였다.

단구세포에 대한 클래스 II 항원 발현의 측정

인체 단구세포에 대한 HLA-DR 발현. 새로 헤파린 처리된 혈액을 10% FCS를 함유한 RPMI 1640에서 37 ℃로 
플라스틱에 부착시킴으로써 단구세포를 분리하였다. 인큐베이션시킨 후에, 상등액을 제거하고, Hank's 용
액(1% FCS가 함유, 4 ℃)를 첨가하고, -20 ℃에서 15 분 동안 냉각시켜 테이블을 향해 약하게 내리침으로
써 세포들을 분리시켰다. IFn-γ전에 첨가된 rhIL-10(100, 10, 1 ng/ml) 또는 IFn-γ(10 ng/ml)으로 2% 

FCS가 첨가된 RPMI 1640에서 40 동안 단구세포들이 자극되었다(2×10
6
 cells/ml). 상기한 바와 같이 냉각

시켜 이 세포들을 웰로부터 분리시켰다. 새로운, 비-고정된 세포들은 HLA-DR에 대한 안티휴먼 항체에 의

해 타이핑되는 표면에 사용되었다. 이 세포들은 1% FCS가 함유된 Hank's 용액에 재현탁액화하고(1×10
6
 

cells/ml),  FIFC  콘쥬게이티드  마우스-안티-인체  HLA  DR,  DP,  DK  항체들을  45  분  동안  첨가하였다(F 
0817, DAKO Denmark). 이 세포들을 Hank's 용액으로 3 회 씻어주고, Coulter-Epics XL-MCL 플로우 시토미
터로 488 nm의 파장에서 FACS 분석을 수행하였다. 비-특정적인 결합이 비-연관성 Fitch 콘쥬게이티드 항
체로 측정되었다(마우스 안티 염소 DAKO F 479).  

또다른 세포들은 10% DMSO, 40% RPMI 1640 및 50% 멸균 FCS로 고정되고, -80 ℃에서 보관되어 DNA 타이핑
에 이용되었다. 

담구세포에서의 아포프토시스(apoptosis)의 측정

자극된 단구세포의 DNA  타이핑.  상기 고정된 세포들을 70%  에탄올에서 60  분  동안 인큐베이션시키고, 
Hank's 용액으로 3 회 씻어주었다. 1×106 세포들을 pH 8.4 1.12% 시트르산나트륨 용액에서의 RNasw 1 ㎍
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/ml 250 ㎕에 재현탁액화하고(Ribonuclease A, Pharmacia No. 17-0442-01), 37 ℃에서 3 분 동안 인큐베
이션하였다. 그 후에, 프로피듐요오드 250 ㎕(propidiumiodide: Hank's 용액에 50 ㎍/ml)를 첨가하고, 세
포들을  암실에서  30  분  동안  인큐베이션시켰다.  이같은  세포들을  Hank's  용액으로  2  회  씻어준 후에
(Jensen 등,(110)), Coulter-Epics XL-MXL로 파장 550 nm에서 플로우 시토메트리에의해 DNA 함량을 측정
하였다.

결과

IL-10 및 IT9302에 의한 T 세포 증식의 조절

PBMC's는 상기한 바와 같이 PHA로 자극되고, rhIL-10 및 IT9302를 최종 18 시간 동안 측정하였다. 도 11
에 나타낸 바와 같이, rhIL-10 및 IT9302 모두가 100 ng/ml rhIL-10 및 10 ng/ml IT9302의 적정 농도에서 
세포 증식이 하향 조절되었다. 

인체 단구세포에 대한 HLA-DR의 발현 

단구세포는 상기한 바와 같이 정제되고 IFN-γ 30 분전에 첨가되는 IT9302및/또는 rhIL-10 및/또는 IFn-
γ(10 ng/ml)에 의해 40 시간 도안 자극되었다. MHC II 항우너 발현은 FIFC 콘쥬게이티드 마우스-안티-인
체 HLA DR, DP, DK 항체에 의한 인큐베이션으로 연구되었다. 도 12에 나타낸 바와 같이, IFN-γ에 의해 
MHC II 항원 발현이 상향 조절되었으며, rhIL-10 10 ng/ml 및 IT9302 1 ng/ml는 마찬가지 방식으로 MHC 
II 항원 발현을 하향 조절하였다. 

자극된 단구세포의 DNA 타이핑  

상기로부터의 IFN-γ 자극된 단구세포는 프로피듐 요오드로 인큐베이션되고, 플로우 시메트리에 의해 DNA 
함량이 측정되었다. 세포 증식의 G1 또는 G2 상에서 DNA 발현 단편이 측정되었으며, 아포프토시스 발현 단

편 또한 측정되었다. 도 12에 나타낸 바와 같이, 비-자극된 단구세포는 6.6% 아포프토시스를 발현하며, 
IFN-γ 자극은 4.4%로 아포프시스를 하향 조절한 반명에, 세포의 IL-10, IFN-γ 및 IT9302 + IFN-γ 자극 
모두는 각각 아포프토시스 단편을 10.3% 및 9.3%로 유도하였다. 

CD4+ T 림프구에 의한 IL-4 생성의 측정

세포 배양 

CD4+  T  림프구를  헤파린  처리된  정상  인체의  혈액으로부터  정제하였다.  Lympho-    prep™(Nycomed 
Pharma, Oslo, Norway) 그레디언트 원심 분리를 실시한 후에, 모노클론 안티-CD4 항체로 코팅된 다이나비
드(Dynal AS, Norway)를 사용하여, 이 단핵 세포를 4 ℃에서 추가로 분류하였다. 이 비드는 폴리클론 안
티-마우스 항체(Dynal AS, Norway)를 첨가하여 분리하였다. 이와 같이 분명하게 선택된 세포들의 순도는 
FACS  분석에  의한  평가로는  99%보다  높았다.  IL-8로  자극된  T  세포에  의한  IL-4의  재-생성(de  novo 
production)을 검측할 때, T 세포는 1%의 멸균 여과 가열 비활성화된 송아지 태아 혈청(FCS), 페니실린
(10,000  IU/ml),  스트렙토마이신(10  mg/ml)  및  젠타마이신(2.5  mg/ml)을  함유한  LPS가  없는  RPMI 

1640(Gibco Cat.no. 61870-  010)에서 5×10
6
 cells/ml 배양한다. 

rIL-8(100 ng/ml), rIL-10(100 ng/ml), IT9302(10 ng/ml) 및 IFN-γ(10 ng/ml)를 사용하여, T -세포를 3 
일 동안 자극시켰다. 재조합 인체 IL-8(rhIL-8)은 일본 오사까의 Dainippon Pharmaceuticals Co. Ltd로부
터 증여된 것이었으며, IFN-γ는 독일의 Boehringer Ingelheim Am Rhein에서 판매되는 것이었다. IL-8의 
자극의 특정 억제 반응을 얻기 위해서는, 중화시키는 모노클론 안티-IL-8 항체 (WS.4)를 사용하였다(일본
의 Dr. K. Matsushima로부터 증여됨). 재조합 IL-10은 Pepro Tech. Inc.(영국의 런던)에서 구입하였다. 

겔 전기영동법용 세포 물질 및 배양 상등액의 제조

배양된 T 세포 및 배양 배지를 2000 rpm으로 5 분 동안 원심 분리법에 의해 분리시켰다. 이 상등액은 냉
동 건조시킨 후에, 용해 완충제 100 ㎕에 용해시켰다. 이 세포들을 바로 겔 용해 완충제 100 ㎕에 재현탄
액화하였다(9). 이 물질을 다음 실험을 위해 -80 ℃에 보관하였다. 

CD4+ T 세포 유도 단백질의 ECL-웨스턴 블럿팅

세포 또는 냉동 건조된 세포 배양 상등액을 IL-4 단백질 함량 측정용으로 사용하였다. 일차원의 15% SDS-
PAGE 겔로부터의 단백질을 블럿팅에 의해 Hybond-ECL 니트로셀룰로오스막(Amersham RPN2020D, 영국)에 옮
기고, 5%의 소 혈청 알부민(Sigma)으로 0.1%의 트윈(Tween)-20을 함유하는 트리스(Tris) 완충 식염수(pH 
7.8)에서  블록킹되었다.  그  후에,  이  블로팅시킨  것을  폴리클론  염소  안티-인체  IL-4  항체(R＆D   
Systems,  UK)로  인큐베이션시킨 후에,  호오스  래디쉬  과산화효소 표지된 이차  항체(Cat.no.  RPN  2106 
ECL, Amersham, UK)로 인큐베이션시키고, 면역염색을 90 초 동안 필름(Kodak X-OMAT-S, USA) 노출에 의해 
검측하였다. 

실시예 1

인체의 단구세포에 의한 자발적인 IL-8 생성의 억제

이  테스트는  '정상  인체의  말초  혈액  단핵구  세포(PBMC)에  의한  IL-8의  생성(Production  of  IL-8  by 
normal human periheral mononuclear cells(PBMC))'에 개시된 바와 같이 실시하였다. 단구세포를 플라스

틱 부착 기법으로 정제하고, 3.0 × 10
6
    cells/ml를 40 시간 동안 자극시켰다. 도 1에 나타낸 바와 같

이, IT9302가 단핵 세포에 의한 IL-8의 생성을 억제시키며, IT9302 0.1 ng/mL로 IL-8 생성은 생체외에서
의 자발적인 생성의 35%로 억제되었다. 세포들의 생존력은 배양 1 일 후에 80%를 넘었고, 본 실시예에서
나 다음의 실시예에서 IT9302의 첨가가 IT9302 농도 0.1-1000 ng/ml(IT9302 MW: 1,127 dalton, rhIL-10 
예상 MW: 18,400 dalton) 중의 어떤 농도에서의 생존력에 영향을 미치지 않았다. 

실시예 2
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인체 말초 혈액 단핵 세포(PBMC)에 의한 IL-1β 유도된 IL-8 생성의 억제

이 테스트는 '정상 인체의 말초 혈액 단핵구 세포(PBMC)에 의한 IL-8의 생성'에 개시된 바와 같이 실시하
였다. 도 2에서 나타낸 바와 같이, IT9302는 투여량 종속 방식으로 생체외에서의 정상 인체 말초 혈액 단
핵 세포에 의한 IL-8의 생성의 IL-1β 유도 생성을 억제하였다. IL-8 생성의 억제는 IT9302 농도 0.01-
100 ng/mL에서 고원처럼 평평하게 되었다. 

실시예 3

인체 단구세포에 의한 인터로이킨 1 수체 길항 단백질(IRAP)의 생성

이 테스트는 'IRAP 농도 측정(Determination of IRAP concentration)'에 개시된 바와 같이 실시하였다. 
도 3에 나타낸 바와 같이, IT9302 투여량 종속적으로 인체의 단핵 세포에 의한 IRAP의 생성을 
유도하였다. IT9302의 농도를 10 ng/ml 이상 사용할 경우에, 이 생성이 급격히 증가하였다. 도 4는 rhIL-
10에 의한 IRAP의 유도를 나타내며, hIL-10이 IT9302보다 약 20 배 정도가 크므로 몰농도에서 IT9302       
10 ng/ml는 IL-10 200 ng/ml와 같다. 따라서, IT9302와 rhIL-10의 유효성을 비교할 수 있으며, 낮은 농도
에서는 대략 IRAP의 유도에 있어서 같다. 하지만, IT9302 농도가 10 ng/ml를 넘게되면, IRAP의 유도는 급
격히 증가하여 60 ng/ml 정도의 chleo 수준에 이르게 된다. 또한, 특히 IT9302에 대해 지시되는 항체에 
의한 이같은 유도의 특정성이 테스트되었다. 단구세포가 자발적으로 IRAP 3.5 ng/ml를 생성시키고, 이들
이 1-10 ng/ml IT9302에 의해 10.6 + 0.6 ng/ml의 최대 IRAP 생성까지 유도되는 분리 실험에서, 이같은 
생성은, IT9302 10 ng/ml를 첨가하기 30 분 전에 2 ㎍/ml가 첨가되는 IT9302에 대한 폴리클론 항체에 의
해 차단되어, IRAP 레벨이 2.9 + 0.3 ng/ml 정도로 하향 조절될 수도 있다. 이같은 결과들은 IL-10에 대
한 항체로 얻어진 결과와 반대되는 것인데, IL-10에 대한 항체로는 동일한 방식으로 첨가하여도(IT9302 
10 ng/ml를 첨가하기 30 분 전에 2 ㎍/ml) IRAP 생성을 차단시키지 않았으며, 오히려 22 ㎍/ml로 상향 조
절되었다. 이같은 항체가 IT9302가 아닌 내인성  IL-10을 중화시킬 수 있다는 것으로 이같은 결과를 설명
할 수 있다. 세포 배양에서 자발적으로 생성된 IL-10은 IT9302에 의해 IRAP 생성에 대해 음성 자동조절 
효과를 갖는다. 

실시예 4 

인체 CD8+ T 림프구에 대한 주화학적 효과

이 실험은 '백혈구 주화학성 분석(Leukocyte chemotaxis assay)'에 개시된 바와 같이 실시하였다. 도 5에 
나타낸 바와 같이, IT9302는 생체외에서 CD8+ 인체 T 림프구의 주화학적 이동을 유도하는 반면에, CD4+ T 
세포에는 영향을 미치지 않았다(데이타 미첨부). 다시, IT9302의 경향성을 상기한 바와 같은 rhIL-10의 
경향성과 비교할 수 있다(14).   

실시예 5

rhIL-10에 대한 비반응성을 야기시키는, 인체 CD8+ T세포를 제감화

이 실험은 '백혈구 주화학성 분석'에 개시된 바와 같이 실시하였다. CD8+ T 세포를 rhIL-10에 대한 주화
학적 반응에 대한 테스트를 실시하기 30 분 전에, IT9302를   CD8+ T 세포의 현탄액에 첨가하였다. 도 6
에 나타낸 바와 같이, 세포를 IT9302로 예비 배양시키는 것이 결과적으로 hrIL-10에 대한 CD8+ T 세포의 
반응성을 억제시켰다. 이 결과는 IT9302가 rhIL-10과 IL-10 수체와의 결합에 영향을 미칠 수도 있다는 것
을 나타낸다. 

실시예 6

IL-8에 대한 CD4+ T 림프구의 주화학적 반응의 억제

이 실험은 '백혈구 주화학성 분석'에 개시된 바와 같이 실시하였다. 도 7에 나타낸 바와 같이, 투여량 종
속 방식이며 인체 CD4+ T 림프구의 현탄액에 첨가된 IT9302가 IL-8에 대한 CD4+ T 세포의 반응을 억제시
킨다. 

실시예 7

MCAF/MCP-1에 대한 인체 단구세포의 주화학적 반응의 억제

본 실험은 '단구세포의 주화학성(Monocyte chemotaxis)'에 개시된 바와 같이 실시하였다. 도 8에 나타낸 
바와 같이, 투여량 종속 방식이며 인체의 단구세포의 현탄액에 첨가된 IT9302가 MCAF/MCP-1에 대한 단구
세포의 반응을 억제시킨다.

실시예 8

IFN-γ로 자극되는 경우에, 인체 단구세포에 대한 클래스 II MHC 분자 발현의 억제

새로운 실험 모델(플로우-시토메트리)에서, IFN-γfh 자극된 단구세포가 MHC II 항원의 그의 발현을 상향
조절하고,  이같은  유도가  동일한  방식으로  IL-10  및  IT9302에  의해  차단될  수  있다는  것을  나타내고 
있다. 동시에, 두 가지 펩티드 모두 단구세포에서 아포프토시스를 나타내는 세포의 수를 상향 조절한다
(도 12 참조) 이 실험들은 IL-10 및 IT9302가 클래스 II MHC 발현의 하향조절을 통해 단구세포의 능력을 
나타내는 항원을 감소시킴으로써 T 세포 증식에 종속적인 단구세포/대식세포를 억제시킬 수 있다(도 12 
참조). 

PHA에 의해 자극된 PMBC's는 
3
H-티미딘과의 병용에 의해 나타난 바와 같이, 증식을 개시하는데, 이또한  

IL-10 및 IT9302에 의해 하향 조절될 수 있다. PHA는 Ca
2+
 종속 채널의 활성화를 통해 T 세포 증식을 자극

한다. 인체 T 세포 클론(clones)에서 Ca
2+
 플럭스(fluxes)는 세포들을 IL-10으로 예비-인큐베이션할 때 감

소되었다(Taga, K. 등, 1992). 본 실험은 IT9302에 의해서, 또한 Ca
2+
 종속 채널의 조정에 의해 하향 조절
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된다는 것을 나타낸다. 

실험에 관한 토의 

본 데이터는, 전구-염증 활성을 반영하는 경로에 있어서, IL-8 생성 및 단구세포 및/또는 T 세포의 이동
을 포함하는, 합성 노나펩티드, IT9302의 투여량 종속 억제 효과를 입증한다. 따라서, IT9302는 밤새 배
양된 인간의 단구세포에 의한 IL-8의 자발적인 생성을 억제시킬 수 있었다. 이 결과는 IL-8 mRNA 생성 및
/또는 후속 단백질 생성 및/또는 방출에 대한 직접적인 억제 효과로 설명할 수 있었다. 또다른 메카니즘
은, 시험관에서 배양된 단구세포가 IL-1을 나타내고 생성할 것인데, 그 후에 교대로 IL-8의 생성을 유도
한다는 사실로 설명할 수 있었다. IT9302이 단구세포로부터 IRAP의 생성을 강력하게 유도한다는 것이 증
명된 사실이 이를 뒷받침해준다. 그러므로, IT9302는 IL-1의 작용을 방해하여 자발적인 IL-8의 생성을 억
제시키기도 한다. 배양에 IL-1을 첨가하기, 적어도 16  시간 전만을 제외하곤, 배양에 첨가된 IT9302가 
IL-1 유도 IL-8생성을 방해하기 때문에, IT9302에 의한 IRAP의 관찰되는 유도가 생물학적 활성 IRAP를 유
도하는 것으로 나타난다. 이는 IT9302가 IRAP의 생성을 유도하여 IL-1 유도 IL-8의 생성을 억제한 후에, 
그의 수체를 통해 교대로 IL-1의 활성을 차단시키다는 것을 의미하는 것일 수 있다. IT9302가 직접적으로 
IL-8의 생성을 억제한다면, IL-1을 첨가하기 1 시간 전에 IT9302를 배양물에 첨가하는 것이 IL-8의 생성
을 억제시킬 수 있다고 예측되어질 수 있었으나, 실제로는 그렇게 되지 않았다(데이타 미첨부). 따라서, 
관찰되는 IT9302의 IL-8 생성 억제는 IL-8 생성의 직접적인 억제보다는 IRAP 생성의 유도에 기인한다는 
것이 타당하다. IT9302는 특히 IRAP의 유도 및, 그에 따른 TNFα, IL-8 및 그 외의 다수의 시토킨류와 인
자들과 같은 IL-1에 의해 유도되는 그 외의 시토킨의 유도에 의해 IL-1 수체를 차단시킨다. 이 유도의 특
정성은 IT9302에 대한 본 발명의 항체가 IRAP의 유도를 차단시킬 수 있다는 것에 의해 확인되었다. 또다
은 IL-10 항체 19F1은 IT9302-유도되는 IRAP 생성을 차단시키지 않았다. 

IT9302는 또한, IL-8에 대한 반응으로서 이동하는 CD4+ T 세포의 작용 능력을 억제하여 IL-10과 유사한 
활성을 띤다. IL-8이 많은 다양한 염증 상태와 관련된 것이고, 피부 알레르기 등의 T 세포 조절 면역 염
증의 침윤물에서 일찍 나타나기 때문에, 이와 같은 특색들이 T-세포 매개 면역 염증성 질환 치료용으로서
의 명확한 의약 효과를 갖는다는 것이 입증될 수도 있다.

이와 같이 밝혀진 IT9302의 CD8+ T 세포 주화학적 활성은 IL-10의 활성과 유사한 것이기도 해서, IT9302
가 T-세포 조절 면역 염증을 종결시키는 억제 인자의 작용과 함께 T 세포군들을 활성화시킬 수도 있다. 
따라서, 상기한 바와 같이 밝혀진, 실시예에 따른 IT9302가 IL-10 및/또는 IRAP 역시 의약 효과를 갖을 
수도 있는 질병에서, 의약적인 효과를 갖는다. 추가적으로, IL-8 및/또는 MCAF 및/또는 IL-1이 발병원 역
할을 한다고 여겨지는 질병에서, IT9302는 의약적인 효과를 갖을 수도 있다. 본 발명은 IT9302의 동족체, 
즉 상기한 바와 같은 특성 중의 적어도 일부를 갖는 물질 또는 펩티드에 관한 것이다. 

실시예 9

CD4+ T 림프구에서의 IL-4 생성의 유도

배경기술

IL-10와 같이, IL-4는 TH2 타입의 CD4+ T세포의 생성물이다. 배양된 재조합 인체   CD4+ T 세포에 의해 

IL-4의 생성이 유도된다는 것이 관찰되었다. 이는 IL-10이 그 자체의 면역 억제 기능에 더하여, 또다른 
면역 억제 시토킨, IL-4의 생성 또한 유도한다는 것을 의미하는 것이다. 따라서, IT9302도 CD4+ T 세포에 
의한 IL-4의 생성을 유도하는지에 대해서도 테스트하였다. 

따라서,  'T  세포의  주화학성에  대한  방법(Methods  for  T  cell  chemotaxis)'에  개시된  바와  같이 
정제되고,  'CD4+  T  림프구에  의한  IL-4의  생성의  측정(Determiantion  of  IL-4  production  by  CD4+  T 
lymphocytes)' 절에 개시된 바와 같이 배양된 CD4+ T 세포를 IT9302(10 ng/ml) 또는 IL-10(100 ng/ml)으
로 3 일 동안 자극시켰다. 시토졸 단편을 모아서 웨스턴 블럿팅(도 9) 및 염소 안티-인체 IL-4 폴리클론 
항체를 이용하여 그 IL-4의 함량을 분석하였다. 

도 9에서 나타낸 바와 같이, IL-10 및 IT9302가 배양된 정상 인간 CD4+ T 세포에 의한 IL-4의 생성을 유
도하는 것이 관찰되었다.  

실시예 10

혼합 백혈구 반응(MLR) 동안의 TNF-α 생성의 억제

혼합 백혈구 반응이 부분적으로 반응 중의 TNF-α 생성에 종속적이라는 것이 입증되었다. IT9302가 MLR을 
현저하게 감소시키는 것이 나타난 것이 아니라, MLR 동안의 TNF-α의 생성을 현저하게 감소시킨다는 것을 
알 수 있었다. 

따라서, 인체의 백혈구를 정제한 후에, 알로겐 제공자(allogeneic donor)로부터 4 일 동안 1,000,000 세
포/mL를  배양시켜  MLR을  실시하였다.  배양을  설정하기  전에,  세포군  중의  1  군을  베타  조사(beta 
irradiation)을 사용하여, 2 분 동안 조사하였다. 시토졸 단백질 단편을 'CD4+ T 임파구에 의한 IL-4의 
생성의 측정' 절에 개시된 바와 같이 정제하여, 토끼 안티 휴먼 TNF-α 항체를 사용하여 웨스턴 블럿팅을 
실시하였다. 

도 10에 나타난 바와 같이, TNF-α의 생성에 있어서의 현저한 감소가 인체 혼합 백혈구 반응 동안에 관찰
되었다. 

실시예 11

돼지의 LPS 유도된 쇽 및 백혈구감소증의 조절

IT9302가 TNF-α 및 IL-8을 포함한 시토킨의 생성을 조절한다는 것이 밝혀짐과 개시된 돼지 IL-10의 서열
(88)을 참고로 해서, IT9302가 돼지의 LPS 유도 백혈구감소증을 조절할 수 있는지 여부를 테스트하였다
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(도 13). 

예비 실험에 있어서, IT9302 01 mg/kg의 정맥 주사가 돼지에서의 LPS 2 ㎍/kg의 정맥 주사에 대한 효과를 
어떻게 조절하는지를 테스트하였다(N = 3). LPS를 주사하기 30 분 전에 IT9302를 주사하고, 혈액 샘플을 
도 13에 나타낸 바와 같이 채혈하였다. 총 백혈구 수 및 분화 세포수(differential cell count)를 측정하
고, 이 결과를 기초로 하여 중성 친화성 백혈구의 총수를 기준하여 산출하였다. 

밝혀진 바와 같이, LPS의 주사는 일시적인 백혈구감소증을 야기시켰다. 하지만,   IT9302의 주사가 도면
에 나타낸 바와 같이 백혈구 감소증을 예방하였다. 

실시예 12

마우스에서 LPS투여 후의 혈장에서의 TNF-α 방출에 대한 인체 IT9302과 유사한 쥐의 IT9302의 효과

재조합 쥐  IL-10이 치명적인 내독소병(endotoxemia)를 예방할 수 있다고 하는 것이 입증되어 있고(89), 
추가로 인체에 투여된 IL-10이 T-세포에 대해 억제 효과를 가지며, 전구-염증성 시토킨류의 생성을 억제
한다는 것이 밝혀져 있다(90). 이 연구의 목적은 IT9302가 LPS 투여 후에 내독소 유도성 쇽에 노출된 마
우스에서 TNF-α의 생성을 억제할 수 있는지를 테스트하는 것이다(도 14). 

8  주령 BALB/C  마우스를 사용하였다(Centre  for  Research  Animals,  Bomholtgaard,  Bomholtvej  10, DK-
8680  Ry,  Denmark에서  구입함).  E.  coli의  LPS를  Sigma  (batch  3444114)에서  구입하고,  IT9302를 
Schafer-N, Lerso Parkalle 42, DK-2100 Copenhagen Ø, Denmark에서 구입하였다. 

마우스에 0.9 M NaCl 1 mL로 LPS 100 ㎍을 복강내 주사하였다. 이 LPS를 주사하기 60 분 전에, 인체 IL-
10의 0.1 ㎍, 1 ㎍ 및 10 ㎍에 등가로 쥐의 IT9302를 투여하였다. 5 마리의 동물군을 각각 1, 2, 3 및 4 
시간 후에 마취시켰다(Imobilon, Pherrovet, Malmo, Sweden). 그 후에, 심장 펀칭을 통해 최대한의 전체 
혈액을 채혈하였다. 이 혈액을 차가운 상태로 원심분리하고, 혈청을 채집하고, ELISA에 의한 후속 TNF-α 
함량 분석을 위해 -70 ℃에 보관하였다(TNF-α 마우스 면역 분석 진단 키트, Genzyme, Cambridge, MA, 
USA). 

밝혀진 바와 같이, mIT9302로 처리되지 않은 대조군에 비해, 쥐의 IT9302 10 ㎍이 마우스 혈청에서 TNF-
α를 명확히 억제하는 것이 관찰되었다(표 3 참조). 

[표 3]

마우스 혈청에서의 m-TNF-α ng/ml + SEM 

LPS 주사 60 분 전에 첨가되는 hIL-10과 등가인 쥐의 IT9302 

0 0.1 ㎍ 1 ㎍ 10 ㎍

1 h 2.48±0.16 1.92±0.48 2.64±0.38 1.84±0.16

2 hs 1.43±0.17 1.68±1.27 1.16±0.21 0.62±0.14

3 hs 0.48±0.04 0.05±0.02 0.18±0.05 0.0

4 hs 0.09±0.06 0.06±0.02 0.20±0.04 0.05±0.01

실시예 13

쥐의IT9302를 이용한, 담즙산에 의해 유도된 급성 췌장염의 조절

설치 동물, 마우스 및 토끼가 대개 동물 모델로 사용되며, 최근에 겐자임 진단법 (Genzyme Diagnostics)
이 시토킨 연구 생성물(Cytokine Research Products)에 대한 교차 반응성 키트로 알려져 있다. 특히, 마
우스 면역 분석 키트로 토끼 TNF-α 및 INF-γ를 측정할 수 있었다. 실험적인 급성 췌장염에서의 IL-8의 
병인학적 역할을 연구하는, 토끼 모델로의 실험에서와 같이, 유도된 백혈구감소증에 대한 쥐 IT9302의 효
과를 연구하였다(도 14). 본 발명자들의 가설은 마우스와 토끼에서 IL-10까지도 동일하며, 급성 췌장염 
진행중인 췌장에서 IL-8 유도성 백혈구 침해에 대한 효과를 가질 수 있다는 것이었다. 

실험 모델 

1.7-4.0 kg의 뉴질랜드산 화이트 토끼(Oryctolagus cuniculus)를 18-24 시간 동안 절식시켰다. Banerjee 
등, 1994(91) 및 Hong 등, 1962(92)에 따른 수술 과정이 수행되었으며, 5% 담즙산을 췌장관에 투여함으로
써 토끼에게서 급성 췌장염을 유발시켰다. 쥐의 IT9302(100 ㎍/kg)을 중앙 정맥에 담즙산 투여 30 분 전
에 투여하였으며, 그후에 즉시 토끼 체중당 100 ㎍/kg의 투여량을 피하 주사하였다. 혈장 샘플을 도 14에 
따라 채집하였다. 

밝혀진 바와 같이, 쥐의 IT9302를 췌장염을 유발시키기 전에 토끼에게 주사하는 것이 도면에 나타낸 바와 
같이 백혈구감소증을 예방하는 것이 관찰되었다. 

실시예 14   

인체 IT9302를 이용한, 담즙산에 의해 유도되는 토끼의 급성 췌장염의 조절

쥐의 IT9302를 인체 IT9302로 대체한 것을 제외하고는, 상기 실시예 13과 동일한 실험 모델을 
사용하였다. 5% 케모데옥시콜린 담즙산 2.0 mL를 췌장관내 주사하여 급성 췌장염을 유도하였다(10 마리의 
동물). 또다른 동물군을 인체 IT9302으로 처리하였는데(8 마리의 동물), 급성 췌장염을 유발시키기 1시간 
반 전에 피하주사로 일차 투여하고(100 ㎍/kg) 정맥 주사로 이차 투여하였다(100 ㎍/ml). 급성 웨장염을 
유발시킨 후에 0, 1, 3, 6 및 12 시간 간격으로 시토킨 측정을 위한 혈청 샘플을 채집하였다. 
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토끼 형청에서의 TNF-α 및 IL-8의 측정 방법

겐자임 마우스 TNF-α ELISA 키트 코드 No. 80-3807-00을 토끼의 혈청의 TNF-α 측정용으로 변형된 형태
로 이용하였다. 이 키트는 혈청내의 TNF-α를 포집하는 고체상 모노클론 햄스터 안티-마우스 TNF-α 항체
및,  과산화효소-콘쥬게이티드  폴리클론  염소  안티-마우스  TNF-α  항체,  기질  및  크로마겐  TMB로 
구성된다. 혈청 및 표준 TNF-α의 인큐베이션 시간은 4 시간 동안이고, 기질 인큐베이션을 위한 전개 시
간은 30 분이였다. 

토끼  혈청에서의  토끼  IL-8  측정은  Kouji  Matsushima  교수(Tokyo,  Japan)로부터  증여받은  특정  IL-8 
ELISA 키트에 의해 수행되었다. 간단하게는 모노클론 안티-IL-8, 돼지쥐 안티-토끼 IL-8 및 알칼리인산염
-콘쥬게이티드 토끼 안티-돼지쥐 면역글로불린 G 항체가 각각 포집체, 이차 및 검측 항체로서 
이용되었다. 그 방법은 Ikeda 등의 참고문헌을 참고할 수 있다(106). 

[표 4]

 5% 담즙산에 의한 토끼에서의 급성 췌장염의 경우,  혈청에서의 TNF-α의 함량 (pg/ml ± SEM)

0 1 3 6 9 12

1210±396 1206±239 1918±374 1662±357 1884±698 915±431

 5% 담즙산 투여 30 분 전에 인체 IT9302로 처리된 급성 췌장염의 경우,  혈청에서의 TNF-α의 함량 (pg/ml 
± SEM)

0 1 3 6 9 12

347±77 739±339 697±146 658±156 872±594 463±203

[표 5]

 5% 담즙산에 의한 급성 췌장염의 경우, 혈청에서의 IL-8의 함량 (pg/ml ± SEM)

0 1 3 6 9 12

1154±351 780±153 2210±459 2690±468 2196±1058 1833±1114

 5% 담즙산 투여 30 분 전에 인체 IT9302로 처리된 급성 췌장염의 경우,  혈청에서의 IL-8의 함량 (pg/ml ± 
SEM)

0 1 3 6 9 12

875±181 695±205 900±178 1037±244 1207±210 1087±216

요약

최대 TNF-α 유도는 3 시간 경과후에 달성되었으며, 최대 IL-8은 6 시간 경과후에 달성되었다. 혈액 순환
에서의 TNF-α와 IL-8 레벨 두 가지 모두가 0-12 시간 동안 현저히 하향 조절되었다. 혈액내 췌장 효소
(아밀라아제, 리파아제 및 트립타아제)의 레벨 또한 측정되었으며, 이들 모두는 급성 췌장염을 유도시킨 
후에 3-6 시간 경과하고나서 피크가 나타났으며, IT9302에 의한 처리에 있어서는 이들 효소중 어떠한 것
도 나타나지 않았다. 병력적으로 유사한 췌장 변화가 이 두 가지 군에서 관찰되었는데, 폐에서의 간질성 
중성 친화성 침윤이 현저히 감소되었다. 

결론 

IT9302는 담즙산 유도성의 급성 췌장염 모델에서 TNF-α 및 IL-8 생성을 하향 조절하고, 이같은 치료 토
끼들의 폐에서의 중성 친화성 침윤을 차단하고, 이로써 이같은 동물들에서 ARDS-유사 증후군의 전개를 예
방하고, 12 시간 후에 치사율을 60%에서 0%로 감소시킨다. 인터로이킨 1β는 급성 췌장염의 중요한 유도 
인자로 여겨지고(참고 문헌 107 참조), 이로써 IT9302가 모든 IL-1 유도 가능한 효과를 차단할 수 있다고 
하는 가설을 뒷받침해준다. 인체 IT9302를 토끼 모델에서 사용할 수 있는 이유는, 토끼(Lagomorpha) 단백
질이 계통 발생론적으로 다른 설치류(마우스, 래트,...) 단백질 보다도 영장류(인간) 단백질에 좀더 유사
하다고 하는 Dan Gaue 등에 의한 관찰 및 동년의 Nature에 개시된 바(108)에 의해 해명될 수 있다. 

실시예 15

암 치료제로서 및, 그의 전이 예방에서의 IT9302 

세포의 IL-10의 전신 투여가 시험관에서의 마우스에서 수립된(established) 종양에 대해 효과적이고, 특
정적이며 생존기가 긴 면역 반응을 유도한다는 것이 최근에 밝혀졌다(111). 이러한 효과는 T 세포 증식, 
CD8+ T 세포의 화학적 유도, 및 림포킨-활서화된 킬러 세포 활성의 자극의 공동-자극화를 포함한, 다양한 
세포 타입에 대한 IL-10은 공지된 효과에 의해 부부적으로 설명된다고 제시되었다. 인체 IL-10이 바이러
스성 IL-10의 국부 면역 억제 효과를 역전시킬 수 있다는 것 또한 관찰되어 있다. 또다른 연구진은 IL-10
이 악성 종양을 전이시키는 것을 포함해서, 다양한 암을 갖는 마우스로의 시험관내 실험에서의 천연 킬러 
세포-종속적인 메카니즘을 통해 전이를 억제한다는 것을 관찰함으로써, 암에서의 IL-10 투여의 잠재적인 
치료 역할을 확인하였다(112). Kundu 등(1996)은 IL-10이 인체 유방암의 쥐 모델에서 안티-전이성 및 안
티-종양성 효과를 발휘한다는 것을 보고하였다(113). 

이같은 관찰들은 암의 생물학적인 치료에 있어서, 인체 IL-10 및 IT9302 투여의 잠재적인 역할을 나타내
는 것이다. 

실시예 16
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바이러스성 감염증의치료에서 면역 보조제로서의 IT9302

IL-10은 어떤 항-바이러스성 능력을 갖는다고 알려져 있다. 따라서, Kollman 등  (1996)은 IL-10이 인체
의 태아 흉선 및 간으로 SCID 마우스의 생체내에서의 급성 HIV 감염을 억제한다는 것이 밝혀졌다(114). 
본 출원인/발명자 중의 2 명이, 등의 피부상에 플라스틱 포장 교합 하에서의 크림 배합물에서의 IT9302
(총 투여량      400-500 ㎍)를 24 시간 동안 적용하는 경우에, CD8+ T 세포의 총수가 증가하였으며(가각 
60% 및 90%), 혈청 IRAP농도도 1 ng/ml에서 2 ng/mml까지로 증가되었다. 7 명의 비-처리된 지원자들에게
서는, IRAP  농도가 1.1 ng/ml를 초과하지 못하였다. 뜻하지 않던 예상밖의 관찰 결과로서, 두 사람의 연
구자들은 IT9302를 함유한 크림을 적용하고 3-4 일 경과한 후에, 통상적인 사마귀(피부 HPV 감염에 기인
한)가 그 주위가 붉어지며 가렵고 염증의 투명한 표시를 나타내는 것을 발견하였다. 이 염증성 반응은 시
험원 중 한 사람에게서는 몇몇 손가락에서 동시에 발생된 반면에, 다른 사람에게서는 손가락의 사마귀 하
나에만 나타났다. 이 두 경우 모두에서, 사마귀는 후속 4-7 일 동안에 신속하게 서서히 크기가 줄어들어, 
10-11 일이 경과한 후에는 남아있는 사마귀 감염의 임상학적 표시가 없어졌다. 2 개월간의 후속 조정 후
에, 감염의 재발 표시도 없었다.

따라서, IT9302가 아마도 NK 세포의 전신 활성화 및/또는 세포독성  CD8+ 세포 활성을 통해 피부 HPV 감
염에 대한 잠재적인 면역 반응을 일깨우고, 결국 바이러스성 감염의 임상학적 완화를 가져온다고 하는 것
을 알게 되었다. 따라서, IT9302는 HIV 및 HPV감염과 같은 바이러스성 감염증의 치료에 가능한 치료 방법
이 된다. 

실시예 17 

염증성 관절 질환(관절염)의 치료에서 면역 보조제로서의 IT9302 

안티-IL-1 치료법 및 안티-TNF-α 치료법은 관절염 치료에서 명확한 임상학적 잠재 능력을 보인다(Maini, 
1996)(115). 본문외에서도 기재한 바와 같이, 본 발명자들은 IT9302가 TNF-α 생성의 억제 인자일 뿐만 
아니라,  인체  모노클론  세포의  IRAP    (IL-1  수체  길항  단백질)  자극  인자라는  것을  알게  되었다. 
따라서, IT9302는 관절염의 유력한 치료 방식이 된다. 이는 본 발명의 출원인 중의 한 사람의 관찰 결과
에 의해 뒷받침되는데, 그 사람은 피부에 24 시간 동안 크림 기제로 IT9302를 적용한 후에(대략 500 ㎍), 
관절염에 기인한 만성 관절 통증이 경감되는 것을 관찰하였다고 한다. 이같은 관찰은 3 회 수행되었으며, 
각각의 경우에서 IT9302 적용을 제거한 후 다음주 동안에  증상이 서서히 재발되었다. 따라서, 본 발명자
들은 생체내에서 관절염이나 그외의 자기-면역 질환과 같은 급성 또는 만성 염증성 반응의 치료에 IT9302
를 이용하는 데 이론적 근거를 갖게 되었다.  
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서열 리스팅

(1) 개요

(i) 출원인 :

(A) 성명 : 스티노 리서치 그룹 A/S

(B) 스트리트 : 둔비르케베지 6

(C) 시티 : 오덴스 SV

(E) 국가 : 덴마크

(F) 우체국 코드 (ZIP) : 5250

(ii) 발명의 제목 : 면역 조절체

(iii) 서열의 수 : 23

(iv) 컴퓨터 판독 형태 :

(A) 미디엄 타입 : 플로피 디스크

(B) 컴퓨터 : IBM PC 호환형 

(C) 오퍼레이팅 시스템 :  PC-DOS/MS-DOS

(D) 소프트웨어 : 페이턴트 인 릴리즈 #1.0, 버전 #1.30 (EPO)

(2) SEQ ID NO: 1의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개
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(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임(strandedness) :

(D) 형태(topology) : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설(hypothetical) : 없음

(xi) 서열의 기술(description) : SEQ ID NO: 1 :

Ala Tyr Met Thr Met Lys Ile Arg Asn

1                     5

(2) SEQ ID NO: 2의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 2 :

Ala Tyr Met Thr Ile Lys Met Arg Asn

1                     5

(2) SEQ ID NO: 3의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 3 :

Ala Phe Met Thr Leu Lys Leu Arg Asn

1                     5

(2) SEQ ID NO: 4의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 4 :

Ala Tyr Met Thr Met Lys Val Arg Glu

1                     5

(2) SEQ ID NO: 5의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산
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(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 5 :

Gly Tyr Met Thr Met Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 6의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 6 :

Ala Phe Met Thr Met Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 7의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 7 :

Ala Tyr Ile Thr Met Lys Ile Arg Asp

1                    5

(2) SEQ ID NO: 8의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 8 :

Ala Tyr Leu Thr Met Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 9의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :
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(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 9 :

Ala Tyr Val Thr Met Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 10의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 10 :

Ala Tyr Met Thr Ile Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 11의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 11 :

Ala Tyr Met Thr Leu Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 12의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 12 :

Ala Tyr Met Thr Val Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 13의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형
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(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 13 :

Ala Tyr Met Thr Met Lys Ile Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 14의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 14 :

Ala Tyr Met Thr Met Lys Met Arg Asp

1                     5

(2) SEQ ID NO: 15의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 15 :

Ala Tyr Met Thr Met Lys Val Arg Asp

1                      5

(2) SEQ ID NO: 16의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 16 :

Ala Tyr Met Thr Met Lys Ile Asp Gln

1                      5

(2) SEQ ID NO: 17의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드
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(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 17 :

Ala Tyr Met Thr Met Lys Ile Asp Glu

1                      5

(2) SEQ ID NO: 18의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 18 :

Ser Pro Gly Gln Gly Thr Gln Ser Glu

1                     5

(2) SEQ ID NO: 19의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 6 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 19 :

Thr Xaa Lys Xaa Arg Xaa

1                     5

(2) SEQ ID NO: 20의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 7 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 20 :

Xaa Thr Xaa Lys Xaa Arg Xaa

1                       5

(2) SEQ ID NO: 21의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 8 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음
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(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 21 :

Xaa Xaa Thr Xaa Lys Xaa Arg Xaa

1                       5

(2) SEQ ID NO: 22의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 아미노산 9 개

(B) 타입 : 아미노산

(C) 꼬임 :

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : 펩티드

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 22 :

Xaa Xaa Xaa Thr Xaa Lys Xaa Arg Xaa

1                       5

(2) SEQ ID NO: 23의 정보 :

(i) 서열 특성 :

(A) 길이 : 기본 페어(base pairs) 27 개

(B) 타입 : 핵산

(C) 꼬임 : 단일(single)

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자 타입 : DNA(게놈성: genomic)

(iii) 가설 : 없음

(xi) 서열의 기술 : SEQ ID NO: 23 :

GCCTACATGA CAATGAAGAT ACGAAAC

(57) 청구의 범위

청구항 1 

다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드의 용도로서:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되거나, 및/또는 이 펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미
노기로 종결된 아미노산 잔기가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되
는 폴리펩티드 또는 물질, 및

상기 서열식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체의 TNFα 생성을 감소시키기 위한 의약 조성물 제조용 
용도. 

청구항 2 

다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드의 용도로서:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 
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X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되거나, 및/또는 이 펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미
노기로 종결된 아미노산 잔기가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되
는 물질 또는 폴리펩티드, 및

상기 서열식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체의 췌장염을 치료하거나 예방하기 위한 의약 조성물 
제조용 용도. 

청구항 3 

다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드의 용도로서:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되거나, 및/또는 이 펩티드가 사이클화되거나, 및/또는 이 펩티드가 안정화되거나, 및/또는 아미
노기로 종결된 아미노산 잔기가 아실화되거나, 및/또는 카르복시기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화되
는 물질 또는 폴리펩티드, 및

상기 서열식을 기초로 하여 모델링된 펩티드 모사체의 후천성 면역 결핍증(AIDS) 또는 피부의 HPV-감염증
과 같은 바이러스성 감염증을 치료하거나 예방하기 위한 의약 조성물 제조용 용도. 

청구항 4 

다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되는데, 이 물질이나 폴리펩티드가 IT9302의 생물학적 활성 중 한 가지 이상을 갖는 물질 또는 폴
리펩티드. 

청구항 5 

다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드:

X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6          (SEQ ID NO: 21)

여기서, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으로 치

환되는데, 이 물질이나 폴리펩티드가 IT9302의 생물학적 활성 중 한 가지 이상을 갖는 물질 또는 폴리펩
티드. 

청구항 6 
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다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드:

X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6            (SEQ ID NO: 20)

여기서, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되는데, 이 물질이나 폴리펩티드가 IT9302의 생물학적 활성 중 한 가지 이상을 갖는 물질 또는 폴
리펩티드. 

청구항 7 

다음 서열식에 따른 물질 또는 폴리펩티드:

Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6        (SEQ ID NO: 19)

여기서, 

X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

임의로 X1, X2, X3, X4, X5, X6 중에서 한 가지 이상이 각각 비-천연성이거나 통상적이지 않은 아미노산으

로 치환되는데, 이 물질이나 폴리펩티드가 IT9302의 생물학적 활성 중 한 가지 이상을 갖는 물질 또는 폴
리펩티드. 

청구항 8 

제 4-7 항 중 어느 항에 있어서, 사이클화된 물질 또는 펩티드. 

청구항 9 

제 4-7 항 중 어느 한 항에 있어서, 안정화된 물질 또는 펩티드. 

청구항 10 

제 4-7 항 중 어느 한 항에 있어서, 아미노기로 종결된 아미노산 잔기가 아실화된 물질 또는 펩티드. 

청구항 11 

제 4-7 항에 있어서, 카르복실기로 종결된 아미노산 잔기가 아미드화된 물질 또는 펩티드. 

청구항 12 

다음 서열식을 기초로하여 모델링된 폴리펩티드 모사체:

X1-X2-X3-Thr-X4-Lys-X5-Arg-X6       (SEQ ID NO: 22)

여기서, 

X1는 Ala 또는 Gly이고, 

X2는 Tyr 또는 Phe이고, 

X3 및 X4 및 X5는 각각 Met, Ile, Leu 및 Val로 이루어진 군 중에서 선택되고, 

X6는 Asp, Gln 및 Glu로 이루어진 군 중에서 선택되는데, 

이 폴리펩티드 모사체가 IT9302의 생물학적 활성 중 한 가지 이상을 갖는 폴리펩티드 모사체. 

청구항 13 

제 4-12 항 중 어느 한 항에 의한 물질 또는 폴리펩티드로 이루어진 의약 조성물. 

청구항 14 

표 1 및 2에 개시되어 있는 질병 중 한 가지 이상의 치료용 또는 예방용의,      제 4-12 항 중 어느 한 
항에 의한 물질 또는 폴리펩티드의 용도.

청구항 15 

표 1 및 2에 개시되어 있는 질병 중 한 가지 이상을 치료하거나 예방하기 위한 의약 조성물 제조용의, 제 
4-12 항 중 어느 한 항에 의한 물질 또는 폴리펩티드의 용도.

청구항 16 

표 1 및 2에 개시되어 있는 질병 중 한 가지 이상의 질병을 앓는 환자에게 제 4-12 항 중 어느 한 항에 
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의한 물질 또는 폴리펩티드의 치료적으로 또는 예방적으로 유효한 양을 투여하는 것으로 이루어진, 표 1 
및 2에 개시되어 있는 질병 중 한 가지 이상의 질병의 치료 방법 및/또는 예방법. 

청구항 17 

다음 단계로 이루어진, 고체상 펩티드 합성법(SPPS)을 이용한, 제 4-12 항 중 어느 한 항에 의한 물질 또
는 펩티드의 합성 방법:

a)  N-알파-보호된, 임의로 부사슬-보호된 반응성 유도체의 형태로 C-종결된 아미노산을 직접적으로나 고
체 지지체에 대한 적절한 링커에 의해 공유 결합적으로 커플링하고, 

b) N-알파 보호기를 제거하고, 

c) 단계별 방식으로 목적하는 서열에 따라 후속으로 보호된 아미노산인을 첨가하고, 

d) 존재하는 부사슬 보호기를 제거하고, 

e) 완전한 펩티드 사슬이 조립되면 수지와 펩티드를 분리하고, 임의로

f) 펩티드의 안정화 및/또는 사이클화 및/또는 아미노기로 종결된 아미노산 잔기의 아실화 및/또는 카르
복실기 종결된 아미노산 잔기의 아미드화함.
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