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(54) 개선된 키메라 당단백질 및 슈도타입 렌티바이러스 벡터

(57) 요 약

본 발명은 개선된 키메라 당단백질(GP) 및 상기 당단백질로써 슈도타입화된 개선된 렌티바이러스 벡터를 제공한

다.  본 발명은 또한 상기 당단백질 및 벡터의 제조 방법 및 조성물을 제공한다.  상기 개선된 키메라 GP는 MLV-

A GP의 세포질 테일에 융합되는 GALV 또는 RDl14 GP의 막관통 세포외 도메인을 코딩한다.  상기 GALV /TR 및

RD114/TR GP 키메라로써 슈도타입화된 벡터는 어버이 GP로 코팅된 벡터보다 유의하게 높은 역치를 갖는다.  나아

가, RDl14/TR-슈도타입화된 벡터는 효율적으로 농축되며, 인간 및 마카크 원숭이 혈청의 강화에 의해 유발되는

불활성화에 대해 내성이다.  RDl14 GP-슈도타입화된 렌티바이러스 벡터는 생체내 유전자 운반 용도로 특히 유용

하다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

MLV-A(Murine Leukemia Virus-A) 유래의 세포질 테일(cytoplasmic tail) 도메인;  및

고양이 내생 바이러스 RD114 유래의 막관통(transmembrane) 세포외 도메인

을 포함하는 키메라 당단백질(chimeric glycoprotein).  

청구항 2 

제1항의 키메라 당단백질을 코딩하는 핵산. 

청구항 3 

제2항에 있어서, 

상기 핵산이 SEQ ID NO: 1의 서열을 포함하는 것을 특징으로 하는 핵산. 

청구항 4 

제2항의 핵산을 포함하는 발현 구조체. 

청구항 5 

제4항의 구조체에 의해 트랜스펙션된 세포.  

청구항 6 

제1항의 키메라 당단백질을 포함하는 벡터 미립(vector particle). 

청구항 7 

제6항에 있어서, 

상기 미립이 슈도타입화된(pseudotyped) 벡터 미립인 것을 특징으로 하는 벡터 미립.  

청구항 8 

제6항에 있어서, 

상기 미립이 재조합 바이러스 벡터 구조체를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 9 

제8항에 있어서, 

상기 벡터 구조체가 레트로바이러스(retrovirus) 또는 렌티바이러스 (lentivirus)로부터 유래되는 것을 특징으

로 하는 벡터 미립. 

청구항 10 

제9항에 있어서, 

상기 벡터 구조체가 SIV(Simian Immunodeficiency Virus)로부터 유래되는 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 11 

제9항에 있어서, 

상기 벡터 구조체가 HIV(Human Immunodeficiency Virus)로부터 유래되는 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 12 
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제8항에 있어서,

상기 벡터 구조체가 트랜스 유전자(transgene)를 추가로 포함하는 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 13 

제12항에 있어서, 

상기 트랜스 유전자가 마커(marker) 또는 리포터(reporter) 유전자인 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 14 

제13항에 있어서, 

상기 트랜스 유전자가 녹색 형광성 단백질(GFP)인 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 15 

제12항에 있어서, 

상기 트랜스 유전자가 치료제 유전자(therapeutic gene)인 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 16 

제15항에 있어서,

상기 트랜스 유전자가 발암 유전자(oncogene) 또는 원발암 유전자(proto-oncogene)인 것을 특징으로 하는 벡터

미립. 

청구항 17 

제15항에 있어서, 

상기 트랜스 유전자가 약물 감수성 유전자(drug susceptibility gene)인 것을 특징으로 하는 벡터 미립. 

청구항 18 

a)  형질도입될(transduced) 세포를 획득하는 단계; 

b)  제8항에 따르는 슈도타입화된 벡터 미립을 획득하는 단계; 및 

c)  형질도입(transduction)이 유발되기에 충분한 조건 하에서 상기 세포와 상기 단계 b)의 벡터 미립을 접촉시

키는 단계

를 포함하는 것을 특징으로 하는 시험관 내(in vitro) 세포의 형질도입(transduction) 방법. 

청구항 19 

제18항에 있어서, 

형질도입을 증강시키기에 충분한 양의 레트로넥틴(retronectin)을 제공하는 단계를 추가로 포함하는 것을 특징

으로 하는 세포의 형질도입 방법.  

청구항 20 

삭제

청구항 21 

a)  형질도입될(transduced) 세포를 획득하는 단계; 

b)  제8항에 따르는 슈도타입화된 벡터 미립을 획득하는 단계; 및 

c)  형질도입(transduction)이 유발되기에 충분한 조건 하에서 상기 세포와 상기 단계 b)의 벡터 미립을 접촉시

키는 단계
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를 포함하는, 인간을 제외한 세포의 생체 내(in vivo) 형질도입(transduction) 방법. 

청구항 22 

제18항에 있어서, 

상기 세포가 척추동물 세포인 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법.  

청구항 23 

제22항에 있어서, 

상기 세포가 영장류 세포인 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법.  

청구항 24 

제22항에 있어서, 

상기 세포가 인간 세포인 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법.  

청구항 25 

제18항에 있어서, 

상기 세포가 CD34
+
 또는 PBL(Peripheral Blood Lymphocyte) 세포인 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법.

청구항 26 

제18항의 방법에 의하여 형질도입된 세포.  

청구항 27 

a) (i) 적어도 하나의 벡터 구조체, 

(ii) 적어도 하나의 포장 구조체(packaging construct), 및 

(iii) 제1항의 키메라 당단백질을 코딩하는 발현 구조체

를 세포에 트랜스펙션시켜 생산자 세포(producer cell)를 수득하는 단계; 

b) 상기 생산자 세포를 배지 내에서 배양하는 단계; 및 

c) 상기 배지로부터 상기 생산자 세포를 분리하여, 상기 배지로부터 상기 재조합 바이러스 벡터 미립을 회

수하는 단계 

를 포함하는 것을 특징으로 하는 재조합 슈도타입 바이러스 벡터 미립의 제조 방법. 

청구항 28 

재조합 벡터에 의해 세포의 형질도입이 유발되는 조건 하에서, 제27항에 따라 제조된 벡터 미립을 세포와 접촉

시키는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는, 시험관 내(in vitro) 세포의 형질도입 방법.  

청구항 29 

제28항에 있어서, 

상기 세포가 인간 세포인 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법.  

청구항 30 

제29항에 있어서, 

상기 세포가 조혈 줄기 세포(hematopoietic stem cell)인 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법. 
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청구항 31 

제30항에 있어서, 

상기 세포가 인간 CD34
+
 세포인 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법. 

청구항 32 

제30항에 있어서, 

상기 세포가 줄기 세포의 다중 유효성(pluripotency)을 실질적으로 손상시키지 않고 세포 증식을 자극하도록 처

리되는 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법. 

청구항 33 

재조합 벡터에 의해 세포의 형질도입이 유발되는 조건 하에서, 제27항에 따라 제조된 벡터 미립을 세포와 접촉

시키는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는, 인간을 제외한 세포의 생체 내(in vivo) 세포의 형질도입 방법.

청구항 34 

삭제

청구항 35 

제28항에 있어서, 

상기 형질도입된 세포가 인간이 아닌 동물 개체 내로 도입되는 것을 특징으로 하는 세포의 형질도입 방법.  

청구항 36 

삭제

청구항 37 

제15항 내지 제17항 중 어느 한 항에 따르는 렌티바이러스 벡터 미립을 포함하는, 조혈성 또는 림프-조혈성 질

환 치료용 의약 조성물.  

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 키메라 당단백질(chimeric glycoprotein) 및 상기 당단백질로써 슈도타입화된(pseudotyped) 개선된[0001]

렌티바이러스 벡터(lentiviral vector), 상기 당단백질 및 벡터의 제조 방법 및 조성물, 상기 벡터를 이용한 세

포의 시험관내 및 생체내 형질도입 방법에 관한 것이다.  상기 개선된 조성물 및 벡터는 생체내 유전자 운반 용

도에 특히 유용하다

배 경 기 술

레트로바이러스(retrovirus)로부터 유래되는 벡터는 다양한 바이러스 표면 당단백질(세포 향성을 결정함) 및 상[0002]

이한 유형의 바이러스 코어(게놈 복제 및 통합을 결정함)의 수많은 가능한 회합(association)에 대하여, 주어진

유전자 운반 용도에 특히 유연한 특성을 제공한다
1
.  예컨대, VSV-G 당단백질과 렌티바이러스로부터 유래되는 바

이러스 코어의 회합은, 광범위한 향상을 가지며 비증식성 표적 세포 내로 통합될 수 있는 벡터 슈도타입을 초래

한다
2
.  이들은 생체외 및 생체내 여러 세포 유형의 형질도입에 유용한 것으로 입증된 바 있다

3-7
.  그럼에도 여

전히, 대체 바이러스 당단백질로써 슈도타입화된 렌티바이러스 벡터의 특성을 조사하는 분야에 상당한 관심이

기울여지고 있다
8-15

.  이러한 매개변수가 벡터의 물리화학적 특성, 숙주 면역계와의 상호작용, 및 숙주-범위를

조절하는 것으로 여겨진다.  실제, 여러 연구를 통해, 표적 세포의 형질도입 효율이 레트로바이러스 벡터의 코

팅에 사용되는 당단백질의 유형에 따라 좌우됨이 확인된 바 있다
16-21

.  게다가, 일부 생체내 유전자 운반 용도에
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는, 전신 투여 후 특이적 세포 유입 및/또는 유전자 발현을 위해 표적화된 벡터가 요구된다
22
.  수용체의 광범위

한 분포에 기인하여, 원형질막의 지질 성분
23
인 VSV-G 슈도타입은 접종 후 표적 세포에 도달하기 전까지 접하는

모든 세포의 표면에 결합할 수 있다.  나아가, VSV-G-슈도타입화된 벡터는 인간 혈청에 의해 급속하게 불활성화

되며,  이는  전신 유전자 전달용 벡터를 슈도타입화하는 당단백질로서 VSG-G의  용도에 대해 제한을 가할 수

있다.  

원숭이 면역결핍 바이러스(SIV)로부터 유래된 렌티바이러스 벡터는 본 실험실
25
을 포함한 여러 실험실

1
에서 제작[0003]

된 바 있다.  이들 벡터의 특성화를 통해, 비증식성 세포 내의 트랜스 유전자의 삽입에 대하여, SIV 벡터는 원

숭이 세포 내에서 인간 면역결핍 바이러스(HIV-1)  벡터보다 우수하게 작동하기는 하나, 렌티바이러스 벡터는

HIV-1로부터 유래된 것들과 유사하게 작동한다는 사실이 확인되었다.  

발명의 상세한 설명

발명의 개요[0004]

본 발명은 슈도타입화된 바이러스 벡터 미립을 제조하는 데 사용하기 위한 키메라 및 돌연변이 당단백질에 관한[0005]

것이다.  특정 일면에 있어서, 상기 키메라 당단백질은 MLV-A로부터 유래되는 세포질 테일(cytoplasmic tail)

도메인 및 고양이 내생 바이러스 RD114로부터 유래되는 막관통 세포외 도메인을 포함한다. 

다른 일면에 있어서, 상기 당단백질은 유효한 슈도타입 형성을 가능하게 하는 최소의 변형을 렌티바이러스계 벡[0006]

터에 통합시킨다.  특정 일면에 있어서, 상기 당단백질은 개조된 당단백질로써 슈도타입화될 레트로바이러스 벡

터의 레트로바이러스 코어 프로테아제에 적합한 세포질 테일 도메인 내에 절단 부위를 포함한다.  특정 일면에

있어서, 그러한 변형은, 바이러스 코어 프로테아제에 대한 기질을 포함하며 그의 절단이 바이러스 당단백질의

방추원성(fusogenity)에 중대한 영향을 주는 8개 아미노산의 스트레치 내로 도입된다.  이러한 변형은 종양레트

로바이러스 또는 상이한 렌티바이러스 코어 중 하나에 의한 슈도타입화를 가능하게 한다. 

이상의 일면들과 관련하여, 본 발명의 다른 일면은 키메라 및 돌연변이 당단백질의 세포질 테일 아미노산 서열[0007]

과 레트로바이러스 코어의 프로테아제 아미노산 서열을 매치시킴으로써, 그들 코어 상에 현저히 개선된 당단백

질 어셈블리를 형성시키는 방법에 관한 것이다.  

본 발명은 또한, 상기 당단백질을 코딩하는 핵산 구조체를 포함한다.  바람직한 일면에 있어서, 상기 핵산은[0008]

SEQ ID NO: 1의 서열을 포함한다.  부가적인 일면에 있어서, 상기 구조체는, 상기 당단백질의 발현에 적합하여

재조합 바이러스 벡터의 미립 내로 통합되도록 하는 발현 구조체이다.  다른 일면에 있어서, 본 발명은 상기 핵

산 구조체로써 트랜스펙션된 세포를 포함한다. 

본 발명의 일면은 MLV-A로부터 유래된 세포질 테일 도메인 및 고양이 내생 바이러스 RD114로부터 유래된 막관통[0009]

세포외 도메인을 포함하는 키메라 당단백질을 포함하는 벡터 미립을 포함한다.  다른 일면에 있어서, 상기 벡터

미립은 슈도타입화된 벡터 미립이다.  다른 일면에 있어서, 상기 벡터 미립은 재조합 바이러스 벡터 구조체를

추가로 포함한다. 

다른 일면에 있어서, 상기 벡터 미립는 레트로바이러스 또는 렌티바이러스로부터 유래되는 벡터 구조체를 포함[0010]

한다.  일면에 있어서, 상기 벡터 구조체는 SIV 또는 HIV로부터 유래된다. 

다른 일면에 있어서, 상기 벡터 미립은 트랜스 유전자를 추가로 포함하는 벡터 구조체를 포함한다.  일면에 있[0011]

어서, 상기 트랜스 유전자는 마커(marker) 또는 리포터(reporter) 유전자이다.  특정 일면에 있어서, 상기 트랜

스 유전자는 녹색 형광성 단백질(GFP)이다.  다른 일면에 있어서, 상기 트랜스 유전자는 치료제 유전자이다.

특정 일면에 있어서, 상기 트랜스 유전자는 발암 유전자 또는 원발암 유전자(proto-oncogene)이다.  다른 일면

에 있어서, 상기 트랜스 유전자는 약물 감수성(susceptibility) 유전자이다. 

본 발명의 다른 일면은, [0012]

a) 형질도입될 세포를 획득하는 단계; [0013]

b) 상기 슈도타입화된 벡터 미립을 획득하는 단계; 및 [0014]

c) 형질도입이 유발되기에 충분한 조건 하에서 상기 세포와 상기 벡터 미립을 접촉시키는 단계[0015]

를 포함하는 세포 형질도입 방법에 관한 것이다. [0016]
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다른 일면에 있어서, 상기 방법은 형질도입을 증강시키기에 충분한 양의 레트로넥틴(retronectin)을 제공하는[0017]

단계를 추가로 포함한다.  다른 일면에 있어서, 상기 세포는 시험관내 형질도입된다.  다른 일면에 있어서, 상

기 세포는 생체내 형질도입된다.  또 다른 일면에 있어서, 상기 세포는 척추동물 세포, 영장류 세포, 또는 인간

세포이다.  상기 세포는 또한 CD34
+
 또는 PBL 세포이다.  다른 일면에 있어서, 본 발명은 상기 방법에 의하여

형질도입된 세포를 포함한다. 

본 발명의 또 다른 일면은, [0018]

a) (i) 적어도 하나의 벡터 구조체, [0019]

(ii) 적어도 하나의 포장 구조체(packaging construct), 및 [0020]

(iii) 상술한 키메라 당단백질을 코딩하는 발현 구조체[0021]

를 세포에 트랜스펙션시켜 생산자 세포(producer cell)를 수득하는 단계; [0022]

b) 상기 생산자 세포를 배지 내에서 배양하는 단계; 및 [0023]

c) 상기 배지로부터 상기 생산자 세포를 분리하여, 상기 배지로부터 상기 재조합 바이러스 벡터 미립을 회[0024]

수하는 단계 

를 포함하는 재조합 슈도타입 바이러스 벡터 미립을 제조하는 방법에 관한 것이다. [0025]

다른 일면에 있어서, 상기 방법은 재조합 벡터에 의한 세포의 형질도입이 유발되는 조건 하에서 본 발명의 방법[0026]

에 따라 제조된 벡터 미립을 세포에 접촉시키는 단계를 포함한다.  상기 세포는 구체적으로 조혈 줄기 세포

(hematopoietic stem cell) 또는 인간 CD34
+
 세포를 포함하는 인간 세포일 수 있다.  다른 일면에 있어서, 상기

세포는 줄기 세포의 다중 유효성(pluripotency)에 실질적인 손실을 가하지 않고 세포 증식을 자극하도록 처리된

다.  다른 일면에서, 상기 세포는 생체내 또는 시험관내 형질도입된다.  다른 일면에 있어서, 상기 형질도입된

세포는 동물 개체 내로 도입된다.  바람직한 일면에 있어서, 상기 동물 개체는 인간 개체이다.  

본 발명에 포함되는 생체외 유전자 요법의 대표적인 적용 예로는, 그의 CD34
+
 세포가 골수 또는 말초 혈액으로부[0027]

터 분리될 수 있으며, 재이식되기 이전에 유전자를 발현시키는 렌티벡터에 의해 생체외 형질도입될 수 있는 만

성 육아성 질환(chronic granulatous disease; CGD)을 가지는 환자가 있다.  중증의 복합 면역결핍증(SCID) 환

자의 경우, 본 발명자들은 상기 환자에게서 결여된 유전자, 예컨대 인터류킨(Interleukin) 수용체의 공통 감마

사슬을 코딩하는 유전자를 발현시키는 본 발명의 벡터 구조체를 이용해 유사한 접근법을 구상하였다.  HIV 감염

의 유전적 치료를 위하여, 본 발명자들은 항바이러스 유전자의 도입을 통해 세포로 하여금 HIV 바이러스에 대해

내성을 갖게 하는 세포내 면역화(immunization)를 구상하였다.  HIV에 대한 세포내 면역화의 일면에 있어서, 본

발명의 벡터의 표적은 조혈 모세포, 말초 혈액 CD4
+
 T 세포, 및 단핵세포를 포함한다.  당업자라면, 기타 바이

러스 감염에 대해서도 유사한 세포내 면역화 방법이 사용될 수 있음을 인지할 것이다.  암의 면역요법의 경우,

수지상 돌기 세포와 같은 항원 제시 세포 또는 종양 세포는 본 발명의 렌티벡터로써 유전자 조작될 것이다.  암

요법의 경우, 본 발명의 렌티벡터 구조체에 사용될 수 있는 몇몇 트랜스 유전자는 암/종양 세포 및/또는 TNF와

같은 유전자의 증식을 저해, 소멸, 및/또는 억제하거나, 나아가 암/종양 세포 및/또는 TNF와 같은 유전자의 사

멸(apoptosis)을 매개할 수 있는 것들이다. 

본원의 벡터 미립은 또한 혈액 또는 특정 기관 내로의 직접 주사에 의해 생체내 사용될 수 있다.  예컨대, 일면[0028]

에  있어서,  아교  세포  유래의  신경  성장  인자(GDNF)를  발현시키는  렌티바이러스의  뇌내  주사는  파킨슨병

(Parkinsons disease)의 치료에 사용될 수 있다.  다른 일면이 있어서, 혈우병 A의 교정을 위한 것으로서, 응집

인자 VIII를 발현시키는 렌티벡터의 문맥내 주사가 고려된다.  또 다른 일례에서, 뒤센느 근위축증(Duchenne

Muscular Dystrophy)의 치료를 위한 것으로서, 디스트로핀(dystrophin) 유전자를 발현시키는 본 발명의 렌티벡

터의 정맥내 또는 근육내 주사가 고려된다.  

따라서, 당업자라면, 유전자 요법의 견지에서 본 발명의 벡터 구조체 및 미립의 광대한 용도를 이해할 것이다.[0029]

본원에 사용된 바와 같이, 본 명세서 및 청구의 범위에서 "포함"이라는 용어와 관련하여 사용되는 경우, "단[0030]

수"로 표현된 용어는 하나 이상을 의미할 수 있다.  본원에 사용된 바와 같이, "또 다른"이란 용어는 적어도 둘
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이상을 의미할 수 있다.  

본 발명의 기타 대상, 특징, 및 장점은 이하의 상세한 설명을 통해 보다 명확해질 것이다.  그러나, 이하의 상[0031]

세한 설명 및 특정 실시예들은, 본 발명의 바람직한 일면을 제시한 것으로서 단지 예시를 위한 것이며, 따라서

당업자라면 본 발명의 사상 및 범위 내에서 본원의 상세한 설명으로부터 다양한 변경 및 변형이 이루어질 수 있

음이 자명한 바임을 이해할 것이다. 

상세한 설명[0032]

본 발명자들은 MLV-A GP의 세포질 테일(TR)에 용합된 GALV 또는 RD114 GP의 막관통 세포외 도메인을 코딩하는[0033]

키메라 GP를 제작하였다.  놀랍게도, 이들 GALV/TR 및 RD114/TR GP 키메라로써 슈도타입화된 SIV 유래의 벡터는

어버이 GP로 코팅된 벡터에 비하여 유의하게 높은 역치를 갖는다.  부가적으로, RD114/TR-슈도타입화된 벡터는

효과적으로 농축되며, 인간 및 마카크 원숭이 혈청에 대하여, 강화에 의해 유발되는 불활성화에 대하여 내성이

다.  그러므로, 변형된 RD114 GP-슈도타입화된 렌티바이러스 벡터는 생체내 유전자 운반 용도에 대하여 특히 유

용한 가치가 있다.  나아가, 기타 레트로바이러스 GP 또는 VSV-G로써 슈도타입화된 벡터에 비하여, RD114/TR-슈

도타입화된 벡터는 인간 및 마카크 원숭이의 주요 혈액 림프구 및 CD34
+
 세포의 증가된 형질도입을 나타낸다. 

나아가, 그들의 막관통 도메인 및/또는 세포질 테일 내에 변형을 가지는 RD114 GP 돌연변이는 MLV, SIV 또는[0034]

HIV-1 바이러스 코어 미립 중 하나에 의한 슈도타입 형성을 조절할 수 있다.  본 발명자들은 레트로바이러스 코

어 프로테아제에 적합한 절단 부위가 RD114 GP의 세포질 테일 내에 존재해야 만이 유효한 슈도타입 형성이 가능

함을 입증한다.  상기 절단 부위와 MLV  프로테아제의 적합성은 슈도타입화된 비리온의 감염성은 변화시키나,

MLV 코어에 대한 GP 혼입은 변화시키지 않으며, 슈도타입화된 렌티바이러스 코어의 GP 혼입 및 감염성 모두를

조건화한다.  그러므로, 렌티바이러스 코어에 대한 혼입을 제한하는 GP의 세포질 테일에 간직된 결정인자가, 슈

도타입화된 비리온의 GP 혼입 및 감염을 가능하게 하는 바이러스 프로테아제에 의해 제거되어야 하는, 신규한

바이러스 어셈블리 경로가 존재한다.  

1.  RD114 GP의 세포질 테일은 세포-세포 및 바이러스-세포의 방추원성을 조절한다. [0035]

타입 C 및 타입 D 포유류 레트로바이러스 GP의 경우, 세포질 테일은 바이러스 어셈블리 및 방추원성을 조절하는[0036]

두 과정 모두에서 중추적인 역할을 한다.  여러 연구 결과들이, 단백질 위치선정(localization), 세포 표면 밀

도, 세포-세포 융합, 이종(heterologous) 또는 동종(homologous) 바이러스 코어와의 상호작용/혼입, 및 비리온

의 감염성에 대한 그의 영향을 입증하고 있다.  이들 GP의 세포질 테일은 티로신 세포내 이입 신호-YXXL-(5)를

간직하는 카르복시-말단 펩타이드(R)를 함유하는 구조적 모티브로서, 바이러스 프로테아제에 의한 그의 절단은

GP의 특성을 강하게 조절한다.  천연 형태의 GP에서, 절단 전, R 펩타이드는 i) 세포의 세포내 이입 기구의 어

답틴(adaptin) 복합체, ii) 비리온 내에서 발견되는 성숙한 GP의 카르복시 말단(도 1A에서의 세포질 테일의 도

메인 T),  및 iii)  비리온 내부 단백질과 상호작용하는 것으로 여겨지고 있다(1,  8,  13,  14,  17,  19,  43).

RD114 당단백질의 돌연변이의 특정화(본원)는 그의 세포질 테일에 의해 운반되는 관련 신호의 존재를 암시한다.

따라서, YXXL 모티브가 점 돌연변이에 의해 붕괴된 RDΔYXXL 돌연변이 GP는 가장 유력하게는 증가된 세포 표면

발현을 통해 증가된 세포-세포 융합을 초래하며, 이는 개별적인 종양-레트로바이러스 및 렌티바이러스 당단백질

(1, 8, 13)을 이용한 다른 연구에 의해 제안된 바 있다.  그러나, RDRless, RDPrMLV, RDPrSIVRQAG, RDPrHIV 및

RDΔYXXL 돌연변이 GP의 특정화를 통해 추론된 바와 같이, 세포-세포 방추원성 및/또는 세포-표면 발현을 증가

시킨 돌연변이가 바이러스 혼입 및/또는 바이러스 감염성을 필연적으로 향상시키지 않을 수도 있다.  나아가,

본원의 데이터는 슈도타입화된 벡터의 감염성이 변형된 RD114 GP의 세포질 테일과 바이러스 코어의 타입 사이의

적합성에 따라 좌우됨을 나타낸다.  

기타 타입 C 및 D 포유류 레트로바이러스 GP에서 얻어진 여러 유전적 증거들, 비절단된 세포 형태의 세포질 테[0037]

일이 GP 방추원성의 고유한 음성 조절자로서 작용함을 확인시켜 주고 있으며(2, 14, 17, 30, 33, 43), 비리온

어셈블리 동안 상기 매트릭스 단백질의 파트너로서 작용함을 나타내고 있다(2, 3).  RD114 당단백질의 CT 돌연

변이로부터 얻어진 결과는, 후자 GP가 타입 C 및 D 당단백질과 유사한 방식으로 그의 세포질 테일에 의해 조절

됨을 나타낸다.  실제로, 아직까지 그 메카니즘은 밝혀진 바 없으나, 세포질 테일의 절단은 다수의 타입 C 및 D

당단백질에 대해 융합 잠재력을 활성화하는 데 필수적인 것으로 확인되었다(2, 14, 30, 33).  CT 절단의 결여는

방추원 당단백질의 결핍을 초래한다.  또한, 절단 위치 내의 정지 코돈의 삽입을 통해 활성화된 조기 절단은 합

포체 형성을 크게 증대시킨다(2, 30, 33).  나아가, 본원 데이터는, 감염성 부여를 위해, RD114 GP의 카르복시

말단이 비리온 어셈블리 동안 또는 이후 절단되어야 함을 직접적으로 확인시켜준다(도 5).  나아가, 성숙한 세
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포질 테일(도 1B의 도메인 T) 또는 R 펩타이드를 형성하는 영역 중 하나에서의 돌연변이는, 가장 유력하게는 상

기 구조의 파괴 및/또는 세포질 테일의 통합의 결과로서, 세포-세포 융합의 조절을 변화시킨다(14, 17, 43).

세포질 테일 내에 여러 돌연변이를 간직하는 RD114 GP 돌연변이와 유사하게, 예컨대, RDPrMLV, RDPrSIVRQAG 및

RDPrHIV 돌연변이는, 그들의 돌연변이된 세포질 테일에 의한 융합 저해 조절 기능의 손실로 인하여, 강화된 세

포독성을 가질 수 있다. 

2.  렌티바이러스 코어에 의한 신규한 슈도타입 형성 경로. [0038]

RD114 GP의 세포질 테일의 변형은, 렌티바이러스 코어와는 대조적으로, MLV 코어 상의 RD114 GP 키메라의 혼입[0039]

에 대해서는 거의 영향을 주지 않는다(도 4).  이는 종양-레트로바이러스 코어가 GP 혼입에 대하여 렌티바이러

스 코어보다 혼입에 대해 관대함을 시사하거나, 대안적으로 GP에 의해 간직되는 비적합성 결정인자가 렌티바이

러스 코어에 제한되어 있음을 시사하기도 한다.  그러나, 슈도타입화된 MLV 벡터 미립의 감염성은 RD114 GP 키

메라의 세포질 테일 내에 혼입된 절단 부위의 타입에 의해 크게 영향을 받았다(도 3).  RD114 GP 절단 부위의

MLV 절단 부위로의 대체는 감염성에 영향을 주지 않는 반면, 렌티바이러스 절단 부위의 삽입은 감염성을 현저히

감소시켰다.  MLV 코어 미립 상에 혼입되는 경우 이들 후자 돌연변이의 TM 단백질의 세포질 테일의 불완전한 프

로세싱과 일관되게(도 5a), 후자 벡터 슈도타입의 불충분한 감염성은 혼입된 GP 키메라의 융합 잠재능의 활성화

결여에 기인하는 것으로 나타났다.  MLV GP의 경우, 바이러스 프로테아제의 자체 절단 부위의 돌연변이를 통해

달성된 세포질 테일의 절단 폐기는, 감염성이 없는 정상 수준의 GP가 혼입된 돌연변이를 초래한다(33). 

흥미롭게도, 야생형 RD114 GP로써 슈도타입화된 SIV 벡터의 낮은 감염성은 단지 그의 세포질 테일의 절단 부위[0040]

와  렌티바이러스  코어  프로테아제의  비적합성에  의해서  만은  설명될  수  없다.   실제로,  본원의  데이터에

따르면, MLV-A GP와는 대조적으로, 비변형된 RD114 당단백질의 세포질 테일이 상기 렌티바이러스 코어와의 최적

의 상호작용을 허락하지 않을 수 있으며, 이는 후자 GP의 유효한 혼입을 방해함을 시사한다(도 4).  RD114 GP

키메라의 특성을 연구하면, 이러한 음성 상호작용에 대한 분자적 기본원리를 발견할 수 있다.  실제로, RD114

당단백질의 세포질 테일의 혼입-가능한 MLV-A GP의 세포질 테일로의 대체는, 바이러스 혼입을 10배까지 증가시

키며(도  4),  이는  RD114  GP의  세포질  테일이  렌티바이러스  코어에  대한  비적합성  결정인자를  함유함을

입증한다.  흥미롭게도, 적합성은 세포질 테일의 절단 부위의 특이성에 변화를 유발함으로써 복원될 수 있었다.

하나의 가능성은 그러한 변화가, 예컨대, SIV 매트릭스 단백질과의 입체적 비적합성을 감소시킴으로써, SIV 코

어와의 최적의 상호작용으로 귀결되는 세포질 테일의 구조적 변형을 유발할 수 있다는 것이다.  본원의 데이터

는 또한 상기 세포질 테일의 절단이 GP 혼입과 연관되어 있을 수 있다는 대안적이고 비배타적인 가능성을 시사

한다.  RD114 GP 절단 부위를, 상기 슈도타입화-가능한 MLV-A GP의 세포질 테일(돌연변이 RDPrMLV) 또는 SIV

Gag 단백질(돌연변이 RDPrSIVRQAG) 중 하나로부터 유래된 절단 부위로 대체한 결과, RDPrSIVARLM GP 돌연변이를 제

외하고는, 바이러스 역치 및 SIV 코어 미립 상의 혼입 모두가 향상되었다.  최근의 관련 연구에서, Cannon 등은

상기 비변형된 GALV GP가 HIV-1 코어에 대한 혼입에서 배제되었음을 발견하였다(4).  R 펩타이드의 트런케이션

(truncation) 및 GALV CT 또는 그 절단 부위를 MLV-A 유래의 해당 서열로 대체한 경우, GP 혼입 및 바이러스 역

치(4)가 증가되었으며, 이는 개별적인 타입의 레트로바이러스 당단백질을 이용해 얻은 본원의 데이터와 잘 일치

한다.  총괄적으로, 따라서 이들 데이터는 슈도타입화된 렌티바이러스 벡터의 감염성이 상기 슈도타입화된 당단

백질의 CT와 바이러스 코어의 적합성의 결과이며, 바이러스 코어 프로테아제에 의한 절단을 통해 조절될 수 있

음을 시사한다.  이러한 가정은 상기 세포질 테일의 절단에 대한 직접적인 평가에 의해 확인되어야 하나, 본 발

명자들은 상기 세포질 테일의 절단과 비허용성 코어에 대한 GP 혼입 사이의 관련 가능성에 대하여 관찰하였다.

렌티바이러스가 발아(budding)를 개시하는 것으로 밝혀진 바 있는(25) 원형질막 지질 래프트(raft)에서의 종양-

레트로바이러스 당단백질의 위치선정에도 불구하고(29), 이들 비절단된 GP의 세포질 테일은 매트릭스 단백질의

네트워크에 적합하지 않을 수 있다.  그러므로, 바이러스 어셈블리 영역 부근의 몇몇 활성 렌티바이러스 프로테

아제의 존재는, 그들의 CT에 의해 간직되는 절단 부위와의 적합성에 따라 좌우되는 방식으로 이들 GP의 세포질

테일을 절단할 수 있다.  이는 R 펩타이드의 제거로 귀결될 수 있으며, 이는 렌티바이러스 코어에 대한 혼입을

방해한 부적합성 결정인자의 소거를 초래한다.  그리하여, 테일-부착된(tailored) GP는 가능한 경우 수동 혼입

메커니즘에 따라 렌티바이러스 미립 상에 혼입될 수 있다. 

3.  바이러스 벡터 [0041]

많은 유형의 바이러스가 벡터에 대한 기본을 형성한다.  바이러스 감염은 숙주 세포 내로의 바이러스 게놈의 도[0042]

입을 수반한다.  그러한 특성이 바이러스계 벡터 내의 유전자 전달 비히클로서의 용도를 위하여 함께 선택된다.

사용되는 바이러스는 흔히 이미 트랜스펙션 세포에 대한 많은 필요한 특징 및 항체를 가지는 병원성 바이러스로
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부터 유래된다.  그러나, 모든 바이러스가 세포 주기의 모든 단계에서 모든 유형의 세포를 성공적으로 트랜스펙

션하지는 않을 것이다.  따라서, 바이러스 벡터의 발생 시, 바이러스 게놈은 종종 변형되어, 외부 유전자 구조

체(트랜스 유전자) 또는 기타 핵산의 도입을 위한 그들의 능력 및 유효성을 증대시킨다.  동시에, 질병을 유발

하는 능력을 감소 또는 제거하도록 변형될 수 있다. 

렌티바이러스는 핵공(nucleopore)을 통한 능동 도입을 가능하게 하는 사전-통합 복합체의 친핵성으로 인해 미분[0043]

열 세포를 트랜스펙션할 수 있는 레트로바이러스의 서브그룹이다.  이와 상응하여, 인간 면역결핍 바이러스 타

입 1(HIV-1)으로부터 유래되는 렌티바이러스 벡터는 시험관내 및 생체내 비유사분열 세포 내로의 트랜스 유전자

의 유효한 전달,  통합 및 장기간 발현을 매개할 수 있다(Naldini  et  al.,  1996a;  Naldini  et  al.,  1996b;

Blomer et al., 1997).  예컨대, HIV계 벡터는 사이토카인 자극의 부재 하에 인간 CD34
+
 조혈 세포를 유효하게

형질도입 시킬 수 있으며(Akkina et al., 1996; Sutton et al., 1998; Uchida et al., 1998; Miyoshi et al.,

1999;  Case  et  al.,  1999),  이들 세포는 NOD/SCID  마우스 내에서 장기간 융합할 수 있다(Miyoshi  et  al.,

1999).  나아가, 이들의 주요 수령체 유래의 골수는 형질도입된 세포를 가지는 2차 마우스 내에서 생존할 수 있

으며, 이는 아마도 가장 성실한 줄기 세포인 매우 원시적인 조혈 전구체의 렌티벡터-매개의 유전적 변형을 시사

한다.  기타 현재 활용 가능한 유전자 전달 시스템 중 어느 것도 그러한 능력은 갖지 못하기 때문에, 렌티바이

러스 벡터는 이전에는 조혈작용 및 유사 현상의 연구, 및 인간 줄기 세포 (HCL)의 유전적 변형을 통한 선천성

질환 및 후천성 질환의 유전자 요법에 대하여 이전에는 탐구되지 않았던 원리를 제공한다.  

이러한 중요한 능력은 유의한 생체 안전성 문제에 봉착한다(Akkina et al., 1996; Suttonet al., 1998; Uchida[0044]

et al., 1998).  렌티바이러스 벡터 모액의 생산 과정 동안 복제-가능한 재조합(RCR)의 부수적 발생은, 렌티바

이러스 벡터가 인간 유전자 요법용으로 고려되기 이전에 해결되어야 할 가장 주요한 문제 중 하나이다.  레트로

바이러스 게놈에 있어서, 필수적인 모든 시스-작용 요소를 함유하는 단일 RNA 분자는 모든 코딩 서열을 운반한

다.  따라서, 벡터 생산 시스템의 생체 안전성은, 가능한 한 많은 독립적 단위로 그의 다양한 성분들을 코딩하

는 서열을 분포킴으로써 RCR을 재창출하는 데 요구되는 교차(crossover) 횟수를 최대화하는 경우 가장 잘 달성

된다.  렌티벡터 미립은 숙주 생산자 세포, 예컨대 293 인간 배아 신장 세포 내에서 비리온 포장 요소 및 벡터

게놈을 공발현시킴으로써 제작된다.  HIV-1계 벡터의 경우, 비리온의 코어 및 효소 성분들은 HIV-1로부터 유래

되는 반면, 외피 단백질은 이종 바이러스, 가장 흔하게는 VSV로부터 유래된다.  전체 유전자 세트가 바이러스

유전자 화물의 운반을 담당하나, 발병에 필수적인 병독성 인자를 코딩하는 HIV의 게놈 복합성은 실질적으로 임

상적으로 허용 가능한 벡터 시스템의 개발을 지원한다. 

현재의 다양한 감독화 포장 시스템은 통상 HIV-1의 9개 유전자 중 단지 3개만을 포함한다: gag - 비리온의 주요[0045]

구조 단백질 코딩, pol - 레트로바이러스-특이성 효소 담당, 및 rev - 유효한 gag 및 pol 발현에 필수적인 전사

후 조절자 코딩(Dull, et al., 1998).  이처럼 광범위하게 삭제된 포장 시스템으로부터는, 게놈 부분의 60%가

완전히 제거되었기 때문에, 어버이 바이러스가 재구성될 수 없다.  HIV계 포장 시스템, Gag/Pol, Rev, VSV G 및

벡터 중 하나는 4개의 개별적인 DNA 단위체로부터 유래된다.  또한, 벡터와 헬퍼 서열 사이의 중첩은 수십 뉴클

레오타이드로 감소되어, 동종 재조합에 대한 기회가 감소되어 왔다.  

HIV 타입 1(HIV-1)계 벡터 미립은 소위 생산자 세포, 예컨대 293T 인간 배아 신장 세포 내에서 비리온 포장 요[0046]

소 및 벡터 게놈을 공발현시킴으로써 제작할 수 있다.  이들 세포는 다수의 플라스미드로써 일시적으로 트랜스

펙션될 수 있다.  통상적으로, 3개 내지 4개의 플라스미드가 사용되나, 그 개수는 렌티바이러스 성분이 개별적

인 단위체로 파괴되는 정도에 따라 크게 좌우될 수 있다.  일반적으로, 하나의 플라스미드가 HIV-1로부터 유래

되는 비리온의 코어 및 효소 성분을 코딩한다.  이 플라스미드를 포장 플라스미드라 칭한다.  또 다른 플라스미

드는, 고도의 안정성 및 광범위한 향성으로 인하여, 상기 외피 단백질(들), 가장 통상적으로는 소포성 구내염

바이러스의 G 단백질(VSV G)을 코딩한다.  이 플라스미드를 외피 발현 플라스미드라 칭한다.  또 다른 플라스미

드는 표적 세포로 운반될 게놈, 즉, 벡터 자체를 코딩하며, 이를 운반 벡터라 칭한다.  ㎖당 수백만 형질도입

단위(TU/㎖)의 역치를 가지는 재조합 바이러스는 이러한 기술 및 그의 변이에 의해 제작될 수 있다.  초원심분

리 후, 대략 10
9
 TU/㎖의 농축된 모액이 얻어질 수 있다.  

벡터 자체는 단지 표적 세포로 운반되는 유전자 물질이다.  이는 통상적으로 캡슐화, 역전사, 핵 도입, 및 통합[0047]

에 필요한 시스-작용 요소에 의하여 플랭킹된 트랜스 유전자 카세트를 포함한다.  종양-레트로바이러스 벡터에

대하여 앞서 실시한 바와 같이, 렌티바이러스 벡터는 표적 세포로 운반 시, 바이러스의 긴 말단 반복부(LTR)의

전사 역량을 손실하여 "자가-불활성화(self-inactivating)"된다(Zufferey, et al. 1998).  이러한 변형은 나아

가 복제 가능한 재조합(RCR)의 발생 위험 및 프로모터 간섭과 관련된 문제를 감소시킨다.  
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4.  바이러스 벡터의 슈도타입화[0048]

레트로바이러스에 대한 단백질 혼입은 동종 바이러스 당단백질에 대해 특이적이지 않다.  주요 조직-적합성 복[0049]

합체 클래스 I(MHC-I) 및 MHC-II 분자, 유착 분자, 공-자극 분자 및 보완된 조절 단백질을 포함하는, 40종 이상

의 상이한 숙주 세포 유래의 단백질이 HIV-1 바이러스 미립의 외부에서 동정되었다
48
.  나아가, 많은 이종 바이

러스 당단백질이 레트로바이러스 미립 내로 혼입될 수 있으며, 감염성을 매개할 수 있다
49
.  슈도타입화이라 불

리는 이러한 과정은, 레트로바이러스 벡터로 하여금 광범위한 세포 및 조직을 형질도입시키도록 한다.  VSV-G

당단백질을 이용한 렌티바이러스 벡터의 제작은 벡터의 향성을 확장시키는 이종 당단백질의 능력을 예증한다
2
.

그러나, 이종 바이러스 코어를 이용한 주어진 당단백질(GP)의 공발현이 필수적으로 고도의 감염성 바이러스 미

립을 발생시키지는 않을 것이다
8,14,15,50

. 

env 유전자는 레트로바이러스를 포함하는 임의의 바이러스로부터 유래될 수 있다.  레트로바이러스 유래의 env[0050]

유전자의 예로는, 비제한적으로, 몰로니(Moloney) 설치류 백혈병 바이러스(MoMuLV 또는 MMLV), 하베이(Harvey)

설치류 육종 바이러스(HaMuSV 또는 HSV), 설치류 유방 종양 바이러스(MuMTV 또는 MMTV), 기본 원숭이 백혈병 바

이러스(GaLV 또는 GALV), 인간 면역결핍 바이러스(HIV) 및 로우스(Rous) 육종 바이러스 (RSV)가 포함된다.  소

포성 구내염 바이러스(VSV) 단백질 G(VSV G)와 같은 기타 env 유전자, 간염 바이러스 및 인플루엔자의 유전자도

사용될 수 있다.  VSV G 단백질은 재조합 바이러스에 대해 광범위한 숙주 범위를 가지므로 바람직한 env 유전자

인 반면, VSV G는 숙주 세포, 예컨대 포장 세포에 대해서는 유해할 수 있다.  따라서,  VSV G의 것과 같은 유전

자가 사용되는 경우, 유도 가능한 프로모터 시스템은 VSV G 발현이 요구되지 않는 경우 VSV G 발현이 숙주 독성

을 최소화하도록 조절될 수 있도록 사용될 수 있다.  예컨대, Gossen & Bujard(1992)의 테트라사이클린-조절된

유전자 발현 시스템은 테트라사이클린이 운반된 세포로부터 철회되는 경우 VSV G의 유도 가능한 발현을 제공하

도록 사용될 수 있다.  따라서, tet/VP16 트랜스 활성자(trans-activator)는 제1 벡터 상에 존재하며, VSV G

코딩  서열은  또  다른  벡터  상의  tet  조절자  서열에  의하여  제거되는  프로모터의  다운스트림으로부터

클로닝된다.  

바이러스 env 핵산 서열을 제공하는 벡터는 조절 서열, 예컨대, 프로모터 또는 인핸서(enhancer)와 유효하게 회[0051]

합된다.  상기 조절 서열은, 예컨대 EFla, PGK, 몰로니 설치류 백혈병의 바이러스 프로모터-인핸서 요소, 인간

사이토메갈로바이러스의 인핸서, 백시니아 P7.5 프로모터 등(추가의 예는 하기 표 1 및 2 참조)을 포함하는 임

의의 진핵생물 프로모터 또는 인핸서일 수 있다.  일부의 경우, 몰로니 설치류 백혈병 바이러스의 프로모터-인

핸서 요소와 같은 프로모터-인핸서 요소는 LTR 서열 내에 또는 그에 인접하게 위치한다.  바람직하게는, 조절

서열은 벡터를 구성하고 있는 렌티바이러스에 대해 내성이 없는 것이다.  따라서, 벡터가 SIV로부터 만들어지는

경우, SIV LTR 내에서 발견되는 SIV 조절 서열은 SIV로부터 기원하지 않은 조절 요소에 의하여 복제될 것이다. 

또한, 특정 세포-타입의 수용체에 대하여 표적화하는 특정 리간드 또는 외피 단백질과 항체의 결합에 의하여 재[0052]

조합 바이러스를 추가로 표적화할 수 있다.  예컨대 벡터는, 바이러스 벡터 내로 관심 서열(조절 영역 포함)을

삽입하면, 특정 표적 세포 상의 수용체에 대한 리간드를 코딩하는 또 다른 유전자와 함께, 표적-특이성이 된다.

레트로바이러스 벡터는 예컨대 당지질 또는 단백질의 삽입에 의하여 표적-특이성으로 만들어질 수 있다.  표적

화는 종종 표적 레트로바이러스 벡터에 대한 항체 또는 재조합 항체-타입 분자, 예컨대 단일 사슬 항체의 항원-

결합 부위를 이용함으로써 달성된다.  

2가지 유형의 메커니즘이 바이러스 미립 상에서의 동종 및 이종 바이러스 또는 세포 당단백질의 어셈블리를 유[0053]

발하는 것으로 생각된다.  GP 혼입의 수동적 모델은 슈도타입화된 당단백질과 바이러스 코어 사이의 비의무적

상호작용을 수반하며, 전자는 바이러스 발아 부위에 충분히 풍부하며, 그의 세포질 테일은 바이러스 어셈블리

또는 비리온 형태에 직접적으로 적합한 결정인자를 함유하지 않는다
49
.  이러한 측면에서, FPV, LCMV 및 VSV의

세포질 테일과 같은 짧은 세포질 테일을 함유하는 이종 GP(도 2)는 수동 메커니즘을 통해 렌티바이러스 미립 상

에 혼입되는 것으로 여겨진다.  한편, GP 혼입의 능동 모델에서, 슈도타입화된 당단백질의 세포질 테일과 비리

온 코어 성분 사이의 상호작용이 바이러스 미립의 에셈블리를 규정한다.  적어도 렌티바이러스
52-55

에 대하여, 바

이러스 어셈블리에 있어서의 그러한 중대한 상호작용 역할을 뒷받침하는 광대한 증거가 문헌
39,49

에 제지되어 있

다.  

최근의 연구에서, 본 발명자들은, 타입 C 및 D 포유류 레트로바이러스의 당단백질을 이용한 렌티바이러스 코어[0054]
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미립의 슈도타입화가 어셈블리의 대체 경로를 수반함을 제안한 바 있다
14
.  GALV 및 RD114 바이러스와 같이 이들

레트로바이러스의 GP는 렌티바이러스 코어에 대한 혼입을 제한하는 결정인자를 함유하는 것으로 확인된 바 있다

8,14
.  약 30-40개 아미노산 길이의 비교적 짧은 타입 C/D 포유류 레트로바이러스 GP의 세포질 테일은, 당단백질

의 융합 잠재능을 활성화하는 데 있어 동종 바이러스 코어 프로테아제에 의한 절단이 요구되는 MLV의 경우 R이

라 일컬어지는 15-20개 아미노산 길이의 카르복시-말단 펩타이드를 함유한다
56-58

.  바이러스 프로테아제에 의한

R 펩타이드의 절단이 결여된 동종의 타입 C/D 바이러스 코어를 이용한 슈도타입화는 슈도타입화된 비리온의 감

염성은 변화시키나, GP 혼입은 변화시키지 않는다.  반면, 절단 부위와 렌티바이러스 프로테아제의 적합성은 슈

도타입화된 렌티바이러스 코어 미립의 감염성 및 GP 혼입 모두에 영향을 준다
14
.  따라서, 렌티바이러스 코어에

대한 이들 GP의 가능한 혼입 경로는 비리온 어셈블리 부위에서의 활성 코어 프로테아제에 의한 R 펩타이드의 절

단을 수반할 수 있으며, 이는 슈도타입화를 손상시키는 세포질 테일 결정인자의 제거를 가져온다.  이러한 연구

결과를 근거로 하여, 본 발명자들은 GALV8 및 RD114로부터 유래된 키메라 GP로써 슈도타입화된 유효한 SIV 유래

의 벡터를 제작하였다(도 2).  GALV/TR 및 RD114/TR이라 일컬어지는 이들 돌연변이 당단백질(도 2)은 각각 HIV-

1 및 SIV 프로테아제에 적합한 MLV-AGP의 세포질 테일을 함유한다.  이는 이들이 렌티바이러스 미립에 대하여

유효하게 혼입되는 특성에 기인한 것으로 여겨진다(도 2C). 

5.  영장류 혈정 내에서의 렌티바이러스 벡터 슈도타입의 안정성. [0055]

VSV-G-슈도타입화된 렌티바이러스 벡터는 여러 세포 유형을 생체내 또는 시험관내 형질도입시키는 데 유용한 것[0056]

으로 입증된 바 있다
3-7
.  그러나, 여전히 인간

24
 및 비인간 영장류 강화에 대한 그들의 높은 감수성(도 4)은 생

체내 전신 투여에 대한 그들의 유용성을 저해할 수 있다.  VSV-G 슈도타입과 대조적으로, 레트로바이러스 당단

백질을 이용해 제작한 벡터는 인간 및 마카크 원숭이 혈청 내에서 안정하였으며, RD114/TR-슈도타입화된 SIV 벡

터는 인간 혈청에 대하여 항상 내성이며, 이는 후자 벡터가 전신 유전자 전달에 특히 적합할 수 있음을 시사한

다(도 4).  강화 감수성을 결정하는 데에는 여러 인자들이 기여하며, 이들 인자는 i) 상이한 개체 유래의 혈청,

ii) 생산자 세포의 타입
34,36

, iii) 당단백질 내의 α(1-3) 갈락토오스당 에피토프의 존재
59-61

, 또는 iv) 슈도타

입화된 GP의 타입
34,36,62

에 따라 좌우된다.  인간 세포에 의해 생산된 레트로바이러스는 통상 VSV-G-슈도타입화된

벡터
24
를 제외하고는, 인간 혈청

34,36
 내에서 내성이다.  그러나, 최근의 연구에서, MLV GP로 코팅되고 인간 세포

에 의하여 생산된 종양-레트로바이러스 벡터는, 인간과 멀어지는 방향으로의 진화와 상관된 방식으로, 비-인간

구세계 영장류 유래의 혈청 내에서 보충제 불활성화에 대하여 차별적으로 감수성인 것으로 확인된 바 있다
63
.

마카크 원숭이 혈청에 대한 감수성은 99% 이상의 벡터 분해를 초래하였다
63
.  따라서, 종양-레트로바이러스 벡터

를 이용해 얻은 후자의 결과와 명확히 불일치한다는 점에서, 본 발명자들은 레트로바이러스 GP로써 슈도타입화

된 렌티바이러스가 마카크 원숭이 혈청 내에서 비교적 안정적이라는 사실을 확인하였다(도 4B).  혈청에 대한

반응을 조절할 수 있으며, 종양-레트로바이러스와 렌티바이러스 미립 사이의 모순을 설명할 수 있는 인자는,

HIV 및 SIV4에 대하여 보고된 바와 같이
48,64

, CD46, CD55, 및 CD59 강화 저해 분자의 렌티바이러스 미립 내로의

혼입일 수 있다.  

6.  슈도타입화된 SIV 벡터를 이용한 주요 세포의 형질도입. [0057]

VSV-G-슈도타입화된 렌티바이러스 벡터의 광범위한 향성은 세포 타입-특이성 유전자 전달이 요구되는 특정 유전[0058]

자의 운반 용도에 적합하지 않을 수 있다.  일부 막-외피 바이러스로부터 유래된 당단백질의 천연 향성의 장점

을 취하거나, 또는 대안적으로 혼입-가능한 GP의 숙주 범위(예컨대, MLV, GALV/TR 또는 FPV-HA)를 조작하면
65,66

보다 선택적인 향성을 달성할 수 있다.  예컨대, 에볼라 바이러스 또는 인플루엔자 바이러스와 같이, 폐 감염을

초래하며 기도 상피를 통해 감염되는 바이러스로부터 유래되는 표면 당단백질의 사용은, 유전자 요법 및 인간

기도에 유용할 수 있는 것으로 보고 바 있다
10
.  그럼에도 불구하고, 렌티바이러스 벡터 슈도타입은 슈도타입화

된 당단백질이 유래된 어버이 바이러스의 숙주 범위를 항상 유지할 수 없음을 유의해야 한다.  예컨대, 향신경

성 리사바이러스인 몰콜라 바이러스의 당단백질은 HIV-1 벡터를 유효하게 슈도타입화함에도 불구하고
12
, 상기 슈

도타입화된 벡터는 어버이 바이러스의 특이적인 향신경성을 재현하지 못한다
9
. 

최근 연구 보고에서, RD114 GP로써 슈도타입화된 종양-레트로바이러스 벡터가 인간 및 개 CD34
+
 세포를 유효하[0059]
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게 형질도입시키는 것이 확인된 바 있다.  형질도입된 세포는 형질도입되지 않은 세포와 유사한 효율을 가지고

NOD/SCID  마우스 및 개 내에서 생존하며, 복수 계통의 발현을 나타내었다
16-18

.   이러한 연구 결과들은, 인간

CD34
+
 세포 내에서 "유전자 운반에 대한 주요 차단체가 수용체 수준이며, 표적 세포의 무활동에 기인하지 않

음"을 시사한다
18
.  본 발명자들은 MLV-A, GALV/TR, RD114/TR, 및 VSV-G 당단백질로써 슈도타입화된 렌티바이러

스 벡터를 이용해 설정한 이러한 가설을 테스트하고자 하였다.  이전의 연구 결과와는 대조적으로, 본 발명자들

은, 레트로넥틴 또는 기질 세포의 부재 하에 단지 최소의 사이토카인만을 처리하여, 바이러스/수용체 상호작용

및/또는 형질도입에 영향을 줄 수 있는 인자의 영향을 최소화하는 감염 조건, 즉 반복 감염이 없는 조건을 사용

하였다.  따라서, MLV 벡터로 하여금 CD34
+
 세포의 형질도입을 유발하지 않도록 하는 사이토카인을 처리한 조건

하에 1회의 짧은 바이러스/세포 노출에 의하여 인간 CD34
+
 세포를 형질도입시켰다

26
.  이러한 차선의 조건으로

인하여, 최대 수준의 유전자 운반은 비교적 낮았으나, 이는 CD34
+
 세포의 형질도입에 있어 슈도타입화된 GP의

특이적인  영향을  감지할  수  있는  비교를  가능하게  한다.   이러한  조건에  가장  좋은  당단백질은  VSV-G  및

GALV/TR GP이었다(도 5a).  VSV-G에 비하여, MLV-A 및 RD114/TR GP로써 슈도타입화된 벡터를 이용하는 경우,

훨씬 낮은 형질도입 수준이 달성되었다.  이러한 결과는 상이한 GP에 대한 CD34
+
 세포의 수용체 발현 패턴에 있

어서의 차이를 반영할 수 있으며, 종양-레트로바이러스 벡터에 대하여 보고된 이전의 결과
18
와 모순되는 것으로

생각된다.  그러나, 이전의 연구 결과
16-18

와 일관되게, RD114/TR GP 및 레트로넥틴의 조합 사용은 인간 세포의

형질도입을 크게 증가시켰으며, 따라서 RD114/TR-슈도타입화된 렌티바이러스 벡터는 VSV-G로써 슈도타입화된 것

들을 능가한다(도 5).  감염을 증대시키는 CH-296 레트로넥틴 단편은, α4/5β
1
 인테그린에 대한 부착, 및 바이

러스 당단백질, 고도 친화성 헤파린 II 도메인을 통해
42
 두 세포 표면 모두에 결합하는 CH-296의 특성으로 인하

여, 레트로바이러스 미립 및 표적 세포의 공-위치선정을 수반할 수 있다
43
.  세포 자멸사의 저해 및 세포 분열의

자극을 포함하는 대안적인 방법이 제안되었음에도 불구하고
67
, 본원의 결과는 CH-296의 차별적 효과가 렌티바이

러스 코어 미립을 슈도타입화하는 데 사용된 당단백질의 타입에 따라 다르게 검출되었기 때문에 이전의 메커니

즘과 일치한다.  헤파란 설페이트 프로테오글리칸과 같은 세포외 매트릭스의 단백질이 감염의 초기 단계에 주된

역할을 담당하며, 아마도 처음에 막 융합
69.70

을 시발하도록 제공된 바이러스 수용체 자체보다는 바이러스/세포

부착
68
을 매개하는 데 보다 중요할 것이다.  세포외 매트릭스 단백질에 대한 결합에 차별적으로 영향을 주는 모

티브가 여러 외피 바이러스의 당단백질 내에서 발견되었다
71,72

.  그들은 RD114 당단백질 내에서 특히 유효할 수

있으며, CH-296 매개의 세포 부착을 자극할 수 있다. 

RD114/TR-슈도타입화된 SIV 벡터는, 레트로넥틴의 부재 하에, 인간 및 마카크 원숭이 PBL를 매우 효과적으로 형[0060]

질도입시켰다(도 6).  실제로, 이들 세포 내에서, VSV-G 또는 MLV-A GP로써 슈도타입화된 벡터 및 RD114/TR GP

로 코팅된 벡터를 이용해 측정한 형질도입 효율에 있어서는 현저한 차이가 있었다.  이러한 불일치의 원인은 이

들 GP에 대한 수용체의 발현 차이에서 기인할 수 있다.  대안적으로, 이들 결과는 수용체 밀도 및/또는 초기 바

이러스/수용체 상호작용 매개변수에 있어서의 차이를 필수적으로 포함하지 않을 수 있다.  여러 연구 결과들이,

형질도입 효율은 수용체의 발현 수준과 상관이 없으며
17,73

, 오히려 수용체 클러스터링(clustering), 막 융합 메

커니즘, 융합 부위, 비코팅 및 바이러스 미립의 비코팅 부위 및 핵으로부터의 이동과 같은 결합 후 사건이 중요

한 것으로 보고하고 있다
74,75

.  그러므로, SIV 벡터를 이용해 PBL를 형질도입시키는 경우에는, RD114 수용체가

VSV-G 또는 MLV-A 수용체보다 유효한 양식으로 결합 후 사건을 조절한다고 정리할 수 있다.  

세포는 궁극의 용도에 따라 생체내 또는 시험관내 형질도입될 수 있다.  심지어 인간 유전자 요법, 예컨대 인간[0061]

줄기 세포의 유전자 요법 분야에서조차, 줄기 세포를 생체내 형질도입시킬 수 있으며, 대안적으로 시험관내에서

형질도입시킨 뒤, 그 형질도입된 줄기 세포를 인간 개체 내로 삽입할 수도 있다.  일면에 있어서, 인간 줄기 세

포는, 당업계에 공지된 방법을 이용해 인간, 예컨대, 인간 환자로부터 절제하여, 상술한 바와 같이 형질도입시

킬 수 있다.  이어서, 그 형질도입된 줄기 세포를 동일하거나 상이한 인간 내로 재도입한다. 

인간 개체가 벡터의 개체 내로의 도입에 의하여 직접 치료되는 경우, 치료는 통상 벡터의 정맥내 투여에 의하여[0062]

실시된다.  세포, 예컨대 CD34
+
 세포, 수지상 돌기 세포, 말초 혈액 세포 또는 종양 세포가 생체외 형질도입되
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는 경우, 벡터 미립은 일반적으로 10
5
 세포당 lx10

5
 내지 50x10

5
 형질도입 단위의 바이러스 용량으로 대략 1회

내지 50회의 다수 감염(MOI) 투여를 통해 세포와 함께 배양된다.  이 경로는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 및 50 MOI에 해당하는 벡터 투여를 포함한다.  통상적으로, 벡터의 양은 HeLa 형

질도입  단위(TU)로  표시될  수  있다.   기타  벡터  투여  경로는  동맥내,  내시경(endoscopically),  병소내

(intralesionally), 경피(percutaneously), 피하내(subcutaneously), 근육내, 경막내(intrathecally), 안구내

(intraorbitally),  피내(intradermally),  복막내(intraperitoneally),  경기관(transtracheally),  상피

(subcuticularly), 줄기내(intrastemal) 주사, 흡입 또는 경비 분무, 기관내 경로 등이 포함된다.  본 발명의

벡터를 이용하는 종양/암 요법과 관련된 일면에 있어서, 발현 벡터는 종양 또는 종양 맥관 구조(vasculature)

내로의 직접 주사에 의하여 전달될 수 있다.  

7.  숙주 세포 [0063]

본원에 사용된 바와 같이, "세포", 세포주", 및 "세포 배양주"란 용어는 교환하여 사용될 수 있다.  이들 용어[0064]

는 또한 모두 임의의 모든 후속 세대인 그들의 자손체를 포괄한다.  모든 자손체는, 고의적 또는 비고의적 돌연

변이로 인해 동일하지 않을 수 있다.  이종 핵산 서열의 발현 측면에서, "숙주 세포"는 원핵생물 또는 진핵생물

세포를 일컬으며, 벡터의 복제 및/또는 본 발명의 벡터에 의하여 코딩된 이종 핵산의 발현이 가능한 임의의 형

질도입 가능한 유기체를 포함한다.  숙주 세포는 벡터에 대한 수령체일 수 있으며, 벡터에 대한 수령체로서 사

용될 수 있다.  숙주 세포는 외인성 핵산이 숙주 세포 내로 운반되거나 또는 도입되는 과정을 일컫는 "트랜스펙

션" 또는 "형질변환"될 수 있다.  형질변환된 세포는 주요 개체 세포 및 그의 자손체를 포괄한다.  본원에 사용

된 바와 같이, "유전자 조작" 및 "재조합" 세포 또는 숙주 세포는, 예컨대, 본 발명의 렌티벡터와 같이 치료에

유효한 구조체를 함유하는 외인성 핵산 서열이 도입된 세포를 일컫는다.  그러므로, 재조합 세포는 재조합을 통

해 도입된 핵산을 함유하지 않는 천연 세포와는 구별된다.  

특정 일면에 있어서, RNA 또는 단백질성 서열은 동일한 숙주 세포 내에서 기타 선택된 RNA 및 단백질성 서열과[0065]

함께 공발현될 수 있다.  공-발현은 숙주 세포에 2종 이상의 개별적인 재조합 벡터를 공-트랜스펙션시킴으로써

달성될 수 있다.  대안적으로, 단일 재조합 벡터는 RNA에 대한 복수의 개별적인 코딩 영역을 포함하도록 제작될

수 있으며, 이는 단일 벡터를 트랜스펙션시킨 숙주 세포 내에서 발현시킬 수 있다. 

숙주 세포는 원핵생물 또는 진핵생물로부터 유래될 수 있으며, 이는 벡터의 복제 또는 벡터-코딩된 핵산 서열의[0066]

일부 또는 전체의 발현 중 어떠한 결과를 원하는가에 따라 좌우된다.  다수의 세포주 및 세포 배양주가 숙주 세

포 용도로 활용 가능하며,  이들은 살아있는 세포 배양주 및 유전 물질에 대한 보관 기관인 American  Type

Culture Collection(ATCC)를 통해 입수할 수 있다.  본 발명에 사용된 숙주 세포의 몇몇 예는, 비제한적으로,

바이러스 포장 세포, 바이러스 생산자 세포, 293T 세포, 인간 조혈 모세포, 인간 조혈 줄기 세포, CD34
+
 세포,

CD4+ 세포 등을 포함한다.  

A.  조직 및 세포 [0067]

당업자라면, 본 발명이 어떠한 하나의 특정 세포 타입으로 제한되지 않으며, 본 발명의 방법 및 렌티바이러스가[0068]

다양한 세포 타입의 트랜스 유전자를 발현시키는 데 사용될 수 있음을 이해할 것이다.  사용 가능한 몇몇 세포

타입의 예로는, 뉴런, 폐세포, 근육세포, 간세포, 췌장세포, 내피세포, 심장세포, 피부세포, 골수기질 세포, 귀

및 안구 세포와 같은 말단 차별화된 세포가 포함된다.  나아가, 줄기 세포 및 모세포(progenitor cell), 예컨대

췌장관 세포, 신경 전구체, 및 중배엽 줄기 세포 역시 사용 가능하다.  그러나, 그 중에서도 보다 바람직한 본

발명의 렌티벡터는 인간 생체 안전성 요건을 충족하면서도 인간 모세포 내에서 고도의 트랜스 유전자 발현 수준

을 허용하는 매우 바람직한 특징을 갖는다.  

바이러스 미립을 생산하는 경우에는, 렌티바이러스 Gag 및 Pol 유전자의 발현에 적합한 임의의 세포, 또는 그러[0069]

한 발현을 지지하도록 조작될 수 있는 임의의 세포를 사용할 수 있다.  예컨대, 293T 세포, TE 671 및 HT1080

세포와 같은 생산자 세포가 사용될 수 있다.  

물론, 주지한 바와 같이, 본 발명의 렌티벡터는 골수, 말초 혈액 또는 제대혈(umbilical cord bloo)로부터 얻어[0070]

진 인간의 조혈 모세포 또는 조혈 줄기 세포의 형질도입 또는 CD4+ T 세포, 말초 혈액 B 또는 T 림프구 세포,

및 말초 혈액 단핵 세포, 수지상 돌기 세포, 및 단핵구 세포의 형질도입에 특히 유용할 것이다.  특히 바람직한

표적은 CD34
+
 세포이다.  조직은 핵산 전달 조성물 및/또는 부가의 제제로 형질변환되거나 접촉될 숙주 세포 또

는 세포들을 포함할 수 있다.  그러한 조직은 유기체의 일부이거나 유기체로부터 분리될 수 있다.  특정 일면에
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있어서,  조직  및  그의  구성성분  세포는,  비제한적으로,  혈액(예컨대,  조혈  세포(예를  들어,  인간의  조혈

모세포, 인간의 조혈 줄기 세포, CD34
+
 세포, CD4+ 세포), 림프구 및 기타 혈액 계통의 세포), 골수, 뇌, 줄기

세포,  혈관,  간,  폐,  골,  유방,  연골조직(cartilage),  자궁경부(cervix),  직장,  각막,  배아,  자궁내막

(endometrium), 내피, 상피, 식도, 안면(facia), 섬유아세포, 여포(follicular), 신경절 세포, 아교 세포, 술

잔(goblet) 세포, 신장, 림프절, 근육, 뉴론, 난소, 췌장, 말초 혈액, 전립선, 피부, 소장, 비장, 고환을 포함

할 수 있다.  

B.  유기체 [0071]

특정 일면에 있어서, 숙주 세포 또는 조직은 적어도 하나의 유기체 내에 포함되어 있을 수 있다.  특정 일면에[0072]

있어서, 유기체는, 인간, 영장류 또는 설치류일 수 있다. 다른 일면에 있어서, 당업자라면 이해할 수 있는 바와

같이, 그러한 유기체는 임의의 진핵생물 또는 심지어는 원핵생물(예컨대, 유박테리아, 미생물)일 수 있다.  본

발명의 일부 렌티벡터에는 원핵생물 및 진핵생물 세포 모두에서 복제 및/또는 발현되도록 하는 조절 서열이 사

용될 수 있다.  당업자라면, 상기한 모든 숙주 세포를 배양하여, 이들을 유지하고 벡터 복제를 허용하는 조건을

알 수 있을 것이다.  또한, 본 발명의 렌티벡터의 대규모 생산뿐 아니라, 렌티벡터에 의하여 코딩된 핵산, 및

유전자 요법에 사용될 치료제 유전자 또는 동일 기원의 폴리펩타이드, 단백질, 또는 펩타이드의 생산을 가능하

게 하는 기술 및 조건을 이해하며 알고 있을 것이다.  

C.  주사 가능한 조성물 및 약학적 제형 [0073]

본 발명의 렌티바이러스 벡터 조성물을 이용하여 유전자-요법을 달성하기 위해서는, 일반적으로, 이를 필요로[0074]

하는 세포와 치료제 유전자를 포함하는 렌티바이러스 벡터를 접촉시켜야 할 것이다.  세포는 그러한 유전자 요

법을 필요로 하는 인간과 같은 유기체 내에 존재할 것이다.  투여 경로로는 질병의 위치 및 성질에 따라 가변적

이며, 예컨대, 정맥내, 동맥내, 피내, 경피, 근육내, 비강내, 피하, 경피 주사, 도관내, 복막내, 종양내, 살포,

및 위장세척(lavage)이 포함된다.  세포는 또한 종종 렌티벡터에 생체외 노출된 이후 재삽입된 유기체로부터 분

리될 수도 있다.  

본 발명의 렌티바이러스 핵산 구조체의 주사는, 발현 구조체가 주사에 요구되는 바늘의 특정 게이지를 통과할[0075]

수 있는 한, 용액 주사에 사용되는 주사기 또는 임의의 방법에 의하여 전달될 수 있다.  용액 홀딩을 위한 앰플

체임버를 규정하는 노즐 및 상기 노즐로부터 전달 부위로 상기 용액을 밀어 주입하기 위한 에너지 기구가 구비

된 신규한 무바늘 주사 시스템이 최근 보고된 바 있다(U.S. 특허 제5,846,233호).  또한, 임의의 깊이로 정확히

소정량의 용액을 다수회 주사하는 것이 가능한 유전자 요법용 주사기 시스템도 보고된 바 있다(U.S. 특허 제

5,846, 225호).  유리된 염기 또는 약리학적으로 허용 가능한 염으로서의 핵산 용액이, 하이드록시프로필셀룰로

오스와 같은 상청액과 적절히 혼합된 수용액으로서 제조될 수 있다.  분산액 또한 글리세롤, 액상 폴리에틸렌

글리콜, 및 그의 혼합물, 및 오일 용액으로서 제조될 수 있다.  통상의 보관 및 사용 조건 하에서, 이들 제제는

미생물의 생장을 억제하는 방부제를 함유한다.  주사용으로 적합한 약학적 형태는 주사 가능한 살균 용액 또는

분산액의 즉석 조제를 위한 살균 수용액 또는 분산액 및 살균 분말(U.S. 특허 제5,466,468호)을 포함한다.  모

든 경우, 이들 형태는 살균되어야 하며, 용이하게 주사할 수 있는 크기로 유체화되어야 한다.  이들은 또한 제

조 및 보관 조건 하에서 안정적이어야 하며, 박테리아 및 곰팡이와 같은 미생물의 오염 작용에 대해 보존되어야

한다.  캐리어는 예컨대, 물, 에탄올, 폴리올(예컨대, 글리세롤, 프로필렌 글리콜, 및 액상 폴리에틸렌 글리콜,

등), 이들의 적절한 혼합물, 및/또는 식물성 오일을 함유하는 용매 또는 분산액 매질일 수 있다.  계면활성제의

사용을 통해, 레시틴과 같은 코팅, 분산액에 요구되는 입경 및 적절한 유동성을 유지시킬 수 있다.  다양한 항

균제 및 항진균제, 예컨대, 파라벤, 클로로부탄올, 페놀, 소르브산, 티레로살 등을 통해 미생물 작용을 방지할

수 있다.  대분분의 경우, 당 또는 염화나트륨과 같은 등장제(isotonic agent)를 포함하는 것이 바람직할 것이

다.  흡수를 지연시키는 제제, 예컨대 알루미늄 노모스테아레이트 및 젤라틴을 사용하면, 주사 가능한 조성물의

장기간 흡수는 달성할 수 있다.  

수용액 내 비경구 투여의 경우, 예컨대 용액은 필요한 경우 적절히 완충되며, 액상 희석제는 먼저 충분한 식염[0076]

수 또는 글루코오스로 1차 등장화된다.  이러한 특정한 수용액은 정맥내, 동맥내, 근육내, 피하, 종양내, 및 복

막내 투여용으로 특히 적합하다.  이와 관련하여, 사용될 수 있는 수계 살균 매질은 당업계에 공지되어 있다.

예컨대,  1회  용량은  1  ㎖의  등장  NaCl  용액  내에  용해되거나,  1000  ㎖의  하이포더모클라이시스

(hypodermoclysis)  유체에  첨가하거나,  소정의  주입  부위에  주사될  수  있다(예컨대,  "Remington's

Phamaceutical Sciences" 15판, 1035-1038쪽 및 1570-1580쪽 참조).  치료되는 개체의 상태에 따라, 필요 용량

을 다소 변화시킬 수 있을 것이다.  임의의 사건 발생 시에는 투여 전문가가 개개인에 적합한 용량을 결정할 것
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이다.  나아가, 인간 투여의 경우, 이들 제제는 FDA Office of Biologics standards에 의해 요구되는 살균성,

발열원성(pyrogenicity), 전반적인 안전성 및 순도 기준에 충족되어야 한다.  

주사 가능한 살균 용액은, 요구되는 경우 상술한 기타 성분과 함께, 요구량의 적절한 용매 내에 활성 화합물을[0077]

혼입한 뒤, 여과 살균함으로써 제조한다.  일반적으로, 분산액은 기본적인 분산액 매질 및 상술한 것들 중 요구

되는 기타 성분들을 함유하는 살균 비히클 내로 살균된 다양한 활성 성분들을 혼입시킴으로써 제조된다.  주사

가능한 살균 용액의 제조를 위한 살균 분말의 경우, 바람직한 제조 방법은, 미리 살균-여과된 용액으로부터 활

성 성분에 임의의 바람직한 추가 성분의 분말을 수득하는 진공 건조 및 동결 건조 기법이다.  

본원에 개시한 조성물은 중성 또는 염의 형태로 제형화될 수 있다.  약학적으로 허용 가능한 염은 산 부가염을[0078]

포함하며, 예컨대, 염산 또는 인산과 같은 무기산, 또는 아세트산, 옥살산, 타르타르산, 만델산과 같은 유기산

등과 함께 형성된다.  또한, 카르복시기와 함께 형성된 염은 예컨대 수산화나트륨, 수산화칼륨, 수산화암모늄,

수산화칼슘, 또는 수산화철과 같은 무기산, 및 이소프로필아민, 트리메틸아민, 히스티딘, 프로카인 등과 같은

유기산으로부터 유도될 수 있다.  조제 시, 용액은 단위 투여 제형에 적합한 방식으로 치료에 유효한 양으로 투

여될 것이다.  제형은 주사 가능한 용액, 약물 방출 캡슐 등과 같은 다양한 단위 투여 형태로 용이하게 투여된

다. 

본원에 사용된 바와 같이, "캐리어"는 임의의 모든 용매, 분산액 매질, 비히클, 코팅, 희석제, 항균제 및 항진[0079]

균제, 등장제 및 흡수 지연제, 버퍼, 캐리어 용액, 현탁액, 콜로이드 등을 포함한다.  약학적 활성 물질에 대한

그러한 매질 및 제제의 사용은 당업계에 공지되어 있다.  상기 활성 물질에 적합하지 않은 경우를 제외하고는,

통상적인 임의의 매질 또는 제제가 치료제 조성물에 사용 가능하다.  강화 활성 물질 역시 상기 조성물에 혼입

될 수 있다.  

"약학적으로 허용 가능한" 또는 "약리학적으로 허용 가능한"이란 용어는 인간에게 투여되는 경우 알레르기 반응[0080]

또는 그와 유사한 원치 않는 반응을 발생시키지 않는 분자 및 조성물을 일컫는다.  활성 성분으로서 단백질을

함유하는 수계 조성물 제제는 당업계에 공지되어 있다.  통상적으로, 그러한 조성물은 주사 가능한 액상 용액

또는 현탁액으로서 제조되며, 주사 직전에 용액 또는 현탁액 용해에 적합한 고형물 형태로도 제조될 수 있다.

세포에 적용되는 경우, "접촉" 및 "노출"이란 용어는 치료제 렌티바이러스 벡터가 표적 세포로 전달되도록 하는[0081]

과정을 기술하는 용어로 사용된다.  

불연속적인 접근 가능한 고형 종양의 유전자-요법의 경우, 종양내 또는 종양 맥관 구조 내로의 주사가 특히 고[0082]

려된다.  국소, 국부, 또는 전신 투여도 적합하다.  4 cm 이상의 종양의 경우, 투여되는 부피는 약 4-10 ㎖(바

람직하게는, 10 ㎖)일 것이고, 4 cm 미만의 종양의 경우에는 약 1-3 ㎖의 부피가 사용될 것이다(바람직하게는,

3 ㎖).  1회분 용량을 전달하는 다수회 주사는 약 0.1 내지 약 0.5 ㎖ 부피를 포함한다.  바이러스 미립은 대략

1 cm 간격을 두고 종양에 다수회 주사액을 투여함으로써 접촉시키는 것이 유리할 수 있다.  전신 투여는 혈액학

적 악성종과 같은 증상에 바람직하다.  

적절한 경우에는 연속 투여를 적용할 수도 있다.  그러한 경우에는, 주사기 또는 카테터를 통한 전달이 바람직[0083]

하다.  그러한 연속 살수는 치료를 개시한 후 약 1-2시간 내지 약 2-6시간, 약 6-12시간, 약 12-24시간, 약 1-2

일, 약 1-2주 이상 동안 발생할 수 있다.  일반적으로, 연속 살수용 치료제 조성물의 용량은, 살수가 발생하는

시간 동안 조절되는, 1회 또는 다수회 주사에 의하여 제공된 양과 동등할 것이다.  

치료 처방은 매우 가변적일 수 있으며, 흔히 질병의 유형 및 질병 조직의 위치 ,환자의 건강상태 및 연령과 같[0084]

은 인자들에 따라 결정된다.  임상의는 본 발명의 렌티바이러스 벡터를 기본으로 하는 치료제 제형에 대한 기지

의 효능 및 독성(존재하는 경우)을 근거로 하여 이를 결정할 수 있도록 최선의 연구를 할 것이다.  

치료에는 다양한 "단위 용량"이 포함될 수 있다.  단위 용량은 본 발명의 렌티바이러스 벡터를 포함하는 소정량[0085]

의 치료제 조성물을 함유하는 것으로 정의된다.  투여될 용량, 및 특정 경로 및 제형은 임상 분야에 속하는 기

술이다.  단위 용량은 반드시 1회 주사로서 투여될 필요는 없으며, 지정된 기간에 걸쳐 연속 주입을 포함할 수

있다.  본 발명의 단위 용량은, HeLa 또는 293과 같은 세포주에 대한 벡터의 적정에 의하여 규정된 바와 같이,

통상 렌티벡터의 형질도입 단위(T.U.)로 제시될 수 있다.  단위 용량은 10
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 T.U. 이상의 범위이다.  

8.  핵산 [0086]
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A.  트랜스 유전자 및 질병 치료[0087]

본 발명의 일면은 치료제 유전자, 특히 상술한 선천성 또는 후천성 질환과 같은 조혈성 및 림프-조혈성 질환에[0088]

대한 요법을 제공하는 유전자를 코딩하는 핵산의 운반에 관한 것이다.  일면에 있어서, 상기 핵산은 그러한 유

전자의 전체 길이, 실질적인 전체 길이, 또는 기능이 동등한 형태를 코딩한다.  이러한 유전자를 트랜스 유전자

라 한다.  

본 발명의 렌티벡터는 용도에 따라 요구되는 임의의 트랜스 유전자를 전달하는 데 이용될 수 있을 것으로 여겨[0089]

진다.  조혈 모세포로 전달하고자 하는 경우에는, 통상적으로, 그러한 세포에 바람직한 기능을 부여하는 다음과

같은  트랜스  유전자를  선택할  것이다:  예컨대,  글로빈  유전자,  조혈  성장  인자,  예컨대  에리트로포이에틴

(erythropoietin; EPO), 인터류킨(예컨대, 인터류킨-1(IL-1), 인터류킨-2(IL-2), 인터류킨-3(IL-3), 인터류킨-

6(IL-6), 인터류킨-12(IL-12) 등) 및 콜로니-자극 인자(예컨대, 과립구(granulocyte) 콜로니-자극 인자, 과립

구/마크로파지 콜로니-자극 인자, 또는 줄기-세포 콜로니-자극 인자), 혈소판-특이성 인테그린 αIIbβ, 다중-

약물 내성 유전자, 만성 육아종 질환(CGD)을 가지는 환자에게 결여된 gp91 또는 gp47 유전자, 인간 면역결핍 바

이러스와 같은 병원체의 감염에 대하여 세포를 내성화하는 항바이러스 유전자, 혈유병 환자에게서 돌연변이된

혈액 응집 인자 VIII 또는 IX를 코딩하는 유전자, T 세포 항원 수용체, B 세포 항원 수용체(면역글로불린), 인

터류킨 수용체의 공통 γ 사슬, 및 T 및 B 세포 항원 수용체의 단독 조합물 또는 ScFv, 종양 회저 인자(TNF),

IL-2, IL-12, 감마 인터페론, CTLA4, B7 등과 같은 단일 사슬 항체와의 조합물과 같은 T 세포-매개의 연역 반응

에 관여하는 리간드, 및 멜라나(Melana), MAGE 유전자(예컨대, MAGE-1, MAGE-3), P198, P1A, gp100 등과 같은

종양 세포 내에서 발현되는 유전자.  

본 발명의 주요 원리는 가능한 많은 이유로, 원하는 트랜스 유전자를 조혈 세로로 전달하는 벡터를 제조하는 것[0090]

일 것이다.  이는 물론 비제한적으로, 화학요법 또는 면역억제요법 또는 감염의 결과로 초래될 수 있는 골수억

제 (myelosupression) 및 호중성 백혈구 감소증(neutropenia), AIDS, 유전적 질환 등을 포함한다.  

조혈  세포의  유전적  질환의  예로는,  낫  세포  빈혈증,  탈라세미아(thalassemias),  혈색소병증[0091]

(hemaglobinopathy),  글란즈만 혈소판 무력증(Glanzmann  thrombasthenia),  리소좀 축적증(lysosomal  storage

disprder)(예컨대, 파브리병, 가우셔병, 니만-피크병, 및 위스코트-알드리치 증후군), 중증 복합 면역결핍 증후

군(SCID), 및 분비된 단백질, 예컨대, 응집 인자 VIII 및/또는 IX의 전신 생산의 결여에 기인하는 질병이 포함

된다.  예컨대, 글로빈 유전자, 조혈 성장 인자, 에리트로포이에틴 (EPO), 인터류킨(특히, 인터류킨-l, 인터류

킨-2, 인터류킨-3, 인터류킨-6, 인터류킨-12 등) 및 콜로니-자극 인자(예컨대, 과립구 콜로니-자극 인자, 과립

구/마크로파지 콜로니-자극 인자, 또는 줄기-세포 콜로니-자극 인자), 혈소판-특이성 인테그린 αIIbβ, 다중-

약물 내성 유전자, 만성 육아종 질환(CGD)을 가지는 환자에게 결여된 gp91 또는 gp47 유전자, 인간 면역결핍 바

이러스와 같은 병원체의 감염에 대하여 세포를 내성화하는 항바이러스 유전자, 혈유병 환자에게서 돌연변이된

혈액 응집 인자 VIII 또는 IX를 코딩하는 유전자, T 세포 항원 수용체, B 세포 항원 수용체(면역글로불린), 인

터류킨 수용체의 공통 γ 사슬, 및 T 및 B 세포 항원 수용체의 단독 조합물 또는 단일 사슬 항체(ScFv), IL-2,

IL-12, TNF, 감마 인터페론, CTLA4, B7 등과 같은 단일 사슬 항체와의 조합물과 같은 T 세포-매개의 연역 반응

에 관여하는 리간드, 및 멜라나, MAGE 유전자(예컨대, MAGE-1, MAGE-3), P198, P1A, gp100 등과 같은 종양 세

포 내에서 발현되는 유전자와 같은 트랜스 유전자를 도입하는 것이 바람직하다. 

암의 예로는, 예컨대 골수, 림프 또는 적혈구 계통 또는 그의 전구 세포에서 발생하는 조혈 모세포의 암들이 있[0092]

다.  골수 질환의 예로는, 비제한적으로, 급성 전구-골수 백혈병(APML), 급성 골수 백혈병(AML) 및 만성 골수

백혈병 (CML)이 포함된다.  본 발명의 렌티벡터를 이용해 치료될 수 있는 림프 악성종으로는, 비제한적으로, B-

계통 ALL 및 T-계통 ALL을 포함하는 급성 림프모구 백혈병(ALL), 만성 림프구 백혈병(CLL), 전구-림프구 백혈병

(PLL), 모발 세포 백혈병(HLL) 및 왈덴스트롬 마크로글로불린혈증(Waldenstrom's macroglobulinemia; WM)이 포

함된다.  본 발명의 렌티바이러스 벡터를 이용해 치료할 수 있는 후보 질환으로서 고려되는 악성 림프종의 다른

형태로는, 비제한적으로 비-홋킨 림프종 및 그의 변종, 말초 T-세포 림프종, 성인 T-세포 백혈병/림프종(ATL),

피부 T-세포 림프종(CTCL), 거대 과립 림프구 백혈병(LGF) 및 홋킨병이 포함된다. 

따라서, 본 발명의 일면에 있어서, 조혈성 및 림프-조혈성 질환의 치료에는 조혈 모세포에 대한 치료제 핵산 발[0093]

현 구조체를 포함하는 본 발명의 렌티바이러스 벡터의 투여가 수반된다.  조혈성 및 림프-조혈성 질환의 치료용

의약을 제조하기 위한 치료제 핵산 발현 구조체를 포함하는 본 발명의 렌티바이러스 벡터의 용도 또한 본 발명

의 범위 내에 포함된다.  조혈 세포는 상기 구조체를 흡수해, 상기 핵산에 의해 코딩되는 치료제 폴리펩타이드

를 발현시킴으로써, 세포에 정상 표형형을 복원시키는 것으로 여겨진다. 
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핵산은 당업계에 공지된 임의의 기술에 의하여 제조될 수 있다.  비제한적인 합성 핵산, 특히 합성 올리고뉴클[0094]

레오타이드의 예로는, 포스포트리에스테르, 포스파이트, 또는 포스포라미다이트 화학을 이용한 시험관내 화학적

합성, 및 EP 266,032에 제시된 바와 같은 고체상 기법, 또는 Froehler 등에 의하여 1986년에 제시었으며 U.S.

특허 제5,705,629호에 제시된 데옥시뉴클레오사이드 H-포스포네이트 중간체를 통해 만들진 핵산이 포함된다.

효소를 이용해 생산된 핵산의 비제한적인 예로는, PCR™(예컨대, U.S.  특허 제4,683,202호 및 U.S.  특허 제

4,682,195호 참조)과 같은 증폭 반응 또는 U.S. 특허 제5,645,897호에 제시된 올리고뉴클레오타이드의 합성을

통해 효소에 의하여 제조된 것들이 있다.  생물학적으로 생산된 핵산의 비제한적인 예로는 생세포 내에서 생산

된 재조합 핵산이 포함된다(예컨대, Sambrook et al. 2000 참조). 

핵산은 폴리아크릴아미드 겔, 세슘 클로라이드 원심분리 구배, 또는 당업계에 공지된 임의의 기타 수단을 통해[0095]

정제될 수 있다(예컨대, Sambrooket al. 2000 참조). 

"핵산"이란 용어는 일반적으로 적어도 하나의 핵염기(nucleobase), 예컨대, DNA에서 발견되는 천연 퓨린 또는[0096]

피리미딘 염기(예컨대, 아데닌 "A", 구아닌 "G", 티민 "T", 및 사이토신 "C") 또는 RNA에서 발견되는 것들(예컨

대 A, G, 우라실 "U", 및 C)를 포함하는 DNA, RNA 또는 그의 유도체 또는 모방체의 적어도 한 분자 또는 가닥을

일컫는다.  "핵산"이란 용어는 "올리고뉴클레오타이드" 및 "폴리뉴클레오타이드"란 용어를 포괄한다.  "올리고

뉴클레오타이드"란 용어는 약 3개 내지 약 100개 핵염기 길이의 적어도 하나의 분자를 일컫는다.  "폴리뉴클레

오타이드"란 용어는 약 100개 이상의 핵염기 길이의 적어도 하나의 분자를 일컫는다.  이들 정의는 일반적으로

는 적어도 하나의 단일-가닥 분자를 의미하나, 특정 일면에서는, 상기 적어도 하나의 단일 가닥 분자와 부분적

으로, 실질적으로 또는 완전히 상보적인 적어도 하나의 추가적인 가닥을 포괄한다.  따라서, 핵산은 그 분자의

가닥을 포함하는 특정 서열의 하나 이상의 상보 가닥(들) 또는 "상보체(들)"를 포함하는 적어도 하나의 이중 가

닥 분자 또는 적어도 하나의 삼중 가닥 분자를 포괄할 수 있다.  

특정 일면에 있어서, "유전자"란 용어는 전사되는 핵산을 의미한다.  본원에 사용된 바와 같이, "유전자 단편"[0097]

은 유전자의 핵산 단편이다.  일면에 있어서, 상기 유전자는 전사에 관여하는 조절 서열, 또는 메시지 생산체

또는 조성을 포함한다.  특정 일면에 있어서, 상기 유전자는 단백질, 폴리펩타이드 또는 펩타이드를 코딩하는

전사된 서열을 포함한다.  다른 일면에 있어서, 상기 유전자는 조혈성 및 림프-조혈성 질환에서 결여되거나 돌

연변이된 유전자의 폴리펩타이드 또는 펩타이드-코딩 서열을 코딩하거나, 핵산을 포함한다.  본원에 기술된 전

문용어와 일치하여, "분리된 유전자"는 기타 천연 유전자, 조절 서열, 폴리펩타이드 또는 펩타이드 코딩 서열

등과 같은 기타 서열이 실질적으로 분리 제거된, 전사된 핵산(들), 조절 서열, 코딩 서열 등을 포함할 수 있다.

이러한 측면에서, "유전자"란 용어는 단순히 전사되는 뉴클레오타이드 서열 및 그의 상보체를 포함하는 핵산을

일컫는 의미로서 사용된다.  특정 일면에 있어서, 상기 전사된 뉴클레오타이드 서열은 적어도 하나의 기능성 단

백질, 폴리펩타이드 및/또는 펩타이드 코딩 단위체를 포함한다.  당업자가 이해하는 바와 같이, "유전자"란 기

능적 용어는 게놈 서열, RNA 또는 cDNA 서열, 또는 보다 작게 제작된 핵산 단편, 비제한적으로 유전자의 비전사

된 프로모터 또는 인핸서 부위를 포함하는 유전자의 비전사 부분의 핵산 단편을 포괄한다.  상기 보다 작게 제

작된 유전자 핵산 단편은 발현될 수 있으며, 핵산 조작 기술, 단백질, 폴리펩타이드, 도메인, 펩타이드, 융합

단백질, 및/또는 돌연변이 등을 이용하여 발현되도록 개조될 수 있다.  따라서, "트런케이티드(truncated) 유전

자"란 인접한 핵산 잔기의 스트레치를 유실한 핵산 서열을 일컫는다. 

특정 핵산 서열을 기본으로 하여 임의의 길이의 다양한 핵산 단편이 설계될 수 있다.  서열에 대하여 번호 값을[0098]

지정함으로써, 예컨대, 첫 번째 잔기는 1번으로, 두 번째 잔기는 2번 등의 형식으로 지정함으로써, 모든 핵산

단편을 규정하는 알고리즘을 창출할 수 있다: 

n 내지 n + y[0099]

여기서, n은 1에서 서열의 최종 번호까지의 정수이고, y는 핵산 단편 길이에서 1을 뺀 값이며, 이때 n + y는 서[0100]

열의 최종 번호를 초과하지 않는다.  따라서, 10량체의 경우, 핵산 단편은 염기 1 내지 10, 2 내지 11, 3 내지

12... 등에 해당한다.  15량체의 경우, 핵산 단편은 염기 1 내지 15, 2 내지 16, 3 내지 17... 등에 해당한다.

20량체의 경우, 핵산 단편은 염기 1 내지 20, 2 내지 21, 3 내지 22... 등에 해당한다.  

본 발명의 핵산(들)은, 서열 자체의 길이에 관계없이, 비제한적으로, 프로모터, 인핸서, 폴리아데닐화 신호, 제[0101]

한 효소 부위, 다중 클로닝 부위, 코딩 단편 등을 포함하는 기타 핵산 서열과 조합되어, 하나 이상의 핵산 구조

체(들)를 창출할 수 있다.  핵산 구조체들 사이에서 전체 길이는 현저히 가변적일 수 있다.  따라서, 거의 모든

길이의 핵산 단편이 사용될 수 있으며, 바람직한 것은 총길이가 의도하는 재조합 핵산 프로토콜에의 용이한 사
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용 및 제조를 제한하지 않는 길이다.  

"벡터"란 용어는 그것이 복제될 수 있는 세포 내로의 유입을 위하여 핵산 서열이 삽입될 수 있는 캐리어 핵산[0102]

분자를 일컫는다.  본 발명의 벡터는 본원에서 제시한 바를 근거로 하는 렌티바이러스이다.  본 발명의 벡터에

의하여 운반되는 핵산 분자는 치료제 유전자를 코딩하며, 유전자 요법의 실시에 사용될 것이다.  당업자라면,

표준 재조합 기술(예컨대, Maniatis et al., 1988 및 Ausubel et  al., 1994)을 통해 치료제 벡터와 같은 구조

체를 용이하게 제작할 수 있을 것이다.  

"발현 벡터"란 용어는 전사될 수 있는 RNA를 코딩하는 핵산을 포함하는 임의의 유형의 유전자 구조체를 일컫는[0103]

다.  일부의 경우, RNA 분자는 이어서 단백질, 폴리펩타이드, 또는 펩타이드로 번역된다.  다른 경우, 예컨대,

안티센스 분자 또는 리보자임이 생산되는 경우, 이들 서열은 번역되지 않는다.  발현 벡터는 특정 숙주 세포 내

에서 유효하게 결합된 코딩 서열의 전사 및 가능한 경우 번역에 필요한 핵산 서열을 의미하는 다양한 "조절 서

열"을 함유할 수 있다.  전사 및 번역을 관할하는 조절 서열 외에도, 벡터 및 발현 벡터는 기타 기능을 제공하

는 이하에 상술하는 바와 같은 핵산 서열을 함유할 수 있다.  

B.  다중 클로닝 부위 [0104]

본 발명의 벡터는, 다중 제한 효소 부위를 함유하는 핵산 영역인 다중 클로닝 부위(MCS)를 포함할 수 있으며,[0105]

이들 중 어느 것은 벡터를 분해하는 표준 재조합 기술(예컨대, Carbonelli et al., 1999, Levenson et al .,

1998, 및 Cocea, 1997 참조)과 관련하여 사용될 수 있다.  "제한 효소 분해"란, 핵산 분자 내의 특정 위치에만

작용하는 효소를 이용해 핵산 분자를 촉매적으로 절단하는 것을 의미한다.  이러한 제한 효소의 대부분은 상업

적으로 입수 가능하다.  제한 효소의 사용은 당업계에 공지되어 있다.  종종, 벡터는, 외인성 서열을 벡터에 결

찰시킬 수 있는 MCS 내부를 절단하는 제한 효소를 이용해 선형화 또는 단편화된다.  "결찰(Ligation)"이란, 서

로 인접하여 있을 수도 있고 그렇지 않을 수도 있는, 2개의 핵산 단편 사이에 포스포다이에스테르 결합이 형성

되는 과정을 의미한다.  제한 효소 및 결찰 반응에 관련된 기술은 재조합 기술 분야에 공지되어 있다.  

C.  스플라이싱 부위 [0106]

대부분의 전사된 진핵생물 RNA 분자는 RNA 스플라이싱을 진행함으로써, 1차 전사체로부터 인트론을 제거한다.[0107]

게놈 진핵생물 서열을 함유하는 벡터는, 단백질 발현에 대한 전사체의 적절한 프로세싱을 확보하기 위하여 도너

및/또는 억셉터 스플라이싱 부위를 요할 수 있다(예컨대, Chandler et al., 1997 참조).  

D.  종결 신호[0108]

본 발명의 벡터 또는 구조체는 일반적으로 적어도 하나의 종결 신호를 포함할 것이다.  "종결 신호" 또는 "종결[0109]

자(terminator)"는  RNA  전사체의  특이적인  종결에  관여하는  DNA  서열로  구성된다.   따라서,  특정  일면에

있어서, RNA 전사체의 생산을 중단시키는 종결 신호가 고려된다.  종결자는 생체내에서 바람직한 메시지 수준을

달성하기 위해 필요할 수 있다.  

진핵생물 시스템에서, 종결자 영역 역시 새로운 전사체의 부위-특이성 절단을 허용해 폴리아데닐화 부위에 노출[0110]

되도록 하는 특정 DNA 서열을 포함한다.  이는 약 200개의 A 잔기(폴리A)를 전사체의 3' 말단에 첨가하는 특정

화된 내생 폴리머라제를 신호화한다.  이러한 폴리A 테일로 변형된 RNA 분자는 보다 안정성이며, 보다 효과적으

로 번역된다.  따라서, 진핵생물과 관련된 다른 일면에 있어서, 그러한 종결자는 RNA 절단에 대한 신호를 포함

하는 것이 바람직하며, 더욱 바람직한 것은, 그러한 종결자 신호가 메시지의 폴리아데닐화를 촉진하는 것이다.

상기 종결자 및/또는 폴리아데닐화 부위 요소는 메시지 수준을 증대시키고, 카세트로부터 기타 서열 내로의 판

독을 최소화하기 위하여 제공될 수 있다.  

본  발명의 용도로 고려되는 종결자는,  비제한적으로,  예컨대 소의 성장 호르몬 종결자 또는 바이러스 종결[0111]

서열, 예컨대 유전자의 종결 서열을 포함하는 이상에 개시한 것들 또는 당업계에 공지된 임의의 전사 종결자,

예컨대 SV40 종결자를 포함한다.  특정 일면에 있어서, 상기 종결 신호는 서열 트런케이션에 기인한 것들과 같

은 전사 가능한 또는 번역 가능한 서열의 결여일 수 있다.  

E.  폴리아데닐화 신호 [0112]

진핵생물 유전자 발현에 있어서는, 통상 전사체의 적절한 폴리아데닐화를 구현하기 위하여 폴리아데닐화 신호가[0113]

포함된다.  폴리아데닐화 신호의 성질은 본 발명의 성공적인 실시에 있어 결정적으로 중요한 것으로 여겨지지는

않으며, 임의의 서열이 사용될 수 있다.  그러한 서열의 몇 가지 예로는, 다양한 표적 세포 내에서 잘 작용하는

것으로 알려진 SV40 폴리아데닐화 신호 또는 소의 성장 호르몬 폴리아데닐화 신호가 포함된다.  폴리아데닐화는

등록특허 10-1002955

- 20 -



전사체의 안정성을 증가시키거나, 세포질 운반을 용이하게 할 수 있다.  

F.  복제 오리진(Origin)[0114]

숙주 세포 내에서 본 발명의 벡터를 증식시키기 위하여, 복제가 개시되는 특정 핵산 서열인 하나 이상의 복제[0115]

오리진 부위(흔히 "ori"라 칭함)를 함유할 수 있다.  대안적으로, 숙주 세포가 효모인 경우에는, 자발적 복제

서열(ARS)을 이용할 수 있다.  

G.  선택 가능 및 선별 가능 마커 [0116]

본 발명의 특정 일면에 있어서, 본 발명의 렌티벡터로써 형질도입된 세포는 발현 벡터 내에 마커를 포함시킴으[0117]

로써 시험관내 또는 생체내 동정될 수 있다.  그러한 마커는 발현 벡터를 함유하는 세포의 용이한 동정을 가능

하게 하는 동정 가능한 변화를 형질도입된 세포에 제공할 것이다.  일반적으로, 선택 가능 마커는 선택을 가능

하게 하는 특성을 부여하는 것이다.  양성 선택 가능 마커는 그 마커의 존재가 그의 선택을 가능하게 하는 것이

고, 음성 선택 가능 마커는 그 마커의 존재가 그의 선택을 방해하는 것이다.  양성 선택 가능 마커의 예로는 약

물 내성 마커가 있다. 

통상적으로, 약물 선택 마커 보조제의 포함은 형질변환체의 클로닝 및 동정을 조력하며, 네오마이신, 퓨로마이[0118]

신, 하이그로마이신, DHFR, GPT, 제오신, 및 히스티디놀에 대한 내성을 부여하는 유전자 구조체가 유용한 선택

가능 마커들이다.  조건 이행을 기본으로 하는 형질변환체의 식별을 가능하게 하는 표현형을 부여하는 마커 외

에도, 비색계(colorimetric) 분석을 기본으로 하는 GFP와 같은 선별 가능 마커를 포함하는 기타 유형의 마커도

고려된다.  대안적으로, 헤르페스 단일 바이러스 티미딘 키나제(tk) 또는 클로르암페니콜 아세틸라제(CAT)와 같

은 선별 가능 효소가 사용될 수 있다.  당업자라면, FACS 분석과 관련하여 가능한 면역학적 마커의 이용 방법을

알고 있을 것이다.  유전자 산물을 코딩하는 핵산과 동시에 발현될 수 있는 한, 사용되는 마커는 중요하지 않을

것으로 여겨진다.  선택 가능 및 선별 가능 마커의 다른 예들은 당업계에 공지되어 있다.  

9.  프로모터 및 인핸서 [0119]

"프로모터"는 전사 개시 및 속도가 조절되는 핵산 서열 영역인 조절 서열이다.  이들 프로모터는, RNA 폴리머라[0120]

제 및 기타 전사 인자와 같은 조절 단백질 및 분자가 결합하여 핵산 서열의 특이적인 전사를 개시할 수 있는 유

전자 요소를 함유할 수 있다.  "유효하게 배치된", "유효하게 결합된", "조절 하에" 및 "전사 조절 하에"란 용

어는, 프로모터가 서열의 전사 개시 및 발현을 조절하는 핵산 서열과 관련하여 올바른 작용 위치 및/또는 배향

으로 배치됨을 의미한다.  

프로모터는 일반적으로 RNA 합성을 위한 시작 부위를 지정하는 기능을 담당하는 서열을 포함한다.  이러한 서열[0121]

로서 가장 잘 알려진 것으로는 TATA 박스가 있으나, 일부 프로모터, 예컨대, 포유류 말단 데옥시뉴클레오타이드

트랜스퍼라제  유전자에  대한  프로모터,  및  SV40  후기  유전자에  대한  프로모터에는  TATA  박스가  결여되어

있으며, 자체 시작 부위와 중첩되는 불연속 요소는 개시 위치를 고정시킨다.  부가적인 프로모터 요소가 전사

개시 빈도를 조절한다.  통상, 다수의 프로모터가 시작 부위의 업스트림에 기능성 요소를 함유하는 것으로 밝혀

진 바 있으나, 이들은 시작 부위 업스트림의 30-110bp 영역 내에 위치한다.  코딩 서열을 프로모터의 "조절 하

에" 유지시키기 위하여, 하나는 선택된 프로모터의 "다운스트림"(즉, 3')의 전사 리딩 프레임(reading frame)의

전사 개시 부위의 5' 말단에 위치한다.  "업스트림" 프로모터는 DNA의 전사를 촉진하며, 코딩된 RNA의 발현을

촉진한다.  

흔히 프로모터 요소들 사이의 간격은 탄력적이어서, 요소들이 서로 이동하거나 전도된 경우에도 프로모터 기능[0122]

이 보존된다.  tk 프로모터에서, 프로모터 요소들 사이의 간격은 활성이 감퇴하기 시작하기 전까지 50bp까지 증

가될 수 있다.  프로모터에 따라, 개별 요소들은 전사를 활성화하기 위하여 상호 협력하여 기능할 수도 있고 서

로 독립적으로 기능할 수도 있다.  프로모터는, 핵산 서열의 전사 활성화에 관여하는 시스-작용 조절 서열을 의

미하는 "인핸서"와 함께 사용될 수도 있고, 그렇지 않을 수도 있다.  

프로모터는, 코딩 구획 및/또는 엑손의 업스트림에 위치하는 5' 비코딩 서열을 분리함으로써 얻을 수 있으므로,[0123]

이는 핵산 서열과 자연적으로 회합하는 것 중 하나일 수 있다.  그러한 프로모터를 "내생" 프로모터라 칭할 수

있다.  마찬가지로, 인핸서는 그 서열의 다운스트림 또는 업스트림 중 하나에 위치하는 핵산 서열과 회합하는

것 중 하나일 수 있다.  대안적으로, 몇몇 장점은, 천연 환경에서 핵산 서열과 정상적으로 회합하지 않는 프로

모터를 일컫는, 이종 프로모터 또는 재조합의 조절 하에 코딩 핵산 단편을 배치시킴으로써 획득될 수 있다.  재

조합 또는 이종 인핸서는 천연 환경에서 핵산 서열과 정상적으로 회합하지 않는 인핸서를 일컫는다.  그러한 프

로모터 또는 인핸서는 기타 유전자의 프로모터 또는 인핸서, 임의의 기타 바이러스, 또는 원핵생물 또는 진핵생
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물 세포로부터 분리된 프로모터 또는 인핸서, 및 비천연 프로모터 또는 인핸서, 즉 상이한 전사 조절 영역의 요

소 및/또는 발현을 변화시키는 돌연변이를 함유하는 프로모터 또는 인핸서를 포함할 수 있다.  예컨대, 재조합

DNA 제작에 가장 보편적으로 사용되는 프로모터는 β-락타마제(페니실리나제(penicillinase)), 락토오스, 및 트

립토판(trp) 프로모터 시스템을 포함한다.  프로모터 및 인핸서의 핵산 서열을 합성 생산하는 것 외에도, 서열

들은 본원에 개시한 조성물과 관련하여 PCR
TM
을 포함하는 핵산 증폭 및/또는 재조합 클로닝 기술을 이용해 생산

할 수 있다(U.S. 특허 제4,683,202호 및 제5,928,906호 참조).  나아가, 미토콘드리아, 염록체 등과 같은 비핵

세포기관(organelle) 내에서 서열의 전사 및/또는 발현을 관할하는 조절 서열도 사용될 수 있다.  프로모터, 인

핸서 및  기타  로커스(locus)  또는 전사 제어/조절 요소를 포함하는 조절 서열을 "전사 카세트"라 칭하기도

한다. 

물론, 발현을 위해 선택된 세포기관, 세포 타입, 조직, 기관, 또는 유기체 내에서 DNA 단편의 발현을 효과적으[0124]

로 관할하는 프로모터 및/또는 인핸서를 이용하는 것이 중요할 것이다.  분자생물학 분야에서, 단백질 발현을

위한 프로모터, 인핸서, 및 세포 타입 조합체의 사용은 전반적으로 알려져 있다(예컨대 Sambrook et al., 2000

참조).  사용되는 프로모터는, 도입된 DNA 단편의 고도의 발현 수준을 유도하는 적합한 조건 하에서 구조적, 조

직-특이성, 유도 가능 및/또는 유용할 수 있으므로, 재조합 단백질 및/또는 펩타이드의 대규모 생산과 같은 용

도 또는 유전자 요법에 유용하다.  프로모터는 이종 또는 내생 프로모터일 수 있다.  

다른 일면에 있어서, T3, T7 또는 SP6 세포질 발현 시스템의 사용도 가능하다.  진핵생물 세포는, 전달 복합체[0125]

또는 부가적인 유전자 발현 구조체 중 하나로서 적절한 박테리아 폴리머라제가 제공되는 경우, 몇몇 박테리아

프로모터로부터 세포질 전사를 지지할 수 있다.  

표 1은 RNA 발현을 위하여 본 발명에 사용될 수 있는 요소/프로모터를 비제한적 예시한 것이다.  표 2는 특정[0126]

자극에 대한 반응으로서 활성화될 수 있는 핵산 서열의 영역인 유도 가능 요소를 비제한적으로 예시한 것이다.

[0127]
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[0128]

[0129]
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[0130]

[0131]

조직-특이성 프로모터 또는 요소의 동정 방법, 및 그들의 활성을 특정화하는 분석 방법은 당업계에 공지되어 있[0132]

다.  이러한 부위의 비제한적 예로는, 인간 LIMK2 유전자(Nomoto et al., 1999), 소마토스타틴 수용체 2 유전자

(Kraus et al., 1998), 설치류 부고환 레티노산 결합 유전자(Lareyre et al., 1999), 인간 CD4(Zhao-Emonet et

al.,  1998),  마우스 알파 2(XI)  콜라겐(Tsumaki,  et  al.,  1998),  D1A  도파민 수용체 유전자(Lee,  et  al.,

1997), 인슐린형 성장 인자 II(Wu et al., 1997), 및 인간 혈소판 내피 세포 유착 분자-1(Almendro et al.,

1996)이 포함된다. 

본 발명의 렌티바이러스 벡터는 먼저, 조절된 진핵생물 프로모터의 조절 하에 치료제 유전자로써 세포를 형질변[0133]

환시키도록 설계된다.  gp91-phox 프로모터가 바람직하기는 하나, 표 1 및 표 2에 예시한 기타 프로모터 및 조

절 신호 요소도 사용 가능하다.   나아가,  임의의 프로모터/인핸서 조합체(진핵생물 프로모터 데이터 베이스

(EPDB)에 따라)를 사용해, 본 발명의 렌티바이러스 벡터와 관련하여 사용된 관심의 치료제 유전자를 코딩하는

구조적 유전자의 발현을 유도할 수도 있다.  대안적으로, 암 유전자 요법 또는 종양의 표적화를 위한 조직-특이

성 프로모터를 암 치료, 특히 혈액암의 치료를 위하여 본 발명의 렌티바이러스 벡터와 함께 사용할 수 있다.  

통상적으로, 진핵생물 세포 내의 단백질 코딩 유전자의 전사를 조절하는 프로모터 및 인핸서는 다중 유전자 요[0134]

소로 구성된다.  세포 기구는 상이한 유전자로 하여금 개별적인, 흔히 복합체 패턴으로 전사를 조절하도록 하는

각각의 요소에 의해 운반되는 조절 정보를 수집 및 통합할 수 있다.  프로모터 및 인핸서 요소의 활성화 및 억
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제는, gp91-phox 프로모터에 대하여 도 1B에 개시된 것 및 Luo 및 Skalnik(1996) J. Biol. Chem. 271: 18203-

210, 및 Luo and Skalnik (1996) J. Biol. Chem. 271: 23445-23451에 개시된 것들과 같은 적절한 전사 활성자

또는 억제자(repressor)를 이들 요소와 접촉시킴으로써 달성될 수 있다.  gp91-phox 프로모터와 관련하여, 발현

카세트의 전사 및 발현 조절에 있어서 인터페론-감마의 활성은, 상호작용하는 프로모터 또는 인핸서 요소 및 인

자가 본 발명의 원리를 활용할 수 있는 방법의 일례이다.  

인핸서는 본래, 동일한 DNA 분자 상의 이격된 위치에 존재하는 프로모터로부터 전사를 증진시키는 유전자 요소[0135]

로서 검출되었다.  장거리에 걸쳐 작용하는 이러한 능력은, 원핵생물 전사 조절에 대한 고전적 연구에서는 거의

전례가 없는 것이다.  이후의 연구를 통해, 인핸서 활성을 가지는 DNA 영역이 프로모터와 같이 조직화된다는 사

실이  확인되었다.   즉,  이들은  다수의  개별  요소로  구성되며,  이들  각각은  하나  이상의  전사  단백질에

결합한다.  예컨대, 도 1B에 제시된 gp91-phox 프로모터의 조절에 대한 모델을 참조한다.  본 발명에 사용될 수

있는 인핸서의 예로는, 하기 문헌에 제시된 바와 같은 DNA아제 HyperSensitive 요소 및 그들의 동족체가 있다:

Lien  LL,  Lee  Y,  Orkin  SH,  (1997)  "Regulation  of  the  myeloid-cell-expressed  humangp91-phox  gene  as

studied by transfer of yeast artificial chromosome clones into embryonic stem cells: suppression of a

variegated  cellular  pattern  of  expression  requires  a  full  complement  of  distant  cis  elements",  Mol

Cell  Biol.  17  (4):  2279-90.   이들 인핸서 요소의 조절 하에, 유전자 발현은 보다 높고(인핸서 활성 HS에

기인) 보다 덜 가변적일 수 있다(HS의 사일렌더(silencer) 활성에 기인). 

gp91-phox HS 요소의 유사체는 기타 프로모터-인핸서 시스템 내에서 활성이다.  이에 대해서는 예컨대 하기 문[0136]

헌을 참조한다: May C, Rivella S, Callegari J, Heller G, Gaensler KM, Luzzatto L, Sadelain M, (2000)

Therapeutic haemoglobin synthesis in beta-thalassaemic mice expression lentivirus-encoded human beta-

globin. Nature 406 (6791): 82-6.  상기 문헌에서 유사한 베타-글로빈 HS 요소는 베타-글로빈 cDNA의 발현을

유도하는 베타-글로빈 프로모터 업스트림의 렌티벡터 내에 포함된다.  

프로모터 및 인핸서는 세포 내에서 전사를 활성화하는 동일한 공통 기능을 갖는다.  이들은 흔히 중접 및 인접[0137]

되어 있으며, 매우 유사한 모듈의 기관을 갖는 것으로 보여진다.  종합해 보면, 이러한 연구 결과는 인핸서 및

프로모터가 동일한 실체이며, 이들 서열에 결합되는 전사 활성자 단백질이 근본적으로 동일한 방식으로 세포의

전사 기구와 상호작용할 수 있음을 시사한다.  인핸서와 프로모터 사이의 근본적으로 분리된 조작이 있다.  인

핸서 영역은 전체로서 일정 거리를 두고 전사를 자극할 수 있어야 하며, 이는 프로모터 영역 또는 그 성분 요소

의 정확한 조정을 필요로 하지 않는다.  한편, 프로모터는 특정 부위에서 특정 배향으로 RNA 합성의 개시를 지

시하는 하나 이상의 요소를 가져야 하는 반면, 인핸서는 이러한 특이성이 없다.  이러한 조작적 분리와는 별도

로, 인핸서 및 프로모터는 매우 유사한 실체이다.  그러므로, 전사 및 발현을 조절하는 요소의 구조체는 증대된

활성 및 배향의 조절 수단을 제공하도록 배열된 다양한 요소들로 구성된다. 

유용한 것으로 판명된 신호로는 폴리아데닐화 신호(hGH, BGH, SV40)가 있다.  내부 리보솜 결합 부위(IRES) 요[0138]

소는 다중 유전자, 또는 폴리시스트로닉(polycistronic) 메시지를 창출하는 데 사용된다.  IRES 요소는 5'-메틸

화된 캡-의존성 번역의 리보솜 스캐닝 모델을 우회하여, 내부 영역에서 번역을 시작할 수 있다(Pelletier 및

Sonenberg,  1988).   피코르나바이러스 부류의 두 멤버로부터 유래된 IRES  요소(소아마비(polio)  및 뇌심근염

(encephalomyocarditis))(Pelletier 및 Sonenberg, 1988) 및 포유류 메시지 유래의 IRES(Macejak 및 Sarnow,

1991)가 제시된 바 있다.  IRES 요소는 이종 오픈 리딩 프레임에 연결될 수 있다.  다중 오픈 리딩 프레임은 함

께 전사될 수 있으며, 각각 IRES에 의하여 분리되어, 폴리시스트로닉 메시지를 창출한다.  각각의 오픈 리딩 프

레임은 IRES 요소를 통해 유효한 번역을 위해 리보솜에 접근 가능하다.  다중 유전자는 단일 메시지를 전사하는

단일 프로모터/인핸서를 이용하여 효과적으로 발현될 수 있다.  

유전자의 업스트림에 위치하는 경우, 프로모터는 유전자의 발현을 유발하는 DNA 요소로서 이해될 것이다.  본[0139]

발명의 렌티바이러스 벡터로써 형질도입된 대부분의 트랜스 유전자는 프로모터 요소의 업스트림에 기능적으로

배치된다. 

코딩 서열의 유효한 번역에도 특정한 개시 신호가 요구될 수 있다.  이들 신호는 ATG 개시 코돈 또는 인접 서열[0140]

을 포함한다.  ATG 개시 코돈을 포함하는 외인성 번역 조절 신호가 제공될 필요가 있을 수 있다.  당업자는 필

요한 신호를 용이하게 결정해 제공할 수 있을 것이다.  개시 코돈은 전체 삽입물의 번역을 가능하게 하는 원하

는 코딩 서열의 리딩 프레임을 가지는 "프레임 내"에 존재해야 한다.  외인성 번역 조절 신호 및 개시 코돈은

천연적인 것일 수도 있고 합성된 것일 수도 있다.  발현 효율은 적절한 전사 인핸서 요소를 포함시킴으로써 증

대시킬 수 있다. 
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10.  서열 목록의 간단한 설명[0141]

SEQ ID NO: 1은 []의 뉴클레오타이드 서열을 제공한다. [0142]

SEQ ID NO: 2는 []의 아미노산 서열을 제공한다.  [0143]

SEQ ID NO: 3은 []의 뉴클레오타이드 서열을 제공한다. [0144]

SEQ ID NO: 4는 []의 아미노산 서열을 제공한다.  [0145]

실 시 예

이하의 실시예는 본 발명의 바람직한 일면들을 예시하기 위하여 것으로서 포함된다.  당업자라면, 이하의 실시[0165]

예들에 개시된 기술이 본 발명의 실시에 능숙한 본 발명자에 의하여 발견된 기술을 나타내며, 따라서 이들은 본

발명의 바람직한 방식을 구성하는 것으로 간주될 수 있음을 이해해야 한다.  그러나, 당업자는, 본원의 개시에

서, 본 발명의 사상 및 범위를 벗어나지 않고, 비슷하거나 유사한 결과를 달성하면서, 개시된 특정한 일면에 대

하여 다양한 변화가 이루어질 수 있음을 이해해야 한다. 

A.  실시예 1-10에 사용된 물질 및 방법 [0166]

1.  세포[0167]

293T 인간 배아 신장 세포주(ATCC CRL-1573) 및 TE671 인간 횡문근육종 세포주(ATCC CRL-8805)를 10% 태아 소[0168]

혈청(FCS)을 강화한 DMEM(Life Technologies, France) 내에서 배양하였다.  

상술한  바와  같이
26-28

,  동원된  혈액  및  골수  샘플로부터  각각  인간  및  사이노몰구스  마카크  원숭이[0169]

(Macacafascicularis) CD34
+
 세포를 얻었다.  Ficoll-Paque(Pharmacia, Sweden) 구배 원심분리 후, CD34

+
 세포

를 회수하여, 항-CD34 M450 Dynabeads(Dynal, Norway)를 이용해 정제하였다.  CD34
+
 세포의 순도는 95% 이상이

었다. 

인간  및  사이노몰구스  마카크  원숭이  말초  혈액  단핵  세포(PBMC)를,  상술한  바와  같이
29
,  Ficoll-[0170]

Hypaque/Percoll 구배(Pharmacia, Sweden)를 이용해, 건강한 도너의 신선한 혈액으로부터 분리하였다.  37℃에

서 하룻밤 동안 고정시키고, 상기 PBMC 분획으로부터 말초 혈액 림프구(PBL)를 강화하여, 부착된 단핵세포를 제

거하고, CD3 마커 발현에 대하여 모니터링하였다(75-85% - CD3
+
). 

2.  항체 [0171]

항-RD114 GP(ViroMed Biosafety Labs, USA)는, RD114 gp70 외피 당단백질(SU)에 대항하여 증가된 염소의 항혈[0172]

청으로서,  웨스턴 블롯에는 1/5,000배 희석하여 사용하였다.   항-S1V  CA(NIH  AIDS  Research  and  Reference

Reagent Program, USA)는 SIVmac251 p27 캡시드 단백질(CA)에 대항하여 증가된 마우스 단일클론성 항체(2F12)

로서,  웨스턴 블롯에는 1/500배  희석하여 사용하였다.   항-MLV  CA(ViroMed  Biosafety  Labs,  USA)는 라우셔

(Raush) 백혈병 바이러스(RLV) p30 캡시드 단백질(CA)에 대항하여 증가된 염소의 항혈정으로서, 웨스턴 블롯에

는 1/10,000배 희석하여 사용하였다.  

3.  포장 및 운반 벡터 구조체 [0173]

pSIV-12 포장 플라스미드(도 1)는 pSIV8
25
의 유도체로서, hCMV 프로모터 및 HIV-1 rev 유전자 발현 단위의 조절[0174]

하에 SIVmac251 gag-pol 유전자를 발현시키며, 상기 rev의 2개의 엑손은 3-하이드록시-3-메틸글루타릴 조효소 A

리덕타제(HMG)  프로모터,  HMG  인트론 I,  및  SV40  폴리아데닐화 서열의 조절 하에 존재하며 융합되어 있다.

pSIV-T1
+
 플라스미드

30
는, CMV 프로모터의 조절 하에 증강된 녹색 형광성 단백질(GFP) 마커 유전자를 발현시키는

포장-가능한 SIVmac251계 벡터를 코딩한다(도 1). 

pSIV-T1
+
 플라스미드는, CMV 프로모터의 조절 하에 증강된 녹색 형광성 단백질(GFP) 마커 유전자를 발현시키는[0175]

포장-가능한  SIVmac251계  벡터를  코딩한다.   CMV-GFP  내부  전사  단위를  함유하는  MLV계  벡터를  코딩하는

pTG13077  플라스미드 및 pTG5349  설치류 백혈병 바이러스(MLV)  포장 플라스미드는 Transgene SA(Strasbourg,

France)에 의해 제공되었다. 
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4.  바이러스 당단백질 발현 구조체 [0176]

플라스미드 phCMV-G
31
, EboV-GP(V. Volchkov 제공), phCMV-HA

32
, phCMV-lOA1

33
, 및 phCMV-GALV

33
은 각각 소포성[0177]

구내염 바이러스(VSV)  G  단백질, 에볼라 바이러스(EboV)의 자이르 균주의 당단백질, 가금류 전염병 바이러스

(FPV) H7-HA 헤마글루티닌, MLV-10A1, 및 기본 원숭이 백혈병 바이러스(GALV) 외피 당단백질을 각각 코딩한다.

모든 당단백질은 동일한 시스-작용 신호의 조절 하에 발현되었다: CMV 프로모터, 토끼 β-글로빈 인트론 II, 및

폴리아데닐화 서열(도 1).  

phCMV-G는 고양이 내생 바이러스 RD114(GenbankX87829
34
) 및 양향성 MLV(MLV-A

35
)의 4070A 균주로부터 유래된 당[0178]

단백질을 발현시키는 골격으로서 사용되었다.  RD114 바이러스 외피 당단백질(RD114 GP)을 발현시키는 phCMV-

RD114  발현  벡터,  및  phCMV-GALV  구조체는,  MLV-A  GP  세포질  테일을  운반하는  RD114/TR  (도  2b)  및

GALV/TR
8,13,15

 키메라 당단백질을 발현시키도록, 추가 변형시켰다.  

RD114 바이러스 외피 당단백질(RD114 GP)을 발현시키는 phCMV-RD 발현 벡터는 추가 변형시켜, RD114 GP 막관통[0179]

도메인(TMD) 및/또는 세포질 테일(CT) 내에 변형을 갖는 일련의 돌연변이를 제작하였다.  이후의 모든 구조체는

PCR-매개된 및 올리고뉴클레오타이드 부위-유도된 돌연변이(세부 사항 및 서열은 요청 시 입수 가능함)에 의해

제작하여, phCMV-RD 플라스미드 내에 클로닝하였다.  돌연변이 RD114 GP의 카르복시 말단부의 아미노산 서열은

도 7에 제시한다. 

5.  합포체 평가[0180]

융합 평가에 사용된 HeLa 세포는 HIV-1 긴 말단 반복부(LTR)의 조절 하의 β-갈락토시다제 유전자(LacZ) 중 하[0181]

나의 안정된 트랜스펙턴션체(transfectant)로서, 그의 발현은 Tat-의존성(HeLaCD4LTRLacZ 세포)이거나, 또는 상

술한 바와 같이(9), HIV-1의 Tat 단백질(Hela-Tat 세포)을 구조적으로 발현시킨다.  외피-매개의 융합은 필수적

으로  상술한  바와  같이(9,16)  정량하였다.   이러한  평가에  있어서,  β-갈락토시다제의  HIV-1  LTR-유도된

발현은, 외피 발현 세포와 수용체 함유 저해제 세포의 융합 시, Tat 단백질에 의하여 트랜스 활성화된다.  트랜

스펙션에 앞서 24시간 전에, 5x10
4
 HeLaCD4LTRLacZ 세포를 12웰 플레이트에 시딩(seeding)하였다.  1 ㎍의 플라

스미드를 이용해 제조자의 지시에 따라 칼슘-포스페이트 트랜스펙션 프로토콜(Clontech, France)을 이용해, 바

이러스 당단백질 발현 구조체를 상기 HeLa 세포 내로 트랜스펙션시켰다.  트랜스펙션 후 24시간 뒤, 10
5
 저해제

Hela-Tat 세포를  36시간 내지 48시간 동안 바이러스 당단백질 발현 세포와 공배양하였다.  상술한 바와 같이

(9,16), 0.5%(중량/부피) 글루타르알데하이드의 PBS 용액(포스페이트 버퍼 식염수)으로 고정하고, PBS로 세척한

뒤,  5-브로모-4-클로로-3-요오돌릴-β-D-갈락토피라노사이드(X-Gal)  용액 내에서 배양해 염색하여,  세포-세포

융합을 측정하였다.  외피 발현 및 Tat 함유 저해제 세포 사이의 융합체를 포함하는 블루 합포체를, 합포체당

핵의 개수에 관계없이 계수하였다.  

6.  레트로바이러스 벡터의 제조[0182]

상술한 바와 같이
25
,  293T  세포의 일시적 트랜스펙션에 의하여 슈도타입화된 SIV  유래의 벡터를 제작하였다.[0183]

pSIV-Tl
+
 벡터 구조체(8.1 ㎍), pSIV-12 포장 구조체 (8.1 ㎍), 및 바이러스 당단백질-발현 구조체(2.7 ㎍)를

이용해 10 cm 플레이트 내에 하루 전에 시딩된 293T 세포를 공트랜스펙션시켰다.  트랜스펙션 16시간 후 배지

(12  ㎖/플레이트)를 교체하고,  24시간 경과 후 상청액을 수확하였다.   26  ㎖ 초원심분리 튜브 내에서 70Ti

Beckman 로터(rotor) 내에서 4℃ 하에 32,000 rpm의 속도로 1시간 동안 교반시켜 상기 비리온을 펠릿화하여, 벡

터 미립을 농축시켰다.  바이러스 펠릿을, 바이러스 상청액의 초기 부피의 1/100에 해당하는 양의 1% 소 혈청

알부민(BSA)이 강화한 무혈청 DMEM 내에 재현탁한 뒤, 분액하여, -80℃에 보관하였다.  

pTG5349 MLV 포장 구조체(8.1 ㎍), pTG13077 MLV 벡터 구조체(8.1 ㎍), 및 당단백질-발현 구조체(2.7 ㎍)의 일[0184]

시적 트랜스펙션에 의하여 유사한 방식으로 슈도타입화된 MLV 유래의 벡터를 제작하였다.  플라스미드 DNA는 제

조자의 지시에 따라 칼슘-포스페이트 트랜스펙션 프로토콜(Clontech, France)을 이용해, 10 cm 플레이트에 하루

전에 시딩한 2.5x10
6
 293T 세포 내로 트랜스펙션시켰다.  트랜스펙션 후 16시간 뒤 배지(8 ㎖/플레이트)를 교체

하고, 24시간 경과 후 상청액을 수확하여 0.45 ㎛ 기공 크기의 막으로 통해 여과시켰다. 

7.  당단백질의 면역블롯 및 바이러스 혼입[0185]

바이러스 생산자 세포를, 1% 트리톤-X100, 0.05%±SDS(소듐 도데실-설페이트), 5 mg/㎖ 소듐 데옥시콜레이트,[0186]
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150 mM NaCL, 및 1 mM PMSF를 함유하는 20 mM 트리스-HCl 버퍼(pH 6.5) 내에서 용해시켰다.  융해물을 64℃에

서 10분간 배양한 뒤, 13,000xg의 속도도 5분간 원심분리하여, 핵을 펠릿화하였다.  이어서, 추가 분석에 사용

할 때까지, 상청액을 -80℃에서 동결시켰다.  SW41 Beckman 로터(25,000 rpm, 2.5시간, 4℃)를 이용해 바이러

스 상청(8 ㎖)을 1.5 ㎖의 20% 수크로오스 쿠션 중에서 초원심분리하여 정제된 바이러스 샘플을 얻었다.  바이

러스 펠릿을 100㎕의 PBS 내에 현탁하여 -80℃에서 동결시켰다.  

샘플(30 ㎍의 세포 용해물 또는 20 ㎕의 정제된 바이러스)을, 6% SDS, 30% β-메르캅토-에탄올, 10% 글리세롤,[0187]

및 0.06% 브로모페놀 블루를 함유하는 375 mM 트리스-HCl (pH 6. 8) 버퍼 내에 5:1(vol:vol)의 비로 혼합하고,

5분간 끓인 후, 9% SDS-PAGE 상에서 전개시켰다.  상기 단백질을 니트로셀룰로오스 필터로 옮긴 후, 10% 분유

및 0.1% TWEEN을 함유하는 TBS(트리스-염기 식염수, pH 7.4) 내에서 면역염색을 실시하였다.  블롯을 관련 항체

로 탐침하고, 증강된 화학발광 키트(Amersham Life Science)를 이용해, 각각의 주요 항체종(DAKO, UK)에 대항하

여 증대된 HRPO-접합된 Ig(면역글로불린)를 이용해 발색시켰다.  

8.  대사적 표지(metabolic labeling) 및 면역침전 [0188]

상이한 종양-레트로바이러스 또는 렌티바이러스 벡터 성분으로써 트랜스펙션시킨 후 12시간 뒤, 바이러스 생산[0189]

자 세포를, 시스테인 및 메티오닌을 함유하지 않는 배지 내에서 1시간 동안 결핍시키고, 37℃ 하에 ㎖당 100 ㎕

Ci의 
35
S-시스테인 및 

35
S-메티오닌(ICN) 및 2%의 투석된 태아 소 혈청을 함유하고, 시스테인 및 메티오닌을 함

유하지 않는 3 ㎖ DMEM 내에서 16시간 동안 표지하였다.  상술한 바와 같이(9), 염소 항-PD114 SU 혈청을 이용

해 세포를 용해시킨 뒤, 면역침전시켰다.  

TM GP 서브유닛의 세포질 테일의 프로세싱을 분석하기 위하여, 상기 바이러스 생산자 세포의 상청액을 수확하여[0190]

0.45 m 기공 크기의 막을 통해 여과시켰다. 상기 상청액을, SW41 Beckman 로터를 이용해 30,000 rpm의 속도로

2.5시간 동안 2 ㎖ 20% 수크로오스 쿠션 중에서 초원심분리하였다.  150 ㎖ 용해용 버퍼 (50 mM 트리스-HC1(pH

7.5), 15 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM KCl, 1% 트리톤 X-100, 0.5% 소듐 데옥시콜레이트)를 첨가해 펠릿을 용해

시켰다.  상기 용해물의 1/5은 보존시켜, 전기영동시킨 뒤, 웨스턴-블로딩에 의하여 상기 바이러스 단백질 함유

물에 대해 조제 분석하고, 나머지 용해물은 항-RD114 SU 항체를 이용해 면역침전시켰다.  면역침전물을, 환원

조건 하에 소듐 도데실 설페이트(SDS) - 12% 폴리아크릴아미드 겔 내에서 전기영동시켜, 공-면역침전된 TM GP

서브유닛을 SU로부터 분리하였다.  

9.  감염 평가[0191]

상술한 바와 같이
25
, 표적 세포 TE671을 이용하여 형질도입 효율 및 감염 역치의 측정을 실시하였다.  상술한 바[0192]

와 같이
36
, 이를 바이러스 제제와 신선한 혈청의 1:1 혼합물(v/v) 중에서 37℃ 하에 1시간 동안 배양한 후 생존

바이러스 미립을 적정하여, 인간 또는 마카크 원숭이 혈청 내에서 벡터 슈도타입의 안정성을 조사하였다.  포인

트당 대략 5x10
4
 GFP 감염성 단위의 슈도타입화된 벡터가 사용되었다.  건강한 혈액 도너로부터 혈청을 수확하

여, 
36
상술한 바와 같이 조건화하였다.  비리온의 안정성은 영장류 혈청으로 처리된 바이러스 대 태아 소 혈청으

로 처리된 바이러스 감염률의 퍼센트로서 측정하였다.  가열-불활성화된 혈청(56℃, 1시간)을 대조군으로서 사

용하였다.  

TE671 표적 세포를, 형질도입시키기 1일 전에 6웰 플레이트 내에 웰당 3x10
5
 세포의 밀도로 시딩하였다.  벡터[0193]

제제의 일련의 희석액을 6 ㎕/㎖의 폴리브렌의 존재 하에 상기 세포에 첨가하고, 상기 배양주를 37℃에서 4시간

동안 배양하였다.  이어서, 상기 벡터-함유 배지를 정상 배지로 교체하고, 세포를 37℃에서 72시간 동안 배양하

였다.  GFP-양성 세포의 퍼센트로서 나타내진 형질도입 효율을 FACS 분석을 통해 측정한 뒤, 트립신 내에서 상

기 형질도입된 세포를 분리하고, PBS 내에 재현탁하였다.  하기 식을 이용해 감염률 단위(i.u.)/㎖로서 제공된

감염률 역치를 산출하였다: 

역치 =  %inf x (3x10
5
/100) x d[0194]

상기 식에서, "d"는 바이러스의 희석배수이고, "%inf"는 1% 및 5%의 GFP-양성 표적 세포 사이에 형질도입된 바[0195]

이러스 상청액의 희석액을 이용해 FACS 분석하여 측정한 GFP-양성 세포의 퍼센트이다.  

10.  주요 세포의 형질도입[0196]

등록특허 10-1002955

- 28 -



CD34
+
 세포를, 정제된 12웰 플레이트 내에서 10 ng/㎖의 트롬보포이에틴(TPO; Peprotech Inc, London, UK)을 함[0197]

유하며 항생제가 강화된 2 ㎖의 StemSpan SFEM 배지(StemCell Technologies, Meylan, France) 중에서 2x10
6
 세

포/웰의 밀도로 하룻밤 동안 배양하였다.  이어서, 사전-활성화된 CD34
+
 세포를 96웰 플레이트(10

4
/웰) 내에 시

딩하고, TPO 및 6 ㎍/㎖의 폴리브렌을 함유하는 총부피 200 ㎕의 StemSpan 배지 내에서 슈도타입화된 벡터로써

형질도입켰다.  TE671 표적 세포를 이용해 측정한 다양한 다중 감염을 상기 표적 세포에 가하여, 0.5 내지 60개

의 감염성 미립/표적 세포의 범위값을 얻었다.  8 ㎍의 레트로넥틴/웰의 밀도로 2시간 동안 사전 코팅된 96웰

플레이트 내에서 상기와 동일한 프로토콜을 이용해, 레트로넥틴-코팅된 웰(CH-296; Takara Shuzo, Japan) 내에

서  형질도입을  실시하였다.   16시간  후,  CD34
+
 세포를  세척하고,  10%  태아  소  혈청(Life  Technologies,

France), 항생제, 및 10 ng/㎖의 Flt3-L, TPO, 및 줄기 세포 인자(SCF)가 강화된 400 ㎕의 StemSpan 배지 내에

3일 동안 현탁하였다.  감염 후 5일 뒤, GFP 발현을 분석하였다.  

상술한 바와 같이,  1  ㎍의 항-CD3(HIT3a,  Pharmingen)  및 항-CD28(CD28.2,  Pharmingen)  항체를 2x10
6
 인간[0198]

PBL
29
를 함유하는 1 ㎖의 배지에 첨가하거나, 5 ng/㎖의 콘카나발린 A 및 10 ng/㎖의 IL2를 2x10

6
 마카크 원숭이

PBL
37
에 첨가하여, 감염 24시간 전에 인간 및 마카크 원숭이 PBL를 사전 활성화시켰다.  형질도입을 위하여, 6

㎍/㎖의 폴리브렌이 강화된 총부피 1 ㎖의 PBL 배지 내에서 37℃ 하에 4시간 동안 10
5
 활성화된 PBL을 슈도타입

화된 벡터와 혼합하였다.   감염 후,  세포를 PBS로 세척한 뒤,  IL2가 강화된 RPMI-1640(Life  Technologies,

France) 내에서 37℃ 하에 5일간 배양하여, FACS 분석을 통해 형질도입 효율을 측정하였다.  

B.  실시예 1-10 [0199]

실시예 1:  상이한 바이러스 당단백질의 SIV 벡터 슈도타입화  능력[0200]

본 발명자들은 원숭이 면역결핍 바이러스(SIVmac251)로부터 유래된 렌티바이러스 벡터를 슈도타입화하는 바이러[0201]

스 당단백질(GPs)의 패널을 조사하였다.  이들 당단백질은 고양이 내생 레트로바이러스 RD114, 양향성 설치류

백혈병 바이러스(MLV-A), MLV-lOAl, 및 기본 원숭이 백혈병 바이러스(GALV)의 Env GP와 같은 타입 C 포유류 레

트로바이러스, 또는 가금류 전염병 바이러스(FPV 헤마글루티닌-FPV-HA), 림프구 맥락 수막염 바이러스(LCMV),

에볼라 바이러스 (EboV), 및 소포성 구내염 바이러스(VSV) GP와 같은 막-외피 바이러스로부터 유래되었다. 

GP 마커 유전자를 함유하는 SIV계 운반 벡터, 상이한 GP, 및 SIV 바이러스 코어 단백질을 코딩하는 3개의 플라[0202]

스미드로써 트랜스펙션된 293T 세포 내에서의 일시적 발현을 통해 슈도타입화된 SIV 벡터를 조작하였다(도 1).

TE671 인간 횡문근육종 세포의 감염 평가 결과, VSV, LCMV, MLV-A, 및 MLV-10A1의 GP를 이용해 제작된 벡터에

대하여 10
5
 i.u./㎖ 이상의 역치가 얻어진 것으로 나타났다(도 2a).  한편, EboV 및 FPV의 GP로 조작된 SIV 벡

터는 5x10
3
 i.u./㎖ 미만의 낮은 역치를 나타내었다.  GALV 및 RD114의 GP를 이용해 제작된 SIV 벡터는 10

4
 내

지 5x10
4
 i.u./㎖의 중간 수준의 역치를 나타내었다.  슈도타입화된 벡터의 감염률에 있어서의 이러한 상대적인

차이는 293T 세포와 같은 기타 표적 세포에서도 재현되었으며(데이터는 제시하지 않음), 이는 TE671 세포에 대

한 감염 역치의 측정값이 SIV 코어를 슈도타입화하는 상이한 GP의 능력을 반영함을 시사한다. 

FPV, GALV 및 RD114의 GP를 이용해 제작한 SIV 벡터에서 얻어진 감염 역치는 놀랍게도, 동일한 당단백질로써 슈[0203]

도타입화된 MLV 벡터에서 얻어진 값에 비해 낮았다
21,34,38

.  렌티바이러스 코어 미립의 발아는 바이러스 당단백질

의 발현에 의존하지 않기 때문에
39
, 이는 상기 비리온이 그들의 GP를 효과적으로 혼입시키지 못했거나, 대안적으

로, 그들이 GP 어셈블리 후 생산자 세포로부터 유출될 수 없었음을 시사한다.  실제로, 벡터-생산자 세포 발현

FPV-HA를 뉴라미니다제(neuraminidase)로 처리한 경우, HA-슈도타입화된 벡터의 감염률은 100배까지 크게 증가

하였다(도 2a).  이러한 증가는 생산자 세포 상청액 내에서의 바이러스 미립의 생산이 50배 증가된 것과 상관이

있다(데이터는 제시하지 않음).  이는 시알산 함유 세포 표면 분자
40,41

에 대한 결합으로 인해 보유되는 세포 표

면으로부터의 뉴라미다제에 의해 매개되는 비리온의 방출에 의해 유발되는 것으로 여겨진다.  그러나, 후자 당

단백질로써 슈도타입화된 MLV 벡터의 역치가 전반적으로 높았으므로
21,34

, 비리온 유출에 있어서의 이러한 결합이

GALV 및 RD114 GP를 이용해 제작된 SIV 벡터의 감염성 결여를 설명할 수는 없다.  이는 오히려 렌티바이러스 코

어에 대한 GP 혼입의 결함을 시사한다.  이전의 연구에서, 포유류 타입 C 레트로바이러스의 세포질 테일이 영장
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류 렌티바이러스를 이용한 슈도타입의 형성 및/또는 감염률을 조절하는 요소를 함유한다고 보고된 바 있다
8,13-15

.

MLV-A GP는 렌티바이러스 벡터를 효과적으로 슈도타입화하므로(도 2a), 본 발명자들은, 세포질 테일이 렌티바이

러스 미립에 대한 최적의 GP 혼입에 요구되는 모든 요소를 함유해야 한다고 가정하였다.  실제로, RD114(도 2b)

및 GALV GP의 세포질 테일을 MLV-A GP의 세포질 테일로 대체한 결과, RD114에 대하여 도 2C에 나타낸 바나,

GALV GP에 대한 이전의 보고에서와 같이
8,13,15

, 렌티바이러스 코어에 대한 당단백질의 혼입이 크게 증가되었다.

GALV/TR 및 RD114/TR라 일컬어지는 이러한 키메라 GALV 및 RD114 GP는 수용체-간섭 분석에 대한 평가에서와 같

이(데이터는 제시하지 않음), 초기 당단백질의 숙주 범위를 유지하였으며, SIV 벡터에 대하여 25배 증가된 역치

를 나타내었다(도 2a). 

실시예 2:  슈도타입화된 SIV계 벡터 모액의 특정화 [0204]

본 발명자들은 SIV 벡터 미립을 효과적으로 슈도타입화하는 변형된 또는 변형되지 않은 바이러스 당단백질로 코[0205]

팅된 벡터의 특성을 특정화하고자 하였다.  SIV 벡터 슈도타입을 초원심분리를 통해 농축하고, 1% BSA를 함유하

는 저장용 버퍼 내에 재현탁한 뒤, 분액하여, 감염을 평가하기 전까지 -80℃에 보관하였다.  MLV-10A1 GP로 코

팅된 벡터는 농축 전에는 적당한 역치를 나타내었으나, 효과적으로 농축될 수 없었기 때문에(데이터는 제시하지

않음), 이후의 분석에는 사용하지 않았다.  한편, FPV-HA, VSV-G 또는 GALV/TR, RD114/TR, MLV-A 및 LCMV 당단

백질로써 슈도타입화된 벡터는 매우 효과적으로 농축되었으며, 물리적 미립을 100배 농축한 후 감염성 미립의

평균 80% 이상이 회수되었다(데이터는 제시하지 않음).  FPV-HA 및 LCMV 당단백질로써 슈도타입화된 벡터는 본

원에서 테스트한 주요 조혈 세포들을 형질도입시키지 못했기 때문에(즉, PBL 및 CD34
+
 세포; 데이터는 제시하지

않음), 이들에 대해서는 추가 분석을 실시하지 않았다.  나머지 당단백질들(즉, MLV-A, GALV/TR, RD114/TR 및

VSV-  G)로써  슈도타입화된  벡터의  농축된  모액의  감염  역치는,  TE671  표적  세포를  이용해  측정하였으며,

GALV/TR GP를 이용해 얻어진 최소 감염성 슈도타입에 대한 5x10
6
에서, VSV-G를 이용해 얻어진 최대 감염성 슈도

타입에 대한 1x10
8
 범위 이내였다(도 3A).  기타 인간 부착 세포주의 경우에도 벡터 슈도타입들 사이의 역치에

있어 유사한 차이가 검출되었다(데이터는 제시하지 않음).  이는 고도 허용성 TE671 세포를 이용해 측정한 역치

가 슈도타입화된 벡터의 특이적인 감염률에 대한 평가값을 반영하였음을 시사한다.  중요한 점은, 감염성 미립

의 개수가 물리적 미립의 존재와 상관 관계가 있다는 점이다.  도 3B에 나타낸 바와 같이, 주어진 슈도타입화된

벡터 제제 내에서, 최고의 역치를 나타낸 벡터 슈도타입(VSV-G 및 MLV-A 또는 RD114/TR GP)에 대하여, 유사한

양의 비리온-회합된 캡시드 단백질이 검출되었다.  GALV/TR GP로써 슈도타입화된 비리온에 대해서도, 그들의 낮

은 역치와 일치되게, 적은 양의 물리적 미립이 재현 가능한 수준으로 검출되었다(도 3A).  그러나, 2개의 독립

적 벡터 제제를 비교한 경우, 필적하는 감염 역치에도 불구하고, 비리온-회합된 캡시드 단백질의 절대량에 있어

유의한 차이가 감지되었다(데이터는 제시하지 않음).  따라서, 벡터 모액의 양적 차이에 기인하는 인위적 간섭

을 최소화하기 위하여, 이후 각각의 평가 실험은 동시에 제작된 슈도타입화된 벡터를 이용해 실시하였다.  나아

가, 비리온-회합된 캡시드 단백질의 검출은 감염성 미립의 유효한 지시제가 아닌 것으로 나타나, 결과의 비교가

불가능하였기  때문에,  TE671  세포에  대해  측정된  역치를  이용해  상기  슈도타입화된  벡터  모액의  표준화

(normalization)를 실시하였다.  

실시예 3:  영장류 혈청 내에서의 벡터 슈도타입의 안정성[0206]

생체내 유전자 전달에 적합한 벡터는 37℃에서 안정해야 하며, 영장류 혈청 내에서 고도의 감염성을 유지해야[0207]

한다.  그러므로, 37℃ 대 4℃에서 1시간 동안 배양된 바이러스 미립의 역치를 비교하여, 벡터 슈도타입의 안정

성을 측정하였다.  RD114/TR GP 또는 VSV-G로써 슈도타입화된 렌티바이러스 벡터는 37℃에서 안정적이었으며,

37℃에서 배양 후 벡터 미립의 85% 이상이 감염성을 유지하였다(데이터는 제시하지 않음).  비교 시, MLV-A 및

GALV/TR  GP로써 슈도타입화된 벡터는 37℃ 배양 후 75%  이상의 감염성을 손실하였으며(데이터는 제시하지 않

음), 이는 렌티바이러스 코어 미립 내로 혼입된 후자의 GP가 온도-감수성이었음을 시사한다.  

인간 및 사이노몰구스 마카크 원숭이 혈청 내에서의 슈도타입화된 벡터의 안정성을 평가하였다.  동량의 슈도타[0208]

입화된 감염성 미립을 신선한 영장류 혈청과 50/50(v/v)의 비로 혼합한 뒤, 37℃에서 1시간 동안 배양하였다.

가열-불활성화된 영장류 혈청 및 태아 소 혈청(FCS)을 대조군으로서 사용하였다.  새로운 또는 가열-불활성화된

영장류 혈청 내에서 배양한 후, FCS-배양된 비리온의 감염률(100%)을 기준으로 잔류 감염률의 퍼센트로서 나타

낸 결과를 도 4에 나타낸다.  VSV-G-슈도타입화된 벡터는 인간 및 마카크 원숭이 혈청 모두에 의해 불활성화되

었으며, 이는 바이러스 미립의 90% 이상의 분해를 초래하였다.  레트로바이러스 당단백질로써 슈도타입화된 벡

터는 인간 혈청 내에서 유의하게 큰 내성을 나타내었으나, 그 내성의 수준은 테스트된 혈청 샘플 및 레트로바이
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러스 GP의 타입에 따라 가변적이었다.  MLV-A 당단백질로써 슈도타입화된 벡터는 인간 혈청 내에서는 안정적이

었으나, 마카크 원숭이 혈청에서는 불활성화에 대하여 상대적으로 감수성이었다.  GALV/TR GP로 코팅된 벡터는

인간 및 마카크 원숭이 혈청 내에서 가변적인 수준의 안정성을 나타내었다.  한편, RD114/TR GP로써 슈도타입화

된 렌티바이러스 벡터는 테스트된 모든 인간 혈청 내에서 완전한 안정성을 나타내었으며(도 4A), 마카크 원숭이

혈청 내에서는 양호한 안정성을 나타내었다(도 4B). 

실시예 4:  인간 및 마카크 원숭이의 주요 조혈 세포의 형질도입 [0209]

본 발명자들은 이어서 상이한 벡터 슈도타입들에 대하여, CD34
+
 세포 및 PBL와 같은 주요 조혈 세포를 형질도입[0210]

시키는 그들의 능력에 대하여 비교하였다.  동원 혈액으로부터 유래된 인간 CD34
+
 세포를, TPO가 강화된 무혈청

배지 내에서 하룻밤 동안 사전-활성화한 뒤, MLV-A, GALV/TR, RD114/TR 또는 VSV-G 당단백질로써 슈도타입화된

SIV 벡터를 16시간 동안 1회 접촉시켜 형질도입시켰다.  TE671 세포에 대하여 평가된 감염 역치를 이용해 측정

한 바와 같이, 다양한 다중 감염(MOI)을 이용해 CD34
+
 세포를 형질도입시켰다.  CH-296 레트로넥틴 단편의 존재

하에 또는 부재 하에 나란히 형질도입 실험을 실시하였다
42-44

.  감염 후, 세포들을 저농도의 TPO, SCF 및 Flt3-L

의 존재 하에 5일 동안 배양하였다.  흐름 세포측정에 의하여 GFP 발현을 용이하게 검출한 뒤, 형질도입 효율에

대한 MOI 및 슈도타입화된 GP의 영향을 평가하였다(도 5a).  레트로넥틴 부재 하의 형질도입의 경우, GF
P
 세포

의 퍼센트는 초기에는 MOI에 대한 직접 함수로서 증가하였고, 곡선은 2에서 20 사이의 MOI에서 수평이되어, 25%

GF
P
 세포의 최대값에 도달하였다.  이러한 중간정도의 형질도입 효율은 특히 표적 세포를 비리온과 함께 1회 단

기 배양한 차선의 감염 프로토콜에 기인하는 것으로 여겨진다.  이러한 실험 조건에서, 가장 효과적인 벡터는

VSV-G 당단백질로써 슈도타입화된 것들이었으나(평균 GF
P
 세포: 24.75%±3.23%; n=5), 그럼에도, 2 이하의 MOI

에서, SIV 벡터로써 슈도타입화된 GALV/TR 및 MLV-A GP로써 슈도타입화된 SIV 벡터는 VSV-G-슈도타입화된 벡터

보다 높은 형질도입 효율을 나타내었다(도 5a에 삽입도 참조).  그러나, 테스트된 가장 효율적인 MOI에서, MLV-

A, GALV/TR, 및 RD114/TR 당단백질로써 제작된 벡터는 VSV-G-슈도타입보다 5 내지 12배 낮은 형질도입 효율을

나타내었다(도 5a).  GALV/TR GP로써 제작된 벡터는 상대적으로 낮은 역치(도 3A)로 인하여, 높은 MOI에서의 형

질도입 효율을 평가할 수 없었다.  레트로넥틴-코팅된 플레이트 상에서 CD34
+
 세포의 감염을 실시한 경우에는,

다른 결과가 얻었다(도 5a).  이러한 조건 하에서, VSV-G-슈도타입화된 벡터는 레트로넥틴의 부재 하에서보다

높거나 그와 동일한 최대 형질도입 효율을 유지하였으며(24.56%±3.27% GFP 세포; n=5), 이는 다른 연구 결과들

45
과 일치한다.  한편, RD114/TR-슈도타입화된 벡터는 10배 증가된 형질도입 효율을 나타내어, 65% 이하의 GF

P

세포에 도달하였으며(평균: 51.30%±8.74%; n=5), 이는 RD114/TR GP와 레트로넥틴의 조합 사용이 감염을 상승적

으로 증대시킴을 시사한다.  레트로넥틴 역시 GALV/TR 및 MLV-A GP로써 슈도타입화된 벡터의 형질도입 효율을

증대시켰으나, RD114/TR GP로써 슈도타입화된 벡터에 비해서는 상당히 낮았다(도 5a). 

이어서, 본 발명자들은, 슈도타입화된 벡터를 가지는 골수로부터 유래된 형질도입된 마카크 원숭이 CD34
+
 세포를[0211]

형질도입시켰다(도 5b).  레트로넥틴의 부재 하에서 최상의 슈도타입화된 GP는 VSV-G이었으며, 이는 GFP
+
 세포

를 26%까지 형질도입시켰다(21.7%±3.51%; n=5).  GALV/TR 및 MLV-A GP로써 슈도타입화된 SIV 벡터는 마카크

원숭이 CD34
+
 세포를 덜 효과적으로 형질도입시켰다(최대 형질도입 효율: 3% GFP

+
 세포).  VSV-G로써 슈도타입화

된  벡터에  비하여,  RD114/TR  GP-슈도타입화된  벡터는  약  2배  낮은  효율의  형질도입을  발생시켰다(10.12%±

1.26%; n=4).  레트로넥틴의 존재 하에서도, VSV-G-슈도타입화된 벡터에 의한 형질도입 효율은 개선되지 않았다

(도 5b).  그러나, 레트로넥틴은 인간 CD34
+
 세포의 형질도입과 유사한 방식으로 MLV-A 및 RD114/TR GP로써 슈

도타입화된 렌티바이러스 벡터에 의하여 마카크 원숭이 CD34
+
 세포의 형질도입을 증대시켰다.  이러한 조건 하에

서,  RD114/TR-슈도타입화된  벡터에 의해서는 30%에  달하는 GFP
+
 세포의 최대 형질도입 수준(24.23%±4,15%;

n=5)을 얻을 수 없었다(도 5b).  

이어서, 본 발명자들은 인간 및 마카크 원숭이 PBL 내에서 슈도타입화된 SIV 벡터의 형질도입 효율을 측정하였[0212]

다. 신선한 혈액으로부터 분리한 PBL을 레트로넥틴의 부재 하에 상기 벡터와 함께 4시간 동안 배양하였다.  이

전에 보고된 바와 같이
26,29,46

, 렌티바이러스 벡터의 형질도입을 위해, 가용성 항-CD3 및 항-CD28 항체를 이용해

PBL을 24시간 동안 사전활성화가 필요하였다.  CD3
+
 세포의 자극 및 생존에 유리한 이러한 실험 조건의 결과로
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서, PBL의 형질도입을 T 세포에 적용하였다.  감염 5일 후 GFP 발현을 측정한 결과(도 6), PBL의 형질도입은

MOI 의존성인 것으로 나타났다.  낮은 MOI에서, GFP
+
 세포의 퍼센트는, 수평이 될 때까지 상이한 벡터 슈도타입

화된에 대하여 일정하게 증가하였다.  수평 상태에 도달하는 데 요구된 MOI는 벡터 슈도타입에 따라 가변적이었

다.  형질도입의 수평 상태는 VSV-G, MLV-AGP, 또는 GALV/TR GP로써 슈도타입화된 렌티바이러스 벡터에 대하여

세포당 5 미만의 감염성 미립의 MOI에 신속하게 도달하였다(도 6a).  한편, RD114/TR GP-슈도타입화된 비리온을

이용한 경우의 수평 상태에 도달하는 데 필요한 임계 MOI는 세포당 약 5-10의 감염성 미립이었다(도 6a).  흥미

롭게도, 최대 형질도입 수준 역시 테스트한 벡터 슈도타입에 따라 가변적이었다.  단지, VSV-G-슈도타입화된 벡

터만이 최대 10-23%의 T 세포를 형질도입시켰다(평균: 16.87%±6.53%; n=4).  이러한 다소 낮은 형질도입 수준

은, 이전의 연구에서 사용한 SIV-T1+ 벡터와 동일한 조작 및 설계의 VSV-G-슈도타입화된 HIV-1 유래의 벡터에서

얻어진 본 발명자들의 이전 결과
26
와 일치된다.  한편, RD114/TR 키메라 GP로써 슈도타입화된 벡터를 이용한 경

우에는 50-70%에 달하는 훨씬 높은 형질도입 수준이 달성되었다(55.04%±11,74%; n=4).  기타 슈도타입화된 벡

터를 이용한 경우에 얻어진 최대 형질도입 효율은 상술한 바와 같이 낮게 유지되었으며, GALV/TR 키메라 GP로

코팅된 벡터는, 낮은 역치로 인해 2 이상의 MOI를 평가하지 못했다.  또한, 일부 벡터 제제의 경우, MLV-A GP

또는 GALV/TR GP-슈도타입화된 SIV 벡터의 높은 MOI가 인간 PBL의 형질도입에 사용된 경우 형질도입 효율이 감

소하는 것으로 확인되었다(도 6a).  이러한 효과는, 최근 연구 보고에서 제안된 바와 같이
44,47

, 과량의 결함 미

립 또는 바이러스 미립 유래의 가용성 GP "쉐드(shed)"에 의하여 유발되는 수용체 결합에 대한 경쟁에 기인하는

것으로 여겨진다.  

마카크 원숭이 PBL의 형질도입의 경우에도 유사한 결과가 얻어졌다.  감염 수평 상태에 도달하는 데 필요한 임[0213]

계 MOI는 인간 PBL에 필요한 것보다 높은 것으로 나타났으며, 최대 형질도입 수준은 인간 PBL를 이용한 경우에

얻어진 것보다 낮았다(도 6b).  GALV/TR 또는 MLV-A GP로써 슈도타입화된 벡터 미립을 이용해 얻은 형질도입 효

율은 매우 낮게 유지되었으며(4-12% 미만 - GFP
+
 세포), 1 이상의 MOI에서 감소하는 것으로 관찰되었다.  이러

한 후자 GP 또는 VSV-G로써 슈도타입화된 벡터(15.32%±10,06%; n=4)에 비하여, RD114/TR GP-슈도타입화된 벡

터에 의한 PBL의 형질도입이 용이하였다.  40%에 달하는 GFP
+
 세포가 형질도입될 수 있었으나(26.86%±8.07%;

n=4), 보다 높은 형질도입 수준은 본 실험에 적용한 것들보다 높은 MOI를 이용하는 경우 기대할 수 있을 것으로

여겨진다.  

조합해 볼 때, 이상의 결과들은, RD114/TR GP-슈도타입화된 SIV 벡터가, 장기간 자극된 CD34
+
 세포의 최적의 형[0214]

질도입에는 레트로넥틴 CH-296 단편이 필요하나, RD114/TR 당단백질로써 슈도타입화된 SIV 벡터에 의한 영장류

CD34
+
 세포 및 PBL의 형질도입을 발생시키는 데는 특히 효과적임을 시사한다.  

실시예 5: RD114 GP 세포질-테일 돌연변이의 설계[0215]

세포내 코어 미립의 형태에 의해 측정된 바와 같이, 고양이 내생 바이러스 RD114는 타입 C 포유류 레트로바이러[0216]

스이다(32). 그러나, 그의 GP는 원숭이 타입 D 레트로바이러스의 GP의 전형으로서(28), 동일한 세포 표면 수용

체, RDR를 공유하며(31,38),  TM  서브유닛 내에 MPMV(Mason-Pfizer 원숭이 바이러스)의 GP와 유의한 상동성을

갖는다(도 7).  이전의 연구에서, 본 발명자들은, RD114 고양이 내생 바이러스 당단백질이 렌티바이러스 코어에

의한 유효한 슈도타입 형성을 일으키지 않는다고 보고한 바 있다(35).  본원에서, 본 발명자들은 SIV(원숭이 면

역결핍 바이러스)로부터 유래된 렌티바이러스 벡터에 의한 슈도타입 형성을 제한하는 RD114 GP의 결정인자를 연

구하고자 하였다. 

최근의 연구에서, 포유류 타입 C 레트로바이러스의 막관통 도메인 및/또는 세포질 테일이 HIV-1 벡터에 의한 슈[0217]

도타입의 형성 및/또는 감염을 조절하는 요소를 간직하는 것으로 보고된 바 있다(4, 34, 36).  그러한 요소들이

바이러스 미립의 감염성을 상이한 수준에서 영향을 줄 수도 있다: i) 바이러스 어셈블리에 필요한 GP 및 바이러

스 코어의 세포내 공-위치선정, ii) GP 혼입을 조건화하는 바이러스 코어 단백질과 GP의 상호작용, 및 iii) 비

리온 발아 동안 또는 발아 직후, 레트로바이러스 프로테아제에 의한 세포질 테일의 절단을 통한 GP 방추원성의

활성화(6, 39).  따라서, MLV-A의 GP 역시 SIV 바이러스 코어를 효과적으로 슈도타입화하므로(24,35), 본 발명

자들은, RD114 GP에 의해 운반되는 것과는 대조적으로, 이것이 SIV 벡터 슈도타입의 어셈블리 및/또는 감염성을

최적으로 조절하는 요소를 함유해야 한다고 생각하였다.  따라서, RD114 GP가 렌티바이러스 코어 미립를 슈도타

입화하는 능력을 제한하는 결정인자를 규명하기 위하여, 본 발명자들은, 막관통 도메인(TMD) 및/또는 그의 세포

질 테일(CT)로부터 유래된 서브-영역이 MLV-A GP로부터 유래된 그들의 대응부로 대체된 RD114 GP 돌연변이 패널
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을 제작하였다(도 7B).   MLV  CT  자체의 중요성을 규명하기 위하여 돌연변이 RD/TR를 제작하였다.  돌연변이

RD/MTR 및 RD/eMTR는 MLV CT 외에도 MLV TMD를 운반하였다.  RDRless GP는 RD114 GP의 트런케이티드체로서, CT

의 추정되는 절단 부위에 해당하는 위치에 정지 코돈을 삽입해 제작하였다(이하 참조).  돌연변이 RDPrMLV는 추

정의 RD114 CT 절단 부위를 MLV GP의 것으로 대체한 것을 함유한다.  기타 돌연변이, RDPrSIVARLM, RDPrSIVRQAG

및 RDPrHIV의 세포질 테일은, 각각 SIVmac251 또는 HIV-1의 Gag 단백질에서 발견되는 절단 부위로부터 유래된

SIVmac 또는 HIV-1 코어 프로테아제에 대한 기질을 함유하였다.  끝으로, GP 위치선정, 세포-표면 발현 및/또는

방추원성에 영향을 줄 수 있는, RD114 CT에 의하여 운반되는 추정의 티로신 세포내 이입 모티브의 중요성을 평

가하기 위하여, 돌연변이 RDΔYXXL를 설계하였다.  이러한 모티브의 영향은 기타 레트로바이러스 GP에 대해 잘

정립되어 있다(1, 13, 19). 

모든 GP 돌연변이의 제조는 CMV 프로모터의 조절 하에 동일한 발현 벡터를 이용해 달성하였다.  293 생산자 세[0218]

포를, 바이러스 코어 단백질, 운반 벡터, 및 상이한 GP 중 하나와 같은 벡터 미립을 코딩하는 플라스미드와 공-

트랜스펙션시켰다.  항-RD114 SU 항체를 이용해 세포 용해물을 면역-블로딩하여 모니터링한 바, 코어 단백질 또

는 GP의 양에 있어 변화가 검출되지 않았다(데이터는 제시하지 않음). 

실시예 6:  RD114 GP 세포질 테일의 변형은 세포-세포 방추원성을 변화시킨다. [0219]

GP-발현 세포의 배양주는 합포체 형성을 나타내었으며, 이러한 작용은 세포질 테일 내에 도입된 돌연변이 타입[0220]

에 따라 좌우되는 것으로 밝혀졌다(도 8).  야생형 MLV-A GP에 비하여, 비변형된 RD114 GP 자체의 발현이 유의

한 합포체 형성을 유발하였다.  이러한 효과는, MLV-A로 치환한 경우(돌연변이 RD/TR, RD/MTR, 및 RD/eMTR), 트

랜스펙션된 세포 내의 합포체 개수가 야생형 MLV-A  GP에서 검출된 수준으로 유의하게 감소된 것으로 볼 때,

RD114 CT에 의한 GP 방추원성의 비효율적 조절에 의하여 초래되는 것으로 여겨진다(도 8).  기타 RD114 키메라

GP는 다양한 합포체 수준을 유도하였다.  최대 세포변성(cytopathic) 효과는 RDPrHIV 및 RDRless 돌연변이에서

확인되었다.  비변형된 RD114 GP보다 큰 방추원성을 나타내는 돌연변이 RDPrSIVARLM을 제외하고, 기타 키메라(RD

ΔYXXL, RDPrMLV, 및 RDPrSIVRQAG)는 야생형 RD114 GP에 의해 얻어지는 것보다 높은 수준으로 합포체 형성을 유

발하였다(도 8).  변화된 세포-세포 방추원성은 본질적으로 RD114 GP의 변형과 관련이 있으며, 트랜스펙션된 세

포 내에 존재하는 기타 바이러스 성분과의 상호작용에 의해서는 영향을 받지 않았다.  실제로, 세포가 종양-레

트로바이러스 또는 렌티바이러스 코어 단백질을 발현하였는지의 여부와 관계없이, 동일한 합포체 수준이 검출되

었다(데이터는 제시하지 않음).  상이한 RD114 GP 키메라의 경우에는, GP 발현에 있어서는 어떠한 변화도 관찰

할 수 없었으므로, 이러한 결과는 세포-세포 방추원성의 조절에 있어서의 RD114 GP 세포질 테일의 역할을 확인

시켜 주었다.  이러한 CT 매개의 융합은 MLV 및 MPMV와 같은 기타 포유류 타입 C 및 D 레트로바이러스 GP의 역

할을 암시하였다(2, 30, 33).  RD114 당단백질의 세포질 테일의 서열 변형은 MLV-A GP의 인스타(instar)에서 그

의 융합 저해 특성을 가장 유사하게 변화시켰다(14, 17, 43).  따라서, 바이러스 미립의 형성에 대해 반대 생산

될 수 있는 RD114 GP의 변형에 의한 세포변성 효과를 최소화하기 위하여, 생산자 세포의 상청액 내의 비리온을

트랜스펙션 직후, 즉 36시간 후에 수확하였다.  

실시예 7:  RD114 GP 세포질 테일의 변형은 렌티바이러스 또는 종양-레트로바이러스 벡터의 슈도타입화를 변화[0221]

시킨다.  

야생형 RD114 GP, MLV-A GP, 및 VSV-G와 비교하여, RD114 GP 돌연변이가 SIVmac251계 또는 MLV계 벡터를 슈도[0222]

타입화하는 능력을 측정하였다.  TE671 표적 세포를 이용하여 상이한 GP의 존재 하에 제작한 벡터의 감염성을

평가하였다(도 9).  본원의 이전 결과와 일관되게, 비변형된 RD114 GP는, MLV계 벡터를 잘 슈도타입화하였으나

(6), 렌티바이러스계 벡터는 효과적으로 슈도타입화하지 못하였다(35).  RDΔYXXL GP 돌연변이를 이용해 제작한

SIV 및 MLV 벡터는 비변형된 RD114 GP로써 슈도타입화된 벡터보다 3-4배 낮은 역치를 가졌다(도 9).  방추원이

낮은 돌연변이 RDRless을 이용해 제작한 벡터의 방추원성 역시 야생형 RD114 GP를 이용해 제작한 것들보다 낮았

으나, 본 발명자들은, 이 돌연변이에 의하여 발휘되는 특히 강력한 세포변성 작용(도 8)이 벡터 미립의 최적의

형성을 불가능하게 하지 않음을 배제할 수 없었다.  중요한 점은, RD/TR 및 RD/MTR 키메라 GP가 SIV계 벡터를

잘 슈도타입화한다는 것이다.  RD/TR 돌연변이의 경우, 이는 10
6
 i.u./㎖ 이상의 감염률 역치를 초래하며, 이는

야생형 RD114 GP를 이용한 경우 얻어진 것보다 25배에 달하는 값이며, 높지 않은 경우, MLV-A GP 또는 VSV-G로

써 슈도타입화된 SIV 벡터를 이용한 경우 얻어진 감염률 역치와 동일한 범위이다(도 9B).  한편, 동일한 키메라

GP를 이용해 제작한 MLV 유래의 벡터는, 역치가 이미 높은 야생형 RD114 GP로써 슈도타입화된 벡터에 비하여 단

지 2배 이하의 감염률을 나타내었다(도 9A).  상기 세포질 테일은, 슈도타입화된 렌티바이러스 벡터의 감염성

증가를 유발하는 이들 RD114 GP 키메라 내의 변형된 최소 도메인이므로, 이상의 데이터는 TMD가 아닌 MLV-A의
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CT가 SIV 벡터에 의한 슈도타입화를 촉진하는 성분을 함유함을 시사한다.  그 밖의 RD114 GP 키메라의 연구를

통해(도 7B), 이 성분이 그의 세포질 테일 내의 추정의 절단 부위를 포함하는 영역 내에 존재한다는 사실을 확

인하였다.  

소위 MLV에 대한 R 펩타이드라 불리는 포유류 타입 C 및 D 레트로바이러스 TM 단백질의 C 말단으로부터의 바이[0223]

러스 프로테아제 매개의 제거가 그들의 융합 기능부를 활성화하는 데 필수적인 것으로 보고된 바 있다(2, 30,

33).  TM 단백질의 카르복시 말단 프로세싱은 비리온의 발아 후의 기간 동안 발생한다.  지금까지, RD114 GP에

대해서는, 세포질 테일의 절단 및 후속의 방추원성의 활성화에 대해 보고된 바가 없었다.  본원의 결과는, 수용

체 결합 시 당단백질의 전체적인 융합 활성을 촉진하기 위해서는, RD114 TM의 프로세싱이 요구될 수 있음을 암

시한다.  실제로, 조기 정지 코돈(돌연변이 RDRless)의 삽입에 의한 RD111 GP의 트런케이션은 타입 C 또는 D 포

유류 레트로바이러스 중 하나의 R-트런케이티드 GP 돌연변이와 유사한 표현형인(2, 10, 30, 33), 고도의 세포-

세포 방추원성의 활성화를 초래한다(도 8).  나아가, 여러 타입 C 및 타입 D 포유류 레트로바이러스 GP의 CT를

통한 RD114 GP의 세포질 테일의 세포 정렬을 통해, 레트로바이러스 프로테아제 절단 부위를 가장 유사하게 형성

하는 RD114 GP의 세포질 테일 내에 8개 아미노산 길이의 서열 -VHAMVLAQ-의 위치가 지정된다(도 7A).  흥미롭게

도, 이 서열을, MLV CT(돌연변이 RDPrMLV) 또는 SIV Gag 단백질(돌연변이 RDPrSIVARLM 및 RDPrSIVRQAG)로부터 유

래된 절단 부위로 대체한 결과, SIV 벡터 슈도타입의 감염률이 7배까지 증가되었다(도 9B).  마찬가지로, HIV-1

Gag 단백질로부터 유래된 절단 부위의 삽입(돌연변이 RDPrHIV)은 HIV-1계 벡터를 이용한 슈도타입 형성을 선택

적으로 증가시켰으나(데이터는 제시하지 않음), SIV 유래의 벡터를 이용한 경우에 대해서는 증가시키지 못했다

(도 9B).  따라서, 이러한 결과는, 이들 8개 아미노산 서열이 렌티바이러스 벡터에 의한 슈도타입 형성을 조절

하는 필수 성분을 함유함을 시사한다.  

후자의 RD114 GP 키메라가 MLV 벡터 미립을 슈도타입화하는 데 사용된 경우, 매우 상이한 결과가 얻어졌다(도[0224]

9A).  RDPrMLV 돌연변이로써 슈도타입화된 MLV 벡터는 야생형 RD114 GP를 이용해 형성한 바이러스 슈도타입화된

에 비하여 유사하거나 다소 증가된 감염률을 나타내었음에도, 렌티바이러스 절단 부위(RDPrSIVARLM, RDPrSIVRQAG

및 RDPrHIV)를 함유하는 RD114 키메라 GP는 MLV-슈도타입화된 벡터의 감염률을 20배까지 현저히 감소시켰다(도

9A).  따라서, RD114 키메라는 이들이 렌티바이러스 또는 종양-레트로바이러스 코어 중 하나에 회합한 경우 상

이하게 행동하였다.  그러므로, 이상의 결과는, 특정 코어/CT 상호작용이 바이러스 타입-특이적 방식으로 세포

질 테일의 프로세싱 및/또는 GP 혼입을 조절할 수 있음을 강력히 시사한다.  

실시예 8:  RD114 GP 세포질 테일의 변형은 바이러스 혼입을 변화시킨다. [0225]

이어서, 본 발명자들은 RD114 당단백질의 변형이 바이러스 미립에 대한 그의 혼입에 영향을 주는지의 여부를 측[0226]

정하고자  하였다.   본  실험은,  지나치게  광범위한  방식으로  합포체  형성을  유발하지  않은  GP  돌연변이,

RDPrMLV,  RDPrSIVARLM,  RDPrSIVRQAG,  및 RD/TR의 서브세트에 대한 비변형된 RD114  GP와 비교하여 실시하였다(도

8).  실제로, 기타 돌연변이(RDPrHIV 및 RDRless)의 고도의 세포-세포 방추원 활성은 생산자 세포 상청액 내의

세포 잔해를 방출시킴으로써 다량의 정제된 비리온 제제를 손상시켰다(데이터는 제시하지 않음).  RD114 GP 키

메라를 이용해 SIV 또는 MLV 코어 중 하나를 운반하는 바이러스 미립을 제작하여, 20% 수크로오스 쿠션을 통해

초원심분히하여 정제하였다.  바이러스 코어 단백질 및 당단백질의 검출 및 정제는, 항-CA 또는 항-RD114 GP 항

체를 이용해 정제된 비리온을 면역블로딩하여, 바이러스 미립 상의 RD114 GP 키메라의 밀도를 측정함으로써 실

시하였다(도 4).  바이러스 코어의 부재 하에 단지 당단백질만을 발현시킨 생산자 세포로부터 초원심분리하여

얻은 상청액의 펠릿 내에서는 GP가 전혀 검출되지 않았으며(도 4), 따라서 이는 정제된 비리온의 경우 얻어진

신호의 특이성을 입증한다.  야생형 RD114 GP에 비하여, RDPrSIVARLM GP 돌연변이는 그의 GP에 의하여 부여되는

증가된 감염성에도 불구하고, SIV 코어 미립에 대해 동등하게 잘 혼입되었다(도 9B).  반면, SIV 벡터 미립에

대한 RDPrMLV, RDPrSIVRQAG, 및 RD/TR 키메라 GP의 혼입은 3-10배 증가하였으며(도 4), 이는 이들의 돌연변이 GP

의 경우에 얻어진 크게 증대된 역치와 일치한다(도 9B).  따라서, 이상의 결과는, RDPrSIVARLM GP 돌연변이의 경

우 절대적인 상관 관계가 배제될지라도 SIV 코어 미립에 대한 RD114 GP 키메라의 혼입 및 슈도타입화된 벡터의

감염률 역치가 상관 관계를 가짐을 시사한다.  

MLV 코어 미립에 대한 동일한 GP 키메라의 혼입에 대하여 대조적인 결과가 얻어졌다.  RD/TR GP 키메라의 혼입[0227]

은 2배까지 약하게 증가되었으며(도 4), 이는 이러한 특정 돌연변이를 이용해 얻은 다소 증대된 바이러스 역치

와 일치한다(도 9A).  그러나, 비변형된 RD114 GP에 비하여, 슈도타입화된 MLV 벡터에 대한 후자의 두 GP 키메

라의 역치가 현저히 감소했음에도 불구하고(도 9A), RDPrMLV, RDPrSIVARLM, 및 RDPrSIVRQAGGP 돌연변이는 MLV 미
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립에 대하여 유사한 밀도를 나타내었다(도 4).  그러므로, 슈도타입화된 MLV 코어에 대하여, GP 혼입과 감염성

사이에 어떠한 상관 관계도 증명될 수 없었다. 

실시예 9:  RD114 GP 세포질 테일의 변형은 바이러스 코어-의존적 방식으로 그의 절단을 변화시킨다. [0228]

이어서, 본 발명자들은 RD114 GP 키메라의 세포질 테일이 슈도타입화된 MLV 또는 SIV 바이러스 코어 미립 내에[0229]

서 절단되는지의 여부를 조사하였다. 2가지 타입의 슈도타입 비리온 중 하나를 생산하는 트랜스펙션된 세포를,

35
S-메티오닌 및 

35
S-시스테인을 이용해 방사능-표시하였다.  20% 수크로오스 쿠션 상에서 정제된 비리온-생산자

세포 또는 비리온의 용해물을 항-RD114 SU 항체와 함께 배양하였다.  당단백질의 면역-침전 후, 상기 샘플들을

환원 및 변성시키고, 면역침전된 GP 복합체에 대하여 TM 단백질을 해리시킨 뒤, SDS-PAGE를 통해 정제하였다(도

5).  비리온-생산자 세포의 용해물은, 기대한 바와 같이 유사한 양의 SU 및 TM 당단백질을 나타내었다.  모든

돌연변이 TM 당단백질은 겔 상에서 동일한 전기영동 이동도를 나타냈으며(도 5a 및 5b), 이는 상이한 TM 종의

CT의 대부분이 생산자 세포의 내부에서 절단되지 않았음을 의미한다.  이러한 결과는 또한 돌연변이 RD114 GP의

세포-세포 방추원성의 조절이 그들의 TM 단백질의 프로세싱에 대하여 의존적이지 않으며(도 8), 오히려 그들의

세포질 테일의 구조 또는 형태의 변화와 본질적으로 관련이 있음을 나타낸다.  

상이한 RD114 GP 키메라들이 SU 및 TM 서브유닛 모두에 대하여 정제된 MLV 바이러스 코어에 대해 유사한 강도를[0230]

나타내었다(도5A).  이러한 결과는, 그들 세포질 테일의 변형이 종양-레트로바이러스 코어에 대한 그들의 혼입

에 영향을 주지 않음을 뒷받침한다(도 4).  그러나, 혼입된 TM 당단백질의 프로세싱은 RD114 키메라의 타입에

의존적인 방식으로 검출되었다.  실제로, 세포 용해물 내의 TM 단백질의 크기에 비하여, 비변형된 RD114 GP 및

키메라 RDPrMLV 및 RD/TR 키메라의 TM 서브유닛이 대략 2kDa 짧았다(도 5).  이러한 관찰 결과는, 바이러스 코

어 프로테아제에 의한 RD114 GP의 TM 프로세싱에 대한 유전적 증거를 직접적으로 확인시켜 주었다.  반면, 렌티

바이러스 프로테아제-특이적 절단 부위를 함유하는(도 7B) RDPrSIVARLM 및 RDPrSIVRQAG GP 돌연변이에 대하여, 단

지 프로세싱되지 않은 TM만이 MLV 코어 상에서 검출되었다(도 5a).  이러한 결과는 후자의 RD114 키메라 GP로써

슈도타입화된 MLV 벡터의 현저히 감소된 감염성과 일치하였으며(도 9A), 이는 비리온 감염에 있어 RD114 GP 세

포질 테일 절단이 요구됨을 의미한다.  

MLV 코어와 대조적으로, 다양한 양의 SU 및 TM 당단백질이 SIV 코어 미립 상에서 검출되었으며(도5B), 이는 비[0231]

리온 내로의 차별적인 GP의 혼입의 결과와 일치한다(도 4).   SIV  미립 상에 용이하게 혼입된 RDPrSIVRQAG  및

RD/TR GP 돌연변이의 경우에는, TM 단백질이 관찰되지 않았다(도 5b).  후자의 RD114 GP 키메라 세포질 테일의

유효한 프로세싱이 검출되었으며, 이는 SIV 벡터 슈도타입의 감염성 결과와 일치한다(도 9B).  비변형된 RD114

GP 및 RDPrMLV 및 RDPrSIVARLM 돌연변이 GP의 TM 단백질은 정상적인 겔 노출 조건 하에서 용이하게 검출되지 않

았으며, 이는 혼입의 결과와 일치한다(도 9B).  겔의 과다 노출 결과, 후자 GP의 TM 단백질이 프로세싱되었음이

확인되었다(데이터는 제시하지 않음).  이러한 결과는, 후자 GP를 이용해 제작한 SIV 벡터 미립에 대하여 얻어

진 낮은 감염 수준을 설명해준다(도 9B). 

실시예 10:  RD114 GP 세포질 테일의 변형은 지질 래프트 내에서의 GP 위치선정에 영향을 주지 않는다. [0232]

최근, 렌티바이러스는 지질 래프트를 선택적으로 어셈블리 및 발아시킬 수 있는 것으로 보고된 바 있다(18, 25,[0233]

26).  그러므로, 슈도타입화된 SIV 미립에 대한 RD114 GP 돌연변이의 차별적인 혼입을 설명할 수 있는 하나의

가능성은, RD114 GP 세포질 테일의 변형의 결과로서 바이러스 어셈블리 부위에서의 바이러스 코어 성분 및 당단

백질의 공-위치선정의 변화일 수 있다.  따라서, 본 발명자들은 RD114 GP가 지질 래프트에 국한될 수 있는지의

여부와 세포질 테일의 변형이 세포의 위치선정을 변화시킬 수 있는지의 여부를 조사하였다.  지질 래프트는 저

온에서 비이온성 세제에 대해 내성이며, 가용성 막의 벌크로부터 수크로오스 구배 원심분리에 의해 물리적으로

분리될 수 있다.  상이한 GP 돌연변이를 트랜스펙션시킨 세포의 막을 상기 조건 하에서 분획하고, 웨스턴 블롯

분석을 통해 막 분획의 GP 함량을 분석하였다(도 6).  트랜스펙션된 세포 용해물의 세제-내성 분획에서 야생형

RD114 GP 및 세포질 테일 돌연변이가 관찰되었으며, 이는 모든 GP가 래프트에 대해 표적화됨을 의미한다. 

본원에 개시된 모든 조성물 및/또는 방법은 본원 개시의 범위 내에서 과도한 실험 없이 실시 및 구현될 수[0234]

있다.  본 발명의 조성물 및 방법은 바람직한 일면을 토대로 설명되었으나, 당업자, 본 발명의 개념, 사상, 및

범위를 벗어나지 않고, 본원에 개시한 이러한 조성물 및/또는 방법, 및 상기 방법의 단계 또는 단계의 순서에

있어 변화가 이루어질 수 있음을 이해할 것이다.  보다 구체적으로, 본원에 개시된 제제들에 대하여, 화학적 및

물리적으로 관련된 일부 제제들이 대체될 수 있으며, 그러한 변화 시에도 동일하거나 유사한 결과가 달성될 수

있음은 자명한 바일 것이다.  당업자라면, 그러한 모든 유사한 대체 및 변형이 첨부된 청구의 범위에 한정된 본
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발명의 사상, 범위, 및 개념을 내에 포함됨을 이해할 것이다.  

참고문헌[0235]
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도면의 간단한 설명

이하의 도면은 본 명세서의 일부를 형성하며, 본 발명의 특정한 면을 보다 명확히 예증하기 위하여 포함된다.[0146]

본원에 개시된 특정 일면들의 상세한 설명과 관련하여 첨부된 도면을 참조함으로써 본 발명을 보다 잘 이해할

수 있을 것이다. 

도 1A.  SIVmac251 유래의 벡터 제작.  SIVmac의 감염성 분자 클론의 게놈(SIVmac251). [0147]

도 1B.  SIVmac251은 운반 벡터를 함유하는 구조체 및 포장 기능부를 코딩하는 구조체를 유도하는 데 사용되었[0148]

다.  또한, 다양한 바이러스 당단백질(GP)을 발현시키는 발현 구조체를 설계하였다.  상기 검은색 박스는 상기

바이러스 유전자를 나타낸다.  흰색 박스는 시스-작용 서열을 나타낸다.  LTR, 긴 말단 반복부(긴 말단 반복

부);  CMV,  인간  사이토메갈로바이러스  매개의  조기  프로모터(cytomegalovirus  immediate-early  promoter);

PBS,  프라이머 결합 부위; MSD,  주된 스플라이싱 도너 부위(주요 splice  donor  site);  T,  포장 서열; RRE,

Rev-반응성 요소; PHMG, 3-하이드록시-3-메틸글루타릴 조효소 A 리덕타제(HMG) 프로모터; 폴리A, 폴리아데닐화

부위; SD, 스플라이싱 도너 부위; SA, 스플라이싱 억셉터 부위; SV40, 원숭이 바이러스 40 조기 프로모터.  벡

터 미립은 상기 포장 기능부, 바이러스 당단백질 및 운반 벡터를 함유하는 플라스미드의 293T 세포 내로의 공트

랜스펙션을 통해 제조하였다.  일시적 발현 기간 동안 트랜스펙션된 세포의 상청액을 수집한 뒤, 초원심분리를

통해 농축하여, 표적 세포 형질도입에 사용하였다. 

도 2a.  상이한 바이러스 당단백질로써 슈도타입화된 SIVmac 유래의 벡터의 감염 역치.  레트로바이러스 또는[0149]

비-레트로바이러스(별표) 기원의 표지된 GP를 이용해 GFP 마커 유전자를 함유하는 벡터를 제작하였다.  EboV,

에볼라 바이러스; FPV-HA, 가금류 전염병 바이러스의 헤마글루티닌; GALV, 기본 원숭이 백혈병 바이러스; MLV-

A,  양향성(amphotropic)  설치류  백혈병  바이러스;  LCMV,  림프구  맥락  수막염(choriomeningitis)  바이러스;

VSV, 소포성 구내염 바이러스.  TE671 표적 세포에 비농축 벡터 제제의 희석액을 감염시키고, 감염 후 3일 뒤에

GFP-양성 세포의 퍼센트를 측정하였다.  감염 역치를 GFP i.u./㎖ 단위로 산출하였다.  중복 실험에서, FPV-

HA를 발현시키는 벡터 생산자 세포에 2U의 클로스트리듐 페르프링겐스(Clostridium perfingens) 뉴라미니다제

(neuraminidase)(Sigma-Aldrich, France)를 24시간 동안 처리하여, 생산자 세포의 표면으로부터 HA-슈도타입화

된 미립의 방출을 유도하였다(FPV-HA + NA). 

도  2b.   RD114  당단백질의  세포질  도메인이  MLV-A  GP의  세포질  도메인으로  대체된  RD114/TR  키메라  GP의[0150]

개략도.  3개의 위상적 도메인, 즉 외부 도메인, 막관통 도메인, 및 세포질 테일 도메인을 나타낸다.  GALV/TR

키메라 GP를 유사한 방식으로 변형시켰다. 

도 2C.  항-RDl14 SU 및 항-CA 항체를 이용해 20% 수크로오스 쿠션 중에서 펠릿화된 SIV 벡터 미립의 면역블롯[0151]

을 통해 비리온 내의 RD114 및 RD114/TR GP의 혼입을 평가하였다.  분자 중량 마커의 위치를 나타낸다(kDa). 
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도 3A.  슈도타입화된 SIV계 벡터 모액의 특정화.  소정의 GP로써 슈도타입화되고 초원심분리를 통해 농축된[0152]

SIVmac계 벡터 모액의 감염 역치.  TE671 표적 세포에 대해 실시한 9회의 개별 실험으로부터 얻어진 평균 역치

±SD를 나타낸다.  

도 3B. (B) 항-SIV-CA(캡시드) 항체를 이용해 대표적인 정제 벡터 모액을 면역블로딩하여 물리적 미립을 검출하[0153]

였다. 

도 4A.  인간 혈청 내에서의 슈도타입화된 SIV-벡터 비리온의 안정성.  감염성의 슈도타입화된 SIV-벡터 미립[0154]

(50 ㎕ 현탁액 버퍼 내의 50,000 GFP i.u.)을 50 ㎕의 신선한(대시 표시된 막대) 또는 가열-불활성화된(검은색

막대) 인간 혈청과 혼합하였다.  참조군으로서, 비리온을 50 ㎕의 가열-불활성화된 태아 소 혈청(FCS)과 혼합하

였다.  비리온/혈청 혼합물을 37℃에서 1시간 동안 배양한 뒤, 이를 이용해 TE671 표적 세포를 형질도입시켰다.

수치는 FCS(%) 내에서 배양된 동일한 비리온의 역치에 대한 영장류 혈청 내에서 배양된 비리온의 역치 퍼센트를

나타낸다.  3개의 상이한 개별 도너의 혈청을 이용해 실시한 실험의 결과를 나타낸다.  인간 혈청 #659를 이용

해 3회의 중복 실험을 실시하고, 그 결과를 평균값±SD로서 나타냈다. 

도 4B.  마카크 원숭이 혈청 내에서의 슈도타입화된 SIV-벡터 비리온의 안정성.  감염성의 슈도타입화된 SIV-벡[0155]

터 미립(50 ㎕ 현탁액 버퍼 내의 50,000 GFP)을 50 ㎕의 신선한(대시 표시된 막대) 또는 가열-불활성화된(검은

색 막대) 마카크 원숭이 혈청과 혼합하였다.  참조군으로서, 비리온을 50 ㎕의 가열-불활성화된 태아 소 혈청

(FCS)과 혼합하였다.  비리온/혈청 혼합물을 37℃에서 1시간 동안 배양한 뒤, 이를 이용해 TE671 표적 세포를

형질도입시켰다.  수치는 FCS(%) 내에서 배양된 동일한 비리온의 역치에 대한 영장류 혈청 내에서 배양된 비리

온의 역치 퍼센트를 나타낸다.  3개의 상이한 개별 도너의 혈청으로 실시한 실험의 결과를 나타낸다.  인간 혈

청 #659를 이용해 3회의 중복 실험을 실시하고, 그 결과를 평균값±SD로서 나타냈다. 

도 5a.  인간 및 마카크 원숭이 CD34
+
 세포의 형질도입.  인간 동원 혈액으로부터 유래된 CD34

+
 세포를 TPO와 함[0156]

께  하룻밤  배양하여  사전-자극한  뒤,  VSV-G(삼각형),  MLV-A  GP(검은색  원),  GALV/TR  GP(흰색  원)  또는

RD114/TR GP(검은색 사각형)로써 슈도타입화된 SIV-벡터를 이용해 다양한 복수 감염(MOI)을 통해 형질도입시켰

다.  각각의 CD34
+
 세포 샘플에 대하여, 플레이트 상에 코팅된 CH-296 레트로넥틴 폴리펩타이드의 존재 또는 부

재 하에, 형질도입을 2회 중복 실시하였다.  감염 후, 세포를 PBS로 세척한 뒤, Flt3-L, TPO, 및 SCF의 존재 하

에 3일 동안 배양하여, 형질도입 효율을 평가하였다.  대표적인 실험의 용량-반응 곡선은 동일한 CD34
+
 세포의

배치, 및 상이한 슈도타입화된 벡터의 모액 및 도너로부터 유래된 CD34
+
 세포를 이용해 실시한 적어도 4회 실험

의 최대 형질도입 효율의 통계학적 분석 결과를 나타낸다.  

도 5b.  인간 및 마카크 원숭이 CD34
+
 세포의 형질도입.  사이노몰구스(cynomolgus) 마카크 원숭이 골수로부터[0157]

유래된  CD34
+
 세포를  TPO와  함께  하룻밤  배양하여  사전-자극한  뒤,  VSV-G(삼각형),  MLV-A  GP(검은색  원),

GALV/TR GP(흰색 원) 또는 RD114/TR GP(검은색 사각형)로써 슈도타입화된 SIV-벡터를 이용해 다양한 복수 감염

(MOI)을 통해 형질도입시켰다.  각각의 CD34
+
 세포 샘플에 대하여, 플레이트 상에 코팅된 CH-296 레트로넥틴 폴

리펩타이드의 존재 또는 부재 하에,  형질도입을 2회 중복 실시하였다.   감염 후,  세포를 PBS로 세척한 뒤,

Flt3-L, TPO, 및 SCF의 존재 하에 3일 동안 배양하여, 형질도입 효율을 평가하였다.  대표적인 실험의 용량-반

응 곡선은 동일한 CD34
+
 세포의 배치, 및 상이한 슈도타입화된 벡터의 모액 및 도너로부터 유래된 CD34

+
 세포를

이용해 실시한 적어도 4회 실험의 최대 형질도입 효율의 통계학적 분석 결과를 나타낸다.  

도 6a.  인간 말초 혈액 림프구의 형질도입.  인간 기원의 말초 혈액 림프구(PBL)를 소정의 SIV-벡터 슈도타입[0158]

을 이용해 다양한 복수 감염(MOI)을 통해 형질도입시켰다.  인간 PBL를 가용성 항-CD3 및 항-CD28 항체를 이용

해 24시간 동안 활성화하였다.  마카크 원숭이 PBL를 감염 전 2일 동안 콘카나발린 A 및 rhIL2를 이용해 활성화

하였다.  활성화된 PBL를 VSV-G(삼각형), MLV-A GP(검은색 원), GALV/TR GP(흰색 원) 또는 RD114/TR GP(검은색

사각형)로써 슈도타입화된 SIV 벡터를 세포에 감염시켰다.  감염된 세포를 PBS로 세척한 뒤, PBL 배지 내에서

배양하고, 감염 후 5일 뒤에 형질도입 효율을 평가하였다.  상이한 도너 유래의 PBL을 이용해 실시한 실험의 결

과, 및 상이한 슈도타입화된 벡터의 모액 및 도너로부터 유래된 PBL 세포를 이용해 실시한 적어도 4회 실험의

최대 형질도입 효율의 통계학적 분석 결과를 나타낸다.  

도 6b.  마카크 원숭이 말초 혈액 림프구의 형질도입.  사이노몰구스 마카크 원숭이 기원의 말초 혈액 림프구[0159]

(PBL)를 소정의 SIV-벡터 슈도타입을 이용해 다양한 복수 감염(MOI)을 통해 형질도입시켰다.  인간 PBL를 가용
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성 항-CD3 및 항-CD28 항체를 이용해 24시간 동안 활성화하였다.  마카크 원숭이 PBL를 감염 전 2일 동안 콘카

나발린 A 및 rhIL2를 이용해 활성화하였다.  활성화된 PBL를 VSV-G(삼각형), MLV-A  GP(검은색 원), GALV/TR

GP(흰색 원) 또는 RD114/TR GP(검은색 사각형)로써 슈도타입화된 SIV 벡터를 세포에 감염시켰다.  감염된 세포

를 PBS로 세척한 뒤, PBL 배지 내에서 배양하고, 감염 후 5일 뒤에 형질도입 효율을 평가하였다.  상이한 도너

유래의 PBL을 이용해 실시한 실험의 결과, 및 상이한 슈도타입화된 벡터의 모액 및 도너로부터 유래된 PBL 세포

를 이용해 실시한 적어도 4회 실험의 최대 형질도입 효율의 통계학적 분석 결과를 나타낸다.  

도 7A.  RD114 GP 세포질-테일 돌연변이.  RD114 GP TM 서브유닛과 타입 C(MLV-A) 또는 타입 D(메이슨-프리저[0160]

원숭이 바이러스(Mason-Pfizer monkey virus; MPMV)) 포유류 레트로바이러스 Env 당단백질의 TM의 배열.  (:)

은 RD114의 아미노산과 비교하여, MLV-A 및 MPMV TM 내의 동일한 아미노산을 나타낸다.  지방족 잔기 I, L 또는

V; 양전하를 띠는 잔기 K 또는 R; 및 음전하를 띠는 잔기 D 또는 E와 같은 보존된 아미노산을 강조 표시하였다.

상이한 GP의 막관통 도메인(M)은 박스 표시하였다.  세포질 테일은 2개의 구획으로 형성된다: 바이러스 코어 프

로테아제에 의해 GP 카르복시-말단(R)의 제거 후 비리온에서 발견된 성숙한 GP의 테일(T).  프로테아제 절단 부

위(박스 표시) 및 YXXL 세포내 이입 모티브(밑줄 표시)는 상이한 GP에 나타난다. 

도 7B.  RD114 GP 내에서 변형된 카르복시-말단의 서열은 각각의 돌연변이에 대하여 밑줄 표시하였다.  단지 상[0161]

이한 키메라 GP의 막관통 도메인만을 박스 표시하였다.  (*)는 RDRless 키메라 GP 내에 삽입된 조기 정지 코돈

의 위치를 나타낸다.  (')는 바이러스 코어 프로테아제에 의해 매개되는 절단 위치를 나타낸다. 

도 8.  합포체 평가 결과.  2 cm
2
 웰 내에 시딩된 트랜스펙션된 세포 내의 합포체의 개수를 계수하여 측정한 GP[0162]

키메라의 세포-세포 방추원성.  트랜스펙션된 세포(GP 비함유)를 이용해, 합포체(substracted here)의 바탕 개

수를 측정하였다.  데이터는 3회의 독립된 실험의 결과를 나타낸다.  

도 9A.  벡터 슈도타입의 감염성.  소정의 GP 돌연변이로써 슈도타입화된 MLV 벡터의 감염성(GFP i.u./㎖ 단[0163]

위).  그래프는 4회의 독립된 실험의 평균±SD를 나타낸다.  MLV-A GP 또는 VSV-G로써 슈도타입화된 벡터를 이

용해 얻은 결과 또한 비교를 위하여 나타낸다.  

도 9B.  벡터 슈도타입의 감염성.  소정의 GP 돌연변이로써 슈도타입화된 SIV 벡터의 감염성(GFP i.u./㎖ 단[0164]

위).  그래프는 4회의 독립된 실험의 평균±SD를 나타낸다.  MLV-A GP 또는 VSV-G로써 슈도타입화된 벡터를 이

용해 얻은 결과 또한 비교를 위하여 나타낸다.  

등록특허 10-1002955

- 57 -



도면

    도면1

등록특허 10-1002955

- 58 -



    도면2a

    도면2b

등록특허 10-1002955

- 59 -



    도면2c

    도면3

등록특허 10-1002955

- 60 -



    도면4

등록특허 10-1002955

- 61 -



    도면5a

등록특허 10-1002955

- 62 -



    도면5b

등록특허 10-1002955

- 63 -



    도면6a

등록특허 10-1002955

- 64 -



    도면6b

등록특허 10-1002955

- 65 -



    도면7

등록특허 10-1002955

- 66 -



    도면8

등록특허 10-1002955

- 67 -



    도면9

서 열 목 록

<110>  TRONO, DIDIER

COSSET, Francois-Loic

SANDRIN, Virginia

BOSON, Bertrand

NEGRE, Didier

<120> IMPROVED CHIMERIC GLYCOPROTEINS AND PSEUDOTYPED LENTIVIRAL VECTORS

<130>  CLFR:016W0

<140>  UNKNOWN

등록특허 10-1002955

- 68 -



<141>  2003-04-25

<150>  60/375,654

<151>  2002-26-04

<160>  4

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1 

<211> 1689 

<212> DNA 

<213> Chimaera sp.

<220>

<221> CDS 

<222> (1) .. (1689)

<400> 1

atg aaa ctc cca aca gga atg gtc att tta tgt agc cta ata ata gtt   48

Met Lys Leu Pro Thr Gly Met Val lle Leu Cys Ser Leu Ile Ile Val 

  1               5                  10                  15

 

cgg gca ggg ttt gac gac ccc cgc aag gct atc gca tta gta caa aaa   96 

Arg Ala Gly Phe Asp Asp Pro Arg Lys Ala Ile Ala Leu Val Gln Lys

             20                  25              30

caa cat ggt aaa cca tgc gaa tgc agc gga ggg cag gta tcc gag gcc   144 

Gln His Gly Lys Pro Cys Glu Cys Ser Gly Gly Gln Val Ser Glu Ala

         35             40                  45

cca ccg aac tcc atc caa cag gta act tgc cca ggc aag acg gcc tac   192 

Pro Pro Asn Ser Ile Gln Gln Val Thr Cys Pro Gly Lys Thr Ala Tyr

     50                  55                  60

tta atg acc aac caa aaa tgg aaa tgc aga gtc act cca aaa atc tca   240 

Leu Met Thr Asn Gln Lys Trp Lys Cys Arg Val Thr Pro Lys Ile Ser

 65                  70                  75              80       

cct agc ggg gga gaa ctc cag aac tgc ccc tgt aac act ttc cag gac   288 

Pro Ser Gly Gly Glu Leu Gln Asn Cys Pro Cys Asn Thr Phe Gln Asp

                 85                  90                  95

tcg atg cac agt tct tgt tat act gaa tac cgg caa tgc agg cga att   336 

Ser Met His Ser Ser Cys Tyr Thr Glu Tyr Arg Gln Cys Arg Arg Ile
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            100                 105                 110

aat aag aca tac tac acg gcc acc ttg ctt aaa ata cgg tct ggg agc   384 

Asn Lys Thr Tyr Tyr Thr Ala Thr Leu Leu Lye Ile Arg Ser Gly Ser

        115                 120                 125 

ctc aac gag gta cag ata tta caa aac ccc aat cag ctc cta cag tcc   432

Leu Asn Glu Val Gln Ile Leu Gln Asn Pro Asn Gln Leu Leu Gln Ser

    130                 135                 140

cct tgt agg ggc tct ata aat cag ccc gtt tgc tgg agt gcc aca gcc   480

Pro Cys Arg Gly Ser Ile Asn Gln Pro Val Cys Trp Ser Ala Thr Ala

145             150                 155                 160

ccc atc cat atc tcc gat ggt gga gga ccc ctc gat act aag aga gtg   528 

Pro Ile His Ile Ser Asp Gly Gly Gly Pro Leu Asp Thr Lys Arg Val

                165                 170                 175

tgg aca gtc caa aaa agg cta gaa caa att cat aag gct atg act cct   576 

Trp Thr Val Gln Lys Arg Leu Glu Gln Ile His Lys Ala Met Thr Pro

            180                 185                 190

gaa ctt caa tac cac ccc tta gcc ctg ccc aaa gtc aga gat gac ctt   624 

Glu Leu Gln Tyr His Pro Leu Ala Leu Pro Lys Val Arg Asp Asp Leu

     195                 200                 205

agc ctt gat gca cgg act ttt gat atc ctg aat acc act ttt agg tta  672

Ser Leu Asp Ala Arg Thr Phe Asp Ile Leu Asn Thr Thr Phe Arg Leu

    210                 215                 220

ctc cag atg tcc aat ttt agc ctt gcc caa gat tgt tgg ctc tgt tta  720

Leu Gln Met Ser Asn Phe Ser Leu Ala Gln Asp Cys Trp Leu Cys Leu

225                 230                 235                 240

aaa cta ggt acc cct acc cct ctt gcg ata ccc act ccc tct tta acc  768

Lys Leu Gly Thr Pro Thr Pro Leu Ala Ile Pro Thr Pro Ser Leu Thr

              245                 250                 255

tac tcc cta gca gac tcc cta gcg aat gcc tcc tgt cag att ata cct  816

Tyr Ser Leu Ala Asp Ser Leu Ala Asn Ala Ser Cys Gln Ile Ile Pro

            260                 265                 270

ccc ctc ttg gtt caa ccg atg cag ttc tcc aac tcg tcc tgt tta tct  864

Pro Leu Leu Val Gln Pro Met Gln Phe Ser Asn Ser Ser Cys Leu Ser

      275                 280                 285
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tcc cct ttc att aac gat acg gaa caa ata gac tta ggt gca gtc acc  912

Ser Pro Phe Ile Asn Asp Thr Glu Gln Ile Asp Leu Gly Ala Va1 Thr

    290                 295                 300

ttt act aac tgc acc tct gta gcc aat gtc agt agt cct tta tgt gcc  960

Phe Thr Asn Cys Thr Ser Val Ala Asn Val Ser Ser Pro Leu Cys Ala

305                 310                 315                 320

cta aac ggg tca gtc ttc ctc tgt gga aat aac atg gca tac acc tat  1008

Leu Asn Gly Ser Val Phe Leu Cys Gly Asn Asn Met Ala Tyr Thr Tyr

               325                 330                 335

tta ccc caa aac tgg acc aga ctt tgc gtc caa gcc tcc ctc ctc ccc  1056

Leu Pro Gln Asn Trp Thr Arg Leu Cys Val Gln Ala Ser Leu Leu Pro

            340                 345                 350

gac att gac atc aac ccg ggg gat gag cca gtc ccc att cct gcc att  1104 

Asp lle Asp lle Asn Pro Gly Asp Glu Pro Val Pro lle Pro Ala lle

       355                 360                 365

gat cat tat ata cat aga cct aaa cga gct gta cag ttc atc cct tta  1152

Asp His Tyr lle His Arg Pro Lys Arg Ala Val Gln Phe lle Pro Leu

    370                 375                 380

cta gct gga ctg gga atc acc gca gca ttc acc acc gga gct aca ggc  1200

Leu Ala Gly Leu Gly lle Thr Ala Ala Phe Thr Thr Gly Ala Thr Gly

385                 390                 395                 400

cta ggt gtc tcc gtc acc cag tat aca aaa tta tcc cat cag tta ata  1248

Leu Gly Val Ser Val Thr Gln Tyr Thr Lys Leu Ser His Gln Leu Ile

              405                 410                 415

tct gat gtc caa gtc tta tcc ggt acc ata caa gat tta caa gac cag  1296

Ser Asp Va] Gln Val Leu Ser Gly Thr lle Gln Asp Leu Gln Asp Gln

            420                 425                 430

gta gac tcg tta gct gaa gta gtt ctc caa aat agg agg gga ctg gac  1344

Va] Asp Ser Leu Ala Glu Val Val Leu Gln Asn Arg Arg Gly Leu Asp

      435                 440                 445

cta cta acg gca gaa caa gga gga att tgt tta gcc tta caa gaa aaa  1392

Leu Leu Thr Ala Glu Gln Gly Gly lle Cys Leu Ala Leu Gln Glu Lys

    450                 455                 460
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tgc tgt ttt tat gct aac aag tca gga att gtg aga aac aaa ata aga  1440

Cys Cys Phe Tyr Ala Asn Lys Ser Gly lle Va] Arg Asn Lys lle Arg

465                 470                 475                 480

acc cta caa gaa gaa tta caa aaa cgc agg gaa agc ctg gca acc aac  1488

Thr Leu Gln Glu Glu Leu Gln Lys Arg Arg Glu Ser Leu Ala Thr Asn

               485                 490                 495

cct ctc tgg acc ggg ctg cag ggc ttt ctt ccg tac ctc cta cct ctc  1536

Pro Leu Trp Thr Gly Leu Gln Gly Phe Leu Pro Tyr Leu Leu Pro Leu

            500                 505                 510

ctg gga ccc cta ctc acc ctc cta ctc ata cta acc att ggg cca tgc  1584

Leu Gly Pro Leu Leu Thr Leu Leu Leu lle Leu Thr lle Gly Pro Cys

      515                 520                 525

gtt ttc aat cga tta gtt caa ttt gtt aaa gac agg atc tca gta gtc  1632

Val Phe Asn Arg Leu Va] Gln Phe VaL Lys Asp Arg lle Ser Val Val

    530                 535                 540

cag gct tta gtc ctg act caa caa tac cac cag cta aaa cca cta gaa  1680

Gln Ala Leu Val Leu Thr Gln Gln Tyr His Gln Leu Lys Pro Leu Glu

545                 550                 555                 560

tac gag cca                                                      1689

Tyr Glu Pro

<210> 2 

<211> 563 

<212> PRT

<213> Chimaera sp.

<400> 2

Met Lys Leu Pro Thr Gly Met Val lle Leu Cys Ser Leu lle lle Val

  1               5                  10                  15

Arg Ala Gly Phe Asp Asp Pro Arg Lys Ala lle Ala Leu Val Gln Lys

             20                  25                  30

Gln His Gly Lys Pro Cys Glu Cys Ser Gly Gly Gln Val Ser Glu Ala

         35                  40                  45
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Pro Pro Asn Ser lle Gln Gln Val Thr Cys Pro Gly Lys Thr Ala Tyr

     50                  55                  60

Leu Met Thr Asn Gln Lys Trp Lys Cys Arg Val Thr Pro Lys lle Ser

 65                  70                  75                  80

Pro Ser Gly Gly Glu Leu Gln Asn Cys Pro Cys Asn Thr Phe Gln Asp

               85                  90                  95

Ser Met His Ser Ser Cys Tyr Thr Glu Tyr Arg Gln Cys Arg Arg lle

            100                 105                 110

Asn Lys Thr Tyr Tyr Thr Ala Thr Leu Leu Lys lle Arg Ser Gly Ser

       115                 120                 125 

Leu Asn Glu Val Gln lle Leu Gln Asn Pro Asn Gln Leu Leu Gln Ser

    130                 135                 140

Pro Cys Arg Gly Ser lle Asn Gln Pro Val Cys Trp Ser Ala Thr Ala

145                 150                 155                 160

Pro lle His lle Ser Asp Gly Gly Gly Pro Leu Asp Thr Lys Arg Va]

                165                 170                 175

Trp Thr Val Gln Lys Arg Leu Glu Gln lle His Lys Ala Met Thr Pro

            180                 185                 190

Glu Leu Gln Tyr His Pro Leu Ala Leu Pro Lys Val Arg Asp Asp Leu

        195                 200                 205

Ser Leu Asp Ala Arg Thr Phe Asp lle Leu Asn Thr Thr Phe Arg Leu

    210                 215                 220

Leu Gln Met Ser Asn Phe Ser Leu Ala Gln Asp Cys Trp Leu Cys Leu

225                 230                 235                 240

Lys Leu Gly Thr Pro Thr Pro Leu Ala lle Pro Thr Pro Ser Leu Thr

                245                 250                 255

Tyr Ser Leu Ala Asp Ser Leu Ala Asn Ala Ser Cys Gln lle lle Pro
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            260                 265                 270

Pro Leu Leu Val Gln Pro Met Gln Phe Ser Asn Ser Ser Cys Leu Ser

        275                 280                 285

Ser Pro Phe lle Asn Asp Thr Glu Gln lle Asp Leu Gly Ala Val Thr

    290                 295                 300

Phe Thr Asn Cys Thr Ser Val Ala Asn Val Ser Ser Pro Leu Cys Ala

305                 310                 315                 320

Leu Asn Gly Ser Val Phe Leu Cys Gly Asn Asn Met Ala Tyr Thr Tyr

                325                 330                 335

Leu Pro Gln Asn Trp Thr Arg Leu Cys Val Gln Ala Ser Leu Leu Pro

            340                345                 350

Asp lle Asp lle Asn Pro Gly Asp Glu Pro Val Pro lle Pro Ala lle

      355                 360                 365

Asp His Tyr lle His Arg Pro Lys Arg Ala Val Gln Phe lle Pro Leu

    370                 375                 380

Leu Ala Gly Leu Gly lle Thr Ala Ala Phe Thr Thr Gly Ala Thr Gly

385                 390                 395                 400

Leu Gly Val Ser Val Thr Gln Tyr Thr Lys Leu Ser His Gln Leu lle

                405                 410                 415

Ser Asp Val Gln Val Leu Ser Gly Thr lle Gln Asp Leu Gln Asp Gln

            420                 425                 430

Val Asp Ser Leu Ala Glu Val Val Leu Gln Asn Arg Arg Gly Leu Asp

        435                 440                 445

Leu Leu Thr Ala Glu Gln Gly Gly lle Cys Leu Ala Leu Gln Glu Lys

    450                 455                 460

Cys Cys Phe Tyr Ala Asn Lys Ser Gly lle Val Arg Asn Lys lle Arg

465                 470                 475                 480
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Thr Leu Gln Glu Glu Leu Gln Lys Arg Arg Glu Ser Leu Ala Thr Asn

                485                 490                 495

Pro Leu Trp Thr Gly Leu Gln Gly Phe Leu Pro Tyr Leu Leu Pro Leu

            500                 505                 510

Leu Gly Pro Leu Leu Thr Leu Leu Leu lle Leu Thr lle Gly Pro Cys

       515                 520                 525

Val Phe Asn Arg Leu Val Gln Phe Val Lys Asp Arg lle Ser Val Val

    530                 535                 540

Gln Ala Leu Val Leu Thr Gln Gln Tyr His Gln Leu Lys Pro Leu Glu

545                 550                 555                 560

Tyr Glu Pro

<210> 3

<211> 2058

<212> DNA

<213> Chimaera sp.

<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (2058)

<400> 3

atg gta ttg ctg cct ggg tcc atg ctt ctc acc tca aac ctg cac cac  48

Met Val Leu Leu Pro Gly Ser Met Leu Leu Thr Ser Asn Leu His His 

  1               5                  10                  15

ctt cgg cac cag atg agt cct ggg agc tgg aaa aga ctg atc atc ctc  96

Leu Arg His Gln Met Ser Pro Gly Ser Trp Lys Arg Leu lle lle Leu

             20                  25                  30

tta agc tgc gta ttc ggc ggc ggc ggg acg agt ctg caa aat aag aac  144

Leu Ser Cys Val Phe Gly Gly Gly Gly Thr Ser Leu Gln Asn Lys Asn

         35                  40                  45

ccc cac cag ccc atg acc ctc act tgg cag gta ctg tcc caa act gga  192

Pro His Gln Pro Met Thr Leu Thr Trp Gln Val Leu Ser Gln Thr Gly

     50                  55                  60
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gac gtt gtc tgg gat aca aag gca gtc cag ccc cct tgg act tgg tgg  240

Asp Val Val Trp Asp Thr Lys Ala Val Gln Pro Pro Trp Thr Trp Trp

 65                  70                  75                  80

ccc aca ctt aaa cct gat gta tgt gcc ttg gcg gct agt ctt gag tcc  288

Pro Thr Leu Lys Pro Asp Val Cys Ala Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ser

                 85                  90                  95

tgg gat atc ccg gga acc gat gtc tcg tcc tct aaa cga gtc aga cct  336

Trp Asp lle Pro Gly Thr Asp Val Ser Ser Ser Lys Arg Val Arg Pro

            100                 105                 110

ccg gac tca gac tat act gcc gct tat aag caa atc acc tgg gga gcc  384

Pro Asp Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Tyr Lys Gln lle Thr Trp Gly Ala

       115                 120                 125

ata ggg tgc agc tac cct cgg gct agg act aga atg gca agc tct acc  432

lle Gly Cys Ser Tyr Pro Arg Ala Arg Thr Arg Met Ala Ser Ser Thr

    130                 135                 140

ttc tac gta tgt ccc cgg gat ggc cgg acc ctt tca gaa gct aga agg  480

Phe Tyr Val Cys Pro Arg Asp Gly Arg Thr Leu Ser Glu Ala Arg Arg

145                 150                 155                 160

tgc ggg ggg cta gaa tcc cta tac tgt aaa gaa tgg gat tgt gag acc  528

Cys Gly Gly Leu Glu Ser Leu Tyr Cys Lys Glu Trp Asp Cys Glu Thr

                165                 170                 175

acg ggg acc ggt tat tgg cta tct aaa tcc tca aaa gac ctc ata act  576

Thr Gly Thr Gly Tyr Trp Leu Ser Lys Ser Ser Lys Asp Leu lle Thr

            180                 185                 190

gta aaa tgg gac caa aat agc gaa tgg act caa aaa ttt caa cag tgt  624 

Val Lys Trp Asp Gln Asn Ser Glu Trp Thr Gln Lys Phe Gln Gln Cys

       195                 200                 205

cac cag acc ggc tgg tgt aac ccc ctt aaa ata gat ttc aca gac aaa  672

His Gln Thr Gly Trp Cys Asn Pro Leu Lys lle Asp Phe Thr Asp Lys

    210                 215                 220

gga aaa tta tcc aag gac tgg ata acg gga aaa acc tgg gga tta aga  720

Gly lys Leu Ser Lys Asp Trp lle Thr Gly Lys Thr Trp Gly Leu Arg

225                 230                 235                 240

ttc tat gtg tct gga cat cca ggc gta cag ttc acc att cgc tta aaa  768
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Phe Tyr Val Ser Gly His Pro Gly Val Gln Phe Thr lle Arg Leu Lys

                245                 250                 255

atc acc aac atg cca gct gtg gca gta ggt cct gac ctc gtc ctt gtg  816

lle Thr Asn Met Pro Ala Val Ala Val Gly Pro Asp Leu Val Leu Val

            260                 265                 270

gaa caa gga cct cct aga acg tcc ctc gct ctc cca cct cct ctt ccc  864

Glu Gln Gly Pro Pro Arg Thr Ser Leu Ala Leu Pro Pro Pro Leu Pro

       275                280                 285

cca agg gaa gcg cca ccg cca tct ctc ccc gac tct aac tcc aca gcc  912

Pro Arg Glu Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Asp Ser Asn Ser Thr Ala

    290                 295                 300

ctg gcg act agt gca caa act ccc acg gtg aga aaa aca att gtt acc  960

Leu Ala Thr Ser Ala Gln Thr Pro Thr Val Arg Lys Thr lle Val Thr

305                 310                 315                 320

cta aac act ccg cct ccc acc aca ggc gac aga ctt ttt gat ctt gtg  1008

Leu Asn Thr Pro Pro Pro Thr Thr Gly Asp Arg Leu Phe Asp Leu Val

                325                 330                 335

cag ggg gcc ttc cta acc tta aat gct acc aac cca ggg gcc act gag  1056

Gln Gly Ala Phe Leu Thr Leu Asn Ala Thr Asn Pro Gly Ala Thr Glu

            340                 345                 350

tct tgc tgg ctt tgt ttg gcc atg ggc ccc cct tat tat gaa gca ata  1104 

Ser Cys Trp Leu Cys Leu Ala Met Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Ala Ile

        355                 360                 365

gcc tca tca gga gag gtc gcc tac tcc acc gac ctt gac cgg tgc cgc  1152

Ala Ser Ser Gly Glu Val Ala Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg

    370                 375                 380

tgg ggg acc caa gga aag ctc acc ctc act gag gtc tca gga cac ggg  1200

Trp Gly Thr Gln Gly Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Gly His Gly

385             390                 395                 400

ttg tgc ata gga aag gtg ccc ttt acc cat cag cat ctc tgc aat cag  1248

Leu Cys lle Gly Lys Val Pro Phe Thr His Gln His Leu Cys Asn Gln

                405                 410                 415

acc cta tcc atc aat tcc tcc gga gac cat cag tat ctg ctc ccc tcc  1296

Thr Leu Ser lle Asn Ser Ser Gly Asp His Gln Tyr Leu Leu Pro Ser
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            420                 425                 430

aac cat agc tgg tgg gct tgc agc act ggc ctc acc cct tgc ctc tcc  1344

Asn His Ser Trp Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser

       435                 440                 445

acc tca gtt ttt aat cag act aga gat ttc tgt atc cag gtc cag ctg  1392

Thr Ser Val Phe Asn Gln Thr Arg Asp Phe Cys lle Gln Val Gln Leu

    450                 455                 460

att cct cgc atc tat tac tat cct gaa gaa gtt ttg tta cag gcc tat  1440

lle Pro Arg lle Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu Val Leu Leu Gln Ala Tyr

465                 470                 475                 480

gac aat tct cac ccc agg act aaa aga gag gct gtc tca ctt acc cta  1488

Asp Asn Ser His Pro Arg Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu

                485                 490                 495

gct gtt tta ctg ggg ttg gga atc acg gcg gga ata ggt act ggt tca  1536

Ala Val Leu Leu Gly Leu Gly lle Thr Ala Gly lle Gly Thr Gly Ser

            500                 505                 510

act gcc tta att aaa gga cct ata gac ctc cag caa ggc ctg aca agc  1584

Thr Ala Leu lle Lys Gly Pro lle Asp Leu Gln Gln Gly Leu Thr Ser

        515                 520                 525

ctc cag atc gcc ata gat gct gac ctc cgg gcc ctc caa gac tca gtc  1632

Leu Gln lle Ala lle Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gln Asp Ser Val

    530                 535                 540

agc aag tta gag gac tca ctg act tcc ctg tcc gag gta gtg ctc caa  1680

Ser Lys Leu Glu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gln

545                 550                 555                 560

aat agg aga ggc ctt gac ttg ctg ttt cta aaa gaa ggt ggc ctc tgt  1728

Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys

               565                 570                 575

gcg gcc cta aag gaa gag tgc tgt ttt tac ata gac cac tca ggt gca  1776

Ala Ala Leu Lys Glu Glu Cys Cys Phe Tyr lle Asp His Ser Gly Ala

            580                 585                 590

gta cgg gac tcc atg aaa aaa ctc aaa gaa aaa ctg gat aaa aga cag  1824

Val Arg Asp Ser Met Lys Lys Leu Lys Glu Lys Leu Asp Lys Arg Gln
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        595                 600                 605

tta gag cgc cag aaa agc caa aac tgg tat gaa gga tgg ttc aat aac  1872

Leu Glu Arg Gln Lys Ser Gln Asn Trp Tyr Glu Gly Trp Phe Asn Asn

    610                 615                 620

tcc cct tgg ttc act acc ctg cta tca acc atc gct ggg ccc cta tta  1920

Ser Pro Trp Phe Thr Thr Leu Leu Ser Thr lle Ala Gly Pro Leu Leu

625                 630                 635                 640

ctc ctc ctt ctg ttg ctc atc ctc ggg cca tgc atc atc aat cga tta  1968

Leu Leu Leu Leu Leu Leu lle Leu Gly Pro Cys lle lle Asn Arg Leu

                645                 650                 655

gtt caa ttt gtt aaa gac agg atc tca gta gtc cag gct tta gtc ctg  2016

Val Gln Phe Val Lys Asp Arg lle Ser Val Val Gln Ala Leu Val Leu

            660                 665                 670

act caa caa tac cac cag cta aag cct ata gag tac gag cca  2058

Thy Gln Gln Tyr His Gln Leu Lys Pro lle Glu Tyr Glu Pro

       675                 680                 685

<210> 4 

<211> 686 

<212> PRT 

<213> Chimaera sp.

<400> 4

Met Val Leu Leu Pro Gly Ser Met Leu Leu Thr Ser Asn Leu His His

  1               5                  10                  15

Leu Arg His Gln Met Ser Pro Gly Ser Trp Lys Arg Leu lle lle Leu

             20                  25                  30

Leu Ser Cys Val Phe Gly Gly Gly Gly Thr Ser Leu Gln Asn Lys Asn

         35                  40                  45

Pro His Gln Pro Met Thr Leu Thr Trp Gln Val Leu Ser Gln Thr Gly

     50                  55                  60

Asp Val Val Trp Asp Thr Lys Ala Val Gln Pro Pro Trp Thr Trp Trp

 65                  70                  75                  80
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Pro Thr Leu Lys Pro Asp Val Cys Ala Leu Ala Ala Ser Leu Glu Ser

                 85                  90                  95

Trp Asp lle Pro Gly Thr Asp Val Ser Ser Ser Lys Arg Val Arg Pro

            100                 105                 110

Pro Asp Ser Asp Tyr Thr Ala Ala Tyr Lys Gln lle Thr Trp Gly Ala

        115                 120                 125

lle Gly Cys Ser Tyr Pro Arg Ala Arg Thr Arg Met Ala Ser Ser Thr

    130                 135                 140

Phe Tyr Val Cys Pro Arg Asp Gly Arg Thr Leu Ser Glu Ala Arg Arg

145                 150                 155                 160

Cys Gly Gly Leu Glu Ser Leu Tyr Cys Lys Glu Trp Asp Cys Glu Thr

               165                 170                 175

Thr Gly Thr Gly Tyr Trp Leu Ser Lys Ser Ser Lys Asp Leu lle Thr

            180                 185                 190

Val Lys Trp Asp Gln Asn Ser Glu Trp Thr Gln Lys Phe Gln Gln Cys

        195                 200                 205

His Gln Thr Gly Trp Cys Asn Pro Leu Lys lle Asp Phe Thr Asp Lys

    210                 215                 220

Gly Lys Leu Ser Lys Asp Trp lle Thr Gly Lys Thr Trp Gly Leu Arg

225                 230                 235                 240

Phe Tyr Val Ser Gly His Pro Gly Val Gln Phe Thr lle Arg Leu Lys

               245                 250                 255

lle Thr Asn Met Pro Ala Val Ala Val Gly Pro Asp Leu Val Leu Val

            260                 265                 270

Glu Gln Gly Pro Pro Arg Thr Ser Leu Ala Leu Pro Pro Pro Leu Pro

        275                 280                 285 

Pro Arg Glu Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Asp Ser Asn Ser Thr Ala

    290                 295                 300
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Leu Ala Thr Ser Ala Gln Thr Pro Thr Val Arg Lys Thr lle Val Thr

305                 310                 315                 320

Leu Asn Thr Pro Pro Pro Thr Thr Gly Asp Arg Leu Phe Asp Leu Val

                325                 330                 335

Gln Gly Ala Phe Leu Thr Leu Asn Ala Thr Asn Pro Gly Ala Thr Glu

            340                 345                 350

Ser Cys Trp Leu Cys Leu Ala Met Gly Pro Pro Tyr Tyr Glu Ala lle

        355                 360                 365

Ala Ser Ser Gly Glu Val Ala Tyr Ser Thr Asp Leu Asp Arg Cys Arg

    370                 375                 380

Trp Gly Thr Gln Gly Lys Leu Thr Leu Thr Glu Val Ser Gly His Gly

385                 390                 395                 400

Leu Cys lle Gly Lys Val Pro Phe Thr His Gln His Leu Cys Asn Gln

                405                 410                 415

Thr Leu Ser lle Asn Ser Ser Gly Asp His Gln Tyr Leu Leu Pro Ser

            420                 425                 430

Asn His Ser Trp Trp Ala Cys Ser Thr Gly Leu Thr Pro Cys Leu Ser

        435                 440                 445

Thr Ser Val Phe Asn Gln Thr Arg Asp Phe Cys lle Gln Val Gln Leu

    450                 455                 460

lle Pro Arg lle Tyr Tyr Tyr Pro Glu Glu Val Leu Leu Gln Ala Tyr

465                 470                 475                 480

Asp Asn Ser His Pro Arg Thr Lys Arg Glu Ala Val Ser Leu Thr Leu

                485                 490                 495

Ala Val Leu Leu Gly Leu Gly lle Thr Ala Gly lle Gly Thr Gly Ser

            500                 505                 510

Thr Ala Leu lle Lys Gly Pro lle Asp Leu Gln Gln Gly Leu Thr Ser
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        515                 520                 525

Leu Gln lle Ala lle Asp Ala Asp Leu Arg Ala Leu Gln Asp Ser Val

    530                 535                 540

Ser Lys Leu Glu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Ser Glu Val Val Leu Gln

545                 550                 555                 560

Asn Arg Arg Gly Leu Asp Leu Leu Phe Leu Lys Glu Gly Gly Leu Cys

               565                 570                 575

Ala Ala Leu Lys Glu Glu Cys Cys Phe Tyr lle Asp His Ser Gly Ala

            580                 585                 590

Val Arg Asp Ser Met Lys Lys Leu Lys Glu Lys Leu Asp Lys Arg Gln

        595                 600                 605

Leu Glu Arg Gln Lys Ser Gln Asn Trp Tyr Glu Gly Trp Phe Asn Asn

    610                 615                 620

Ser Pro Trp Phe Thr Thr Leu Leu Ser Thr lle Ala Gly Pro Leu Leu

625                 630                 635                 640

Leu Leu Leu Leu Leu Leu lle Leu Gly Pro Cys lle lle Asn Arg Leu

                645                 650                 655

Val Gln Phe Val Lys Asp Arg lle Ser Val Val Gln Ala Leu Val Leu

            660                 665                 670

Thr Gln Gln Tyr His Gln Leu Lys Pro lle Glu Tyr Glu Pro

        675                 680                 685
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