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(54) 세포의 세포내 구획으로 지질화된 면역글로불린을전달하기 위한 조성물, 지질화된 단백질 및 지질화

된 항체

요약

본 발명은 항체와 같은 단백질을 진핵 세포내의 세포내 구획으로 표적화하는 방법, 단백질의 기관 흡수를 증강시키는

방법, 인체 치료에 사용하기 위한 개질된 단백질의 약학적 조성물, 및 개질 단백질을 제조하는 방법에 관한 것이다. 본

발명의 개질 단백질은 결합된 지질 단백질을 포함하며, 여기에서, 하나 이상의 아실기는 탄수화물 측쇄와 제공되는 

다양한 공유 결합 화학을 통해 단백질에 결합된다. 본 발명의 지질화된 항체는 진단용 및 치료용으로 사용될 수 있다.

대표도

도 1

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 사용될 수 있는 다양한 리포아민을 나타내는 구조식이다. 우측 컬럼은 분지쇄 리포아민을, 그리고 

좌측 컬럼은 직쇄 리포아민을 나타낸다.

도 2는 (1) 면역글로불린 사량체(2 개의 중쇄에 결합된 2개의 경쇄)를 포함하는 글리코실화된 항체의 모식도, (2) 본 

발명의 탄수화물 결합된 지질화된 면역글로불린의 모식도이다. 예컨대, 분지쇄 리포아민 치환체는 면역글로불린 사
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량체의 부분 산화된 탄수화물 측쇄에 결합되어 있는 것을 나타내나, 이에 국한되는 것은 아니다. 이러한 탄수화물 측

쇄는 C H , V H , C L 및/또는 V L 영역내에 위치할 수 있다.

도 3은 HIV-1로 감염된 세포의 생체외 생존에 있어서 천연(즉, 비-지질화된)의 항-Tat 면역글로불린의 효과는 결손

되는 반면 지질화된 항-Tat 면역글로불린은 유리한 효과를 나타냄을 도시한 것이다.

도 4는 천연(비지질화된) 항-Tat 항체, 지질화된 항-gp120 항체, 또는 rsCD4 가 HLCD4-CAT 세포내의 CAT 활성

을 억제하는데 있어서 효과가 거의 없는 반면, 지질화된 항-Tat 항체는 CAT활성을 현저히 억제(약 75%)한다는 것을

나타낸다.

발명의 상세한 설명

발명의 목적

발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 항체와 같은 단백질을 진핵 세포내의 세포내 구획에 대해 표적화시키는 방법, 단백질의 기관 흡수를 증강

시키는 방법, 인체 치료법에 사용하기 위한 개질된 단백질의 약학적 조성물, 및 개질된 단백질을 제조하는 방법에 관

한 것이다. 본 발명의 개질된 단백질들은 1개 이상의 아실기가 탄수화물 측쇄를 통해 단백질에 결합되어 있고 다양한 

공유 결합 화학을 제공하는 결합된 지질부를 포함한다.

많은 천연 발생적이거나 개질된 단백질은 인간 및 가축 동물에 사용하기 위한 진단제 및/치료제로서 제안된 바 있다. 

그러나, 단백질은 일반적으로 단지 혈관의 내피막을 따라 거의 소량만이 수송되며, 보통 세포내 구획에 접근하기 위해

세포막을 횡단할 수 없다. 따라서, 항체는 예를 들면, 전사 인자, 세포내 효소, 및 세포 구축용 구조 단백질과 같은 정

제된 세포내 단백질에 대하여 생성될 수 있으나, 이들 항체는 일반적으로 본래의 세포로 들어갈 수 없고 세포막이 붕

괴되지 않는 한 세포내 항원 표적에 결합할 수 없다.

1970년 중반에 모노클로날 항체 기법의 도래는 새로운 의약 시대를 열었다. 먼저, 연구자와 임상가들은 소정의 항원 

결정 부위에 결합할 수 있고 다양한 면역 학적 작용인자(effector) 기능을 갖는 거의 무한양의 균일한 항체에 접근하

였다. '모노클로날 항체'라고 공지된 이러한 단백질들은, 예를 들면 유해 세포, 병원 미생물 및 바이러스를 생체내에서

제거하는데 있어서 큰 가능성을 갖고 있다고 생각되었다. 본래의 세포에 있어 세포내 구획에 위치하는 항원을 비롯하

여, 거의 임의의 목적하는 항원성 에피토프에 대응하는 결합 특이성을 지닌 특이적인 모노클로날 항체의 개발을 가능

케 한 방법은 일명 '마법의 탄환'이라는 약제를 풍부하게 제공할 수 있도록 했다.

불행하게도, 모노클로날 항체 뿐만 아니라 폴리클로날 항혈청을 기초로 한 적절한 치료 생성물의 개발은 천연 발생적

인 항체의 화학적 본성으로부터 유래되는 많은 단점들에 의해 상당한 방해를 받아왔다. 첫째, 면역글로불린이 세포의

혈장 막을 통과할 수 없는 것과 같이 항체는 일반적으로 세포내 부위에 효과적으로 접근할 수 없으며, 주로 비효과적

인 세포내 이입 기작의 결과로서 단지 내재화되어 있다. 둘째, 항체는 일반적으로 혈관막(예, 내피하의 기저막)을 통

과하지 못해, 기관 및 간극성 공간내로 항체가 효과적으로 흡수되지 못하게 한다. 따라서, 특이적인 생물학적 활성 면

역글로불린 분자를 모세관 장벽을 통과해 세포내 위치로 도입시키는 효과적인 방법이 있다면, 많은 중요한 질병에 대

한 치료법이 개발될 수 있을 것이다. 예를 들면, HIV와 같은 레트로바이러스의 생활환(life cycle)은 세포내 복제 단계

를 포함하며, 이때 바이러스-암호 단백질에 반응성인 특이적인 모노클로날 항체가 레트로바이러스 복제가 일어나는 

세포내 위치에 쉽게 접근할 수 있다면, 감염 세포에서 감염성 비리온을 생성하는데 필수적인 여러가지 바이러스-암호

성 폴리펩티드가 강력하게 억제되거나 차단될 수 있다.

면역 리포좀은 리포좀내에 함유된 다양한 분자를 표적화된 세포에 전달하기 위한 잠재적인 표적화 전달 시스템으로

서 제조된 바 있다. 면역리포좀은 표적화제로서 면역글로불린을 사용하며, 이때 아실화된 면역글로불린은 리포좀의 

지질 이중층에 고착되어 면역리포좀의 아실화된 면역글로불린(들)이 결합하는 외부 항원을 갖는 특정 세포 종류에 대

해 리포좀을 표적화한다[Connor and Huang(1985) J. Cell Biol. 101 : 582; Huang, L. (1985) Biochemistry 24 :2
9; Babbitt et al. (1984) Biochemistry 23 : 3920; Connor et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 81 : 171
5; Huang et al. (1983) J. Biol. Chem. 258 : 14034; Shen et al. (1982) Biochim. Biphys. Acta 689 : 31; Huang 
et al. (1982) Biochim. Biophys. Acta 716 : 140; Huang et al. (1981) J. Immunol. Methods 46 : 141; and Huang
et al. (1980) J. Biol. Chem. 255 : 8015]. 면역리포좀은 일반적으로 N-히드록시숙시미드와 같은 가교제를 통해 리
포좀 이중층의 아실 치환체에 결합됨으로써 리포좀의 지질 이중층에 고착되는 면역글로불린을 포함한다. 따라서, 가

교된 면역글로불린은 리포좀에 결합되고, 외부 세포 항원에 결합함으로써 소정의 외부 항원을 갖는 특이적인 세포 종
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류에 대해 리포좀을 표적화시킨다. 이러한 방법은 특정한 세포 종류들에 대해 리포좀을 표적화시킬 수 있지만, 면역

리포좀은 특히, 세포내 위치에 단백질을 전달하기 위한 약물 전달 매체와 같은 적용예를 제한하는 여러가지 중요한 

단점을 갖고 있다.

모세관 장벽을 통해 세포내로 단백질의 수송을 용이하게 하기 위하여 단백질 을 개질시키려는 시도가 이루어졌으나(

EP 0 329 185), 아직 완전하게 만족할 만한 방법이 본 기술 분야에 보고된 바는 없다. 단백질의 경혈관적 전달 및 세

포내 전달을 증가시키기 위해 비특이적인 '양이온화'에 의한 항체와 같은 단백질의 화학적 개질은 보고된 바 있다(U.S

.S.N. 07/693,872). 그러나, 양이온화 면역글로불린을 제조하기 위한 이 방법은 소정의 에피토프에 대한 결합에 있어

서, 양이온화 면역글로불린의 결합 친화도를 그에 상응하는 비양이온화된 면역글로불린에 비해 상당히 감소시킨다(

약 90%). 일반적으로, 양이온화는 면역글로불린 폴리펩티드 서열내의 아스파르트산염 및 글루타민산염 잔기의 카르

복실레이트에 대한 푸트레신 또는 헥산디아민과 같은 디아민의 카르보디이미드 결합을 포함한다. 이러한 1차 아미노

산들의 화학적 변형은 면역글로불린의 결합 친화성을 손실시킬 정도로 충분히 그것의 2차 및 3차 구조를 붕괴시킨다.

또한, 이 방법은 면역글로불린쇄의 가변 도메인내에 위치한 글루타민산염 및 아스파르트산염 잔기를 약간 양이온화

시키며, 이로써 결합 친화성 및/또는 특이성이 상당히 상실된다.

작은 분자들의 화학적 변형은 또한 작은 생물활성 화합물들의 수송을 증대시키는 방법으로서 제안된 바 있다. 펠그너

(WO 91/17242)는 지질 소포와 여기에 포함된 생물활성 물질로 구성된 지질 복합체를 형성시키는 것을 개시하고 있

다. 펠그너 등(WO 91/16024)은 식물 및 동물내에 작은 생물활성 분자들의 전이를 증진시키는데 유용한 것으로 추정

되는 양이온성 지질 화합물을 개시하고 있다. 리포좀 및 다가양이온성 핵산은 세포내로 폴리뉴클레오티드들을 전달

하는 방법으로서 제안된 바 있다. 리포좀은 종종 좁은 범위의 세포 특이성을 나타내며, DNA가 리포좀에 대해 외부적

으로 도포될 때 DNA는 종종 세포 뉴클레아제에 대해 반응하기도 한다. 보다 새로운 다가양이온성 리포스페르민 화합

물은 넓은 세포 범위를 나타내며(Behr et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 : 6982), DNA는 이 화합물에 
의해 피복된다. 또한 중성 지질 및 양이온성 지질의 조합이 동물세포를 형질 감염시키는 방법으로서 지적된 바 있다(

Rose et al., (1991) BioTechniques 10 : 520).

특히, 혈액-뇌 장벽을 통한 약물의 전달을 증진시키기 위한 또 다른 시도는 친수성 약물을 지용성 약물로 전환시키거

나 약물 잠복 과정을 포함하는 약리학적 절차를 이용하는 것이다. 잠복 과정을 포함하는 시도의 대부분은 약물상의 

히드록실, 카르복실 및 1차 아민기를 차단하여 약물이 더욱 지용성이 되도록 함에 의하여, 혈액-뇌 장벽을 통해 보다 

용이하게 수송되도록 하는 것을 포함한다. 패드리지 및 쉼멜(U.S. 특허 제4,902,505호)은 수용체-매개의 트란스사이

토시스(trans cytosis)에 의한 수송을 증강시키는 키메라 펩티드를 개시하고 있다.

따라서, 항체와 같은 특이적인 단백질의 모세관 장벽을 통한 세포내로의 수송을 용이하게 하는 방법, 모노클로날 항

체와 같은 표적화제와 세포내 단백질로 처리하기 쉬운 인간 및 가축의 질환을 치료하기 위한 상기 면역글로불린의 약

학적 조성물에 대한 필요성이 본 기술 분야에서 요구되고 있다.

발명이 이루고자 하는 기술적 과제

발명의 개요

비교적 비특이적인 연쇄 화학에 의해 면역글로불린의 1차적인 폴리펩티드 서열에 양이온성 치환체를 결합시킴으로

써 세포내로의 항체 수송을 증진시키는 종래 방법은 단백질의 2차, 3차 및/또는 4차 구조에 유해한 변화를 생성하는 

것으로 관찰되었다. 이러한 구조적 변화는 양이온화된 항체내에서 관찰되는 결합 친화성 상실의 분명한 원인이 된다.

이것을 극복하기 위해, 본 발명은 지질 치환체가 단백질의 생물학적 활성(예, 항원 결합)을 거의 파괴하지 않도록 주

로 단백질의 탄수화물 측쇄에 대한 공유 결합에 의해 면역글로불린과 같은 단백질에 지질 치환체를 결합시키는 방법

을 제공한다.

본 발명은 일반적으로 당단백질이나 당펩티드상의 탄수화물 부를 지질화함으로써 지질화된 단백질을 제조하는 방법

을 제공한다. 일반적으로, 본 발명의 방법은 리포아민과 같은 지질을 일반적으로 단백질상의 탄수화물부에 공유 결합

시킴으로써 상기 지질을 폴리펩티드에 부착시키는데 사용되며, 이때 탄수화물 부는 일반적으로 화학적으로 산화되어

리포아민과 반응하여 지질화된 단백질을 형성한다. 결과적으로 산출되는 지질화된 단백질은 일반적으로 혈관 장벽을

통과하여 다양한 기관의 실질성 세포에 접근하는 증가된 능력과 세포내 구획들에 접근하는 증가된 능력과 같은 유리

한 약력학적 특성을 갖는다. 본 발명의 한가지 면에 있어서, 전사 인자(예, Fos, Jun, AP-1, OCT-1, NF-AT)에 대해

유발되는 항체와 같은 단백질의 지질화는 지질화된 단백질(들)의 핵내 국재화를 향상시킨다.

본 발명은 또한 생체내에서 모세관 장벽을 통해 효과적으로 수송되고 포유류 세포에 내재화되는 지질화된 항체를 생

성하는 방법을 제공한다. 본 발명의 방법은 1종 이상의 지질 치환체(예, 리포아민)를 면역글로불린상의 탄수화물 치

환체에 화학적으로 결합시켜 탄수화물-결합된 지질화된 면역글로불린을 생성하는 방법에 관 한 것이며, 이때 지질화
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된 면역글로불린은 세포내에 국재화될 수 있다. 본 발명의 또 다른 구체예에서, 1종 이상의 지질 치환체(예, 리포아민)

는 단백질 또는 폴리펩티드 상의 비-탄수화물부에 공유 결합된다(예를 들면, Asp 또는 Glu 잔기의 측쇄 카르복실 치

환체와의 아미드 연쇄 형성, 또는 Cys 잔기와의 티오에스테르 연쇄 형성에 의함). 또한, 지방산은 측쇄 아민 치환체에

의해 Arg 또는 Lys 잔기에 결합될 수 있다.

이와 유사하게, 지질 치환체들은 펩티드 의사체(mimetic) 화합물에 공유 결합될 수 있다. 펩티드 유사체들은 주형 펩

티드와 유사한 성질을 갖는 비펩티드 약물로서 의약 산업에 흔히 사용된다. 이런 종류의 비펩티드 화합물은 '펩티드 

의사체' 또는 '펩티도의사체'라고 부르며(Fauchere, J.(1986) Adv. Drug Res. 15 : 29; Veber and Freidinger(1985
) TINS p. 392; 및 Evans et al. (1987) J. Med. Chem 30 : 1229, 참고 문헌들로 본원에 포함됨), 보통 컴퓨터화된 
분자 모델링의 도움으로 개발된다. 치료학적으로 유용한 펩티드와 구조적으로 유사한 펩티드 의사체는 동등한 치료적

또는 예방적 효과를 제공하는데 사용될 수 있다. 일반적으로, 펩티도의사체는 범례의 폴리펩티드(즉, 생물학적 또는 

약리학적 활성을 갖는 폴리펩티드)와 구조적으로 유사하나, 하나 이상의 펩티드 연쇄가 -CH 2 NH-, -CH 2 S-, -C

H 2 -CH 2 -, -CH=CH-(시스 및 트란스), -COCH 2 -, -CH(OH)CH 2 -, 및 -CH 2 SO-로 구성된 군 중에서 선

택된 연쇄로 본 기술 분야에 공지되고 하기 문헌에 부가 기술되어 있는 방법에 의해 임의 치환되어 있다: Spatola, A. 

F. in 'Chemistry and Biochemistry of Amino Acids, Peptides, and Proteins,' B. Weinstein, eds., Marcel Dekke

r, New York, p. 267(1983); Spatola, A. F., Vega Date(March 1983), Vol. 1, Issue 3, 'Peptide Backbone Modifi

cations' (general review); Morley, J. S., Trends Pharm Sci (1980) pp. 463-468(general review); Hudson, D. 
et al., Int J Pept Prot Res (1979) 14 : 177-185(-CH 2 NH-, -CH 2 CH 2 -); Spatola, A.F. et al., Life Sci (19
86) 38 : 1243-1249(-CH 2 -S); Hann, M.M., J Chem Soc Perkin Trans I (1982) 307-314 (-CH-CH, cis and t
rans); Almquist, R. G. et al., J Med Chem (1980) 23 : 1392-1398(-COCH 2 -); Jennings-White, C. et al., Tet
rahedron Lett (1982) 23 : 2533 (-COCH 2 -); Szelke, M. et al., European Appln. EP 45665(1982) CA: 97 :39
405(1982) (-CH(OH)CH 2 -); Holladay, M. W. et al., Tetrahedron Lett (1983) 24 : 4401-4404 (-C(OH)CH 2
-); and Hruby, V. J., Life Sci (1982) 31 :189-199(-CH 2 -S-); 이 문헌들은 본원에 참고문헌으로 포함된다. 특히
바람직한 비 펩티드 연쇄는 -CH 2 NH-이다. 이러한 펩티드 의사체는 예를 들면, 보다 경제적인 생산, 보다 큰 화학

적 안정성, 증강된 약리학적 성질(반감기, 흡수율, 잠재능, 효능 등), 변형된 특이성(예, 생물학적 활성의 광범위한 스

펙트럼), 감소된 항원성 등을 비롯하여 폴리펩티드 구체예들보다 현저한 이점을 가질 수 있다. 펩티도의사체의 지질

화는 일반적으로 정량적인 구조 활성 데이타 및/또는 분자 모델링에 의해 예상되는 펩티도의사체 상의 비 간섭 위치(

들)에 1개 이상의 아실쇄를 직접적으로 또는 스페이서(예, 아미드기)를 통해 공유 결합하는 것을 포함한다. 이러한 비

간섭 위치들은 일반적으로 펩티도의사체가 치료 효과를 나타내기 위해 결합하는 거대분자(들)(예, 수용체)와 직접적

인 결합을 형성하지 않는 위치들이다. 펩티도의사체의 지질화는 펩티드 의사체의 바람직한 생물학적 또는 약리학적 

활성을 거의 간섭하지 않아야 한다.

또한, 본 발명은 혈관막을 통과하여 세포내 구획으로 들어갈 수 있는 지질화된 항체, 특히 바이러스 생활환의 필수성

분인 바이러스 암호된 유전자 생성물(예, HIV-1 Tat 단백질)과 같은 세포내 면역 치료학적 표적, 생물학적으로 활성

인 세포내 항원(예, c-fos, c-src, c-myc, c-lck(p56), c-fyn(p59), 및 c-abl과 같은 종양 유전자 단백질), 및/또는 

경막 또는 세포외 항원(예, IL-2 수용체, PDGF 수용체, EGF 수용체, NGF 수용체, GH 수용체, 또는 TNF 수용체와 

같은 폴리펩티드 호르몬 수용체)에 결합하는 지질화된 항체와 같은 지질화된 단백질의 치료 및 진단 조성물에 관한 

것이다. 지질화된 항체에 의해 표적화될 수 있는 다른 단백질로는 c-ras p21, c-her-2 단백질, c-raf, 임의의 다양한

G 단백질 및/또는 G 단백질 활성화 단백질(GAPs), NF-AT와 같은 전사 인자, 칼시뉴린, 및 시스-트란스 프롤릴 이

소머라제 등이 있으나, 이에 국한되는 것은 아니다. 지질화된 항체는 방사능 대비제(radiocontrast agent) 또는 자기 

공명 영상화 성분과 같은 진단 시약을 특정 기관, 조직, 신체 구획, 세포 종류, 종양 또는 다른 해부학적 구조(예, 병리

학적 병변)와 같은 신체의 특정 위치에 국재화하는데 사용될 수 있다. 또한, 지질화된 항체는 화학 요법 약물, 방사능 

감응제, 방사핵종, 항생제 및 다른 제제와 같은 결합된 치료제를 신체내의 특정 위치에 국재화하는데 사용될 수 있다. 

또한, 본 발명의 지질화된 항체는 HIV-1 Tat 단백질, 경막 또는 막 결합된 항원 표적(예, γ-글루타밀트란스펩티다제

, c-ras H p21, rasGAP) 또는 세포외 항원 표적(즉, 알쯔하이머 질환자 뇌 안의 β-아밀로이드 단백질 침착물)과 같

은 세포내 표적 항원을 중화(즉, 상기 항원에 결합하여 불활성화시킴)시켜 치료학적으로 사용될 수 있다. 지질화된 항

체는 혈액-뇌 장벽을 통과하고, 혈액이나 림프계내에서 순환하는 면역글로불린에 일반적으로 접근할 수 없는 세포외

항원 표적과 반응할 수 있다. 또한, 지질화된 항체는 바이러스 엔벨로프 당단백질의 세포질 꼬리 또는 원종양유전자 

단백질(c-src, c-abl)의 단백질 키나제 도메인과 같은 경막 단백질 상의 세포내 부분과 반응하여, 감염성의 엔벨로프

를 지닌 바이러스의 생성이나 키나제 활성을 각각 억제시킬 수 있다.

발명의 구성 및 작용

상세한 설명

정의
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별도의 언급이 없는 한, 본 명세서에 사용된 모든 기술 용어 및 과학 용어들은 본 발명이 속하는 당해 기술분야의 통

상의 지식을 가진 자들이 일반적으로 이해하고 있는 것과 동일한 의미를 갖는다. 본 명세서에 제시된 것과 유사하거나

동일한 모든 방법 및 재료들을 본 발명의 실시 또는 시험 단계에 사용할 수 있으며, 본원에서는 바람직한 방법과 재료

를 제시한다. 본 발명의 목적상 하기 용어들은 다음과 같이 정의한다:

본원 명세서에 사용되고 있는 20 종의 통상의 아미노산 및 그들의 약어는 통상의 관용법에 따라 사용된 것이다( Imm
unology-A Synthesis , 2판, E.S. Golub 와 D.R. Gren, 미합중국 매사추세츠, 선더랜드 시나우어 어쏘시에이트 편 (
1991), 본원에 참고 문헌으로 포함됨).

'∼에 상응한다'라는 용어는 폴리뉴클레오티드 서열이 폴리뉴클레오티드 기준체 서열 전부 또는 그 일부와 상동성(즉,

엄격히 진화론적으로는 무관하지만 동일하다)이 있음을 의미하거나, 폴리펩티드 서열이 폴리펩티드 기준체 서열과 

동일한 것을 의미한다. 이와는 달리 '∼에 상보적인'이란 용어는 그 상보적인 서열이 폴리뉴클레오티드 기준체 서열 

전부 또는 일부와 상동성이 있음을 의미한다. 그 일례로써, 뉴클레오티드 서열 'TATAC'는 기준체 서열 'TATAC'에 

상응하며, 기준체 서열 'GTATA'에 대해 상보적이다.

'실질적 유사성' 또는 '실질적 일치성'이란 용어는 폴리펩티드 서열 또는 핵산서열의 특성을 나타내기 위해 사용된 것

으로서, 이때 상기 폴리펩티드 서열은 기준체 서열과 비교하여 50% 이상의 서열 일치성을 갖고, 핵산서열은 기준체 

서열과 비교하여 70% 이상의 서열 일치성을 갖는 것이다. 서열 일치성의 백분율은 기준체 서열의 총 25% 이하인 소

량의 결실부 또는 첨가부를 배제하고 산정한다. 기준체 서열은 보다 긴 서열의 서브세트, 예를 들면 면역글로불린 불

변부 유전자 중의 불변부 도메인 같은 것일 수 있다; 그러나, 기준체 서열은 폴리뉴클레오티드의 경우에 18개 이상의 

뉴클레오티드로 구성된 것이며, 폴리펩티드의 경우에는 6개 이상의 아미노 잔기 길이를 갖는 것이다.

대상물(object)에 대해 사용되는 '천연-발생적인'이란 용어는 대상물이 천연 상태에서 발견될 수 있다는 사실을 의미

한다. 예를 들면, 유기체 (바이러스를 포함함) 내에 존재하며, 천연의 제공원으로부터 분리해 낼 수 있고, 실험실에서 

사람이 고의로 변형시키지 않은 폴리펩티드 또는 폴리뉴클레오티드 서열은 천연 발생적인 것이다. 천연에서 발견되고

인간에 의해 조작처리되지 않았으며, 유기체로부터 분리할 수 있는 지단백질(이를테면, 천연-발생의 이소프레닐화 

또는 미리스틸화 단백질)은 천연-발생적인 지단백질이다.

'글리코실화 부위'란 진핵세포에 의해 당 잔기(sugar residues)의 결합 부위로써 인식되는 아미노산 잔기를 의미한다.

과당류와 같은 탄수화물이 결합되는 아미노산들은 일반적으로 아스파라긴(N-결합), 세린(O-결합), 및 트레오닌(O-

결합) 잔기들이다. 특정 결합 부위는 통상 본원에서 '글리코실화 부위 서열'이라고 부르는 아미노산 서열로 신호된다. 

N-결합된 글리코실화용 글리코실화 부위 서열은 -Asn-X-Ser- 또는 -Asn-X-Thr- 이고, 여기에서 X 는 프롤린 이

외의 임의의 통상적인 아미노산일 수 있다. O-결합된 글리코실화용 주요 글리코실화 부위 서열은 -(Thr 또는 Ser) -

X-X-Pro- 이고, 여기에서 X 는 임의의 통상적인 아미노산이다. 글리코스아미노글리칸(황산염화 당의 특정 형태)의 

인식 서열은 -Ser-Gly-X-Gly- 이며, 이때 X 는 임의의 통상적인 아미노산이다. 'N-결합' 및 'O-결합'이란 용어는 

당 분자와 아미노산 잔기 사이의 결합 부위로써 작용하는 화학기를 의미한다. N-결합된 당은 아미노기를 경유해 결

합하며, O-결합된 당은 히드록실기를 경유해 결합한다. 그러나, 단백질내에 있는 모든 글리코실화 부위 서열이 반드

시 글리코실화되 는 것은 아니다; 일부 단백질들은 글리코실화 형 및 비글리코실화 형태로 분비되는 반면, 기타 다른 

단백질은 하나의 글리코실화 부위 서열에서는 완전히 글리코실화되지만, 글리코실화되지 않은 다른 글리코실화 부위

서열도 포함하고 있다. 따라서, 폴리펩티드내에 존재하는 모든 글리코실화 부위 서열이 당잔기가 실제로 결합하는 필

수적인 글리코실화 부위는 아니다. 생합성 과정중의 최초의 N-글리코실화 반응은 '코어 탄수화물' 또는 '코어 과당류'

를 삽입하는 것이다( Proteins, Structures and Molecular Principles , (1984) Creighton(ed.), W.H. Freeman and
Company, 뉴욕 소재, 본원에 참고 문헌으로 포함됨).

본원에 사용된 '글리코실성 세포'란 단백질을 글리코실화시킬 수 있는 세포, 특히 세포내에서 발현되는 1종 이상의 폴

리펩티드, 특히 분비 단백질 내에 있는 1개 이상의 글리코실화 부위 서열에, 1개 이상의 만노즈 잔기를 함유하는 N-

결합된 '코어 과당류'를 첨가하거나, 및/또는 O-결합된 당을 첨가할 수 있는 진핵 세포를 의미한다. 따라서, 글리코실

성 세포는 단백질 또는 폴리펩티드 내의 글리코실화 부위 서열에 대한 당 잔기의 결합 반응을 촉매할 수 있는 1종 이

상의 효소 활성을 포함하고 있으며, 이 세포는 실제로 형질 발현된 폴리펩티드 1종 이상을 글리코실화한다. 예를 들면

, 일반적으로 포유류 세포들은 글리코실성 세포들이며, 이것에 국한되는 것은 아니다. 곤충 세포와 효모와 같은 기타 

진핵 세포들도 글리코실성 세포일 수 있다.

본원에 사용된 '항체'란 용어는 면역글로불린 상과(上科) 유전자들에 의해 실질적으로 암호되는 1종 이상의 폴리펩티

드로 구성된 단백질을 의미한다(예를 들 면, The Immunoglobulin Gene Superfamily , A.F. Williams 와 A.N. Barcl
ay, in Immunoglobulin Genes, T. Honjo, F.W. Alt, 와 T.H. Rabbitts, eds., (1989) Academic Press: 미합중국, 캘
리포오니아 샌디에고 소재, pp. 361∼387, 본 원에 참고문헌으로 포함됨). 예를 들면, 특별히 제한되는 것은 아니지만

, 항체는 중쇄 일부 또는 전부와 경쇄 일부 또는 전부를 포함하거나, 또는 단지 중쇄 일부 또는 전부만을 포함할 수도 

있다. 알려진 면역글로불린 유전자들은 카파, 람다, 알파, 감마(IgG 1 , IgG 2 , IgG 3 , IgG 4 ), 델타, 입실론 및 뮤 

불변부 유전자, 뿐만 아니라 무수한 면역글로불린 가변부 유전자들을 포함한다. 전길이(full-length)의 면역글로불린 
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'경쇄들'(약 25Kd 또는 214 개 아미노산)은 NH 2 -말단(약 110 개 아미노산)에 있는 가변부 유전자와 COOH- 말단

에 있는 카파 또는 람다 불변부 유전자에 의해 암호된다. 전길이의 면역글로불린 '중쇄들'(약 50Kd 또는 446개 아미

노산들)은 가변부 유전자(약 116개 아미노산들)와 기타 전술한 불변부 유전자들 중 하나, 예를 들면 감마(약 330개 

아미노산을 암호)에 의해 유사하게 암호된다. 특별히 제한되는 것은 아니지만 항체에는 다음과 같은 것이 포함된다 : 

면역글로불린 단편들(예를 들면, Fab, F(ab) 2 , Fv), 1본쇄 면역글로불린, 키메라성 면역글로불린, 인체화된 항체, 영

장류화된 항체, 및 각종 경쇄-중쇄 조합체. 항체는 글리코실성 세포(예를 들면, 인체 임파구, 하이브리도마 세포, 효모

등), 또는 비-글리코실성 세포(예를 들면, E. coli ) 내에서 생산하거나 화학적 방법으로 합성되거나, 폴리뉴클레오티
드 주형을 이용하여 직접 해독하는 생체외 해독 시스템으로 제조할 수 있다.

본원에 사용된 '지질화된 항체'란 글리코실화 부위에서 면역글로불린에 결합된 1종 이상의 탄수화물부들을 지질 유도

체화 반응(예컨대, 글리실디옥타데실아미드, 디라우로일포스파티딜에탄올아민, 또는 디옥타데실아미도 글리실스페

르미딘과 같은 리포아민의 공유결합 반응)에 의해 변형시킨 항체를 의미한다. 일반적으로, 리포아민과 같은 지질 치

환체는 천연-발생적인 글리코실화 부위에서 천연-발생적인 탄수화물 부를 경유해 공유 결합된다. 그러나, 변형된 글

리코실화 부위 서열(일반적으로 면역글로불린 쇄들을 암호하는 폴리뉴클레오티드들을 부위-지향성 돌연변이시킴으

로써), 및/또는 변형된 글리코실화 패턴(예, 임파구 외의 다른 글리코실성 세포내에서 또는 다른 종의 임파구 내에서 

면역글로불린-암호 폴리뉴클레오티드를 발현시킴으로써)을 갖는 면역글로불린들을 생산할 수 있다. 지질 치환체들은

면역글로불린 쇄상의 1종 이상의 천연 발생적인 탄수화물부 또는 비-천연 발생적인 탄수화물부에 결합시킬 수 있다. 

항체를 폴리펩티드 직접 합성법이나 또는 비-글리코실성 세포(예를 들면, 파아지 발현 라이브러리) 내에서의 생합성

법으로 생산하는 경우, 일반적으로 후속되는 지질화 반응을 위해 화학적 또는 효소적 변형법에 의해 탄수화물 치환체

를 결합시킬 필요가 있다(대안적으로, 이 탄수화물은 면역글로불린에 결합시키기 전에 지질화시킬 수도 있다).

본원에서 사용된 '지질화된 단백질'이란 지질의 결합, 일반적으로 탄수화물 부를 경유해 지질(예를 들면, 리포아민)을 

결합하여 변형된 단백질(다양한 크기를 갖는 다량체 단백질, 당단백질 및 폴리펩티드를 포함)을 의미한다. 지질화된 

단백질은 단백질을 유도체화함으로써 생성되는 바, 얻어진 지질화된 단백질은 천연-발 생적인 지질-결합된 단백질 

및 지단백질과는 구별된다. 생물학적으로 활성이 있는 단백질(예를 들면, 효소, 수용체, 전사 인자)의 경우, 지질화 반

응은 생물학적 활성을 거의 파괴하지 않아야 한다(예를 들면, 천연 생물학적 활성 중 약 15% 이상이 지질화된 단백질

에 보존되어야만 한다). 지질화된 펩티도의사체들은 상응하는 비-지질화된 펩티도의사체의 약리 활성을 약 25 내지 

95% 이상 유지하고 있어야 한다.

'알킬'이란 고리형 또는 분지형 또는 선형 사슬일 수도 있는 완전히 포화된 지방족기를 의미한다. 알킬 기로는 메틸, 

에틸, 시클로프로필, 시클로프로필메틸, sec-부틸, 헵틸 및 도데실 등을 예시할 수 있다. 이 기들을 모두 비치환되거

나, 또는 1종 이상의 비-간섭 치환체, 예를 들면 할로겐 ; C 1 -C 4 알콕시 ; C 1 -C 4 아실옥시 ; 포르밀 ; 알킬렌디

옥시 ; 벤질옥시 ; 페닐 또는 벤질로 치환될 수 있으며, 이들은 선택적으로 각각 할로겐, C 1 -C 4 알콕시 또는 C 1 -

C 4 아실옥시로부터 선택된 1 내지 3개의 치환체들로 치환될 수도 있다. '비-간섭'이란 용어는 본 발명의 방법에 의

해 실시되는 임의의 반응들에 역영향을 주지 않는 치환체들을 의미한다. 만일 소정의 분자내에 1종 이상의 알킬기가 

존재한다면, 특별한 언급이 없는 경우에는 각각 별도로 '알킬'중에서 선택될 수 있다.

'알킬렌'이란 용어는 탄소와 수소만을 함유하는 분지쇄 또는 직쇄 라디칼로써 완전히 포화된 이가 라디칼을 의미한다.

또한, 이 용어는 메틸렌, 에틸렌, n-프로필렌, t-부틸렌, i-펜틸렌, n-헵틸렌 등과 같은 라디칼로 예시할 수 있다. 전

술한 모든 것들은 1종 이상의 비-간섭 치환체들, 예를 들면, 할로겐 ; C 1-4 알콕시 ; C 1-4 아실옥시 ; 포르밀 ; 알킬

렌디옥시 ; 벤질옥시 ; 페닐 또는 벤질로 치환될 수 있으며, 이들은 선택적으로 각각 할로겐, C 1-4 알콕시 또는 C 1-4
아실옥시 중에서 선택된 1 내지 3개의 치환체들로 치환체될 수도 있다. '비-간섭'이란 용어는 본 발명의 방법에 의해 

실시되는 임의의 반응에 역영향을 주지 않는 치환체들을 의미한다. 만일 소정의 분자내에 1종 이상의 알킬렌기가 존

재한다면, 특별한 언급이 없는 경우에는 각각 별도로 '알킬렌'중에서 선택될 수 있다.

'아릴'은 Ar 로 표시하며, 6 내지 20개의 탄소원자를 갖는 일고리 방향족기이거나 또는 축합된 탄소고리 방향족기들

을 포함한다. 아릴기로는 페닐 및 나프틸등을 예시할 수 있다. 아릴 기는 1종 이상의 비 간섭 치환체들, 예를 들면 저

급 알킬 ; 저급 알케닐 ; 저급 알키닐 ; 저급 알콕시 ; 저급 알킬티오 ; 저급 알킬설피닐 ; 저급 알킬설포닐 ; 디알킬아

민 ; 할로겐 ; 히드록시 ; 페닐 ; 페닐옥시 ; 벤질 ; 벤조일 ; 및 니트로로부터 선택된 치환체들로 치환시킬 수도 있다. 

각각의 치환체들은 추가의 비간섭 치환체들로 임의 치환시킬 수도 있다.

'아미노'란 -NH 2 기를 의미한다.

'알킬카르보닐'이란 R 1 이 α 위치에 지정된 -(CHR 1 )-CO- 기를 의미한다. R 1 은 수소, 알킬 또는 아미노기일 수

있다. R 1 은 아미노기인 것이 바람직하다.

바람직한 구체예의 설명
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본 발명은 항체와 같은 단백질을 화학적으로 변형시켜 모세관 장벽을 거쳐 세포내로의 통과를 용이하게 하는 신규의 

방법을 제공한다. 일반적으로, 이 방법은 단백질 분자중의 반응성 부위(예, 과요오드산염-산화된 탄수화물 부)에 1 종

이상의 비간섭 지질 치환체(예, 글리실디옥타데실아미드, 글리실디헵타데실아미드, 글리실디헥사데실아미드, 디라우

로일포스파티딜 에탄올아민, 및 글리실디옥타데카디에노일아미드)를 공유 결합시키는 것을 포함한다. 각종 비간섭 

지질 치환체는 단백질에 부착하여 지질화된 단백질, 예를 들어 본 발명의 지질화된 항체를 생성한다. 예를 들어, 이하

에 예시된 지질을 대상 단백질에 결합시켜서 지질화된 단백질을 제공할 수 있으나, 이것에 국한되는 것은 아니다 ; 리

포아민, 리포폴리아민 및 지방산(예, 스테아르산, 올레산 등). 일반적으로, 지질은 단백질에 결합된 탄수화물(예, 당단

백질의 탄수화물 측쇄)에 공유결합될 것이다. 천연 발생적인 탄수화물 측쇄는 리포아민에 결합시키는데 사용하는 것

이 유용하며, 신규의 글리코실화 부위는 암호성 폴리뉴클레오티드의 유전자 조작에 의해 폴리펩티드로 유전공학 처

리되고 글리코실성 세포내에서 암호화 폴리뉴클레오티드를 형질발현시킴으로써 글리코실화된 폴리펩티드를 제공한

다.

글리코실화된 단백질은 지질화되어 지질화된 단백질의 경혈관적 수송, 기관내 흡수 및 세포내 국재화(핵내 국재화 포

함) 특성을 향상시킬 수 있다. 일반적으로, 글리코실화된 폴리펩티드(예, 항체)는 산화제(예, 과요오드산염)를 사용하

여 화학적으로 산화시키면 카르복실 측기 및/또는 알데히드 측기를 생성하고, 그 다음 리포아민과 반응시키면 단백질

에 리포아민을 결합시키는 공유 결합(각각, 아미드 또는 이미드)을 형성한다. 일반적으로, 화학적 산화 방법은 몇몇 

분자는 부분적으 로 산화시키고 기타 나머지 분자는 비산화시키거나 완전히 산화시키지만, 탄수화물 측쇄의 산화 반

응은 1개 이상의 반응성 카르복실기 또는 알데히드기를 생성하는 부분적 산화 반응이다. 그러나, 리포아민과의 반응

에 의해 지질화되기 위해, 당단백질은 산화되어 리포아민과 반응할 수 있는 1개 이상의 알데히드 측기를 생성해야 하

지만, 또한 카르복실 측기와의 결합을 통해서도 지질화된 단백질을 생성할 수 있다. 산화된 당단백질의 카르복실 측기

또는 알데히드 측기는 산화된 과당류(oligosaccharide)로부터 유도된 카르보닐 탄소를 갖는 카르복실기 또는 알데히

드기이고, 이것은 직접 또는 스페이서(예, N-결합되거나 또는 O-결합된 탄수화물 측쇄의 비산화 부분)를 경유해서 

단백질에 공유 결합된다. 바람직하게는, N-결합 및 O-결합의 탄수화물 쇄는 불완전하게 산화되어, 이후 각 글루코실

화 부위에 리포아민과 반응하기 위한 다수의 반응성 알데히드 및 카르복실 기를 생성한다. 가장 일반적으로, 1개 이상

의 복합 N-결합 과당류를 갖는 당단백질, 예를 들어 분지형 (만노즈) 3 (β-N-아세틸글루코스 아미노) 코어를 갖는 

당단백질은 적당한 산화제, 일반적으로 과요오드산염과의 제한적 반응에 의해 부분적으로 산화된다. N-아세틸글루

코스아민(NAG), 만노즈, 갈락토즈, 푸코즈(6-데옥시갈락토즈), N-아세틸뉴라민산(시알산), 글루코즈, N-아세틸뮤

라민산, N-아세틸갈락토스아민, 크실로즈, 또는 이러한 단당류 단위의 배합물을 포함하는 결합된 과당류는 산화시켜

리포아민과 반응시키면 지질화된 단백질, 더 구체적으로 탄수화물 결합된 지질화된 단백질을 산출한다. 비-천연 발

생적인 단당류를 비롯하여, 상기 구체적으로 예시된 것 이외의 단당류 단위를 갖는 과당류 결합된 당단백질도 또한 

산화시켜 리포아민과 공유 결합시키면 지질화된 단백질을 형성할 수 있다.

리포아민은 1개 이상의 아실기와 1개 이상의 유리 아민(즉, 1차 또는 2차 아민)을 갖는 분자이다. 본 발명은 3차 아민

을 갖는 리포아민으로 실시할 수도 있는데, 이 3차 아민은 산화된 탄수화물과의 반응시 대체될 수 있는 치환기를 1개 

이상 포함한다. 1차 아민을 갖는 리포아민의 예는 도 1에 제시되어 있다. 예를 들어, 본 발명은 당단백질을 하기 식의 

직쇄 리포아민과 반응시킴으로써 지질화된 단백질을 생성할 수 있다:

NH 2 -R-(CH 2 ) n -CH 3

상기 식에서,

R 은 이치환된 알킬(알킬렌), 바람직하게는 메틸렌(-CH 2 -); 1,4-이치환된 시클로헥실; 이치환된 아릴(아릴렌); 바

람직하게는 1,4-이치환된 페닐(페닐렌); 식 -(CHR 1 )-CO-NH-의 아미도기(식중, R 1 은 수소 또는 아미노기 임); 

알킬카르보닐, 바람직하게는 α-아미노 치환된 알킬카르보닐; 또는 포스페이트 디에스테르, 바람직하게는 식 -CH 2
-O-PO 2 -O-이고,

n 은 보통 1 내지 50 의 정수이고, 바람직하게는 약 5 내지 30의 정수이며, 더 바람직하게는 약 10 내지 25의 정수이

고, 가장 바람직하게는 약 15 내지 20의 정수이다. 일반적으로, n 은 이하의 기준에 따라 실험자의 소견으로 선택한다

: 지질화될 분자가 큰 경우(즉, 약 10 KD 이상의 단백질), n 은 산출된 지질화된 단백 질의 소수성을 증가시킬 수 있도

록 약 8 내지 12 이상인 것이 바람직하며; 지질화될 분자가 작은 경우(예, 올리고펩티드), n 은 보통 2 내지 18 범위이

나, 지질화된 분자의 소수성이 부가로 요구되는 경우, n 은 더 커질 수 있다.

본 발명은 또한 하기 식의 리포아민을 포함하는 분지쇄 리포아민으로 실시될 수 있다 :
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상기 식에서,

R' 는 삼치환 알킬(바람직하게는 CH 2 -CH〈 또는 1,2,4-삼치환 시클로헥실); 삼치환 아릴(바람직하게는 1,2,4-삼

치환 페닐); 식-(CHR 1 )-CO-N〈 의 아미도기(식중, R 1 은 수소 또는 아미노기임); 식 -CHR 2 -NH-CH〈 의 이

미노기(식중, R 2 는 수소 또는 아미노기임) 또는 식 CH 2 -N〈 의 이미노기; 또는 포스페이트 디에스테르, 바람직

하게는 식 -CH 2 -CH 2 -O-PO 2 -O-CH 2 -CH(CO 2 -) 2 이며,

m 과 n 은 각각 별도로 선택되는 정수로서, 일반적으로 1 내지 50, 바람직하게는 약 5 내지 30, 더 바람직하게는 약 1

0 내지 25 이고, 가장 바람직하게는 약 15 내지 20의 정수이다. 일반적으로, n 은 이하의 기준에 따라 당업자의 소견

으로 선택한다 : 지질화될 분자가 큰 경우(즉, 약 10 kD 이상의 단백질), n 은 최종 지 질화된 단백질의 소수성을 증가

시킬 수 있도록 약 8 내지 12 이상인 것이 바람직하며; 지질화될 분자가 작은 경우(예, 올리고펩티드), n 은 보통 2 내

지 18 범위이나, 지질화된 분자의 소수성이 부가로 요구되는 경우에는, n 은 더 커질 수 있다.

본질적으로 모든 당단백질은 산화된 탄수화물 측쇄를 리포아민과 반응시킴으로써 본 발명의 방법에 따라 지질화될 

수 있다. 도 2에서는 글리코실화 항체와 본 발명의 탄수화물-결합의 지질화된 항체를 각각 도식적으로 나타내고 있다

. 비-글리코실화된 단백질은 적절한 가교제를 통한 결합(예, 카르보디이미드 결합 화학에 의해)에 의하여 지질에 결

합될 수 있다.

본 발명은 소정의 세포내 에피토프에 강한 친화력으로 특이적으로 결합될 수 있는 신규의 지질화된 항체를 제공한다.

이러한 항체는 용이하게 세포내 구획에 들어가며 결합 친화력은 약 1×10 6 M -1 이상, 바람직하게는 1×10 7 M -1

내지 1×10 8 M -1 , 더 바람직하게는 약 1×10 9 M -1 이상이다. 지질화된 항체는 보통 공급체 면역글로블린 쇄상

의 천연 발생적인 탄수화물 측쇄에 부착된 지질 치환체를 함유하며, 세포내 에피토프, 경막 에피토프 또는 세포외 에

피토프와 특이적으로 반응하는 항체를 구성한다. 탄수화물은 면역글로불린의 F C 부위에 위치하기 때문에, 지질화에

의한 탄수화물 잔기의 화학적 변형은 항원에 대한 항체의 친화성을 거의 손실시키지 않는 것으로 추정된다(로드웰 외

다수, (1986) Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 83:2632). 일반적으로 지질화된 항체는 그것의 항원에 대한 실질적인 친

화성을 보유하며, 그 친화성은 당분야에 공지된 임의의 몇몇 항체-항원 결합 분석법으로 쉽 게 측정할 수 있다. 상기 

항체는 다량을 경제적으로 생성할 수 있으며, 예를 들어 여러가지 방법에 의해 각종 인체 질환을 치료하는 용도로 사

용될 수 있다.

면역글로불린 중의 한 형태는 항체의 기본 구조 단위로 구성된다. 이러한 형태는 사량체로서, 동일한 2쌍의 면역글로

불린쇄로 구성되는데, 각 쌍은 하나의 경쇄와 하나의 중쇄를 함유한다. 각 쌍에 있어서, 경쇄와 중쇄의 가변부는 함께 

항원에 결합하는 역할을 하며, 불변부는 항체 작용 인자 기능에 대한 역할을 한다. 항체 이외에, 면역글로불린은 기타 

다양한 형태, 예를 들어, Fv, Fab, 및 (Fab') 2 뿐만 아니라 이작용성 하이브리드 항체, 융합 단백질(예, 박테리오파지 

발현 라이브러리), 및 기타 형태(예, 란자베키아 외 다수, Eur. J. Immunol. 17 , 105 (1987))로 존재하고, 1본쇄(예, 
휴스톤 외 다수, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85 , 5879-5883(1988) 및 버드 외 다수, Science , 242 , 423-426(1
988))로 존재할 수 있다(참고, 후드 외 다수, 'Immunology', 벤자민, 뉴욕, 2 판(1984) 및 헝카필러 및 후드, Nature ,
323 , 15-16 (1986)).

항체는 글리코실성 세포(예, 인체 임파구, 하이브리도마 세포, 효모 등), 비-글리코실성 세포(예, E. coli )에서 생성되
거나, 화학적 방법에 의해 합성되거나 또는 폴리뉴클레오티드 주형을 사용하여 시험관내 해독 시스템으로 직접 해독

함으로써 생성할 수 있다. 하이브리도마 세포주와 면역글로불린-암호 폴리뉴클레오티드의 제공원 중의 하나는 미합

중국 모식균 배양 수집소(ATCC, 메릴랜드주 록크빌 소재)이다. 재조합 숙주내에서 이종 단백질을 형질발현시키는 방

법, 폴리펩티드의 화학적 합성 방법 및 시험관내에서의 해독 방법은 당분야에 공지되어 있으며, 또한 이하 참고 문헌

에 기재되어 있다: 매니아티스 외 다수, Molecular Cloning : A Laboratory Manual (1989), 2판, 콜드 스프링 하버, 
뉴욕; 베르거 및 킴멜, Methods in Enzymology , Vol 152 , Guide to Molecular Cloning Techniques (1987), 아카
데믹 프레스, 인코오포레이티드, 산디에고, 캘리포니아; 매리필드, 제이 (1969) J. Am. Chem. Soc. 91 : 501; 카이켄
아이. 엠. (1981) CRC Crit. Rev. Biochem. 11 : 255 ; 카이저 외 다수 (1989) Science 243:187 ; 메리필드, 비. (19
86) Science 232 : 342 ; 켄트, 에스. 비. 에이치. (1988) Ann. Rev. Biochem. 57 : 957 ; 및 오퍼드, 알. 이. (1980)
Semisynthetic Proteins , 윌리 출판사; 이들 문헌은 본원에 참고 문헌으로 포함된다. 비-글리코실성 세포에서 생성
되는 항체는 이작용성 가교제를 사용함으로써 지질에 결합하거나, 또는 바람직하게는 정제된 개의 췌장 미소체와 같

은 글리코실화 시스템내에서 해독후 글리코실화할 수 있다. (뮤클러 및 로디쉬 (1986) Cell 44 : 629 및 월터, 피. (19
83) Meth. Enzymol. 96 : 84, 본원에 참고 인용함). 또는, 항체를 암호하는 폴리뉴클레오티드를 선별된 원핵 세포의 
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형질발현 라이브러리(예, 조합된 항체 단편 발현 라이브러리)로부터 분리하고, 이후 글리코실성 세포내에서 형질발현

시켜서 글리코실화된 항체를 생성할 수 있다. 이러한 방법에 의하면, 천연 발생적 및/또는 비천연 발생적 글리코실화 

패턴을 갖는 글리코실화된 항체를 얻을 수 있다. 이러한 글리코실화된 항체는 본 발명의 방법에 따라 지질화될 수 있

다.

면역글로불린의 글리코실화는 면역글로불린의 작용 인자 기능, 구조적 안정 성, 및 항체-생산 세포로부터의 분비 속

도에 현저한 영향을 주는 것으로 나타났다(레더바로우 외 다수, Mol. Immunol. 22 : 407 (1985)). 이러한 특징에 역
할을 하는 탄수화물기는 일반적으로 항체의 불변부(C)에 결합된다. 예를 들어, IgG 을 C H 2 도메인내에 존재하는 아

스파라긴 297 에서 글리코실화하면 IgG이 완전히 작용하여 보체-의존성 세포 용해의 고전적 경로를 활성화시킬 수 

있다(타오 및 모리슨, J. Immnol. 143 : 2595(1989)). IgM을 C H 3 도메인내에 존재하는 아스파라긴 402에서 글리
코실화하는 것은 항체의 적절한 조합 및 세포 용해 활성에 필수적이다(무라오카 및 슐만, J. Immunol. 142 : 695(198
9)). IgA 항체의 C H 1 및 C H 3 도메인내에 존재하는 162 및 419 위치와 같은 글리코실화 부위를 제거함에 의하여 

세포내 분해 및 90% 이상의 분비 억제율을 유도한다(테일러 및 월, Mol. Cell. Biol. 8 : 4197(1988)).

가변부(V)에서의 면역글로불린의 글리코실화도 관찰되었다. 속스 및 후드( Proc. Natl. Acad. Sci. USA 66 : 975(19
70))는 약 20% 의 인체 항체가 V 영역내에서 글리코실화됨을 보고하였다. 가변부(V) 도메인의 글리코실화는 가변부 

서열에 있는 N-결합 글리코실화 시그날 Asn-Xaa-Ser/Thr 의 우연한 존재에 의한 것이라고 추정되며, 면역글로불

린 기능에 중요한 역할을 하는 것으로 당분야에 인식된 바 없었다.

따라서, 일반적으로 지질화는 천연 발생적인 글리코실화 패턴을 갖는 항체에서 수행되는 것이 바람직하다. 글리코실

화 부위가 유전공학적으로 항체에 도입되 는 경우, 신규의 글리코실화 부위는 가변부나 불변부 프레임워크 영역에 유

입되는 것이 바람직하며, 이것은 항체의 항원 결합 활성에 역영향을 미치지 않는 것 같다. 일반적으로, 유전공학적으

로 항체에 도입되는 신규의 글리코실화 부위는 불변부에 배치되는 것이 가장 바람직하다.

또한, 1차 항체 구조의 일부분만을 포함하며 지질 치환체(예, 리포아민)로 유도체화될 수 있는 탄수화물 측쇄를 갖는 

폴리펩티드 단편을 제조할 수 있으며, 이 단편은 1종 이상의 면역글로불린 활성(예, 항원 결합 활성)을 보유한다. 이러

한 폴리펩티드 단편은 당분야에 공지된 방법에 의해 본래의 항체를 단백 분해 효소 절단함으로써 제조하거나, 또는 

면역글로불린 단백질 암호 서열을 포함하는 형질발현 벡터내의 목적하는 위치를 부위-지향성 돌연변이시킴으로써 

제조할 수 있는데, 예를 들어, Fab 단편을 생성하려면 CH 1 다음을 돌연변이시키거나, (Fab') 2 단편을 생성하려면 

접번부 다음을 돌연변이시킨다. 1본쇄 항체는 V L 과 V H 영역을 DNA 링커로 연결시킴으로써 제조할 수 있다(참고,

휴스톤 외 다수, 및 버드 외 다수, 상기 인용함). 또한, 다수의 유전자와 마찬가지로, 면역글로불린-관련 유전자는 각

각 1종 이상의 독특한 생물학적 활성을 갖는 작용성 영역들을 별도로 함유하기 때문에, 이 유전자는 신규의 특성을 갖

는 다른 유전자의 작용성 영역에 융합될 수 있다. 본 발명의 면역글로불린을 생성하기 위한 핵산 서열은 소정의 항체

를 완전히 형질 발현시킬 수 있으며, 각종의 상이한 폴리뉴클레오티드(게놈 또는 cDNA, RNA, 합성 올리고뉴클레오

티드등) 및 성분들(예, V, J, D 및 C 영역)로부터 형성할 수 있고, 뿐만 아니라 여러가지 기법으로 제조할 수 있다. 적

절한 합성 서열과 게놈 서열을 결합하는 방법이 현재 가장 일반적인 제조 방법이지만, cDNA 서열도 또한 사용할 수 

있다(참고, 유럽 특허 공고 번호 제0239400호 및 엘. 라이크만 외 다수, Nature, 332, 323-327 (1988)).

면역글로불린 및/또는 면역글로불린 쇄를 암호하는 DNA 서열은 당분야에 공지된 방법에 따라 생성될 수 있는 하이

브리도마 클론을 이용해 얻을 수 있으며(쾰러 및 밀스타인 (1976) Eur. J. Immunol. 6 : 511, 본원에서 참고 인용함), 
또한 몇몇 제공처로부터 입수할 수 있다('세포주 및 하이브리도마의 ATCC 목록', ATCC, 메릴랜드주, 록크빌 소재 ; 

본원에서 참고 인용함). 면역글로불린 쇄를 암호하는 DNA 서열은 각종 문헌에 기재된 당 분야에 공지된 통상의 클로

닝 방법에 의해 얻을 수 있다(참고, 매니아티스 외 다수, Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 2 판 (1989), 
콜드 스프링 하버, 뉴욕, 및 베르거와 킴멜, Methods in Enzymology, Vol 152 , Guide to Molecular Cloning Tech
niques (1987), 아카데믹 프레스, 인코오포레이티드, 캘리포니아 산디에고 소재, 본원에서 참고 인용함).

전술한 바와 같이, DNA 서열은 형질발현 조절 서열에 작동성으로 결합(즉, 형질 발현 조절 서열의 작용을 가능케하는

위치에 배치)된 후, 숙주내에서, 일반적으로 글리코실성 세포내에서 형질발현될 것이다. 이러한 형질발현 벡터는 일

반적으로 숙주 유기체중에서 에피좀이나 숙주 염색체 DNA 의 통합부분으로서 복제될 수 있다. 일반적으로, 형질발현

벡터는 테트라시클린-내성 또는 G418-내성의 선택용 마커를 포함함으로써 원하는 DNA 서열로 형질전환된 세포를 

검출할 수 있다(참고, 예, 미합중국 특허 제4,704,362호).

이. 콜리(E. coli) 는 본 발명의 DNA 서열을 클로닝하는데 특히 유용한 원핵 숙주이다. 사용에 적당한 기타 다른 미생
물 숙주로는 바실러스[예를 들어, Bacillus subtilis ( 바실러스 서브틸리스 )] 및 기타 장내 세균[예, Salmonella ( 살
모넬라 ), Serratia ( 세라티아 ) 및 각종 Pseudomonas ( 슈도모나스 )종]을 포함한다. 이러한 원핵 숙주에 있어서, 
숙주 세포에 적합한 형질 발현 조절 서열[예, 복제 오리진(origin)]을 일반적으로 포함하는 형질 발현 벡터를 작제할 

수도 있다. 또한, 각종 공지된 프로모터가 임의의 수로 존재할 수 있으며, 그 예로는, 락토오즈 프로모터 시스템, 트립

토판(trp) 프로모터 시스템, β-갈락토시다제 프로모터 시스템, 또는 파지 람다의 프로모터 시스템을 포함한다. 이러

한 프로모터는 임의로 오퍼레이터 서열과 함께 일반적으로 형질발현을 조절하며, 전사 및 해독을 개시 및 완료하기 
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위해 리보좀 결합 부위 서열 등을 함유할 수 있다. 비-글리코실성 세포에 있어서 형질발현되는 단백질(예, 항체)는 글

리코실화 시스템에서 해독 후 글리코실화될 수 있다(뮤에클러 및 로디쉬, 상기 인용함, 본원에 참고 인용함).

효모와 같은 다른 미생물도 또한 형질발현을 위해 사용될 수 있다. 사카로마이세스( Saccharomyces )는 바람직한 숙
주 글리코실성 세포이고, 필요에 따라 3-포스포글리세레이트 키나아제 또는 다른 해당 작용의 효소를 비롯한 프로모

터, 및 복제 오리진과 같은 형질발현 조절서열, 및 종지서열 등을 함유하는 적합한 벡터를 갖고 있다.

미생물 이외에도, 포유 동물의 조직세포 배양물 역시 본 발명의 폴리펩티드 를 형질발현하고 생성하는데 사용될 수 

있다(위내커의 'From Genes to Clones', VCH 출판사, 뉴욕, 뉴욕(1987) 참고). 사실상, 당해 기술 분야에는 원상태

의 면역글로불린을 분비할 수 있는 많은 적합한 숙주 세포주가 개발되어 있으며, 그 예로는 CHO 세포주, 다양한 COS

세포주, HeLa 세포, 바람직하게는 골수종 세포주 등, 및 형질전환된 B-세포 또는 하이브리도마 등이 있다. 이들 세포

에 대한 형질발현 벡터는 복제 오리진, 프로모터, 인헨서와 같은 형질 발현 조절 서열[퀸 외 다수, Immunol. Rev ., 89
, 49-68(1986)], 및 리보좀 결합부위, RNA 스플라이스 부위, 폴리아데닐화 부위, 및 전사 종지 인자 서열과 같은 필

수적인 프로세싱 정보 부위를 포함할 수 있다. 바람직한 형질발현 조절 서열은 면역글로불린 유전자, SV40, 아데노바

이러스, 사이토메갈로바이러스, 소의 종양 형성 바이러스 등에서 유래된 프로모터이다.

목적하는 DNA 분절을 포함하는 벡터(예, 중쇄 및 경쇄 암호 서열 및 형질발현 조절 서열)는 공지된 방법에 의해 숙주

세포내로 전달될 수 있는데, 이 방법은 숙주 세포의 종류에 따라 다양하다. 예를 들면, 원핵 세포에 대해서는 염화칼슘

형질감염법이 널리 사용되는 반면, 다른 숙주 세포에 대해서는 칼슘 인산염 처리법이나 전기사출법(electroporation)

을 사용할 수 있다(통상적으로, 매니아티스 외 다수의 Molecular Cloning : A Laboratory Manual, 콜드 스프링 하버

출판사, (1982) 참고).

일단 형질발현되면, 황산 암모늄 침전법, 친화성 컬럼, 컬럼 크로마토그래피, 겔 전기이동법등을 비롯한 당해 기술 분

야의 표준 방법에 따라 완전 항체, 이 들의 이량체, 각각의 경쇄 및 중쇄, 또는 본 발명의 다른 면역글로불린 형으로 정

제할 수 있다(통상적으로 알. 스콥스의 'Protein Purification', 스프링거-베르라그 출판, 뉴욕(1982) 참고). 약학적 용

도에는 균질도가 약 90 내지 95% 이상인 거의 순수한 면역글로불린이 바람직하고, 98 내지 99% 또는 그 이상의 균

질도가 가장 바람직하다. 부분적으로 또는 바람직한 균질도로 일단 정제되면, 폴리펩티드는 치료적으로(외용포함) 사

용되거나, 또는 검정법, 면역형광 염색법등의 개발 및 수행시 사용될 수 있다(통상적으로 Immunological Methods , 
Vols. I 및 II, 레프코비츠 및 퍼니스 편찬, 아카데미 출판부, 뉴욕, 뉴욕(1979, 1981)참고).

본 발명의 방법에는 원상태의 면역글로불린 또는 Fab 와 같은 결합 단편을 사용하는 것이 바람직하다. 통상적으로 지

질화된 항체는 인체의 IgM 또는 IgG 이소타입일 수 있으나, 필요에 따라 다른 포유류의 불변부가 사용될 수도 있다. I

gA, IgG, IgM, IgE, IgD 류의 지질화된 항체도 생성될 수 있다. 본 발명의 지질화된 항체는 인간, 쥐, 소, 말, 돼지, 또

는 비-인간 영장류의 항체가 바람직하고, 보다 바람직하게는 인체 또는 쥐의 항체이다. 본 발명은 다양한 종류의 지질

화된 항체를 생성하는데 사용될 수 있는데, 이들 종류로는 키메라 항체, 인체화된 항체, 영장류화된 항체, Fv 단편, 독

소-항체 결합체, 동위원소-항체 결합체, 및 영상화제-항체 결합체를 포함하나, 이것에 국한되는 것은 아니다. 생체내

영상화시, 지질화된 항체는 진단 라벨로 적당히 표지한 뒤 환자에게 투여한 후, 여러 경과 시점에서 그들의 위치를 검

측한다. 진단 리포터(예, Tc 99 , 다른 방사능 리간드, 방사능 대비제 또는 방사능-불투명 염료)로 항체를 표지하는 

다양한 방법은 당해 기술분야에 공지되어 있다.

면역 글로블린 이외의 다른 단백질 및 올리고펩티드(즉, 펩티딜 결합으로 결합된 2 내지 약 50 개의 아미노산 잔기를 

포함하는 폴리펩티드)는 본 발명의 방법에 따라 지질화될 수 있다. 탄수화물 결합을 통한 지질화에 대한 기질로는 천

연-발생적인 당단백질(예, γ-글루타밀트란스펩티다제, 트롬보모둘린, 글루코즈 수송인자 단백질)이 바람직하나, 임

의의 폴리펩티드는 가교결합제(예, N-히드록시숙신이미드)를 통해 적당한 아미노산 측쇄에 공유결합함으로써 지질

화될 수도 있다. 본 발명의 대안적 실시예에서, 1종 이상의 지질 치환체(예, 리포아민)는 단백질 또는 폴리펩티드상의 

비-탄수화물부에 공유 결합된다(예, Asp 또는 Glu 잔기 측쇄 카르복실 치환체와의 아미드 결합 또는 Cys 잔기와의 

티오에스테르 결합의 형성을 통해). 또한, 측쇄 아민 치환체를 통해 지방산은 Arg 또는 Lys 잔기에 결합될 수도 있다.

경혈관 및 세포내 수송을 향상시키기 위해 지질화될 수 있는 비-글리코실화된 단백질의 예로는 c-fos, c-myc, c-sr

c, NF-AT, 및 HMG CoA 환원효소가 있으나, 이에 국한되는 것은 아니다. 생리학적 파르네실화, 제라닐제라닐화, 및 

팔미틸화된 천연 단백질과 같은 천연 발생적인 지단백질은 천연산물로서, 본원의 '지질화된 단백질'에 포함되지 않는

다.

지질화된 항체 및 그것의 약학적 조성물은 비경구 투여, 즉 피하, 근육내 또는 정맥내 투여에 특히 유용하다. 비경구 

투여용 조성물은 대개 허용성 담체, 바람직하게는 수성 담체중에 용해된 면역 글로불린 용액, 또는 그것의 칵테일을 

포함 할 것이다. 다양한 수성 담체, 예를 들어 물, 완충수, 0.4% 식염수, 0.3% 글리신 등을 사용할 수 있다. 이들 용액

은 무균적이며 통상적으로 미립물이 존재하지 않는다. 이들 조성물은 종래의 공지된 멸균 기법을 통해 멸균될 수 있

다. 이 조성물은 필요한 경우에는 pH 조절제 및 완충제, 독성 조절제등, 예를 들면 아세트산 나트륨, 염화나트륨, 염화

칼륨, 염화칼슘, 젖산 나트륨, 인체 알부민 등과 같은 생리학적 조건과 유사하게 조절하는데 필요한 약학적 허용 보조 

물질을 함유할 수 있다. 이들 제제중의 항체 농도는 약 0.5 중량% 이하, 대개는 약 1 중량% 또는 그 이상 내지 15 중
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량% 또는 20 중량% 정도로 다양할 수 있으며, 선택된 각 투여 방식에 따라 주로 용액량, 점도 등을 기초로 하여 선택

될 것이다.

따라서, 주사용으로서 통상적인 약학적 조성물은 1ml의 멸균 완충수, 및 1∼10mg 의 지질화된 면역글로불린을 포함

하도록 제조할 수 있다. 정맥내 주사용으로서 통상적인 조성물은 250ml 의 멸균 링겔 용액과 150mg 의 항체를 함유

할 수 있다. 비경구적 투여용 조성물을 제조하는 실제 방법은 당업자에게 공지되어 있으며, 예를 들어 본문에 참고인

용된 문헌[ Remington's Pharmaceutical Science (15판, 맥 출판사, 이스턴, 펜실베이니아(1980)]에 보다 상세히 
기재되어 있다.

본 발명의 지질화된 단백질 및 항체는 보관을 위해 냉동 또는 동결 건조될 수 있으며, 사용전에 적당한 담체로 복원할

수 있다. 이 방법은 종래의 면역글로불린에 효과적인 것으로 밝혀졌으며, 당해 기술 분야에 공지된 동결건조 및 복원

기법을 사용할 수 있다. 동결건조 및 복원은 다양한 활성 손실도를 나타낼 수 있으며(예, 종래 면역글로불린의 경우, I

gM 항체는 IgG 항체에 비해 활성 손실이 큰 경향이 있다), 이를 보충하기 위해 사용량을 조절해야만 할 수 있음을 당

업자들은 이해할 것이다.

본 지질화된 단백질(예, 항체) 또는 그것의 칵테일을 함유한 조성물은 예방 및/또는 치료 처리를 위해 투여될 수 있다.

치료적 용도에서, 조성물은 질병 및 그 합병증을 치료하거나 적어도 부분적으로 억제하기에 충분한 양으로 환자에게 

투여한다. 이를 수행하기에 적당한 양을 '치료적 유효량'이라고 정의한다. 이러한 용도에 효과적인 양은 감염의 심각

도 및 환자 자신의 면역계의 일반상태에 따라 좌우되나, 통상적으로 투여량 당 약 1 내지 약 200mg 의 항체범위이내

이며, 5 내지 25mg 의 투여량이 보다 통상적으로 사용된다. 본 발명의 물질은 통상적으로 심각한 질병상태, 즉 생명

을 위협하거나 또는 잠재적인 생명-위협 상황에 사용할 수 있음을 유념해야 한다.

예방적 용도의 경우에는, 본 면역글로불린 또는 그것의 칵테일을 함유한 조성물을 아직 질병상태가 아닌 환자에게 투

여하여 환자의 내성을 향상시킨다. 그러한 양을 '예방학적 유효량'이라고 정의한다. 이 용도에서, 정확한 양은 또한 환

자의 건강상태 및 전반적인 면역 정도에 따라 좌우되나, 통상적으로 투여량당 0.1 내지 25mg 범위이다.

조성물은 단일 또는 다중 투여될 수 있으며, 투여량 및 패턴은 처치의에 따라 선택될 수 있다. 어떠한 경우에든, 약학

적 조성물은 환자를 효과적으로 치료하기에 충분한 양의 본 발명의 지질화된 단백질 및/또는 지질화된 항체(들)를 제

공해야만 한다.

진단 목적의 경우, 지질화된 항체는 표지되거나 비표지될 수 있다. 비표지된 항체는 인체 면역글로불린 불변부에 특

이적인 항체와 같은 지질화된 항체와 반응성인 표지된 다른 항체(제2 항체)와 함께 사용될 수 있다. 대안적으로, 지질

화된 항체는 직접 표지될 수 있다. 방사능 핵종, 효소, 효소 기질, 효소 보조인자, 효소 억제인자, 리간드(구체적으로 

합텐), 방사능 대비제, 금속 킬레이트 등과 같은 다양한 표지물이 사용될 수 있다. 다양한 종류의 진단적 영상화 적용

법이 유용하며, 이들은 당업자에게 공지되어 있다. 예를 들어, 종양 항원(예, 항-CEA 항체)에 결합하는 항체는 지질

화되어 방사능 대비제 또는 자기 영상화 물질과 결합되고, 환자에게 투여된 후, 종양 또는 전이병변의 위치를 국재화

하기 위해 검측될 수 있으나, 이에 국한되는 것은 아니다.

본 발명의 지질화된 면역글로불린은 진단 및 치료를 위해 사용될 수 있다. 이들은 암, 자가면역 질환, 또는 바이러스 

감염을 치료하는데 사용될 수 있으나, 이는 설명을 위한 것이지 제한하고자 하는 것은 아니다. 암치료의 경우, 항체는 

통상적으로  c-myc 유전자 생성물 및 당업자에게 공지된 다른 것들과 같은 특정 암세포에서 우선적으로 형질발현되

는 항원에 결합할 것이다. 지질화된 항체는 돌연변이 단백질, 예를 들어 단백질의 12, 13, 59 또는 61 위치의 치환체(

예, 12 위치의 Ser 이 p21 ras 로 치환)와 같은 병원체(예, 신생물) 서열을 지닌  c-ras 종양유전자 생성물에 결합할 

것이다. 자가 면역질환 치료의 경우, 항체는 통상적으로 NF-AT 와 같은 활성화된 T-세포에서 주로 형질발현된 주요

조절 단백질, 및 당업자에 게 공지된 많은 다른 세포내 단백질에 결합할 것이다(예, 본문에 참고 인용된 Fundamental
Immunology, 2판, W.E.폴 편찬, 라벤 출판사(뉴욕, 뉴욕) 참고). 바이러스 감염 치료의 경우, 항체는 통상적으로 다양

한 바이러스 암호화된 폴리머라아제 및 HIV-1 Tat 와 같은 특정 바이러스에 의해 감염된 세포중에서 형질발현된 단

백질, 및 당업자에게 공지된 많은 다른 바이러스 단백질에 결합될 것이다 (예, 본문에 참고 인용된  Virology , 2판, B.

N. 필드 외 다수 편찬, (1990), 라벤 출판사(뉴욕, 뉴욕) 참고).

또한, 세포 활성에 대한 보호 또는 그것의 검측시 또는 질병의 진단 또는 선택된 세포의 세포내 단백질의 존재에 대해

본 발명의 지질화된 항체를 사용할 수 있도록 키트를 제공할 수 있다. 따라서, 본 발명의 주 조성물은 용기내에 동결

건조된 형태로 단독 제공되거나, 또는 바람직한 세포 종류에 특이적인 부가의 항체와 함께 제공될 수 있다. 표지 또는 

독소와 결합할 수 있거나, 또는 비결합된 지질화된 항체는 Tris, 인산염, 탄산염 등과 같은 완충제, 안정화제, 멸균제, 

불활성 단백질, 예를 들면 혈청 알부민 등과 사용방법에 대한 지시사항 세트와 함께 포함되어 있다. 통상적으로, 이들 

물질은 활성 항체의 양을 기준으로 약 5 중량% 이하로 존재할 것이며, 통상적으로 총량은 항체 농도를 기준으로 약 0

.001 중량% 이상이다. 종종 활성 성분을 희석시키기 위해 불활성 증량제 또는 부형제를 첨가하는 것이 바람직할 것이

며, 부형제는 총 조성물의 약 1 내지 99 중량% 로 제공될 수 있다. 지질화된 항체에 결합할 수 있는 제2 항체가 검정



공개특허 특2003-0097604

- 12 -

법에 사용되는 경우에는 대개 별도의 바이알중에 제공할 것이다. 제2 항체는 통상적으로 라벨에 결합된 후, 전술한 항

체 제제와 유사한 방식으로 조제하며, 또한 통상적으로 제2 항체 자체를 지질화시킨다.

본 발명의 지질화된 항체는 또한 개선된 진단 방법 및 단백질 정제 방법에 사용하기에 적당하다. 예를 들어, 많은 세

포내 단백질은 불안정하거나(즉, 반감기가 짧고, 단백질 분해 작용을 받기 쉽다), 응집되기 쉬우므로(예, β-아밀로이

드 단백질) 정제 및/또는 진단 검측이 어렵다. 지질화된 항체는 생세포에 침투하여 특정 세포내 표적 항원에 결합하고

; 그러한 항체-항원 결합은 표적 항원을 안정화시키고 표적 항원의 분해에 관여된 효소(예, 프로테아제, 우비퀴틴-결

합 효소, 글리코시다아제)를 차단할 수 있어, 표적 항원의 검측 및/또는 정제가 용이해진다.

본 발명의 한 변형예에서는, 세포내 표적 항원에 특이적으로 결합하는 지질화된 항체를 생리학적 조건(예, 세포배양

체 상태, 체세포 상태)하에 세포내 표적 항원을 포함하는 생세포와 접촉시킨후 적당한 결합기간(예, 약 10분 내지 수

시간)동안 항온처리한다. 지질화된 항체는 표적 항원에 특이적으로 결합하여, 그 자체가 표적 항원인 변성 및/또는 응

집에 덜 민감한 항원-항체 결합체를 형성한다. 통상적으로, 이 세포를 이어서 고정하여 침투성화하면 지질화된 항체

에 결합된 표적항원을 포함하는 항원-항체 결합체가 대개 지질화된 항체에 특이적으로 결합하는 표지된 제2 항체에 

의해 검측된다. 제2 항체에 결합된 바람직한 라벨의 예는 FITC, 로다민, 양고추냉이 퍼옥시다아제 결합체, 알칼리성 

포스파타아제 결합체, β-갈락토시다아제 결합체, 바이오티닐부, 방사성 동위원소 등이다. 일부 실시태양에서는, 제2

항체를 지질화시켜, 고정화 및/또는 침투성화 단계는 생략하고 세포샘플을 충분히 세척하여 비특이적 염색을 제거하

는 단계로 대체할 수 있다. 또한, 지질화되고, 표지된 제1 항체를 직접 사용하고 제2 항체를 생략할 수도 있다. 제1(지

질화된) 항체의 검측을 위해 제2 항체 대신에 표지된 단백질 A 를 사용할 수도 있다.

소정의 세포내 표적 항원에 결합시켜 표적 항원의 생화학적 특성을 변성시키는 것과 같은 세포내 치료법에도 지질화

된 항체를 사용할 수 있다. 예를 들어, 이종다중체 단백질(예, 전사 인자, G-단백질) 또는 동종이량체 단백질(예, 중합

된 튜블린)과 같은 다중-서브유닛 단백질은 생화학적 활성(예, GTPase 활성), 또는 하나 또는 그 이상의 서브유닛에 

특이적으로 결합하여 서브유닛의 기능적 상호작용을 방지하는 지질화된 항체에 의해 차폐될 수 있는 분자간 상호반

응(들)이 요구되는 다른 활성을 지닐 수 있다. 예를 들어, Jun 에 결합하여 전사적 활성 AP-1 전사 인자(Fos/Jun 이종

이량체)를 형성하는데 필요한 Fos 일부에 결합하는 지질화된 항-Fos 항체는 작용성 AP-1 의 형성을 차단하며 AP-

1 매개의 유전자 전사를 억제할 수 있다. 또한, 예를 들어 지질화된 항-ras 항체는 적당한 신호 형질도입 기능에 요구

되는 ras 의 에피토프(예, GTP/GDP-결합부위, GAP 와 같은 부단백질에 결합하는 ras 의 일부 등)에 결합하여, 생세

포내에 존재하는 세포내 ras의 활성을 변성시킬 수 있다.

하기 실시예는 설명을 위해 제공된 것이며, 이에 본 발명이 국한되는 것은 아니다.

[실시예]

실시예 1

지질화된 소의 IgG 제조

본 명세서에서 참고 인용한 베어 등의 문헌 [Behr et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A) 86 : 6982]에 기술
되어 있는 방법에 따라 글리신 잔기와 디옥타데실아민을 결합하여 글리실디옥타데실아미드를 얻었다. 벤질옥시카르

보닐-글리실-p-니트로페놀 1당량과 트리에틸아민 1.1당량을 CH 2 Cl 2 중에서 5 시간 동안 반응시킨 다음, H 2 , 

CH 2 Cl 2 /EtOH 중의 10% Pd/C 를 첨가하여 1 시간 동안 반응시켰다.

소의 IgG (시그마) 2 mg을 에펜도르프 바이알 1.5 ml에 담긴 300 mM NaHCO 3 400μl에 용해시켰다. 여기에 새로 

제조된 NaIO 4 용액(H 2 O 중의 42 mg/ml) 50μl를 첨가하였고, 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하고 실온에서 90 

분동안 서서히 교반하였다. 이어서 반응액을 10 mM Na 2 CO 3 로 미리 평형화 시킨 PD-10 컬럼 (파마시아)에 적

재한 다음 (분획 1), 컬럼을 500μl 분획으로 용출시켰다. 분획 번호 7 (3 ml 내지 3.5 ml)에는 브래드포드 단백질 분

석법을 사용하여 측정시 소의 IgG 약 1.6 mg이 함유되어 있었다.

DMSO 중의 글리실디옥타데실아미드 용액을 제조하였다(1 ml 의 DMSO 에 지질 5 mg을 넣고 수분동안 격렬하게 진

탕하였음). 상기 조건하에서 지질은 완전히 용해되지 않았다. 이 용액 50μl를 (용해되지 않은 지질이 전혀 포함되지 

않도록) 주의깊게 취하여, 에펜도르프 바이알에 담긴 상기 제조된 350μl 의 분획 7(상술한 바와 같이 수득됨)에 첨가

하였다. 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하고, 혼합물을 실온에서 20 시간동안 서서히 진탕하였다.

이어서, NaBH 4 용액 (1 ml 의 H 2 O 중 10 mg) 100μl를 첨가했다. 1 시간후, 에탄올아민 용액(1 ml H 2 O 중 15

μl) 40μl를 첨가했다. 다시 1시간 후, 이 반응 혼합물을 100 mM HEPES 완충액(pH 8.5)으로 미리 평형화시킨 PD-

10 컬럼에 적재하였다. 지질화된 IgG 를 포함하는 분획(3 내지 3.5 ml)을 수거하여 얼음에 저장하였다.
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14 C- 아세트산 무수물을 사용한 표지화

벤젠(10×10 6 cpm/μl)중의 14 C-아세트산 무수물(500 μCi, 아메르삼)을 사용하였다. 5μl 분취량을, 에펜도르프 

바이알에 담긴 지질화된 IgG 를 포함하는 500μl 분획에 10 분 간격으로 2회 첨가하였다. 반응물을 얼음에 방치하였

다. 천연 IgG 용액 (100 mM HEPES 중 800 μg, pH 8.5) 500μl도 같은 방식으로 처리하였다.

30 분 후, 바이알을 20 내지 25 ℃ 로 가온하였고, PBS 로 평형화된 PD-10 컬럼으로 유리 14 C-아세테이트로부터 
14 C-표지된 IgG 를 분리하였다. 혼입된 방사능은 500 μg 당 대략 10×10 6 cpm 이었다.

기관 흡수율 연구

스위스 앨비노스 수컷 마우스(20 g)를 사용하였다. PBS 중의 14 C-표지의 지질화된 IgG 또는 14 C-표지의 대조용 I

gG 100μl(각각은 대략 400,000 dpm)를 꼬리 정맥 주사로 정맥내 투여하였다. 마우스는 30 분후 또는 3 시간 후 죽

였고, EDTA-함유 튜브에 그들의 혈액을 수집하고, 뇌(소뇌 및 뇌간 제외), 비장, 하나의 신장 및 하나의 간엽은 해부

하였다. 각 기관들을 pH 7.4 의 10 mM 트리스 완충액 1 ml 중에 균질화 시킨후 500μl 분취량을 벡크만 신틸레이션 

계수기로 계수하였다. 상기 균질물내의 단백질 농도는 브래드포드 분석법(쿠마시 블루)으로 측정하였다. 혈액은 원심

분리하여 20μl 분획의 혈장을 계수하였다. 표 1은 뇌, 간, 비장 및 신장의 14 C 의 흡수율을 나타낸 것이며, 이 값은 

기관 단백질 1μl의 방사능을 혈장 1μl의 방사능으로 나눈 비로 나타내었다(데이타의 단위는μl/μg 단백질임).

[표 1]

기관
30 분 3 시간

대조군 지질화된 것 대조군 지질화된 것

뇌 .20±.30 .32±.08 .94±.05 1.75±.09

신장 1.46±.31 9.50±2.19 1.17±.04 3.54 ±.22

간 1.26±.26 4.95±.82 .66±.04 7.59±.27

비장 1.08±.27 4.54±.76 1.13±.03 12.0 ±2.15

대조군은 30분과 3시간 시험 각각에 4마리와 6마리의 마우스를 이용하였다. 지질화된 IgG 를 투여한 군은 상기 시점

양자 모두에서 6 마리의 마우스를 이용하였다.

데이터는 평균치 ± s.e.m.으로 나타내었다.

실시예 2

지질화된 항-Tat 항체를 사용한 HIV-1 세포 독성의 억제

HIV-1 의 Tat 단백질에 특이적으로 결합하는 모노클로날 항체는, 항체상의 탄수화물을 과요오드산염 산화시킨 후 

글리실디옥타데실아미드를 공유결합시켜 탄수화물-지질화된 항체를 만들고, 이것을 최종 PD-10 컬럼으로부터 PBS

로 용출시키는 것을 포함하여 전술한 실시예 1에 기술된 방법에 따라 지질화시켰다.

Sup T1 세포를 24-웰 평판(2 ml 의 개질된 RPMI 1640 배양 배지중에서 1 ml 당 100,000개 세포)에 유지시켰다. 

처음 실험 5 일 동안에는 세포를 (1) 부가 처리 없이(두개의 대조군), (2) 천연 항-Tat 항체(15 μg/ml)를 첨가하거나,

또는 (3) 지질화된 항-Tat 항체(11.7 μg/ml)를 첨가한 배양물 중에서 보존하였다. 1일째 끝무렵, 대조 세포 1 웰과 

천연 항-Tat 항체-처리된 세포 또는 지질화된 항-Tat 항체-처리된 세포를 포함하는 배양물에 HIV-1 IIIB 를 첨가했

다. 생존 세포를 매일 계측하였다. 미처리된 HIV-감염된 세포는 1 ml 당 대략 500,000 개의 세포 밀도로 성장하였고,

그들의 수는 바이러스의 세포 독성 효과로 인해 약 8 일 후 감소하기 시작하였다. 미감염된 세포는 대략 1 ml 당 1,00

0,000 개 세포의 밀도로 성장하였다. 천연 항-Tat 항체로 감염된 세포를 처리하는 것으로는 바이러스의 세포 독성 효

과로부터 세포를 보호하지 못하였다. 반대로, 지질화된 항-Tat 항체는 HIV-1 바이러스의 세포 변성 효과로부터는 

세포를 거의 완벽하게 보호하였다. 이러한 보호는 지질화된 항체로의 처리를 중단한 지 약 5 일 이상 동안에도 계속되

었다. 그 결과를 표 2에 나타내었다.
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또 다른 실험으로서, Sup T1 세포를 전술한 실시예에서 기재한 바와 같은 배양물에 유지시킨 후, 임의의 처리와 임의

의 감염 없는 배양물에 유지시키거나, 임의의 처리 없이 HIV-1 IIIB 로 감염시킨 배양물에 유지시키거나, 천연 항-Ta

t 항체(1 μg/ml)로 처리하고 감염시킨 배양물에 유지하거나, 또는 지질화된 항-Tat 항체(1 μg/ml)로 처리하고 감염

시킨 배양물에 유지시켰다. 마지막 3가지 조건에서, 배양 1일째 마지막에 바이러스를 배양물에 첨가하였다. 마지막 2

가지 조건에서는, 천연 또는 지질화된 항체가 1 일째부터 7 일째 까지 존재하였다.

표 2에 제시된 데이타를 통해, 천연 항-Tat 항체는 생세포수 및 역 전사효소 활성에 있다해도 아주 적은 영향을 미치

는 반면, 지질화된 항체는 배양물 중의 세포를 바이러스의 세포 변성 효과로부터 상당히 보호하고 역전사 효소 활성도

상당히 감소시킨다는 것을 알 수 있다. 이러한 결과를 통해, 지질화된 항체가 세포내 HIV-1 복제를 억제할 수 있음을

알 수 있다.

[표 2]

HIV-1로 감염된 Sup T1 세포에서 생 세포수 및 역전사 효소 활성에 대한

지질화된 항-Tat 항체의 효과

생세포(×10 6 ) 배양 일수

조건 1 2 3 5 6 7 8

미처리, 미감염 1.15 1.28 1.52 1.63 1.69 1.76 1.72

미처리, 감염 1.12 1.2 1.18 1.12 0.92 0.64 0.51

천연의 항-Tat

항체로 처리, 감염
1.12 1.2 1.21 1.15 0.96 0.67 0.51

지질화된 항-Tat

항체로 처리, 감염
1.15 1.26 1.3 1.36 1.17 0.99 0.75

역 전사 효소 활성(cmp/0 9 세포) 배양 일수

조건 1 2 3 5 6 7 8

미처리, 미감염 2 2 1 2 2 1 1

미처리, 감염 3 2 4 175 264 337 367

천연의 항-Tat

항체로 처리, 감염
2 2 3 151 237 259 331

지질화된 항-Tat

항체로 처리, 감염
3 2 2 57 135 179 184

HIV-1-감염된 Sup T1 세포는 HIV-1 바이러스 함유 상청액을 첨가하기 1 일 전부터 감염후 10 일까지 천연 형태 

또는 지질화된 형태의 항-Tat 항체 또는 rsCD4(모든 단백질은 1 μg/ml 농도로 사용함)로 매일 처리하였다. 배양액

중의 세포 수 및 역전사 효소 활성(RT)을 감염후 2 일 부터 매일 측정하였다. 10 일까지는 천연 항-Tat 가 세포수 또

는 RT 활성 양자 모두에 큰 영향을 미치지 않은 반면, 지질화된 항-Tat 항체는 미처리되고 감염된 세포에 비해 세포 

생존성을 대략 70% 증가시켰고, RT 활성은 거의 동일한 정도로 억제하였다. 추가의 항체 첨가없이 3 일 동안 계속 

배양하였다. 지질화된 항-Tat 의 효과는 3 일동안 지속되었고, 이것은 지질화된 항-Tat 항체가 바이러스 감염/복제

에 대해 지속적으로 보호되기에 충분히 높은 양으로 세포내에 축적되었다는 것을 나타낸다. 세포 생존성 및 RT 활 성

에 대한 지질화된 항-Tat 항체 효과의 영향의 정도는 동일한 복용량의 rsCD4 로 관찰된 결과와 매우 유사하였다. 지

질화된 항-Tat 항체 농도는 10 μg/ml 까지 증가시켜도 RT 활성을 더이상 억제시키지는 못했다.

실시예 3

HIV-1 LTR 에 대한 Tat 의 전사 활성을 억제하는 지질화된 항-Tat 활성
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HeLa 세포주는, HIV-1 감염을 매개하고, 또한 결합된 리포터 유전자(클로람페니콜 아세틸트랜스퍼라제 : CAT)에 

작동적 결합하여 이것의 전사를 유도하는 HIV-1 긴 말단 반복부(LTD)를 포함하는 리포터 구조를 포함하는 막 수용

체인, CD4 발현성 폴리뉴클레오티드로 일정하게 형질감염시켰다. 이러한 세포(HLCD4-CAT)는 작용성 Tat 단백질

을 생성하는 HIV-1 에 감염되기 쉬워서, HIV-1 LTR 에 새로 합성된 Tat 이 결합하면 결합된 CAT 유전자가 전사된

다. 따라서, CAT 형질 발현의 정도는 HIV-1 감염 및 세포내의 Tat 단백질의 활성 정도에 대략 비례한다.

배양된 HeLa 세포(10% 소의 태아 혈청을 함유한 DMEM 1 ml 중의 3 × 10 5 세포)를 동일 농도(1μg/ml 또는 10 

μg/ml)의 각종 항체(천연 형태 또는 지질화된 형태) 또는 재조합 가용성 CD4 (rsCD4)에 1 시간 동안 노출시키고 충

분히 수세한후 HIV-함유 세포 배양물 상청액 (100μl)을 첨가하였다. 24 시간 후 세포를 수거하여 호(Ho) 등(1984)

의 방법에 따라 CAT 형질 발현을 측정하였다. 실험을 각각 4번 반복 수행하였고 4 가지 다른 시간에서 수행하였다. 

도 4는 지질화된 항-Tat 항체가 CAT 활성을 크게 억제하는 반면(대략 75% 까지), 천연(지질화되지 않은) 항-Tat 항

체, 지질화된 항-gp120 항체, 또는 rsCD4 는 CAT 활성을 억제하는데 훨씬 효과적이지 못하다는 것을 보여준다. 이 

데이타는 지질화된 항-Tat 가 그들의 세포내 표적, 즉 Tat 에 특이적으로 결합할 수 있고, LTR/리포터 유전자 구조

물의 전사 활성인자로서 표적 활성을 억제한다는 것을 나타낸다.

또한, 이 데이타는 지질화된 항-Tat 항체가 헬라 세포내로 이동함을 보여주는데, 이것은 HeLa 세포가 아주 적은 식

작용이 있음이 보고되어 있기 때문에, 수송 메카니즘에 엔도솜 형성이 필요치 않음을 나타낸다.

실시예 4

세포내 단백질과 반응성이 있는 지질화된 면역글로불린의 제조

본 명세서에 참고 인용한 베어 등의 문헌 [(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. (U.S.A.) 86 : 6982]에 개시된 방법에 따라
글리신 잔기와 디옥타데실아민을 결합하여 글리실디옥타데실아미드를 얻었다. 벤질옥시카르보닐-글리실-p-니트로

페놀 1당량과 트리에틸아민 1.1 당량을 CH 2 Cl 2 중에서 5 시간 동안 반응시킨 다음, H 2 , CH 2 Cl 2 /EtOH 중의

10% Pd/C 를 첨가하고 1 시간 동안 반응시켰다.

항-인체 c-Myc Ig

인체 c-myc 단백질에 특이적으로 결합하는 글리코실화된 쥐 면역글로불린은 특정 조건하에(본 명세서에서 참고 인

용한 이반 등의 문헌 [Evan et al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5 : 3610]) 10% 의 소의 태아 혈청을 함유하는 RPMI 164
0 에서 하이브리도마 세포 주 MYC CT9-B7.3 (ATCC CRL 1725), MYC CT 14-G4.3(ATCC CRL 1727), 및 MYC 

1-9E 10.2 (ATCC CRL 1729)를 각각 배양함으로써 제조하였고, 분비된 모노클로날 항체를 수집하고 당분야에 공지

된 통상의 방법으로 정제하였다.

정제된 모노클로날 항체 약 2 mg 각각을 에펜도르프 바이알 1.5 ml에 담긴 300 mM NaHCO 3 400μl 에 용해시켰

다. 새로 제조된 NaIO 4 용액(H 2 O 중의 42 mg/ml) 50μl 를 첨가하고 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하여 실온에

서 90 분 동안 서서히 교반하였다. 이어서 반응액을 10 mM Na 2 CO 3 (분획 1)로 미리 평형화시킨 PD-10 컬럼(파

마시아)에 적재하였고, 컬럼을 500μl 분획씩 용출시켰다. 브래드포드 단백질 분석법을 이용하여 측정시 IgG를 약 50

0 μg 이상 포함하는 분획(들)을 수집하였다.

DMSO 중의 글리실디옥타데실아미드 용액을 제조하였다(1 ml 의 DMSO 에 5 mg 의 지질을 넣고 수분 동안 격렬하

게 진탕함). 이 조건하에서 지질은 완전 용해되지 않았다. 이 용액 50μl 를 조심스럽게 취하여, 에펜도르프 바이알에 

담긴, 전술한 바와 같이 얻은 정제된 IgG 분획 350㎕에 첨가하였다. 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하고 혼합물을 실

온에서 20 시간 동안 서서히 교반하였다.

이어서, NaBH 4 용액 (H 2 O 1ml 당 10 mg) 100μl를 첨가하였다. 1 시간 후, 에탄올아민 용액(H 2 O 1 ml 중 15

μl) 40μl 를 첨가하였다. 첨가 1 시간 후, 반응 혼합물을 PBS 로 미리 평형화시킨 PD-10 컬럼에 적재하였다. 지질

화된 쥐 항-인체-myc IgG 를 포함하는 분획(3 내지 3.5 ml)을 수집하여 얼음에 저장하였다.

항-HMG CoA 환원 효소 Ig

세포내 효소 HMG CoA 환원효소에 특이적으로 결합하는 글리코실화된 쥐 면역글로불린은, 본 명세서에서 참고 인용

한 골드스타인 등의 문헌 [Goldstein et al. (1983) J. Biol. Chem. 258 : 8450]에 개시된 바와 같이 글루코오스 4.5 
g/l, 5% 말 혈청 및 2.5% 소의 태아 혈청을 함유하는 DMEM 중에서 하이브리도마 세포주 A9 (ATCC CRL 1811)를 

각각 배양하여 제조하였고, 분비된 모노글로날 항체는 당 분야에 공지된 통상의 방법에 따라 수거 정제하였다.

각각 정제된 모노클로날 항체 약 2mg을 에펜도르프 바이알 1.5 ml 내의 300 mM NaHCO 3 400μl에 용해시켰다. 
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새로 제조된 NaIO 4 용액(H 2 O 1 ml 당 42 mg) 50μl를 첨가하고, 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하여 실온에서 9

0 분 동안 서서히 교반하였다. 그 다음 반응액을 10 mM Na 2 CO 3 로 미리 평형화시킨(분획 1) PD-10 컬럼(파르

마시아)에 적재하였고, 컬럼을 500μl 분획씩 용출시켰다. 브래드포드 단백질 분석법을 이용하여 측정시 IgG를 약 50

0 μg 이상 포함하는 분획(들)을 수집하였다.

DMSO 중의 글리실디옥타데실아미드 용액을 제조하였다(DMSO 1 ml에 지질 5 mg을 넣고 수분 동안 격렬하게 진탕

하였음). 이 조건하에서 지질은 완전 용해되지 않았다. 이 용액 50μl를 조심스럽게 취하여, 에펜도르프 바이알내의 

전술한 바와 같이 얻은 정제된 IgG 분획 350㎕ 에 첨가하였다. 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하고, 혼합물을 실온에

서 20 시간동안 서서히 교반하였다.

이어서 NaBH 4 용액(H 2 O 1 ml 당 10 mg) 100μl를 첨가하였다. 1 시간후, 에 탄올아민 용액 40μl(H 2 O 1 ml 

중 15μl)을 첨가했다. 추가 1 시간 후, 반응 혼합물을 PBS 로 미리 평형화시킨 PD-10 컬럼에 적재하였다. 지질화된 

항-HMG CoA 환원효소 IgG (3 내지 3.5 ml)를 포함하는 분획을 수집하여 얼음에 저장하였다.

실시예 5

경막 단백질과 반응하는 지질화된 면역글로불린의 제조

문헌[Proc. Natl. Acad. Sci.(U.S.A.) 86:6982(Behr 등(1989))](본 명세서에 참고 인용함)에 기술된 방법에 따라 글

리신 잔류물을 디옥타데실아민과 결합시켜 글리실디옥타데실아미드를 제조하였다. CH 2 Cl 2 중의 벤질옥시카르보

닐-글리실-p-니트로페놀 1당량과 트리에틸아민 1.1 당량을 5시간 동안 반응시킨 후, CH 2 Cl 2 /EtOH중의 10% P

d/C, H 2 를 첨가하여 1시간 동안 반응시켰다.

항-Ras Ig

글루코오스 4.5g/l, L-글루타민 2mM, 나트륨 피루베이트 1mM, 비필수 아미노산, 1xBME 비타민, 하이포크산틴 0.1

mM, 티미딘 0.032mM, 젠타마이신 0.05mg/ml, 및 소 태아의 혈청 10%가 포함된 DMEM 내에서 하이브리도마 세포

주 142-24E5(ATCC HB 8679; 미합중국 특허 제5,015,571호 및 제5,030,565호, 본 명세서에 참고 인용함)를, 1% 

L-글루타민과 HT 및 10% 소 태아의 혈청이 포함된 Iscove의 DMEM 내에서 하이브리도마 세포 MX(ATCC HB 91

58)를 특정 조건하에서(미합중국 특허 제 4,820,631호, 본 명세서에 참고 인용함) 각각 배양시켜, ras 종양 유전자 단

백질과 특이적으로 결합하는 글리코실화된 쥐의 면역글로불린을 제조하였고, 당 분야에 공 지된 통상적인 방법에 따

라 상기 하이브리도마 주로부터 분비되는모노클로날 항체를 수집하고 정제하였다.

각각 정제한 모노클로날 항체 약 2mg 씩을 1.5ml의 에펜도르프 바이알내의 300mM NaHCO 3 400μl에 용해시켰다

. 새로 제조한 NaIO 4 용액(H 2 O중의 42mg/ml) 50μl를 첨가하고 상기 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하여 실온

에서 90분간 서서히 교반하였다. 이 반응액을 Na 2 CO 3 10mM로 미리 평형화시킨(분획 1) PD-10 컬럼(파마시아) 

상에 적재한 다음, 이 컬럼을 500μl 분획씩 용출시켰다. 브래드포드 단백질 분석법을 사용하여 측정한 바와 같이 약 

500μg 이상의 IgG를 함유하는 분획(들)을 수집하였다.

DMSO 중의 글리실디옥타데실아미드 용액을 제조하였다(DMSO 1ml 중의 지질 5mg, 수분간 강하게 진탕시킴). 이 

조건하에서 지질은 완전히 용해되지 않는다. 이 용액 50μl를 조심스럽게 취하여, 전술한 바와 같이 얻은 에펜도르프 

바이알 중에 담긴 정제한 IgG 분획 350μl에 첨가하였다. 이 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하고, 그 혼합물을 실온

에서 20시간 동안 서서히 진탕시켰다.

이어서, NaBH 4 용액(H 2 O 중의 10mg/ml) 100μl를 첨가하였다. 1시간 후, 에탄올아민 용액(H 2 O 1ml중의 15

μl) 40μl를 첨가하였다. 추가 1시간 후에, 상기 반응 혼합물을 PBS로 미리 평형화시킨 PD-10 컬럼 상에 적재하였

다. 지질화된 쥐의 항-ras IgG(3 내지 3.5ml)를 포함하는 분획을 수집하여 얼음에 저장하였다.

상기 실시예에 기재된 하이브리도마 세포주는 미국 모식균 배양 수집소 (American Type Culture Collection, Rock

ville, MD; ATCC Cell Lines and Hybridomas(1992)7th Ed, 본원에 참고 인용함)로부터 얻을 수 있다.

실시예 6

경막 효소의 지질화

효소 감마-글루타밀트랜스펩티다아제(GGT:EC 2.3.2.2)는 γ-글루타밀 부분을 가수분해시키거나 또는 이것을 적합

한 수용체로 전이시킴으로써 글루타치온 및 기타 다른 γ-글루타밀 화합물의 분해를 촉매하는 광범위하게 분포된 효

소이다. GGT는 글리코실화된 뒤 숙성 효소의 2개의 서브유니트로 분열되는 전구체 단백질로서 합성되는 헤테로이량
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체 당단백질이다. GGT는 이것의 중쇄 서브유니트의 N-말단부를 통하여 세포막에 고착된다. 이 효소의 활성 부위는 

상당히 글리코실화되어 있는 분자의 세포외 부분상에 존재한다.

당 분야의 기지의 방법(Barouki 등(1984) J. Biol. Chem. 259 : 7970; Curthoys 및 Hughey(1979) Enzyme 24 : 3
83; Matsuda 등(1983) J. Biochem. 93 :1427; Taniguch 등(1985) J. Natl. Cancer Inst. 75 : 841; Tate 및 Meiste
r(1985) Methods Enzymol. 113 : 400; 및 Toya등(1983) Ann. N. Y. Acad. Sci. 417 : 86, 참고를 위해 본원에 인
용함)에 따라 GGT를 쥐의 신장과 사람의 간암 세포주 배양물로부터 각각 정제한다.

쥐 및 사람의 GGT 정제 제조물 약 1mg 씩을 각각 1.5ml의 에펜도르프 바이알 중의 300mM NaHCO 3 400μl에 용

해시켰다. 새로 제조한 NaIO 4 용액(H 2 O중의 42mg/ml) 50μl를 첨가하고 이 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉한 뒤

실온에서 60분간 서서히 교반시켰다. 이 반응액을 10mM Na 2 CO 3 로 미리 평형화시킨(분획 1) PD-10 컬럼(파마

시아) 상에 적재한 다음, 이 컬럼을 500μl 분획씩 용출시켰다. 브래드포드 단백질 분석법을 사용하여 측정시 GGT를

약 100 μg 이상 함유하는 분획(들)을 수집하였다.

DMSO 중의 글리실디옥타데실아미드 용액을 제조하였다(DMSO 1ml 중의 지질 5mg, 수분간 강하게 진탕시킴). 이 

조건하에서 지질은 완전히 용해되지 않는다. 이 용액 50μl를 조심스럽게 취하여 전술한 바와 같이 얻은 에펜도르프 

바이알내의 정제 GGT 분획 350μl에 첨가하였다. 이 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉하고, 그 혼합물을 실온에서 20

시간 동안 서서히 교반시켰다.

이어서, NaBH 4 용액(H 2 O 중의 10mg/ml) 100μl를 첨가하였다. 1시간 후, 에탄올아민 용액(H 2 O 1ml중의 15

μl) 40μl를 첨가하였다. 추가로 1시간 후에, 이 반응 혼합물을 PBS로 미리 평형화시킨 PD-10 컬럼상에 적재하였다

. 지질화된 사람 및 쥐의 GGT(3 내지 3.5ml)를 포함하는 분획을 수집하여 얼음에 저장하였다.

통상적인 분석 절차(Tate 및 Meister(1983) 전술한 문헌, 본원에 참고 인용함)로 상기 사람 및 쥐의 지질화된 GGT 

분획에 대한 γ-글루타밀트랜스펩티다아제 활성을 분석하고, 지질화된 사람의 GGT 및 지질화된 쥐의 GGT의 특정 

활성을 측정하였다.

상기 지질화된 사람 GGT와 지질화된 쥐 GGT를 클로르아민 T를 사용하여 125 I 로 요오드화시켜 방사선 표지하고 

이 방사선 표지되고 지질화된 GGT 약 50μg을 쥐에게 복강내 주사하였다. 24시간 후, 이 쥐를 죽이고 방사선 사진 

촬영을 위해 조직 샘플을 분리하여 여러 기관내에 존재하는 지질화된 GGT의 국재화 패턴을 측정하였다.

실시예 7

항-액틴 항체의 지질화 및 세포내 면역염색

지질화된 항체가 생세포에서 세포내에 국재화하여 세포내 표적에 결합할 수 있는 것을 설명하기 위해서, 항-액틴 항

체를 지질화시켜, 이것이 배양된 스위스(Swiss) 3T3 섬유아세포에 침투하며 세포골격 단백질 액틴에 결합하는 능력

을 측정하였다. 천연 항-액틴 항체(비지질화됨)를 대조군으로서 사용하였다.

단백질 A-정제된 토끼의 항-액틴 폴리클로날 항체는 하기 방법에 따라 지질화시켰다. 리포아민인 글리실디옥타데실

아미드는 과요오드산염 산화 및 나트륨 보로히드라이드 환원 반응에 의해 항-액틴 항체의 탄수화물 부분에 공유 결

합시켰다. 약 0.2 내지 1.0mg/ml 농도의 항체를 300mM NaHCO 3 0.8ml 중에 용해시켰다. 새로 제조한 NaIO 4 수

용액(42mg/ml) 50μl를 첨가하고 이 배양 바이알을 알루미늄 호일로 밀봉한 뒤 실온에서 90분간 서서히 교반시켰다.

이 반응 혼합물을 10mM Na 2 CO 3 로 미리 평형화시킨 PD-10 컬럼(파마시아, Piscataway, NJ)상에 적재한 뒤, 1

0mM Na 2 CO 3 로 용출시켜 정제하였다. 벤젠중의 글리실디옥타데실아미드 10mg/ml 용액 50 μl를 상기 항체를 

포함하는 분획(예컨대, A 280 으로 모니터하여 측정, 브래드포드 분석법)에 첨가하고 그 반응물을 서서히 교반하면서

실온에서 20시간 동안 배양시켰다. 새로 제조한 NaBH 4 수용액(10mg/ml) 100μl를 첨가하여 실온에서 1시간 동안 

항온처리한 다음, 에탄올아민 용액(H 2 O 1ml중에 용해된 에탄올아민 15μl) 50μl를 첨가하였다. 실온에서 추가 1

시간 후에, 얻은 지질화된 항체를 인산염-완충 식염수로 평형화시킨 PD-10 컬럼상에서 크로마토그래피로 정제하였

다.

ELISA 분석

ELISA 분석으로 천연(비지질화됨) 항-액틴 또는 항-Tat 항체와 비교하여 지질화된 항-액틴 및 지질화된 항-Tat(상

기 참조)의 특정 항원에 대한 결합 친화도를 측정하였다. 항-액틴 항체 또는 항-Tat 항체의 지질화는 이들의 천연(비

지질화됨) 항체에 비해 각각의 항원에 대한 항체의 친화도를 거의 감소시키지 않았다.

세포내 면역염색
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지질화된 항-액틴 항체가 생세포에 존재하는 세포내 액틴에 결합할 수 있음을 설명하기 위해서, 지질화된 항-액틴 

항체 또는 천연 항-액틴 항체를 스위스(Swiss) 3T3 세포 배양물과 1시간 동안 접촉시킨 다음, 충분히 세척하여 잔류

항-액틴 항체를 제거하였다. 이어서 이 세포들을 고정화 및 침투성화시켜 분비되는 항-액틴 항체를 형광-표지된 제2

항체를 이용해 검측하였다. 천연(지질화되지 않음) 항-액틴 항체와 예비배양된 세포에서는 특이적인 염색이 전혀 검

출되지 않은 반면, 지질화된 항-액틴 항체와 예비배양된 세포에서는 특이적인 액틴 염색( 즉, 염색된 액틴 케이블)이 

명백히 관측되었다. 고정화전에 지질화된 항-액틴 항체를 첨가한 경우 경우 관찰된 염색 형태는 고정화 및 침투성화 

후에 천연(비지질화됨) 항-액틴 항체를 세포와 배양한 경우 관찰되는 염색 형태와 유사하였다. 이 데이타는 지질화된

항-액틴 항체가 세포내 액틴에 도달하여 이들과 결합할 수 있으며, 표지된 제2 항체에 의해 인식되어 결합될 수 있음

을 입증하며, 이는 상기 항체가 기능적이고 거의 완전한 것임을 보여준다.

이상에서 본 발명의 이해를 명확히 할 목적으로 다소 상세히 기술하였지만, 특허 청구의 범위 내에서 일정한 변경 및 

수정을 가할 수 있음은 명백한 것이다.

발명의 효과

본 발명은 비교적 비특이적인 연쇄 화학에 의해 면역글로불린의 1차적인 폴리펩티드 서열에 양이온성 치환체를 결합

시킴으로써 세포내로의 항체 수송을 증진시키는 종래 방법은 단백질의 2차, 3차 및/또는 4차 구조에 유해한 변화를 

생성하는 것으로 관찰되었다. 이러한 구조적 변화는 양이온화된 항체내에서 관찰되는 결합 친화성 상실의 분명한 원

인이 된다. 이것을 극복하기 위해, 본 발명은 지질 치환체가 단백질의 생물학적 활성(예, 항원 결합)을 거의 파괴하지 

않도록 주로 단백질의 탄수화물 측쇄에 대한 공유 결합에 의해 면역글로불린과 같은 단백질에 지질 치환체를 결합시

키는 방법을 제공한다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.
세포의 세포내 구획으로 지질화된 면역글로불린을 전달하기 위한 조성물로서, 면역글로불린의 탄수화물 측쇄에 1개 

이상의 리포아민 잔기를 공유 결합시킴으로써 지질화시킨 면역글로불린인 지질화된 면역글로불린과 부형제를 함유

하는 조성물.

청구항 2.
단백질의 탄수화물 측쇄에 1개 이상의 리포아민 잔기를 공유 결합시킴으로써 지질화시킨 폴리펩티드인 지질화된 단

백질.

청구항 3.
항체의 탄수화물 측쇄에 1개 이상의 리포아민 잔기를 공유 결합시킴으로써 지질화시킨 항체인 지질화된 항체.

도면
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