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본 개시내용은 재조합 산물, 예컨대 차세대 생물제제의 개선된 생산 및 품질을 달성하기 위해 지질 대사를 조정

하기 위한 방법 및 조성물을 특징으로 한다.  본원에 기재된 바와 같은 지질 대사의 조정은, 예를 들어, 본원에

기재된 지질 대사 조정제를 세포 또는 무세포 시스템 내로 도입하는 것을 포함한다.  또한, 개선된 생산 능력 및

개선된 산물 품질을 수반한 조작된 세포, 이러한 세포를 조작하는 방법, 및 상기 세포로부터의 산물을 포함하는

제제 및 혼합물이 본 개시내용에 의해 포괄된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

세포에서 재조합 폴리펩티드를 생산하는 방법으로서,

(i) 스테아로일 CoA 데새투라제-1 (stearoyl CoA desaturase-1; SCD1) 또는 그의 기능적 단편 또는 이소형을

포함하는 제1 지질 대사 조정제 (lipid metabolism modulator; LMM)를 코딩하는 제1 외인성 핵산; 및

상기 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산

을 포함하는 진핵 세포를 제공하는 단계,

(ii) 상기 세포를 제1 LMM 및 상기 재조합 폴리펩티드가 발현되는 조건 하에 배양하는 단계

를 포함함으로써 재조합 폴리펩티드를 생산하는 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 폴리펩티드가

i) 치료용 폴리펩티드,

ii) 항체 또는 그의 단편, 모노클로날 항체, 또는 이중특이적 분자, 및/또는

iii) 호르몬, 혈액 응고 (clotting) 또는 응고 (coagulation) 인자, 시토카인 또는 성장 인자, 융합 단백질 및

단백질 백신으로부터 선택된 것

인 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 제1 LMM이 이러한 제1 LMM을 갖지 않은 세포와 비교 시 재조합 폴리펩티드의 증가

된 생산 수율 또는 생산 속도를 제공하는 것인 방법.

청구항 4 

제1항 또는 제2항에 있어서, 제1 LMM이 이러한 제1 LMM을 갖지 않은 세포와 비교 시 미스폴딩되거나 또는 언폴

딩된 재조합 폴리펩티드에 대한 적절하게 폴딩된 산물의 증가된 비를 제공하는 것인 방법.

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 있어서, 제1 LMM이 서열식별번호: 3의 아미노산 서열, 또는 그의 기능적 단편과의 적어도

80% 동일성 또는 적어도 90% 동일성을 갖거나; 또는 서열식별번호: 3의 아미노산 서열, 또는 그의 기능적 단편

과 1개 이상의 아미노산 잔기 내지 50개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이한 것인 방법.

청구항 6 

제1항 또는 제2항에 있어서, 세포가 스테롤 조절 요소-결합 전사 인자 1 (SREBF1) 또는 그의 기능적 단편 또는

이소형을 포함하는 제2 LMM을 코딩하는 제2 외인성 핵산을 추가로 포함하며, 상기 단계 (ii)에서 세포가 제2

LMM이 발현되는 조건 하에 배양되는 것인 방법.

청구항 7 

제6항에 있어서, 제2 LMM이 서열식별번호: 1 또는 34에 상응하는 SREBF1의 아미노산 서열, 또는 서열식별번호:

26, 27, 또는 36에 상응하는 그의 기능적 단편과의 적어도 80% 동일성 또는 적어도 90% 동일성을 갖는 아미노산

서열을 포함하거나; 또는 서열식별번호: 1 또는 34에 상응하는 SREBF1의 아미노산 서열, 또는 서열식별번호:

26, 27, 또는 36에 상응하는 그의 기능적 단편과 1개 이상의 아미노산 잔기 내지 50개 이하의 아미노산 잔기만
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큼 상이한 것인 방법.

청구항 8 

제6항에 있어서, 제2 LMM이 이러한 제2 LMM을 갖지 않은 세포와 비교 시 재조합 폴리펩티드의 증가된 생산 수율

또는 생산 속도를 제공하는 것인 방법.

청구항 9 

제1항 또는 제2항에 있어서, 재조합 폴리펩티드의 생산이 제1 LMM이 없는 세포에 의해 생산된 재조합 폴리펩티

드의 수준 또는 수량과 비교 시 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배만큼 증가된 것인 방법.

청구항 10 

제1항 또는 제2항에 있어서, 제1 LMM을 코딩하는 핵산이 세포의 염색체 게놈 내로 통합되고 LMM이 안정적으로

발현되는 것인 방법.

청구항 11 

제1항 또는 제2항에 있어서, 세포가 포유동물 세포인 것인 방법.

청구항 12 

제1항 또는 제2항에 있어서, 재조합 폴리펩티드를 적어도 하나의 세포성 성분 또는 배지 성분으로부터 분리하는

것을 추가로 포함하는 것인 방법.

청구항 13 

제1항 또는 제2항에 있어서, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산이 제1 LMM을 코딩하는 제1 외인성 핵산

을 도입한 후에 도입되는 것인 방법.

청구항 14 

스테아로일 CoA 데새투라제-1 (stearoyl CoA desaturase-1; SCD1) 또는 그의 기능적 단편 또는 이소형을 포함

하는 제1 지질 대사 조정제 (lipid metabolism modulator; LMM)를 코딩하는 제1 외인성 핵산; 및

재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산

을 포함하는 진핵 세포로서,

상기 제1 외인성 핵산이 세포의 염색체 게놈 내로 통합되며, 상기 재조합 폴리펩티드가

i) 치료용 폴리펩티드,

ii) 항체 또는 그의 단편, 모노클로날 항체, 또는 이중특이적 분자, 및/또는

iii) 호르몬, 혈액 응고 (clotting) 또는 응고 (coagulation) 인자, 시토카인 또는 성장 인자, 항체 분자, 융

합 단백질 및 단백질 백신인

진핵 세포.

청구항 15 

제14항에 있어서, 포유동물 세포인 진핵 세포.

청구항 16 

제15항에 있어서, CHO 세포인 진핵 세포.

청구항 17 

제14항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 LMM이 이러한 제1 LMM을 갖지 않은 세포와 비교 시 재조합 폴

리펩티드의 증가된 생산 수율 또는 생산 속도를 제공하는 것인 진핵 세포.
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청구항 18 

제14항 내지 제16항 중 어느 한 항에 있어서, 제1 LMM이 이러한 제1 LMM을 갖지 않은 세포와 비교 시 미스폴딩

되거나  또는 언폴딩된 재조합 폴리펩티드에 대한 적절하게 폴딩된 산물의 증가된 비를 제공하는 것인 진핵

세포.

청구항 19 

제14항 내지 제16항 중 어느 한 항의 세포를 관심 치료용 재조합 폴리펩티드의 생산에 사용하는 방법.

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

청구항 23 

삭제

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 
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삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 

삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

관련 출원[0001]

본 출원은 2016년 5월 3일에 출원된 미국 가출원 번호 62/330973을 우선권 주장하며, 이 가출원은 그 전문이 본[0002]

원에 참조로 포함된다.

발명의 분야[0003]

본 개시내용은 세포의 지질 대사 경로를 조정하고, 산물, 예를 들어, 재조합 단백질의 생산을 위하여 세포 및[0004]

세포주를 조작하기 위한 방법 및 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

재조합 치료용 단백질은 세포 발현 시스템, 예를 들어, 포유동물 세포 발현 시스템에서 흔히 발현된다.  2014년[0005]

에, 시장 승인된 바이오 의약품의 총수는 212개였고, FDA에 의해 시장 승인된 치료용 산물의 56%가 포유동물 세
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포주에서 생산된다.  그러나, 생산과 관련된 높은 비용은 세계 보건 비용을 증가시키는 원인이 된다.

더욱이, 차세대 단백질 생물제제 (NGB), 예컨대 차세대 융합 단백질, 다량체성 당단백질, 또는 차세대 항체는[0006]

종종, 복잡하고/하거나 비-자연 구조를 가지며, 모노클로날 항체와 같은 분자보다 발현하기가 더 어려운 것으로

입증된다.  현재의 숙주 세포주는 NGB의 효율적인 합성 및 분비를 위한 경로를 진화시키지 않아, 상당히 감소된

성장과 낮은 생산성이 초래되고, 종종 불량한 산물 품질 속성을 갖는 산물이 초래된다.  따라서, 이들 NGB는 발

현하기 어려운 것으로 간주되어, 생산성과 산물 품질이 임상 및 시장 요구를 충족시키지 못한다.

따라서, 최종 산물 품질을 유지하면서도 재조합 생물학적 치료제를 신속하고 효율적이면서도 비용면에서 효과적[0007]

으로 개발 및 생산해야 하는 필요성이 증가하고 있다.

발명의 내용

본 개시내용은 부분적으로, 하나 이상의 지질 대사 경로의 성분의 과다발현에 의해 지질 대사 경로를 조정하면,[0008]

재조합 폴리펩티드 산물을 생산하는 세포의 생산성과 산물 품질이 증가된다는 발견 내용에 근거한다.  따라서,

예를 들어, 하나 이상의 지질 대사 경로를 조정함으로써 지질 대사를 조정하는 것을 이용하여, 보다 고 수율의

산물을 생산하고 개선된 품질의 산물을 생산하는 세포 및 무세포 시스템을 조작할 수 있다는 것이 입증된다.

중요하게도, 본 개시내용은 지질 대사와 연관된 둘 이상의 프로세스 또는 경로를 조정하는 포괄적인 조절제를

사용함으로써 지질 대사의 포괄적인 조절을 특징으로 하며, 이로 인해 다수의 하류 효과가 개선된 산물 생산 및

품질을 달성하게 한다.  본원에 기재된 방법 및 조성물은 재조합 산물 또는 차세대 생물제제 (예를 들어, 융합

단백질, 이중특이적 또는 다중-포맷 항체 분자, 다량체성 단백질, 및 글리코실화된 단백질)의 개선된 생산을 위

하여, 및 이러한 산물을 생산하는데 더 효율적인 시스템 (예를 들어, 세포주 또는 무세포 시스템)의 개발을 위

하여 특히 유용하다.

한 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 산물을 특정 세포에서 생산하는 방법을 특징으로 한다.  실시양태에[0009]

서, 이러한 산물은 폴리펩티드, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드이다.  한 실시양태에서, 상기 방법은 지질 대사

를 조정하는 변형을 포함하는 세포를 제공하고, 이러한 세포를, 예를 들어, 상기 변형에 의한 지질 대사의 조정

에 적합한 조건 하에 배양하고, 그에 의해 산물을 생산하는 것을 포함한다.

또 다른 측면에서, 본 개시내용은 지질 대사를 조정하는 변형을 포함하는 무세포 시스템, 예를 들어, 지질 대사[0010]

를 조정하는 변형을 포함하는 세포 또는 세포주로부터 유래된 무세포 시스템을 제공하고; 이러한 무세포 시스템

을, 산물의 생산에 적합한 조건 하에 놓아둠으로써 이러한 산물, 예를 들어, 폴리펩티드, 예를 들어, 재조합 폴

리펩티드를 생산하는 것을 포함하는, 상기 산물, 예를 들어, 폴리펩티드, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드를 무세

포 시스템에서 생산하는 방법을 특징으로 한다.  한 실시양태에서, 무세포 시스템은 지질 대사를 조정하는 변형

을 포함하는 세포 또는 세포주로부터 유래된다.  한 실시양태에서, 무세포 시스템은 지질 대사를 조정하는 변형

을  포함하는  세포  또는  세포주로부터의  하나  이상의  성분,  예를  들어,  소기관  또는  소기관의  일부분을

포함한다.  일부 실시양태에서, 상기 변형은 지질 대사 조정제 (LMM)를 코딩하는 외인성 핵산을 포함하고, 여기

서 상기 세포 또는 세포주는 LMM, 예를 들어, SREBF1, SREBF2, SCD1, SCD2, SCD3, SCD4, SCD5, 또는 그의 기능

적 단편으로 이루어진 군으로부터 선택된 LMM을 발현한다.  일부 실시양태에서, LMM은 생산된 산물, 예를 들어,

폴리펩티드, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드 (NGB)의 생산, 예를 들어, 생산 수율과 생산 속도를 증가시키는 특

징; 및 산물의 품질을 증가시키는 특징, 예를 들어, 응집을 감소시키는 특징, 글리코실화 불균질성을 감소시키

는 특징, 단편화를 감소시키는 특징, 및 적절하게 폴딩된 산물 대 미스폴딩되거나 또는 언폴딩된 산물의 비를

증가시키는 특징으로 이루어진 군으로부터 선택된 무세포 시스템의 하나 이상의 특징을 변경시킨다.

본원에 기재된 방법 또는 조성물 중 임의의 것을 사용하여 생산될 수 있는 산물의 예는 재조합 산물, 또는 적어[0011]

도 하나의 부분 또는 모이어티가 유전 공학의 결과인 산물을 포함한다.  본원에 기재된 재조합 산물은 진단 또

는 치료 목적에 유용할 수 있다.  한 실시양태에서, 산물은 폴리펩티드, 예컨대 항체 분자 (예를 들어, 이중특

이적 또는 다중-포맷 항체 분자),  융합 단백질, 또는 단백질-접합체; 핵산 분자 (예를 들어, DNA  또는 RNA

분자); 또는 지질-캡슐화된 입자 (예를 들어, 엑소솜 또는 바이러스 유사 입자)를 포함한다.  본원에 기재된 방

법 및 조성물은, 예를 들어, 상업적 또는 치료적 용도로 다량으로 또는 충분한 품질로 생산하기 어려운 산물,

예컨대 차세대 생물제제 (예를 들어, 융합 단백질, 이중특이적 또는 다중-포맷 항체 분자, 다량체성 단백질, 및

글리코실화된 단백질)에 특히 유용할 수 있다.  한 실시양태에서, 예를 들어, 산물을 생산하기 위한, 본원에 기

재된 바와 같은 세포는 이러한 산물을 발현한다.  한 실시양태에서, 상기 세포는 본원에 기재된 산물, 예를 들

어, 표 2 또는 3으로부터 선택된 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산을 포함한다.  산물의 부가의 예는 "산물"
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이란 제목의 섹션에 기재된다.

지질 대사를 조정하는 본원에 개시된 변형은 지질 대사 조정제 (LMM)의 발현을 증가 또는 감소시키거나, 또는[0012]

지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성을 증가 또는 감소시키는 작용제 또는 분자를 포함한다.  한 실시양태

에서, 상기 변형은 핵산, 예를 들어, LMM을 코딩하는 핵산, 또는 LMM의 발현을 억제 또는 감소시키는 억제성 핵

산이다.

한 실시양태에서, 상기 변형은 LMM의 발현을 증가시키고, LMM을 코딩하는 외인성 핵산을 포함한다.  한 실시양[0013]

태에서,  상기  방법은  상기  세포에서,  LMM  또는  외인성  LMM을  코딩하는  외인성  핵산을  형성시키는  것을

포함한다.  한 실시양태에서, 이러한 형성은 지질 대사 조정제를 코딩하는 외인성 핵산을 도입하는 것을 포함한

다.  한 실시양태에서, 상기 형성은 LMM을 코딩하는 내인성 핵산의 발현을 증가시키는 외인성 핵산을 도입하는

것을 포함한다.  본원에 기재된 방법 및 조성물 중 임의의 것에 사용하기 적합한 LMM의 예는 "지질 대사의

조정" 및 "지질 대사 조정제"란 제목의 섹션에 추가로 기재된다.

한 실시양태에서, 세포는 1개 이상의 변형을 포함한다.  한 실시양태에서, 세포는 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9[0014]

또는 10개의 변형을 포함한다.  일부 실시양태에서, 세포는 2개 이상의 변형을 포함한다.  일부 실시양태에서,

세포는 적어도 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 또는 10개의 변형을 포함한다.  한 실시양태에서, 세포는 지질 대사를

조정하는 1개 이상의 제2 변형을 포함한다.  한 실시양태에서, 제2 변형은 제2 LMM, 예를 들어, 제1 변형의 LMM

과 상이한 LMM을 코딩하는 제2 외인성 핵산을 포함한다.  한 실시양태에서, 제2 외인성 핵산과 제1 외인성 핵산

은 동일한 핵산 분자 상에 배치된다.  한 실시양태에서, 제2 외인성 핵산과 제1 외인성 핵산은 상이한 핵산 분

자 상에 배치된다.  한 실시양태에서, 제2 변형은 이러한 제2 변형을 갖지 않은 세포와 비교 시 산물의 증가된

생산 또는 개선된 품질을 제공한다.  한 실시양태에서, 상기 방법은 상기 세포에서, 제2 LMM 또는 제2 외인성

LMM을 코딩하는 제2 외인성 핵산을 형성시키는 것을 포함한다.  한 실시양태에서, 이러한 형성은 제2 LMM을 코

딩하는 제2 외인성 핵산을 도입하는 것을 포함한다.  한 실시양태에서, 상기 형성은 LMM을 코딩하는 내인성 핵

산의 발현을 증가시키는 제2 외인성 핵산을 도입하는 것을 포함한다.

본원에 기재된 방법 또는 조성물 중 임의의 것에 의해 지질 대사를 조정하는 것은 하기 중 어느 하나 이상을 변[0015]

경시키는 것, 예를 들어 증가 또는 감소시키는 것을 포함하거나 또는 그를 유발할 수 있다:

i) 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 발현 (예를 들어, 전사 및/또는 번역);[0016]

ii) 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 활성 (예를 들어, 효소적 활성);[0017]

iii) 세포에 존재하는 지질 (예를 들어, 인지질, 또는 콜레스테롤)의 양;[0018]

iv) 지질 뗏목의 양 또는 지질 뗏목 형성의 속도;[0019]

v) 세포 막 (예를 들어, 혈장 막, 소포 막, 또는 소기관 막)의 유동성, 침투성, 및/또는 두께;[0020]

vi) 포화 지질의 불포화 지질로의 전환 또는 불포화 지질의 포화 지질로의 전환;[0021]

vii) 포화 지질 또는 불포화 지질, 예를 들어, 단일불포화 지질의 양;[0022]

viii) ER 활성을 증가시키는 유리한 조성을 획득하기 위한 세포 내의 지질의 조성;[0023]

ix) ER (예를 들어, ER의 크기, ER 막 표면, 또는 ER을 구성하고/하거나 ER 내에 상주하는 단백질 및 지질의[0024]

양)의 확장;

x) 골지 (예를 들어, 골지의 수 및 크기, 골지 표면, 또는 골지 내에 상주하는 단백질 및 분자의 수 또는 양)의[0025]

확장;

xi) 분비 소포의 양 또는 분비 소포의 형성;[0026]

xii) 산물의 분비 양 또는 분비 속도;[0027]

xiii) 증식 능력, 예를 들어, 증식 속도;[0028]

xiv) 배양물 생육력 또는 세포 생존율;[0029]

xv) 막 수용체의 활성화;[0030]

xvi) 언폴딩된 단백질 반응 (UPR);[0031]
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xvii) 산물의 생산 수율 또는 생산 속도;[0032]

xviii) 산물 품질 (예를 들어, 응집, 글리코실화 불균질성, 단편화, 적절한 폴딩 또는 어셈블리, 번역 후 변형,[0033]

또는 디술피드 결합 스크램블링); 및/또는

xix) 세포 성장/증식 또는 세포 특이적 성장 속도.[0034]

이러한 실시양태에서, 세포의 전술된 특징들 중 임의의 것의 증가 또는 감소는 변형을 갖지 않은 세포와의 비교[0035]

에 의해 결정될 수 있다.

본원에 기재된 방법 및 조성물은 상기 변형을 갖지 않은 세포와 비교 시 산물의 생산을 증가시켜 준다.  생산[0036]

증가는 세포에 의해 생산된 산물의 증가된 양, 수율 또는 수량 및/또는 증가된 생산 속도로써 특징지을 수 있으

며, 여기서 생산 속도는 시간 경과에 따른 산물의 양과 동일하다.  한 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 재조합

폴리펩티드의 생산은, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포에 의한 생산과 비교 시 1%, 5%, 10%,

15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 85%, 또는 100%, 또는 그 초

과만큼; 또는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포에 의한 생산과 비교 시 1배, 2배, 5배,

10배, 20배, 50배, 100배만큼 증가된다.

본원에 기재된 방법 및 조성물은 또한, 상기 변형을 갖지 않은 세포와 비교 시 개선된 산물의 품질 (즉, 산물[0037]

품질)을 유발할 수 있다.  산물의 품질 (즉, 산물 품질)에 있어서의 개선은 하기 중 하나 이상으로써 특징지을

수 있다: 응집 (예를 들어, 응집체 또는 응집 상의 감소); 적절한 폴딩 또는 어셈블리 (예를 들어, 미스폴딩되

거나 또는 언폴딩된 산물; 또는 부분적으로 어셈블리되거나 또는 디스어셈블리된 산물의 감소); 번역 후 변형

(예를 들어, 글리코실화 불균질성, 더 높은 백분율의 목적하거나 또는 미리 결정된 번역 후 변형 상의 증가 또

는 감소); 단편화 (예를 들어, 단편화 상의 감소); 디술피드 결합 스크램블링 (예를 들어, 디술피드 결합 스크

램블링에 기인한 원하지 않는 이소형 또는 구조의 감소).  한 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티

드의 품질은, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포에 의한 생산과 비교 시, 예를 들어, 1%, 5%,

10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 85%, 또는 100%만큼 증

가되거나; 또는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포에 의해 생산된 산물의 품질과 비교 시

1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 100배만큼 증가된다.

실시양태에서, 본원에 기재된 바와 같은 산물을 생산하는 방법은 ER 프로세싱 능력 (ER 확장) 또는 분비를 개선[0038]

시키는 변형을 세포 내로 도입하는 단계; 상기 세포, 또는 세포의 자손으로부터, 또는 상기 세포, 또는 세포의

자손에 의해 컨디셔닝된 배지로부터 산물을 수득하는 단계; 이러한 산물을 적어도 하나의 세포성 또는 배지 성

분으로부터 분리하는 단계; 및/또는, 예를 들어, 활성에 대해 또는 구조적 모이어티의 존재에 대해 상기 산물을

분석하는 단계를 포함하나 이에 제한되지는 않는 하나 이상의 부가 단계를 포함할 수 있다.  한 실시양태에서,

상기 방법은 PDI, BiP, ERO, 또는 XBP1을 코딩하는 핵산을 도입함으로써 ER 프로세싱 능력 (또는 ER 확장)을 개

선시키는 단계를 추가로 포함한다.  한 실시양태에서, 상기 방법은 SNARE 기구 또는 분비 경로에 수반되는 다른

기구를 조정함으로써, 예를 들어, SNARE 성분을 코딩하는 핵산을 도입함으로써, 분비 능력 또는 분비 속도를 개

선시키기 위한 부가의 단계를 추가로 포함한다.

지질 대사의 조정[0039]

본 개시내용은 지질 대사를 조정하기 위한 방법 및 조성물을 특징으로 한다.  한 실시양태에서, 변형은 신생 지[0040]

질생성, 지방산 재에스테르화, 지방산 포화 또는 탈포화, 지방산 신장, 및 인지질 생합성을 포함하나 이에 제한

되지는 않는 하나 이상의 지질 대사 경로의 조정, 예를 들어, 증가를 유발한다.

지질 대사를 조정하는데 적합한 본원에 기재된 변형은 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성을 증가 또는 감[0041]

소시키는 외인성 핵산; 또는 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성을 증가 또는 감소시키는 LMM, LMM 폴리펩

티드, 또는 다른 분자의 도입을 포함한다.  본 개시내용은, 예를 들어, 지질 대사와 연관된 성분의 발현 또는

활성을 증가 또는 감소시킴으로써 지질 대사를 조정하기 위한 지질 대사 조정제의 용도를 특징으로 한다.  실시

양태에서, LMM이 본원에 기재된 포괄적인 조절제이다.

한 실시양태에서, 지질 대사를 조정하는 변형은, 예를 들어, 포괄적인 조절제의 발현 또는 활성을 증가 또는 감[0042]

소시킴으로써 지질 대사의 포괄적인 조절을 유발한다.  이러한 포괄적인 조절제는 하나 이상의 경로에서 충분히

상류에 있는 분자이므로, 다수의 하류 효과에 영향을 미칠 수 있으며, 예를 들어, 상이한 지질 대사 프로세스

또는 경로의 2개 이상, 예를 들어, 2개, 3개, 4개, 5개, 또는 그 초과의 성분의 발현 또는 활성을 증가시킬 수
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있다.  지질 대사 프로세스 또는 경로의 성분은 지질 분자의 합성, 분해, 신장, 또는 구조적 입체형태에 수반되

는 효소, 보조인자, 또는 다른 분자를 포함할 수 있으나 이에 제한되지는 않는다.

한 실시양태에서, 본원에 기재된 포괄적인 조절제는 지질 대사의 성분, 예를 들어, 표 1로부터 선택된 지질 대[0043]

사 유전자 산물의 발현을 상향조절하는, 예를 들어, 증가시키는 전사 인자이다.  한 예로서, 포괄적인 조절제는

둘 이상의 지질 관련 유전자 산물, 예를 들어, 지질 생합성에 수반되는 효소와 지질 분자의 포화 수준에 수반되

는 효소의 발현을 증가시킨다.

본원에 기재된 방법 또는 조성물 중 임의의 것에서, LMM은 하기 중 임의의 것을 포함한다: 지질 대사의 포괄적[0044]

인  조절제,  예를  들어,  지질  대사  유전자를  상향조절하는  전사  인자,  또는  신생  지질생성,  지방산

재에스테르화, 지방산 포화 또는 탈포화, 지방산 신장, 또는 인지질 생합성 경로에서 일정 역할을 하는 성분

(예를 들어, 효소, 보조인자, 또는 분자).

한 실시양태에서, 지질 대사 조정제는 지질 대사 유전자 산물의 발현을 매개하는, 예를 들어, 상향조절하는 전[0045]

사 조절제, 예를 들어, 전사 인자를 포함한다.  지질 대사 유전자 산물의 예는 지질 대사의 포괄적인 조절제,

예를 들어, 지질 대사 유전자를 상향조절하는 전사 인자인 표 1에 제공된 것을 포함하나 이에 제한되지는 않는

다.

한 실시양태에서, LMM은 SREBF1, 또는 SREBF2, 또는 그의 기능적 단편 또는 유사체를 포함한다.  한 실시양태에[0046]

서, 지질 대사 조정제는 SREBF1의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호(SEQ ID NO): 1 또는 34, 또는 그의

기능적 단편, 예를 들어, 서열식별번호: 26, 서열식별번호: 27, 또는 서열식별번호: 36과의 적어도 60, 70, 80,

90, 95, 98, 99 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또는 SREBF1의 아미노산 서열, 예를 들어, 서열식별번호: 1 또

는 34, 또는 그의 기능적 단편, 예를 들어, 서열식별번호: 26, 서열식별번호: 27, 또는 서열식별번호: 36과 1,

2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하

다.  한 실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 핵산은 서열식별번호: 2 또는 32로부터 선택된 핵산 서열,

또는 서열식별번호: 26, 서열식별번호: 27, 또는 서열식별번호: 36을 코딩하는 핵산 중 임의의 것과의 적어도

60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 또는 100% 동일성을 포함한다.

한 실시양태에서, LMM은 SCD1, SCD2, SCD3, SCD4, 또는 SCD5, 또는 그의 기능적 단편 또는 유사체를 포함한다.[0047]

한 실시양태에서, 지질 대사 조정제는 SCD1의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 3, 또는 그의 기능적

단편과의 적어도 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또는 SCD1의 아미노산 서열, 예

를 들어, 서열식별번호: 3, 또는 그의 기능적 단편과 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40,

30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.  한 실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는

핵산은 서열식별번호: 4로부터 선택된 핵산 서열 중 임의의 것과의 적어도 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 또는

100% 동일성을 포함한다.

한 실시양태에서, LMM은 표 1에 제공된 성분 또는 그의 기능적 단편 중 임의의 것을 포함한다.  한 실시양태에[0048]

서, LMM은 표 1에 제공된 성분 또는 그의 기능적 단편 중 임의의 것의 아미노산 서열과의 적어도 60, 70, 80,

90, 95, 98, 99 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또는 표 1에 제공된 성분 또는 그의 기능적 단편 중 임의의 것

의 아미노산 서열과 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아

미노산 잔기만큼 상이하다.  한 실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 핵산은 표 1에 제공된 성분 또는

그의 기능적 단편 중 임의의 것을 코딩하는 핵산 서열과의 적어도 60, 70, 80, 90, 95, 98, 99 또는 100% 동일

성을 포함한다.

한 실시양태에서, 상기 변형은 지질 대사 유전자 산물, 예를 들어, 표 1로부터 선택된 지질 대사 유전자 산물을[0049]

코딩하는 핵산의 발현을 증가시키는 시스 또는 트랜스 조절 요소를 포함한다.

한 실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 핵산은 플라스미드 또는 벡터를 포함한다.[0050]

한 실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 핵산은 형질감염 (예를 들어, 전기천공), 형질도입, 또는 본원[0051]

에 기재된 임의의 다른 전달 방법에 의해 세포 내로 도입된다.

한 실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 핵산은 세포의 염색체 게놈 내로 통합된다.  한 실시양태에서,[0052]

LMM은 안정적으로 발현된다.

한 실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 핵산은 세포의 염색체 게놈 내로 통합되지 않는다.  한 실시양[0053]

태에서, LMM은 일시적으로 발현된다.
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산물[0054]

본원에 기재된 산물은 폴리펩티드, 예를 들어, 재조합 단백질; 핵산 분자, 예를 들어, DNA 또는 RNA 분자; 다량[0055]

체성 단백질 또는 복합체; 지질-캡슐화된 입자, 예를 들어, 바이러스 유사 입자, 소포, 또는 엑소솜; 또는 다른

분자, 예를 들어, 지질을 포함한다.  실시양태에서, 산물은 폴리펩티드, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드이다.

예를 들어, 재조합 폴리펩티드는 단백질; 또는 복잡하고/하거나 비-자연 구조를 갖는 단백질, 예컨대 차세대 생

물제제,  예를  들어,  이중특이적 항체 분자,  융합  단백질,  또는  글리코실화된 단백질을 발현하기 어려울 수

있다.

본원에 기재된 방법 중 임의의 것에서, 산물을 생산하는 방법은 이러한 산물, 예를 들어, 폴리펩티드, 예를 들[0056]

어, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산을 세포 내로 도입하는 것을 추가로 포함한다.

한 실시양태에서, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산은 지질 대사를 조정하는 변형을 포함하는 세포를[0057]

제공한 후에 도입된다.  또 다른 실시양태에서, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산은 세포를, 예를 들

어, 상기 변형에 의한 지질 대사의 조정에 적합한 조건 하에 배양한 후에 도입된다.

한 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산은 지질 대사를 조정하는 변형을[0058]

포함하는 세포를 제공하기 이전에 도입된다.  또 다른 실시양태에서, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵

산은 세포를, 예를 들어, 상기 변형에 의한 지질 대사의 조정에 적합한 조건 하에 배양하기 이전에 도입된다.

본원에 기재된 조성물, 제제, 또는 방법 중 임의의 것에서, 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드는 치료용 폴리[0059]

펩티드 또는 항체 분자, 예를 들어, 항체 또는 그의 항체 단편이다.  한 실시양태에서, 항체 분자는 모노클로날

항체이다.  한 실시양태에서, 항체 분자는 이중특이적 항체 분자, 예를 들어, BiTE (이중특이적 T 세포 인게이

저), DART (이중 친화도 재표적화 또는 재유도 T 세포)이다.

한 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드는 표 2 또는 3으로부터 선택된다.[0060]

실시양태에서, 산물은 세포에 의해 안정적으로 발현된다.  한 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티[0061]

드를 코딩하는 외인성 핵산은 세포의 염색체 게놈 내로 통합된다.  또 다른 한편으론, 산물은 세포에 의해 일시

적으로 발현된다.  한 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산은 세포의 염

색체 게놈 내로 통합되지 않는다.

숙주 세포[0062]

본원에는 본원에 기재된 산물을 생산하기 위한 세포 및 이러한 세포를 조작하는 방법이 제공된다.[0063]

본원에 기재된 조성물, 제제, 또는 방법 중 임의의 것에서, 세포는 진핵 세포이다.  한 실시양태에서, 세포는[0064]

포유동물 세포, 효모 세포, 곤충 세포, 조류 세포, 또는 식물 세포이다.  한 실시양태에서, 세포는 설치류 세포

이다.  한 실시양태에서, 세포는 차이니즈 햄스터 난소 (CHO) 세포이다.  CHO 세포의 예는 CHO-K1, CHOK1SV, 포

텔리젠트(Potelligent) CHOK1SV  (FUT8-KO),  CHO  GS-KO,  익시드(Exceed) (CHOK1SV  GS-KO),  CHO-S,  CHO  DG44,

CHO DXB11, CHOZN, 또는 CHO 유래 세포를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

본원에  기재된  조성물,  제제,  또는  방법  중  임의의  것에서,  세포는  HeLa,  HEK293,  H9,  HepG2,  MCF7,[0065]

Jurkat(Jurkat),  NIH3T3,  PC12,  PER.C6,  BHK,  VERO,  SP2/0,  NS0,  YB2/0,  EB66,  C127,  L  세포,  COS,  예를

들어, COS1 및 COS7, QC1-3, CHO-K1, CHOK1SV, 포텔리젠트 CHOK1SV (FUT8-KO), CHO GS-KO, 익시드 (CHOK1SV

GS-KO), CHO-S, CHO DG44, CHO DXB11, 및 CHOZN으로 이루어진 군으로부터 선택된다.

한 실시양태에서, 세포는 포유동물 세포 이외의 진핵 세포, 예를 들어, 곤충, 식물, 효모, 또는 조류 세포이다.[0066]

한 실시양태에서, 세포는 원핵 세포이다.

한 측면에서, 본 개시내용은 지질 대사 조정제를 코딩하는 외인성 핵산을 특정 세포 내로 도입하거나 또는 이러[0067]

한 세포에서 형성시킴으로써, 증가된 생산 능력 및/또는 개선된 생산 품질을 갖는 세포를 조작하는 것을 포함하

는, 증가된 생산 능력 및/또는 개선된 생산 품질을 갖는 (예를 들어, 하나 이상의 개선된 산물 품질을 수반한

산물을 생산하는) 세포를 조작하는 방법을 특징으로 한다.  실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 외인성

핵산은 형질감염, 형질도입, 예를 들어, 바이러스 형질도입, 전기천공, 뉴클레오펙션, 또는 리포펙션에 의해 세

포 내로 도입된다.  실시양태에서, 지질 대사 조정제를 코딩하는 외인성 핵산은 세포의 염색체 게놈 내로 통합

된다.  실시양태에서, 상기 방법은 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산을 세포 내로 도입하는 것을 추가

로 포함한다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산은 LMM을 코딩하는 외인성 핵산을 도입
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하기에 앞서 도입된다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산은 LMM을 코딩하는 외인성 핵

산을 도입한 후에 도입된다.

한  측면에서,  본  개시내용은 세포를 제공하고,  이러한 세포 내로 본원에 기재된 LMM을  도입함으로써,  예를[0068]

들어, LMM을 코딩하는 외인성 핵산을 도입함으로써 생산된 세포를 특징으로 한다.

한 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 LMM을 코딩하는 외인성 핵산을 포함하는 세포를 특징으로 한다.[0069]

한 측면에서, 본 개시내용은 LMM을 생산하도록 조작된 세포를 특징으로 하며, 여기서 이러한 LMM은 산물, 예를[0070]

들어, 본원에 기재된 차세대 생물제제 (NGB)의 발현을 조정한다.  한 실시양태에서, 상기 세포는 CHO 세포이다.

한 측면에서, 본 개시내용은 LMM을 생산하도록 조작된 CHO 세포를 특징으로 하며, 여기서 이러한 LMM은 산물,[0071]

예를 들어, 본원에 기재된 차세대 생물제제 (NGB)의 발현을 조정한다.

한 측면에서, 본 개시내용은 LMM 및 NGB를 발현하도록 조작된 CHO 세포를 특징으로 하며, 여기서 상기 집단은[0072]

NGB의 고 수준 발현을 위하여 선택되었다.

한 측면에서, 본 개시내용은 LMM을 발현하도록 조작된 CHO 세포를 특징으로 하며, 여기서 LMM은 CHO 세포의 하[0073]

나 이상의 특징을 조정하고, 이와 같이 조작된 CHO 세포는 하기로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 특

징의 조정에 근거하여 선택된다:

i) 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 발현 (예를 들어, 전사 및/또는 번역);[0074]

ii) 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 활성 (예를 들어, 효소적 활성);[0075]

iii) 세포에 존재하는 지질 (예를 들어, 인지질, 또는 콜레스테롤)의 양;[0076]

iv) 지질 뗏목의 양 또는 지질 뗏목 형성의 속도;[0077]

v) 세포 막 (예를 들어, 혈장 막, 소포 막, 또는 소기관 막)의 유동성, 침투성, 및/또는 두께;[0078]

vi) 포화 지질의 불포화 지질로의 전환 또는 불포화 지질의 포화 지질로의 전환;[0079]

vii) 포화 지질 또는 불포화 지질, 예를 들어, 단일불포화 지질의 양;[0080]

viii) ER 활성을 증가시키는 유리한 조성을 획득하기 위한 세포 내의 지질의 조성;[0081]

ix) ER (예를 들어, ER의 크기, ER 막 표면, 또는 ER을 구성하고/하거나 ER 내에 상주하는 단백질 및 지질의[0082]

양)의 확장;

x) 골지 (예를 들어, 골지의 수 및 크기, 골지 표면, 또는 골지 내에 상주하는 단백질 및 분자의 수 또는 양)의[0083]

확장;

xi) 분비 소포의 양 또는 분비 소포의 형성;[0084]

xii) 산물의 분비 양 또는 분비 속도;[0085]

xiii) 증식 능력, 예를 들어, 증식 속도;[0086]

xiv) 배양물 생육력 또는 세포 생존율;[0087]

xv) 막 수용체의 활성화;[0088]

xvi) 언폴딩된 단백질 반응 (UPR);[0089]

xvii) 산물의 생산 수율 또는 생산 속도;[0090]

xviii) 산물 품질 (예를 들어, 응집, 글리코실화 불균질성, 단편화, 적절한 폴딩 또는 어셈블리, 번역 후 변형,[0091]

또는 디술피드 결합 스크램블링); 및/또는

xix) 세포 성장/증식 또는 세포 특이적 성장 속도.[0092]

본원에 기재된 방법 또는 세포, 예를 들어, 조작된 세포 중 임의의 것에서, 세포는 SREBF1,  SREBF2,  SCD1,[0093]

SCD2, SCD3, SCD4, 및 SCD5, 또는 그의 기능적 단편으로 이루어진 군으로부터 선택된 LMM을 발현하거나 또는 그

를 포함한다.

등록특허 10-2536221

- 12 -



본원에 기재된 방법 또는 세포, 예를 들어, 조작된 세포 중 임의의 것에서, 세포는 산물, 예를 들어, 재조합 산[0094]

물, 예를 들어, 이중특이적 항체, 융합 단백질, 또는 글리코실화된 단백질로 이루어진 군으로부터 선택된 차세

대 생물제제를 발현하거나 또는 그를 포함한다.

본원에 기재된 방법 또는 세포, 예를 들어, 조작된 세포 중 임의의 것에서, 세포는 CHO-K1, CHOK1SV, 포텔리젠[0095]

트 CHOK1SV (FUT8-KO), CHO GS-KO, 익시드 (CHOK1SV GS-KO), CHO-S, CHO DG44, CHO DXB11, CHOZN, 또는 CHO

유래 세포로 이루어진 군으로부터 선택된 CHO 세포이다.

조성물 및 제제[0096]

한 측면에서, 본 개시내용은 또한, 본원에 기재된 방법에 의해 만들어진 본원에 기재된 산물의 제제를 특징으로[0097]

한다.  한 실시양태에서, 이러한 제제 중의 산물의 중량 또는 수를 기준으로 적어도 70, 80, 90, 95, 98 또는

99%가 적절하게 폴딩되거나 어셈블리된다.  한 실시양태에서, 상기 제제 중의 산물의 중량 또는 수를 기준으로

50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 또는 5% 미만이 응집된다.  한 실시양태에서, 상기 제제 중의 산물의 중

량 또는 수를 기준으로 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 또는 5% 미만이 산물의 단편이다.

일부 실시양태에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 방법에 의해 만들어진 폴리펩티드, 예를 들어, 표 2 또는 표[0098]

3의 폴리펩티드의 제제를 특징으로 한다.  일부 실시양태에서, 상기 방법에 사용된 세포는 CHOK1, CHOK1SV, 포

텔리젠트 CHOK1SV, CHO GS 녹아웃, CHOK1SV GS-KO, CHOS, CHO DG44, CHO DXB11, CHOZN, 또는 CHO 유래 세포로

이루어진 군으로부터 선택된 CHO 세포이다.

한 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 세포, 예를 들어, 지질 대사를 조정하는 변형을 포함하는 세포와,[0099]

이러한 세포에 의해 생산된 산물을 포함하는 혼합물을 특징으로 한다.  한 실시양태에서, 상기 혼합물은 산물의

중량 또는 수를 기준으로, 상기 변형을 수반하지 않는 경우에 관찰되는 것보다 더 높은 농도, 예를 들어, 적어

도 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 또는 30% 더 높은 농도 하의 산물을 포함한다.  한 실시양

태에서, 상기 혼합물 중의 산물의 중량 또는 수를 기준으로 적어도 70%, 80%, 90%, 95%, 98% 또는 99%가 적절하

게 폴딩되거나 어셈블리된다.  한 실시양태에서, 상기 혼합물 중의 산물의 중량 또는 수를 기준으로 50%, 40%,

30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 또는 5% 미만이 응집된다.  한 실시양태에서, 상기 혼합물 중의 산물의 중량 또는 수

를 기준으로 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 또는 5% 미만이 산물의 단편이다.  일부 실시양태에서, 산물

은 재조합 폴리펩티드, 예를 들어, 표 2 또는 표 3의 재조합 폴리펩티드이다.

한 측면에서, 본 개시내용은 본원에 기재된 세포의 배양에 의해 컨디셔닝된 배지의 제제를 특징으로 하며, 여기[0100]

서 상기 세포는 지질 대사를 조정하는 변형을 포함한다.  한 실시양태에서, 산물은 중량 또는 수를 기준으로,

상기 변형을 수반하지 않는 경우에 관찰되는 것보다 더 높은 농도, 예를 들어, 적어도 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%,

7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 또는 30% 더 높은 농도로 상기 제제에 존재한다.  한 실시양태에서, 제제 중의 산물의

중량 또는 수를 기준으로 적어도 70%, 80%, 90%, 95%, 98% 또는 99%가 적절하게 폴딩되거나 어셈블리된다.  한

실시양태에서, 상기 제제 중의 산물의 중량 또는 수를 기준으로 50%, 40%, 30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 또는 5%

미만이 응집된다.  한 실시양태에서, 상기 제제 중의 산물의 중량 또는 수를 기준으로 50%, 40%, 30%, 25%,

20%, 15%, 10%, 또는 5% 미만이 산물의 단편이다.  일부 실시양태에서, 산물은 재조합 폴리펩티드, 예를 들어,

표 2 또는 표 3의 재조합 폴리펩티드이다.

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어는 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 기[0101]

술자가 통상적으로 이해하는 바와 동일한 의미를 갖는다.  본원에 기재된 것과 유사하거나 또는 등가의 방법 및

물질이 본 발명의 실시 또는 시험에 사용될 수 있긴 하지만, 적합한 방법 및 물질이 아래에 기재된다.  본원에

언급된 모든 간행물, 특허 출원, 특허, 및 다른 참고문헌은 그 전문이 참조로 포함된다.  또한, 물질, 방법, 및

예는 단지 예시적이고 제한하는 것으로 의도되지 않는다.  표제, 소제목 또는 넘버링되거나 또는 문자가 있는

요소, 예를 들어, (a), (b), (i) 등은 단지 읽기 쉽게 하기 위해 제시된 것이다.  본 명세서에서 표제 또는 넘

버링되거나 또는 문자가 있는 요소를 사용하더라도 단계 또는 요소가 알파벳순으로 수행될 필요가 없거나 또는

단계 또는 요소가 반드시 서로 분리되어 있어야 할 필요는 없다.  본 발명의 다른 특징, 목적, 및 이점은 설명

및 도면, 및 청구범위로부터 명백할 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 대조군 발현 벡터 (Ctrl)로 별도로 형질감염되거나, 또는 그의 C-말단에서 V5 에피토프 태그와 융합된[0102]

SCD1 (SCD1-V5) 또는 그의 C-말단에서 V5 에피토프 태그와 융합된 SREBF1 (SREBF1-V5)을 코딩하는 것으로 별도

로 형질감염된, Flp-In CHO 조작된 세포 풀의 수득된 일련의 면역형광 영상이다.  상기 풀은 항-V5 1차 항체 및
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2차 항-마우스 FITC 항체 (중간 영상) 뿐만 아니라 DAPI (왼쪽 영상)로 영상화하였고, 왼쪽 영상과 중간 영상

둘 다의 오버레이 (오른쪽 칼럼)가 제시된다.  영상은 레이카(Leica) 공초점 현미경을 사용하여 생성시켰다.

도 2는 대조군 발현 벡터 (Ctrl)로 형질감염되거나, 또는 SCD1-V5 또는 SREBF1-V5를 코딩하는 것으로 형질감염

된, CHOK1SV 글루타민 신테타제 녹아웃 (GS-KO) 세포 풀의 수득된 일련의 면역형광 영상을 도시한다.  상기 풀

은 항-V5 1차 및 항-마우스 2차 TRITC 항체 (중간 영상) 뿐만 아니라 DAPI (왼쪽 영상)로 영상화하였고, 왼쪽

영상과 중간 영상 둘 다의 오버레이 (오른쪽 칼럼)가 또한 제시된다.  영상은 레이카 공초점 현미경을 사용하여

생성시켰다.

도 3a, 3b, 및 3c는 재조합 Fc 융합 단백질 (Fc 융합 단백질 또는 FP로서 지칭되기도 함) (도 3a) 또는 eGFP

(도 3b)를 발현하기 어려운 플라스미드로 일시적 형질감염시킨 후 CHO  Flp-In™ 세포 풀에서 발현된 외인성

SCD1-V5 및 SREBF1-V5의 결정을 도시한다.  도 3c는 형질감염되지 않고 안정적으로 발현하는 CHO Flp-In™ 세포

풀에서 발현된 외인성 V5-태그부착된 SCD1 및 SREBF1의 결정을 도시한다.  Fc 융합 단백질로 전기천공한 후 96

시간에 수득된 세포 용해물 뿐만 아니라 표시된 V5-태그부착된 지질 대사 조정제 (LMM), SCD1 또는 SREBF1을 단

독으로 발현하는 세포 풀 상에서 웨스턴 블롯 분석을 수행하였다.  항-V5 1차 항체 및 항-마우스 HRP 접합된 2

차 항체를 사용하여 V5-태그부착된 LMM 및 항-β-액틴 또는 항 L7a의 발현을 검출한 다음 (표시된 바와 같음),

항-마우스 및 항-토끼 HRP 접합된 2차 항체 각각과의 노출을, LMM 검출을 위한 부하 대조군으로서 사용하였다.

도 4는 바이셀(ViCell) 세포 계수기를 사용하여 결정된 바와 같이, eGFP-함유 구축물 JB3.3으로의 형질감염 후

LMM SCD1-V5 및 SREBF1-V5를 안정적으로 과다발현하도록 조작된 CHO Flp-In 세포 풀의 생육성 세포 농도를 도시

한다 (n=2).

도 5a 및 5b는 대조군, SCD1-V5, SREBF1-V5 및 SREBF410-V5 과다발현성 CHOK1SV GS-KO 세포 풀을 eGFP 함유 플

라스미드로 형질감염시킨 후 24, 48, 72, 및 96시간 하에서의 세포 배양 농도 및 배양물 생육력을 도시한다.

도 5a는 세포 농도를 도시한다.  하부 칼럼은 생육성 세포 농도를 나타내는 반면, 전체 칼럼은 세포의 총 농도

를 나타내고; 하부 오차 막대는 생육성 세포의 표준 편차를 나타내는 반면, 상부 오차 막대는 총 세포 농도의

표준 편차를 나타낸다.  도 5b는 도 5a에 나타낸 데이터에 근거한 배양물 생육력을 도시한다.  오차 막대는 표

준 편차를 나타낸다.  특별한 시점의 대조군 값과 비교한 양측 T-검정을 이용하여 통계적 유의성을 계산하였다:

*양측  T-검정을  이용한  생육성  세포  농도  유의성  [p<0.05].  
+
양측  T-검정을  이용한  총  세포  농도  유의성

[p<0.05] (n=3).

도 6a, 6b 및 6c는 FACS칼리버(FACSCalibur) 기기 [BD 바이오사이언스(Biosciences)]를 사용하여 생성된 유동

세포 계수 데이터를 도시한다.  eGFP 함유 플라스미드로 형질감염시킨 후 24, 48, 72 및 96시간 하에서 중앙

(도 6a), 기하 평균 (도 6b) 및 산술 평균 (도 6c) 값을 획득하였으며, 여기서 샘플은 대조군, SCD1-V5 또는

SREBF1-V5 과다발현성 Flp-In CHO 세포 풀로부터 채집하였다 (n=2).

도  7a,  7b  및  7c는  FACS칼리버  기기  (BD  바이오사이언스)를  사용하여  생성된  유동  세포  계수  데이터를

도시한다.  eGFP 함유 플라스미드로 형질감염시킨 후 24, 48, 72 및 96시간 하에서 중앙 (도 7a), 기하 평균

(도 7b) 값을 획득하였으며, 여기서 샘플은 대조군, SCD1-V5, SREBF1-V5 또는 SREBF410-V5 과다발현성 CHOK1SV

GS-KO 유래 세포로부터 채집하였다.  도 7c는 측정된 산술 평균 형광에 총 세포 농도 (x10
6
/ml)를 곱함으로써

계산된 바와 같은 배양물 1 ml당 총 형광을 도시한다.  오차 막대는 표준 편차를 표시한다.  특별한 시점의 대

조군 값과 비교한 양측 T-검정을 이용하여 통계적 유의성을 계산하였다 (n=3).  *는 통계상 유의적인 값을 표시

한다 [p<0.05].  데이터는 FACS칼리버 (BD 바이오사이언스)를 사용하여 생성되었다.

도 8a 및 8b는 항체 A 중쇄 및 경쇄를 코딩하는 핵산 구축물의 일시적인 형질감염 후 SCD1-V5 및 SREBF1-V5를

안정적으로 과다발현하는 CHO Flp-In 세포에서의 항체 A 생산을 도시한다.  도 8a는 항-중쇄 1차 항체 및 항-토

끼 HRP 접합된 2차 항체를 사용함으로써 검출된 바와 같이, 항체 A에 상응하는 밴드를 보여주는 웨스턴 블롯이

다.  도 8b는 단백질 A HPLC에 의해 결정된 바와 같이 대조군 세포 풀로부터 생성된 값과 비교 시 LMM 조작된

세포 풀에서의 항체 생산에 있어서의 평균 변화 배수를 도시한다.

도 9a 및 9b는 Fc 융합 단백질을 코딩하는 핵산 구축물의 일시적인 형질감염 후 SCD1-V5 및 SREBF1-V5를 안정적

으로 과다발현하는 CHO Flp-In 세포 풀에서의 상기 Fc 융합 단백질의 생산을 도시한다.  도 9a는 항-중쇄 1차

항체 및 항-토끼 HRP 접합된 2차 항체를 사용함으로써 검출된 바와 같은 Fc 융합 단백질을 대표하는 밴드를 보

여주는 웨스턴 블롯이다.  도 9b는 단백질 A HPLC에 의해 결정된 바와 같이 대조군 세포 풀로부터 생성된 값과
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비교 시 LMM 조작된 세포 풀에서의 Fc 융합 단백질 생산에 있어서의 평균 변화 배수를 도시한다.

도 10a 및 10b는 형질감염 후 48, 72 및 96 h 하에서 항체 A 중쇄 및 경쇄를 코딩하는 핵산 구축물의 일시적인

형질감염 후 SCD1-V5, SREBF1-V5 및 SREBF410-V5를 안정적으로 과다발현하는 CHO GSKO 세포 풀에서, 및 대조군

의 기능없는(Null) CHOK1SV GS-KO 세포 풀 (LMM 작용제 없이, 선별 GS 유전자만을 발현하는 비어있는 플라스미

드를 사용하여 생산된 세포의 대조군 풀)에서 잘 발현된 항체 A의 생산을 도시한다.  도 10a는 항-중쇄 1차 항

체 및 항-토끼 HRP 접합된 2차 항체를 사용함으로써 검출된 바와 같은 항체 A를 대표하는 밴드를 보여주는 웨스

턴 블롯이다.  도 10b는 단백질 A HPLC에 의해 결정된 바와 같이 대조군 세포 풀에서 생성된 값과 비교 시 LMM

조작된 세포 풀에서의 항체 생산에 있어서의 평균 변화 배수를 도시한다.

도 11a 및 11b는 Fc 융합 단백질을 코딩하는 핵산 구축물의 일시적인 형질감염 후 SCD1-V5 및 SREBF1-V5를 안정

적으로 과다발현하는 CHOK1SV GS-KO 세포 풀에서 또는 대조군 세포 풀에서 Fc 융합 단백질을 발현하기 어려운

상대적 생산을 도시한다.  도 11a는 항-중쇄 1차 항체를 사용한 다음, 항-토끼 HRP 접합된 2차 항체와 함께 노

출시킴으로써 검출된 바와 같은, 일시적으로 생산된 융합 단백질의 웨스턴 블롯을 도시한다.  도 11b는 단백질

A HPLC에 의해 결정된 바와 같이 대조군 세포 풀과 비교 시 LMM 조작된 세포 풀에서의 Fc 융합 단백질 생산에

있어서의 평균 변화 배수를 도시한다.

도 12a 및 12b는 대조군 (비어있는), SCD1-V5, SREBF1-V5 또는 SREBF410-V5 유전자 중 하나를 함유하는 플라스

미드 구축물로 일시적으로 형질감염시킨, 항체 A를 안정적으로 발현하는 CHO 세포주로부터 48 및 72시간 후에

수거된 상등액으로부터 항체 A 생산의 분석을 도시한다.  도 12a는 상기 세포로부터의 상등액의 웨스턴 블롯을

도시하고; 항체 A는 항-중쇄 1차 항체를 사용한 다음 항-토끼 HRP 접합된 2차 항체와 함께 노출시킴으로써 검출

되었다.  도 12b는 밴드가 형질감염 후 168시간 하에 상등액에 존재하는 항체 A의 상대적 수준을 나타내는 쿠마

시(Coomassie) 분석을 도시한다.

도 13은 대조군 (비어있는), SCD1-V5, SREBF1-V5 또는 SREBF410-V5 유전자 중 하나를 함유하는 플라스미드 구

축물로 일시적으로 형질감염시킨, 항체 A를 안정적으로 발현하는 CHO 세포주로부터 48, 72, 96 및 144시간 후에

수거된 상등액으로부터 항체 A 생산의 분석을 도시한 것이며, 여기서 단백질 A 옥텟(Octet) 분석을 사용하여 용

적 항체 농도를 결정하였다 (n=2).

도 14는 대조군 (비어있는), SCD1-V5, SREBF1-V5 또는 SREBF410-V5 유전자 중 하나를 함유하는 플라스미드 구

축물로 일시적으로 형질감염시킨, 항체 A를 안정적으로 발현하는 CHO 세포주로부터 48, 72, 96 및 144시간 후에

수거된 상등액 샘플로부터 FC 융합 단백질의 분석을 도시한 것이며, 여기서 생육성 세포 수 및 단백질 A 역가

측정을 사용하여 FC 융합 단백질의 특이적 생산성을 결정하였다.  오차 막대는 표준 편차를 나타낸다 (n=3).

도 15a 및 15b는 대조군, SCD1-V5 또는 SREBF1-V5 함유 벡터로 안정적으로 통합되고 연속해서 항체 A 구축물로

안정적으로 통합된 CHO 세포 풀로부터 48, 72, 96 및 144시간 후에 수거된 상등액 샘플로부터 항체 A 생산의 분

석을 도시한다.  도 15a는 용적 항체 농도를 도시한 반면, 도 15b는 항체 A의 특이적 생산성을 도시한다.  오차

막대는 표준 편차를 나타낸다 (n=3).

도 16a 및 16b는 대조군, SCD1-V5, SREBF1-V5 또는 SREBF410-V5 함유 벡터로 안정적으로 통합되고 연속해서 FC

융합 단백질 구축물로 안정적으로 통합된 CHO 세포 풀로부터 48, 72, 96 및 144시간 후에 수거된 상등액 샘플로

부터 FC 융합 단백질 생산의 분석을 도시한다.  도 16a는 용적 FC 융합 단백질 농도를 도시한 반면, 도 16b는

FC 융합 단백질의 특이적 생산성을 도시한다.  오차 막대는 표준 편차를 나타낸다 (n=3).

도 17a는 형질감염 후 48 및 96 h 하에 이뮤노시토카인 및 LMM 없음 (대조군), SCD1, SREBF1 또는 SREB411 유

전자의 발현에 적절한 유전자를 코딩하는 핵산 구축물의 일시적인 형질감염 후 CHO GSKO 세포로부터의 이뮤노시

토카인 발현의 웨스턴 분석을 도시한다.  상등액 샘플을 감소시키고, 항-중쇄 1차 항체를 사용한 다음 항-토끼

HRP 접합된 2차 항체에 노출시킴으로써 존재하는 밴드를 검출하였다.  하부 밴드는 천연 중쇄 항체를 나타내는

반면, 상부 밴드는 시토카인과 융합된 중쇄 분자를 표시한다.  도 17b는 형질감염 후 96시간에 수득된 샘플의

상대적 이뮤노시토카인 존재량을 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

현재 및 차세대 생물제제 둘 다가 환자에게 치료 효능을 지속적으로 제공함에 따라, 치료용으로 높은 수준의 품[0103]

질을 갖는 다량의 차세대 생물학적 산물에 대한 수요 뿐만 아니라 생산 세포주의 효율적인 개발 및 효율적인 생

산 수단이 단계적으로 확대될 것이다.  더욱이, 많은 차세대 생물제제가 관련 기술분야에 공지된 통상적인 발현
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기술을 사용해서는 통상적인 세포주에서 발현 및 생산되기가 어렵다.  현재의 방법은 이들 산물을 다량으로 생

산하고 임상용에 필요한 높은 수준의 품질로 생산하는데 충분하지 않다.  따라서, 본 개시내용은 현재의 생산

방법으로부터 수득된 수율 및 품질과 비교 시 개선된 품질을 수반한 산물, 예를 들어, 차세대 생물제제를 더 높

은 수율로 수득하기 위한 방법 및 조성물을 특징으로 한다.  본원에 기재된 방법 및 조성물은 또한, 재조합 산

물을 생산하기 위해 현재 사용되고 있는 세포 발현 시스템과 비교 시 개선된 생산성, 산물 품질, 강건함, 및/또

는 배양물 생육력을 수반한 세포 또는 세포주를 조작하는데 유용하다.

정의[0104]

달리 정의되지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어는 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 기[0105]

술자가 통상적으로 이해하는 바와 동일한 의미를 갖는다.  본원에 기재된 것과 유사하거나 또는 등가의 방법 및

물질이 본 발명의 실시 또는 시험에 사용될 수 있긴 하지만, 바람직한 물질 및 방법이 본원에 기재된다.  본 발

명을 설명하고 청구하는데 있어서, 그것이 정의되는 방법에 따라서 다음 용어가 사용될 것이며, 여기서 특정 정

의가 제공된다.

또한, 본원에 사용된 용어는 단지 특별한 실시양태를 설명하기 위한 것이며, 제한하려는 의도가 아니라는 것을[0106]

이해해야 한다.

단수 형태는 그 대상물의 하나 또는 둘 이상 (즉, 적어도 하나)을 지칭하기 위해 본원에 사용된다.  한 예로서,[0107]

"세포"는 하나의 세포 또는 둘 이상의 세포를 의미할 수 있다.

본원에 사용된 바와 같은 "지질 대사 경로의 성분"은 직접적 또는 간접적으로, 지질을 합성하거나, 지질을 분해[0108]

하거나, 지질을 하나의 지질 종에서 또 다른 지질 종으로 전환시키거나, 또는 지질을 변형시키는 분자, 폴리펩

티드, 또는 효소를 지칭한다.  한 실시양태에서, 상기 성분은 효소 기질, 효소 반응 산물, 또는 효소 보조인자

일 수 있다.  한 실시양태에서, 지질 대사 경로의 성분은 LMM이다.  한 실시양태에서, 지질 대사 경로의 성분이

표 1에 제공된다.

본원에 사용된 바와 같은 "내인성"은 유기체, 세포, 조직 또는 시스템 내부에서 자연적으로 생산되거나 또는 그[0109]

로부터의 임의의 물질을 지칭한다.

본원에 사용된 바와 같은 "외인성"은 유기체, 세포, 조직 또는 시스템의 외부에서 생산되거나 또는 그 내로 도[0110]

입된 임의의 물질을 지칭한다.  따라서, "외인성 핵산"은 유기체, 세포, 조직 또는 시스템의 외부에서 생산되거

나 또는 그 내로 도입되는 핵산을 지칭한다.  실시양태에서, 외인성 핵산의 서열은 이러한 외인성 핵산이 도입

되는 유기체, 세포, 조직, 또는 시스템 내부에서 자연적으로 생산되지 않거나, 또는 자연적으로 발견되지 않을

수 있다.  실시양태에서, 비-자연적으로 발생하는 산물, 또는 비-자연적으로 발생하는 부분을 함유하는 산물이

본원에 기재된 숙주 세포와 관련해서 외인성 물질이다.

본원에 사용된 바와 같은 "형성하는 것"은 세포 내로 도입되거나, 세포 내에서 합성되거나, 또는 세포 내에 위[0111]

치하는 LMM 또는 외인성 LMM을 코딩하는 핵산을 유발하는 임의의 다른 프로세스를 지칭한다.

본원에 사용된 바와 같은 "이종"은 상이한 종으로부터의 유기체, 세포, 조직 또는 시스템 내로 도입될 때, 하나[0112]

의 종으로부터의 임의의 물질을 지칭한다.  실시양태에서, 이종 물질은 또한, 하나 또는 다수의 종으로부터의

부분 또는 비-자연적으로 발생하는 부분을 포함하는 물질을 포괄한다.  한 예로서, 핵산이 융합 단백질을 코딩

하며, 여기서 융합 단백질의 일부분이 인간이고, 융합 단백질의 일부분이 박테리아이며, 융합 단백질의 일부분

이 비-자연적으로 발생하며, 상기 핵산이 인간 세포 내로 도입되는 실시양태에서, 상기 핵산은 이종 핵산이다.

본원에 사용된 바와 같은 "지질 대사 경로"는 지질 또는 지질 관련 분자의 합성, 지질 또는 지질 관련 분자의[0113]

신장, 지질 또는 지질 관련 분자의 분해, 지질 또는 지질 관련 분자의 막 내로의 혼입, 지질 또는 지질 관련 분

자의 포화 상태 (예를 들어, 포화되거나 또는 불포화된다), 또는 지질 또는 지질 관련 분자의 화학적 구조의 전

환 또는 변형 (예를 들어, 재에스테르화)과 연관된 프로세스를 지칭한다.  한 실시양태에서, 지질 대사 경로는

지질 합성, 지질 신장, 지질 분해, 막 조성 또는 유동성 상의 변화, 지질 뗏목의 형성 또는 조정, 또는 지질의

변형 또는 전환 (예를 들어, 지질의 포화 또는 탈포화, 또는 지질의 재에스테르화)을 유발한다.  지질 대사 경

로의 예는 신생 지질생성, 지방산 재에스테르화, 지방산 포화, 지방산 탈포화, 지방산 신장, 및 인지질 생합성,

및 언폴딩된 단백질 반응을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

본원에 사용된 바와 같은 "지질 대사 조정제" 또는 "LMM"은 하기 중 하나 이상을 조정하는, 예를 들어, 증가 또[0114]

는 감소시키는 분자, 유전자 산물, 폴리펩티드, 또는 효소를 지칭한다: 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 발현
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(예를 들어, 전사 또는 번역); 지질 대사 경로에 수반되는 성분, 예를 들어, 유전자 산물의 활성 (예를 들어,

효소적 활성); 세포에 존재하는 지질의 수준 또는 양; 지질 뗏목의 수준 또는 양 또는 지질 뗏목 형성의 속도;

세포 막, 예를 들어, 혈장 막 또는 소기관 막의 유동성, 침투성, 또는 두께; 포화 지질의 불포화 지질로의 전환

또는 그반대의 경우; 세포 내에서의 포화 지질 또는 불포화 지질, 예를 들어, 단일불포화 지질의 수준 또는 양;

ER의 활성에 유리한 영향을 미치는 유리한 지질 조성을 달성하기 위한 지질 조성; ER의 확장; 골지의 확장; 분

비 소포의 수준 또는 양 또는 분비 소포 형성; 분비 수준 또는 분비 속도; 막 수용체 (예를 들어, ATR (예를 들

어, 문헌 [The  increase  of cell-membranous phosphatidylcholines containing polyunsaturated fatty acid

residues  induces  phosphorylation  of  p53  through  activation  of  ATR.  Zhang  XH,  Zhao  C,  Ma  ZA. J Cell

Sci.  2007  Dec  1;120(Pt  23):4134-43  PMID:  18032786;  ATR  (ataxia  telangiectasia  mutated-  and  Rad3-

related  kinase)  is  activated  by  mild  hypothermia in mammalian cells and subsequently activates p53.

Roobol A, Roobol J, Carden MJ, Bastide A, Willis AE, Dunn WB, Goodacre R, Smales CM. Biochem J. 2011

Apr 15;435(2):499-508. doi: 10.1042/BJ20101303. PMID: 21284603] 참조) 및 SREPB (예를 들어, 문헌 [Int J

Biol  Sci.  2016  Mar  21;12(5):569-79.  doi:  10.7150/ijbs.14027.  eCollection  2016.  Dysregulation  of  the

Low-Density Lipoprotein Receptor Pathway Is Involved in Lipid Disorder-Mediated Organ Injury. Zhang Y,

Ma KL, Ruan XZ, Liu BC] 참조); 및 부가의 수용체 (예를 들어, 문헌 [Biochim Biophys Acta. 2016 Mar 17.

pii:  S1388-1981(16)30071-3.  doi:  10.1016/j.bbalip.2016.03.019]  참조))의 활성화 또는 불활성화; 및/또는

언폴딩된 단백질 반응 (UPR).  한 실시양태에서, LMM은 폴리펩티드를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 전사

조절제, 예를 들어, 전사 인자를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 SREBF1  또는 그의 기능적 단편 (예를

들어, SREBF-410)을 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 효소를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 SCD1 또는

그의 기능적 단편을 포함한다.

"지질 대사를 조정하는 변형"이란 표현에서 본원에 사용된 바와 같은 "변형"은 본원에 기재된 지질 대사 경로의[0115]

성분, 예를 들어, 유전자 산물의 발현 또는 활성 상의 증가 또는 감소를 가져올 수 있는 작용제를 지칭한다.

실시양태에서, 상기 변형은 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성을 증가시키며, 예를 들어, 이러한 변형의

부재 하에서의 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성과 비교 시, 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성에

있어서, 예를 들어, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,

80%, 85%, 90%, 95%, 99%, 1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배 또는 그 초과의 증가를 유발한다.

실시양태에서, 상기 변형은 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성을 감소시키며, 예를 들어, 이러한 변형의

부재 하에서의 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성과 비교 시, 지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성에

있어서, 예를 들어, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,

80%, 85%, 90%, 95%, 99%, 1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배 또는 그 초과의 감소를 유발한다.

지질 대사 경로의 성분의 발현 또는 활성이 감소되는 일부 실시양태에서, 상기 성분은 지질 대사 경로의 부정적

인 조절제이다.  한 실시양태에서, 상기 변형은 지질 대사 조정제를 코딩하는 이종 또는 외인성 핵산 서열을 포

함한다.  한 실시양태에서, 상기 변형은, 예를 들어, 세포를 작은 분자 또는 폴리펩티드의 존재 하에 배양함으

로써 세포 내로 도입되어 세포의 지질 대사를 조정할 수 있는 외인성 지질 대사 조정제, 예를 들어, 작은 분자

또는 폴리펩티드이다.

본원에서 상호 교환적으로 사용된 바와 같은 용어 "핵산", "폴리뉴클레오티드", 및 "핵산 분자"는 데옥시리보핵[0116]

산 (DNA) 또는 리보핵산 (RNA), 또는 그의 DNA 또는 RNA의 조합물, 및 단일 가닥, 이중 가닥 또는 삼중 가닥 형

태의 그의 중합체를 지칭한다.  용어 "핵산"은 유전자, cDNA, 또는 mRNA를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

한 실시양태에서, 핵산 분자는 합성 (예를 들어, 화학적으로 합성되거나 또는 인공적) 또는 재조합이다.  구체

적으로 제한되지 않는 한, 상기 용어는 참조 핵산과 유사한 결합 특성을 가지며 자연적으로 또는 비-자연적으로

발생하는 뉴클레오티드와 유사한 방식으로 대사되는 자연 뉴클레오티드의 유사체 또는 유도체를 함유하는 분자

를 포괄한다.  달리 표시되지 않는 한, 특별한 핵산 서열은 또한, 그의 보존적으로 변형된 변이체 (예를 들어,

변성 코돈 치환), 대립 유전자, 오르소로그, SNP, 및 상보적 서열 뿐만 아니라 명시적으로 표시된 서열을 암시

적으로 포괄한다.  구체적으로, 변성 코돈 치환은 하나 이상의 선택된 (또는 모든) 코돈의 세 번째 위치가 혼합

염기 및/또는 데옥시이노신 잔기로 치환되는 서열을 생성시킴으로써 달성될 수 있다 (Batzer et al., Nucleic

Acid Res. 19:5081 (1991); Ohtsuka et al., J. Biol. Chem. 260:2605-2608 (1985); and Rossolini et al.,

Mol. Cell. Probes 8:91-98 (1994)).

본원에서 상호 교환적으로 사용된 바와 같은 "펩티드", "폴리펩티드" 및 "단백질"은 펩티드 결합에 의해, 또는[0117]

펩티드 결합 이외의 수단에 의해 공유적으로 연결된 아미노산 잔기로 구성된 화합물을 지칭한다.  단백질 또는

펩티드는 적어도 2개의 아미노산을 함유해야만 하고, 단백질 또는 펩티드의 서열을 포함할 수 있는 아미노산의
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최대 수에 대한 제한은 없다.  한 실시양태에서, 단백질은 2개 이상, 예를 들어, 2, 3, 4, 5개, 또는 그 초과의

폴리펩티드로 구성될 수 있으며, 각각의 폴리펩티드는 공유 또는 비공유 결합/상호 작용에 의해 또 다른 것과

연합된다.  폴리펩티드는 펩티드 결합에 의해 또는 펩티드 결합 이외의 수단에 의해 서로 연결된 2개 이상의 아

미노산을 포함하는 임의의 펩티드 또는 단백질을 포함한다.  본원에 사용된 바와 같은, 상기 용어는 관련 기술

분야에서, 예를 들어, 펩티드, 올리고펩티드 및 올리고머로서 흔히 지칭되기도 하는 짧은 쇄와, 관련 기술분야

에서 단백질 (이에는 많은 유형이 있다)로서 일반적으로 지칭되는 더 긴 쇄 둘 다를 지칭한다.  "폴리펩티드"는

특히, 예를 들어, 생물학적으로 활성인 단편, 실질적으로 상동인 폴리펩티드, 올리고펩티드, 동종이량체, 이종

이량체, 폴리펩티드의 변이체, 변형된 폴리펩티드, 유도체, 유사체, 융합 단백질을 포함한다.

"재조합 산물"은 세포 또는 무세포 시스템에 의해 생산될 수 있는 산물을 지칭한다.  이러한 산물은 분자,[0118]

핵산, 폴리펩티드, 또는 그의 임의의 혼성체일 수 있다.  재조합 산물은 산물의 생산 또는 발현을 제어하는 서

열의 적어도 하나의 뉴클레오티드 또는 산물의 적어도 하나의 성분이 유전 공학에 의해 형성된 것이다.  재조합

산물을 생성하거나 또는 재조합 산물을 코딩하는 구축물을 생성하기 위해 본원에 사용된 바와 같은 유전 공학은

관련 기술분야에 공지된 재조합 DNA 발현 기술 (예를 들어, 문헌 [Current Protocols in Molecular Biology]에

기재된 바와 같음);  부위 지정,  주사,  또는 무작위 돌연변이유발;  CRISPR-기반 전략을 이용하는 게놈 변형

전략; 및 징크 핑거 뉴클레아제 (ZFN)-기반 전략을 포괄한다.  한 예로서, 재조합 산물이 핵산인 실시양태에서,

재조합 핵산의 적어도 하나의 뉴클레오티드, 또는 재조합 핵산의 생산, 예를 들어, 전사를 제어하는 서열의 적

어도 하나의 뉴클레오티드가 유전 공학에 의해 형성되었다.  한 실시양태에서, 재조합 산물은 재조합 폴리펩티

드이다.  한 실시양태에서, 재조합 산물은 자연적으로 발생하는 산물이다.  한 실시양태에서, 재조합 산물은 비

-자연적으로 발생하는 산물, 예를 들어, 합성 산물이다.  한 실시양태에서, 재조합 산물의 일부분이 자연적으로

발생하는 반면, 재조합 산물의 또 다른 부분이 비-자연적으로 발생한다.  또 다른 실시양태에서, 재조합 산물의

제1 부분은 하나의 자연적으로 발생하는 분자인 반면, 재조합 산물의 또 다른 부분은 제1 부분과 상이한 또 다

른 자연적으로 발생하는 분자이다.

"재조합 폴리펩티드"는 본원에 기재된 세포에 의해 생산될 수 있는 폴리펩티드를 지칭한다.  재조합 폴리펩티드[0119]

는 폴리펩티드를 코딩하는 서열의 적어도 하나의 뉴클레오티드, 또는 폴리펩티드의 발현을 제어하는 서열의 적

어도 하나의 뉴클레오티드가 (세포 또는 전구 세포의) 유전 공학 또는 조작에 의해 형성된 것이다.  예를 들어,

적어도 하나의 뉴클레오티드가 변경되며, 예를 들어, 이는 세포 내로 도입되었거나 또는 유전적으로 조작된 재

배열의 산물이다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드의 서열은 폴리펩티드 또는 단백질의 자연적으로 또는 비-

자연적으로 발생하는 이소형과 상이하지 않다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드의 아미노산 서열은 폴리펩티

드 또는 단백질의 자연적으로 또는 비-자연적으로 발생하는 이소형의 서열과 상이하다.  실시양태에서, 재조합

폴리펩티드와 세포는 동일한 종으로부터의 것이다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드의 아미노산 서열은 세포

의 내인성 게놈에 의해 코딩된 폴리펩티드와 동일하거나 또는 이와 실질적으로 동일하거나, 또는 1%, 2%, 3%,

4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는

99% 이하만큼 상이하다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드와 세포는 동일한 종으로부터의 것이며, 예를 들어,

재조합 폴리펩티드는 인간 폴리펩티드이고 세포는 인간 세포이다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드와 세포는

상이한  종으로부터의  것이며,  예를  들어,  재조합  폴리펩티드는  인간  폴리펩티드이고  세포는  비-인간,  예를

들어, 설치류, 예를 들어, CHO, 다른 포유동물 세포, 곤충 세포, 식물 세포, 진균 세포, 바이러스 세포, 또는

박테리아 세포이다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드는 세포에 대해 외인성이며, 달리 말하면, 세포는 제1 종

으로부터의 것이고 재조합 폴리펩티드는 제2 종으로부터의 것이다.  한 실시양태에서, 폴리펩티드는 합성 폴리

펩티드이다.   한  실시양태에서,  폴리펩티드는  비-자연적으로  발생하는  공급원으로부터  유래된다.

실시양태에서, 재조합 폴리펩티드는 인간 폴리펩티드 또는 단백질의 자연적으로 또는 비-자연적으로 발생하는

이소형으로부터의 아미노산 서열에 있어서 상이하지 않는 인간 폴리펩티드 또는 단백질이다.  실시양태에서, 재

조합 폴리펩티드는 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15 또는 20개 이하의 아미노산 잔기에서 인간 폴리펩티드 또는 단백질의

자연적으로 또는 비-자연적으로 발생하는 이소형과 상이하다.  실시양태에서, 재조합 폴리펩티드는 그의 아미노

산 잔기의 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 또는 15% 이하에서 인간 폴리펩티드의 자연적으로 발생

하는 이소형과 상이하다.  재조합 폴리펩티드의 일부분이 인간 폴리펩티드의 자연적으로 또는 비-자연적으로 발

생하는 이소형의 일부분으로부터 유래된 서열을 포함하는 실시양태에서, 재조합 폴리펩티드의 일부분은 1, 2,

3, 4, 5, 10, 15, 또는 20개 이하의 아미노산 잔기만큼, 또는 그의 아미노산 잔기의 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%,

7%, 8%, 9%, 10%, 또는 15%만큼 자연적으로 또는 비-자연적으로 발생하는 이소형의 상응하는 부분과 상이하다.

본원에 사용된 바와 같은 "상동", "동일성", 또는 "유사성"은 두 중합체성 분자, 예를 들어, 두 핵산 분자, 예[0120]

컨대 두 DNA 분자 또는 두 RNA 분자, 또는 두 폴리펩티드 분자 간의 서브유닛 서열 동일성을 지칭한다.  두 분
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자 둘 다 내의 서브유닛 위치가 동일한 단량체성 서브유닛에 의해 점유되는 경우; 예를 들어, 두 DNA 분자 각각

에서의 위치가 아데닌에 의해 점유되는 경우, 이들은 그 위치에서 상동이거나 또는 동일하다.  두 서열 간의 상

동성은 매칭되거나 또는 상동인 위치의 수의 직접 함수인데; 예를 들어, 두 서열 내의 위치의 절반 (예를 들어,

10개 서브유닛 길이의 중합체 내의 5개 위치)이 상동인 경우, 이러한 두 서열은 50% 상동이고; 위치의 90% (예

를 들어, 10개 중 9개)가 매칭되거나 또는 상동인 경우, 그러한 두 서열은 90% 상동이다.

본원에 사용된 바와 같은 용어 "차세대 생물제제" 또는 "NGB"는 세포를 포함하는 생물학적 조성물 또는 세포에[0121]

의해 생산된 조성물을 지칭한다.  생물학적 조성물은 적어도 하나의 자연 성분을 수반한 조성물, 적어도 하나의

자연 성분과 적어도 하나의 비-자연 성분을 수반한 조성물, 적어도 하나의 자연 성분과 적어도 하나의 자연 구

조를 수반한 조성물, 및 적어도 하나의 자연 성분과 적어도 하나의 비-자연 구조를 수반한 조성물, 또는 그의

임의의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된다.  차세대 생물제제는 종종, 복잡하고/하거나 비-자연 구조를 포

함한다.  차세대 생물제제의 예는 융합 단백질, 효소 또는 재조합 효소, 단백질 또는 재조합 단백질, 연장된 반

감기를 수반한 재조합 인자, 장시간 작용하는 치료를 수반한 성장 호르몬, 다량체성 당단백질, 차세대 항체, 항

체 단편, 또는 항체-유사 단백질 (ALP), 소포, 엑소솜, 리포솜, 바이러스, 및 바이러스 유사 입자, 뮤신, 나노

입자, 세포의 추출물, 및 시약으로서 사용되는 세포를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

본원에 인용된 각각의 및 모든 특허, 특허 출원, 및 간행물의 개시내용은 그 전문이 본원에 참조로 포함된다.[0122]

본 발명이 특이적 측면과 관련하여 개시되었지만, 본 발명의 다른 측면 및 변동이 본 발명의 진정한 요지 및 범

위를 벗어나지 않고서도 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 고안될 수 있다는 것이 명백하다.  첨부된 청구

범위는 이러한 측면 및 등가 변동 모두를 포함하는 것으로 해석된다.

지질 대사의 조정[0123]

본 개시내용은, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 유발하는 변형을 세포 또는 무세포 시스템 내로 도입함으로써,[0124]

이러한 세포 또는 무세포 시스템에서 지질 대사를 조정하기 위한 방법 및 조성물을 특징으로 한다.  실시양태에

서,  본  개시내용은  지질  대사에  수반되는  경로  또는  프로세스,  예를  들어,  신생  지질생성,  지방산

재에스테르화, 지방산 포화 또는 탈포화, 지방산 신장, 및 인지질 생합성 경로의 다수 측면에 영향을 미치는 포

괄적인 조절제의 사용을 특징으로 한다.  한 예로서, 포괄적인 조절제는 하나 이상의 지질 대사 경로 또는 프로

세스에서 상류이므로, 포괄적인 조절제는 지질 대사의 여러 가지, 예를 들어, 둘 이상의 하류 프로세스 또는 하

류 성분에 영향을 미친다.  한 실시양태에서, 포괄적인 조절제는 상이한 지질 대사 프로세스 또는 경로에 수반

되는 1개 초과, 예를 들어, 2개 이상의 표적 유전자의 발현을 활성화시킬 수 있는 전사 인자이다.  따라서, 임

의의 이론에 얽매이고자 한 것은 아니지만, 본원에 기재된 바와 같은 포괄적인 조절제의 사용은 지질 대사의 단

일 표적 또는 다른 성분만을 조정하는 하류 이펙터(effector)의 사용과 비교 시 세포의 생산 능력, 강건함, 및

생존율을 상당히 증가시킬 수 있다.  임의의 이론에 얽매이고자 한 것은 아니지만, 세포의 생산 능력, 산물 품

질, 및 강건함을 개선시키는데 수반되는 더 많은 프로세스에 영향을 미침으로써 다중 지질 대사 경로의 포괄적

또는 보다 광범위한 조정이 세포의 생산 능력을 증가시키는 것으로 믿어진다.

본원에 기재된 바와 같은 지질 대사 경로는 지질 또는 지질 관련 분자의 합성, 분해, 전환, 또는 변형에 관한[0125]

프로세스를  지칭한다.   지질  분자는  지방산,  글리세롤지질,  글리세로인지질,  인지질,  사카로리피드,

스핑고지질, 및 스테롤 지질, 예를 들어, 콜레스테롤, 및 폴리케티드를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  지

질 대사 경로의 예는 신생 지질생성, 지방산 재에스테르화, 지방산 포화, 지방산 탈포화, 지방산 신장, 및 인지

질 생합성을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  한 실시양태에서, 본원에 기재된 방법은 지질 대사를 조정하는

변형을 포함하는 세포를 제공한다.  지질 대사를 조정하는 변형은 지질 대사에 수반되는 성분의 발현을 증가 또

는 감소시키는 작용제일 수 있다.  한 실시양태에서, 지질 대사를 조정하는 변형은 지질 대사 조정제 (LMM)를

코딩하는 외인성 핵산을 포함한다.  이러한 실시양태에서, LMM을 코딩하는 외인성 핵산은 본원에 기재된 핵산

전달 방법 또는 기술, 예를 들어, 형질도입 또는 형질감염 중 임의의 것에 의해 세포 내로 도입된다.

한 실시양태에서, 본원에 기재된 방법은 지질 대사를 조정하는 1개 이상, 예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,[0126]

9 또는 10개의 변형을 포함하는 세포를 제공한다.  세포가 지질 대사를 조정하는 2개 이상의 변형을 포함하는

실시양태에서,  지질  대사를  조정하는  각각의  변형은  LMM을  코딩하는  외인성  핵산을  포함한다.   한

실시양태에서, LMM을 코딩하는 2개 이상의 외인성 핵산 각각은 동일한 핵산 분자 내에 위치될 수 있거나, 또는

2개 이상의 상이한 핵산 분자 상에 위치된다.  세포가 LMM을 코딩하는 2개 이상의 핵산 서열을 포함하는 상기

실시양태에서, 이러한 LMM은 서로 상이한데, 예를 들어, 상이한 폴리펩티드 서열을 코딩하거나 또는 상이한 기

능을 갖는다.
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실시양태에서, 예를 들어, 본원에 기재된 LMM을 코딩하는 외인성 핵산을 도입 및 발현함으로써, 세포에서 지질[0127]

대사를 조정하는 것은 하기 중 하나 이상을 변경, 예를 들어, 증가 또는 감소시킨다:

i) 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 발현 (예를 들어, 전사 및/또는 번역);[0128]

ii) 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 활성 (예를 들어, 효소적 활성);[0129]

iii) 세포에 존재하는 지질 (예를 들어, 인지질, 또는 콜레스테롤)의 양;[0130]

iv) 지질 뗏목의 양 또는 지질 뗏목 형성의 속도;[0131]

v) 세포 막 (예를 들어, 혈장 막, 소포 막, 또는 소기관 막)의 유동성, 침투성, 및/또는 두께;[0132]

vi) 포화 지질의 불포화 지질로의 전환 또는 불포화 지질의 포화 지질로의 전환;[0133]

vii) 포화 지질 또는 불포화 지질, 예를 들어, 단일불포화 지질의 양;[0134]

viii) ER 활성을 증가시키는 유리한 조성을 획득하기 위한 세포 내의 지질의 조성;[0135]

ix) ER (예를 들어, ER의 크기, ER 막 표면, 또는 ER을 구성하고/하거나 ER 내에 상주하는 단백질 및 지질의[0136]

양)의 확장;

x) 골지 (예를 들어, 골지의 수 및 크기, 골지 표면, 또는 골지 내에 상주하는 단백질 및 분자의 수 또는 양)의[0137]

확장;

xi) 분비 소포의 양 또는 분비 소포의 형성;[0138]

xii) 산물의 분비 양 또는 분비 속도;[0139]

xiii) 증식 능력, 예를 들어, 증식 속도;[0140]

xiv) 배양물 생육력 또는 세포 생존율;[0141]

xv) 막 수용체의 활성화;[0142]

xvi) 언폴딩된 단백질 반응 (UPR);[0143]

xvii) 산물의 생산 수율 또는 생산 속도;[0144]

xviii) 산물 품질 (예를 들어, 응집, 글리코실화 불균질성, 단편화, 적절한 폴딩 또는 어셈블리, 번역 후 변형,[0145]

또는 디술피드 결합 스크램블링); 및/또는

xix) 세포 성장/증식 또는 세포 특이적 성장 속도.[0146]

실시양태에서, 지질 대사의 조정은 상기 열거된 특성들 중 임의의 것에서의 증가를 유발하며, 예를 들어, 지질[0147]

대사의 조정을 수반하지 않은 세포와 비교 시 상기 열거된 특성들 중 임의의 것에서의 1%, 2%, 5%, 10%, 20%,

30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 또는 99%, 또는 그 초과, 또는 적어도 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 10

배, 20배, 50배, 또는 100배 또는 그 초과의 증가를 유발한다.  실시양태에서, 지질 대사의 조정은 상기 열거된

특성들 중 임의의 것에서의 감소를 유발하며, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포와 비교 시 상

기 열거된 특성들 중 임의의 것에서의 1%, 2%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 또는

99%, 또는 그 초과, 또는 적어도 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배 또는 그 초과의 감

소를 유발한다.

실시양태에서, 지질 대사를 조정하는 변형은 하나 이상의 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 발현 또는 활성을[0148]

증가 또는 감소시킨다.  지질 대사를 조정하는 변형이 지질 대사 경로의 성분의 발현, 예를 들어, 전사 또는 번

역 상의 증가, 또는 이러한 성분의 활성 상의 증가를 유발하는 실시양태에서, 그러한 성분은 지질 대사 경로의

긍정적인 조절제이다.  지질 대사를 조정하는 변형이 지질 대사 경로의 성분의 발현, 예를 들어, 전사 또는 번

역 상의 감소, 또는 이러한 성분의 활성 상의 감소를 유발하는 실시양태에서, 그러한 성분은 지질 대사 경로의

부정적인 조절제이다.  지질 대사 경로의 유전자의 발현, 예를 들어, 전사 및/또는 번역을 정량화하기 위한 검

정은 관련 기술분야에 공지되어 있고, 상기 유전자를 코딩하는 mRNA의 양을 정량화하는 것; 또는 유전자 산물,

또는 폴리펩티드의 양을 정량화하는 것; PCR-기반 검정, 예를 들어, 정량적 실시간 PCR; 노던 블롯; 또는 마이

크로어레이를 포함한다.  지질 대사 경로의 성분, 예를 들어, 지질 대사 경로의 효소의 활성을 정량화하기 위한

검정은 지질 대사 경로의 특별한 성분에 대해 특이적일 것이다.
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세포의 지질 대사의 조정이 이러한 세포 내의 지질의 수준 또는 양에 있어서의 증가를 유발하는 실시양태에서,[0149]

상기 세포 내의 지질의 총 수준 또는 총 양이 증가될 수 있다.  또 다른 실시양태에서, 세포 내에서의 하나 이

상의 종의 지질, 예를 들어, 인지질 또는 콜레스테롤의 수준 또는 양이 증가될 수 있다.  세포 내의 지질 (예를

들어, 전체 또는 선택 지질 종)의 수준 또는 양에 있어서의 증가는 지질 대사를 조정하는 변형을 포함하지 않은

세포와 비교 시, 지질 대사의 조정 후의 세포, 예를 들어, 살아있는 세포 내에서의 지질의 수준 또는 양에 있어

서 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,

95%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 3배, 4배, 또는 5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배 증가를 포함한다.  세

포 내의 지질의 수준 또는 양을 정량화하기 위한 검정은 관련 기술분야에 공지되어 있고, 효소적 검정 및 산화

검정, 및 특별한 구획 (예를 들어, 소기관) 내에서 또는 전체 세포로부터의 지질 성분의 질량 분광분석법에 의

한 측정을 포함한다.

한 실시양태에서, 지질 대사를 조정하는 변형은 증가된 세포 생존율을 유발한다.  예를 들어, 세포 생존율은 세[0150]

포 아폽토시스, 예를 들어, 사멸되었거나 죽은 세포의 수 또는 양을 결정하거나 또는 정량화함으로써 측정될 수

있다.  세포 생존율 상의 증가는 지질 대사를 조정하는 변형을 포함하지 않은 세포와 비교 시, 지질 대사의 조

정 후의 세포, 예를 들어, 살아있는 세포의 수에 있어서의 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,

45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 3배, 4배, 또는 5배,

10배, 20배, 50배, 또는 100배 증가를 포함한다.  또 다른 한편으론, 세포 생존율 상의 증가는, 예를 들어, 지

질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포와 비교 시, 지질 대사의 조정 후의 아폽토시스 세포의 수에 있어서의 1%,

2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%,

99%, 또는 그 초과의 감소를 포함한다.  세포 생존율 또는 아폽토시스를 검출하기 위한 방법, 예를 들어, 아넥

신(Annexin) V 검정은 관련 기술분야에 공지되어 있고 본원의 실시예에 기재되어 있다.

한 실시양태에서, 지질 대사를 조정하는 변형은 증가된 배양물 생육력을 유발한다.  예를 들어, 배양물 생육력[0151]

은 살아있는 세포, 예를 들어, 배양 중이거나 또는 세포 집단 내에서의 살아있는 세포, 또는 생육성 것과 관계

된 특징, 예를 들어, 증식 마커, 무손상 DNA, 또는 아폽토시스 마커를 표시하는 않는 특징을 갖는 세포의 수 또

는 양을 결정하거나 또는 정량화함으로써 측정될 수 있다.  배양물 생육력 상의 증가는, 예를 들어, 지질 대사

의 조정을 수반하지 않은 세포와 비교 시, 지질 대사의 조정 후의 세포, 예를 들어, 살아있는 세포의 수에 있어

서의 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,

95%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 3배, 4배, 또는 5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배, 또는 그 초과의 증가

를 포함한다.  배양물 생육력을 결정하기 위한 방법은 관련 기술분야에 공지되어 있고, 본원의 실시예 3에 기재

되어 있다.  배양물 생육력을 평가하기 위한 다른 방법은 트립판 블루 배제 방법에 이어 혈구계 또는 바이셀

[베크만 쿨터(Beckman-Coulter)]을 사용하여 계수하는 것을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  생육성 바이오

매스를  결정하기  위한  다른  방법은  고주파  임피던스  또는  커패시턴스를  사용하는  방법  (예를  들어,  문헌

[Carvell  and  Dowd,  2006,  Cytotechnology,  50:35-48]),  또는  라만(Raman)  분광법을  사용하는  방법  (예를

들어, 문헌 [Moretto et al., 2011, American Pharmaceutical Review, Vol. 14])을 포함한다.

한 실시양태에서, 지질 대사를 조정하는 변형은 증가된 세포 증식을 유발한다.  예를 들어, 증식할 수 있는 세[0152]

포의 능력은 세포의 수, 세포 배가, 또는 세포의 성장 속도를 정량화하거나 또는 계수함으로써 측정될 수 있다.

또 다른 한편으론, 증식하는 세포는 세포의 게놈 함량 (예를 들어, 복제하는 DNA)의 분석에 의해, 예를 들어,

유동 세포 계수 분석, 또는 증식 마커, 예를 들어, 세포 주기에 수반되는 인산화된 시클린-CDK 복합체인 Ki67의

존재에 의해 확인될 수 있다.  증식할 수 있는 능력 상의 증가는 지질 대사의 조정 후, 세포의 수, 또는 증식

마커를 발현하는 세포의 수에 있어서의 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%,

65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 10배, 20배, 50

배, 또는 100배, 또는 그 초과의 증가를 포함한다.  또 다른 한편으론, 증식할 수 있는 능력 상의 증가는 지질

대사의 조정 후, 세포의 배가 또는 성장 속도에 있어서의 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,

45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 3배, 4배,

5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배, 또는 그 초과의 증가를 포함한다.  세포 계수는 세포 계수 기계를 사용하

거나, 또는 혈구계를 사용함으로써 수행될 수 있다.

한 실시양태에서, 지질 대사를 조정하는 변형은 생산 능력, 예를 들어, 생산된 산물의 양, 수량, 또는 수율, 또[0153]

는 생산 속도에서의 증가를 유발한다.  생산된 산물의 양, 수량, 또는 수율에서의 증가는, 예를 들어, 지질 대

사의 조정을 수반하지 않은 세포에 의해 생산된 산물의 양, 수량, 또는 수율과 비교 시, 지질 대사의 조정 후에

생산된 산물의 양, 수량, 또는 수율에 있어서의 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
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55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50

배, 100배 또는 그 초과만큼의 증가를 포함한다.  생산 속도 상의 증가는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반

하지 않은 세포의 생산 속도와 비교 시, 지질 대사의 조정 후에 생산된 산물의 양, 수량, 또는 수율에 있어서의

1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,

98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 100배 또는 그 초과만큼의 증가를 포함한다.

한 실시양태에서, 생산 속도는 특이적 시간 단위에서 생산된 산물의 양, 수량, 또는 수율을 결정함으로써 결정

된다.

한  실시양태에서,  지질  대사를  조정하는  변형은  산물의  품질,  예를  들어,  응집,  글리코실화  상태  또는[0154]

불균질성, 단편화, 적절한 폴딩 또는 어셈블리, 번역 후 변형, 또는 디술피드 결합 스크램블링에 있어서의 증가

를 유발한다.  산물의 품질에서의 증가는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포에서 관찰된 것과

비교 시 지질 대사의 조정 후, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%,

70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 100배 또는

그 초과의, 비-응집된 산물의 양 또는 수량의 증가, 비-응집된 산물 대 응집된 산물의 비의 증가, 또는 응집된

산물의 양 또는 수량의 감소를 포함한다.  산물의 품질에서의 증가는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지

않은 세포에서 관찰된 것과 비교 시 지질 대사의 조정 후, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,

45%,  50%,  55%,  60%,  65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 5배,

10배, 20배, 50배, 100배 또는 그 초과의, 적절하게 폴딩되거나 어셈블리된 산물의 양 또는 수량의 증가, 적절

하게 폴딩되거나 어셈블리된 산물 대 미스폴딩되거나, 언폴딩되거나, 부분적으로 어셈블리되거나 또는 비-어셈

블리된 산물의 비의 증가, 또는 미스폴딩되거나, 언폴딩되거나, 부분적으로 어셈블리되거나 또는 비-어셈블리된

산물의 양 또는 수량의 감소를 포함한다.  산물의 품질에서의 증가는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지

않은 세포에서 관찰된 것과 비교 시 지질 대사의 조정 후, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,

45%,  50%,  55%,  60%,  65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 5배,

10배, 20배, 50배, 100배 또는 그 초과의, 비-단편화된 또는 완전한 길이의 산물의 양 또는 수량의 증가, 또는

단편화된 산물의 양 또는 수량의 감소를 포함한다.  산물의 품질에서의 증가는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을

수반하지 않은 세포에서 관찰된 것과 비교 시 지질 대사의 조정 후, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,

35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배,

2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 100배 또는 그 초과의, 기능적 산물의 양 또는 수량의 증가, 또는 비-기능적 또는

기능 장애를 일으킨 산물의 양 또는 수량의 감소를 포함한다.  산물의 품질에서의 증가는, 예를 들어, 지질 대

사의 조정을 수반하지 않은 세포에서 관찰된 것과 비교 시 지질 대사의 조정 후, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%,

25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또

는 1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 100배 또는 그 초과의, 글리칸 불균질성의 증가 또는 감소를 포함한다.

산물의 품질에서의 증가는, 예를 들어, 지질 대사의 조정을 수반하지 않은 세포에서 관찰된 것과 비교 시 지질

대사의 조정 후, 1%, 2%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,

85%, 90%, 95%, 98%, 99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 5배, 10배, 20배, 50배, 100배 또는 그 초과의, 기능

적 산물의 양 또는 수량의 증가, 또는 비-기능적 또는 기능 장애를 일으킨 산물의 양 또는 수량의 감소를 포함

한다.

지질 대사 조정제[0155]

본원에 기재된 바와 같은, 지질 대사의 조정은 LMM을 발현하거나 또는 도입함으로써, 또는 LMM의 조절을 변경시[0156]

킴으로써 달성될 수 있다.  한 실시양태에서, LMM은, 예를 들어, LMM을 코딩하는 외인성 핵산을 도입함으로써

또는 프로모터 요소 또는 다른 조절 전사 요소의 도입에 의해 발현을 증가시킴으로써 세포에서 과다발현된다.

또 다른 실시양태에서, LMM의 발현 또는 활성은, 예를 들어, LMM의 억제제 또는 외인성 억제 핵산, 예를 들어,

RNA  간섭제를 도입함으로써 억제되거나 또는 감소된다.  억제 핵산의 예는 LMM,  예를 들어, LMM을 코딩하는

mRNA를 표적으로 하는 짧은 간섭 RNA (siRNA) 및 짧은 헤어핀 RNA (shRNA)를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM

의 활성 또는 발현은 번역 후 변형, 또는 LMM 활성 또는 발현을 조절하는 다른 내인성 조절 메커니즘을 변경시

킴으로써 증가 또는 감소된다.  번역 후 변형에 의한 조절은 인산화, SUMO화, 유비퀴틴화, 아세틸화, 메틸화,

또는 글리코실화를 포함하나 이에 제한되지는 않으며, 이는 LMM 발현 또는 활성을 증가 또는 감소시킬 수 있다.

한 예로서, 번역 후 변형의 조절은 LMM을 변형시키는 효소 또는 분자의 조정을 통하여 달성되거나, 또는 번역

후 변형이 더 자주 또는 구성적으로 발생할 수 없거나 또는 발생하지 않도록 LMM의 변형을 통하여 달성될 수 있

다.  LMM의 조절은 또한, LMM 발현 또는 활성을 증가 또는 감소시킬 수 있는, 예를 들어, miRNA 조절, 단백질

절단, 특이적 이소형의 발현, 교대 스플라이싱, 및 분해 중 하나 이상을 증가 또는 감소시킬 수 있는 내인성 조
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절 메커니즘을 조정하는 것을 포함할 수 있다.

한 실시양태에서, LMM은 지질 대사 경로의 성분의 발현, 예를 들어, 전사, 또는 활성을 조정, 예를 들어, 증가[0157]

또는 감소시킨다.  또 다른 실시양태에서, LMM은 지질 또는 지질 관련 분자의 합성, 분해, 신장, 또는 구조적

입체형태 (예를 들어, 포화 또는 탈포화, 또는 에스테르화)를 조정, 예를 들어, 증가 또는 감소시킨다.  지질

대사 경로의 예시적인 성분 및/또는 LMM이 열거되지만, 표 1에 열거된 것으로 제한되지 않는다.

표 1. 지질 대사 경로 및 그의 성분/유전자 산물[0158]

[0159]
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[0160]

한 실시양태에서, LMM은, 예를 들어, 표 1에 제공된, 지질 대사 경로에 수반되는 성분, 예를 들어, 유전자 산물[0161]

과의 적어도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 아미노산 서

열 동일성 또는 상동성을 포함하거나; 또는, 예를 들어, 표 1에 제공된, 지질 대사 경로에 수반되는 성분, 예를

들어, 유전자 산물의 아미노산 서열과 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또

는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.

한 실시양태에서, LMM은, 예를 들어, 표 1에 제공된, 지질 대사 경로에 수반되는 성분의 기능적 단편을 포함한[0162]

다.  본원에 기재된 바와 같은 LMM의 기능적 단편은 LMM의 하나 이상의 기능적 도메인을 포함할 수 있다.  한

예로서, 전사 인자인 LMM의 기능적 단편은 DNA 결합 도메인 및 트랜스 활성화 도메인을 포함한다.  한 예로서,

효소인 LMM의 기능적 단편은 효소적 활성을 수반한 도메인을 포함한다.  본원에 기재된 바와 같은 LMM의 기능적

단편은 완전한 길이의 LMM의 기능적 활성, 예를 들어, 이러한 기능적 활성의 적어도 5%, 10%, 20%, 30%, 40%,

50%, 60%, 70%, 80%, 또는 90%를 보유한다.  LMM의 기능적 단편은 관련 기술분야의 통상의 기술자에 의해 실험

적으로 결정될 수 있거나, 또는 기능적 도메인의 서열 상동성에 근거한 알고리즘을 사용하여 예측될 수 있다.

예시적인 LMM이 아래에 추가로 기재된다.

본원에 기재된 방법의 실시양태 중 임의의 것에서, LMM은 전사 조절제이다.  한 실시양태에서, LMM은 DNA와 결[0163]

합하거나 또는 DNA와 결합하는 복합체에서 연합되고, 지질 대사에 수반되는 하나 이상의 유전자 산물의 전사를

위해 RNA 폴리머라제를 동원하거나 또는 이러한 폴리머라제를 동원하는 복합체에서 연합되는 전사 인자 또는 전

사 활성화제이다.  한 실시양태에서, LMM은 스테롤 결합 요소 및/또는 E-박스 프로모터 서열과 결합한다.  한

실시양태에서, LMM은 스테롤 조절 요소 결합 인자 1 (SREBF1) 또는 스테롤 조절 요소 결합 인자 2 (SREBF2) 또

는 그의 기능적 단편 또는 이소형을 포함한다.

실시양태에서,  LMM은  포괄적인 전사 활성화제 또는 전사 인자를 포함한다.   한  실시양태에서,  LMM은,  예를[0164]

들어, 표 1에 제공된 바와 같은, 지질 대사 경로의 2개 이상, 예를 들어, 2, 3, 4, 5, 6개, 또는 그 초과의 성

분의 전사를 조정할 수 있다.  또 다른 실시양태에서, LMM은 둘 이상의 지질 대사 경로의 1개 이상, 예를 들어,

1, 2, 3, 4, 또는 5개, 또는 그 초과의 성분 (예를 들어, 표 1에 제공된 바와 같은 성분 및 경로)의 전사를 조

정할 수 있다.

스테롤 조절 요소 결합 인자 1 (SREBF1)은 표적 유전자의 프로모터 영역에 존재하는 E-박스 프로모터 서열 (문[0165]

헌 [Hagen, Rodriguez-Cuenca et al. 2010]) 및 스테롤 조절 요소 (SRE)와 결합함으로써 지질생성, 지방산 재

에스테르화, 지방산 탈포화 및 신장, 및 인지질 생합성에 수반되는 유전자의 전사를 상향조절하는 포괄적인 전

사 활성화제이다.  SREBF1 유전자 자체의 전사는 유전자의 프로모터 영역 내에 다른 전사 조절성 요소 중에서

스테롤  조절  요소  (SRE)가  존재함으로서  내인성으로  조절된다.   더우기,  인산화,  유비퀴틴화,  SUMO화,

아세틸화, 지방산-매개된 변형 및 단백질 분해적 프로세싱을 포함한 다수의 번역 후 조절성 메커니즘으로 인해,
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SREBF1을 중심으로 단단히 제어되었지만 적응 가능한 생체 항상성 시스템이 만들어진다.

완전한 길이의 SREBF1이 합성되고, 이는 주로 소포체 (ER)에 국재된다.  막 일체형 SREBF1은 SREBF1이 골지로[0166]

이동하는 것을 촉진시켜 줄 수 있는 SREBF 절단-활성화 단백질 (SCAP)과 복합체를 형성한다.  그러나, 높은 스

테롤 수준 (특히, 콜레스테롤)이 존재하는 경우, SCAP 상의 입체형태적 변화가 유도되며, 이는 막 일체형 단백

질 insig (인슐린 유도된 유전자)와의 결합을 도와주므로, 이러한 복합체의 이동을 억제시켜 준다.  스테롤의

부재  하에서는,  insig가  SCAP와  결합하지  않으므로,  COPII  매개된  소포  형성을  허용해  주고,  연속해서

SREBF:SCAP 복합체가 골지로 이동할 수 있게 해준다.  순차적인 단백질 분해적 절단은, 세포질에 즉각 존재하지

만 핵으로 이동하는 SREBF1의 N-말단 기본 나선 루프 나선 류신 지퍼 (bHLHlz)를 유리시키는 부위-1 프로테아제

(S1P) 및 부위-2 프로테아제 (S2P) 단백질에 의해 매개된 골지에서 발생한다.  상기와 같이 절단된 SREBF1 상에

존재하는 리신 잔기는 유비퀴틴화되고 26S 프로테아솜에 의해 분해되지만, 이러한 유비퀴틴화는 핵으로의 이동

을 허용해 주는 리신 잔기의 아세틸화를 통하여 억제될 수 있다.  최종적으로, 핵 SREBF1은 신생 지질생성 [지

방산 신타제 (FAS) 및 아세틸 coA 카르복실라제 (ACC)], 지방산 재에스테르화 [디아실글리세롤 아실트랜스퍼라

제 (DGAT), 글리세롤-3-포스페이트 (GPAT) 및 지단백질 리파제 (LPL)], 인지질 생합성 [CTP:포스포콜린 시티딜

릴트랜스퍼라제 (CCT)], 지방산 탈포화 [스테아로일-coA 데새투라제 1 (SCD1)]에 대해 책임이 있는 수많은 유전

자의 상류에서 스테롤 조절 요소 (SRE) 서열과 결합할 수 있다.  핵 SREBF1은 또한, 완전한 길이의 SREBF1 유전

자 자체의 전사를 활성화시킬 수 있지만, 이는 또한, 상기 유전자의 상류에 또한 위치한 간 X 수용체 (LXR) 프

로모터 서열의 활성화에 의존적이다 ([Brown, Goldstein 1997- BROWN, M.S. and GOLDSTEIN, J.L., 1997. The

SREBP Pathway: Regulation of Cholesterol Metabolism by Proteolysis of a Membrane-Bound Transcription

Factor.  Cell,  89(3),  pp.  331-340]  [Hagen,  Rodriguez-Cuenca-  HAGEN,  R.M.,  RODRIGUEZ-CUENCA,  S.  and

VIDAL-PUIG,  A.,  2010.  An  allostatic  control  of  membrane  lipid  composition  by  SREBP1.  FEBS  letters,

584(12), pp. 2689-2698]).

한 실시양태에서, LMM은 SREBF1, 그의 이소형, 또는 그의 기능적 단편을 포함한다.  SREBF1에 대한 아미노산 서[0167]

열이 아래에 제공된다:

[0168]
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SREBF1에 대한 뉴클레오티드 서열이 아래에 제공된다:[0169]

[0170]

한 실시양태에서, LMM은 SREBF1의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 1과의 적어도 50%, 55%, 60%, 65%,[0171]

70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또는 SREBF1의 아미노산

서열, 예를 들어, 서열식별번호: 1과 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는

10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.

SREBF1의 이소형은 관련 기술분야에 공지되어 있고, 이는 이소형 a 및 이소형 b 뿐만 아니라 종 또는 세포 특이[0172]

적, 예를 들어, CHO 세포 특이적인 이소형, 예컨대 이소형 c를 포함한다.  SREBF1 이소형 a에 대한 아미노산 서

열 [진뱅크(GenBank) 수탁 번호 NP_001005291.2]이 아래에 제공된다:
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[0173]

SREBF1 이소형 a (진뱅크 수탁 번호 NM_001005291.2)에 대한 핵산 서열, 또는 mRNA 서열이 아래에 제공된다:[0174]

[0175]
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[0176]
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SREBF1 이소형 b (진뱅크 수탁 번호 NP_004167.3)에 대한 아미노산 서열이 아래에 제공된다:[0177]

[0178]

SREBF1 이소형 b (진뱅크 수탁 번호 NM_004176.4)에 대한 핵산 서열, 또는 mRNA 서열이 아래에 제공된다:[0179]

[0180]
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[0181]

SREBF1 이소형 c (진뱅크 수탁 번호 NM_001244003)에 대한 핵산 서열, 또는 CDS가 아래에 제공된다:[0182]

[0183]
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[0184]
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SREBF1 이소형 c (진뱅크 수탁 번호 NM_001244003)에 대한 핵산 서열, 또는 mRNA 서열이 아래에 제공된다:[0185]

[0186]

[0187]
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SREBF1 이소형 c (진뱅크 수탁 번호 NM_001244003)에 대한 아미노산 서열이 아래에 제공된다:[0188]

[0189]

말단절단된 SREBF1 이소형 c (진뱅크 수탁 번호 NM_001244003), 예를 들어, SREB411에 대한 핵산 서열, 또는[0190]

mRNA 서열이 아래에 제공된다:

[0191]

말단절단된 SREBF1 이소형 c (진뱅크 수탁 번호 NM_001244003), 예를 들어, SREB411에 대한 아미노산 서열이 아[0192]

래에 제공된다:

[0193]

한 실시양태에서, LMM은 SREBF1의 이소형의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 28, 30, 34, 또는 36과의[0194]

적어도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하

거나; 또는 SREBF1의 이소형의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 28, 30, 34, 또는 36과 1, 2, 또는 3

개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.
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한 실시양태에서, LMM은 SREBF1의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 34와의 적어도 50%,  55%,  60%,[0195]

65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또는 SREBF1의 아

미노산 서열, 예를 들어, 서열식별번호: 34와 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20,

15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.

또 다른 실시양태에서, LMM은 SREBF1 또는 그의 이소형, 예를 들어, 말단절단된 SREBF1의 기능적 단편을 포함한[0196]

다.  한 실시양태에서, LMM은 SREBF1의 기능적 단편, 예를 들어, 서열식별번호: 1 또는 34의 기능적 단편, 또는

SREBF1 이소형, 예를 들어, 서열식별번호: 28, 30, 또는 36의 기능적 단편을 포함한다.  한 실시양태에서, LMM

은 SREBF1의 기능적 도메인, 예를 들어, SREBF1의 트랜스 활성화 도메인을 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은

SREBF1의 나선-루프-나선 (HLH) 도메인을 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 핵 내로 전위될 수 있고/있거나

SREBF1 표적 유전자의 전사를 개시할 수 있는 SREBF1의 기능적 단편을 포함한다.

한  실시양태에서,  LMM은  SREBF1의  N-말단  410개  아미노산  (본원에서  SREBF410으로서  지칭되기도  함),  예를[0197]

들어, 서열식별번호: 1의 아미노산 1-410을 포함한다.  SREBF1의 N-말단 410개 아미노산의 아미노산 서열이 아

래에 제공된다:

[0198]

한 실시양태에서, LMM은 SREBF1의 N-말단 410개 아미노산의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 26과의[0199]

적어도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하

거나; 또는 SREBF1의 N-말단 410개 아미노산의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 26과 1, 2, 또는 3개

또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.

또 다른 실시양태에서, LMM은 SREBF1의 아미노산 91-410, 예를 들어, 서열식별번호: 1의 아미노산 91-410을 포[0200]

함한다.  SREBF1의 위치 91-410에서의 아미노산의 아미노산 서열이 아래에 제공된다:

[0201]

한 실시양태에서, LMM은 SREBF1의 위치 91-410에서의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 27과의 적어도[0202]

50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또

는 SREBF1의 위치 91-410에서의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 27과 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미

노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.  한 실시양태에서, LMM은

SREBF1 또는 그의 기능적 단편을 코딩하는; 예를 들어, 아미노산 서열 서열식별번호: 1 또는 그의 기능적 단편

을 코딩하는 핵산 서열과의 적어도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,

또는 100% 동일성을 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 서열식별번호: 2의 핵산과의 적어도 50%, 55%, 60%,

65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함한다.

또 다른 실시양태에서, LMM은 SREBF2 또는 그의 기능적 단편과의 적어도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,[0203]

85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또는 SREBF2 또는 그의 기능적 단편과

1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이

하다.

한 실시양태에서, LMM은 효소를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 포화 지방산을 불포화 지방산으로 전환시켜[0204]

주는 효소를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 포화 지방산을 단일불포화 지방산, 예를 들어 1개의 이중 결합

을 수반한 지방산으로 전환시켜 주는 효소를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 포화 지방산을 다중 불포화 지

방산, 예를 들어, 2개 이상, 예를 들어, 2, 3, 4, 5개, 또는 그 초과의 이중 결합을 수반한 지방산으로 전환시

켜 주는 효소를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 스테아로일 CoA 데새투라제 1 (SCD1), 스테아로일 CoA 데새
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투라제 2 (SCD2), 스테아로일 CoA 데새투라제 3 (SCD3), 스테아로일 CoA 데새투라제 4 (SCD4), 스테아로일 CoA

데새투라제 5 (SCD5), 그의 이소형, 또는 그의 기능적 단편을 포함한다.

SCD1은 포화 지방산 (SFA)을 단일불포화 지방산 (MUFA)으로 전환시키는데 책임이 있는 속도 제한 효소이다.  상[0205]

기 유전자의 발현을 세포 생존율, 증식 및 종양 형성 특성의 증가와 연계시킨 연구로 인해 최근 수년간 SCD1에

대한 관심이 증가하였다 (Angelucci, Maulucci et al. 2015) (Igal 2011).  SCD1은 또한, 세포성 대사 속도 제

어와 전반적인 지질생성 둘 다에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다.  후자는 주요 생합성 경로 조절제 아세

틸-CoA 카르복실라제 (ACC)와의 직접적인 상호 작용을 통하여 제어될 뿐만 아니라, SFA가 ACC를 억제하는 것으

로 공지되기 때문에 지질 생합성을 증가시키기 위해 효소 기능성을 촉진시켜 주는 MUFA로의 SFA의 전환을 통하

여 제어된다 (Igal 2010).  SCD1의 주요 조절은 전사 활성화를 통해서이며, 이로써 전사 인자, 예컨대 SREBF1이

유전자의 프로모터 영역 내의 SRE 서열과 결합한다.  SCD1은 막 일체형 단백질로서 ER 내에 내인성으로 위치되

며, 여기서 SCD1은 SFA의 MUFA로의 전환을 촉매하는 그의 효소적 기능을 수행한다.  SFA의 MUFA로의 전환에 있

어서의 그의 역할 (예를 들어, MUFA 대 SFA의 비의 상향조절)은 지질 뗏목 도메인 상의 감소를 조절할 수 있으

며, 이는 결국 막 유동성 증가를 유발할 수 있다.  이러한 막 유동성과 막 지질 조성에 있어서의 변화는 또한,

소포 형성에 영향을 미칠 수 있으므로, 세포성 소통과 ER 크기 또는 형태 (예를 들어, ER 확장)에 영향을 미칠

수 있다.  SCD1  유전자의 녹다운이 또한, 언폴딩된 단백질 반응을 상향조절하는 것으로 밝혀졌다 (Ariyama,

Kono et al. 2010).  더욱이, SCD1은 세포성 팔미트산을 부정적으로 조절하며, 이는 결국, ACC의 강력한 부정적

조절제이다.  SCD1은 또한, AMP 활성화된 단백질 키나제 (AMPK)의 인산화 상태를 제어하며, 결과적으로 인산화

할 수 있는 그의 능력이 저하되므로, 지질 합성 프로세스에서 속도 제한 효소인 ACC를 억제한다.  마지막으로,

SFA의 탈포화는 세포 사멸을 야기할 수 있는 그의 축적을 방지시킨다.  따라서, SCD1의 조정이 지질 생합성, 세

포 생존율 및 증식 속도의 증가를 유발한다 ([Hagen, Rodriguez-Cuenca et al.], [Scaglia, Chisholm et al.

2009]).

한 실시양태에서, LMM은 SCD1을 포함한다.  SCD1의 아미노산 서열이 아래에 제공된다:[0206]

[0207]

SCD1의 뉴클레오티드 서열이 아래에 제공된다:[0208]

[0209]

한 실시양태에서, LMM은 SCD1의 아미노산 서열; 예를 들어, 서열식별번호: 3과의 적어도 50%, 55%, 60%, 65%,[0210]

70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또는 SCD1의 아미노산

서열, 예를 들어, 서열식별번호: 3과 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는

10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.  한 실시양태에서, LMM은 SCD1의 기능적 단편, 예를 들어, 서열식별

번호: 3의 기능적 단편을 포함한다.

한 실시양태에서, LMM은 SCD1 또는 그의 기능적 단편을 코딩하는; 예를 들어, 아미노산 서열 서열식별번호: 3[0211]

또는 그의 기능적 단편을 코딩하는 핵산 서열과의 적어도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%,

96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 서열식별번호: 4의 핵산과의 적어
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도 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함한다.

또 다른 실시양태에서, LMM은 SCD2,  SCD3,  SCD4,  SCD5,  또는 그의 기능적 단편의 아미노산 서열과의 적어도[0212]

50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 또는 100% 동일성을 포함하거나; 또

는 SCD2, SCD3, SCD4, SCD5, 또는 그의 기능적 단편의 아미노산 서열과 1, 2, 또는 3개 또는 과의 아미노산 잔

기 내지 50,, 40, 30, 20, 15, 또는 10개 이하의 아미노산 잔기만큼 상이하다.  또 다른 실시양태에서, LMM은

적어도 포함한다.

또  다른  실시양태에서,  LMM은  SCD1,  SCD2,  SCD3,  SCD4,  또는 SCD5의  기능적 단편,  예를 들어,  말단절단된[0213]

SCD1, SCD2, SCD3, SCD4, 또는 SCD5를 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 SCD1, SCD2, SCD3, SCD4, 또는 SCD5

의 기능적 단편, 예를 들어, 서열식별번호: 3의 기능적 단편을 포함한다.  한 실시양태에서, LMM은 SCD1, SCD2,

SCD3, SCD4, 또는 SCD5의 기능적 도메인, 예를 들어, 포화 지방산을 단일불포화 지방산으로 전환시키기 위한 효

소적 활성을 갖는 도메인을 포함한다.

둘 이상의 아미노산 또는 핵산 서열의 맥락에서 퍼센트 동일성은 동일한 둘 이상의 서열을 지칭한다.  두 서열[0214]

이 다음 서열 비교 알고리즘 중 하나를 사용하거나 또는 수동 정렬 및 육안 검사에 의해 측정된 바와 같은 지정

된 영역에 걸쳐, 또는 비교 윈도에 걸쳐 최대 상응도를 위해 비교 및 정렬되는 경우에, 명시된 영역에 걸쳐, 또

는 명시되지 않는 경우에는 전체 서열에 걸쳐, 동일한 아미노산 잔기 또는 뉴클레오티드를 명시된 백분율로 갖

는다면 (예를 들어, 60% 동일성, 임의로 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%,

83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또는 99% 동일성) 이러

한 두 서열은 "실질적으로 동일하다".  일부 실시양태에서, 정렬은 갭 또는 삽입된 서열을 유발할 수 있으며,

여기서 서열 유사성은 이러한 갭 또는 삽입된 서열을 플랭킹하는 명시된 영역에 대하여 결정될 수 있거나, 또는

서열 유사성은 갭 또는 삽입된 서열을 포함하는 영역 전체에 걸쳐 결정될 수 있다.  임의로, 동일성은 길이가

적어도 약 50개 아미노산 또는 뉴클레오티드, 100개 아미노산 또는 뉴클레오티드, 150개 아미노산 또는 뉴클레

오티드인 영역에 걸쳐 존재한다.  보다 바람직하게, 동일성은 길이가 약 200개 이상의 아미노산 또는 뉴클레오

티드, 또는 약 500개 또는 1000개 이상의 아미노산 또는 뉴클레오티드인 영역에 걸쳐 존재한다.

서열  비교를  위해,  하나의  서열이  전형적으로  참조  서열로서  작용하며,  이와  하나  이상의  시험  서열을[0215]

비교한다.  서열 비교 알고리즘을 사용하는 경우에는, 시험 서열과 참조 서열이 컴퓨터에 입력되고, 필요한 경

우, 하위서열 좌표가 지정되며, 서열 알고리즘 프로그램 파라미터가 지정된다.  디폴트 프로그램 파라미터를 사

용할 수 있거나, 또는 대체 파라미터를 지정할 수 있다.  이어서, 서열 비교 알고리즘은 프로그램 파라미터에

근거하여, 참조 서열과 비교한 시험 서열에 대한 퍼센트 서열 동일성을 계산한다.  비교를 위해 서열을 정렬하

는 방법은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  비교를 위해 서열을 최적으로 정렬하는 것은, 예를 들어, 문

헌 [Smith  and  Waterman,  (1970)  Adv.  Appl.  Math.  2:482c]의 국소 상동성 알고리즘, 문헌 [Needleman  and

Wunsch,  (1970)  J.  Mol.  Biol.  48:443]의 상동성 정렬 알고리즘, 문헌 [Pearson  and  Lipman,  (1988)  Proc.

Nat'l.  Acad.  Sci.  USA  85:2444]의  유사성  검색  방법,  이들  알고리즘의  컴퓨터화된  구현  (GAP,  BESTFIT,

FASTA,  and  TFASTA  in  the  Wisconsin  Genetics  Software  Package,  Genetics  Computer  Group,  575  Science

Dr., Madison, WI), 또는 수동 정렬 및 육안 검사 (예를 들어, 문헌 [Brent et al., (2003) Current Protocols

in Molecular Biology] 참조)에 의해 시행될 수 있다.  다수의 서열 정렬은 클러스탈(Clustal)W, 클러스탈 오

메가, 및 MAFFT와 같은 알고리즘에 의해 수행될 수 있다.  둘 이상의 서열 간의 관계를 비교하기 위한 다른 알

고리즘은 은닉 마르코프(Hidden Markov) 모델을 포함한다.  은닉 마르코프 모델은 특별한 뉴클레오티드 (또는

아미노산) 유형이 또 다른 유형 (숨겨진 확률 경로)을 따르는 확률을 설명하는 모델이다.  이는 실제로 알고리

즘이 아닌 확률론적 모델이다.  알고리즘 (또는 이러한 알고리즘을 구현하는 프로그램)의 예는 HMMER일 수 있다

(http://hmmer.org/).

퍼센트 서열 동일성 및 서열 유사성을 결정하는데 적합한 알고리즘의 2가지 예는 BLAST 및 BLAST 2.0 알고리즘[0216]

이며, 이는 문헌 [Altschul et al., (1977) Nuc. Acids Res. 25:3389-3402]; 및 [Altschul et al., (1990) J.

Mol. Biol. 215:403-410]에 각각 기재되어 있다.  BLAST 분석을 수행하기 위한 소프트웨어는 미국 국립 생명공

학 정보 센터 (NCBI)를 통해 공개적으로 입수 가능하다.

산물[0217]

본원에는 고 수율의 산물 및/또는 개선된 산물 품질을 생산할 수 있는 세포 또는 무세포 발현 시스템을 조작 및[0218]

제조하기 위한 방법 및 조성물이 제공된다.  본원에 기재된 산물은 폴리펩티드, 예를 들어, 재조합 단백질; 핵

산 분자, 예를 들어, DNA 또는 RNA 분자; 다량체성 단백질 또는 복합체; 지질-캡슐화된 입자, 예를 들어, 바이
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러스 유사 입자, 소포, 또는 엑소솜; 또는 다른 분자, 예를 들어, 지질을 포함한다.  실시양태에서, 산물은 폴

리펩티드, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드이다.  실시양태에서, 산물은 엑소솜이다.  예를 들어, 재조합 폴리펩

티드는 단백질, 또는 복잡하고/하거나 비-자연 구조를 갖는 단백질, 예컨대 차세대 생물제제, 예를 들어, 이중

특이적 항체 분자, 융합 단백질, 또는 글리코실화된 단백질을 발현하기 어려울 수 있다.

실시양태에서, 본원에 기재된 방법 또는 조성물에 의해 생산된 세포 또는 세포주는 의학적 병태, 장애 또는 질[0219]

환의 치료에 유용한 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드를 생산한다.  의학적 병태, 장애 또는 질환의 예는 대

사  질환  또는  장애  (예를  들어,  대사  효소  결핍증),  내분비  장애  (예를  들어,  호르몬  결핍증),  지혈의

조절이상, 혈전증, 조혈 장애, 폐 장애, 위장 장애, 자가면역 질환, 면역 조절이상 (예를 들어, 면역결핍증),

불임증, 이식, 암, 및 감염성 질환을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

실시양태에서, 산물은 외인성 단백질, 예를 들어, 세포에 의해 자연적으로 발현되지 않는 단백질이다.  한 실시[0220]

양태에서, 이러한 단백질은 하나의 종으로부터의 것인 반면, 세포는 상이한 종으로부터의 것이다.  또 다른 실

시양태에서, 단백질은 비-자연적으로 발생하는 단백질이다.

다른 실시양태에서, 산물은 세포에 의해 내인성으로 발현되는 단백질이다.  한 실시양태에서, 산물은 내인성 또[0221]

는 자연 수준에서 세포에 의해 내인성으로 발현되는 단백질이다.  본원에 기재된 본 방법 및 조성물은 내인성

산물, 예를 들어, 세포에 의해 자연적으로 생산되는 자연적으로 발생하는 산물의 생산 및 품질을 증가시키기 위

해 사용된다.  또 다른 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 단백질을 코딩하는 외인성 핵산이 세포 내로 도입되고

이에 의해 발현된다.  또 다른 실시양태에서, 세포에 의해 내인성으로 발현되는 산물의 발현을 증가시키는 외인

성 핵산이 세포 내로 도입된다.  한 예로서, 외인성 핵산은 세포의 내인성 산물의 발현을 제어하는 프로모터

(예를 들어, SRF 프로모터 서열; 예를 들어, 문헌 [The transcription factor Ap-1 regulates monkey 20α-

hydroxysteroid  dehydrogenase  promoter  activity  in  CHO  cells.  Nanjidsuren  T,  Min  KS.  BMC  Biotechnol.

2014 Jul 30;14:71. doi: 10.1186/1472-6750-14-71.PMID: 25073972] 참조)를 활성화시키는 서열을 포함한다.

재조합 산물은 치료용 산물이거나, 또는 예를 들어, 약물 스크리닝에 유용한 진단용 산물일 수 있다.  치료 또[0222]

는 진단용 산물은 항체 분자, 예를 들어, 항체 또는 항체 단편, 융합 단백질, 호르몬, 시토카인, 성장 인자, 효

소, 당단백질, 지단백질, 리포터 단백질, 치료용 펩티드, 또는 이들 중 임의의 것의 구조적 및/또는 기능적 단

편 또는 혼성체를 포함할 수 있으나 이에 제한되지는 않는다.  다른 실시양태에서, 치료용 또는 진단용 산물은

합성 폴리펩티드이며, 예를 들어, 여기서 전체 폴리펩티드 또는 그의 일부분은 임의의 자연적으로 발생하는 폴

리펩티드, 예를 들어, 상기 기재된 자연적으로 발생하는 폴리펩티드로부터 유래되지 않거나 또는 이러한 폴리펩

티드에 대한 임의의 서열 또는 구조적 유사성을 갖는다.

한 실시양태에서, 재조합 산물은 항체 분자이다.  한 실시양태에서, 재조합 산물은 치료용 항체 분자이다.  또[0223]

다른 실시양태에서, 재조합 산물은 진단용 항체 분자, 예를 들어, 영상화 기술 또는 진단 시험에 유용한 모노클

로날 항체이다.

본원에 사용된 바와 같은 항체 분자는 항원과 특이적으로 결합하는 이뮤노글로불린 분자로부터 유래된 단백질,[0224]

또는 폴리펩티드 서열이다.  실시양태에서, 항체 분자는 완전한 길이의 항체 또는 항체 단편이다.  항체 및 다

중 포맷 단백질은 폴리클로날 또는 모노클로날, 다중 또는 단일 쇄, 또는 무손상 이뮤노글로불린일 수 있고, 자

연 공급원 또는 재조합 공급원으로부터 유래될 수 있다.  항체는 이뮤노글로불린 분자의 사량체일 수 있다.  실

시양태에서, 항체는 모노클로날 항체이다.  항체는 인간 또는 인간화 항체일 수 있다.  한 실시양태에서, 항체

는 IgA, IgG, IgD, 또는 IgE 항체이다.  한 실시양태에서, 항체는 IgG1, IgG2, IgG3, 또는 IgG4 항체이다.

"항체 단편"은 무손상 항체의 적어도 하나의 부분, 또는 그의 재조합 변이체를 지칭하고, 표적, 예컨대 항원에[0225]

대한 항체 단편의 인식 및 특이적 결합을 부여하기에 충분한, 무손상 항체의 항원 결합 도메인, 예를 들어, 항

원 결정 가변 영역을 지칭한다.  항체 단편의 예는 Fab, Fab', F(ab')2, 및 Fv 단편, scFv 항체 단편, 선형 항

체, 단일 도메인 항체, 예컨대 sdAb (VL 또는 VH), 낙타의 VHH 도메인; 및 항체 단편으로부터 형성된 다중특이

적 항체, 예컨대 힌지 영역에서 디술피드 브릿지에 의해 연결된 2개의 Fab 단편을 포함하는 2가 단편, 및 항체

의 단리된 CDR 또는 다른 에피토프 결합 단편을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  항원 결합 단편은 또한, 단

일 도메인 항체, 맥시바디, 미니바디, 나노바디, 인트라바디, 디아바디, 트리아바디, 테트라바디, v-NAR 및 비

스-scFv 내로 혼입될 수 있다 (예를 들어, 문헌 [Hollinger and Hudson, Nature Biotechnology 23:1126-1136,

2005] 참조).  항원 결합 단편은 또한, 폴리펩티드, 예컨대 피브로넥틴 유형 III (Fn3)에 근거한 스캐폴드 내로

이식될 수 있다 (피브로넥틴 폴리펩티드 미니바디를 기재하고 있는 미국 특허 번호 6,703,199 참조).
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본원에 기재된 방법을 사용하여 생산될 수 있는 예시적인 재조합 산물은 아래의 표에 제공된 것을 포함하나 이[0226]

에 제한되지는 않는다.

표 2. 예시적인 재조합 산물[0227]

[0228]
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[0229]

표 3. 부가의 예시적인 재조합 산물: 이중특이적 포맷[0230]

[0231]
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[0232]
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[0233]

한 실시양태에서, 산물은 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 또는 50개 이하의 아미노산 잔기에[0234]

서 표 2 또는 3으로부터의 폴리펩티드와 상이하다.  또 다른 실시양태에서, 산물은 그의 아미노산 잔기의 1%,

2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 또는 15% 이하에서 표 2 또는 3으로부터의 폴리펩티드와 상이하다.

한 실시양태에서, 산물은 핵산 분자, 예를 들어, DNA 또는 RNA 분자, 또는 그의 혼성체이다.  한 실시양태에서,[0235]

산물은 오리가미 핵산 분자, 예를 들어, 오리가미 DNA이며, 여기서 이러한 핵산 분자는 미리 결정된 2차, 3차,

또는 4차 구조를 갖는다.  한 실시양태에서, 오리가미 핵산 분자는 기능적 활성을 갖는다.  한 실시양태에서,

산물은 지질 막 내에 캡슐화된 오리가미 핵산 분자를 포함한다.  한 실시양태에서, 지질 막은 그것을 생산한 숙

주 세포의 세포 막 또는 세포 막의 성분을 포함한다.  한 실시양태에서, 지질-캡슐화된 DNA는 문헌 ["Cloaked

DNA  nanodevices  survive  pilot  mission",  April  22,  2014,  Wyss  Institute  for  Biologically  Inspired

Engineering at Harvard University website]에 기재된 바와 같다.

다른 재조합 산물은 비-항체 스캐폴드 또는 대체 단백질 스캐폴드, 예컨대, DAR핀, 애피바디 및 애드넥틴을 포[0236]

함하나 이에 제한되지는 않는다.

다른 예시적인 치료용 또는 진단용 단백질은 문헌 [Leader  et  al.,  "Protein  therapeutics:  a  summary  and[0237]

pharmacological  classification",  Nature  Reviews  Drug  Discovery,  2008,  7:21-39]의 표 1-10에 기재되고,
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문헌 [Walsh, "Biopharmaceutical benchmarks 2014", Nature Biotechnology, 2014, 32:992-1000] (각각 본원

에 참조로 포함된다)에 기재된 바와 같은 임의의 단백질; 또는 본원에 기재된 재조합 폴리펩티드의 임의의 접합

체, 변이체, 유사체 또는 기능적 단편을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

핵산[0238]

또한 본원에는 본원에 기재된 재조합 산물 및 지질 대사 조정제를 코딩하는 핵산, 예를 들어, 외인성 핵산이 제[0239]

공된다.  목적하는 LMM 또는 재조합 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 서열은 관련 기술분

야에 공지된 재조합 방법을 사용하여, 예컨대, 예를 들어 표준 기술을 사용하여, 목적하는 핵산 서열, 예를 들

어, 유전자를 발현하는 세포로부터 라이브러리를 스크리닝하거나, 핵산 서열을 포함하는 것으로 공지된 벡터로

부터 이러한 핵산 서열을 유도시키거나, 또는 상기 핵산 서열을 함유하는 세포 및 조직으로부터 직접적으로 단

리함으로써 수득될 수 있다.  또 다른 한편으론, LMM 또는 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 핵산은 클로닝되는 것

이 아니라 합성적으로 생산될 수 있다.  재조합 DNA 기술 및 기술분야는 고도로 진보되어 있으며, 관련 기술분

야에 널리 확립되어 있다.  따라서, 본원에 기재된 재조합 폴리펩티드의 아미노산 서열의 지식을 갖는 통상의

기술자는 LMM 또는 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 서열을 용이하게 계획하거나 생성할 수 있다.

LMM SREBF1 및 SCD1을 코딩하는 예시적인 핵산 서열이 본원에서 서열식별번호: 3 및 서열식별번호: 4로서 각각[0240]

제공된다.

목적하는 폴리펩티드, 예를 들어, LMM 또는 재조합 폴리펩티드의 발현은 전형적으로, 목적하는 폴리펩티드 또는[0241]

그의 일부분을 코딩하는 핵산을 프로모터에 작동적으로 연결시키고, 그 구축물을 발현 벡터 내로 혼입함으로써

달성된다.  벡터는 진핵 또는 원핵 세포 내로의 복제 및 통합에 적합할 수 있다.  전형적인 클로닝 벡터는 다른

조절 요소, 예컨대 전사 및 번역 종결인자, 개시 서열, 프로모터, 선별 마커, 또는 목적하는 핵산 서열의 발현

의 조절 또는 확인에 유용한 태그를 함유한다.

LMM 또는 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 서열은 수많은 유형의 벡터 내로 클로닝될 수 있다.  예를 들어,[0242]

핵산은 플라스미드, 파지미드, 파지 유도체, 동물 바이러스, 및 코스미드를 포함하난 이에 제한되지는 않는 벡

터 내로 클로닝될 수 있다.  특별한 관심 벡터는 발현 벡터, 복제 벡터, 프로브 생성 벡터, 및 서열 분석 벡터

를 포함한다.  실시양태에서, 발현 벡터는 바이러스 벡터의 형태로 세포에 제공될 수 있다.  바이러스 벡터 기

술은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있고, 예를 들어, 문헌 [Sambrook et al., 2012, MOLECULAR CLONING: A

LABORATORY MANUAL, volumes 1 -4, Cold Spring Harbor Press, NY] 및 다른 바이러스학 및 분자 생물학 매뉴얼

에 기재되어 있다.  벡터로서 유용한 바이러스는 레트로바이러스, 아데노바이러스, 아데노 관련 바이러스, 헤르

페스 바이러스, 및 렌티바이러스를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  일반적으로, 적합한 벡터는 적어도 하나

의 유기체에서 기능적인 복제 기점, 프로모터 서열, 편리한 제한 엔도뉴클레아제 부위, 및 하나 이상의 선별성

마커를 함유한다 (예를 들어, WO 01/96584; WO 01/29058; 및 미국 특허 번호 6,326,193).  바이러스로부터 유

래된 벡터가 장기간 유전자 전달을 달성하는데 적합한 도구이며, 이는 상기 벡터가 트랜스진의 장기간의 안정적

인 통합과 딸 세포에서의 그의 증식을 허용하기 때문이다.

벡터는 또한, 본원에 기재된 실시양태 중 임의의 것에서, 하기 중 하나 이상을 포함할 수 있다: 분비를 촉진시[0243]

키는 시그널 서열, 폴리아데닐화 시그널, 전사 종결인자 (예를 들어, 소의 성장 호르몬 (BGH) 유전자로부터의

것), 에피솜 복제 및 원핵생물에서의 복제를 허용해 주는 요소 (예를 들어, SV40 기점 및 ColE1 또는 관련 기술

분야에 공지된 기타), 및/또는 선별을 허용해 주는 요소, 예를 들어, 선별 마커 또는 리포터 유전자.

한 실시양태에서, 폴리펩티드, 예를 들어, LMM 또는 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 벡터[0244]

는 폴리펩티드, 예를 들어, LMM 또는 재조합 폴리펩티드의 발현을 위한 전사 개시를 가능하게 하는 폴리머라제

의 동원에 대해 책임이 있는 프로모터 서열을 추가로 포함한다.  한 실시양태에서, 본원에 기재된 방법에 적합

한 프로모터 서열은 통상적으로, 다량의 전사를 구동시키므로 표적 외인성 mRNA의 다수 카피를 전달시켜 주는

인핸서와  연관이  있다.   실시양태에서,  프로모터는  시토메갈로바이러스  (CMV)  주요  즉발형  프로모터  (문헌

[Xia, Bringmann et al. 2006]) 및 SV40 프로모터 (문헌 [Chernajovsky, Mory et al. 1984])를 포함하며, 둘

다 그들의 이름이 같은 바이러스 또는 이로부터 유래된 프로모터로부터 유래된다.  라우스 육종 바이러스 장 말

단 반복 서열 (RSV-LTR) 및 몰로니 뮤린 백혈병 바이러스 (MoMLV) LTR을 포함한, 포유동물 세포에서 발현 벡터

내에  봉입시  전사를  구동시키기  위해  덜  흔한  몇  가지  다른  바이러스  프로모터가  성공적으로  이용되었다

(Papadakis, Nicklin et al. 2004).  또 다른 실시양태에서, 특이적 내인성 포유동물 프로모터를 활용하여 관심

유전자의 구성적 전사를 구동시킬 수 있다 (Pontiller, Gross et al. 2008).  CHO 특이적 차이니즈 햄스터 신

장 인자 1-알파 (CHEF1α) 프로모터는 바이러스 기반 서열에 대한 대안을 고 수율로 제공하였다 (Deer, Allison
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2004).

비-포유동물 세포, 예를 들어, 진균, 곤충, 및 식물 세포에서의 발현에 적합한 다른 프로모터가 또한, 관련 기[0245]

술분야에 공지되어 있다.  진균 또는 효모 숙주 세포에서 전사를 지시하는데 적합한 프로모터의 예는 트리코더

마 레에세이(Trichoderma Reesei)의 진균 유전자, 메탄올 유도성 알콜 옥시다제 (AOX 프로모터), 아스페르길루

스 니둘란스(Aspergillus  nidulans)  트립토판 생합성 (trpC  프로모터),  아스페르길루스 니거 변종 아와모리

(Aspergillus  niger  var.  awamori)  플루코아밀라제  (glaA),  사카로마이세스  세레비지아에(Saccharomyces

cerevisiae)  갈락토키나제 (GAL1)로부터 수득된 프로모터; 글루이베로마이세스 락티스(Kluyveromyces  lactis)

Plac4-PBI 프로모터, 또는 PCT 공개 공보 WO 2005/100573에 기재된 것을 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  곤

충 세포에서 전사를 지시하는데 적합한 프로모터의 예는 T7 lac 프로모터 및 폴리헤드린 프로모터를 포함하나

이에 제한되지는 않는다.  식물 세포에서 전사를 지시하는데 적합한 프로모터의 예는 콜리플라워 모자이크 바이

러스 프로모터 CaMV35S를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.  원핵 숙주 세포, 예를 들어, 박테리아 세포에서

본 발명의 핵산 구축물의 전사를 지시하는데 적합한 프로모터의 예는 이. 콜라이(E. coli) lac 오페론, 이. 콜

라이 tac 프로모터 (혼성체 프로모터; 문헌 [DeBoer et al., PNAS, 1983, 80:21-25]), 이. 콜라이 rec A, 이.

콜라이 araBAD, 이. 콜라이 tetA, 및 원핵 베타-락타마제로부터 수득된 프로모터이다.  적합한 프로모터의 다른

예는 바이러스 프로모터, 예컨대 박테리오파지로부터의 프로모터를 포함하며, 이는 T7 프로모터, T5 프로모터,

T3 프로모터, M13 프로모터, 및 SP6 프로모터를 포함한다.

프로모터 이외에도, 본원에 기재된 벡터는 전사 속도를 상향조절해 주는 전사 인자를 동원할 수 있는, 코어 프[0246]

로모터에 근접한 특이적 뉴클레오티드 모티프 영역인, 상기 언급된 바와 같은 인핸서 영역을 추가로 포함할 수

있다 (Riethoven 2010).  프로모터 서열과 유사하게, 이들 영역은 종종 바이러스로부터 유래되고, 프로모터 서

열, 예컨대 hCMV 및 SV40 인핸서 서열 내에 포괄되거나, 또는 아데노바이러스 유래 서열과 같은 것을 부가적으

로 포함할 수 있다 (Gaillet, Gilbert et al. 2007).

한 실시양태에서, 본원에 기재된 폴리펩티드, 예를 들어, LMM 또는 재조합 산물을 코딩하는 핵산 서열을 포함하[0247]

는 벡터는 선별 마커를 코딩하는 핵산 서열을 추가로 포함한다.  한 실시양태에서, 선별성 마커는 글루타민 신

테타제 (GS); 디히드로폴레이트 리덕타제 (DHFR), 예를 들어, 메토트렉세이트 (MTX)에 대한 내성을 부여해 주는

효소; 또는 항생제 마커, 예를 들어, 항생제, 예컨대: 히그로마이신, 네오마이신 (G418), 제오신, 푸로마이신,

또는 블라스티시딘에 대한 내성을 부여해 주는 효소를 포함한다.

한 실시양태에서, 본원에 기재된 재조합 산물을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 벡터는 본원에 기재된 재조합[0248]

산물을  코딩하는  핵산을  함유하는  세포(들)를  확인하는데  유용한  선별  마커를  포함한다.   또  다른

실시양태에서, 선별 마커는 본원에 기재된 바와 같이, 재조합 산물을 코딩하는 핵산 서열이 게놈 내로 통합되는

것을 함유하는 세포(들)를 확인 또는 선별하는데 유용하다.  재조합 단백질을 코딩하는 핵산 서열을 통합시킨

세포(들)의 확인은 상기 산물을 안정적으로 발현하는 세포 또는 세포주를 선별 및 조작하는데 유용할 수 있다.

한 실시양태에서, 본원에 기재된 LMM을 코딩하는 핵산 서열을 포함하는 벡터는 LMM을 코딩하는 핵산 서열의 부[0249]

위 특이적 통합에 대한 메커니즘을 포함한다.  예를 들어, 상기 벡터는 Flp-In™ 시스템과 화합성이고; Flp 리

컴비나제의 존재 하에 목적하는 서열, 예를 들어, LMM을 코딩하는 핵산 서열을, Flp-In 세포, 예를 들어, Flp-

In CHO 세포의 게놈에 존재하는 목적하는 부위, 예를 들어, 2개의 FRT 부위 사이에서 재조합 및 후속 통합시키

는 것을 지시하는 2개의 FRT 부위 (특이적 뉴클레오티드 서열을 포함한다)를 포함한다.  목적하는 산물을 코딩

하는 핵산의 부위 특이적 통합에 사용되는 다른 시스템은 관련 기술분야에 공지되어 있고, 예를 들어, Cre-lox

리컴비나제 시스템, 또는 CRISPR/CAS-매개된 전략이다.

사용하기 적합한 벡터는 상업적으로 이용 가능하고, 이는 GS 발현 시스템™, GS 엑스시드(Xceed™) 유전자 발현[0250]

시스템, 또는 론자 바이오로직스, 인크(Lonza Biologics, Inc)로부터 입수 가능한 포텔리젠트® CHOK1SV 테크놀

로지와 연합된 벡터 (예를 들어, pCon 벡터)를 포함한다.  부가의 벡터는 다른 상업적으로 이용 가능한 벡터,

예컨대,  pcDNA3.1/Zeo,  pcDNA3.1/CAT,  pcDNA3.3TOPO  [써모  피셔(Thermo  Fisher);  이전에는  인비트로젠

(Invitrogen)]; pTarget, HaloTag [프로메가(Promega)]; pUC57 [진스크립트(GenScript)]; pFLAG-CMV [시그마-

알드리치(Sigma-Aldrich)];  pCMV6  [오리젠(Origene)];  또는  pBK-CMV/  pCMV-3Tag-7/  pCMV-Tag2B  [스트라타젠

(Stratagene)]를 포함하나 이에 제한되지는 않는다.

세포 및 세포 배양[0251]

한 측면에서, 본 개시내용은 산물, 예를 들어, 본원에 기재된 바와 같은 재조합 폴리펩티드를 생산하는 세포 또[0252]
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는 세포주를 조작하거나 또는 만들기 위한 방법 및 조성물에 관한 것이다.  또 다른 측면에서, 본 개시내용은

개선된, 예를 들어, 증가된 생산성 및 산물 품질을 수반한 세포 또는 세포주를 조작하거나 또는 만들기 위한 방

법 및 조성물에 관한 것이다.  개선된 생산성 및 산물 품질과 연관된 특징이 본원에, 예를 들어, "지질 대사의

조정"이란 제목의 섹션에 기재되어 있다.

실시양태에서, 세포는 포유동물 또는 비-포유동물 세포, 예를 들어, 곤충 세포, 효모 세포, 진균 세포, 식물 세[0253]

포, 고세균 세포, 예를 들어, 아르카에아 (Archaea)의 종으로부터의 세포, 또는 박테리아 세포이다.  실시양태

에서, 세포는 인간, 마우스, 래트, 차이니즈 햄스터, 시리아 햄스터, 원숭이, 유인원, 개, 오리, 말, 앵무새,

흰족제비, 어류 또는 고양이로부터의 것이다.  실시양태에서, 세포는 동물 세포이다.  실시양태에서, 세포는 포

유동물 세포, 예를 들어, 인간 세포 또는 설치류 세포, 예를 들어, 햄스터 세포, 마우스 세포, 또는 래트 세포

이다.  실시양태에서, 세포는 원핵 세포, 예를 들어, 박테리아 세포이다.  실시양태에서, 세포는 악티노박테리

아(Actinobacteria)의 종, 예를 들어, 미코박테륨 투베르쿨로시스 (Mycobacterium tuberculosis)이다.

한 실시양태에서, 세포는 차이니즈 햄스터 난소 (CHO) 세포이다.  한 실시양태에서, 세포는 CHO-K1, CHOK1SV,[0254]

포텔리젠트 CHOK1SV (FUT8-KO), CHO GS-KO, 익시드 (CHOK1SV GS-KO), CHO-S, CHO DG44, CHO DXB11, CHOZN, 또

는 CHO  유래 세포이다.  CHO  FUT8  녹아웃 세포는, 예를 들어, 포텔리젠트® CHOK1  SV  (론자 바이오로직스,

인크.)이다.

또 다른 실시양태에서, 세포는 HeLa, HEK293, HT1080, H9, HepG2, MCF7, Jurkat, NIH3T3, PC12, PER.C6, BHK[0255]

(새끼 햄스터 신장 세포), VERO, SP2/0, NS0, YB2/0, Y0, EB66, C127, L 세포, COS, 예를 들어, COS1 및 COS7,

QC1-3,  CHO-K1,  CHOK1SV,  포텔리젠트 CHOK1SV  (FUT8-KO),  CHO  GS-KO,  익시드 (CHOK1SV  GS-KO),  CHO-S,  CHO

DG44, CHO DXB11, CHOZN, 또는 CHO 유래 세포, 또는 그로부터 유래된 임의의 세포이다.  한 실시양태에서, 세포

는 줄기 세포이다.  한 실시양태에서, 세포는 본원에 기재된 세포 중 임의의 것의 분화된 형태이다.  한 실시양

태에서, 세포는 배양 중인 임의의 1차 세포로부터 유래된 세포이다.

실시양태에서, 세포는 산물, 예를 들어, 본원에 기재된 바와 같은 산물을 생산하는, 본원에 기재된 세포 중 어[0256]

느 하나이다.  실시양태에서, 세포는 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산을 포함하는, 예를 들어, 재조

합 폴리펩티드, 예를 들어, 표 2 또는 3으로부터 선택된 재조합 폴리펩티드를 발현하는, 본원에 기재된 세포 중

어느 하나이다.

실시양태에서, 세포 배양은 배치식 배양, 공급-배치식 배양, 인출 및 충전식 배양, 또는 연속식 배양으로서 수[0257]

행된다.  실시양태에서, 세포 배양은 부착식 배양이다.  실시양태에서, 세포 배양은 현탁 배양이다.  한 실시양

태에서, 세포 또는 세포 배양물은 재조합 폴리펩티드의 발현을 위해 생체 내에 놓아두며, 예를 들어, 모델 유기

체 또는 인간 대상체 내에 놓아둔다.

한 실시양태에서, 배양 배지에는 혈청이 없다.[0258]

포유동물 세포주에 적합한 다른 배지 및 배양 방법은, 예를 들어, 미국 특허 번호 5,633,162에 기재된 바와 같[0259]

이 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  실험실 플라스크 또는 저밀도 세포 배양을 위한 및 특별한 세포 유형

의 필요에 적응시킨 표준 세포 배양 배지의 예는, 예를 들어: 로즈웰 파크 기념 연구소 (RPMI) 1640 배지 (문헌

[Morre, G., The Journal of the American Medical Association, 199, p. 519 f. 1967]), L-15 배지 (문헌

[Leibovitz, A. et al., Amer. J. of Hygiene, 78, 1p. 173 ff, 1963]), 둘벡코 변형 이글 배지 (DMEM), 이글

최소 필수 배지 (MEM), 햄 F12 배지 (문헌 [Ham, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sc.53, p288 ff. 1965]); 또는

알부민, 트랜스페린 및 레시틴이 결여된 이스코브스 변형된 DMEM (문헌 [Iscoves et al., J. Exp. med. 1, p.

923 ff., 1978])이다.  예를 들어, 햄 F10 또는 F12 배지는 CHO 세포 배양을 위해 특별히 설계되었다.  CHO 세

포 배양에 특별히 적응시킨 다른 배지는 EP-481 791에 기재되어 있다.  다른 적합한 배양 방법이 통상의 기술자

에게 공지되어 있고, 이는 활용된 숙주 세포와 재조합 폴리펩티드 산물에 좌우될 수 있다.  세포에 의해 발현될

산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드의 발현 및 생산에 적합한 조건을 결정하거나 또는 최적화하는 것은 통상의

기술자의 기술 수준 내에 있다.

세포를 조작하고 산물을 생산하는 방법[0260]

본원에 기재된 방법 및 조성물은 개선된 생산성 및 개선된 산물 품질을 수반한 세포 또는 세포주를 조작하는데[0261]

유용하다.  실시양태에서, 특정 세포의 지질 대사가 조정되도록 이러한 세포가 변형된다.  예를 들어, LMM을 코

딩하는 외인성 핵산이 세포 내로 도입된다.  세포는 연속적으로, LMM의 발현 및 지질 대사의 LMM-매개된 조정에

적합한 조건 하에 배양된다.  그의 지질 대사가 조정된 세포의 특징은, 본원에, 예를 들어, "지질 대사의 조
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정"이란 제목의 섹션에 기재되어 있다.

일부 실시양태에서, 세포는 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산을 추가로 포함한다.[0262]

또 다른 실시양태에서, 세포는 내인성 산물의 발현을 증가시키는 외인성 핵산을 추가로 포함한다.  이러한 실시

양태 중 임의의 것에서, 산물을 코딩하거나 또는 내인성 산물의 발현을 증가시키는 외인성 핵산은 지질 대사의

변형, 예를 들어, 본원에 기재된 LMM을 코딩하는 외인성 핵산의 도입에 앞서 도입된다.  또 다른 한편으론, 다

른 실시양태에서, 산물을 코딩하거나 또는 내인성 산물의 발현을 증가시키는 외인성 핵산은 지질 대사의 변형,

예를 들어, 본원에 기재된 LMM을 코딩하는 외인성 핵산의 도입 후에 도입된다.  상기 실시양태 중 임의의 것에

서, 산물은 치료용 또는 진단용 단백질이다.  상기 실시양태 중 임의의 것에서, 산물은 표 2 또는 3으로부터 선

택된다.

목적하는 폴리펩티드 또는 단백질, 예를 들어, 본원에 기재된 LMM 또는 본원에 기재된 산물을 발현하기 위해 세[0263]

포를 유전적으로 변형시키거나 또는 조작하는 방법은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있고, 이는, 예를 들어,

형질감염, 형질도입 (예를 들어, 바이러스 형질도입), 또는 전기천공을 포함한다.

핵산, 예를 들어, 본원에 기재된 외인성 핵산 또는 벡터를 숙주 세포 내로 도입하기 위한 물리적 방법은 인산칼[0264]

슘 침전, 리포펙션, 입자 충격, 미세주사, 전기천공 등을 포함한다.  벡터 및/또는 외인성 핵산을 포함하는 세

포의 생성 방법은 관련 기술분야에 널리 공지되어 있다.  예를 들어, 문헌 [Sambrook et al., 2012, MOLECULAR

CLONING: A LABORATORY MANUAL, volumes 1 -4, Cold Spring Harbor Press, NY] 참조.

핵산, 예를 들어, 본원에 기재된 외인성 핵산 또는 벡터를 숙주 세포 내로 도입하기 위한 화학적 수단은 콜로이[0265]

드 분산 시스템, 예컨대 거대 분자 복합체, 나노 캡슐, 미세구, 비드, 및 지질 기반 시스템 (수중유 에멀션, 미

셀, 혼합 미셀 및 리포솜 포함)을 포함한다.  시험관내 및 생체 내에서 전달 비히클로서 사용하기 위한 예시적

인 콜로이드 시스템은 리포솜 (예를 들어, 인공 막 소포)이다.  표적화된 나노 입자 또는 다른 적합한 서브-마

이크론 크기의 전달 시스템으로 폴리뉴클레오티드를 전달하는 것과 같은, 핵산의 최신 기술 표적화 전달을 위한

다른 방법이 이용 가능하다.

목적하는 폴리펩티드, 예를 들어, 본원에 기재된 LMM 및/또는 산물에 대한 서열을 함유하는 핵산이 세포 내로[0266]

전달되고, 재조합을 통하여 그의 게놈 내로 통합될 수 있다.  이어서, 이로써 생성되는 재조합 세포는 목적하는

폴리펩티드, 예를 들어, 본원에 기재된 LMM 및/또는 산물을 안정적으로 발현할 수 있으므로, 장기간에 걸쳐 일

관되고 효율적인 단백질 생산을 가능하게 한다.  관심 유전자가 숙주 염색체와 동시에 복제되기 때문에 연장된

발현을 유도하기 위해 단 하나의 DNA 전달 프로세스만 필요하다는 사실을 포함하여, 상기 관심 유전자의 안정적

인 통합을 수반하는 몇 가지 이점이 있는데; 이는 상기 유전자가 부가의 기구에 대한 필요성 없이도 한 세대에

서 그 다음 세대로 전이된다는 것을 의미한다.  이로써 또한 이론적으로는, 배치식 대 배치식 발효 전체에 걸쳐

더 일관된 산물과 수율이 유발된다.  이에 따라, 안정한 발현 방법은 본원에 기재된 지질 대사를 조정하는

변형, 예를 들어, LMM을 코딩하는 외인성 핵산의 도입 없이 생성된 것과 비교 시 높은 산물 수율을 생성시킬 수

있다.

목적하는 폴리펩티드, 예를 들어, 본원에 기재된 LMM 및/또는 산물을 안정적으로 과다발현하는 재조합 세포주를[0267]

확립시키기 위한 프로토콜은 전형적으로, 무작위 부위에서 선형화된 DNA (통상적으로 플라스미드 기반)를 무작

위 재조합에 의해 촉진된 숙주 게놈 내로 통합시키는 것을 수반한다.  숙주 게놈의 특이적 영역에서 발현 카세

트의 통합을 증진시키는 부위 특이적 프로토콜이 또한 개발되고 구현되었다 (O'Gorman, Fox et al. 1991).  이

들 프로토콜은 종종, 부위 특이적 재조합할 수 있는 리컴비나제를 이용하며, 이는 Flp-In™ 시스템 (예를 들어,

Flp-In CHO 세포를 활용한다), CHOK1SV Flp 세포주 (론자) (문헌 [Zhang L. et al. (2015). Biotechnol. Prog.

31:1645-5; 그의 전문이 본원에 참조로 포함된다]에 기재된 바와 같음), 또는 Cre-lox 시스템을 포함하나 이에

제한되지는 않는다.

상기 기재된 바와 같이, 일부 실시양태에서, 산물 및/또는 LMM을 코딩하는 핵산을 포함하는 벡터는 형질감염된[0268]

풀로부터 성공적으로 발현하는 세포의 선별을 촉진시켜 주는 선별 마커를 추가로 포함한다 (Browne, Al-Rubeai

2007).  수많은 선별 방법이 상업적으로 이용 가능하지만, 이들 중 가장 흔히 사용되고 있는 것은 메토트렉세이

트 (MTX) 및 론자의 글루타민 신테타제 (GS) 시스템이다 (Bebbington, Renner et al. 1992, Lai, Yang et al.

2013).  디히드로폴레이트 리덕타제 (DHFR)는 엽산을 테트라히드로폴레이트로 전환시키는데 책임이 있는 단백질

이고, 글리신, 푸린, 및 티미딜산을 생성시키는 필수 생합성 경로에 필요하다.  MTX는 DHFR 활성을 억제시키기

위해 사용될 수 있으므로, 안정적으로 형질감염된 배양물에 DHFR을 봉입시키는 것을 이용하여, 안정적으로 통합

된 세포를 선별할 수 있는데; 재조합 DHFR을 충분히 성공적으로 발현하는 세포만이 MTX를 이용한 선별에 살아
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남을 것이다 (Cacciatore, Chasin et al. 2010).  흔히 이용되고 있는 또 다른 선별 방법은 글루타메이트 및

암모니아로부터 글루타민의 합성에 대해 책임이 있는 효소인 GS를 사용하는 것이며, 글루타민이 포유동물 세포

생존에 절대 필요하기 때문에, 충분한 GS가 결여된 세포는 배양시 살아 남지 못할 것이다.  초기에는, GS의 억

제제인 메티오닌 술폭시민 (MSX)을 부가하는 것이, CHOK1SV 세포 내에서의 내인성 GS의 존재가 세포 생존을 유

지하기에 충분하지 않으므로, 부가의 GS를 발현하는 세포만이 재조합 구축물의 안정적 통합을 통해 선별 프로세

스에서 살아남게 해준다는 것을 보장해 준다.  론자 등은 내인성 GS 유전자가 녹다운/녹아웃되어 모든 세포가

소멸되는 CHO 숙주 세포주를 지금 확립하였으며, 이러한 세포주는 배지에서 외인성 글루타민의 존재 없이는 관

심 구축물과 성공적으로 통합되지 못한다 (Fan, Kadura et al. 2012).  특별한 선별제에 대한 내성을 유도해 내

므로 이러한 내성 유전자를 정착시킨 세포만이 선별 프로세스에서 살아남을 것인 다른 많은 선별 방법이 이용

가능한데; 이는 히그로마이신, 네오마이신, 블라스티시딘 및 제오신을 포함한다 (Browne, Al-Rubeai 2007).  실

시양태에서, LMM을 코딩하는 외인성 핵산을 포함하는 벡터와, 산물, 예를 들어, 본원에 기재된 바와 같은 재조

합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산을 포함하는 벡터는 상이한 선별 마커를 추가로 포함한다.

안정적으로 발현하는 세포 풀을 성공적으로 회수한 후, 단일 세포로부터 유래되는 개별 클론을 단리하면, 높은[0269]

산물 수율 및 품질이 가능한 세포주, 또는 높은 산물 수율과 높은 품질 산물의 최고의 능력을 수반한 세포주의

선별이 촉진된다.  세포 특성에 있어서의 차이는 세포에서 관찰된 이질성, 및 재조합 DNA의 수와 특이적 통합

부위(들) 둘 다와 연관이 있는 것으로 예상된다.  따라서, 다중 클론을 신속하게 평가하고 연속해서 고 발현성

세포를 선별해 주는 클로날 스크리닝 특성이 개발되었다.  형광 활성화 세포 분류법 (FACS)은 형광 강도에 근거

하여 세포를 신속하게 분류할 수 있으므로 고 발현성 클론을 선별하기 위해 이용될 수 있는 방법이다.  관심 단

백질의 형광성 태그부착 (문헌 [Powell, Weaver 1990]), 재조합 유전자와 공동 발현된 세포 표면 분자의 형광성

태그부착 (문헌 [Holmes, Al-Rubeai 1999]), 및 관심 유전자와 공동 발현된 eGFP 발현에 근거한 형광 강도의 검

출 (문헌 [Meng, Liang et al. 2000])을 수반하는 몇 가지 프로토콜이 확립되었다.  이들 방법을 이용하여 관찰

된 높은 형광 강도는 높은 수준의 재조합 단백질 생산을 암시하므로, 이들 세포는 재조합 세포 풀로부터 우선적

으로 선별될 수 있다.  고 발현성 재조합 클론을 단리하기 위한 FACS-기반 선별 방법은 세포와 연합된 상태로

유지되는 재조합 산물에 더 적합하고; 포유동물 발현된 바이오 치료용 재조합 단백질 산물이 분비되기 때문에,

분비된 재조합 단백질에 대한 클론의 선별에 더 적절한 방법이 개발되었다.  예를 들어, 클론픽스(ClonePix)는

재조합 산물이 집락 주위의 배지 내로 분비되고 플루오레신 이소티오시아네이트 (FITC)와 연합되므로 집락 둘레

에 형광 후광을 창출시키는 것에 근거하여, 반고체 배지 상에서 성장한 클론을 골라내는 자동화 집락 선별 방법

이다 (Lee, Ly et al. 2006).  클론은 집락 주위의 후광의 형광 강도에 근거하여 선별된다.  생산성에 대한 특

별한 관심을 동반한 목적하는 생물학적 특성에 근거하여 재조합 세포를 신속하게 단리하는 다른 많은 클론 선별

프로토콜이 확립되었고, 이는 문헌 [Browne and Al-Rubeai (Browne, Al-Rubeai 2007)]에서 고찰된다.  본원에

기재된 바와 같이 선별된 클론을 확장시키면, 세포주가 생성된다.

한 실시양태에서, 본원에 기재된 방법은 개선된 생산성을 수반한 세포를 생성시킨다.  세포의 개선된 생산성 또[0270]

는 생산 능력은 생산되는 산물의 더 높은 수율 또는 양, 및/또는 증가된 생산 속도를 포함한다 (일정 시간 단위

에 걸쳐 생산된 산물의 수율 또는 양에 의해 결정된 바와 같음).  한 실시양태에서, 세포의 생산성, 예를 들어,

산물을 생산할 수 있는 능력의 개선은, 예를 들어, 지질 대사 경로가 조정되지 않은 세포에 의해 생산된 산물의

양, 수준, 또는 수량과 비교 시, 생산된 산물의 양, 수준, 또는 수량에 있어서의 증가, 예를 들어, 1%, 2%, 3%,

4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는

99% 증가; 또는 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배, 9배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배, 또는 그 초과

의 증가를 유발한다.  한 실시양태에서, 세포의 생산성, 예를 들어, 산물의 생산 속도의 개선은, 예를 들어, 지

질 대사 경로가 조정되지 않은 세포에 의해 생산된 산물의 생산 속도와 비교 시, 산물의 생산 속도에 있어서의

증가, 예를 들어, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,

75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 99% 증가; 또는 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배, 9배, 10배, 20배,

50배, 또는 100배, 또는 그 초과의 증가를 유발한다.

세포를 조작하기 위한 본원에 기재된 방법은 높은 생산 세포 또는 높은 생산 세포주를 생성한다.  높은 생산 세[0271]

포 또는 세포주는 참조 세포, 또는 본원에 기재된 방법에 의해 선별 또는 조작되지 않은 세포와 비교 시 재조합

폴리펩티드 산물을 더 높은 수율로 생산할 수 있다.  실시양태에서, 높은 생산 세포주는 100 mg/L, 200 mg/L,

300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L, 700 mg/L, 800 mg/L, 900 mg/L, 1 g/L, 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L, 5

g/L, 10 g/L, 15 g/L, 20 g/L, 25 g/L, 30 g/L, 35 g/L, 40 g/L, 45 g/L, 50 g/L, 55 g/L, 60 g/L, 65 g/L,

70 g/L, 75 g/L, 80 g/L, 85 g/L, 90 g/L, 95 g/L, 또는 100 g/L 또는 그 초과의 산물, 예를 들어, 재조합 폴

리펩티드 산물을 생산할 수 있다.  실시양태에서, 높은 생산 세포주는 100  mg/L,  200  mg/L,  300  mg/L,  400
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mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L, 700 mg/L, 800 mg/L, 900 mg/L, 1 g/L, 2 g/L, 3 g/L, 4 g/L, 5 g/L, 10 g/L, 15

g/L, 20 g/L, 25 g/L, 30 g/L, 35 g/L, 40 g/L, 45 g/L, 50 g/L, 55 g/L, 60 g/L, 65 g/L, 70 g/L, 75 g/L,

80 g/L, 85 g/L, 90 g/L, 95 g/L, 또는 100 g/L 또는 그 초과의 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드 산물을

생산한다.  생산된 산물의 수량은 세포 유형, 예를 들어, 종, 및 발현될 산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드에

매우 좌우될 수 있다.  한 예로서, 모노클로날 항체를 발현하는 높은 생산 CHO 세포는 적어도 1 g/L, 2 g/L, 5

g/L, 10 g/L, 15 g/L, 20 g/L, 또는 25 g/L의 모노클로날 항체를 생산할 수 있다.

본원에는 현재 관련 기술분야에 공지된 통상적인 방법을 사용해서는 세포 또는 무세포 시스템에서 발현 또는 생[0272]

산하기 어려운 산물의 발현에 특히 유용할 수 있는 방법 및 조성물이 기재된다.  따라서, 이와 같이 발현하기

어려운 산물, 예를 들어, 본원에 기재된 차세대 생물제제를 생산하는 생산 세포주는 적어도 1 mg/L, 5 mg/L, 10

mg/L, 15 mg/L, 20 mg/L, 25 mg/L, 30 mg/L, 35 mg/L, 40 mg/L, 45 mg/L, 50 mg/L, 55 mg/L, 60 mg/L, 65

mg/L, 70 mg/L, 75 mg/L, 80 mg/L, 85 mg/L, 90 mg/L, 95 mg/L, 또는 100 mg/L 또는 그 초과를 생산할 수

있다.  발현하기 어려운 단백질에 대하여 본원에 기재된 방법 및 조성물에 의해 달성된 생산 능력 (예를 들어,

산물의 수율, 양, 또는 수량, 또는 산물의 생산 속도)은 본원에 기재된 바와 같은 지질 대사를 조정하는 변형을

갖지 않은 세포 또는 시스템의 생산 능력과 비교 시, 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,

99%, 또는 그 초과, 또는 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배 또는 그 초과만큼 증가될

수 있다.

생산되거나 또는 분비된, 예를 들어, 배양 배지 내로 분비된 산물의 양, 수준, 또는 수량을 정량화하기 위한 검[0273]

정은 단백질 정량화 검정, 예컨대 브래드포드(Bradford) 단백질 검정, SDS-PAGE 분석, 면역블롯팅, 예를 들어,

웨스턴 블롯, 및 예를 들어, 나노 드롭 장치를 사용하는 자동화 수단을 포함한다.  증가된 단백질 생산을 측정

하기 위한 다른 방법은 관련 기술분야의 통상의 기술자에게 널리 공지되어 있다.  예를 들어, 재조합 단백질 생

산 상의 증가는 ELISA에 의해 조직 배양 배지 내에서의 농도를 측정함으로써 소규모로 결정될 수 있다 (Smales

et al. 2004 Biotechnology Bioengineering 88:474-488).  이는 또한, 예를 들어 배지 중의 재조합 모노클로날

항체 (mAb) 농도의 고 처리량 결정을 위하여, 포르테바이오(ForteBio) 옥텟에 의해 정량적으로 결정될 수 있거

나 (문헌 [Mason et al. 2012 Biotechnology Progress 28:846-855]), 또는 단백질 A HPLC에 의해 대규모로 결

정될 수 있다 (Stansfield et al. 2007 Biotechnology Bioengineering 97:410-424).  산물, 예를 들어, 본원에

기재된 재조합 폴리펩티드의 생산을 결정하기 위한 다른 방법은 세포 중의 산물, 특히 재조합 폴리펩티드의 특

이적 생산 속도 (qP) 및/또는 생육성 세포 농도에 필수적인 (IVC) 시간을 지칭할 수 있다.  실시양태에서, 생산

을 결정하는 방법은 qP를 결정하는 것과 IVC를 결정하는 것의 조합을 포함한다.  배양 배지 중의 폴리펩티드의

농도로서 정의되는 재조합 폴리펩티드 생산 또는 생산성은 문헌 [Porter et al. 2010 Biotechnology Progress

26:1446-1455]에 따라서 계산된, 이들 두 파라미터 (qP 및 IVC)의 함수이다.  단백질 생산을 측정하는 방법이

또한, 본원에 제공된 실시예 내의 추가 세부사항에 기재되어 있다.

한 실시양태에서, 본원에 기재된 방법은 개선된 산물 품질을 수반한 세포를 생성한다.  한 실시양태에서, 산물[0274]

의 품질의 개선은, 예를 들어, 지질 대사 경로가 조정되지 않은 세포에 의해 생산된 산물의 양, 수준, 또는 수

량과 비교 시, 산물 품질에 있어서의 증가, 예를 들어, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%,

40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 또는 99%, 또는 그 초과의 증가; 또는 산물 품

질에 있어서의 1배, 2배, 3배, 4배, 5배, 6배, 7배, 8배, 9배, 10배, 20배, 50배, 또는 100배, 또는 그 초과의

증가를 유발한다.  이러한 산물 품질에 있어서의 증가는, 예를 들어, 하기 중 하나 이상에 의해 예시될 수

있다:

i) 비-응집된 산물의 양 또는 수량의 증가 (또는 응집된 산물의 양 또는 수량의 감소);[0275]

ii) 적절하게 폴딩되거나 어셈블리된 산물의 양 또는 수량의 증가 (또는 미스폴딩되거나, 언폴딩되거나, 부분적[0276]

으로 어셈블리되거나 또는 비-어셈블리된 산물의 양 또는 수량의 감소), 또는 적절하게 폴딩되거나 어셈블리된

산물 대 언폴딩되거나, 미스폴딩되거나, 부분적으로 어셈블리되거나 또는 비-어셈블리된 산물의 비의 증가;

iii) 완전한 길이의 산물의 양 또는 수량의 증가 (또는 산물의 단편화의 감소);[0277]

iv) 목적하는 번역 후 변형의 증가 (또는 변형되지 않거나 또는 부정확하게 변형된 산물의 감소);[0278]

v) 글리칸 불균질성의 증가 또는 감소 (예를 들어, 글리코실화된 산물에 대함);[0279]

vi)  기능적 산물의 양 또는 수량의 증가 (또는 비-기능적 또는 기능 장애를 일으킨 산물의 양 또는 수량의[0280]

감소), 또는 기능적 산물 대 비-기능적 또는 기능 장애를 일으킨 산물의 비의 증가; 및/또는
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vii) 디술피드 결합 스크램블링의 증가 또는 감소 (예를 들어, 항체 분자 산물에 대하여, 예를 들어, 증가되거[0281]

나 또는 감소된 디술피드 결합 스크램블링에 대한 결과로서 목적하는 이소형 또는 구조의 증가 또는 감소).

본원에 기재된 바와 같이 생산된 세포 또는 세포주의 산물 품질, 예를 들어, 산물 품질의 개선을 측정하는 방법[0282]

은 관련 기술분야에 공지되어 있다.  한 실시양태에서, 발현된 재조합 폴리펩티드 산물의 1차 서열의 충실도를

결정하는 방법은 관련 기술분야에 공지되어 있으며, 예를 들어, 질량 분광분석법이다.  적절하게 폴딩된 산물,

예를 들어, 발현된 재조합 폴리펩티드의 양 또는 농도의 증가는 원편광 이색성에 의해 또는 발현된 재조합 폴리

펩티드의 내재적 형광을 평가함으로써 결정될 수 있다.  기능적 산물의 양 또는 농도의 증가는 재조합 산물, 예

를 들어, 재조합 폴리펩티드의 실체에 따라서 다양한 기능적 검정을 사용하여 시험될 수 있다.  예를 들어, 항

체는 ELISA 또는 다른 면역친화 검정에 의해 시험될 수 있다.  산물 품질에 있어서의 증가를 결정하는, 예를 들

어, 응집, 번역 후 변형, 디술피드 결합 스크램블링을 결정하는 다른 방법은 크기 배제 크로마토그래피, 고 성

능 액체 크로마토그래피, 동적 광 산란 (DLS) 접근 방식, 및 단백질 전기영동 (PAGE) 방법에 의해 평가될 수 있

다.

실시양태에서, 예를 들어, 본원에 기재된 바와 같이, 산물을 생산하는 방법은 상기 언급된 바와 같이, 지질 대[0283]

사를 조정하는 변형을 포함하도록 조작된 세포를 제공하는 것을 포함한다.  한 실시양태에서, 지질 대사를 조정

하는 변형을 포함하는 세포는 산물, 예를 들어, 본원에 기재된 바와 같은 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성

핵산을 추가로 포함한다.  한 실시양태에서, 산물, 예를 들어, 본원에 기재된 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외

인성 핵산은 지질 대사를 조정하는 변형을 포함하는 상기 조작된 세포 내로 도입된다.  또 다른 실시양태에서,

산물, 예를 들어, 본원에 기재된 재조합 폴리펩티드를 코딩하는 외인성 핵산은 본원에 기재된 바와 같은 LMM을

코딩하는 외인성 핵산의 도입에 앞서 세포 내로 도입된다.  산물을 코딩하는 외인성 핵산은 본원에 기재된 바와

같은 산물을 안정적으로 발현하는, 예를 들어, 과다발현하는 세포의 효율적인 선별을 위한 선별 마커를 추가로

포함한다.

일부 실시양태에서, 산물의 발현, 예를 들어, 산물의 전사, 번역, 및/또는 분비, 또는 산물의 품질, 예를 들어,[0284]

1차 서열의 적절한 폴딩 및/또는 충실도를 개선시키기 위한 부가의 단계를 수행할 수 있다.  이러한 부가의 단

계는 산물 발현 또는 산물 품질을 개선시키는 작용제를 도입하는 것을 포함한다.  실시양태에서, 산물 발현 또

는 산물 품질을 개선시키는 작용제는 작은 분자, 폴리펩티드, 또는 단백질 폴딩을 개선시키는 폴리펩티드, 예를

들어, 샤프롱 단백질을 코딩하는 핵산일 수 있다.  실시양태에서, 단백질 폴딩에 도움이 되는 작용제는 샤프롱

단백질, 예를 들어, BiP, PD1, 또는 ERO1을 코딩하는 핵산을 포함한다 (Chakravarthi & Bulleid 2004; Borth

et al. 2005; Davis et al. 2000).  산물의 수율 및 품질을 개선시키는 다른 부가의 단계는 전사 인자, 예컨대

XBP1 및 ATF6의 과다발현 (문헌 [Tigges & Fussenegger 2006; Cain et al. 2013; Ku et al. 2008]) 및 렉틴 결

합 샤프롱 단백질, 예컨대 칼넥신 및 칼레티쿨린의 과다발현을 포함한다 (Chung et al. 2004).  본원에 기재된

단백질 폴딩, 산물 품질, 및 산물 수율에 도움이 되거나 또는 이를 개선시키는 작용제의 과다발현은 이러한 작

용제를 코딩하는 외인성 핵산의 도입에 의해 달성될 수 있다.  또 다른 실시양태에서, 산물 발현 또는 산물 품

질을 개선시키는 작용제는 산물의 발현 또는 산물의 품질을 증가시키기 위해 세포 배양물에 부가될 수 있는 작

은 분자이며, 예를 들어, DMSO이다.  한 실시양태에서, 세포가 정상적으로 성장하는 온도보다 더 낮은 온도, 예

를 들어, 1℃, 2℃, 3℃, 4℃, 5℃, 6℃, 7℃, 8℃, 9℃, 또는 10℃ 더 낮은 온도에서 세포를 배양하는 것이 생

산성을 개선시킬 수 있다.

본원에 기재된 방법 중 임의의 것은 높은 생산성을 가지거나 또는 높은 품질 산물을 생산하는 세포를 확인하기[0285]

위한 부가의 선별 단계를 추가로 포함할 수 있다.  예를 들어, FACS 선별을 활용하여, 목적하는 특징, 예를 들

어, 단백질 폴딩 단백질, 예를 들어, 샤프롱의 보다 높은 발현을 수반한 특이적 세포를 선별할 수 있다.

한 측면에서, 본 개시내용은 재조합 폴리펩티드 산물을 회수 또는 회복하는 단계를 포함하는 방법을 제공한다.[0286]

재조합 폴리펩티드가 세포로부터 분비되는 실시양태에서, 상기 방법은 세포, 세포 집단, 또는 세포가 배양된 배

양 배지로부터 재조합 폴리펩티드를 회복, 수집, 또는 분리하는 단계를 포함할 수 있다.  재조합 폴리펩티드가

세포 내에 있는 실시양태에서, 재조합 폴리펩티드 산물의 정제는 세포에 의해 생산된 재조합 폴리펩티드가 하기

중 임의의 것 중 하나 이상으로부터 분리되는 것을 포함한다: 숙주 세포 단백질, 숙주 세포 핵산, 숙주 세포 지

질, 및/또는 숙주 세포로부터의 다른 부스러기.

실시양태에서, 본원에 기재된 프로세스는 실질적으로 순수한 단백질 산물을 제공한다.  본원에 사용된 바와 같[0287]

은, "실질적으로 순수한"이란 발열성 물질이 실질적으로 없고/없거나, 핵산이 실질적으로 없고/없거나 숙주 세

포로부터의 내인성 세포성 단백질 효소 및 성분, 예컨대 폴리머라제, 리보솜 단백질, 및 샤프롱 단백질이 실질
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적으로 없다는 것을 의미한다.  실질적으로 순수한 단백질 산물은 숙주 세포로부터의 오염성 내인성 단백질, 핵

산, 또는 다른 거대 분자를, 예를 들어, 25%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 또는 1% 미만

함유한다.

산물, 예를 들어, 재조합 폴리펩티드의 회수 및 정제 방법은 관련 기술분야에 널리 확립되어 있다.  재조합 폴[0288]

리펩티드 산물을 회수하는 경우에는, 물리적 또는 화학적 또는 물리화학적 방법이 사용된다.  이러한 물리적 또

는 화학적 또는 물리화학적 방법은 여과 방법, 원심분리 방법, 초원심분리 방법, 추출 방법, 동결 건조 방법,

침전 방법, 크로마토그래피 방법 또는 그의 둘 이상의 방법의 조합일 수 있다.  실시양태에서, 크로마토그래피

방법은 크기 배제 크로마토그래피 (또는 겔 여과), 이온 교환 크로마토그래피, 예를 들어, 음이온 또는 양이온

교환 크로마토그래피, 친화 크로마토그래피, 소수성 상호 작용 크로마토그래피, 및/또는 다중 모드 크로마토그

래피 중 하나 이상을 포함한다.

실시예[0289]

본 발명은 다음 실험적 실시예를 참조로 하여 상세히 추가로 기재된다.  이들 실시예는 단지 예시 목적으로 제[0290]

공되며, 달리 명시되지 않는 한 제한하려는 것이 아니다.  따라서, 본 발명은 다음 실시예에 제한되는 것으로

해석되서는 안되며, 오히려 본원에 제공된 교시의 결과로서 명백해지는 임의의 및 모든 변형을 포괄하는 것으로

해석되어야 한다.

추가의 설명 없이도, 관련 기술분야의 통상의 기술자는 전술한 설명 및 다음 예시적 실시예를 사용하여 본 발명[0291]

의 화합물을 제조 및 활용하고 청구된 방법을 실시할 수 있다고 여겨진다.  다음 실시예는 본 발명의 다양한 측

면을 구체적으로 지적하고, 어떠한 방식으로든 본 개시내용의 나머지 부분을 제한하는 것으로 해석되서는 안된

다.

실시예 1: 지질 대사 조정제를 과다발현하는 안정한 세포의 생성[0292]

CHO 세포에서 2개의 지질 대사 조정제인 SCD1 및 SREBF1의 과다발현의 효과를 조사하기 위해, 이들 유전자를 성[0293]

공적으로 클로닝하였고, 부위 지정 접근 방식을 사용하여 부착 CHO Flp-In 세포 내로 안정적으로 통합시켰으며,

무작위 통합 접근 방식을 사용하여 현탁 GS 녹아웃 (GSKO) CHO 세포 내로 안정적으로 통합시켰다.

SCD1 및 SREBF1 함유 FRT 벡터의 분자 클로닝[0294]

각각의 단백질의 C-말단에 V5/His 태그를 수반하는 경우와 수반하지 않는 경우 둘 다의 SCD1 및 SREBF1 단백질[0295]

의 발현을 촉진시키는 FRT 기반 벡터를 생성시키기 위해 분자 클로닝을 수행하였다.  이들 벡터를 써모 피셔의

상업적으로 이용 가능한 Flp-In 숙주 CHO 세포 풀과 연계해서 사용하면, 관심 유전자의 부위 특이적 통합이 가

능해져 안정한 CHO 부착 세포 풀을 생성시킬 수 있다.  표 4에 기재된 프라이머를 푸션(Phusion®) 폴리머라제

기반 PCR 반응에 사용하여 이들 유전자를 증폭시켜, 표 4에 상세히 열거되기도 한 제한 부위에 의해 플랭킹된

이중 가닥 DNA 단편이 생성되도록 하였다.  SCD1 및 SREBF1 유전자를 마우스 P19 유래된 cDNA 및 오리젠 마우스

cDNA 클론 (NCBI 수탁 번호 NM_011480)으로부터 각각 증폭시켰다.

표적 유전자의 성공적인 증폭 후, 적절한 제한 효소를 사용하여 FRT-V5 벡터 뿐만 아니라 이전에 생성된 관심[0296]

유전자의 PCR 산물에 대하여 이중 제한 소화를 수행하였다.  후속 형질전환 전에 라이게이션물을 밤새 인큐베이

션하였고, 이로써 생성된 집락 상에서 미니프렙 정제를 수행하였다.

SCD1 및 SREBF1 과다발현성 부착 Flp-In CHO 세포의 생성[0297]

전술된 FRT-기반 구축물을 써모 피셔의 상업적으로 이용 가능한 부착 Flp-In CHO 세포와 연계해서 사용하여 안[0298]

정한 세포 풀을 생성시켰다.  관심 유전자 및 비어있는 FRT 구축물 (대조군 세포 풀을 생성하기 위해 사용됨)을

함유하는 FRT 벡터를 리컴비나제 함유 pOG44 벡터와 함께 Flp-In 세포 내로 공동 형질감염시켰다.  FRT 벡터 및

Flp-In CHO 게놈에 존재하는 리컴비나제 부위가 부위 특이적 재조합을 개시시키고, 선별제로서 히그로마이신을

사용하여 성공적인 클론을 단리할 수 있다.  부위 특이적 방식으로 안정적으로 발현하는 재조합 CHO 부착 세포

풀을, 예를 들어, 써모 피셔의 참고문헌 및 프로토콜 웹사이트로부터 입수 가능한, 예를 들어, 써모 피셔의

Flp-In 매뉴얼에 기재된 바와 같이, 제조업자의 지시에 따라서 생성시켰다.  이러한 방법을 사용하여 대조군,

SCD1-V5, 및 SREBF1-V5 Flp-In CHO 폴리클로날 세포 풀을 생성 및 회수하였다.

SCD1 및 SREBF1의 pcDNA3.1 벡터 내로의 분자 클로닝[0299]

SCD1, SREBF1 또는 말단절단된 SREBF1 유전자 중 하나를 수반한 산업상 관련성이 있는 CHO 현탁 세포에서 안정[0300]
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적으로 통합되므로, 과다발현되는 발현 벡터를 생성시켰다.  pcDNA3.1V5-His/TOPO 벡터는 적절한 CMV 프로모터

및 하류 다중 클로닝 부위로 이루어져서, 관심 유전자의 발현을 촉진시켜 주고, 또한 게놈 내로의 DNA의 통합

후  성공적인  클론의  선별을  위해  활용될  수  있는  네오마이신  유전자의  발현을  가능하게  해주는  요소를

포함한다.

초기에는, 푸션® PCR 프로토콜을 사용하여, 제한 부위가 그로써 생성되는 PCR 산물의 플랭크에 동시에 부가되[0301]

도록 설계된, 표 4에 표시된 프라이머를 사용하여 SCD1, SREBF1 및 SREBF1 말단절단물을 증폭시켰다.  이전에

생성된 SCD1-FRT 벡터를 주형으로서 사용하여 SCD1 유전자를 증폭시킨 반면, 오리젠 마우스 cDNA (NCBI 수탁 번

호 NM_011480)를 사용하여 SREBF1  유전자 및 그의 말단절단물을 증폭시켰다.  SREB410으로서 본원에 지칭된

SREBF1 말단절단물은 SREBF1의 나선-루프-나선 (HLH) 도메인을 포함하는 410개 아미노산 길이의 폴리펩티드 서

열을 코딩한다.  이러한 도메인은 완전한 길이의 단백질로부터 내인성으로 절단되어, 이러한 단편이 핵으로 이

동할 수 있게 되고, 앞서 그 개요가 설명된 바와 같은 후속 유전자 전사 활성화가 허용된다.  핵 내에 직접적으

로 국한되는 단백질 (상기 서열에 의해 코딩됨)을 발현시키고, 이로써 내인성 프로세싱을 필요로 하지 않으면서

전사 활성화제로서의 그의 기능을 수행하는 것을 목적으로 상기 영역을 증폭시키는 프라이머를 설계하였다.

이중 제한 소화를 적절히 정제된 PCR 산물 (표 4 참조), 및 pcDNA3.1/V5-His/TOPO (여기서, 프라이머는 정지 코[0302]

돈 없이 유전자를 증폭시켰다) 상에서 수행하여, V5 및 His 태그를 코딩하는 인 프레임(in-frame) 서열 내로의

연속 판독을 허용하였다.  이로써 생성되는 DNA 단편을 라이게이션하여 V5-His 태그를 수반한 SCD1, SREBF1 또

는 SREB410 유전자를 함유하는 벡터를 산출하였다.  이들 반응물을 형질전환시켰고, 이로써 생성된 수많은 집락

상에서 미니 프렙을 수행하였다.  제한 소화를 수행하였고, 이로써 생성된 DNA 단편을 아가로스 겔 상에서 실행

하여 샘플이 성공적이었는지를 확인하였다.

SCD1 및 SREBF1 과다발현성 현탁 GSKO CHO 세포의 생성[0303]

앞서 합성된 pcDNA3.1V5-His/TOPO 유래 구축물로 안정적으로 형질감염된, 화학적으로 규정된 단백질 및 무혈청[0304]

배지에서 성장한 현탁 CHOK1SV GS-KO 세포 풀을 생성시켜, 산업상 관련성이 있는 세포주에서의 상기 삽입된 유

전자의 구성적 발현의 효과를 조사하였다.  이를 달성하기 위해, 론자의 CHOK1SV GS-KO 숙주 세포주를 사용하여

안정한 통합을 수행하였다.   초기에는,  SCD1-V5,  SREBF1-V5,  SREB410-V5  및  대조군 (비어있는 pcDNA3.1V5-

His/TOPO) 구축물을 PvuI 제한 효소 (NEB)로 밤새 소화시킴으로써 선형화하였다.  선형화한 후, 에탄올 침전을

사용하여 DNA를 정제하였고, CHOK1SV GS-KO 세포를, 20 mL의 최종 용적을 만들기 위해 37℃ 하에 CD-CHO 배지

(써모 피셔)를 함유하는 T75 플라스크에 즉시 옮기기 전에 20 μg DNA 및 1 x 10
7
개의 생육성 세포를 사용하여

전기천공하였다.  플라스크를 24시간 동안 공기 대기 중 5% CO2를 수반한 37℃하의 가습 정적 인큐베이터에 놓

아두었다.  G418 [멜포드(Melford)] 선별제의 농축된 스톡을 CD-CHO 배지에서 희석시켰고, 이러한 스톡 5 mL를

상기 T75 플라스크에 부가하며 온화하게 혼합하여 25 mL 총 용적 중 750 μg/mL의 최종 농도를 산출하였다.  3

내지 4일마다 세포 계수를 수행하여 성장 및 배양물 생육력을 결정하였고, CD-CHO 배지 중의 750 μg/ml G418을

원심분리 및 재현탁에 의해 대략 6일마다 갱신하였다.  세포를 125 mL 에를렌마이어(Erlenmeyer) 플라스크에 옮

기고, 일단 세포가 2 x 10
5
개의 생육성 세포/mL의 농도에 도달하면 일상적인 현탁 세포 배양을 확립하였다.
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표 4. 프라이머 서열의 요약[0305]

[0306]

실시예 2: LMM을 과다발현하는 안정한 세포에서의 LMM의 발현 분석[0307]

대조군 (비어있는 pcDNA5 FRT), SCD1-V5 또는 SREBF1 V5 중 하나와 안정적으로 통합된 안정한 Flp-In CHO 세포[0308]

풀의 확립 후, 안정적으로 외인성 통합된 유전자의 발현과, 부가적으로 상기 발현된 단백질의 세포내 위치 둘

다를 확증하기 위한 면역형광을 수행하였다.  대조군, SCD1-V5 및 SREBF1-V5 세포주를, 10% FBS로 보충된 햄 영

양 혼합 F12 배지 중의 24 웰 플레이트에서 웰당 2 x 10
5
개의 생육성 세포로 시딩하였다.  샘플을 메탄올 고정

시키고, 먼저 항-V5 항체 (마우스에서 생성됨 - 시그마 V8012)에 노출시킨 다음 연속해서 항-마우스 FITC 2차

접합체 (염소에서 생성됨 - 시그마 F0257)에 노출시켰다.  더욱이, 세포를 DAPI 염색제 (10 μg/mL 작동 스톡)

에 노출시켜 세포성 DNA를 염색시켰으며, 이로써 핵이 강조 표시되었다.  이로써 생성된 면역형광 영상이 도 1

에 도시된다.

SCD1-V5 및 SREBF1-V5 세포주에 FITC 염색이 존재하는 것은 외인성/재조합 유전자가 성공적으로 발현되었고, 더[0309]

우기 SCD1-V5 및 SREBF1-V5 단백질의 세포성 국재화가 분명하게 드러났다는 것을 보여준다.  구성적으로 발현된

SCD1-V5 단백질이 세포 전반에 걸쳐 풍부하게 존재하였으며, 그 영상은 그들이 세포질 및 ER에 국재된다는 것을

보여준다.  반대로, SREBF1-V5 단백질은 훨씬 더 적은 양으로 발현되었지만, 그것은 핵 둘레에 고리를 형성하면

서 핵 주변에 매우 두드러지게 위치하였다.  V5 에피토프 서열을 상기 유전자의 3' 말단에 부가하였고, SREBF1

의 자연 조절로 인해, 특이적 도메인이 절단되고 세포 내에 재위치된다는 것을 고려하는 것이 중요하다.  이와

같이 절단된 성숙한 bHLH (기본 나선 루프 나선) 영역이 특히 중요한데, 이는 지질 생합성 및 입체형태에 영향

을 미치는 많은 유전자의 전사 활성화에 대해 책임이 있기 때문이다.  이러한 영역이 유전자의 5' 말단에서 코

딩되기 때문에, 이러한 영역은 3' V5 태그의 염색시 검출될 수 없을 것이므로, 번역된 단백질의 구성적으로 발

현되고 절단된 부분 중 어떠한 것이 상기 영상화된 세포에 존재하는 지의 여부를 결정하는 것은 불가능하다.

세포내 V5-태그부착된 안정한 단백질의 염색을 수행하여,  조작된 CHOK1SV  GS-KO  현탁 세포주에 SCD1-V5  및[0310]

SREBF1-V5가 존재하는 지를 결정하였다.  이들 세포를 24 웰 플레이트 내의 커버슬립에 부착시키기 위해, 커버

슬립을 먼저, 폴리-L-리신으로 처리하고, 세포를 웰당 2 x 10
5
개의 세포로 시딩하며, 5% CO2 환경 정적 가습 인

큐베이터에서 37℃하에 밤새 인큐베이션하였다.  메탄올 고정 및 투과화 후, 항-V5 (마우스에서 생성됨 - 시그

마 V8012)를 항-마우스 TRITC (염소에서 생성됨 - T5393) 2차 항체와 접합시켰다.  이로써 생성된 영상이 도 2
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에 도시된다.

항-V5 항체, 항-마우스 HRP 접합된 2차 항체를 사용하여 웨스턴 블롯을 수행하였고, 적절한 검출 시스템을 사용[0311]

하여, V5 태그를 수반한 지질 구축물의 발현을 추가로 확증하였다.  등가 량의 전체 단백질 (브래드포드 검정을

이용하여 결정됨)을 SDS-PAGE를 위해 부하한 다음 니트로셀룰로스 상으로 웨스턴 블롯팅하였다. 이로써 생성된

블롯이 도 3a, 3b, 및 3c에 도시되었으며, V5 태그만이 SCD1 구축물을 발현하는 세포에서 검출되었다.  그러나,

SREBF1 구축물을 이용하여 달성된 낮은 수준의 발현은 이러한 구축물을 발현하는 세포주에서는 V5의 검출이 결

여되었다는 것을 설명해줄 수 있다.

실시예 3: LMM을 과다발현하는 안정한 세포의 성장 특징[0312]

본 실시예에서는, LMM을 과다발현하도록 조작된 2개의 상이한 세포주인 CHO Flp-In™ 및 CHOK1SV GS-KO (론자[0313]

바이오로직스) 세포주에서 성장 특징, 예컨대 생육성 세포 계수치, 세포 수, 및 배양물 생육력을 평가하였다.

LMM-조작된 세포주는 실시예 1에 기재된 바와 같이 생성되었다.  비어있는 V5 태그부착된 발현 벡터를 발현하도

록 대조군 세포주를 조작하였다.  eGFP 코딩 발현 벡터를 전기천공에 의해 LMM-조작된 세포주 내로 형질감염시

켰다.  1 x 10
7
개의 생육성 LMM-조작된 Flp-In CHO 세포 또는 CHOK1SV GS-KO 세포 및 20 μg의 플라스미드 DNA

(eGFP 코딩 발현성 벡터)를 사용하여 전기천공을 수행하였고, 이들 세포를 햄 영양 혼합 F12 배지에서 약 20 또

는 32 mL의 최종 용적이 되도록 희석시켰다.  바이셀 세포 계수기를 사용하여 생육성 세포 농도를 결정하였고,

eGFP 코딩 발현 벡터의 형질감염 후 24, 48, 72, 및 96시간에 기록하였다.

SCD1 및 SREBF1을 발현하도록 조작된 Flp-In™ 세포에 대한 결과가 도 4에 도시된다.  SCD1 및 SREBF1을 과다발[0314]

현하는 세포는 일반적으로, 모든 시점 전반에 걸쳐 대조군 세포와 비교 시 생육성 세포 농도에 있어서 일부 증

가를 나타내었다.

SCD1, SREBF1, 및 SREBF410을 발현하도록 조작된 CHOK1SV GS-KO 세포에 대한 결과가 도 5a 및 5b에 도시된다.[0315]

총  세포  농도와  비교한  생육성  세포  농도가  도  5a에  도시되며,  생육성  세포  농도는  하부  칼럼으로써

나타내었고, 전체 칼럼은 계수된 세포의 총 수를 나타낸다.  도 5a에 도시된 바와 같이, LMM (SCD1 및 SREBF1)

의 발현으로 인해, 모든 시점 전반에 걸쳐 생육성 세포 수와 총 세포 수가 일반적으로 증가된다.  48, 72 및 96

시간까지는, 생육성 세포 농도와 총 세포 농도가 SCD1 및 SREBF1-조작된 세포에서 상당히 더 높았다.  96시간째

에는, SCD1 및 SREBF1-조작된 세포에 대한 생육성 세포 계수치가 대조군 세포보다 1 x 10
6
개 세포/mL 초과하여

더 높았다.  배양물 생육력을 또한 계산하였고, 이는 도 5b에 도시된다.  LMM-조작된 세포는 일반적으로, 대조

군 세포와 비교 시 배양물 생육력에 있어서 증가를 나타내었다.

실시예 4: LMM을 과다발현하는 안정한 세포에서의 증가된 eGFP 유도 형광[0316]

본 실시예에는, 실시예 1에 기재된 바와 같이, LMM을 안정적으로 발현하도록 조작된 CHO-Flp-In™ 및 CHOK1SV[0317]

GS-KO 세포주에서 재조합 단백질을 생산하기 위한 생산 능력을 평가하였다.  LMM-조작된 세포를 실시예 3에 기

재된 바와 같이 eGFP 코딩 발현 벡터로 형질감염시켰고, 형질감염 후 24, 48, 72, 및 96시간에 유동 세포계수법

에 의해 생산된 eGFP의 양을 측정함으로써 생산 능력을 평가하였다.  FACS칼리버 (BD 바이오사이언스) 기기를

사용하여 세포의 eGFP-매개된 형광을 측정하였고, 여기에 제시된 데이터를 생성시켰다.

eGFP의 생산은 V5-태그부착된 SCD1 및 SREBF1을 발현하도록 조작된 Flp-In 세포에서 측정되었다.  도 6a, 6b,[0318]

및 6c는 명시된 시점에서 유동 세포계수법을 이용하여 기록된 LMM-조작된 Flp-In 세포의 중앙 형광, 기하 평균

형광, 및 산술 평균 형광을 각각 도시한다.  중앙 형광, 기하 평균 형광, 및 산술 평균 형광에 대한 이들 값은

SCD1 과다발현성 세포에서 증가됨으로써, SCD1을 안정적으로 발현하는 세포가 대조군 세포와 비교 시 더 많은

eGFP를 생산할 수 있다는 것을 입증해 준다.

eGFP의 생산은 V5-태그부착된 SCD1, SREBF1, 및 SREBF410을 발현하도록 조작된 CHOK1SV GS-KO 세포에서 측정되[0319]

었다.  중앙 형광이 도 7a에 도시되고 기하 평균 형광이 도 7b에 도시된다.  SREBF1을 과다발현하도록 조작된

세포에 대해서는 증가된 중앙 형광 및 기하 평균 형광이 관찰되었다.

CHOK1SV GS-KO 유래 세포주에서 관찰된 세포 농도 및 증식 특성 상의 차이를 고려하기 위해, 측정된 산술 평균[0320]

형광에 총 세포 농도 (1 mL당 x10
6
개)를 곱합으로써 배양물 1 mL당 총 형광을 계산하였고, 이와 같이 계산된 값

이 도 7c에 도시된다.  도 7c에 도시된 바와 같이, SCD1 과다발현성 세포는 대조군 세포와 비교 시 형질감염 후

24시간에 상당히 증가된 양의 재조합 단백질 (eGFP)을 생산하였다.  SREBF1 과다발현성 세포는 일반적으로, 대

조군 세포와 비교 시 시험된 모든 시점에서 증가된 양의 eGFP를 생산하였고, 형질감염 후 72 및 96시간에는 상
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당히 증가된 양을 생산하였다.

집합적으로, 이들 데이터는 LMM, 예컨대 SCD1 및 SREBF1을 발현하도록 조작되는 세포는 일시적으로 발현된 재조[0321]

합 단백질, 예컨대 eGFP의 생산 능력을 증가시킨다는 것을 보여준다.  더욱이, 측정된 형광에 의해 입증되는 바

와 같이, 생산된 세포는 지질 대사를 조정하는 변형을 갖지 않은 세포와 비교 시 정확하게 폴딩되고 기능적인

eGFP를 증가시킴으로써, 지질 대사의 조정이 생산 수율과 품질 둘 다를 증가시킨다는 것을 입증해 준다.

실시예 5: LMM을 과다발현하는 안정한 세포에서의 개선된 생산성[0322]

실시예 4에 기재된 실험과 유사하게, LMM을 안정적으로 발현하는 세포주를 대상으로 하여, 상이한 산물, 예컨대[0323]

모델 IgG4 항체 분자 (본원에서 항체 A로서 지칭됨) 및 융합 단백질 (본원에서 Fc 융합 단백질 또는 FP로서 지

칭됨)의 생산 능력에 관하여 평가하였다.

V5-태그부착된 SCD1 및 SREBF1을 안정적으로 발현하는 Flp-In 세포 (실시예 1에 기재된 바와 같이 조작됨)를,[0324]

항체 A 또는 Fc 융합 단백질을 코딩하는 발현 벡터로 전기천공하였다.  전기천공 후, 배양 상등액 중의 재조합

항체 A 및 FP의 수량을 웨스턴 블롯팅에 의해 전기천공 후 24, 48, 72, 및 96시간에 결정하였다.  항-중쇄 1차

항체, 항-토끼-HRP 접합된 2차 항체, 및 적절한 검출 시약을 사용하여 항체 A (도 8a) 및 Fc 융합 단백질 (도

9a)을 검출하였다.  항체 A 및 Fc 융합 단백질의 생산에 있어서의 평균 변화 배수가 단백질 A HPLC에 의해 결정

되었고, 이는 도 8b 및 9b에 각각 도시되었다.  외인성 SCD1을 발현하는 세포주는 재조합 단백질 둘 다를 수반

하는 대조군 세포주와 비교 시 증가된 생산성을 명확하게 보여주었다.  더욱이, 이러한 효과는 분석된 24, 48,

72, 및 96시간 시점 전반에 걸쳐 일관되었다.

SCD1, SREBF1, 및 SREBF410 구축물을 안정적으로 발현하는 론자의 CHOK1SV GS-KO (엑스시드™) 세포 (실시예 1[0325]

에 기재된 바와 같이 조작됨)를 2개의 재조합 단백질, 즉 모델 IgG4 (항체 A) 및 Fc 융합 단백질로 일시적으로

형질감염시켰다.  전기천공 후, 항-중쇄 1차 항체, 항-토끼-HRP 접합된 2차 항체, 및 적절한 검출 시약을 사용

하여 웨스턴 블롯팅에 의해 96시간까지 24시간마다 배양 상등액 중의 재조합 항체 A 및 FP의 수량을 결정하였다

(도 10a 및 11a).  항체 A 및 Fc 융합 단백질의 생산에 있어서의 평균 변화 배수가 단백질 A HPLC에 의해 결정

되었고, 이는 도 10b 및 11b에 각각 도시되었다.  외인성 SCD1, SREBF1, 및 SREBF410을 발현하는 CHOK1SV GS-

KO 세포주는 재조합 단백질 둘 다를 수반하는 대조군 세포주와 비교 시 증가된 생산성을 명확하게 보여주었다

(도 10b 및 11b).  더욱이, 이러한 효과는 분석된 48, 72, 및 96시간 시점 전반에 걸쳐 일관되었다.

SCD1, SREBF1, 및 SREBF410 구축물을 안정적으로 발현하는 론자의 CHOK1SV GS-KO (엑스시드™) 세포 (실시예 1[0326]

에 기재된 바와 같이 조작됨)를 2개의 재조합 단백질, 즉 모델 IgG4 (항체 A) 및 Fc 융합 단백질로 안정적으로

형질감염시켰다.  도 15a 및 16a는 0.2 x 10
6
개의 생육성 세포/ml로 초기 시딩한 후 48, 96, 144 및 192시간에

항체 A 및 FC 융합 단백질 각각의 용적 생산성을 나타낸다.  그 결과는 SCD1 과다발현성 세포 풀이 재조합 분자

둘 다의 절대 수율을 개선시킨다는 것을 나타낸다.  더욱이, 세포 수를 포함하는 계산 시, 재조합 분자 둘 다의

특이적 생산성이 SCD1 과다발현성 세포 풀에서 또한 크게 증가되었다 (도 15b 및 16b).

이들 결과는 집합적으로, LMM, 예컨대 SCD1, SREBF1, 및 SREBF1의 기능적 단편 (SREBF410)을 발현하도록 조작[0327]

되는 세포는 일시적으로 발현된 재조합 단백질, 예컨대 항체 분자 및 융합 단백질의 생산 능력을 증가시킨다는

것을 보여준다.

실시예 6: 확립된 생산 세포주를 개선시킴[0328]

실시예 4 및 5는 LMM을 안정적으로 발현하는 세포주가 재조합 산물, 예컨대 GFP, 항체 분자, 또는 융합 단백질[0329]

을 일시적으로 발현하는 경우에 개선된 생산을 갖는다는 것을 명확하게 보여준다.  본 실시예에서는, 확립된 세

포주에서 재조합 산물의 기존의 안정적인 수율 증강에 대한 LMM의 효과를 결정하기 위한 분석을 수행하였다.

모델 IgG4 항체 분자 (항체 A)를 안정적으로 발현하도록 이전에 조작시킨 CHO121 세포를 사용하였다.  V5-태그[0330]

부착된 SCD1, SREBF1 및 말단절단된 SREBF1 (SREBF410)을 코딩하는 구축물이, 항체 A를 안정적으로 발현하는 세

포에서 일시적으로 발현되었다.  대조군 세포는 비어있는 V5 태그 벡터로 형질감염시켰다.  세포로부터의 상등

액을 48, 72, 및 168시간에 수거하였다.  항-중쇄 1차 항체 (시그마 19764)를 사용한 다음, 항-토끼 HRP 접합된

2차 항체 (시그마 A6154)를 사용함으로써 생산된 항체 A의 양을 결정하기 위한 웨스턴 블롯 분석을 수행하였고,

그 결과가 도 12a에 도시된다.  도시된 바와 같이, LMM인 SCD1 및 SREBF410의 발현은 LMM의 도입 후 48시간과

72시간 둘 다에서 대조군과 비교 시 세포에 의해 생산된 항체 A의 양에 있어서의 증가를 유발하였다.  세포로부

터의 상등액을 쿠마시 분석하여, LMM의 도입 후 168시간에 생산된 항체 A의 양을 나타내었고, 이는 LMM 일시적
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발현 (SCD1 및 SREBF410)으로 인해 재조합 단백질의 생산이 개선되었다는 것을 입증해 준다 (도 12b).  도 13은

형질감염 후 48, 72, 96 및 144시간에서 SCD1 및 SREB410 함유 플라스미드로의 일시적인 형질감염 후 평균 산물

역가에 있어서의 현저한 증가를 강조 표시하는 단백질 A HPLC를 사용하는 항체 A의 정량적 분석을 도시한다.

도 14는 산물 역가 및 생육성 세포 수를 결정하기 위한 단백질 A 분석을 사용하여 특이적 생산성을 결정하는 FC

융합 단백질의 정량적 분석을 도시한다.  이러한 데이터는 LMM 요소를 함유하는 벡터로 일시적으로 형질감염된

세포의 평균 특이적 생산성 상의 증가를 나타내며, SREBF1 함유 구축물이 가장 높은 평균 값을 산출한다.

이들 결과는 확립된 세포주에서의 지질 대사의 조정이 확립된 수율과 비교 시 생산 능력을 추가로 개선시킬 수[0331]

있다는 것을 보여준다.

실시예 7: 재조합 유전자와 LMM의 동시 도입에 의한 개선된 생산성[0332]

대조군 (LMM 없음), SCD1, SREBF1 또는 SREB411 (SREBF1 유래 서열은 CHO 특이적이었다; NM_001244003, 서열식[0333]

별번호: 34 및 36) 중 하나와 예시적인 이뮤노시토카인 둘 다의 적절한 발현을 위한 유전자로 구성되는 플라스

미드/구축물을 생성시켰다.  이어서, 이들 구축물을 사용하여 론자의 CHOK1SV GS-KO 세포를 일시적으로 형질감

염시켰다.  도 17a는 형질감염 후 48 및 96시간에 수거된 상등액의 웨스턴 분석을 도시한다.  사용된 상등액 샘

플을 감소시켰고, 항-중쇄 1차 항체 및 HRP 접합된 항-토끼 2차 항체로 프로빙하여 천연 중쇄 (하부 밴드) 및

시토카인 융합된 중쇄 (상부 밴드)를 강조 표시함으로써 일시적 산물을 검출하였다.  상기와 같이 형질감염된

구축물에 SCD1, SREBF1 및 SREB411 유전자를 봉입시키면, 형질감염 후 48시간과 96시간 둘 다에서 양쪽 밴드 강

도가 증가되었다.  더욱이, 도 17b는 단백질 A 분석을 사용하여 형질감염 후 96시간에 수득된 샘플의 정량적 분

석을 도시한다.  이뮤노시토카인의 상대적 존재량은 웨스턴 분석에 제시된 데이터를 지지해 준다 (도 17a).

이들 데이터는 LMM, 예컨대 SCD1, SREBF1, 및 SREBF1의 기능적 단편 (SREBF411)을 재조합 산물 유전자와 동시[0334]

에 봉입시키면 생산 능력을 개선시킬 수 있다는 것을 보여준다.
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도면17b

서 열 목 록

SEQUENCE LISTING

<110> LONZA LTD

 

<120> MODULATION OF LIPID METABOLISM FOR PROTEIN PRODUCTION

<130> L2082-7003WO

<140> PCT/EP2017/060484

<141> 2017-05-03

<150> 62/330,973

<151> 2016-05-03

<160> 36    

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 1134

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 1

Met Asp Glu Leu Ala Phe Gly Glu Ala Ala Leu Glu Gln Thr Leu Ala 

1               5                   10                  15      

Glu Met Cys Glu Leu Asp Thr Ala Val Leu Asn Asp Ile Glu Asp Met 

            20                  25                  30          
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Leu Gln Leu Ile Asn Asn Gln Asp Ser Asp Phe Pro Gly Leu Phe Asp 

        35                  40                  45              

Ala Pro Tyr Ala Gly Gly Glu Thr Gly Asp Thr Gly Pro Ser Ser Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Ala Asn Ser Pro Glu Ser Phe Ser Ser Ala Ser Leu Ala Ser Ser 

65                  70                  75                  80  

Leu Glu Ala Phe Leu Gly Gly Pro Lys Val Thr Pro Ala Pro Leu Ser 

                85                  90                  95      

Pro Pro Pro Ser Ala Pro Ala Ala Leu Lys Met Tyr Pro Ser Val Ser 

            100                 105                 110         

Pro Phe Ser Pro Gly Pro Gly Ile Lys Glu Glu Pro Val Pro Leu Thr 

        115                 120                 125             

Ile Leu Gln Pro Ala Ala Pro Gln Pro Ser Pro Gly Thr Leu Leu Pro 

    130                 135                 140                 

Pro Ser Phe Pro Ala Pro Pro Val Gln Leu Ser Pro Ala Pro Val Leu 

145                 150                 155                 160 

Gly Tyr Ser Ser Leu Pro Ser Gly Phe Ser Gly Thr Leu Pro Gly Asn 

                165                 170                 175     

Thr Gln Gln Pro Pro Ser Ser Leu Pro Leu Ala Pro Ala Pro Gly Val 

            180                 185                 190         

Leu Pro Thr Pro Ala Leu His Thr Gln Val Gln Ser Leu Ala Ser Gln 

        195                 200                 205             

Gln Pro Leu Pro Ala Ser Ala Ala Pro Arg Thr Asn Thr Val Thr Ser 

    210                 215                 220                 

Gln Val Gln Gln Val Pro Val Val Leu Gln Pro His Phe Ile Lys Ala 

225                 230                 235                 240 

Asp Ser Leu Leu Leu Thr Ala Val Lys Thr Asp Ala Gly Ala Thr Val 

                245                 250                 255     

Lys Thr Ala Gly Ile Ser Thr Leu Ala Pro Gly Thr Ala Val Gln Ala 

            260                 265                 270         

Gly Pro Leu Gln Thr Leu Val Ser Gly Gly Thr Ile Leu Ala Thr Val 
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        275                 280                 285             

Pro Leu Val Val Asp Thr Asp Lys Leu Pro Ile His Arg Leu Ala Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Ser Lys Ala Leu Gly Ser Ala Gln Ser Arg Gly Glu Lys Arg Thr 

305                 310                 315                 320 

Ala His Asn Ala Ile Glu Lys Arg Tyr Arg Ser Ser Ile Asn Asp Lys 

                325                 330                 335     

Ile Val Glu Leu Lys Asp Leu Val Val Gly Thr Glu Ala Lys Leu Asn 

            340                 345                 350         

Lys Ser Ala Val Leu Arg Lys Ala Ile Asp Tyr Ile Arg Phe Leu Gln 

        355                 360                 365             

His Ser Asn Gln Lys Leu Lys Gln Glu Asn Leu Thr Leu Arg Ser Ala 

    370                 375                 380                 

His Lys Ser Lys Ser Leu Lys Asp Leu Val Ser Ala Cys Gly Ser Gly 

385                 390                 395                 400 

Gly Gly Thr Asp Val Ser Met Glu Gly Met Lys Pro Glu Val Val Glu 

                405                 410                 415     

Thr Leu Thr Pro Pro Pro Ser Asp Ala Gly Ser Pro Ser Gln Ser Ser 

            420                 425                 430         

Pro Leu Ser Phe Gly Ser Arg Ala Ser Ser Ser Gly Gly Ser Asp Ser 

        435                 440                 445             

Glu Pro Asp Ser Pro Ala Phe Glu Asp Ser Gln Val Lys Ala Gln Arg 

    450                 455                 460                 

Leu Pro Ser His Ser Arg Gly Met Leu Asp Arg Ser Arg Leu Ala Leu 

465                 470                 475                 480 

Cys Val Leu Ala Phe Leu Cys Leu Thr Cys Asn Pro Leu Ala Ser Leu 

                485                 490                 495     

Phe Gly Trp Gly Ile Leu Thr Pro Ser Asp Ala Thr Gly Thr His Arg 

            500                 505                 510         

Ser Ser Gly Arg Ser Met Leu Glu Ala Glu Ser Arg Asp Gly Ser Asn 

        515                 520                 525             
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Trp Thr Gln Trp Leu Leu Pro Pro Leu Val Trp Leu Ala Asn Gly Leu 

    530                 535                 540                 

Leu Val Leu Ala Cys Leu Ala Leu Leu Phe Val Tyr Gly Glu Pro Val 

545                 550                 555                 560 

Thr Arg Pro His Ser Gly Pro Ala Val His Phe Trp Arg His Arg Lys 

                565                 570                 575     

Gln Ala Asp Leu Asp Leu Ala Arg Gly Asp Phe Pro Gln Ala Ala Gln 

            580                 585                 590         

Gln Leu Trp Leu Ala Leu Gln Ala Leu Gly Arg Pro Leu Pro Thr Ser 

        595                 600                 605             

Asn Leu Asp Leu Ala Cys Ser Leu Leu Trp Asn Leu Ile Arg His Leu 

    610                 615                 620                 

Leu Gln Arg Leu Trp Val Gly Arg Trp Leu Ala Gly Gln Ala Gly Gly 

625                 630                 635                 640 

Leu Leu Arg Asp Arg Gly Leu Arg Lys Asp Ala Arg Ala Ser Ala Arg 

                645                 650                 655     

Asp Ala Ala Val Val Tyr His Lys Leu His Gln Leu His Ala Met Gly 

            660                 665                 670         

Lys Tyr Thr Gly Gly His Leu Ala Ala Ser Asn Leu Ala Leu Ser Ala 

        675                 680                 685             

Leu Asn Leu Ala Glu Cys Ala Gly Asp Ala Ile Ser Met Ala Thr Leu 

    690                 695                 700                 

Ala Glu Ile Tyr Val Ala Ala Ala Leu Arg Val Lys Thr Ser Leu Pro 

705                 710                 715                 720 

Arg Ala Leu His Phe Leu Thr Arg Phe Phe Leu Ser Ser Ala Arg Gln 

                725                 730                 735     

Ala Cys Leu Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro Leu Ala Met Gln Trp Leu 

            740                 745                 750         

Cys His Pro Val Gly His Arg Phe Phe Val Asp Gly Asp Trp Ala Val 

        755                 760                 765             

His Gly Ala Pro Pro Glu Ser Leu Tyr Ser Val Ala Gly Asn Pro Val 
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    770                 775                 780                 

Asp Pro Leu Ala Gln Val Thr Arg Leu Phe Arg Glu His Leu Leu Glu 

785                 790                 795                 800 

Arg Ala Leu Asn Cys Ile Ala Gln Pro Ser Pro Gly Ala Ala Asp Gly 

                805                 810                 815     

Asp Arg Glu Phe Ser Asp Ala Leu Gly Tyr Leu Gln Leu Leu Asn Ser 

            820                 825                 830         

Cys Ser Asp Ala Ala Gly Ala Pro Ala Cys Ser Phe Ser Val Ser Ser 

        835                 840                 845             

Ser Met Ala Ala Thr Thr Gly Pro Asp Pro Val Ala Lys Trp Trp Ala 

    850                 855                 860                 

Ser Leu Thr Ala Val Val Ile His Trp Leu Arg Arg Asp Glu Glu Ala 

865                 870                 875                 880 

Ala Glu Arg Leu Tyr Pro Leu Val Glu His Ile Pro Gln Val Leu Gln 

                885                 890                 895     

Asp Thr Glu Arg Pro Leu Pro Arg Ala Ala Leu Tyr Ser Phe Lys Ala 

            900                 905                 910         

Ala Arg Ala Leu Leu Asp His Arg Lys Val Glu Ser Ser Pro Ala Ser 

        915                 920                 925             

Leu Ala Ile Cys Glu Lys Ala Ser Gly Tyr Leu Arg Asp Ser Leu Ala 

    930                 935                 940                 

Ser Thr Pro Thr Gly Ser Ser Ile Asp Lys Ala Met Gln Leu Leu Leu 

945                 950                 955                 960 

Cys Asp Leu Leu Leu Val Ala Arg Thr Ser Leu Trp Gln Arg Gln Gln 

                965                 970                 975     

Ser Pro Ala Ser Val Gln Val Ala His Gly Thr Ser Asn Gly Pro Gln 

            980                 985                 990         

Ala Ser Ala Leu Glu Leu Arg Gly  Phe Gln His Asp Leu  Ser Ser Leu 

        995                 1000                 1005             

Arg Arg  Leu Ala Gln Ser Phe  Arg Pro Ala Met Arg  Arg Val Phe 

    1010                 1015                 1020             
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Leu His  Glu Ala Thr Ala Arg  Leu Met Ala Gly Ala  Ser Pro Ala 

    1025                 1030                 1035             

Arg Thr  His Gln Leu Leu Asp  Arg Ser Leu Arg Arg  Arg Ala Gly 

    1040                 1045                 1050             

Ser Ser  Gly Lys Gly Gly Thr  Thr Ala Glu Leu Glu  Pro Arg Pro 

    1055                 1060                 1065             

Thr Trp  Arg Glu His Thr Glu  Ala Leu Leu Leu Ala  Ser Cys Tyr 

    1070                 1075                 1080             

Leu Pro  Pro Ala Phe Leu Ser  Ala Pro Gly Gln Arg  Met Ser Met 

    1085                 1090                 1095             

Leu Ala  Glu Ala Ala Arg Thr  Val Glu Lys Leu Gly  Asp His Arg 

    1100                 1105                 1110             

Leu Leu  Leu Asp Cys Gln Gln  Met Leu Leu Arg Leu  Gly Gly Gly 

    1115                 1120                 1125             

Thr Thr  Val Thr Ser Ser 

    1130                 

<210> 2

<211> 3405

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 2

atggacgagc tggccttcgg tgaggcggct ctggaacaga cactggccga gatgtgcgaa       60

ctggacacag cggttttgaa cgacatcgaa gacatgctcc agctcatcaa caaccaagac      120

agtgacttcc cgggcctgtt tgacgccccc tatgctgggg gtgagacagg ggacacaggc      180

cccagcagcc caggtgccaa ctctcctgag agcttctctt ctgcttctct ggcctcctct      240

ctggaagcct tcctgggagg acccaaggtg acacctgcac ccttgtcccc tccaccatcg      300

gcacccgctg ctttaaagat gtacccgtcc gtgtccccct tttcccctgg gcctgggatc      360

aaagaggagc cagtgccact caccatccta cagcctgcag cgccacagcc gtcaccgggg      420

accctcctgc ctccgagctt ccccgcacca cccgtacagc tcagccctgc gcccgtgctg      480

ggttactcga gcctgccttc aggcttctca gggacccttc caggaaacac tcagcagcca      540

ccatctagcc tgccgctggc ccctgcacca ggagtcttgc ccacccctgc cctgcacacc      600
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caggtccaaa gcttggcctc ccagcagccg ctgccagcct cagcagcccc tagaacaaac      660

actgtgacct cacaggtcca gcaggtccca gttgtactgc agccacactt catcaaggca      720

gactcactgc tgctgacagc tgtgaagaca gatgcaggag ccaccgtgaa gactgcaggc      780

atcagcaccc tggctcctgg cacagccgtg caggcaggtc ccctgcagac cctggtgagt      840

ggagggacca tcttggccac agtacctttg gttgtggaca cagacaaact gcccatccac      900

cgactcgcag ctggcagcaa ggccctaggc tcagctcaga gccgtggtga gaagcgcaca      960

gcccacaatg ccattgagaa gcgctaccgg tcttctatca atgacaagat tgtggagctc     1020

aaagacctgg tggtgggcac tgaagcaaag ctgaataaat ctgctgtctt gcgcaaggcc     1080

atcgactaca tccgcttctt gcagcacagc aaccagaagc tcaagcagga gaacctgacc     1140

ctacgaagtg cacacaaaag caaatcactg aaggacctgg tgtcagcttg tggcagtgga     1200

ggaggcacag atgtgtctat ggagggcatg aaacccgaag tggtggagac gcttacccct     1260

ccaccctcag acgccggctc accctcccag agtagcccct tgtcttttgg cagcagagct     1320

agcagcagtg gtggtagtga ctctgagccc gacagtccag cctttgagga tagccaggtc     1380

aaagcccagc ggctgccttc acacagccga ggcatgctgg accgctcccg cctggccctg     1440

tgtgtactgg cctttctgtg tctgacctgc aatcctttgg cctcgctttt cggctggggc     1500

attctcactc cctctgatgc tacgggtaca caccgtagtt ctgggcgcag catgctggag     1560

gcagagagca gagatggctc taattggacc cagtggttgc tgccacccct agtctggctg     1620

gccaatggac tactagtgtt ggcctgcttg gctcttctct ttgtctatgg ggaacctgtg     1680

actaggccac actctggccc ggctgtacac ttctggagac atcgcaaaca agctgacctg     1740

gatttggccc ggggagattt cccccaggct gctcaacagc tgtggctggc cctgcaagcg     1800

ctgggccggc ccctgcccac ctcaaacctg gatctggcct gcagtctgct ttggaacctc     1860

atccgccacc tgctccagcg tctctgggtg ggccgctggc tggcaggcca ggccgggggc     1920

ctgctgaggg accgtgggct gaggaaggat gcccgtgcca gtgcccggga tgcggctgtt     1980

gtctaccata agctgcacca gctgcatgcc atgggcaagt acacaggagg acatcttgct     2040

gcttctaacc tggcactaag tgccctcaac ctggctgagt gcgcaggaga tgctatctcc     2100

atggcaacac tggcagagat ctatgtggca gcggccctga gggtcaaaac cagcctccca     2160

agagccctgc acttcttgac acgtttcttc ctgagcagcg cccgccaggc ctgcctagca     2220

cagagcggct cggtgcctct tgccatgcag tggctctgcc accctgtagg tcaccgtttc     2280

tttgtggacg gggactgggc cgtgcacggt gcccccccgg agagcctgta cagcgtggct     2340

gggaacccag tggatccgct ggcccaggtg acccggctat tccgtgaaca tctcctagag     2400

cgagcgttga actgtattgc tcagcccagc ccaggggcag ctgacggaga cagggagttc     2460
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tcagatgccc ttggatatct gcagttgcta aatagctgtt ctgatgctgc cggggctcct     2520

gcttgcagtt tctctgtcag ctccagcatg gctgccacca ctggcccaga cccagtggcc     2580

aagtggtggg cctcactgac agctgtggtg atccactggc tgaggcggga tgaagaggca     2640

gctgagcgct tgtacccact ggtagagcat atcccccagg tgctgcagga cactgagaga     2700

cccctgccca gggcagctct gtactccttc aaggctgccc gggctctgct ggaccacaga     2760

aaggtggaat ctagcccagc cagcctggcc atctgtgaga aggccagtgg gtacctgcgg     2820

gacagcttag cctctacacc aactggcagt tccattgaca aggccatgca gctgctcctg     2880

tgtgatctac ttcttgtggc ccgtaccagt ctgtggcagc ggcagcagtc accagcttca     2940

gtccaggtag ctcacggtac cagcaatgga ccccaggcct ctgctctgga gctgcgtggt     3000

ttccaacatg acctgagcag cctgcggcgg ttggcacaga gcttccggcc tgctatgagg     3060

agggtattcc tacatgaggc cacagctcgg ctgatggcag gagcaagtcc tgcccggaca     3120

caccagctcc tggatcgcag tctgaggagg agggcaggtt ccagtggcaa aggaggcact     3180

acagctgagc tggagccacg gcccacatgg cgggagcaca ccgaggccct gctgttggca     3240

tcctgctatc tgccccctgc cttcctgtcg gctcctgggc agcgaatgag catgctggcc     3300

gaggcggcac gcaccgtaga gaagcttggc gatcaccggc tactgctgga ctgccagcag     3360

atgctcctgc gcctgggcgg cggaaccacc gtcacttcca gctag                     3405

<210> 3

<211> 355

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 3

Met Pro Ala His Met Leu Gln Glu Ile Ser Ser Ser Tyr Thr Thr Thr 

1               5                   10                  15      

Thr Thr Ile Thr Ala Pro Pro Ser Gly Asn Glu Arg Glu Lys Val Lys 

            20                  25                  30          

Thr Val Pro Leu His Leu Glu Glu Asp Ile Arg Pro Glu Met Lys Glu 

        35                  40                  45              

Asp Ile His Asp Pro Thr Tyr Gln Asp Glu Glu Gly Pro Pro Pro Lys 

    50                  55                  60                  

Leu Glu Tyr Val Trp Arg Asn Ile Ile Leu Met Val Leu Leu His Leu 

65                  70                  75                  80  
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Gly Gly Leu Tyr Gly Ile Ile Leu Val Pro Ser Cys Lys Leu Tyr Thr 

                85                  90                  95      

Cys Leu Phe Gly Ile Phe Tyr Tyr Met Thr Ser Ala Leu Gly Ile Thr 

            100                 105                 110         

Ala Gly Ala His Arg Leu Trp Ser His Arg Thr Tyr Lys Ala Arg Leu 

        115                 120                 125             

Pro Leu Arg Ile Phe Leu Ile Ile Ala Asn Thr Met Ala Phe Gln Asn 

    130                 135                 140                 

Asp Val Tyr Glu Trp Ala Arg Asp His Arg Ala His His Lys Phe Ser 

145                 150                 155                 160 

Glu Thr His Ala Asp Pro His Asn Ser Arg Arg Gly Phe Phe Phe Ser 

                165                 170                 175     

His Val Gly Trp Leu Leu Val Arg Lys His Pro Ala Val Lys Glu Lys 

            180                 185                 190         

Gly Gly Lys Leu Asp Met Ser Asp Leu Lys Ala Glu Lys Leu Val Met 

        195                 200                 205             

Phe Gln Arg Arg Tyr Tyr Lys Pro Gly Leu Leu Leu Met Cys Phe Ile 

    210                 215                 220                 

Leu Pro Thr Leu Val Pro Trp Tyr Cys Trp Gly Glu Thr Phe Val Asn 

225                 230                 235                 240 

Ser Leu Phe Val Ser Thr Phe Leu Arg Tyr Thr Leu Val Leu Asn Ala 

                245                 250                 255     

Thr Trp Leu Val Asn Ser Ala Ala His Leu Tyr Gly Tyr Arg Pro Tyr 

            260                 265                 270         

Asp Lys Asn Ile Gln Ser Arg Glu Asn Ile Leu Val Ser Leu Gly Ala 

        275                 280                 285             

Val Gly Glu Gly Phe His Asn Tyr His His Thr Phe Pro Phe Asp Tyr 

    290                 295                 300                 

Ser Ala Ser Glu Tyr Arg Trp His Ile Asn Phe Thr Thr Phe Phe Ile 

305                 310                 315                 320 

Asp Cys Met Ala Ala Leu Gly Leu Ala Tyr Asp Arg Lys Lys Val Ser 
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                325                 330                 335     

Lys Ala Thr Val Leu Ala Arg Ile Lys Arg Thr Gly Asp Gly Ser His 

            340                 345                 350         

Lys Ser Ser 

        355 

<210> 4

<211> 1068

<212> DNA

<213> Mus musculus

<400> 4

atgccggccc acatgctcca agagatctcc agttcttaca cgaccaccac caccatcact       60

gcacctccct ccggaaatga acgagagaag gtgaagacgg tgcccctcca cctggaagaa      120

gacatccgtc ctgaaatgaa agaagatatt cacgacccca cctatcagga tgaggaggga      180

cccccgccca agctggagta cgtctggagg aacatcattc tcatggtcct gctgcacttg      240

ggaggcctgt acgggatcat actggttccc tcctgcaagc tctacacctg cctcttcggg      300

attttctact acatgaccag cgctctgggc atcacagccg gggctcatcg cctctggagc      360

cacagaactt acaaggcacg gctgcccctg cggatcttcc ttatcattgc caacaccatg      420

gcgttccaga atgacgtgta cgaatgggcc cgagatcacc gcgcccacca caagttctca      480

gaaacacacg ccgaccctca caattcccgc cgtggcttct tcttctctca cgtgggttgg      540

ctgcttgtgc gcaaacaccc ggctgtcaaa gagaagggcg gaaaactgga catgtctgac      600

ctgaaagccg agaagctggt gatgttccag aggaggtact acaagcccgg cctcctgctg      660

atgtgcttca tcctgcccac gctggtgccc tggtactgct ggggcgagac ttttgtaaac      720

agcctgttcg ttagcacctt cttgcgatac actctggtgc tcaacgccac ctggctggtg      780

aacagtgccg cgcatctcta tggatatcgc ccctacgaca agaacattca atcccgggag      840

aatatcctgg tttccctggg tgccgtgggc gagggcttcc acaactacca ccacaccttc      900

cccttcgact actctgccag tgagtaccgc tggcacatca acttcaccac gttcttcatc      960

gactgcatgg ctgccctggg cctggcttac gaccggaaga aagtttctaa ggctactgtc     1020

ttagccagga ttaagagaac tggagacggg agtcacaaga gtagctga                  1068

<210> 5

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 5

tatgctagcg gtaccatggt gagcaagggc gagga                                  35

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 6

tatggtacca tggacgagct                                                   20

<210> 7

<211> 19

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 7

atagggccct tagctggaa                                                    19

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 8

tatgcggccg catggacgag                                                   20

<210> 9

<211> 20

등록특허 10-2536221

- 78 -



<212

> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 9

atactcgagc ggctactctt                                                   20

<210> 10

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 10

tatggtacca tgccggcc                                                     18

<210> 11

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 11

atactcgagt cagctactct tgt                                               23

<210> 12

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 12
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tatggtacca tgccggcc                                                     18

<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 13

atactcgagc ggctactctt                                                   20

<210> 14

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 14

tatgcggccg catggacgag                                                   20

<210> 15

<211> 33

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 15

atatctagac tagctggaag tgacggtggt tcc                                    33

<210> 16

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source
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<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 16

tatgcggccg catggacgag                                                   20

<210> 17

<211> 31

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400

> 17

atatctagac tgctggaagt gacggtggtt c                                      31

<210> 18

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 18

tatgcggccg catggacgag                                                   20

<210> 19

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 19

atatctagat cacatgccct ccatagacac atctgtg                                37

<210> 20

<211> 20
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<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 20

tatgcggccg catggacgag                                                   20

<210> 21

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 21

atatctagac tcatgccctc catagacaca tctgtg                                 36

<210> 22

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 22

tatggtacca tgccggcc                                                     18

<210> 23

<211> 23

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 23

atactcgagt cagctactct tgt                                               23
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<210> 24

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 24

tatggtacca tgccggcc                                                     18

<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 25

atactcgagc ggctactctt                                                   20

<210> 26

<211> 410

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 26

Met Asp Glu Leu Ala Phe Gly Glu Ala Ala Leu Glu Gln Thr Leu Ala 

1               5                   10                  15      

Glu Met Cys Glu Leu Asp Thr Ala Val Leu Asn Asp Ile Glu Asp Met 

            20                  25                  30          

Leu Gln Leu Ile Asn Asn Gln Asp Ser Asp Phe Pro Gly Leu Phe Asp 

        35                  40                  45              

Ala Pro Tyr Ala Gly Gly Glu Thr Gly Asp Thr Gly Pro Ser Ser Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Ala Asn Ser Pro Glu Ser Phe Ser Ser Ala Ser Leu Ala Ser Ser 
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65                  70                  75                  80  

Leu Glu Ala Phe Leu Gly Gly Pro Lys Val Thr Pro Ala Pro Leu Ser 

                85                  90                  95      

Pro Pro Pro Ser Ala Pro Ala Ala Leu Lys Met Tyr Pro Ser Val Ser 

            100                 105                 110         

Pro Phe Ser Pro Gly Pro Gly Ile Lys Glu Glu Pro Val Pro Leu Thr 

        115                 120                 125             

Ile Leu Gln Pro Ala Ala Pro Gln Pro Ser Pro Gly Thr Leu Leu Pro 

    130                 135                 140                 

Pro Ser Phe Pro Ala Pro Pro Val Gln Leu Ser Pro Ala Pro Val Leu 

145                 150                 155                 160 

Gly Tyr Ser Ser Leu Pro Ser Gly Phe Ser Gly Thr Leu Pro Gly Asn 

                165                 170                 175     

Thr Gln Gln Pro Pro Ser Ser Leu Pro Leu Ala Pro Ala Pro Gly Val 

            180                 185                 190         

Leu Pro Thr Pro Ala Leu His Thr Gln Val Gln Ser Leu Ala Ser Gln 

        195                 200                 205             

Gln Pro Leu Pro Ala Ser Ala Ala Pro Arg Thr Asn Thr Val Thr Ser 

    210                 215                 220                 

Gln Val Gln Gln Val Pro Val Val Leu Gln Pro His Phe Ile Lys Ala 

225                 230                 235                 240 

Asp Ser Leu Leu Leu Thr Ala Val Lys Thr Asp Ala Gly Ala Thr Val 

                245                 250                 255     

Lys Thr Ala Gly Ile Ser Thr Leu Ala Pro Gly Thr Ala Val Gln Ala 

            260                 265                 270         

Gly Pro Leu Gln Thr Leu Val Ser Gly Gly Thr Ile Leu Ala Thr Val 

        275                 280                 285             

Pro Leu Val Val Asp Thr Asp Lys Leu Pro Ile His Arg Leu Ala Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Ser Lys Ala Leu Gly Ser Ala Gln Ser Arg Gly Glu Lys Arg Thr 

305                 310                 315                 320 
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Ala His Asn Ala Ile Glu Lys Arg Tyr Arg Ser Ser Ile Asn Asp Lys 

                325                 330                 335     

Ile Val Glu Leu Lys Asp Leu Val Val Gly Thr Glu Ala Lys Leu Asn 

            340                 345                 350         

Lys Ser Ala Val Leu Arg Lys Ala Ile Asp Tyr Ile Arg Phe Leu Gln 

        355                 360                 365             

His Ser Asn Gln Lys Leu Lys Gln Glu Asn Leu Thr Leu Arg Ser Ala 

    370                 375                 380                 

His Lys Ser Lys Ser Leu Lys Asp Leu Val Ser Ala Cys Gly Ser Gly 

385                 390                 395                 400 

Gly Gly Thr Asp Val Ser Met Glu Gly Met 

                405                 410 

<210> 27

<211> 320

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 27

Met Pro Ala Pro Leu Ser Pro Pro Pro Ser Ala Pro Ala Ala Leu Lys 

1               5                   10                  15      

Met Tyr Pro Ser Val Ser Pro Phe Ser Pro Gly Pro Gly Ile Lys Glu 

            20                  25                  30          

Glu Pro Val Pro Leu Thr Ile Leu Gln Pro Ala Ala Pro Gln Pro Ser 

        35                  40                  45              

Pro Gly Thr Leu Leu Pro Pro Ser Phe Pro Ala Pro Pro Val Gln Leu 

    50                  55                  60                  

Ser Pro Ala Pro Val Leu Gly Tyr Ser Ser Leu Pro Ser Gly Phe Ser 

65                  70                  75                  80  

Gly Thr Leu Pro Gly Asn Thr Gln Gln Pro Pro Ser Ser Leu Pro Leu 

                85                  90                  95      

Ala Pro Ala Pro Gly Val Leu Pro Thr Pro Ala Leu His Thr Gln Val 

            100                 105                 110         
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Gln Ser Leu Ala Ser Gln Gln Pro Leu Pro Ala Ser Ala Ala Pro Arg 

        115                 120                 125             

Thr Asn Thr Val Thr Ser Gln Val Gln Gln Val Pro Val Val Leu Gln 

    130                 135                 140                 

Pro His Phe Ile Lys Ala Asp Ser Leu Leu Leu Thr Ala Val Lys Thr 

145                 150                 155                 160 

Asp Ala Gly Ala Thr Val Lys Thr Ala Gly Ile Ser Thr Leu Ala Pro 

                165                 170                 175     

Gly Thr Ala Val Gln Ala Gly Pro Leu Gln Thr Leu Val Ser Gly Gly 

            180                 185                 190         

Thr Ile Leu Ala Thr Val Pro Leu Val Val Asp Thr Asp Lys Leu Pro 

        195                 200                 205             

Ile His Arg Leu Ala Ala Gly Ser Lys Ala Leu Gly Ser Ala Gln Ser 

    210                 215                 220                 

Arg Gly Glu Lys Arg Thr Ala His Asn Ala Ile Glu Lys Arg Tyr Arg 

225                 230                 235                 240 

Ser Ser Ile Asn Asp Lys Ile Val Glu Leu Lys Asp Leu Val Val Gly 

                245                 250                 255     

Thr Glu Ala Lys Leu Asn Lys Ser Ala Val Leu Arg Lys Ala Ile Asp 

            260                 265                 270         

Tyr Ile Arg Phe Leu Gln His Ser Asn Gln Lys Leu Lys Gln Glu Asn 

        275                 280                 285             

Leu Thr Leu Arg Ser Ala His Lys Ser Lys Ser Leu Lys Asp Leu Val 

    290                 295                 300                 

Ser Ala Cys Gly Ser Gly Gly Gly Thr Asp Val Ser Met Glu Gly Met 

305                 310                 315                 320 

<210> 28

<211> 1177

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28

Met Asp Glu Pro Pro Phe Ser Glu Ala Ala Leu Glu Gln Ala Leu Gly 
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1               5                   10                  15      

Glu Pro Cys Asp Leu Asp Ala Ala Leu Leu Thr Asp Ile Glu Gly Glu 

            20                  25                  30          

Val Gly Ala Gly Arg Gly Arg Ala Asn Gly Leu Asp Ala Pro Arg Ala 

        35                  40                  45              

Gly Ala Asp Arg Gly Ala Met Asp Cys Thr Phe Glu Asp Met Leu Gln 

    50                  55                  60                  

Leu Ile Asn Asn Gln Asp Ser Asp Phe Pro Gly Leu Phe Asp Pro Pro 

65                  70                  75                  80  

Tyr Ala Gly Ser Gly Ala Gly Gly Thr Asp Pro Ala Ser Pro Asp Thr 

                85                  90                  95      

Ser Ser Pro Gly Ser Leu Ser Pro Pro Pro Ala Thr Leu Ser Ser Ser 

            100                 105                 110         

Leu Glu Ala Phe Leu Ser Gly Pro Gln Ala Ala Pro Ser Pro Leu Ser 

        115                 120                 125             

Pro Pro Gln Pro Ala Pro Thr Pro Leu Lys Met Tyr Pro Ser Met Pro 

    130                 135                 140                 

Ala Phe Ser Pro Gly Pro Gly Ile Lys Glu Glu Ser Val Pro Leu Ser 

145                 150                 155                 160 

Ile Leu Gln Thr Pro Thr Pro Gln Pro Leu Pro Gly Ala Leu Leu Pro 

                165                 170                 175     

Gln Ser Phe Pro Ala Pro Ala Pro Pro Gln Phe Ser Ser Thr Pro Val 

            180                 185                 190         

Leu Gly Tyr Pro Ser Pro Pro Gly Gly Phe Ser Thr Gly Ser Pro Pro 

        195                 200                 205             

Gly Asn Thr Gln Gln Pro Leu Pro Gly Leu Pro Leu Ala Ser Pro Pro 

    210                 215                 220                 

Gly Val Pro Pro Val Ser Leu His Thr Gln Val Gln Ser Val Val Pro 

225                 230                 235                 240 

Gln Gln Leu Leu Thr Val Thr Ala Ala Pro Thr Ala Ala Pro Val Thr 

                245                 250                 255     
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Thr Thr Val Thr Ser Gln Ile Gln Gln Val Pro Val Leu Leu Gln Pro 

            260                 265                 270         

His Phe Ile Lys Ala Asp Ser Leu Leu Leu Thr Ala Met Lys Thr Asp 

        275                 280                 285             

Gly Ala Thr Val Lys Ala Ala Gly Leu Ser Pro Leu Val Ser Gly Thr 

    290                 295                 300                 

Thr Val Gln Thr Gly Pro Leu Pro Thr Leu Val Ser Gly Gly Thr Ile 

305                 310                 315                 320 

Leu Ala Thr Val Pro Leu Val Val Asp Ala Glu Lys Leu Pro Ile Asn 

                325                 330                 335     

Arg Leu Ala Ala Gly Ser Lys Ala Pro Ala Ser Ala Gln Ser Arg Gly 

            340                 345                 350         

Glu Lys Arg Thr Ala His Asn Ala Ile Glu Lys Arg Tyr Arg Ser Ser 

        355                 360                 365             

Ile Asn Asp Lys Ile Ile Glu Leu Lys Asp Leu Val Val Gly Thr Glu 

    370                 375                 380                 

Ala Lys Leu Asn Lys Ser Ala Val Leu Arg Lys Ala Ile Asp Tyr Ile 

385                 390                 395                 400 

Arg Phe Leu Gln His Ser Asn Gln Lys Leu Lys Gln Glu Asn Leu Ser 

                405                 410                 415     

Leu Arg Thr Ala Val His Lys Ser Lys Ser Leu Lys Asp Leu Val Ser 

            420                 425                 430         

Ala Cys Gly Ser Gly Gly Asn Thr Asp Val Leu Met Glu Gly Val Lys 

        435                 440                 445             

Thr Glu Val Glu Asp Thr Leu Thr Pro Pro Pro Ser Asp Ala Gly Ser 

    450                 455                 460                 

Pro Phe Gln Ser Ser Pro Leu Ser Leu Gly Ser Arg Gly Ser Gly Ser 

465                 470                 475                 480 

Gly Gly Ser Gly Ser Asp Ser Glu Pro Asp Ser Pro Val Phe Glu Asp 

                485                 490                 495     

Ser Lys Ala Lys Pro Glu Gln Arg Pro Ser Leu His Ser Arg Gly Met 
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            500                 505                 510         

Leu Asp Arg Ser Arg Leu Ala Leu Cys Thr Leu Val Phe Leu Cys Leu 

        515                 520                 525             

Ser Cys Asn Pro Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Arg Gly Leu Pro Ser 

    530                 535                 540                 

Pro Ser Asp Thr Thr Ser Val Tyr His Ser Pro Gly Arg Asn Val Leu 

545                 550                 555                 560 

Gly Thr Glu Ser Arg Asp Gly Pro Gly Trp Ala Gln Trp Leu Leu Pro 

                565                 570                 575     

Pro Val Val Trp Leu Leu Asn Gly Leu Leu Val Leu Val Ser Leu Val 

            580                 585                 590         

Leu Leu Phe Val Tyr Gly Glu Pro Val Thr Arg Pro His Ser Gly Pro 

        595                 600                 605             

Ala Val Tyr Phe Trp Arg His Arg Lys Gln Ala Asp Leu Asp Leu Ala 

    610                 615                 620                 

Arg Gly Asp Phe Ala Gln Ala Ala Gln Gln Leu Trp Leu Ala Leu Arg 

625                 630                 635                 640 

Ala Leu Gly Arg Pro Leu Pro Thr Ser His Leu Asp Leu Ala Cys Ser 

                645                 650                 655     

Leu Leu Trp Asn Leu Ile Arg His Leu Leu Gln Arg Leu Trp Val Gly 

            660                 665                 670         

Arg Trp Leu Ala Gly Arg Ala Gly Gly Leu Gln Gln Asp Cys Ala Leu 

        675                 680                 685             

Arg Val Asp Ala Ser Ala Ser Ala Arg Asp Ala Ala Leu Val Tyr His 

    690                 695                 700                 

Lys Leu His Gln Leu His Thr Met Gly Lys His Thr Gly Gly His Leu 

705                 710                 715                 720 

Thr Ala Thr Asn Leu Ala Leu Ser Ala Leu Asn Leu Ala Glu Cys Ala 

                725                 730                 735     

Gly Asp Ala Val Ser Val Ala Thr Leu Ala Glu Ile Tyr Val Ala Ala 

            740                 745                 750         
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Ala Leu Arg Val Lys Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Phe Leu Thr 

        755                 760                 765             

Arg Phe Phe Leu Ser Ser Ala Arg Gln Ala Cys Leu Ala Gln Ser Gly 

    770                 775                 780                 

Ser Val Pro Pro Ala Met Gln Trp Leu Cys His Pro Val Gly His Arg 

785                 790                 795                 800 

Phe Phe Val Asp Gly Asp Trp Ser Val Leu Ser Thr Pro Trp Glu Ser 

                805                 810                 815     

Leu Tyr Ser Leu Ala Gly Asn Pro Val Asp Pro Leu Ala Gln Val Thr 

            820                 825                 830         

Gln Leu Phe Arg Glu His Leu Leu Glu Arg Ala Leu Asn Cys Val Thr 

        835                 840                 845             

Gln Pro Asn Pro Ser Pro Gly Ser Ala Asp Gly Asp Lys Glu Phe Ser 

    850                 855                 860                 

Asp Ala Leu Gly Tyr Leu Gln Leu Leu Asn Ser Cys Ser Asp Ala Ala 

865                 870                 875                 880 

Gly Ala Pro Ala Tyr Ser Phe Ser Ile Ser Ser Ser Met Ala Thr Thr 

                885                 890                 895     

Thr Gly Val Asp Pro Val Ala Lys Trp Trp Ala Ser Leu Thr Ala Val 

            900                 905                 910         

Val Ile His Trp Leu Arg Arg Asp Glu Glu Ala Ala Glu Arg Leu Cys 

        915                 920                 925             

Pro Leu Val Glu His Leu Pro Arg Val Leu Gln Glu Ser Glu Arg Pro 

    930                 935                 940                 

Leu Pro Arg Ala Ala Leu His Ser Phe Lys Ala Ala Arg Ala Leu Leu 

945                 950                 955                 960 

Gly Cys Ala Lys Ala Glu Ser Gly Pro Ala Ser Leu Thr Ile Cys Glu 

                965                 970                 975     

Lys Ala Ser Gly Tyr Leu Gln Asp Ser Leu Ala Thr Thr Pro Ala Ser 

            980                 985                 990         

Ser Ser Ile Asp Lys Ala Val Gln  Leu Phe Leu Cys Asp  Leu Leu Leu 
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        995                 1000                 1005             

Val Val  Arg Thr Ser Leu Trp  Arg Gln Gln Gln Pro  Pro Ala Pro 

    1010                 1015                 1020             

Ala Pro  Ala Ala Gln Gly Thr  Ser Ser Arg Pro Gln  Ala Ser Ala 

    1025                 1030                 1035             

Leu Glu  Leu Arg Gly Phe Gln  Arg Asp Leu Ser Ser  Leu Arg Arg 

    1040                 1045                 1050             

Leu Ala  Gln Ser Phe Arg Pro  Ala Met Arg Arg Val  Phe Leu His 

    1055                 1060                 1065             

Glu Ala  Thr Ala Arg Leu Met  Ala Gly Ala Ser Pro  Thr Arg Thr 

    1070                 1075                 1080             

His Gln  Leu Leu Asp Arg Ser  Leu Arg Arg Arg Ala  Gly Pro Gly 

    1085                 1090                 1095             

Gly Lys  Gly Gly Ala Val Ala  Glu Leu Glu Pro Arg  Pro Thr Arg 

    1100                 1105                 1110             

Arg Glu  His Ala Glu Ala Leu  Leu Leu Ala Ser Cys  Tyr Leu Pro 

    1115                 1120                 1125             

Pro Gly  Phe Leu Ser Ala Pro  Gly Gln Arg Val Gly  Met Leu Ala 

    1130                 1135                 1140             

Glu Ala  Ala Arg Thr Leu Glu  Lys Leu Gly Asp Arg  Arg Leu Leu 

    1145                 1150                 1155             

His Asp  Cys Gln Gln Met Leu  Met Arg Leu Gly Gly  Gly Thr Thr 

    1160                 1165                 1170             

Val Thr  Ser Ser 

    1175         

<210> 29

<211> 5012

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 29

agcagagctg cggccggggg aacccagttt ccgaggaact tttcgccggc gccgggccgc       60

ctctgaggcc agggcaggac acgaacgcgc ggagcggcgg cggcgactga gagccggggc      120

등록특허 10-2536221

- 91 -



cgcggcggcg ctccctagga agggccgtac gaggcggcgg gcccggcggg cctcccggag      180

gaggcggctg cgccatggac gagccaccct tcagcgaggc ggctttggag caggcgctgg      240

gcgagccgtg cgatctggac gcggcgctgc tgaccgacat cgaaggtgaa gtcggcgcgg      300

ggaggggtag ggccaacggc ctggacgccc caagggcggg cgcagatcgc ggagccatgg      360

attgcacttt cgaagacatg cttcagctta tcaacaacca agacagtgac ttccctggcc      420

tatttgaccc accctatgct gggagtgggg cagggggcac agaccctgcc agccccgata      480

ccagctcccc aggcagcttg tctccacctc ctgccacatt gagctcctct cttgaagcct      540

tcctgagcgg gccgcaggca gcgccctcac ccctgtcccc tccccagcct gcacccactc      600

cattgaagat gtacccgtcc atgcccgctt tctcccctgg gcctggtatc aaggaagagt      660

cagtgccact gagcatcctg cagaccccca ccccacagcc cctgccaggg gccctcctgc      720

cacagagctt cccagcccca gccccaccgc agttcagctc cacccctgtg ttaggctacc      780

ccagccctcc gggaggcttc tctacaggaa gccctcccgg gaacacccag cagccgctgc      840

ctggcctgcc actggcttcc ccgccagggg tcccgcccgt ctccttgcac acccaggtcc      900

agagtgtggt cccccagcag ctactgacag tcacagctgc ccccacggca gcccctgtaa      960

cgaccactgt gacctcgcag atccagcagg tcccggtcct gctgcagccc cacttcatca     1020

aggcagactc gctgcttctg acagccatga agacagacgg agccactgtg aaggcggcag     1080

gtctcagtcc cctggtctct ggcaccactg tgcagacagg gcctttgccg accctggtga     1140

gtggcggaac catcttggca acagtcccac tggtcgtaga tgcggagaag ctgcctatca     1200

accggctcgc agctggcagc aaggccccgg cctctgccca gagccgtgga gagaagcgca     1260

cagcccacaa cgccattgag aagcgctacc gctcctccat caatgacaaa atcattgagc     1320

tcaaggatct ggtggtgggc actgaggcaa agctgaataa atctgctgtc ttgcgcaagg     1380

ccatcgacta cattcgcttt ctgcaacaca gcaaccagaa actcaagcag gagaacctaa     1440

gtctgcgcac tgctgtccac aaaagcaaat ctctgaagga tctggtgtcg gcctgtggca     1500

gtggagggaa cacagacgtg ctcatggagg gcgtgaagac tgaggtggag gacacactga     1560

ccccaccccc ctcggatgct ggctcacctt tccagagcag ccccttgtcc cttggcagca     1620

ggggcagtgg cagcggtggc agtggcagtg actcggagcc tgacagccca gtctttgagg     1680

acagcaaggc aaagccagag cagcggccgt ctctgcacag ccggggcatg ctggaccgct     1740

cccgcctggc cctgtgcacg ctcgtcttcc tctgcctgtc ctgcaacccc ttggcctcct     1800

tgctgggggc ccgggggctt cccagcccct cagataccac cagcgtctac catagccctg     1860

ggcgcaacgt gctgggcacc gagagcagag atggccctgg ctgggcccag tggctgctgc     1920

ccccagtggt ctggctgctc aatgggctgt tggtgctcgt ctccttggtg cttctctttg     1980
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tctacggtga gccagtcaca cggccccact caggccccgc cgtgtacttc tggaggcatc     2040

gcaagcaggc tgacctggac ctggcccggg gagactttgc ccaggctgcc cagcagctgt     2100

ggctggccct gcgggcactg ggccggcccc tgcccacctc ccacctggac ctggcttgta     2160

gcctcctctg gaacctcatc cgtcacctgc tgcagcgtct ctgggtgggc cgctggctgg     2220

caggccgggc agggggcctg cagcaggact gtgctctgcg agtggatgct agcgccagcg     2280

cccgagacgc agccctggtc taccataagc tgcaccagct gcacaccatg gggaagcaca     2340

caggcgggca cctcactgcc accaacctgg cgctgagtgc cctgaacctg gcagagtgtg     2400

caggggatgc cgtgtctgtg gcgacgctgg ccgagatcta tgtggcggct gcattgagag     2460

tgaagaccag tctcccacgg gccttgcatt ttctgacacg cttcttcctg agcagtgccc     2520

gccaggcctg cctggcacag agtggctcag tgcctcctgc catgcagtgg ctctgccacc     2580

ccgtgggcca ccgtttcttc gtggatgggg actggtccgt gctcagtacc ccatgggaga     2640

gcctgtacag cttggccggg aacccagtgg accccctggc ccaggtgact cagctattcc     2700

gggaacatct cttagagcga gcactgaact gtgtgaccca gcccaacccc agccctgggt     2760

cagctgatgg ggacaaggaa ttctcggatg ccctcgggta cctgcagctg ctgaacagct     2820

gttctgatgc tgcgggggct cctgcctaca gcttctccat cagttccagc atggccacca     2880

ccaccggcgt agacccggtg gccaagtggt gggcctctct gacagctgtg gtgatccact     2940

ggctgcggcg ggatgaggag gcggctgagc ggctgtgccc gctggtggag cacctgcccc     3000

gggtgctgca ggagtctgag agacccctgc ccagggcagc tctgcactcc ttcaaggctg     3060

cccgggccct gctgggctgt gccaaggcag agtctggtcc agccagcctg accatctgtg     3120

agaaggccag tgggtacctg caggacagcc tggctaccac accagccagc agctccattg     3180

acaaggccgt gcagctgttc ctgtgtgacc tgcttcttgt ggtgcgcacc agcctgtggc     3240

ggcagcagca gcccccggcc ccggccccag cagcccaggg caccagcagc aggccccagg     3300

cttccgccct tgagctgcgt ggcttccaac gggacctgag cagcctgagg cggctggcac     3360

agagcttccg gcccgccatg cggagggtgt tcctacatga ggccacggcc cggctgatgg     3420

cgggggccag ccccacacgg acacaccagc tcctcgaccg cagtctgagg cggcgggcag     3480

gccccggtgg caaaggaggc gcggtggcgg agctggagcc gcggcccacg cggcgggagc     3540

acgcggaggc cttgctgctg gcctcctgct acctgccccc cggcttcctg tcggcgcccg     3600

ggcagcgcgt gggcatgctg gctgaggcgg cgcgcacact cgagaagctt ggcgatcgcc     3660

ggctgctgca cgactgtcag cagatgctca tgcgcctggg cggtgggacc actgtcactt     3720
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ccagctagac cccgtgtccc cggcctcagc acccctgtct ctagccactt tggtcccgtg     3780

cagcttctgt cctgcgtcga agctttgaag gccgaaggca gtgcaagaga ctctggcctc     3840

cacagttcga cctgcggctg ctgtgtgcct tcgcggtgga aggcccgagg ggcgcgatct     3900

tgaccctaag accggcggcc atgatggtgc tgacctctgg tggccgatcg gggcactgca     3960

ggggccgagc cattttgggg ggcccccctc cttgctctgc aggcacctta gtggcttttt     4020

tcctcctgtg tacagggaag agaggggtac atttccctgt gctgacggaa gccaacttgg     4080

ctttcccgga ctgcaagcag ggctctgccc cagaggcctc tctctccgtc gtgggagaga     4140

gacgtgtaca tagtgtaggt cagcgtgctt agcctcctga cctgaggctc ctgtgctact     4200

ttgccttttg caaactttat tttcatagat tgagaagttt tgtacagaga attaaaaatg     4260

aaattattta taatctgggt tttgtgtctt cagctgatgg atgtgctgac tagtgagagt     4320

gcttgggccc tcccccagca cctagggaaa ggcttcccct ccccctccgg ccacaaggta     4380

cacaactttt aacttagctc ttcccgatgt ttgtttgtta gtgggaggag tggggagggc     4440

tggctgtatg gcctccagcc tacctgttcc ccctgctccc agggcacatg gttgggctgt     4500

gtcaaccctt agggcctcca tggggtcagt tgtcccttct cacctcccag ctctgtcccc     4560

atcaggtccc tgggtggcac gggaggatgg actgacttcc aggacctgtt gtgtgacagg     4620

agctacagct tgggtctccc tgcaagaagt ctggcacgtc tcacctcccc catcccggcc     4680

cctggtcatc tcacagcaaa gaagcctcct ccctcccgac ctgccgccac actggagagg     4740

gggcacaggg gcgggggagg tttcctgttc tgtgaaaggc cgactccctg actccattca     4800

tgcccccccc cccagcccct cccttcattc ccattcccca acctaaagcc tggcccggct     4860

cccagctgaa tctggtcgga atccacgggc tgcagatttt ccaaaacaat cgttgtatct     4920

ttattgactt tttttttttt ttttttctga atgcaatgac tgttttttac tcttaaggaa     4980

aataaacatc ttttagaaac aaaaaaaaaa aa                                   5012

<210> 30

<211> 1147

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30

Met Asp Glu Pro Pro Phe Ser Glu Ala Ala Leu Glu Gln Ala Leu Gly 

1               5                   10                  15      

Glu Pro Cys Asp Leu Asp Ala Ala Leu Leu Thr Asp Ile Glu Asp Met 

            20                  25                  30          

Leu Gln Leu Ile Asn Asn Gln Asp Ser Asp Phe Pro Gly Leu Phe Asp 
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        35                  40                  45              

Pro Pro Tyr Ala Gly Ser Gly Ala Gly Gly Thr Asp Pro Ala Ser Pro 

    50                  55                  60                  

Asp Thr Ser Ser Pro Gly Ser Leu Ser Pro Pro Pro Ala Thr Leu Ser 

65                  70                  75                  80  

Ser Ser Leu Glu Ala Phe Leu Ser Gly Pro Gln Ala Ala Pro Ser Pro 

                85                  90                  95      

Leu Ser Pro Pro Gln Pro Ala Pro Thr Pro Leu Lys Met Tyr Pro Ser 

            100                 105                 110         

Met Pro Ala Phe Ser Pro Gly Pro Gly Ile Lys Glu Glu Ser Val Pro 

        115                 120                 125             

Leu Ser Ile Leu Gln Thr Pro Thr Pro Gln Pro Leu Pro Gly Ala Leu 

    130                 135                 140                 

Leu Pro Gln Ser Phe Pro Ala Pro Ala Pro Pro Gln Phe Ser Ser Thr 

145                 150                 155                 160 

Pro Val Leu Gly Tyr Pro Ser Pro Pro Gly Gly Phe Ser Thr Gly Ser 

                165                 170                 175     

Pro Pro Gly Asn Thr Gln Gln Pro Leu Pro Gly Leu Pro Leu Ala Ser 

            180                 185                 190         

Pro Pro Gly Val Pro Pro Val Ser Leu His Thr Gln Val Gln Ser Val 

        195                 200                 205             

Val Pro Gln Gln Leu Leu Thr Val Thr Ala Ala Pro Thr Ala Ala Pro 

    210                 215                 220                 

Val Thr Thr Thr Val Thr Ser Gln Ile Gln Gln Val Pro Val Leu Leu 

225                 230                 235                 240 

Gln Pro His Phe Ile Lys Ala Asp Ser Leu Leu Leu Thr Ala Met Lys 

                245                 250                 255     

Thr Asp Gly Ala Thr Val Lys Ala Ala Gly Leu Ser Pro Leu Val Ser 

            260                 265                 270         

Gly Thr Thr Val Gln Thr Gly Pro Leu Pro Thr Leu Val Ser Gly Gly 

        275                 280                 285             

등록특허 10-2536221

- 95 -



Thr Ile Leu Ala Thr Val Pro Leu Val Val Asp Ala Glu Lys Leu Pro 

    290                 295                 300                 

Ile Asn Arg Leu Ala Ala Gly Ser Lys Ala Pro Ala Ser Ala Gln Ser 

305                 310                 315                 320 

Arg Gly Glu Lys Arg Thr Ala His Asn Ala Ile Glu Lys Arg Tyr Arg 

                325                 330                 335     

Ser Ser Ile Asn Asp Lys Ile Ile Glu Leu Lys Asp Leu Val Val Gly 

            340                 345                 350         

Thr Glu Ala Lys Leu Asn Lys Ser Ala Val Leu Arg Lys Ala Ile Asp 

        355                 360                 365             

Tyr Ile Arg Phe Leu Gln His Ser Asn Gln Lys Leu Lys Gln Glu Asn 

    370                 375                 380                 

Leu Ser Leu Arg Thr Ala Val His Lys Ser Lys Ser Leu Lys Asp Leu 

385                 390                 395                 400 

Val Ser Ala Cys Gly Ser Gly Gly Asn Thr Asp Val Leu Met Glu Gly 

                405                 410                 415     

Val Lys Thr Glu Val Glu Asp Thr Leu Thr Pro Pro Pro Ser Asp Ala 

            420                 425                 430         

Gly Ser Pro Phe Gln Ser Ser Pro Leu Ser Leu Gly Ser Arg Gly Ser 

        435                 440                 445             

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Ser Asp Ser Glu Pro Asp Ser Pro Val Phe 

    450                 455                 460                 

Glu Asp Ser Lys Ala Lys Pro Glu Gln Arg Pro Ser Leu His Ser Arg 

465                 470                 475                 480 

Gly Met Leu Asp Arg Ser Arg Leu Ala Leu Cys Thr Leu Val Phe Leu 

                485                 490                 495     

Cys Leu Ser Cys Asn Pro Leu Ala Ser Leu Leu Gly Ala Arg Gly Leu 

            500                 505                 510         

Pro Ser Pro Ser Asp Thr Thr Ser Val Tyr His Ser Pro Gly Arg Asn 

        515                 520                 525             

Val Leu Gly Thr Glu Ser Arg Asp Gly Pro Gly Trp Ala Gln Trp Leu 
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    530                 535                 540                 

Leu Pro Pro Val Val Trp Leu Leu Asn Gly Leu Leu Val Leu Val Ser 

545                 550                 555                 560 

Leu Val Leu Leu Phe Val Tyr Gly Glu Pro Val Thr Arg Pro His Ser 

                565                 570                 575     

Gly Pro Ala Val Tyr Phe Trp Arg His Arg Lys Gln Ala Asp Leu Asp 

            580                 585                 590         

Leu Ala Arg Gly Asp Phe Ala Gln Ala Ala Gln Gln Leu Trp Leu Ala 

        595                 600                 605             

Leu Arg Ala Leu Gly Arg Pro Leu Pro Thr Ser His Leu Asp Leu Ala 

    610                 615                 620                 

Cys Ser Leu Leu Trp Asn Leu Ile Arg His Leu Leu Gln Arg Leu Trp 

625                 630                 635                 640 

Val Gly Arg Trp Leu Ala Gly Arg Ala Gly Gly Leu Gln Gln Asp Cys 

                645                 650                 655     

Ala Leu Arg Val Asp Ala Ser Ala Ser Ala Arg Asp Ala Ala Leu Val 

            660                 665                 670         

Tyr His Lys Leu His Gln Leu His Thr Met Gly Lys His Thr Gly Gly 

        675                 680                 685             

His Leu Thr Ala Thr Asn Leu Ala Leu Ser Ala Leu Asn Leu Ala Glu 

    690                 695                 700                 

Cys Ala Gly Asp Ala Val Ser Val Ala Thr Leu Ala Glu Ile Tyr Val 

705                 710                 715                 720 

Ala Ala Ala Leu Arg Val Lys Thr Ser Leu Pro Arg Ala Leu His Phe 

                725                 730                 735     

Leu Thr Arg Phe Phe Leu Ser Ser Ala Arg Gln Ala Cys Leu Ala Gln 

            740                 745                 750         

Ser Gly Ser Val Pro Pro Ala Met Gln Trp Leu Cys His Pro Val Gly 

        755                 760                 765             

His Arg Phe Phe Val Asp Gly Asp Trp Ser Val Leu Ser Thr Pro Trp 

    770                 775                 780                 
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Glu Ser Leu Tyr Ser Leu Ala Gly Asn Pro Val Asp Pro Leu Ala Gln 

785                 790                 795                 800 

Val Thr Gln Leu Phe Arg Glu His Leu Leu Glu Arg Ala Leu Asn Cys 

                805                 810                 815     

Val Thr Gln Pro Asn Pro Ser Pro Gly Ser Ala Asp Gly Asp Lys Glu 

            820                 825                 830         

Phe Ser Asp Ala Leu Gly Tyr Leu Gln Leu Leu Asn Ser Cys Ser Asp 

        835                 840                 845             

Ala Ala Gly Ala Pro Ala Tyr Ser Phe Ser Ile Ser Ser Ser Met Ala 

    850                 855                 860                 

Thr Thr Thr Gly Val Asp Pro Val Ala Lys Trp Trp Ala Ser Leu Thr 

865                 870                 875                 880 

Ala Val Val Ile His Trp Leu Arg Arg Asp Glu Glu Ala Ala Glu Arg 

                885                 890                 895     

Leu Cys Pro Leu Val Glu His Leu Pro Arg Val Leu Gln Glu Ser Glu 

            900                 905                 910         

Arg Pro Leu Pro Arg Ala Ala Leu His Ser Phe Lys Ala Ala Arg Ala 

        915                 920                 925             

Leu Leu Gly Cys Ala Lys Ala Glu Ser Gly Pro Ala Ser Leu Thr Ile 

    930                 935                 940                 

Cys Glu Lys Ala Ser Gly Tyr Leu Gln Asp Ser Leu Ala Thr Thr Pro 

945                 950                 955                 960 

Ala Ser Ser Ser Ile Asp Lys Ala Val Gln Leu Phe Leu Cys Asp Leu 

                965                 970                 975     

Leu Leu Val Val Arg Thr Ser Leu Trp Arg Gln Gln Gln Pro Pro Ala 

            980                 985                 990         

Pro Ala Pro Ala Ala Gln Gly Thr  Ser Ser Arg Pro Gln  Ala Ser Ala 

        995                 1000                 1005             

Leu Glu  Leu Arg Gly Phe Gln  Arg Asp Leu Ser Ser  Leu Arg Arg 

    1010                 1015                 1020             

Leu Ala  Gln Ser Phe Arg Pro  Ala Met Arg Arg Val  Phe Leu His 

등록특허 10-2536221

- 98 -



    1025                 1030                 1035             

Glu Ala  Thr Ala Arg Leu Met  Ala Gly Ala Ser Pro  Thr Arg Thr 

    1040                 1045                 1050             

His Gln  Leu Leu Asp Arg Ser  Leu Arg Arg Arg Ala  Gly Pro Gly 

    1055                 1060                 1065             

Gly Lys  Gly Gly Ala Val Ala  Glu Leu Glu Pro Arg  Pro Thr Arg 

    1070                 1075                 1080             

Arg Glu  His Ala Glu Ala Leu  Leu Leu Ala Ser Cys  Tyr Leu Pro 

    1085                 1090                 1095             

Pro Gly  Phe Leu Ser Ala Pro  Gly Gln Arg Val Gly  Met Leu Ala 

    1100                 1105                 1110             

Glu Ala  Ala Arg Thr Leu Glu  Lys Leu Gly Asp Arg  Arg Leu Leu 

    1115                 1120                 1125             

His Asp  Cys Gln Gln Met Leu  Met Arg Leu Gly Gly  Gly Thr Thr 

    1130                 1135                 1140             

Val Thr  Ser Ser 

    1145         

<210> 31

<211> 4922

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 31

agcagagctg cggccggggg aacccagttt ccgaggaact tttcgccggc gccgggccgc       60

ctctgaggcc agggcaggac acgaacgcgc ggagcggcgg cggcgactga gagccggggc      120

cgcggcggcg ctccctagga agggccgtac gaggcggcgg gcccggcggg cctcccggag      180

gaggcggctg cgccatggac gagccaccct tcagcgaggc ggctttggag caggcgctgg      240

gcgagccgtg cgatctggac gcggcgctgc tgaccgacat cgaagacatg cttcagctta      300

tcaacaacca agacagtgac ttccctggcc tatttgaccc accctatgct gggagtgggg      360

cagggggcac agaccctgcc agccccgata ccagctcccc aggcagcttg tctccacctc      420

ctgccacatt gagctcctct cttgaagcct tcctgagcgg gccgcaggca gcgccctcac      480

ccctgtcccc tccccagcct gcacccactc cattgaagat gtacccgtcc atgcccgctt      540

tctcccctgg gcctggtatc aaggaagagt cagtgccact gagcatcctg cagaccccca      600
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ccccacagcc cctgccaggg gccctcctgc cacagagctt cccagcccca gccccaccgc      660

agttcagctc cacccctgtg ttaggctacc ccagccctcc gggaggcttc tctacaggaa      720

gccctcccgg gaacacccag cagccgctgc ctggcctgcc actggcttcc ccgccagggg      780

tcccgcccgt ctccttgcac acccaggtcc agagtgtggt cccccagcag ctactgacag      840

tcacagctgc ccccacggca gcccctgtaa cgaccactgt gacctcgcag atccagcagg      900

tcccggtcct gctgcagccc cacttcatca aggcagactc gctgcttctg acagccatga      960

agacagacgg agccactgtg aaggcggcag gtctcagtcc cctggtctct ggcaccactg     1020

tgcagacagg gcctttgccg accctggtga gtggcggaac catcttggca acagtcccac     1080

tggtcgtaga tgcggagaag ctgcctatca accggctcgc agctggcagc aaggccccgg     1140

cctctgccca gagccgtgga gagaagcgca cagcccacaa cgccattgag aagcgctacc     1200

gctcctccat caatgacaaa atcattgagc tcaaggatct ggtggtgggc actgaggcaa     1260

agctgaataa atctgctgtc ttgcgcaagg ccatcgacta cattcgcttt ctgcaacaca     1320

gcaaccagaa actcaagcag gagaacctaa gtctgcgcac tgctgtccac aaaagcaaat     1380

ctctgaagga tctggtgtcg gcctgtggca gtggagggaa cacagacgtg ctcatggagg     1440

gcgtgaagac tgaggtggag gacacactga ccccaccccc ctcggatgct ggctcacctt     1500

tccagagcag ccccttgtcc cttggcagca ggggcagtgg cagcggtggc agtggcagtg     1560

actcggagcc tgacagccca gtctttgagg acagcaaggc aaagccagag cagcggccgt     1620

ctctgcacag ccggggcatg ctggaccgct cccgcctggc cctgtgcacg ctcgtcttcc     1680

tctgcctgtc ctgcaacccc ttggcctcct tgctgggggc ccgggggctt cccagcccct     1740

cagataccac cagcgtctac catagccctg ggcgcaacgt gctgggcacc gagagcagag     1800

atggccctgg ctgggcccag tggctgctgc ccccagtggt ctggctgctc aatgggctgt     1860

tggtgctcgt ctccttggtg cttctctttg tctacggtga gccagtcaca cggccccact     1920

caggccccgc cgtgtacttc tggaggcatc gcaagcaggc tgacctggac ctggcccggg     1980

gagactttgc ccaggctgcc cagcagctgt ggctggccct gcgggcactg ggccggcccc     2040

tgcccacctc ccacctggac ctggcttgta gcctcctctg gaacctcatc cgtcacctgc     2100

tgcagcgtct ctgggtgggc cgctggctgg caggccgggc agggggcctg cagcaggact     2160

gtgctctgcg agtggatgct agcgccagcg cccgagacgc agccctggtc taccataagc     2220

tgcaccagct gcacaccatg gggaagcaca caggcgggca cctcactgcc accaacctgg     2280

cgctgagtgc cctgaacctg gcagagtgtg caggggatgc cgtgtctgtg gcgacgctgg     2340
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ccgagatcta tgtggcggct gcattgagag tgaagaccag tctcccacgg gccttgcatt     2400

ttctgacacg cttcttcctg agcagtgccc gccaggcctg cctggcacag agtggctcag     2460

tgcctcctgc catgcagtgg ctctgccacc ccgtgggcca ccgtttcttc gtggatgggg     2520

actggtccgt gctcagtacc ccatgggaga gcctgtacag cttggccggg aacccagtgg     2580

accccctggc ccaggtgact cagctattcc gggaacatct cttagagcga gcactgaact     2640

gtgtgaccca gcccaacccc agccctgggt cagctgatgg ggacaaggaa ttctcggatg     2700

ccctcgggta cctgcagctg ctgaacagct gttctgatgc tgcgggggct cctgcctaca     2760

gcttctccat cagttccagc atggccacca ccaccggcgt agacccggtg gccaagtggt     2820

gggcctctct gacagctgtg gtgatccact ggctgcggcg ggatgaggag gcggctgagc     2880

ggctgtgccc gctggtggag cacctgcccc gggtgctgca ggagtctgag agacccctgc     2940

ccagggcagc tctgcactcc ttcaaggctg cccgggccct gctgggctgt gccaaggcag     3000

agtctggtcc agccagcctg accatctgtg agaaggccag tgggtacctg caggacagcc     3060

tggctaccac accagccagc agctccattg acaaggccgt gcagctgttc ctgtgtgacc     3120

tgcttcttgt ggtgcgcacc agcctgtggc ggcagcagca gcccccggcc ccggccccag     3180

cagcccaggg caccagcagc aggccccagg cttccgccct tgagctgcgt ggcttccaac     3240

gggacctgag cagcctgagg cggctggcac agagcttccg gcccgccatg cggagggtgt     3300

tcctacatga ggccacggcc cggctgatgg cgggggccag ccccacacgg acacaccagc     3360

tcctcgaccg cagtctgagg cggcgggcag gccccggtgg caaaggaggc gcggtggcgg     3420

agctggagcc gcggcccacg cggcgggagc acgcggaggc cttgctgctg gcctcctgct     3480

acctgccccc cggcttcctg tcggcgcccg ggcagcgcgt gggcatgctg gctgaggcgg     3540

cgcgcacact cgagaagctt ggcgatcgcc ggctgctgca cgactgtcag cagatgctca     3600

tgcgcctggg cggtgggacc actgtcactt ccagctagac cccgtgtccc cggcctcagc     3660

acccctgtct ctagccactt tggtcccgtg cagcttctgt cctgcgtcga agctttgaag     3720

gccgaaggca gtgcaagaga ctctggcctc cacagttcga cctgcggctg ctgtgtgcct     3780

tcgcggtgga aggcccgagg ggcgcgatct tgaccctaag accggcggcc atgatggtgc     3840

tgacctctgg tggccgatcg gggcactgca ggggccgagc cattttgggg ggcccccctc     3900

cttgctctgc aggcacctta gtggcttttt tcctcctgtg tacagggaag agaggggtac     3960

atttccctgt gctgacggaa gccaacttgg ctttcccgga ctgcaagcag ggctctgccc     4020

cagaggcctc tctctccgtc gtgggagaga gacgtgtaca tagtgtaggt cagcgtgctt     4080

agcctcctga cctgaggctc ctgtgctact ttgccttttg caaactttat tttcatagat     4140

tgagaagttt tgtacagaga attaaaaatg aaattattta taatctgggt tttgtgtctt     4200
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cagctgatgg atgtgctgac tagtgagagt gcttgggccc tcccccagca cctagggaaa     4260

ggcttcccct ccccctccgg ccacaaggta cacaactttt aacttagctc ttcccgatgt     4320

ttgtttgtta gtgggaggag tggggagggc tggctgtatg gcctccagcc tacctgttcc     4380

ccctgctccc agggcacatg gttgggctgt gtcaaccctt agggcctcca tggggtcagt     4440

tgtcccttct cacctcccag ctctgtcccc atcaggtccc tgggtggcac gggaggatgg     4500

actgacttcc aggacctgtt gtgtgacagg agctacagct tgggtctccc tgcaagaagt     4560

ctggcacgtc tcacctcccc catcccggcc cctggtcatc tcacagcaaa gaagcctcct     4620

ccctcccgac ctgccgccac actggagagg gggcacaggg gcgggggagg tttcctgttc     4680

tgtgaaaggc cgactccctg actccattca tgcccccccc cccagcccct cccttcattc     4740

ccattcccca acctaaagcc tggcccggct cccagctgaa tctggtcgga atccacgggc     4800

tgcagatttt ccaaaacaat cgttgtatct ttattgactt tttttttttt ttttttctga     4860

atgcaatgac tgttttttac tcttaaggaa aataaacatc ttttagaaac aaaaaaaaaa     4920

aa                                                                    4922

<210> 32

<211> 3402

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 32

atggacgagc tgcctttcgg tgaggcggct gtggaacagg cgctggacga gctgggcgaa       60

ctggacgccg cactgctgac cgacatccaa gacatgcttc agctcatcaa caaccaagac      120

agtgacttcc ctggcctgtt tgattccccc tatgcagggg gcggggcagg agacacagag      180

cccaccagcc ctggtgccaa ctctcctgag agcttgtctt ctcctgcttc cctgggttcc      240

tctctggaag ccttcctggg ggaacccaag gcaacacctg catccttgtc ccctgtgccg      300

tctgcatcca ctgctttaaa gatgtacccg tctgtgcccc ccttctcccc tgggcctgga      360

atcaaagaag agccagtgcc actcaccatc ctgcagcccc cagcagcaca gccatcacca      420

gggaccctcc tgcctccgag tttccctcca ccacccctgc agctcagccc ggctcctgtg      480

ctggggtatt ctagccttcc ttcaggcttc tcagggaccc ttcctggaaa tacccaacag      540

ccaccatcta gcctgtcact ggcctctgca ccaggagtct cgcccatctc tttacacacc      600

caggtccaga gctcagcctc ccagcagcca ctgccagcct caacagcccc tagaacaacc      660

actgtgacct cacagatcca gcgggtccca gtcgtactgc agccacattt catcaaggca      720

gattcactgc tactgacaac tgtaaaaaca gatacaggag ccacgatgaa gacggctggc      780
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atcagtacct tagcccctgg cacagccgtg caggcaggcc ccttgcagac cctggtgagt      840

ggtgggacca tcctggccac agtaccattg gttgtggata cagacaaact gcccatccat      900

cgactggcag ctggcagcaa ggccctgggc tcagctcaga gccgtggtga gaagcgcaca      960

gcccacaatg ccattgagaa gcgctaccgt tcctctatca atgacaagat tgtggagctc     1020

aaagacctgg tggtgggcac tgaggcaaag ctgaataaat ctgccgtctt gcgcaaggcc     1080

atcgactata tccgcttctt acagcacagc aaccagaagc tcaagcagga gaacctggcc     1140

ctgcgaaatg ccgctcacaa aagcaaatcc ctgaaggacc tggtgtcggc ctgtggcagt     1200

gcaggaggca cagatgtggc tatggagggt gtgaagcctg aggtggtgga tacgctgacc     1260

cctccaccct cagacgctgg ctcgccctcc cagagtagcc ccttgtccct cggcagcaga     1320

ggtagcagca gtggtggcag tgactcggag cctgacagcc cagtctttga ggatagccag     1380

gtgaaagccc aacggctgca cagtcatggc atgctggacc gctcccgcct agccctgtgt     1440

gcgctggtct tcctgtgtct gacctgcaac cccttggcat cactgtttgg ctggggcatc     1500

cccggtccct ccagtgcctc tggtgcacac cacagctctg ggcgtagcat gctggaggcc     1560

gagagcagag atggctctaa ttggacccag tggttgctgc cacccctagt ctggctggcc     1620

aatggactac tagtgttggc ctgcctggct cttctctttg tctatgggga acctgtgacc     1680

cggccacaca ctagcccagc tgtacacttc tggagacatc gcaaacaggc tgacctggac     1740

ttggctcggg gagattttgc ccaggctgct cagcagctgt ggctggccct gcaggcattg     1800

ggacggcccc tgcccacctc gaacctagac ttggcctgca gcctgctttg gaacctcatc     1860

cgccacctgc tgcagcgtct ctgggttggc cgctggctgg caggccgggc tgggggcttg     1920

cggagagact gtggactgag aatggatgca cgtgccagtg ctcgagatgc ggctctcgtc     1980

taccataagc tgcaccagct gcatgccatg ggcaaataca caggagggca cctcattgct     2040

tctaacctgg cactgagtgc cctgaacctg gccgagtgcg caggagatgc tgtatccatg     2100

gcaacgctgg cagagatcta tgtggctgct gccctgaggg tcaagaccag tctcccaaga     2160

gccttgcact ttttgacacg tttcttcctg agtagtgccc gccaggcctg cctggcacag     2220

agtggctcag tgcctcttgc catgcagtgg ctctgccacc ctgtaggcca ccgtttcttc     2280

gtggatgggg actgggctgt gcatggtgcc ccacaggaga gcctgtacag cgtggctggg     2340

aacccagtgg atcccctcgc ccaggtgact cgactattct gcgaacatct cttggagaga     2400

gcactgaact gtattgctca acccagcccg gggacagctg atggagacag ggagttctct     2460

gacgcacttg gatacctgca gttgctaaat cgctgctctg atgctgtcgg gactcctgcc     2520

tgcagcttct ctgtcagctc cagcatggct tccaccaccg gcacagaccc agtggccaag     2580

tggtgggcct cactgacggc tgtggtgatc cactggctgc ggcgggatga agaggcagct     2640
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gagcgcctat acccgctggt agagcgtatg ccccacgtgc tgcaggagac tgagagaccc     2700

ctgcccaagg cagctctgta ctccttcaag gctgcccggg ctctgctgga ccacagaaaa     2760

gtggagtctg gcccagccag cctggccatc tgtgagaagg ccagcgggta cttgcgggac     2820

agcttagccg ctccaccaac tggcagctcc attgacaagg ccatgcagct gctcctgtgt     2880

gatctacttc ttgtggcccg cactagtatg tggcagcgcc agcagtcacc agcctcagcc     2940

caggtagctc acagtgccag caatggatct caggcctccg ctttggagct tcgaggtttc     3000

caacaggacc tgagcagcct gaggcgcttg gcacagaact tccggcctgc tatgaggaga     3060

gtgttcctac acgaggccac agctcggctg atggcagggg caagtcctgc ccggacacac     3120

cagctcctgg accgaagtct gcggaggcgg gccggctcca gtggcaaagg aggcactgta     3180

gctgagctgg agcctcgacc cacatggcgg gagcacacag aggccttgct gctggcctcc     3240

tgctatctgc cacctgcctt cctgtcggcc cctggacagc aaatgagcat gttggctgag     3300

gcagcacgca ctgtagagaa gcttggtgat catcggctac tgcttgactg ccagcagatg     3360

cttctgcgcc tgggcggtgg gaccactgtc acttccagct aa                        3402

<210> 33

<211> 3816

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 33

ctcctgcgaa gcctggcggg cgccgccgcc atggacgagc tgcctttcgg tgaggcggct       60

gtggaacagg cgctggacga gctgggcgaa ctggacgccg cactgctgac cgacatccaa      120

gacatgcttc agctcatcaa caaccaagac agtgacttcc ctggcctgtt tgattccccc      180

tatgcagggg gcggggcagg agacacagag cccaccagcc ctggtgccaa ctctcctgag      240

agcttgtctt ctcctgcttc cctgggttcc tctctggaag ccttcctggg ggaacccaag      300

gcaacacctg catccttgtc ccctgtgccg tctgcatcca ctgctttaaa gatgtacccg      360

tctgtgcccc ccttctcccc tgggcctgga atcaaagaag agccagtgcc actcaccatc      420

ctgcagcccc cagcagcaca gccatcacca gggaccctcc tgcctccgag tttccctcca      480

ccacccctgc agctcagccc ggctcctgtg ctggggtatt ctagccttcc ttcaggcttc      540

tcagggaccc ttcctggaaa tacccaacag ccaccatcta gcctgtcact ggcctctgca      600

ccaggagtct cgcccatctc tttacacacc caggtccaga gctcagcctc ccagcagcca      660

ctgccagcct caacagcccc tagaacaacc actgtgacct cacagatcca gcgggtccca      720

gtcgtactgc agccacattt catcaaggca gattcactgc tactgacaac tgtaaaaaca      780
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gatacaggag ccacgatgaa gacggctggc atcagtacct tagcccctgg cacagccgtg      840

caggcaggcc ccttgcagac cctggtgagt ggtgggacca tcctggccac agtaccattg      900

gttgtggata cagacaaact gcccatccat cgactggcag ctggcagcaa ggccctgggc      960

tcagctcaga gccgtggtga gaagcgcaca gcccacaatg ccattgagaa gcgctaccgt     1020

tcctctatca atgacaagat tgtggagctc aaagacctgg tggtgggcac tgaggcaaag     1080

ctgaataaat ctgccgtctt gcgcaaggcc atcgactata tccgcttctt acagcacagc     1140

aaccagaagc tcaagcagga gaacctggcc ctgcgaaatg ccgctcacaa aagcaaatcc     1200

ctgaaggacc tggtgtcggc ctgtggcagt gcaggaggca cagatgtggc tatggagggt     1260

gtgaagcctg aggtggtgga tacgctgacc cctccaccct cagacgctgg ctcgccctcc     1320

cagagtagcc ccttgtccct cggcagcaga ggtagcagca gtggtggcag tgactcggag     1380

cctgacagcc cagtctttga ggatagccag gtgaaagccc aacggctgca cagtcatggc     1440

atgctggacc gctcccgcct agccctgtgt gcgctggtct tcctgtgtct gacctgcaac     1500

cccttggcat cactgtttgg ctggggcatc cccggtccct ccagtgcctc tggtgcacac     1560

cacagctctg ggcgtagcat gctggaggcc gagagcagag atggctctaa ttggacccag     1620

tggttgctgc cacccctagt ctggctggcc aatggactac tagtgttggc ctgcctggct     1680

cttctctttg tctatgggga acctgtgacc cggccacaca ctagcccagc tgtacacttc     1740

tggagacatc gcaaacaggc tgacctggac ttggctcggg gagattttgc ccaggctgct     1800

cagcagctgt ggctggccct gcaggcattg ggacggcccc tgcccacctc gaacctagac     1860

ttggcctgca gcctgctttg gaacctcatc cgccacctgc tgcagcgtct ctgggttggc     1920

cgctggctgg caggccgggc tgggggcttg cggagagact gtggactgag aatggatgca     1980

cgtgccagtg ctcgagatgc ggctctcgtc taccataagc tgcaccagct gcatgccatg     2040

ggcaaataca caggagggca cctcattgct tctaacctgg cactgagtgc cctgaacctg     2100

gccgagtgcg caggagatgc tgtatccatg gcaacgctgg cagagatcta tgtggctgct     2160

gccctgaggg tcaagaccag tctcccaaga gccttgcact ttttgacacg tttcttcctg     2220

agtagtgccc gccaggcctg cctggcacag agtggctcag tgcctcttgc catgcagtgg     2280

ctctgccacc ctgtaggcca ccgtttcttc gtggatgggg actgggctgt gcatggtgcc     2340

ccacaggaga gcctgtacag cgtggctggg aacccagtgg atcccctcgc ccaggtgact     2400

cgactattct gcgaacatct cttggagaga gcactgaact gtattgctca acccagcccg     2460

gggacagctg atggagacag ggagttctct gacgcacttg gatacctgca gttgctaaat     2520

cgctgctctg atgctgtcgg gactcctgcc tgcagcttct ctgtcagctc cagcatggct     2580
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tccaccaccg gcacagaccc agtggccaag tggtgggcct cactgacggc tgtggtgatc     2640

cactggctgc ggcgggatga agaggcagct gagcgcctat acccgctggt agagcgtatg     2700

ccccacgtgc tgcaggagac tgagagaccc ctgcccaagg cagctctgta ctccttcaag     2760

gctgcccggg ctctgctgga ccacagaaaa gtggagtctg gcccagccag cctggccatc     2820

tgtgagaagg ccagcgggta cttgcgggac agcttagccg ctccaccaac tggcagctcc     2880

attgacaagg ccatgcagct gctcctgtgt gatctacttc ttgtggcccg cactagtatg     2940

tggcagcgcc agcagtcacc agcctcagcc caggtagctc acagtgccag caatggatct     3000

caggcctccg ctttggagct tcgaggtttc caacaggacc tgagcagcct gaggcgcttg     3060

gcacagaact tccggcctgc tatgaggaga gtgttcctac acgaggccac agctcggctg     3120

atggcagggg caagtcctgc ccggacacac cagctcctgg accgaagtct gcggaggcgg     3180

gccggctcca gtggcaaagg aggcactgta gctgagctgg agcctcgacc cacatggcgg     3240

gagcacacag aggccttgct gctggcctcc tgctatctgc cacctgcctt cctgtcggcc     3300

cctggacagc aaatgagcat gttggctgag gcagcacgca ctgtagagaa gcttggtgat     3360

catcggctac tgcttgactg ccagcagatg cttctgcgcc tgggcggtgg gaccactgtc     3420

acttccagct aaaccttgga tggtctcccc agtattagag gcccttaagg acctttgtca     3480

ctggctgtgg tcgtccagag agggtgagcc tgacaagcaa tcaggatcat gccgacctct     3540

agtgacaaat ctagaaattg cagaggctgc actggcccaa tgccaccctc ttgctctgta     3600

ggcacctttt tcctgtccta tggaaaggaa cctttcccct agctgagggc caccctgtcc     3660

tgaggctctc acccactcct ggaagacttg tatatagtgt agatccagct gagccagttt     3720

cctgtgcagg ctcatgtact actttaactt ttgcaaactt tattttcata ggttgagaaa     3780

ttttgtacag aaaattaaaa agtgaaatta tttata                               3816

<210> 34

<211> 1133

<212> PRT

<213> Cricetulus griseus

<400> 34

Met Asp Glu Leu Pro Phe Gly Glu Ala Ala Val Glu Gln Ala Leu Asp 

1               5                   10                  15      

Glu Leu Gly Glu Leu Asp Ala Ala Leu Leu Thr Asp Ile Gln Asp Met 

            20                  25                  30          

Leu Gln Leu Ile Asn Asn Gln Asp Ser Asp Phe Pro Gly Leu Phe Asp 
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        35                  40                  45              

Ser Pro Tyr Ala Gly Gly Gly Ala Gly Asp Thr Glu Pro Thr Ser Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Ala Asn Ser Pro Glu Ser Leu Ser Ser Pro Ala Ser Leu Gly Ser 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Glu Ala Phe Leu Gly Glu Pro Lys Ala Thr Pro Ala Ser Leu 

                85                  90                  95      

Ser Pro Val Pro Ser Ala Ser Thr Ala Leu Lys Met Tyr Pro Ser Val 

            100                 105                 110         

Pro Pro Phe Ser Pro Gly Pro Gly Ile Lys Glu Glu Pro Val Pro Leu 

        115                 120                 125             

Thr Ile Leu Gln Pro Pro Ala Ala Gln Pro Ser Pro Gly Thr Leu Leu 

    130                 135                 140                 

Pro Pro Ser Phe Pro Pro Pro Pro Leu Gln Leu Ser Pro Ala Pro Val 

145                 150                 155                 160 

Leu Gly Tyr Ser Ser Leu Pro Ser Gly Phe Ser Gly Thr Leu Pro Gly 

                165                 170                 175     

Asn Thr Gln Gln Pro Pro Ser Ser Leu Ser Leu Ala Ser Ala Pro Gly 

            180                 185                 190         

Val Ser Pro Ile Ser Leu His Thr Gln Val Gln Ser Ser Ala Ser Gln 

        195                 200                 205             

Gln Pro Leu Pro Ala Ser Thr Ala Pro Arg Thr Thr Thr Val Thr Ser 

    210                 215                 220                 

Gln Ile Gln Arg Val Pro Val Val Leu Gln Pro His Phe Ile Lys Ala 

225                 230                 235                 240 

Asp Ser Leu Leu Leu Thr Thr Val Lys Thr Asp Thr Gly Ala Thr Met 

                245                 250                 255     

Lys Thr Ala Gly Ile Ser Thr Leu Ala Pro Gly Thr Ala Val Gln Ala 

            260                 265                 270         

Gly Pro Leu Gln Thr Leu Val Ser Gly Gly Thr Ile Leu Ala Thr Val 

        275                 280                 285             
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Pro Leu Val Val Asp Thr Asp Lys Leu Pro Ile His Arg Leu Ala Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Ser Lys Ala Leu Gly Ser Ala Gln Ser Arg Gly Glu Lys Arg Thr 

305                 310                 315                 320 

Ala His Asn Ala Ile Glu Lys Arg Tyr Arg Ser Ser Ile Asn Asp Lys 

                325                 330                 335     

Ile Val Glu Leu Lys Asp Leu Val Val Gly Thr Glu Ala Lys Leu Asn 

            340                 345                 350         

Lys Ser Ala Val Leu Arg Lys Ala Ile Asp Tyr Ile Arg Phe Leu Gln 

        355                 360                 365             

His Ser Asn Gln Lys Leu Lys Gln Glu Asn Leu Ala Leu Arg Asn Ala 

    370                 375                 380                 

Ala His Lys Ser Lys Ser Leu Lys Asp Leu Val Ser Ala Cys Gly Ser 

385                 390                 395                 400 

Ala Gly Gly Thr Asp Val Ala Met Glu Gly Val Lys Pro Glu Val Val 

                405                 410                 415     

Asp Thr Leu Thr Pro Pro Pro Ser Asp Ala Gly Ser Pro Ser Gln Ser 

            420                 425                 430         

Ser Pro Leu Ser Leu Gly Ser Arg Gly Ser Ser Ser Gly Gly Ser Asp 

        435                 440                 445             

Ser Glu Pro Asp Ser Pro Val Phe Glu Asp Ser Gln Val Lys Ala Gln 

    450                 455                 460                 

Arg Leu His Ser His Gly Met Leu Asp Arg Ser Arg Leu Ala Leu Cys 

465                 470                 475                 480 

Ala Leu Val Phe Leu Cys Leu Thr Cys Asn Pro Leu Ala Ser Leu Phe 

                485                 490                 495     

Gly Trp Gly Ile Pro Gly Pro Ser Ser Ala Ser Gly Ala His His Ser 

            500                 505                 510         

Ser Gly Arg Ser Met Leu Glu Ala Glu Ser Arg Asp Gly Ser Asn Trp 

        515                 520                 525             

Thr Gln Trp Leu Leu Pro Pro Leu Val Trp Leu Ala Asn Gly Leu Leu 
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    530                 535                 540                 

Val Leu Ala Cys Leu Ala Leu Leu Phe Val Tyr Gly Glu Pro Val Thr 

545                 550                 555                 560 

Arg Pro His Thr Ser Pro Ala Val His Phe Trp Arg His Arg Lys Gln 

                565                 570                 575     

Ala Asp Leu Asp Leu Ala Arg Gly Asp Phe Ala Gln Ala Ala Gln Gln 

            580                 585                 590         

Leu Trp Leu Ala Leu Gln Ala Leu Gly Arg Pro Leu Pro Thr Ser Asn 

        595                 600                 605             

Leu Asp Leu Ala Cys Ser Leu Leu Trp Asn Leu Ile Arg His Leu Leu 

    610                 615                 620                 

Gln Arg Leu Trp Val Gly Arg Trp Leu Ala Gly Arg Ala Gly Gly Leu 

625                 630                 635                 640 

Arg Arg Asp Cys Gly Leu Arg Met Asp Ala Arg Ala Ser Ala Arg Asp 

                645                 650                 655     

Ala Ala Leu Val Tyr His Lys Leu His Gln Leu His Ala Met Gly Lys 

            660                 665                 670         

Tyr Thr Gly Gly His Leu Ile Ala Ser Asn Leu Ala Leu Ser Ala Leu 

        675                 680                 685             

Asn Leu Ala Glu Cys Ala Gly Asp Ala Val Ser Met Ala Thr Leu Ala 

    690                 695                 700                 

Glu Ile Tyr Val Ala Ala Ala Leu Arg Val Lys Thr Ser Leu Pro Arg 

705                 710                 715                 720 

Ala Leu His Phe Leu Thr Arg Phe Phe Leu Ser Ser Ala Arg Gln Ala 

                725                 730                 735     

Cys Leu Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro Leu Ala Met Gln Trp Leu Cys 

            740                 745                 750         

His Pro Val Gly His Arg Phe Phe Val Asp Gly Asp Trp Ala Val His 

        755                 760                 765             

Gly Ala Pro Gln Glu Ser Leu Tyr Ser Val Ala Gly Asn Pro Val Asp 

    770                 775                 780                 
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Pro Leu Ala Gln Val Thr Arg Leu Phe Cys Glu His Leu Leu Glu Arg 

785                 790                 795                 800 

Ala Leu Asn Cys Ile Ala Gln Pro Ser Pro Gly Thr Ala Asp Gly Asp 

                805                 810                 815     

Arg Glu Phe Ser Asp Ala Leu Gly Tyr Leu Gln Leu Leu Asn Arg Cys 

            820                 825                 830         

Ser Asp Ala Val Gly Thr Pro Ala Cys Ser Phe Ser Val Ser Ser Ser 

        835                 840                 845             

Met Ala Ser Thr Thr Gly Thr Asp Pro Val Ala Lys Trp Trp Ala Ser 

    850                 855                 860                 

Leu Thr Ala Val Val Ile His Trp Leu Arg Arg Asp Glu Glu Ala Ala 

865                 870                 875                 880 

Glu Arg Leu Tyr Pro Leu Val Glu Arg Met Pro His Val Leu Gln Glu 

                885                 890                 895     

Thr Glu Arg Pro Leu Pro Lys Ala Ala Leu Tyr Ser Phe Lys Ala Ala 

            900                 905                 910         

Arg Ala Leu Leu Asp His Arg Lys Val Glu Ser Gly Pro Ala Ser Leu 

        915                 920                 925             

Ala Ile Cys Glu Lys Ala Ser Gly Tyr Leu Arg Asp Ser Leu Ala Ala 

    930                 935                 940                 

Pro Pro Thr Gly Ser Ser Ile Asp Lys Ala Met Gln Leu Leu Leu Cys 

945                 950                 955                 960 

Asp Leu Leu Leu Val Ala Arg Thr Ser Met Trp Gln Arg Gln Gln Ser 

                965                 970                 975     

Pro Ala Ser Ala Gln Val Ala His Ser Ala Ser Asn Gly Ser Gln Ala 

            980                 985                 990         

Ser Ala Leu Glu Leu Arg Gly Phe  Gln Gln Asp Leu Ser  Ser Leu Arg 

        995                 1000                 1005             

Arg Leu  Ala Gln Asn Phe Arg  Pro Ala Met Arg Arg  Val Phe Leu 

    1010                 1015                 1020             

His Glu  Ala Thr Ala Arg Leu  Met Ala Gly Ala Ser  Pro Ala Arg 
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    1025                 1030                 1035             

Thr His  Gln Leu Leu Asp Arg  Ser Leu Arg Arg Arg  Ala Gly Ser 

    1040                 1045                 1050             

Ser Gly  Lys Gly Gly Thr Val  Ala Glu Leu Glu Pro  Arg Pro Thr 

    1055                 1060                 1065             

Trp Arg  Glu His Thr Glu Ala  Leu Leu Leu Ala Ser  Cys Tyr Leu 

    1070                 1075                 1080             

Pro Pro  Ala Phe Leu Ser Ala  Pro Gly Gln Gln Met  Ser Met Leu 

    1085                 1090                 1095             

Ala Glu  Ala Ala Arg Thr Val  Glu Lys Leu Gly Asp  His Arg Leu 

    1100                 1105                 1110             

Leu Leu  Asp Cys Gln Gln Met  Leu Leu Arg Leu Gly  Gly Gly Thr 

    1115                 1120                 1125             

Thr Val  Thr Ser Ser 

    1130             

<210> 35

<211> 1233

<212> DNA

<213> Cricetulus griseus

<400> 35

atggacgagc tgcctttcgg tgaggcggct gtggaacagg cgctggacga gctgggcgaa       60

ctggacgccg cactgctgac cgacatccaa gacatgcttc agctcatcaa caaccaagac      120

agtgacttcc ctggcctgtt tgattccccc tatgcagggg gcggggcagg agacacagag      180

cccaccagcc ctggtgccaa ctctcctgag agcttgtctt ctcctgcttc cctgggttcc      240

tctctggaag ccttcctggg ggaacccaag gcaacacctg catccttgtc ccctgtgccg      300

tctgcatcca ctgctttaaa gatgtacccg tctgtgcccc ccttctcccc tgggcctgga      360

atcaaagaag agccagtgcc actcaccatc ctgcagcccc cagcagcaca gccatcacca      420

gggaccctcc tgcctccgag tttccctcca ccacccctgc agctcagccc ggctcctgtg      480

ctggggtatt ctagccttcc ttcaggcttc tcagggaccc ttcctggaaa tacccaacag      540

ccaccatcta gcctgtcact ggcctctgca ccaggagtct cgcccatctc tttacacacc      600

caggtccaga gctcagcctc ccagcagcca ctgccagcct caacagcccc tagaacaacc      660

actgtgacct cacagatcca gcgggtccca gtcgtactgc agccacattt catcaaggca      720
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gattcactgc tactgacaac tgtaaaaaca gatacaggag ccacgatgaa gacggctggc      780

atcagtacct tagcccctgg cacagccgtg caggcaggcc ccttgcagac cctggtgagt      840

ggtgggacca tcctggccac agtaccattg gttgtggata cagacaaact gcccatccat      900

cgactggcag ctggcagcaa ggccctgggc tcagctcaga gccgtggtga gaagcgcaca      960

gcccacaatg ccattgagaa gcgctaccgt tcctctatca atgacaagat tgtggagctc     1020

aaagacctgg tggtgggcac tgaggcaaag ctgaataaat ctgccgtctt gcgcaaggcc     1080

atcgactata tccgcttctt acagcacagc aaccagaagc tcaagcagga gaacctggcc     1140

ctgcgaaatg ccgctcacaa aagcaaatcc ctgaaggacc tggtgtcggc ctgtggcagt     1200

gcaggaggca cagatgtggc tatggagggt gtg                                  1233

<210> 36

<211> 411

<212> PRT

<213> Cricetulus griseus

<400> 36

Met Asp Glu Leu Pro Phe Gly Glu Ala Ala Val Glu Gln Ala Leu Asp 

1               5                   10                  15      

Glu Leu Gly Glu Leu Asp Ala Ala Leu Leu Thr Asp Ile Gln Asp Met 

            20                  25                  30          

Leu Gln Leu Ile Asn Asn Gln Asp Ser Asp Phe Pro Gly Leu Phe Asp 

        35                  40                  45              

Ser Pro Tyr Ala Gly Gly Gly Ala Gly Asp Thr Glu Pro Thr Ser Pro 

    50                  55                  60                  

Gly Ala Asn Ser Pro Glu Ser Leu Ser Ser Pro Ala Ser Leu Gly Ser 

65                  70                  75                  80  

Ser Leu Glu Ala Phe Leu Gly Glu Pro Lys Ala Thr Pro Ala Ser Leu 

                85                  90                  95      

Ser Pro Val Pro Ser Ala Ser Thr Ala Leu Lys Met Tyr Pro Ser Val 

            100                 105                 110         

Pro Pro Phe Ser Pro Gly Pro Gly Ile Lys Glu Glu Pro Val Pro Leu 

        115                 120                 125             

Thr Ile Leu Gln Pro Pro Ala Ala Gln Pro Ser Pro Gly Thr Leu Leu 
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    130                 135                 140                 

Pro Pro Ser Phe Pro Pro Pro Pro Leu Gln Leu Ser Pro Ala Pro Val 

145                 150                 155                 160 

Leu Gly Tyr Ser Ser Leu Pro Ser Gly Phe Ser Gly Thr Leu Pro Gly 

                165                 170                 175     

Asn Thr Gln Gln Pro Pro Ser Ser Leu Ser Leu Ala Ser Ala Pro Gly 

            180                 185                 190         

Val Ser Pro Ile Ser Leu His Thr Gln Val Gln Ser Ser Ala Ser Gln 

        195                 200                 205             

Gln Pro Leu Pro Ala Ser Thr Ala Pro Arg Thr Thr Thr Val Thr Ser 

    210                 215                 220                 

Gln Ile Gln Arg Val Pro Val Val Leu Gln Pro His Phe Ile Lys Ala 

225                 230                 235                 240 

Asp Ser Leu Leu Leu Thr Thr Val Lys Thr Asp Thr Gly Ala Thr Met 

                245                 250                 255     

Lys Thr Ala Gly Ile Ser Thr Leu Ala Pro Gly Thr Ala Val Gln Ala 

            260                 265                 270         

Gly Pro Leu Gln Thr Leu Val Ser Gly Gly Thr Ile Leu Ala Thr Val 

        275                 280                 285             

Pro Leu Val Val Asp Thr Asp Lys Leu Pro Ile His Arg Leu Ala Ala 

    290                 295                 300                 

Gly Ser Lys Ala Leu Gly Ser Ala Gln Ser Arg Gly Glu Lys Arg Thr 

305                 310                 315                 320 

Ala His Asn Ala Ile Glu Lys Arg Tyr Arg Ser Ser Ile Asn Asp Lys 

                325                 330                 335     

Ile Val Glu Leu Lys Asp Leu Val Val Gly Thr Glu Ala Lys Leu Asn 

            340                 345                 350         

Lys Ser Ala Val Leu Arg Lys Ala Ile Asp Tyr Ile Arg Phe Leu Gln 

        355                 360                 365             

His Ser Asn Gln Lys Leu Lys Gln Glu Asn Leu Ala Leu Arg Asn Ala 

    370                 375                 380                 
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Ala His Lys Ser Lys Ser Leu Lys Asp Leu Val Ser Ala Cys Gly Ser 

385                 390                 395                 400 

Ala Gly Gly Thr Asp Val Ala Met Glu Gly Val 

                405                 410
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