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요약

신규 단백질 및 그것을 코드하는 유전자를 제공한다.

신장에 특이적으로 발현하고, 기계자극에 응답하여 비선택적으로 양이온을 세포내에 거두어 들이는 기능을 갖는, 마우
스 혹은 사람 유래의 신규한 기계자극 응답 채널 단백질. 그 단백질을 코드하는 DNA. 그 단백질을 사용하여 양이온 채
널 활성을 항진 또는 저해하는 물질의 스크리닝 방법. 그 단백질에 대한 항체.

고혈압증이나 당뇨병 등의 양이온 채널의 이상에 기초하는 질환의 진단약 혹은 치료제. 또는 그 질환에 대한 예방 및/ 
또는 치료제 탐색을 위한 도구로써 유용.
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대표도

도 1

색인어
기계적 자극 응답 채널 단백질

명세서

    기술분야

본 발명은, 신장(腎臟)에 특이적으로 발현하고, 마우스 혹은 사람 유래의 신규한 기계자극 응답 채널 단백질(SAC1(마
우스) 및 hSAC(사람)), 그것을 코드하는 DNA, 그 단백질을 사용하여 양이온 채널 활성을 항진 또는 저해하는 물질의 
스크리닝 방법, 및 그 단백질에 대한 항체에 관한 것이다.

본 발명의 단백질, DNA, 및 단백질에 대한 항체는, 고혈압증이나 당뇨병 등의 양이온 채널의 이상에 기초하는 질환의 
진단약 혹은 치료제, 또는 그 질환에 대한 예방 및/또는 치료제 탐색을 위한 도구로써 이용할 수 있다. 그리고, 본 발명
에 있어서는, SAC1 및 hSAC 등의 기계자극 응답 채널 단백질을, 총칭하여 SAC라고 부른다.

    배경기술

    
이온 채널은, 지질 이중층을 기본 구조로 하는 생체막을 관통하여 존재하는 막내 재성(在性) 단백질이고, 그 내부에 기
공구조를 가지고 있다. 이온 채널은, 그 전기(電氣)생리학적 성질, 즉 게이팅, 컨덕턴스, 이온 선택성 등에 의해 분류된
다. 이온 채널 분자는, 복수의 컨포메이션을 취하고, 어떤 상태(열린 상태)에서는 이온의 투과를 허용하지만, 다른 상태
(닫힌 상태)에서는 그것을 허용하지 않는다. 이러한 컨포메이션 변화를 「게이트의 개폐(게이팅 ; gating)」라고 부른
다. 이 게이팅을 제어하는 인자로서는, 막전위(膜電位), 저분자(리간드)의 결합, 막의 신장(伸張)의 3가지가 알려져 있
다.
    

전위 의존성 채널에는 Na+채널, Ca2+ 채널, K+채널 등 많은 예가 있지만, 이러한 채널의 분자구조에는, 전하가 집합
한 영역, 혹은 전위 센서가 있고, 이것이 막의 양쪽 전위차에 의해 힘을 받아 이동하는 것에 의해 컨포메이션 변화가 일
어나는 것이라고 생각할 수 있다. 리간드 감수성 채널이란, 세포외에서 특이적인 리간드(agonist)가 결합하는 것에 의
해 활성화되는 채널로, 수용체 내장 채널이라고 불린다. 이것에 대하여, 세포내에 어떤 세컨드 메신저 등의 저분자의 결
합에 의해, 개폐가 제어되는 채널이 있다. 또, 세포내막에 존재하는 IP 3 (이노시톨3린산) 수용체(세포질쪽에서 IP3가 
결합하면 열리는 Ca2+ 채널)도 이 예이다. 기계자극 응답 채널은, 막의 신장에 의해 게이트 개폐가 제어되는 이온 채널
로, 대부분은 신장에 의해 열리기 때문에 장력 감수성 채널이라고 불린다. 이 채널은, 침투압 조정이나 세포의 체적조절
에 관여하고 있다고 생각되어지고 있다. 이 이온 채널은 근방추(筋紡錘)와 같은 신장(伸張) 수용기에 존재하는 것은 당
연하지만, 지금까지 다종류의 세포로 발견되고 있다(Morris C. E. J. Membrane Biol., 113, 93-107(1990) ; Bea
r, C. E., Am. J. Physiol., 258, C421-8 (1990) ; Cemerik, D. & Sackin, H., Am. J. Physiol., 264, F697-71
4(1993) ; Lansman, J. B., et. al., Nature, 325, 811-3(1987) ; Sackin, H., Am. J. Physiol., 253, F1253-6
2(1987)).

또, 4개의 막 관통부위를 갖는 TWIK1(tandem of P domains in a weak inward rectifier K + channel) 관련 TAS
K(TWIK-1 related acid-sensitive K + channel)을 코드하는 포유동물의 K +채널이, 기계자극에 의해 개폐하는 성
질을 갖는 것이 나타나고 있다 (Duprat, F. et., al.,(1997) EMBO J., 16, 5464-71, Patel, A. J., et. al., (1998) 
EMBO J. 17, 4283-90).
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본 발명자들은, 물리적 인자인 열에 감수성인 바닐로이드(Vanilloid) 수용체가 기계자극 응답 채널이라는 가정에 기초
하여 유전자 클로닝을 행하고, 바닐로이드 리셉터(Caterina, M. J., et. al., (1997) Nature, 389, 816-24)에 유사
하고, Ankyrin 반복과 6개의 막 관통부위를 갖는 장력에 의해 억제되는 비선택적 양이온 채널(SIC)을 코드하는 cDN
A를 이미 보고하고 있다(Suzuki, M., et. al., (1999) J. Biol. Chem. 274, 6330-5). 기계자극 응답 채널은, 기계적 
자극을 Ca2+ 유입으로 변환할 수 있기 때문에, 장력에 의해 활성화하는(stretch-activated ; SA) 비선택적 양이온 채
널은 중요하다.

    발명의 상세한 설명

발명의 개시

    
본 발명자들은, 상술의 상황에 감안하여 신규한 기계응답 채널 단백질을 예의 탐색한 결과, 신장에 특이적으로 발현하
고, 기계자극에 응답하여 비선택적으로 양이온을 세포내에 거두어 들이는 기능을 갖는 단백질, 즉, 신규한 기계자극 응
답 채널 단백질을 발견하였다. 따라서 본 발명은, 신장에 특이적으로 발현하고, 기계자극에 응답하여 비선택적으로 양
이온을 세포내에 거두어 들이는 기능을 갖는 마우스 혹은 사람 유래의 신규한 기계자극 응답 채널 단백질(SAC1(마우
스) (Stretch Activated Channel protein 1) 및 hSAC(사람)(human Strech Activated Channel protein)), 그것
을 코드하는 DNA, 그 단백질을 사용하여 양이온 채널 활성을 항진 또는 저해하는 물질의 스크리닝 방법, 및 그 단백질
에 대한 항체를 제공하는 것을 과제로 한다.
    

    
본 발명은, 신장에 특이적으로 발현하고, 기계자극에 응답하여 비선택적으로 양이온을 세포내에 거두어 들이는 기능을 
갖는 마우스 혹은 사람 유래의 신규한 기계자극 응답 채널 단백질(SAC1(마우스) 및 hSAC(사람))에 관한 것이다. 또, 
그 단백질을 코드하는 DNA에 관한 것이다. 또, 그 단백질을 이용하여 양이온 채널 활성을 항진 또는 저해하는 물질의 
스크리닝 방법에 관한 것이다. 또, 그 단백질에 대한 항체에 관한 것이다. 그 단백질, 그 DNA, 및 그 단백질에 대한 항
체는, 고혈압증이나 당뇨병 등의 양이온 채널의 이상에 기초하는 질환의 진단약 혹은 치료제, 또는 그 질환에 대한 예방 
및/또는 치료제 탐색을 위한 도구로써 이용할 수 있다.
    

    
신규한 막 채널의 단리(單利), 동정(同定) 및 기능해석을 행하기 위해서는, 분자생리학적 기술, 세포생물학적 기술이나 
전기(電氣)생리학적 기술 등의 고도한 기술을 필요로 한다. 그리고, 본 발명자들은 이러한 기술을 구사하여, 마우스 신
장에서 SA 양이온 채널(SAC1)의 cDNA를 단리하고, 그 아미노산 배열을 결정하였다. 이것은 Vanilloid 리셉터의 슈
퍼패밀리에 속하고, 신장의 뇨세관에 국재(局在)하고 있었다. 이 SAC1을 포유동물 세포계로 발현시켰다. 또, 마우스 
유래의 SAC1 유전자를 사용하여, 사람에 상당하는 채널 유전자를 얻었다.
    

전기생리학적 해석의 결과, 세포내의 유리 칼슘은 SAC1을 발현하는 형질전환한 세포를 기계적 자극하는 것에 의해서 
증가하였다. 또, 이것은 음압(陰壓)에 의해 활성화되는 단일 채널로, Gd3 3+ 에 의해 블록되고, 양이온의 통과에 관해서
는 비선택적이고, SAC1에서 이온 투과성은 Na+> K+었다. 세포의 역전변위는 세포를 팽창시키는 것에 의해 플러스 
쪽에 편위(偏位)하였다. 게다가, 결실 변이체를 발현시키면, 신장(伸張)에 대하여 이 채널이 불응답성이 되기 때문에, 
SAC1이 SA 채널이 될 수 있음이 시사되었다.

    
상술한 바와 같이, 본 발명은, 신장에 특이적으로 발현하고, 기계자극에 응답하여 비선택적으로 양이온을 세포내로 거
두어 들이는 기능을 가지는 마우스 혹은 사람 유래의 신규한 기계자극 응답 채널 단백질(SAC1(마우스) 및 hSAC(사람)), 
및 그 단백질을 코드하는 DNA에 관한 것이다. 본 발명 단백질은, 이하와 같이 하여 얻을 수 있다. 즉, 마우스 신장 cD
NA 라이브러리를 준비하고, 적당한 프라이마를 이용하여 PCR법에 의해 증폭하는 것에 의해, SAC1 cDNA를 얻을 수 
있다. 또, 이 SAC1 cDNA를 프로브로서 사람 신장 cDNA 라이브러리를 클로닝하는 것에 의해, hSAC cDNA를 얻을 
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수 있다. 마우스 유래 SAC1은 871 아미노산 잔기로 이루어지는 단백질이고, 사람 유래의 hSAC도 871 아미노산 잔기
로 이루어지는 단백질이었다. 이러한 것들은 아미노산 배열에 있어서 94.4%의 동일성을 나타내고, 이 현저한 호몰로지
는 SAC1이 포유동물의 세포이고 구조적으로도 기능적으로도 공통한 기능을 행하고 있다고 생각할 수 있다. hSAC를 
코드하고 있는 DNA는, 약 18Kb의 길이이고, 14개의 엑손으로 구성되고, 염색체 상의 12q24.1에 존재한다.
    

    
얻어진 마우스 혹은 사람의 SAC 유전자를 적당한 벡터에 도입하고, 그 벡터를 사용하여 숙주(宿主)를 형질전환하는 것
에 의해, 마우스 혹은 사람의 SAC 단백질을 얻을 수 있다. 숙주세포로서는, 세균, 효모, 혹은 동물세포 등을 들 수 있다. 
특히 동물세포로서는, HeLa 세포, Chinese hamster ovary (CHO) 세포, 혹은 COS-7 세포 등을 사용하는 것이 바람
직하다. 또, 세포계의 발현 플라스미드의 제어기능으로서, 바이러스의 Polyoma, Adenovirus, Cytomegalovirus, Sim
ian virus 40의 프로모터가 사용된다. 특히, 동물세포의 발현계로 이용성이 높은 플라스미드로서, pCMV가 바람직하다
(Thomsen, et. al., PNAS, (1984) 81,659). 얻어진 단백질은, 기계자극에 응답하는 막 결합 단백질이고, 고혈압 혹
은 당뇨병 등의 양이온 채널의 이상에 기초하는 질환의 진단약 혹은 치료제, 또는 그 질환에 대한 예방 및/또는 치료제 
탐색을 위한 도구로써 이용할 수 있다.
    

    
또, 본 발명 단백질 혹은 그 프래그먼트는, 결손 hSAC의 DNA 하이브리다이제이션 진단에 유용하고, hSAC의 변이체
는 고혈압증이나 당뇨병 연구에 유용하다. 또, SAC의 DNA 및 그 변이체의 5' 및 3' 말단부에 다른 단백질이나 합성 폴
리펩티드를 코드하는 뉴클레오티드 배열을 결합하여 융합 단백질을 제작하는 것도, 공지의 기술로 용이하다. 예컨대, 
융합 단백질이, 전동 단백질로서 제작되고, in vitro 및 in vivo 로 절단되어 기능하거나, 본래의 기능에 더해 표적 조직 
등으로의 지향성을 갖게 하는 것도 가능하다.
    

또, 발현한 단백질이나 변이체 및 그것들의 프래그먼트를 동물에 면역하여 폴리크로널 항체를 얻을 수 있다. 또, 면역동
물의 림파구를 미에로머 세포와 융합한 하이브리도마 세포를 사용하여 모노크로널 항체를 조제할 수 있다.

    
또, 본 발명 단백질 혹은 그 변이체 및 유연체(類緣體)를 사용하여, 채널 단백질이 관련하는 질환의 진단약 혹은 치료약 
등, SAC에 아고니스트적 및 안타고니스트적으로 작용하는 물질의 탐색에 사용할 수 있다. 또, SAC의 DNA 배열정보가 
얻어진 것으로, 부분배열 DNA나 RNA를 조제하는 것이 용이해졌다. 이러한 부분 DNA는, 선택되어야 하는 유전자에 
하이브리다이즈하는 능력을 갖는 것이어서, 핵산의 프로브로서 이용된다. 각종 조직에서의 cDNA 배열의 검출에, 이러
한 프로브가 유효하다. SAC 를 사용하여 제작한 프로브로, 다양한 생물이나 그러한 것들의 조직으로 부터 하이브리다
이즈하는 핵산을 얻을 수 있다. 얻어진 핵산은, SAC와 같은 아이소타입, 또는 신규성을 나타내는 단백질을 코드하는 핵
산도 포함한다. 또, 제작된 프로브는, 질환의 유전자 진단에 이용할 수 있다. 프로브로 하이브리다이즈한 환자의 뉴클레
오티드 배열을 조사하는 것으로, 질환 유전자의 검출이 가능하다. 게다가, 본질적인 치료법에 사용하는 유전자 치료약
의 제작도 포함된다. SAC나, 그 변이체, 그러한 것들의 유도체의 뉴클레오티드 배열을 플라스미드나 간(幹)세포에 짜
넣고, 투여하는 것으로, 유전자 치료제로서 사용할 수 있다.
    

    
본 발명 단백질 혹은 그것에 대한 항체는, 사람 및 영장동물에 대하여 안전하게 투여되는 것이다. 본 발명 단백질은, 제
제화하여 경구적 혹은 비경구적으로 투여할 수 있다. 의약 조성물의 형태로서는, 주사용 조성물, 점적용 조성물, 좌제, 
경비제, 설하(舌下)제, 경피(經皮) 흡수제 등을 들 수 있다. 이러한 제제는, 공지의 제제학적 제법에 준하고, 제제로서 
약리학적으로 허용될 수 있는 담체(擔體), 부형제, 안정제, 착색제, 계면활성제, 및/또는 그 외의 첨가제 등을 사용하는 
것에 의해, 목적으로 하는 제제로 할 수 있다. 주사용 조성물의 경우는, 본 발명 단백질의 약리학적 유효량, 및 제제학적
으로 허용할 수 있는 부형제/부활제, 예컨대 아미노산, 당류, 셀루로스 유도체, 및 그 외의 유기/무기화합물 등의 혼합물
로서도 좋다. 또, 본 발명 항체와 이러한 것들의 부형제/부활제를 시용하여 주사제를 조제하는 경우는, 필요에 따라 pH 
조정제, 완충제, 안정화제, 가용화제 등을 첨가하여 상법에 의해 각종 주사제로 할 수 있다.
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또, 본 발명의 DNA는, 단독, 리포솜에 봉입, 혹은 레트로바이러스나 아데노바이러스 등의 유전자 치료용 벡터에 짜넣
고, 유전자 치료에 사용할 수 있다.

    도면의 간단한 설명

도1(a)는, SAC1 mRNA 발현을 전체의 길이 cDNA를 사용하여 행한 노던 브로트 해석결과를 나타낸다. 마우스 조직으
로부터 조제한 전체 RNA(2㎍)를 각 레인에 어플라이하였다.

도1(b)는, 신장조직을 사용한 면역염색의 결과를 나타낸다. 염색된 부분은 하얗게 나타나고 있다.

도2는, SAC1 발현세포(GFP 양성)의 touch 스트레스에 대한 영향을 조사한 결과를 나타낸다.

도 중,    는 380nm에서의 형광강도를,    는, 형광강도의 비율(360nm/380nm)을,     는, 360nm에서의 형광강도를 
각각 나타낸다.

도3은, SAC 싱글 채널의 신장(伸張)에 대한 응답결과를 나타낸다.

(A)는, 단계적인 음압을 걸었을 때의 SAC1 채널의 대표적인 결과를 나타낸다.

(B)는, 서서히 음압을 걸었을 때의 결과를 나타낸다.

(C)는, GdCl3첨가 및 비첨가시에 SAC1에 건 압력과 Po와의 관계를 각각 나타낸다.

도 중,    는 대조(GdCl3비첨가시의 압력)를,    는 GdCl3 0.5M 첨가시의 압력을 각각 나타낸다.

발명을 실시하기 위한 최량의 형태

    실시예

본 발명을 다음의 실시예에 의해 보다 상세하게 설명하지만, 이러한 것들은 단순히 예시할 뿐이고, 본 발명은 이러한 것
들에 의해 어떠한 한정을 받는 것은 아니다.

실시예1

SAC1을 코드하는 cDNA의 단리

    
RNA는 Trizol(기브코 BRL사)를 사용한 구아니딘 티오시아네이트법에 의해 단리하였다. mRNA는 polyA 칼럼(팔마
시아사)을 사용하여 정제하였다. 마우스 신장(腎臟)의 cDNA 라이브러리는, Marathon cDNA construction kit(클론
테크사)를 사용하여 조제하였다. cDNA를, 프라이머 세트1(AA13f2(배열표 배열번호5) 및 mA13end1(배열번호6)로 
ExTaq 폴리메라제(타카라 주조사)를 사용하여 PCR 증폭하였다(94℃ 30초, 70℃ 4분의 1 싸이클로서 30싸이클 실시). 
네스트 프라이머(AA13r2 (배열번호7))를 합성하고, 5' RACE법에 의해 5' 말단을 결정하였다. 프라이머 세트2(A13
st1(배열번호8) 및 AA13rl(배열번호9))로 ExTaq 폴로메라제(타카라 주조사)를 사용하여 동조건으로 PCR 증폭하였
다. 2종류의 프라이머 세트를 사용하여 PCR 증폭하여 얻어진 각각의 프래그먼트를 사용하여, 완전한 길이를 함유하는 
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영역을 프라이머 세트(A13st1 및 mA13end1)를 사용하여 PCR 증폭하였다. cDNA 라이브러리로부터 약 3.2Kb의 S
AC1 cDNA를 재클로닝하였다. 클로닝한 cDNA를 TA 클로닝 벡터(TOPO-XL ; 인비트로젠사)에 라이게이트하고, 그 
BamHⅠ-HindⅢ 프래그먼트를 동물세포 발현벡터(pCMV-SPORT ; 기브코 BRL사)에 라이게이트하였다. Thermo 
Sequenase dye terminator cycle sequencing premix를 사용하여, 자동 시퀀서(모델 373-S ; 어플라이드 바이오
인스트루멘츠사)로 시퀀스하였다. SAC1 cDNA는 871 아미노산을 코드하는 2616 뉴클레오티드였었다. 배열을 배열표 
배열번호 1(아미노산 배열) 및 배열번호 2(염기 배열)로 나타낸다. SAC1의 cDNA를 삽입한 플라스미드를 pmSAC1 
TOPO로 명명하고, 경제산업성산업기술총합연구소 생명공학공업기술연구소(일본국 이바라키켕 츠쿠바시 히가시 1쵸
메 1방 3고(우편번호 305-8566))에 헤이세이 11년(1999) 11월 30일에 원기탁하고, 헤이세이 12년(2000) 11월 
1일에 원기탁에서 부다페스트 조약에 근거한 기탁으로 이관청구를 하고, FERM BP-7345로서 수령되어 있다.
    

이어서,32 P 표지한 SAC1 cDNA를 프로브로 한 노던 하이브리다이제이션(65℃)에 의해, SAC1의 각 조직으로의 발현
을 확인하였다. 그 결과, 약 3Kb의 SAC 1mRNA는, 신장에만 발현하고 있는 것이 확인되었다(도1(a)).

또, 사람 유래의 SAC(hSAC)를 코드하고 있는 cDNA를 단리하기 위해서, 사람 신장 cDNA 라이브러리를 32 P 표지 S
AC1 cDNA를 프로브로 사용하여 검색하였다. 얻어진 클론을 벡터 M13mp1, M13mp19(타카라 주조사), 및 pGEM3
Z(프로메가사)로 각각 서브클로닝한 후, 상술과 같은 방법으로 염기 배열을 결정하였다. 배열을 배열표 배열번호 3(아
미노산 배열) 및 배열번호 4(염기 배열)에 나타낸다.

실시예2

항체의 조제와 면역염색

    
폴리에틸렌 글리콜과 결합한, SAC1 단백질의 C 말단부(844-853번째)의 특이 펩티드(이하, C단 펩티드라고 한다) 
(배열표 배열번호 10)에 대한 항체를 제작하였다. 마우스 SAC1 단백질의 C단 펩티드의 폴리에틸렌 글리콜(PEG)에의 
결합은, Maeda 등의 방법(Biochem. Biophys. Res. Comm. (1998) 248,485-489)에 따라서 행하였다. 즉, 디클로
로메탄에 용해한 산화 PEG (와코 퓨레 케미칼사)에, 1당량의 디씨클로헥실칼보디이미드를 첨가하고 0℃에서 교반한 
후, 10당량의 에틸렌디아민을 첨가하여 하룻밤 교반하였다. 여액을 용매유거(留去)하여, 얻어진 생성물을 50% 초산에 
용해하였다. 이것으로부터 아미노산형 PEG(aaPEG)를 Sephadex G-25 칼럼으로 정제하고, N 말단 아미노기를 Fm
oc화하여 Fmoc-aaPEG를 조제하였다. 이것을 Rink 수지(300mg ; 와타나베 케미칼사)에, 디이소프로필 칼보디이미
드/1-히드록시벤조트리아졸법(Konig and Geiger, Chem. Ber. (1970) 103, 788-798, 2024-2033)을 사용하여, 
Fmoc-aaPEG, 이어서 Boc-PLD(Pmc)NLGNPNC-OH의 순으로 도입하였다. 탈 Fmoc화 후, 수지를 트리플루오로 
초산/티오아니솔/아니솔/에탄디티올(94/2/2/2)으로 3시간 처리하는 것에 의해서, C단 펩티드-aaPEG를 잘라내었다. 
여액에 에테르를 첨가하여 침전시킨 조펩티드를 역상(逆相) HPLC로 정제하고, C단 펩티드-aa PEG를 43mg 얻었다.
    

    
프로인트 완전 애주번트로 에멀젼으로 한 항원(C단 펩티드-aa PEG) 1mg을 2마리의 NZW 토끼의 근육내에 주사하여 
면역하고, 그 후 프로인트 불완전 애주번트로 에멀젼으로 한 동량의 항원을 2주간 마다 마찬가지로 면역하였다. 투여한 
4에서 8주간 후의 혈청에 대하여, 그 항체력가(力價)를 ELISA로 측정하였다. 컨트롤 혈청보다도 10000배 높은 역가
를 나타낸 혈청을 분리하였다. 이러한 것으로부터 항체를 Protein A 칼럼(팔마시아사)으로 정제하고, ProtOn 키트(멀
티플 펩티드 시스템사)로 어피너티 정제하였다. 신선한 신장 슬라이스를 500배 희석한 항체로 염색한 후, FITC 라벨
한 항토끼 IgG 항체(다코사)로 검출하였다. 그 결과, 뇨세관의 기저막이 염색되고, 이 부위에 SAC1 단백질이 국재하
는 것이 명확해졌다(도1(b) 참조).
    

실시예3

cDNA 발현
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녹색 형광 단백질을 발현하는 플라스미드(pEGFP-N1 ; 클론테크사)를 트랜스펙션의 마커로서 사용하였다. 일과성(一
過性) 발현을 위하여, CHO 세포를 10% 소 태아혈청, 100U/ml 페니실린, 100㎍/ml 스트렙토마이신을 첨가한 HamF
-12 배지(기브코 BRL사)로 배양하였다. 형질전환 전일에, CHO 세포 10 5개를 래트 꼬리 부위 콜라겐으로 코트한 커
버 슬립을 넣은 35mm 디쉬에 첨가하였다. 다음날, 실온에서 5분간 인큐베이트한 FuGENE6(로슈사 3㎕)과 무혈청 배
지(97㎕)의 혼합액에, 1회의 트랜스펙션당, pCMV-SPORT(기브코 BRL사)에 넣은 SAC1 플라스미드(1㎍)와 pEGF
P-N1(1㎍)을 첨가하였다. 실온에서 15분간 인큐베이트한 후에, 이것을 3ml의 혈청 첨가배지를 넣은 디쉬에 가하였다. 
커버 슬립 상에서 배양시킨 세포를, 패치 크램프 샘플로서 사용하였다. 증식과 트랜스펙션에는 10% FCS 함유배지를 
사용하였다. 전기생리학적 시험은 24시간째에 개시하고, 형광측정은, 트랜스펙션 후 48시간에 실시하였다.

실시예4

SAC1 발현세포에서의 형광측정

형질전환 세포는, 실험개시 전의 2 내지 3시간내에, 무혈청 배지에 용해한 10μM의 fura-2AM(도진사)과 인큐베이트
하였다. 480nm의 GFP 형광과 360/380nm의 fura-2 형광을 다이크로익 올림푸스 시스템 미러(멜린사)를 메뉴얼로 
교환하여 시각화하였다. 480nm의 형광과 360nm 및 380nm의 형광의 이미지를 2초마다 얻었다. 해석을 위해 목적의 
에리아의 형광강도를 산출하였다. 세포는 125mM NaCl, 5mM KCl, 1.2mM MgSO 4 , 1mM Na 2HPO4 , 1mM CaCl 2 , 
3mM HEPES(pH7.4) 용액 중에 34℃에서 담그었다. 세포에 직접 기계적인 스트레스를 일으키기 위해, 둥근 선단의 
글라스 피펫을 세포에 전기제어 미크로마니퓨레이터(모델 5170 ; 에펜돌프사)를 사용하여 접촉시켰다. 밝은 세포(GF
P 양성)에 글라스 피펫을 사용한 기계 자극을 준 결과를, 도2 및 표1에 나타낸다. fura-2 형광비는, 대조세포와 비교
하면 SAC1 발현세포로 변화가 인정된 것이어서, 본 발명 단백질은 분명한 [Ca 2+ ]i(세포내의 칼슘 이온 농도)의 변동
을 초래하는 채널 단백질로서 기능하고 있는 것이 나타났다.

(표1)

[표 1]
    Gd3+ 비첨가 Gd3+ 첨가
대조세포 4.5 ±3.8(8)     
SAC1 발현세포 12.8 ±1.4 ** (8) 4.8 ±1.4(10)

(괄호내의 수자는 실험예 수를, **은 대조와의 비교에 있어서 1% 유의를, *는 Gd 3+ 비첨가시와의 비교에 있어서 5% 
유의를 나타낸다.)

실시예5

SAC1 발현세포의 싱글 채널 해석
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패치 크램프의 기록은, 기보(旣報)(Suzuki, M., Sato, J., Kutsuwada, K., Ooki, G. and Imai, M.(1999) J. Biol. 
Chem. 274, 6330-5)에 따라서 행하였다. GFP 양성세포는, 490nm에서의 형광측정(CAM2000 시스템 ; 쟈스코사)
로 검출하였다. 1ml/1ml의 용액 유속으로 환류되는 마운트에 세포를 세트하였다. 마운트하기 전에 온도를 제어하기 위
하여 용액을 DC supply(키쿠스이전자공업사 ; 모델 LPD)로 34℃에서 가온하였다. 침지용액에는, 3mM 헤페스 완충
액(140mM NaCl, 5mM KCl, 1.2mM MgSO 4 , 1mM Na 2HPO4 , 1mM CaCl 2 , 3mM HEPES)을 사용하였다. 싱글 채
널 해석에 있어서, 전류는 EPC-7 패치 크램프 증폭기(리스트 일렉트로닉사)로 기록하고, 10KHz로 DAT 기록계(DA
T-200 ; 소니사)로 보존하였다. 해석에는, 5KHz의 필터를 걸었다. 개구확률을 해석하기 위하여, 기록을 Fetchex(소
프트웨어 Axon 버전 6.0)에 의해 샘플링하였다. 데이터를 Igor ver 2.01과 Patch Analysist ver 1.21로 해석하였다. 
디지털 필터를 2KHz로 사용하고, 개구확률을 전류 분포 해석으로 계산하였다. GdCl 3첨가시의 개구확률을 해석하기 위
하여, 싱글 채널 진폭을 시약 비첨가시에 세트하고, 평균 개구확률(Po)을 10초간의 기록으로부터 결정하였다. 피펫압
은 마노미터로 조절하고, 음압은 메뉴얼로 변화시켰다. 또, 채널 개구를 조사하기 위하여, 150mM NaCl 용액을 사용한 
셀 어태치 피펫을 통하여 음압을 걸었다. 그 결과, 발현 세포상의 반수 이상의 패치가 음압으로 하는 것에 의해 채널 활
성을 나타내었다. 도 3A와 같이, SAC1 채널은 30mmHg 음압으로 갑자기 열린다. 개구확률은 돌연히 완전 개구상태에 
달하였지만, 이 현상을 확인하기 위하여 서서히 흡인을 행하였지만 (도3B), 개구에 역치가 존재하는가와 같이 채널이 
갑자기 열렸다. 이 역치는 일정하고 (33±2.3mmHg), 재현적(再現的)이었다. 전류-전압을 다양한 용액(염화나트륨, 
글루콘산나트륨 또는 염화칼륨)을 사용하여 피펫으로 측정하였지만, 큰 편위는 관찰되지 않았다. 싱글 채널 컨덕턴스를 
셀 어태치 모드로 컨덕턴스 경사도로 측정하였다. 염화나트륨을 글루콘산나트륨 또는 염화칼륨으로 치환하여도, 이러한 
것들의 파라메터에 거의 영향을 주지 않았던 것이기 때문에, 이 채널은 양이온에는 비선택적인 것이 분명해졌다. 압력
에 대한 다른 감수성을 갖는 개개의 채널에서의 all-or-none 개구의 축적은, 신장(伸張)에 수반하는 S자형의 개구응
답을 나타냈지만, 압력 Po는 Bolzmann 함수에 피트되지 않았다. 피펫에 0.5μM GdCl 3를 넣었을 때에 응답은 영향을 
받지 않았던 것이어서, 기계자극 응답 채널 단백질로서의 기능을 갖음이 나타났다(도3C).

    산업상 이용 가능성

    
본 발명에 의해, 신장에 특이적으로 발현하고, 기계자극에 응답하여 비선택적으로 양이온을 세포내에 거두어 들이는 기
능을 갖는 마우스 혹은 사람 유래의 신규한 기계자극 응답 채널 단백질(SAC1(마우스) 및 hSAC(사람)), 및 그것을 코
드하는 DNA, 그 단백질을 사용한 양이온 채널 활성을 항진 또는 저해하는 물질의 스크리닝 방법, 및 그 단백질에 대한 
항체가 제공된다. 그 단백질, 그 DNA, 및 그 단백질에 대한 항체는, 고혈압증이나 당뇨병 등의 양이온 채널의 이상에 
기초하는 질환의 진단약 혹은 치료제, 또는 그 질환에 대한 예방 및/또는 치료제 탐색을 위한 도구로써 이용할 수 있다.
    

기탁된 생물재료에의 언급

가. 당해 생물재료를 기탁한 기탁기관의 명칭 및 주소

명칭 : 경제산업성 산업기술총합연구소 생명공학공업기술연구소

주소 : 일본국 이바라기껭 츠쿠바시 히가시 1쵸메 1방 3고

(우편번호 305-3566)

나. 가의 기관에 기탁한 날짜 헤이세이 11년(1999년) 11월 30일(원기탁일)

다. 가의 기관에 기탁에 대하여 붙은 수탁번호 FERM BP-7345
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

신장에 특이적으로 발현하고, 기계자극에 응답하여 비선택적으로 양이온을 세포내에 거두어 들이는 기능을 갖는 단백질.

청구항 2.

제 1 항에 있어서, 마우스 유래인 단백질

청구항 3.

제 2 항에 있어서, 배열표 배열번호 1기재의 아미노산 배열로 나타내는 단백질.

청구항 4.

제 3 항의 기재의, 아미노산 배열을 코드하는 DNA.

청구항 5.

제 4 항에 있어서, 배열표 배열번호 2기재의 염기 배열로 나타내는 DNA.

청구항 6.

제 1 항에 있어서, 사람 유래인 단백질.

청구항 7.

 - 20 -



공개특허 특2003-0004354

 
제 6 항에 있어서, 배열표 배열번호 3기재의 아미노산 배열로 나타내는 단백질.

청구항 8.

제 7 항의 기재의, 아미노산 배열을 코드하는 DNA.

청구항 9.

제 8 항에 있어서, 배열표 배열번호 4기재의 염기 배열로 나타내는 DNA.

청구항 10.

제 3 항 또는 제 7 항의 기재의, 단백질의 아미노산 배열에 있어서, 1 이상의 아미노산이 결실, 치환, 혹은 부가된 아미
노산 배열을 갖는 단백질.

청구항 11.

제 4 항, 제 5 항, 제 8 항 또는 제 9 항의 기재의, DNA와 하이브리다이즈하는 DNA.

청구항 12.

제 1 항, 제 2 항, 제 3 항, 제 6 항, 또는 제 7 항의 기재의, 단백질을 사용하여, 양이온 채널을 항진 또는 저해하는 물
질을 스크리닝하는 방법.

청구항 13.

제 1 항, 제 2 항, 제 3 항, 제 6 항 또는 제 7 항의 기재의, 단백질에 대한 항체.

청구항 14.

제 13 항에 있어서, 모노크로널 항체인 항체.
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도면

도면 1

도면 2
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도면 3
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