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(54) 발명의 명칭 ＧＡＧ 결합 단백질

(57) 요 약

본 발명은 구조 유지에 필수적이지 않은 단백질 내의 영역을 확인하는 단계 및 상기 부위로 하나 이상의 염기성

아미노산을 도입시키고/거나 상기 부위 내의 하나 이상의 벌키 및/또는 산성 아미노산을 결실시키는 단계를 포함

하는, 단백질 내로 GAG 결합 부위를 도입하는 방법으로서, 여기서 상기 GAG 결합 부위가 Kd≤10 μM, 바람직하게

는 Kd≤1 μM, 더욱 바람직하게는 Kd≤0.1 μM의 GAG 결합 친화성을 지니는 방법 및 변형된 GAG 결합 단백질에

관한 것이다.

대 표 도 - 도1
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특허청구의 범위

청구항 1 

GAG 결합 부위가 용매 노출되는 위치인, CC 케모카인의 GAG 결합 부위를 변형하는 방법으로서, 상기 방법은

Arg, Lys 및 His로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의 염기성 아미노산을 상기 용매 노출되는 위치로 도입하는

단계,

Trp, Ile, Leu, Phe 및 Tyr으로 구성된 군에서 선택된 하나 이상의 벌키(bulky) 아미노산, Glu 및 Asp로 구성

된 군에서 선택된 산성 아미노산, 또는 상기 벌키 아미노산 및 상기 산성 아미노산 둘 모두를 상기 용매 노출되

는 위치에서 결실시키는 단계,

또는 상기 도입 단계 및 결실 단계 둘 모두를 포함하고, 

여기서 상기 변형된 GAG 결합 부위를 지니는 CC 케모카인은 야생형 케모카인의 GAG 결합 친화력(Kd)와 비교하여

5 내지 2600배의 증가된 GAG 결합 친화력을 지니고,

여기서 상기 CC 케모카인은 RANTES, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MIP-1α, MIP-1β, MPIF-1, MIP-5/HCC-1로 구성된

군에서 선택되는, 방법. 

청구항 2 

제1항에 따른 방법에 의해 수득가능한 변형된 CC 케모카인으로서, 

상기 CC 케모카인 내의 GAG 결합 부위의 용매 노출되는 위치에 Arg, Lys 및 His로 구성된 군에서 선택된 하나

이상의 염기성 아미노산이 삽입되고, 

상기 변형된 GAG 결합 부위를 지니는 CC 케모카인은 야생형 케모카인의 GAG 결합 친화력(Kd)와 비교하여 5 내지

2600배의 증가된 GAG 결합 친화력을 지니고,

상기 CC 케모카인은 RANTES, MCP-2, MCP-3, MIP-1α, MIP-1β, MPIF-1, MIP-5/HCC-1로 구성된 군으로부터 선택

되고, 

상기 CC 케모카인은 하기의 군으로부터 선택되는 것인, 변형된 CC 케모카인:

(상기 CC 케모카인에서 굵게 나타낸 아미노산 영역은 GAG 결합 부위를 나타낸다)

청구항 3 

제2항에 있어서, 
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Arg, Lys 및 His로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 염기성 아미노산이 상기 GAG 결합 부위 내의 용매 노

출되는 위치로 삽입됨을 특징으로 하는, 변형된 CC 케모카인.

청구항 4 

제2항에 있어서, 

상기 증가된 GAG 결합 친화력은 헤파린 설페이트, 헤파린, 또는 헤파린 설페이트 및 헤파린에 대한 증가된 결합

친화력인 것을 특징으로 하는, 변형된 CC 케모카인.

청구항 5 

제2항에 있어서, 

수용체 결합 부위인, 추가의 생물학적 활성 영역이 변형되어 상기 CC 케모카인의 생물학적 활성이 억제되거나

하향조절됨을 특징으로 하는, 변형된 CC 케모카인.

청구항 6 

제2항에 따른 변형된 CC 케모카인을 코딩함을 특징으로 하는, 분리된 다중핵산 분자.

청구항 7 

제6항에 따른 분리된 다중핵산 분자를 포함하는 것을 특징으로 하는, 벡터.

청구항 8 

제7항에 따른 벡터로 안정하게 트랜스펙션된 재조합 세포로서, 상기 재조합 세포는 인간 기원이 아닌 것을 특징

으로 하는 재조합 세포. 

청구항 9 

염증 질환의 치료를 위한 제2항에 따른 변형된 CC 케모카인 및 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 것을 특

징으로 하는 약학적 조성물. 

청구항 10 

제9항에 있어서, 제6항에 따른 분리된 다중핵산 분자를 추가로 포함하는, 약학적 조성물. 

청구항 11 

제9항에 있어서, 제7항에 따른 벡터를 추가로 포함하는, 약학적 조성물. 

청구항 12 

제2항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 

상기 변형된 CC 케모카인은 염증 질환의 치료를 위한 약제를 제조하기 위하여 사용되는, 변형된 CC 케모카인. 

청구항 13 

제6항에 있어서, 

상기 분리된 다중핵산 분자는 염증 질환의 치료를 위한 약제를 제조하기 위하여 사용되는, 분리된 다중핵산 분

자. 

청구항 14 

제7항에 있어서, 

상기 벡터는 염증 질환의 치료를 위한 약제를 제조하기 위하여 사용되는, 벡터. 

청구항 15 
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제9항에 있어서, 

상기 염증 질환은 류마티스 관절염, 건선, 골관절염, 천식, 알츠하이머병 및 다발성 경화증으로 구성된 군으로

부터 선택됨을 특징으로 하는 약학적 조성물. 

청구항 16 

제12항에 있어서, 

상기 상기 염증 질환은 류마티스 관절염, 건선, 골관절염, 천식, 알츠하이머병 및 다발성 경화증으로 구성된 군

으로부터 선택됨을 특징으로 하는 변형된 CC 케모카인. 

청구항 17 

제13항에 있어서, 

상기 염증 질환은 류마티스 관절염, 건선, 골관절염, 천식, 알츠하이머병 및 다발성 경화증으로 구성된 군으로

부터 선택됨을 특징으로 하는 분리된 다중핵산 분자. 

청구항 18 

제14항에 있어서, 

상기 염증 질환은 류마티스 관절염, 건선, 골관절염, 천식, 알츠하이머병 및 다발성 경화증으로 구성된 군으로

부터 선택됨을 특징으로 하는 벡터. 

청구항 19 

삭제

청구항 20 

삭제

청구항 21 

삭제

청구항 22 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 케모카인 및 백혈구 상의 이의 고친화성 수용체의 상호작용의 억제를 위한 방법 및 도구, 및 염증 질[0001]

환의 치료를 위한 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

본래, 화학유인물질 사이토카인으로부터 유래된 케모카인은 사실상 50개 이상의 일원을 포함하고, 면역감시 및[0002]

염증 과정 동안 결정적인 역할을 하는 저분자량(이의 단량체형에서 6-12 kDa)의 소형의 유도가능한 분비 단백질

의 패밀리이다.  면역 및 염증에서의 이의 기능에 따라, 이들은 두개의 부류로 구분될 수 있다.  염증성 케모카

인은 다수의 상이한 조직 세포에 의해 생성될 뿐만 아니라 세균 독소 및 염증 사이토카인, 예를들어 IL-1, TNF

및 인터페론에 대한 백혈구의 이주에 의해 생성된다.  이들의 주 기능은 숙주 방어 및 염증의 과정에서 백혈구

를 보충하는 것이다.  한편, 귀소 케모카인은 림프조직의 규정된 영역에서 조직적으로 발현된다.  이들은 면역

계 내에서 림프구 및 수지상 세포의 왕래 및 귀소를 유도한다.  BCA-1, SDF-1 또는 SLC에 의해 예시되는 바와

같은 이들 케모카인은 성숙, 분화 및 활성화와 관련하여 림프구의 재배치 및 재순환을 조절하고, 2차 림프기관
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내에서 이들의 정확환 귀소를 보장한다.

매우 많은 표본(representative)에도 불구하고, 케모카인은 20 내지 70 퍼센트로 서열 상동성이 다양하나 현저[0003]

하게 유사한 구조적 폴드(fold)를 나타낸다.  케모카인은 네개의 보존된 시스테인 잔기를 지닌 대략 70 내지

130개의 아미노산으로 구성된다.  시스테인은 케모카인의 특색을 이루는 3차 구조를 책임지는 두개의 이황화 결

합(Cys 1 → Cys 3, Cys 2 → Cys 4)을 형성한다.  화학주성 사이토카인은 첫번째 시스테인 잔기에 선행하는 짧

은 아미노 말단 도메인(3 내지 10개의 아미노산), β-스트랜드(strand) 및 두번째와 네번째 시스테인 잔기 사이

에서 발견되는 연결 루프로 구성된 코어, 및 20 내지 60개의 아미노산의 카르복시 말단 α-헬릭스로 구성된다.

단백질  코어는  잘  정돈된  구조를  지니는  반면,  N-말단  및  C-말단  부분은  정돈되어  있지  않다.   분비

단백질로서, 이들은 방출 전에 분열되는 20 내지 25개의 아미노산의 선도 서열을 지니도록 합성된다.

케모카인은 성숙 단백질에서의 이들의 시스테인 잔기의 상대적인 위치에 기초하여 네개의 패밀리로 세분되어 있[0004]

다.  α-케모카인 서브패밀리에서, 네개의 시스테인중 첫번째 두개는 단일 아미노산에 의해 분리되어 있는 반면

(CXC), β-케모카인에서는 상응하는 시스테인 잔기가 서로 인접되어 있다(CC).  α-케모카인은 N-말단 내에 ELR

서열을 함유하여 이에 의해 호중구에 대해 화학주성이 되는 패밀리(예를들어, IL-8), 및 ELR 모티프가 결여되어

있고 림프구 상에서 작용하는 패밀리(예를들어, I-TAC)으로 추가로 분류될 수 있다.  구조적으로, β-케모카인

은 다섯개의 단핵구 화학유인물질 단백질(MCP) 및 서로 약 65 퍼센트 동일한 이오탁신(eotaxin)을 함유하는 단

핵구-화학유인물질 단백질 이오탁신 패밀리, 및 잔여의 β-케모카인과 같이 두개의 패밀리로 세분될 수 있다.

CXC-패밀리와 같이, CC-잔기에 선행하는 N-말단 아미노산은 생물학적 활성 및 케모카인의 백혈구 선택성에 대해

중요한 성분이다.  일반적으로, β-케모카인은 호중구 상에서 작용하지 않으나, 가변적인 선택성으로 단핵구,

호산구, 호염기구 및 림프구를 유인한다.

단지 소수의 케모카인이 CC-패밀리 또는 CXC-패밀리에 합치하지 않는다.  림포탁틴(lymphotactin)은 이의 일차[0005]

구조에서 네개의 특색을 이루는 시스테인 대신 단지 두개를 나타내고, 이에 따라 γ- 또는 C-케모카인으로 분류

되는 현재 유일한 케모카인이다.  다른 한편, 이러한 분류의 결론에 의해, 프렉탈카인(fractalkine)은 첫번째

두개의 시스테인을 분리하는 세개의 아미노산을 지니는 δ- 또는 CXXXC-서브패밀리의 유일한 표본으로 언급되어

야 한다.  림포탁틴 및 프렉탈카인 이들 둘 모두는 T-세포 및 자연살상세포의 화학주성을 유도한다.

케모카인은 표적 세포 상의 특이적 세포 표면인 7개의 막횡단-스패닝(transmembrane-spanning)(7TM) G-단백질[0006]

결합 수용체에 결합함으로써 세포 이동 및 활성화를 유도한다.  6개의 CXC, 10개의 CC, 1개의 CX3C 및 1개의 XC

수용체를 포함하여 18개의 케모카인 수용체가 최근에 클로닝되었다.  케모카인 수용체는 다양한 유형의 백혈구

상에서 발현되고, 이들중 일부는 특정 세포에 제한되는 반면(예를들어, CXCR1은 호중구에 제한됨), 나머지는 보

다 광범위하게 발현된다(예를들어, CCR2는 단핵구, T 세포, 자연살상세포 및 호염기구에서 발현됨).  케모카인

과 유사하게, 수용체는 특정 세포상에서 구성적으로 발현될 수 있는 반면, 일부는 유도가능하다.  이들중 일부

는 세포가 특정 케모카인에 대해 둔감하도록 하향 조절되는 반면에 다른 케모카인에 대해서는 반응되도록 잔류

시킬 수 있다.  대부분의 수용체는 하나 이상의 케모카인을 인지하거나 역으로 하나만을 인지할 수 있으나, 인

지는 상응하는 서브패밀리의 케모카인에 제한된다(표 Ⅰ 참조).

표 1

케모카인[0007] 수용체 화학주성 대상 염증 질환

CXC-케모카인

(+ELR 모티프) IL-8

CXCR1

CXCR2 호중구

급성 호흡곤란증후군[71]; 세균성
폐렴[72]; 류마티스 관절염[73]; 염
증성 창자병[74]; 건선[75]; 세균성

수막염[76]

CC-케모카인

MCP-1 CCR2

호염기구; 단핵구; 활성
화된 T 세포; 수지상 세

포; 자연살상세포

천식[77]; 사구체신염[78];

죽상동맥경화증[79]; 염증성
창자병[80]; 건선[81]; 세균성 및

바이러스성 수막염[82,83]

RANTES

CCR1

호산구; 단핵구; 활성화
된 T 세포; 수지상 세포

천식[84]; 사구체신염[85]

CCR3 호산구; 호염기구; 수지
상 세포

CCR5

단핵구; 활성화된 T 세
포; 수지상 세포; 자연

살상세포
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케모카인은 이들의 수용체와의 상호작용의 두개의 주요 부위, 즉 아미노 말단 도메인의 부위, 및 두번째 및 세[0008]

번째 시스테인 잔기 사이에 연장된 백본의 노출된 루프 내에 다른 부위를 지닌다.  두 부위는 이황화 결합에 의

해 근접되어 있다.  수용체는 도킹 도메인으로 작용하는 것으로 보이는 루프 영역 내의 결합 부위를 먼저 인지

한다.   이러한 상호작용은 케모카인의 이동성을 제한하여, 아미노-말단 도메인의 올바른 배향을 촉진시킨다.

케모카인의 수용체에 여전히 효과적으로 결합하나 신호를 나타내지 않는 돌연변이체 케모카인으로 연구를 수행

하였다.  이들 돌연변이체는, 예를들어 IL-8, RNATES 및 MCP-1의 N-말단 내의 아미노산 결실 또는 변형에 의해

수득되었다.

다중의 세포내 신호전달 경로는 케모카인 결합의 결과로서 수용체 활성화 후에 발생한다.  케모카인은 또한 두[0009]

유형의 비신호전달 분자와 상호작용한다.  하나는 적혈구 및 내피세포 상에서 발현되고, CC-케모카인 및 CXC-케

모카인과 결합하여 이들의 순환을 방지하는 DARC 수용체이다.  두번째 유형은 프로테오글리칸의 일부이고, 케모

카인의 공동-수용체로 작용하는 헤파란 설페이트 글리코사미노글리칸(GAG)이다.  이들은 국소 농도 구배를 확립

하기 위해 귀소 조직(예를들어, 내피세포)의 표면 상에서 케모카인을 획득하고 제시한다.  염증 반응, 예를들어

류마티스 관절염에서, 셀렉틴-매개 과정에서 내피 상에서 회전하는 백혈구는 세포 표면 상의 프로테오글리칸에

의해 제시된 케모카인과 접촉하게 된다.  이에 의해, 백혈구 인테그린이 활성화되어 부착 및 유출을 확고하게

한다.  보충된 백혈구는 국소 염증 사이토카인에 의해 활성화되고, 케모카인의 고도의 국소 농도로 인해 추가의

케모카인 신호전달에 대해 둔감해질 수 있다.  조직 혈류 케모카인 구배를 유지시키기 위해, DARC 수용체는 과

잉 케모카인에 대한 싱크(sink)로서 작용한다.

공유적으로 부착된 글리코사미노글리칸 측쇄(GAG)를 지닌 코어 단백질로 구성된 헤파란 설페이트(HS) 프로테오[0010]

글리칸은 대부분의 포유동물 세포 및 조직에서 발견된다.  단백질 부분이 세포막 또는 세포외 기질에서 프로테

오글리칸의 위치를 결정하는 동안, 글리코사미노글리칸 성분은 다양한 세포외 리간드, 예를들어 성장 인자, 케

모카인 및 부착 분자와의 상호작용을 매개한다.  프로테오글리칸의 생합성은 기존에 광범위하게 연구되었다.

세포 표면 프로테오글리칸의 주요 그룹은 막횡단 단백질의 신데칸(syndecan) 패밀리(포유동물중 4개의 일원) 및

글리코실포스파티딜이노시톨(GPI) 테일에 의해 세포막에 부착된 단백질의 글리피칸(glypican) 패밀리(포유동물

중 6개의 일원)이다.  글리피칸은 신경계, 신장에서 광범위하게 발현되고, 보다 적은 범위에서 골격근 및 평활

근에서 발현되지만, 신데칸-1은 내피 세포의 주요 HSPG이고, 신데칸-2는 섬유모세포 및 내피세포에서 우세하고,

신데칸-3는 신경 세포에 풍부하고, 신데칸-4는 광범위하게 발현된다.  특정 세린 상의 사당류 결합 영역을 통해

신데칸 코어 단백질로 첨가되는 GAG 사슬의 대부분은 HS 사슬이다.  막횡단 및 세포질 도메인과는 대조적으로

특이적 신데칸 유형의 세포외 도메인의 아미노산 서열은 상이한 종 사이에서 보존되어 있지 않지만, GAG 사슬의

수 및 위치는 고도로 보존되어 있다.  그러나, GAG의 구조는 종 특이적이고, 더욱이 HSPG 발현 조직의 특성에

좌우된다.

헤파란 설페이트(HS)는 헤파린, 콘드로이틴 설페이트, 더마탄 설페이트 및 케라탄 설페이트를 포함하는 선형 다[0011]

당류의 글리코사미노글리칸(GAG) 패밀리의 가장 풍부한 일원이다.  자연 발생의 HS는 N-설페이션 및 O-설페이션

(글루코사민의 6-0 및 3-0 설페이션 및 유론산의 2-0 설페이션) 뿐만 아니라 α-L-이듀론산(IdoA)에 대한 β-D-

글루로닉산의 에피머화를 포함하도록 변형될 수 있는 N-아세틸-D-글루코사민(GlcAc) 및 D-글루쿠론산(GlcA)으로

구성된 20 내지 100개의 이당류 유닛의 선형 사슬로 특징된다.

적은 설페이션의 영역에 의해 분리된 N- 및 O-설페이트화 당 잔기의 클러스터는 HS의 다수의 단백질 결합 및 조[0012]

절 특정을 주로 책임지는 것으로 추정된다.  HS 설페이트기와 염기성 아미노산의 정전기 상호작용 이외에, 반

데르 발스 및 소수 상호작용이 또한 단백질 결합과 관련되는 것으로 생각된다.  더욱이, 형태적으로 유연한 이

듀로네이트 잔기의 존재는 단백질에 대한 GAG 결합을 촉진하는 듯하다.  기타 요인, 예를들어 단백질 결합 부위

사이의 간격이 또한 단백질-GAG 결합 상호작용에서 중요한 역할을 한다: 예를들어, HS에 의해 유도된 γ-인터페

론 이합체화는 적은 설페이션을 지닌 7kDa 영역에 의해 분리된 두개의 단백질 결합 서열을 지닌 GAG 사슬을 필

요로 한다.  추가 서열은 FGF-2 신호 전달을 지지하기 위해 때때로 몇몇 리간드의 완전한 생물학적 활성이 요구

되고, HS는 최소 결합 서열 뿐만 아니라 FGF 수용체와 상호작용하는 것으로 추정되는 추가의 잔기 둘 모두를 지

녀야 한다.

헤파린 결합 단백질은 종종 염기성 아미노산 잔기의 클러스터로 구성된 공통서열을 함유한다.  리신, 아르기닌,[0013]

아스파라긴, 히스티딘 및 글루타민은 종종 GAG  상의 설페이트 및 카르복실기와의 정전기적 접촉과 관련된다.

때때로 단백질 3-D 구조에 의해 결정된 염기성 아미노산의 간격은 GAG 결합 특이성 및 친화성을 조절하는 것으

로 추정된다.  리간드의 생물학적 활성은 또한 HS-단백질 상호작용의 동역학에 의해 영향을 받을 수 있다.  성

장 인자 확산의 범위를 감소시키는 것은 GAG 사슬의 긴 반복 특성 뿐만 아니라 이의 단백질 결합의 비교적 신속
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한 작용 및 중단 속도에 이상적으로 적합한 것으로 제시된 HSPG 기능중 하나이다.  몇몇 경우에서, 열역학보다

는 약동학이 HS-단백질 결합의 생리학적 기능을 추진시킨다.  대부분의 HS 리간드는 널리 규명된 길이 및 구조

의 GAG 서열을 필요로 한다.  비만 세포에 의해 생성된 헤파린은 헤파란 설페이트와 구조적으로 매우 유사하나,

비교적 적은 정도의 구조적 다양성으로 균일한 고도의 설페이션을 야기시키는 보다 높은 수준의 중합후 변형을

특징으로 한다.  따라서, 헤파란 설페이트 내의 고도로 변형된 블록은 때때로 "헤파린-유사"로 언급된다.  이러

한 이유에 대해, 헤파린은 또한 많은 양이 이용가능함에 따라 HS보다 저렴하므로 단백질 생물물리학 연구에 대

한 완벽한 HS 유사체로 사용될 수 있다.  다양한 세포 유형이 발병기전 동안, 발달과정 동안 또는 세포외 신호,

예를들어 성장 인자에 대한 반응으로 변화하는 다양한 글리코사미노글리칸 구조를 지닌 프로테오글리칸을 합성

하는 것으로 밝혀졌다.  HSPG의 이러한 구조적 다양성이 프로테오클리칸의 매우 큰 중요성을 강조하는 고도의

결합 다능성을 발생시킨다.

헤파란 설페이트 프로테오글리칸이 FGF 신호 전달에 중요하다는 것이 입증된 이래로, 케모카인 활성을 촉진시키[0014]

기 위한 케모카인-GAG 결합의 중요성을 나타내는 여러 연구가 수행되었다.  첫째로, 지금까지 거의 대부분의 케

모카인이 시험관내에서 HS에 결합하는 것으로 연구되었고, 이는 이들 단백질의 기초적인 특성을 나타내는 것을

암시한다.  두번째로, 생체내에서 T 림프구가 글리코사미노글리칸과의 복합체로서 CC-케모카인을 분비한다는 발

견은 이러한 형태의 상호작용이 생리학적으로 적절하다는 것을 나타낸다.  더욱이, 케모카인과 HS와의 결합이

내피 표면을 교차하는 농도 구배를 안정시켜, 이에 의해 백혈구 이동에 대한 방향 정보를 제공하는데 도움이 되

는 것으로 공지되어 있다.  HS는 또한 단백질 분해성 분해로부터 케모카인을 보호하고, 이의 올리고머화를 유도

하여, G-결합된 신호전달 수용체 부근에 국소적인 고농도를 촉진시키는 것으로 사료된다.  그러나, 올리고머화

의 기능적 관련은 모든 케모카인이 다량체화(multimerisation)를 위한 명백한 구조적 기초를 지님에도 불구하고

논의의 여지가 있다.  N-말단 스트랜드를 통해 이합체화되는 CC-케모카인 패밀리(예를들어, RANTES)의 대부분의

일원에 반하여, β-시트의 결합을 통한 이합체화는 CXC-패밀리(예를들어, IL-8)의 모든 케모카인에서 관찰된다.

저분자량 화합물에 의한 케모카인과 백혈구 상에서의 이의 고-친화성 수용체의 상호작용의 억제에 대한 풍부한[0015]

데이터가 축적되어 있다.  그러나, 이러한 방법에 의한 염증 질환의 치료에서의 획기적인 약진은 없었다.

인터루킨-8(IL-8)은 만성 및 급성 염증 동안의 호중구 유인과 관련된 중요한 분자이다.  예를들어, 글루코코르[0016]

티코이드, 비타민 D3, 시클로스포린 A, 전환 성장 인자 β, 인터페론 등, IL-8 mRNA의 생성의 수준에서 IL-8 활

성을 억제하는 상기 물질 모두에 의한 IL-8 생성의 억제로부터 출발하여 이제까지 여러 방법이 IL-8의 작용을

억제하기 위해 수행되었다.  기존에 사용된 추가의 방법은 특이적 길항제로서 작용하도록 백혈구 상의 수용체

또는 IL-8 그 자체에 대한 특이적 항체를 사용함으로써 수용체에 대한 IL-8의 결합을 억제하여, IL-8 활성을 억

제시키는 것이다.

발명의 내용

따라서, 본 발명의 목적은 백혈구 상에서의 케모카인/수용체의 상호작용을 억제하거나 방해하기 위한 대안적 방[0017]

법을 제공하는 것이다.  이러한 방법에 의해 특히 IL-8, RANTES 또는 MCP-1의 활성이 표적이 된다.

따라서, 본 발명의 주제는 신규의 GAG 결합 단백질 뿐만 아니라 GAG 공동-수용체에 대해 (야생형 보다) 높은 친[0018]

화성을 나타내는 대안적 GAG 결합 단백질을 생산하는 방법이다.  이러한 변형된 GAG 결합 단백질은 당 분야에서

사용되는 공지된 재조합 단백질에서 발생하는 부작용 없이 야생형 GAG 결합 단백질에 대한 경쟁자로서 작용할

수 있고, 야생형 GAG 결합 단백질의 활성을 억제하거나 하향조절할 수 있다.  본 발명에 따른 분자는 상기 언급

된 불이익을 나타내지 않는다.  본 발명의 변형된 GAG 결합 단백질은 다양한 치료적 용도, 특히 케모카인의 경

우 당 분야에 공지된 재조합 케모카인에서 발생하는 공지된 불이익 없이 염증 질환의 치료를 위한 약제에서 사

용될 수 있다.  본 발명의 따른 GAG 결합 부위의 변형은 활성이 상기 부위, 특히 GAG 부위를 지니는 케모카인에

대한 결합 작용을 기초로 하는 모든 단백질에 대해 광범위하게 적용가능한 방법인 것으로 판명되었다.  보다 높

은 GAG 결합 친화성을 지니는 본 발명에 따른 바람직한 분자는 GAG 부위에 대한 야생형 분자와의 경쟁에 의해

이의 생물학적 효과, 특히 이의 항염증 활성에 대해 특히 유리한 것으로 입증되었다.

따라서, 본 발명은 하기 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 단백질 내로 GAG 결합 부위를 도입하는 방법을 제[0019]

공한다: 

·구조 유지에 필수적이지 않은 단백질 내의 영역을 확인하는 단계[0020]

·상기 부위로 하나 이상의 염기성 아미노산을 도입시키고/거나 상기 부위 내의 하나 이상의 벌키 및/또는 산성[0021]
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아미노산을 결실시키는 단계,

여기서, GAG 결합 부위는 Kd≤10 μM, 바람직하게는 Kd≤1 μM, 더욱 바람직하게는 Kd≤0.1 μM의 GAG 결합 친화[0022]

성을 가진다.  상기 영역에 하나 이상의 염기성 아미노산을 도입시키고/거나 하나 이상의 벌키 및/또는 산성 아

미노산을 결실시킴으로써, 신규의 개선된 "인공" GAG 결합 부위가 상기 단백질에 도입된다.  이는 상기 변형 전

에 GAG 결합 활성을 나타내지 않는 단백질로의 GAG 결합 부위의 신규하고 완전한 도입을 포함한다.  이는 이미

GAG 결합 활성을 나타낸 단백질로의 GAG 결합 부위의 도입도 포함한다.  신규의 GAG 결합 부위는 GAG 결합 친화

성을  나타내지  않는  단백질의  영역  뿐만  아니라  GAG  결합  친화성을  나타내는  영역으로  도입될  수  있다.

그러나, 본 발명의 가장 바람직한 구체예에서, 주어진 GAG 결합 단백질의 GAG 결합 친화성의 변형이 제공되고,

상기 변형된 단백질의 GAG 결합 능력은 야생형 단백질에 비해 증가된다.  본 발명은 단백질내로 GAG 결합 부위

를 도입하는 방법, 변형된 GAG 결합 단백질 뿐만 아니라 분리된 DNA 분자, 벡터, 재조합 세포, 상기 변형된 단

백질의 약학적 조성물 및 용도에 관한 것이다.

용어 "하나 이상의 염기성 아미노산의 도입"은 추가의 아미노산의 도입 뿐만 아니라 아미노산의 치환을 의미한[0023]

다.  주 목적은 상기 부위 내의 아미노산의 전체량에 비교하여 염기성 아미노산, 바람직하게는 Arg, Lys, His,

Asn 및/또는 Gln의 상대량을 증가시키는 것이고, 이에 의해 생성된  GAG 결합 부위는 바람직하게는 3개 이상의

염기성 아미노산, 더욱 바람직하게는 4개, 가장 바람직하게는 5개의 아미노산을 포함하여야 한다.

GAG 결합 부위는 바람직하게는 용매 노출되는 위치, 예를들어 루프이다.  이는 효과적인 변형을 보장할 것이다.[0024]

단백질의 영역이 구조 유지에 필수적인지의 여부는, 예를들어 당업자에게 공지된 특정 프로그램을 이용한 전산[0025]

방법에 의해 시험될 수 있다.  단백질의 변형 후, 형태적 안정성은 바람직하게는 인-실리코(in silico) 시험된

다.

용어 "벌키 아미노산"은 길거나 입체적으로 방해되는 측쇄를 지닌 아미노산을 의미하고, 이는 특히 Trp, Ile,[0026]

Leu, Phe 및 Tyr이다.  산성 아미노산은 특히 Glu 및 Asp이다.  바람직하게는, 생성된 GAG 결합 부위는 벌키 및

산성 아미노산이 결여되어 있고, 이는 모든 벌키 및 산성 아미노산이 제거되었음을 의미한다.

GAG 결합 친화성은 본원의 보호의 범위에서는 해리상수 Kd 상에서 결정된다.  하나의 가능성은 리간드 결합에서[0027]

의 구조 변화에 의한 임의의 제공된 단백질의 해리상수(Kd) 값을 결정하는 것이다.  다양한 기술, 예를들어 등온

형광 적정, 등온 적정 열량측정법, 표면 플라스몬 공명, 겔 이동성 분석, 및 간접적으로는 방사능 표지된 GAG

리간드를 이용한 경쟁 실험이 당업자에게 널리 공지되어 있다.  추가의 가능성은 당업자에게 또한 공지된 전산

방법을 이용한 계산에 의해 결합 영역을 예측하는 것으로, 여러 프로그램이 사용될 수 있다.

GAG 결합 부위를 단백질로 도입시키는 프로토콜은 예를들어 하기와 같다:[0028]

· 전체 구조 유지에 필수적이지 않고 GAG 결합에 적절할 수 있는 단백질의 영역 확인[0029]

· 염기성 Arg, Lys, His, Asp 및 Gln 잔기를 임의의 위치에 도입(대체 또는 삽입)시키거나 GAG 결합을 방해하[0030]

는 아미노산을 결실시킴으로써 신규의 GAG 결합 부위를 고안

·생성된 돌연변이체 단백질을 인-실리코에서 이의 형태적 안정성을 체크[0031]

·야생형 단백질 cDNA를 클로닝(대안적으로, 상기 cDNA를 구입)[0032]

·아미노산 서열내로 상기 언급된 변화를 도입시키기 위해 상기 cDNA를 PCR-보조 돌연변이체 유발을 위한 주형[0033]

으로 이용

·적절한 발현 시스템(생물학적으로 번역후 변형에 필요한 원핵생물 또는 진핵생물 의존성 시스템)으로 돌연변[0034]

이체 유전자를 서브클로닝

·시험관내에서 돌연변이체 단백질의 발현, 정제 및 특성 규명[0035]

·도입된 GAG 결합 친화성에 대한 표준: Kd
GAG
(돌연변이체) < 10 μM.[0036]

상기 신규의 GAG 결합 부위를 이용하여 설계된 단백질의 예는, 예를들어 IgG의 Fc 부분 뿐만 아니라 하기와 같[0037]

이 변형된 보충 인자 C3 및 C4이다:

Fc: (439) KSLSLS (444) -> KSKKLS[0038]
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C3: (1297) WIASHT (1302)-> WKAKHK[0039]

C4: (1) MLDAERLK (8) -> MKKAKRLK[0040]

본 발명의 추가의 양태는 상기 기재된 바와 같은 본 발명의 방법에 의해 수득가능한 단백질이다.  따라서, 본[0041]

발명의 단백질은 야생형 단백질에 비해 상기 규정된 바와 같은 신규의 GAG 결합 부위를 포함하고, 특히 본 발명

의 단백질의 GAG 결합 친화성이, 예를들어 Kd ≤ 10 μM로 매우 높으므로 천연 GAG 결합 단백질에 대한 경쟁자

로 작용할 것이다.

본 발명의 추가의 양태는 변형된 GAG 결합 단백질에 관한 것으로, 바람직하게는 용매 노출되는 위치에서 상기[0042]

GAG 결합 영역내의 염기성 아미노산의 상대량을 증가시키고/거나 상기 GAG 결합 영역내의 벌키 및/또는 산성 아

미노산의 양을 감소시키기 위해 상기 단백질 내의 GAG 결합 영역이 하나 이상의 아미노산의 치환, 삽입 및/또는

결실에 의해 변형되고, 상기 단백질의 상기 GAG 결합 친화성은 각각의 야생형 단백질의 GAG 결합 친화성에 비해

증가된다.

놀랍게도, GAG 결합 영역 내의 염기성 아미노산, 특히 Arg, Lys, His, Asn 및 Gln의 상대량을 증가시킴으로써,[0043]

특히 염기성 아미노산의 상대량이 용매 노출되는 부위에서 증가되는 경우에, 변형된 GAG 결합 단백질은 야생형

단백질에 비해 증가된 GAG 결합 친화성을 나타내는데, 이는 상기 단백질 표면 상의 양성으로 하전된 영역이 결

합 친화성을 향상시키는 것을 나타내기 때문이다.  바람직하게는, 3개 이상, 더욱 바람직하게는 4개, 가장 바람

직하게는 5개의 염기성 아미노산이 GAG 결합 영역내에 존재한다.

용어 "GAG 결합 단백질"은 GAG 공동-수용체에 결합하는 임의의 단백질을 의미한다.  단백질이 GAG 공동-수용체[0044]

에 결합하는지의 여부는 상기 언급된 바와 같은 공지된 프로토콜의 도움으로 시험될 수 있다.  문헌[Hileman et

al. (BioEssays 20 (1998), 156-167)]에는 글리코사미노글리칸 결합 단백질 내의 공통 서열이 기재되어 있다.

상기 문헌에 기재된 정보는 또한 본 발명의 출발 정보로서 유용하다.  용어 "단백질"은 본 발명에 의해 제공된

분자가 80개 이상의 아미노산 길이임을 명백하게 한다.  이는 본 발명의 분자를 본 발명의 항염증 방법에 대한

적절한 후보자로 만드는데 필요하다.  GAG 결합 부위와 상호작용하고 상기 상호작용으로 인해 생리학적으로 또

는 병리학적으로 적절한 보다 작은 분자는 공지되어 있지 않아 본 발명에 적절하지 않다.  바람직하게는, 본 발

명에 따른 분자는 90개 이상, 100개 이상, 120개 이상, 150개 인상, 200개 이상, 300개 이상, 400개 이상 또는

500개 이상의 아미노산 잔기로 구성된다.

본 출원의 범위에서,  용어 "GAG  결합 영역"은 등온 형광 적정(하기 실시예 참조)에 의해 결정되어 100  μM[0045]

이하, 바람직하게는 50 μM 이하, 더욱 바람직하게는 20 μM 이하의 해리 상수(Kd-값)로 GAG에 결합하는 영역으

로 정의된다.

본 출원에 언급된 임의의 변형은 공지된 생화학 방법, 예를들어 부위-특이적 돌연변이체 유발을 이용하여 수행[0046]

될 수 있다.  GAG 결합 부위의 분자 클로닝은 물론 종래 기술[참조: W0 96/34965 A, WO 92/07935 A, Jayaraman

et al. (FEBS Letters 482 (2000), 154-158), W0 02/20715 A, Yang et al. (J.Cell.Biochem. 56 (1994), 455-

468)]이고, GAG  영역의 분자 셔플링(shuffling)  또는 데 노보(de novo) 합성이 문헌[Butcher et al., (FEBS

Letters 4009 (1997), 183-187) (단백질이 아니라 인공 펩티드에 관한 것임); Jinno-Oue et al, (J. Virol. 75

(2001), 12439-12445) de novo synthesis)]에 기재되어 있음이 또한 인지되어야 한다.

GAG 결합 영역은 치환, 삽입 및/또는 결실에 의해 변형될 수 있다.  이는 비-염기성 아미노산이 염기성 아미노[0047]

산에 의해 치환될 수 있고, 염기성 아미노산이 GAG 결합 영역으로 삽입될 수 있거나 비-염기성 아미노산이 결실

될  수  있음을  의미한다.   더욱이,  GAG  결합,  바람직하게는  모든  아미노산  결합을  방해하는  아미노산은

결실된다.  이러한 아미노산은 특히 상기 기재된 바와 같은 벌키 아미노산 및 산성 아미노산, 예를들어 Glu 및

Asp이다.  아미노산이 GAG 결합을 방해하는지의 여부는, 예를들어 수학적 또는 전산 방법으로 시험될 수 있다.

임의의 상기 변형의 결과는 상기 GAG 결합 영역 내의 염기성 아미노산의 상대량이 증가하는 것으로, 여기서 "상

대"는 상기 GAG 결합 영역 내의 모든 아미노산의 수에 대한 상기 GAG 결합 영역 내의 염기성 아미노산의 양을

의미한다.  더욱이, 입체적으로 또는 정전기적으로 GAG 결합을 방해하는 아미노산은 결실된다.

아미노산이 용매 노출되는 위치에 존재하는지의 여부는, 예를들어 단백질의 공지된 3차구조 또는 상기 언급된[0048]

전산 방법의 도움으로 결정될 수 있다.

상기 변형된 단백질의 GAG 결합 친화성이 각각의 야생형 단백질의 GAG 결합 친화성에 비해 증가되었는지의 여부[0049]

는, 예를들어 해리 상수를 결정하는 형광 적정 실험의 도움으로 상기 언급된 바와 같이 결정될 수 있다.  개선
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된 GAG 결합 친화성에 대한 표준은 Kd(돌연변이체) < Kd(야생형), 바람직하게는 100% 이상일 것이다.  특히 개선

된 변형된 단백질은 야생형 Kd에 비해 5 이상, 바람직하게는 10 이상, 더욱 바람직하게는 100 이상 더 높은 GAG

결합 친화성을 가진다.  따라서, 바람직하게는 증가된 GAG 결합 친화성은 10 μM 이하, 바람직하게는 1 μM 이

하, 더욱 바람직하게는 0.1 μM이하의 Kd를 나타낼 것이다.

GAG 결합 친화성이 증가함으로써, 변형된 단백질은 특이적 길항제로 작용할 것이고, GAG 결합에 대해 야생형[0050]

GAG 결합 단백질과 경쟁할 것이다.

바람직하게는, Arg, Lys 및 His로 구성된 군으로부터 선택된 하나 이상의 염기성 아미노산은 상기 GAG 결합 영[0051]

역으로 삽입된다.  이들 아미노산은 상기 GAG 결합 영역으로 용이하게 삽입되고, 여기서 용어 "삽입된"은 삽입

뿐만 아니라 임의의 비-염기성 아미노산의 아르기닌, 리신 또는 히스티딘으로의 치환을 의미한다.  물론, 하나

이상의 염기성 아미노산을 삽입하는 것이 가능하고, 동일한 염기성 아미노산이 삽입되거나 상기 언급된 아미노

산중 두개 또는 세개의 조합으로 삽입된다.

더욱 바람직하게는, 단백질은 케모카인, 바람직하게는 IL-8, RANTES 또는 MCP-1이다.  케모카인은 공동-수용체[0052]

GAG와의 상호작용 부위를 지니는 것으로 공지되어 있고, 이러한 케모카인 결합은 종종 상기 언급된 바와 같은

추가의 수용체 활성화를 위한 조건이 된다.  케모카인은 종종 염증 질환에서 발견되므로, 케모카인 수용체 활성

화를 방해하는 것이 주요 관심사항이다.  이러한 케모카인은 바람직하게는 IL-8, RANTES 또는 MCP-1으로, 이는

널리 특성이 규명된 분자이고, GAG 결합 영역은 널리 공지되어 있다(참조: Lortat-Jacob et al., PNAS 99 (3)

(2002), 1229-1234).  상기 케모카인의 GAG 결합 영역에서 염기성 아미노산의 양을 증가시킴으로써, 이의 결합

친화성이 증가되고, 이에 따라 야생형 단백질의 농도에 대한 변형된 단백질의 농도에 따라 야생형 케모카인은

보다 적게 결합하거나 전혀 결합하지 않을 것이다.

이로운 양태에 따라, 상기 GAG 결합 영역은 C-말단 α-헬릭스이다.  통상적인 화학 단량체는 C-말단 α-헬릭스[0053]

에 의해 오버레이(overlay)된 3중 가닥의 역평행 β-시트로 구성되어 있다.  케모카인 내의 상기 C-말단 α-헬

릭스는 GAG 결합과 관련된 주요 부분이고, 염기성 아미노산의 양을 증가시키기 위한 상기 C-말단 α-헬릭스 내

의 변형은 증가된 GAG 결합 친화성을 지닌 변형된 케모카인을 생성시키는 것으로 나타났다.

유리하게는, IL-8 내의 위치 17, 21, 70 및/또는 71은 Arg, Lys, His, Asn 및/또는 Gln에 의해 치환된다.  여[0054]

기서, 상기 전술한 부위의 단지 하나가 변형되는 것이 가능하다.  그러나, 하나 이상의 상기 부위 뿐만 아니라

모든 부위가 변형될 수 있고, 모든 변형은 Arg 또는 Lys 또는 His 또는 Asn 또는 Gln 또는 이들의 혼합물일 수

있다.  IL-8에서, 이들 위치는 IL-8의 GAG 결합 친화성을 고도로 증가시켜, 이들 위치가 변형에 특히 적합한 것

으로 나타났다.

바람직하게는, 증가된 결합 친화성은 헤파란 설페이트 및/또는 헤파린에 대한 증가된 결합 친화성이다.  헤파란[0055]

설페이트는 헤파린도 포함하는 선형 다당류의 GAG 패밀리의 가장 풍부한 일원이다.  헤파린은 비교적 작은 정도

의 구조적 다양성을 지니는 균일하게 높은 정도의 설페이션을 야기시키는 보다 높은 수준의 중합반응후 변형으

로 특징되는 헤파란 설페이트와 구조적으로 매우 유사하다.  따라서, 헤파란 설페이트의 고도로 변형된 블록은

때때로 헤파란-유사로 언급되고, 헤파린은 단백질 생물물리학 연구에서 헤파란 설페이트 유사체로 사용될 수 있

다.  임의의 경우, 헤파란 설페이트 및 헤파린 둘 모두가 특히 적절하다.

보다 바람직하게는, 추가의 생물학적 활성 영역이 변형되어 이에 의해 상기 단백질의 추가의 생물학적 활성이[0056]

억제되거나 하향조절된다.  이러한 추가의 생물학적 활성은 대부분의 GAG 결합 단백질, 예를들어 케모카인에 대

해 공지되어 있다.  이는 수용체, 예를들어 7TM 수용체에 대한 결합 영역일 것이다.  용어 "추가의"는 GAG 결합

영역이 아니지만 기타 분자, 세포 또는 수용체에 결합하고/거나 이들을 활성화시키는 생물학적으로 활성 영역을

의미한다.  이러한 추가의 생물학적 활성 영역을 변형시킴으로써, 상기 단백질의 추가의 생물학적 활성은 억제

되거나 하향 조절되고, 이에 의해 변형된 단백질은 야생형 단백질에 대한 강력한 길항제로 제공될 것이다.  이

는 한편으로 GAG 결합 친화성이 야생형 GAG 결합 단백질보다 높고, 변형된 단백질이 야생형 단백질 대신에 GAG

에 광범위하게 결합할 것이라는 것을 의미한다.  다른 한편, 단백질이 GAG에 결합되는 경우에 주로 발생하는 야

생형 단백질의 추가의 활성은 억제되거나 하향조절되는데, 이는 변형된 단백질이 상기 특이적 활성을 수행하지

않거나 보다 적은 범위로 상기 활성을 수행할 것이기 때문이다.  상기 변형된 단백질은 당 분야에 기재된 바와

같은 기타 재조합 단백질로부터 공지된 부작용을 나타내지 않는 야생형 GAG 결합 단백질에 대한 효과적인 길항

제로 제공된다.  이러한 추가의 생물학적 활성 영역은, 예를들어 수용체 경쟁 분석(형광 표지된 야생형 케모카

인을 이용함), 칼슘 유입, 및 세포 이동(천연 백혈구 또는 7TM으로 안정되게 트랜스펙션된 세포주 상에서 수행
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됨)에 의해 시험관내에서 결정될 수 있다.  이러한 추가의 생물학적 활성 영역의 예는 추가의 수용체 결합 부위

(성장 인자 패밀리) 이외에, 효소 부위(가수분해효소, 분해효소, 설포트랜스페라아제, N-데아세틸라아제 및 코

폴리머라아제), 단백질 상효작용 부위(안티트롬빈 Ⅲ), 및 막 결합 도메인(단순헤르페스 바이러스 gD 단백질)이

다.  따라서, 이러한 이중 변형된 단백질의 바람직한 구체예가 본 발명의 목적에 특히 이로운 우세한(GAG 결합

관련) 네거티브(수용체 관련) 돌연변이체로 제공된다.

보다 바람직하게는, 상기 추가의 생물학적 활성 영역은 결실, 삽입, 및/또는 바람직하게는 알라닌, 입체적 및/[0057]

또는 정전기적으로 유사한 잔기를 이용한 치환에 의해 변형된다.  물론, 상기 추가의 생물학적 활성 영역에 하

나 이상의 아미노산을 결실시키거나 삽입하거나 치환시키는 것이 가능하다.  그러나, 상기 변형중 두개 이상의

조합 또는 이들 세가지 모두를 제공하는 것도 가능하다.  주어진 아미노산을 알라닌 또는 입체적/정전기적으로

유사한 잔기로 치환시킴으로써, 변형된 단백질은 입체적/정전기적으로 변형되지 않거나 보다 적은 범위로 변형

된다(용어 "유사한"은 치환되는 아미노산과 유사함을 의미한다).  이는 변형된 단백질의 기타 활성, 특히 GAG

결합 영역에 대한 친화성이 변형되지 않았으므로 특히 이롭다.

유리하게는, 상기 단백질은 케모카인이고, 상기 추가의 생물학적 활성은 백혈구 활성화이다.  상기 언급된 바와[0058]

같이, 케모카인은 만성 또는 급성 염증 동안 백혈구 유인과 관련된다.  따라서, 백혈구 활성화를 억제하거나 하

향조절시킴으로써 염증이 감소되거나 억제되고, 이는 상기 특정한 변형된 단백질을 염증 질환의 연구, 진단 및

치료를 위한 중요한 도구로 만든다.

이로운 양태에 따라, 상기 단백질은 IL-8이고, 상기 추가의 생물학적 활성 영역은 처음 10개의 N-말단 아미노산[0059]

내에 존재한다.  처음 N-말단 아미노산은 백혈구 활성화와 관련되고, 특히 Glu-4, Leu-5 및 Arg-6은 수용체 결

합 및 활성화에 필수적인 것으로 확인되었다.  따라서, 수용체 결합 및 활성화를 억제하거나 하향-조절시키기

위해 상기 세개 또는 모든 처음 10개의 N-말단 아미노산이 치환되거나 결실될 수 있다. 

추가의 이로운 단백질은 처음 6개의 N-말단 아미노산이 결실된 IL-8 돌연변이체이다.  상기 언급된 바와 같이,[0060]

이러한 돌연변이체는 백혈구에 결합하지 않거나 보다 적은 범위로 결합하여 활성화시키는데, 이는 염증 질환의

연구, 진단 및 치료에 특히 적합하다.

바람직하게는, 상기 단백질은 del6F17RE70KN71R, del6F17RE70RN71K 및 del6E70KN71K로 구성된 군으로부터 선택[0061]

된 IL-8 돌연변이체이다.  이러한 돌연변이체는 처음 6개의 N-말단 아미노산의 결실이 수용체 결합 및 활성화를

억제하거나 하향-조절시키므로 특히 이로운 것으로 나타난다.  더욱이, 위치 17 및 21의 두개의 페닐알라닌은

수용체의 이후의 활성화를 촉진하기 위한 이의 N-말단 세포외 도메인 상의 수용체와 첫번째 접촉을 이루는 것으

로 발견되었다.  임의의 호중구 접촉을 방지하기 위해, 이들 두 아미노산 17 및 21이 교환되고, 이들은 염기성

아미노산으로 교환되는데, 이는 이들이 단백질의 3차원 모델 상에서 관찰될 수 있는 바와 같이 C-말단 α-헬릭

스의  GAG  결합  모티프에  근접하여  있기  때문이다.   위치  17  및/또는  21을  아르기닌  또는  리신으로

교환함으로써, GAG 결합 친화성은 증가된다.

본 발명의 추가의 양태는 상기 기재된 바와 같은 본 발명의 단백질을 코딩하는 분리된 다중핵산 분자이다.  다[0062]

중핵산은 DNA 또는 RNA일 수 있다.  이에 의해, 본 발명의 변형된 단백질을 발생시키는 변형이 DNA 또는 RNA 수

준에서 수행된다.  이러한 본 발명의 분리된 다중핵산 분자는 진단 방법 뿐만 아니라 유전자 요법 및 본 발명의

단백질의 대규모의 생산에 적합하다.

보다 바람직하게는, 분리된 다중핵산 분자는 엄격한 조건하에서 상기 정의된 본 발명의 다중핵산 분자와 하이브[0063]

리드화된다.  하이브리드화 조건에 따라, 완전하게 매치되거나 미스매치된 염기를 포함함으로써 상보성 겹나선

(complementary  duplexe)이 두개의 DNA  또는 RNA  분자 사이에 형성된다(참조:  Sambrook  et  al.,  Molecular

Cloning: A laboratory manual, 2
nd
 ed., Cold Spring Harbor, N.Y. 1989).  약 50개의 누클레오티드 이상의

길이의 프로브는 25 내지 30% 까지의 미스매치된 염기를 수용할 수 있다.  보다 작은 프로브는 보다 적은 미스

매치를 수용할 것이다.  미스매치된 염기쌍을 함유하는 겹나선을 형성하기 위한 표적 및 프로브의 경향은 그 자

체가 인자로 작용되는 하이브리드화 조건, 예를들어 하이브리드화 완충용액 내의 염 또는 포름아미드의 농도,

하이브리드화의 온도 및 하이브리드화후 세척 조건의 엄격함에 의해 조절된다.  하이브리드 겹나선의 형성에서

발생하는  널리  공지된  법칙을  적용시킴으로써,  요망되는  엄격함을  지니는  조건이  다양한  하이브리드화

완충용액, 온도 및 세척 조건으로부터 선택됨으로써 당업자에 의해 달성될 수 있다.  따라서, 조건은 완전하게

매치되거나 부분적으로 미스매치된 하이브리드 겹나선의 검출을 허용하도록 선택될 수 있다.  겹나선의 용융점

(Tm)은 적절한 하이브리드화 조건의 선택에 유용하다.  200개 이상의 누클레오티드 길이의 폴리누클레오티드 분

자를 위한 엄격한 하이브리드화 조건은 예상되는 겹나선의 용융점보다 15 내지 25℃ 낮은 온도에서의 하이브리
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드화를 통상적으로 포함한다.  보다 긴 프로브보다 덜 안정한 겹나선을 형성하는 30개 이상의 누클레오티드의

올리고누클레오티드 프로브에 대해서는, 엄격한 하이브리드화는 보통 Tm보다 5 내지 10℃ 낮은 온도에서의 하이

브리드화에 의해 달성된다.  핵산 겹나선의 Tm은 핵산에 함유된 G+C 퍼센트에 기초하고 사슬 길이를 고려한 공

식, 예를들어 공식 Tm = 81.5-16.6 (log [Na
+
]) + 0.41 (% G+C) - (600/N)을 이용하여 계산될 수 있다(여기서,

N은 사슬 길이임).

본 발명의 추가의 양태는 상기 정의된 바와 같은 본 발명에 따른 분리된 DNA 분자를 포함하는 벡터에 관한 것이[0064]

다.  벡터는 효과적인 트랜스펙션 뿐만 아니라 단백질의 효과적인 발현에 필요한 모든 조절 성분을 포함한다.

이러한 벡터는 당 분야에 널리 공지되어 있고, 본 목적을 위해 임의의 적절한 벡터가 선택될 수 있다.

본원의 추가의 양태는 상기 기재된 바와 같은 본 발명의 벡터로 안전하게 트랜스펙션되는 재조합 세포에 관한[0065]

것이다.  이러한 재조합 세포 뿐만 아니라 이로부터의 임의의 자손 세포는 상기 벡터를 포함한다.  이에 의해,

세포주는 벡터에 따라 지속적으로 또는 활성화 직후 변형된 단백질의 발현을 제공한다.

본 발명의 추가의 양태는 상기 기재된 바와 같이 본 발명에 따른 단백질, 다중핵산 또는 벡터, 및 약학적으로[0066]

허용되는 담체를 포함하는 약학적 조성물에 관한 것이다.  물론, 약학적 조성물은 약학적 조성물에 보통 존재하

는 추가 물질, 예를들어 염, 완충용액, 에멀션화제, 착색제 등을 추가로 포함할 수 있다.

본 발명의 추가의 양태는 각각의 야생형 단백질의 생물학적 활성을 억제하거나 서프레스하는 방법에서 상기 기[0067]

재된 바와 같은 본 발명에 따른 변형된 단백질, 다중핵산 또는 벡터의 용도에 관한 것이다.  상기 언급된 바와

같이, 변형된 단백질은 길항제로 작용할 것이고, 공지된 재조합 단백질에서 발생하는 부작용은 본 발명의 변형

된 단백질에서는 발생하지 않을 것이다.  케모카인의 경우, 이는 염증 반응과 관련된 생물학적 활성에 특히 존

재할 것이다.

따라서, 본 발명에 따른 변형된 단백질, 다중핵산 또는 벡터의 추가의 용도는 염증 질환의 치료를 위한 약제를[0068]

생성하기 위한 방법이다.  특히, 변형된 단백질이 케모카인인 경우, 이는 부작용 없이 길항제로 작용할 것이고,

염증 질환의 치료에 특히 적합할 것이다.  따라서, 본원의 추가의 양태는 또한 염증 질환의 치료를 위한 방법이

고, 여기서 본 발명에 따른 변형된 단백질, 본 발명에 따른 분리된 다중핵산 분자 또는 벡터 또는 본 발명에 따

른 약학적 조성물이 환자에게 투여된다.

바람직하게는, 염증 질환은 류마티스 관절염, 건선, 골관절염, 천식, 알츠하이머병 및 다발성 경화증을 포함하[0069]

는 군으로부터 선택된다.  케모카인을 통한 활성화는 본 발명에 따른 변형된 단백질로 억제될 수 있기 때문에,

염증 반응이 억제되거나 하향-조절될 수 있고, 이에 의해 상기 언급된 염증 질환이 예방되거나 치료될 수 있다.

도면의 간단한 설명

본 발명은 하기의 실시예 및 도의 도움으로 보다 상세하게 기재되나, 이에 제한되는 것은 아니다.  [0070]

도 1은 CD 스펙트럼이고, 도 2는 다양한 돌연변이체의 이차 구조 목록을 도시하고, 도 3 및 도 4는 다양한 돌연

변이체의  형광  비등방성  시험의  결과의  그래프를  도시하고,  도  5는  등온  형광  적정의  결과의  그래프를

도시하고, 도 6은 다양한 돌연변이체의 언폴딩(unfolding) 실험의 결과의 그래프를 도시하고, 도 7은 IL-8 돌연

변이체의 화학주성 지표를 도시하고, 도 8은 RANTES 화학주성 분석의 결과를 도시한다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

실시예 1 : 재조합 IL-8 유전자의 생성 및 돌연변이체의 클로닝[0071]

센스 및 안티센스 돌연변이체 유발 프라이머를 이용하여 돌연변이체를 도입시킴으로써 돌연변이체용 요망 cDNA[0072]

를 생성시키기 위해 중합효소 연쇄 반응(PCR) 기술을 사용하였다.  야생형 IL-8용 cDNA를 함유하는 합성 플라스

미드를 주형으로 사용하였고, 클론텍 어드밴티지®2 중합효소 믹스(Clontech Advantage®2 Polymerase Mix)를

DNA  중합효소로  사용하고,  PCR  반응을  에펜도르프(Eppendorf)의  마스터그래디언트  사이클러(Mastergradient

Cycler)를 이용하여 수행하였다.  사용된 돌연변이체 유발 프라이머는 전방향 서열을 이용하여 출발하는 하기

표에 요약되어 있다(5' 에서 3'):

·CACC ATG TGT CAG TGT ATA AAG ACA TAC TCC (돌연변이체 Δ6용 프라이머)[0073]

·CACC ATG TGT CAG TGT ATA AAG ACA TAC TCC AAA CCT AGG CAC CCC AAA AGG ATA (돌연변이체 Δ6 F17R F21R용[0074]

프라이머)
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역방향 서열(5' 에서 3'):[0075]

·TTA TGA ATT CCT AGC CCT CTT (돌연변이체 E70R용 프라이머)[0076]

·TTA TGA ATT CTT AGC CCT CTT (돌연변이체 E70K용 프라이머)[0077]

·TTA TGA CTT CTC AGC CCT CTT (돌연변이체 N71K용 프라이머)[0078]

*·TTA TGA CTT CTT AGC CCT CTT (돌연변이체 E70K N71K용 프라이머)[0079]

·TTA TGA CTT CCT AGC CCT CTT (돌연변이체 E70R N7IK용 프라이머)[0080]

·TTA TGA CCT CTT AGC CCT CTT (돌연변이체 E70K N71R용 프라이머)[0081]

·TTA TGA CCT CCT AGC CCT CTT (돌연변이체 E70R N71R용 프라이머)[0082]

PCR  생성물을  정제하고,  pCR
®
T7/NT-TOPO

®
TA(Invitrogen)  벡터로  클로닝시키고,  TOP10F  적격  대장균[0083]

(E.coli)(Invitrogen)에 형질전환시켰다.   다음 단계로서,  ABI  PRISM  CE1  서열분석기를 이용하여 이중 가닥

DNA 서열분석에 의해 서열 확인을 수행하였다.

실시예 2: 재조합 단백질의 발현 및 정제[0084]

서열을 확인한 후,  발현을 위해 작제물을 칼슘-적격 BL21(DE3)  대장균에 형질전환시켰다.  세포를 약 0.8의[0085]

OD600에 도달할 때까지 37℃에서 100 ㎍/㎖의 앰피실린을 함유하는 11 레녹스 브로스(Lennox Broth, Sigma)에서

진탕하여 성장시켰다.  이소프로필-β-D-티오갈락토피라노시드(IPTG)를 1 mM의 최종 농도로 첨가함으로써 단백

질 발현의 유도를 달성시켰다.  4시간 후, 20분 동안 6000 g에서 원심분리하여 세포를 수거하였다.  이후, 세포

펠릿을 20 mM TRIS/HCl, 50 mM NaCl(pH 8)을 함유하는 완충용액에 재현탁시키고, 20초 동안 5회 100 와트로 초

음파파쇄시키고, 최종적으로 10,000 g에서 20분 동안 다시 원심분리하였다.  재조합 IL-8 단백질의 주요 분획이

봉입체에서 발견되었기 때문에, 추가의 정제를 위해 변성 조건을 선택하였다.  세포 펠릿을 6M Gua/HCl 및 50

mM  MES(pH  6.5)의 완충용액에 재현탁시켰다.  이후, 현탁액을 4시간 동안 4℃에서 교반한 후, 50 mM MES(pH

6.5)에  대한  투석  단계를  수행하였다.   이후,  생성된  현탁액을  원심분리시키고,  강한  양이온  교환  컬럼

(Pharmacia Biotech사의 SP Sepharose
®
)상에 로딩하여 여과시켰다.  60분에 걸쳐 50 mM MES 완충용액(pH 6.5)

에서 0M 내지 1M NaCl으로부터의 선형 구배에 의해 용리를 수행하였다.  요망 단백질을 함유하는 분획을 동결건

조시킨 후, C18 컬럼을 사용하는 역상 HPLC에 의해 2차 정제 단계를 수행하였다.  이 경우, 요망 단백질을 용리

시키기 위해 10% 내지 90% 아세토니트릴로부터의 비선형 구배를 선택하였다.  상기 기재된 바와 동일한 조건하

에서 동일한 양이온 교환 컬럼에 의해 변성된 단백질의 재-폴딩(re-folding)을 최종적으로 수행하였다.

이후, 첫번째로 은 염색 분석 및 두번째로 야생형 IL-8에 대한 특이적 모노클로날 항체를 이용하는 웨스턴 블롯[0086]

분석에  의해  단백질의  순도  및  동일성을  체크하였다.   단백질의  재-폴딩을  또한  원형  광이색성(Circular

Dichroism ,CD) 측정으로 확증하였다.

실시예 3: 돌연변이체의 생물물리적 특성분석[0087]

3.1 원형 광이색성 측정 및 분석[0088]

헤파란 설페이트(HS)의 존재 및 부재하에서 돌연변이체 단백질의 이차 구조 변화를 연구하기 위해, CD 분광법을[0089]

수행하였다.  측정치를 195 내지 250 nm의 범위에 걸쳐 Jasco J-710 분광편광계 상에서 기록하고, 0.1 ㎝ 패치

길이의 세포를 사용하였다.  5 μM의 농도를 지닌 단백질 용액의 스펙트럼을 1초의 반응 시간, 0.2 nm의 단계

분해능, 50 nm/분의 속도, 1 nm의 대역폭 및 20 mdeg의 민감도로 기록하였다.  원활한 스펙트럼을 생성하기 위

해 세개의 스캔의 평균을 내었다.  이후, 단백질 스펙트럼을 완충용액 그 자체 또는 완충용액/HS의 CD-신호에

관하여 백그라운드-정정(background-correct)하였다.  HS의 존재 및 부재하에서 프로그램 SELCON을 이용하여 단

백질의 이차 구조 분석을 최종적으로 수행하였다.

매우 많은 수의 아미노산이 다수의 신규 조합물로 변화되었기 때문에, 원형 광이색성 방법에 의해 생성된 이차[0090]

구조 변형의 치수를 규명하려 하였다.

유도된 돌연변이체에 따라 다양한 구조가 수득되었다.  임의의 구조를 나타내지 않도록 하나의 발현된 돌연변이[0091]
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체(Δ6 F17R F21R E70K N71R)를 제외하고, 모든 돌연변이체가 측정가능한 α-헬릭스, β-시트 및 루프를 나타내

었다.  IL-8 야생형과 비교하여, 단지 하나의 돌연변이체(Δ6 E70R)가 거의 유사한 구조를 나타낸 반면, 나머지

는 전체 구조의 17.2% 내지 45.2% 범위로 이들의 α-헬릭스가 주로 달랐다.  그럼에도 불구하고, 이러한 사실은

단백질 서열 내에 많은 변화에도 불구하고 IL-8 야생형의 전체 구조가 유지되었음을 나타낸다.  이는 기존에는

예측될 수 없었다.  헤파린이 아닌 헤파란 설페이트 올리고당류만이 IL-8 야생형 이차 구조에 영향을 줄 수 있

음이 이미 밝혀졌으므로, 분획화되지 않은 헤파란 설페이트에 의해 유도된 효과에 주의를 집중하였다.  모든 시

험된 돌연변이체는 복합체 형성의 증거로서 관찰될 수 있는 HS 결합에서의 구조적 변화를 나타내었다.

도입된 돌연변이체 및 헤파란 설페이트 첨가에 의한 구조적 변화를 입증하기 위해, 수득된 데이터중 일부를 상[0092]

기 및 하기 그래프에 요약하였다.

3.2 형광 측정[0093]

농도 및 리간드 의존성 사차 구조 변화를 연구하기 위해, 형광 분광법을 수행하였다.  높은 민감성으로 인해 단[0094]

지 나노그램 양의 단백질이 요구되는 형광 기법은 요망되는 연구를 수행하기 위한 선택 방법이다.  퍼킨-엘머

(Perkin-Elmer, Beaconsfield, England) LS50B 형광측정기를 이용하여 측정을 수행하였다.

3.3 형광 비등방성[0095]

외인성 발색단 bisANS로부터 생성된 케모카인의 농도 의존성 형광 비등방성을 기록함으로써, 돌연변이체의 이합[0096]

체화 상수를 규명하고자 하였다.  고농도(4 μM 이하의 단백질)로 출발한 후 단계적으로 희석한 PBS에서 측정을

수행하였다.   각각의  데이터  포인트에  대해,  507  nm에서  기록된  비등방성  신호(r)를  60초에  걸쳐  평균을

내었다.

IL-8 소중합반응이 단백질 GAG 결합 특성에 적절하게 영향을 미치는 것으로 보고되었다.  단량체 농도로 고정시[0097]

키는 경우, IL-8 결합 크기는 올리고당류가 이량체 농도에서 보다 1000배 단단한 것으로 규명되었다.  따라서,

IL-8 돌연변이체의 소중합반응 특성을 형광 비등방성으로 연구하였다.  IL-8 내인성 형광단(Trp57)은 모든 돌연

변이체에 대해 충분히 민감하지 않으므로, 외인성 형광단 bisANS를 상기 측정에 사용하였다.  또한, 이차 구조

에 대해 이미 공지된 바와 같이, 돌연변이체 Δ6 E70R은 IL-8 야생형(k올리고=379 nM)에 대한 소중합반응 상수(k올

리고=350 nM)와 매우 유사한 것으로 나타났다.  가장 높은 k올리고(k올리고=460 nM)를 지니고, 이에 따라 가장 이합체

화되지 않는 돌연변이체는 Δ6 F17RF21R E7ORN71K이었다.  기존의 연구는 β-시트가 이합체화 과정에 주로 관련

되고, 이는 상기 돌연변이체의 이차 구조에 대한 결과와 서로 관련되고, 단지 11.4%의 β-시트의 매우 낮은 점

유율을 나타내는 사실이 확인되었다.  가장 낮은 k올리고(k올리고=147 nM)를 지닌 돌연변이체는 Δ6 F17RF21R E70K

인 것으로 밝혀졌고, 이는 또한 연구된 모든 돌연변이체중 가장 높은 점유율(29.8%)의 β-시트 구조를 나타내었

다.  또한, 헤파란 설페이트 첨가의 영향이 관찰되었다.  IL-8 야생형에 대해서는 헤파란 설페이트가 보다 높은

수준(k올리고=1.075 μM)으로 소중합반응 상수의 전환을 야기시켰고, 이는 또한 연구된 IL-8 돌연변이체에 대해서

도 발견되었다.  헤파란 설페이트의 존재하에서 Δ6 F17RF21R E70K는 0.147 μM으로부터 1.162 μM로 전환시켰

고, 돌연변이체 Δ6 E70R은 0.350 μM로부터 1.505 μM로 전환시켰다.  수득된 결과의 일부는 도 3 및 4에 입증

되어 있고, HS((pc = 10 xy 과량) 단백질 농도)의 존재(10배 과량) 및 부재하에서 도 3은 케모카인 농도에 대한

PBS 중의 IL-8 돌연변이체의 형광 비등방성의 의존성을 나타내고, 도 4는 케모카인 농도에 대한 PBS 중의 Δ6

F17RF21R E70K의 형광 비등방성의 의존성을 나타낸다.

3.4 등온 형광 적정 (IFT) 실험[0098]

해리 상수(Kd 값)은 단백질에 대한 리간드의 결합 친화성에 대한 척도이고, 이에 따라 리간드 결합시 단백질의[0099]

형광 발광 특성에서의 농도-의존성 변화(형광 켄칭(quenching))가 Kd의 결정에 사용된다.  상기 돌연변이체들은

제안된 GAG 결합 부위 또는 GAG 결합 부위 근처에 위치한 내인성 트립토판 발색단을 함유하여 리간드 결합시의

구조적 변화에 민감하게 되므로, IFT 실험이 이러한 종류의 연구에 적합한 듯 하다.  형광 강도 적정을 700 nM

의 단백질 농도를 이용하여 PBS중에서 수행하였다.  각각의 GAG 리간드의 분취량의 첨가 및 60초의 평형 기간

후에 282 nm에서의 여기시에 단백질 용액의 발광을 300 내지 400 nm의 범위에 걸쳐 기록하였다.

분획화되지 않은 헤파린 및 헤파란 설페이트에 대한 결합을 연구하였다.  돌연변이체를 충분한 민감성을 보장하[0100]

기 위해 이량체 농도로 고정시켰다.  GAG 결합시의 Trp57 형광 강도의 켄칭을 25 내지 35%의 범위 내로 기록하

였다.  특히 헤파린 결합에 대해서 리간드 결합의 현저한 개선이 관찰되었다.  IL-8 야생형 (Kd=37 μM)에 비해
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Δ6 F17RN71R E70K (Kd=14 nM) 및 Δ6 F17RF21R N71K (Kd=14.6nM)은 2600 배의 보다 낳은 결합을 나타내었고,

Δ6 E70K N71K (Kd=74 nM)은 1760배의 보다 낳은 결합을 나타내었다.  헤파란 설페이트 결합에 대해 우수한 결

과가 또한 수득되었다.  Δ6 F17RN71R E70K에 대해 107 nM의 Kd가 발견되었고, Δ6 F17RF21R N71K에 대해 95 nM

의 Kd가 발견되었고, 돌연변이체 Δ6 E70K N71K는 34 nM의 Kd를 나타내었다.  IL-8 야생형이 4.2 μM의 Kd로 결

합함에 따라, 돌연변이체에 대해 발견된 Kd는 결합에서의 매우 큰 개선을 나타낸다(참조: 도 5)

3.5 언폴딩(Unfolding) 실험[0101]

단백질 안정성 및 이러한 안정성이 GAG 리간드 결합시에 변화하는지의 여부에 관한 정보를 수득하기 위해, 언폴[0102]

딩 실험을 수행하였다.  상기 언급된 바와 같이 형광 기술은 사차 구조 변화를 관찰하기에 매우 민감하므로, 단

백질의 열적 구조 변화를 연구하기 위한 선택 방법이 된다.  리간드 농도는 변화하지 않았으나 온도는 변화한

IFT에 대해 기술된 바와 같이 측정을 수행하였다.  10배 과량의 헤파란 설페이트 또는 헤파린의 존재 및 부재하

에서 15 내지 85℃의 온도로부터 0.7 μM의 농도에서 단백질 구조를 관찰하였다. 

단백질의 발광 최대치는 용매 노출되는 트립토판 잔기에 대해 전형적인 값인 340 nm 내지 357 nm이었다.  15℃[0103]

에서 언폴딩 실험을 시작하여, 돌연변이체의 발광 최대치는 340 nm 내지 351 nm로 다양하였다.  IL-8 야생형과

비교하여, 발광 최대치는 340 nm에서 관찰되었고, 이는 약간 더 높은 값을 의미한다.  온도를 증가시키는 경우,

발광 최대치의 강도는 감소하였고, 보다 높거나 보다 낮은 파장에 대한 최대치의 변화를 수반하였다.  Δ6 E70R

및 Δ6 E70K N71K의 발광 최대치는 352.5 nm 로부터 357 nm 및 343 nm 로부터 345 nm로 변화하였고, 이는 온도

증가를  통하여  용매에  대한  Trp57  잔기의  추가의  노출에  대해서  전형적이나,  흥미롭게도  돌연변이체  Δ6

F17RN71R E70K 및 Δ6 F17RF21R E70R N71K는 350 nm로부터 343 nm 및, 덜 명백하지만 350 nm로부터 348 nm의

범위의 청색 이동을 나타내었다(도 6 참조).  온도를 천천히 감소시킴으로써, 언폴딩의 과정을 파장 변화 및 강

도의 변화에 관하여 부분적으로 가역시켰다.  5배 과량의 헤파란 설페이트의 첨가는 복합체 형성을 통해 단백질

의 안정성의 증가를 야기시켰다.  이는 한편으로 보다 높은 온도로의 용융점의 변화에 의해 관찰될 수 있고, 다

른 한편으로 온도 증가시 발광 최대치의 현저하게 덜 명백한 변화에 의해 관찰될 수 있다.

실시예 4: 우세-네거티브(dominant-negative) IL-8 돌연변이체의 수용체-"네거티브" 기능의 세포 기재 분석[0104]

호중구 유인에 관한 IL-8 돌연변이체의 손상된 수용체 기능을 특성 규명하기 위해, IL-8 돌연변이체에 대한 호[0105]

중구의 트랜스필터 기재 화학주성을 5 μm PVP 제거 폴리카르보네이트 막이 설비된 미세화학주성 챔버에서 분석

하였다.

세포 제조:[0106]

요컨대, 호중구 분획을 새로 수집된 인간 혈액으로부터 제조하였다.  이는 6% 덱스트란 용액 대 헤파린 처리된[0107]

혈액(1:2)을  첨가한  후,  45분  동안  침전되도록  방치함으로써  수행되었다.   상층의  투명한  세포  용액을

수거하고, HBSS w/o Ca 및 Mg로 2회 세척하였다.  세포를 계수하고, 최종적으로 계수된 세포의 60%만이 호중구

임을 고려하여 2Mio/㎖ 세포 현탁액에서 HBSS로 희석시켰다.

화학주성 분석:[0108]

IL-8 돌연변이체를 10 ㎍/㎖, 1 ㎍/㎖ 및 0.1 ㎍/㎖의 농도에서 희석시키고, 챔버의 보다 하부의 구획내에 삼중[0109]

으로(triplicate) 두었다(웰 당 26 ㎕).  새로이 제조된 호중구를 상부 챔버에 시딩(웰 당 50 ㎕)하고, 5% CO2

습도조절된 인큐베이터 내에서 37℃에서 30분 동안 인큐베이션시켰다.  인큐베이션 후, 챔버를 해체하고, 필터

의  상부측을  세척하고,  닦아내고,  하부측에 부착된 세포를 메탄올로 고정시키고,  헤마컬러(Hemacolor)  용액

(Merck)으로 염색하였다.  이후, 세포를 웰 당 4개의 무작위적으로 선택된 현미경 시야에서 400 x 배율에서 계

수하였다.  최종적으로, 세개의 독립적 실험의 평균을 케모카인 농도에 대해 작도하였다.  도 7에, 다양한 IL-8

돌연변이체에 대한 화학주성 목록이 나타나 있다.  예측된 바와 같이, 모든 돌연변이체는 현저하게 감소된 수용

체 결합 활성을 나타내었다.

실시예 5: 재조합 RANTES 유전자의 생성, 발현, 돌연변이체의 생물물리학적 활성 특성 규명[0110]

우세-네거티브 "GAG-마스킹" 케모카인 돌연변이체의 개념을 또한 이식 거부, 아토피성 피부염 및 기타 염증성[0111]

질환, 예를들어 관절염, 진행성 사구체신염 및 염증성 폐 질환과 같은 타입 Ⅳ 과민 반응과 관련된 케모카인인

RANTES에 대해 사용하였다.
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수용체 결합 능력을 야생형 단백질로 개시 메티오닌 잔기를 도입시킴으로써 손상시켰다.  대장균에서의 야생형[0112]

RANTES의 발현은 상기 메티오닌 잔기의 유지를 야기시켰고, 이는 야생형 RANTES를 단핵구 이동의 효능있는 억제

제, 소위 Met-RANTES로 만든다.  GAG 결합 친화성을 향상시키는 다양한 돌연변이체를 PCR 기재 부위 특이적 돌

연변이체 유발 방법으로 도입시켰다.

이러한 방법에 의해, 이제까지 하기와 같이 9개의 RANTES  돌연변이체를 클로닝하고, 발현시키고 정제하였다:[0113]

Met-RANTES A22K, Met-RANTES H23K, Met-RANTES T43K, Met-RANTES N46R, Met-RANTES N46K, Met-RANTES Q48K,

Met-RANTES A22K/N46R, Met-RANTES V49R/E66S 및 Met-RANTES 
15
LSLA

18
 V49R/E66S.

크기가 규명된 헤파린에 대한 RANTES 돌연변이체의 상대 친화성 상수(Kd 값)를 측정하기 위해 등온 형광 적정[0114]

실험을 수행하였다.  표에서 관찰할 수 있는 바와 같이, 모든 RANTES 돌연변이체 단백질은 상기 헤파린에 대해

보다  높은  친화성을  나타내었고,  Met-RANTES  A22K,  Met-RANTES  H23K,  Met-RANTES  T43K  및  Met-RANTES

A22K/N46R는 가장 신뢰성 있는 결과를 나타내었다.

Kd (nM)[0115]

야생형 Rantes 456.2 ± 8.5[0116]

Met-Rantes V49R/E66S 345.5 ± 21.7[0117]

Rantes 15LSLA18 V49R/66S 297.3 ± 14.1[0118]

Rantes N46R 367.7 ± 11.7[0119]

Rantes N46K 257.4 ± 10.2[0120]

Rantes H23K 202.5 ± 12.8[0121]

Rantes Q48K 383.4 ± 39.6[0122]

Rantes T43K 139.2 ± 30.1[0123]

Rantes A22K 202.1 ± 9.8[0124]

Rantes A22K/N46R 164.0 ± 16.6[0125]

RRANTES 화학주성 분석[0126]

RANTES 돌연변이체 유도 세포 이동을 5 μm PVP 코팅된 폴리카르보네이트막이 설비된 48-웰 보이덴 챔버 시스템[0127]

(Boyden chamber system)을 이용하여 연구하였다.  20 mM HEPES(pH 7.3) 및 1㎎/㎖ BSA를 함유하는 RPMI 1640

중의 RANTES 및 RANTES 돌연변이체 희석액을 챔버의 하부 웰에 삼중으로 두었다.  2 x 10
6
 세포/㎖에서의 동일

한 배지 내의 50 ㎕의 THP-1 세포 현탁액(세포 배양물의 유럽 수집물(European collection)로부터의 전단구 세

포주)을 상부 웰에 두었다.  5% CO2 내에서 37℃에서 2시간의 인큐베이션 후, 필터의 상부 표면을 HBSS 용액으로

세척하였다.  이동된 세포를 메탄올로 고정시키고, 헤마컬러 용액(Merck)로 염색하였다.  웰 당 다섯개의 400 x

배율로 계수하고, 도 8에 세개의 독립적으로 수행된 시험된 실험의 평균을 케모카인 농도에 대해 작도하였다.

오차 막대는 세개의 실험의 평균의 표준 오차를 나타낸다.  또한, IL-8 돌연변이체의 경우에서와 같이, 모든

RANTES 돌연변이체는 현저하게 감소된 수용체 결합 활성을 나타내었다.

실시예 6: GAG 결합 영역을 지닌 단백질[0128]

생물정보학적 및 단백질학적 방법에 의해, GAG 결합 단백질을 이의 GAG 결합 영역과 함께 특성분석하였다.  하[0129]

기의 표 2 및 3에서, 케모카인을 이의 GAG 결합 영역과 함께 나타내었고(표 2), 기타 단백질의 예를 이의 GAG

결합 영역과 함께 또한 나타내었다(표 3).
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표 2:[0130]

[0131]

     [0132]
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표 3:[0133]
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도면8

서 열 목 록

서열목록 전자파일 첨부
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