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본 발명은 노긴(Noggin)을 유효성분으로 함유하는 소교세포 활성 증진용, 또는 허혈성 질환 예방 및 치료용 조성

물에 관한 것으로, 노긴이 중뇌동맥협착(middle cerebral artery occlusion, MCAO) 동물 모델에서 MCAO 유도 2

주 후부터 2주 동안 투여하였을 때, 뇌 위축을 억제하고, 뇌 조직 복구와 관련된 단백질들의 발현 및 혈관 신생

을 촉진하며, 소교세포의 활성을 증가시킴으로써 허혈성 뇌졸중에서 회복되는 동안 뇌 조직의 복구에 기여하는

것을 확인하였다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

노긴(Noggin) 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 유효성분으로 함유하는 허혈성 질환

예방 및 치료용 약학적 조성물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 노긴은 서열번호 1의 염기서열로 기재된 것을 특징으로 하는 허혈성 질환 예방 및 치료

용 약학적 조성물.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 유전자 전달체는 벡터 또는 재조합 바이러스인 것을 특징으로 하는 허혈성 질환 예방 및

치료용 약학적 조성물.

청구항 4 

제 3항에 있어서, 상기 벡터는 선형 DNA, 플라스미드 DNA 또는 재조합 바이러스성 벡터인 것을 특징으로 하는

허혈성 질환 예방 및 치료용 약학적 조성물.

청구항 5 

제 4항에 있어서, 상기 재조합 바이러스는 레트로 바이러스, 아데노 바이러스, 아데노 부속 바이러스 및 헤르페

스 심플렉스 바이러스로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하는 허혈성 질환 예방 및 치료

용 약학적 조성물.

청구항 6 

제 1항에 있어서, 상기 세포는 조혈모세포 또는 수지상 세포인 것을 특징으로 하는 허혈성 질환 예방 및 치료용

약학적 조성물.

청구항 7 

제  1항에  있어서,  상기  허혈성  질환은  뇌경색(cerebral  infarction),  뇌허혈(cerebral  ischemia),  뇌중풍

(cerebrovascular accident), 뇌졸중(stroke)으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것을 특징으로 하는

허혈성 질환 예방 및 치료용 약학적 조성물.

청구항 8 

노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 유효성분으로 함유하는 허혈성 질환 예방 및

개선용 건강기능식품.
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청구항 9 

제 8항에 있어서, 상기 노긴은 서열번호 1의 염기서열로 기재된 것을 특징으로 하는 허혈성 질환 예방 및 개선

용 건강기능식품.

청구항 10 

제 8항에 있어서, 상기 허혈성 질환은 뇌경색, 뇌허혈, 뇌중풍, 뇌졸중으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느

하나인 것을 특징으로 하는 허혈성 질환 예방 및 개선용 건강기능식품.

청구항 11 

노긴  유전자를  포함하는  유전자  전달체,  세포  또는  노긴  단백질을  유효성분으로  함유하는  소교세포  활성

증진제.

청구항 12 

제 11항에 있어서, 상기 노긴은 서열번호 1의 염기서열로 기재된 것을 특징으로 하는 소교세포 활성 증진제.

발명의 설명

기 술 분 야

본  발명은  노긴(Noggin)을  유효성분으로  함유하는  소교세포(microglia)  활성  증진용,  또는  허혈성  질환[0001]

(ischemic disease) 예방 및 치료용 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

전세계적으로 사망의 주요 원인인 허혈성 뇌졸중(ischemic stroke)은 자발적인 또는 혈전을 용해하는 재관류가[0002]

시간 내에 발생하지 않는 한 심각한 기능 장애의 결과를 초래한다.  허혈성 뇌졸중에서 살아남은 환자는 손상

받은 뇌에서 신경 생성(neurogenesis), 축삭발아(axonal sprouting), 아교세포 발생(gliogenesis) 및 혈관신생

(angiogenesis) 등의 내생적 신경수복(neuroreparative) 프로세스 정도에 따라 자연적인 회복의 차이가 나타난

다(Crarmer, 2008a; Gutierrez-Fernandez et al., 2012).  유일한 허혈성 뇌졸중 치료제인 혈전용해제는 치료

창이 좁아 증상 발생 3시간 이내에만 사용할 수 있으므로 소수의 환자만이 치료를 받을 수 있고 대부분의 환자

는 보존적 치료에 의존하게 된다. 현재 신경수복을  도울 수 있는 치료 방법은 부재하다.

뇌졸중으로부터의 기능 회복 정도는 조직 복구를 지연시키는 요인과 뇌 가소성 및 복구 촉진 요인 사이의 균형[0003]

에 따라 달라진다(Popa-Wagner et al., 2011).  주로 반응성 성상세포(reactive astrocytes)로 구성된 신경교

흔(glial scars)은 허혈성 뇌졸중 초기 단계에서 허혈성 영역의 경계를 표시하여 손상 조직을 보호하지만, 장기

적으로는 조직 복구를 방해한다(Anderson er al., 2003; Roitbak and Sykova, 1999).  예를 들어, 노령 동물에

서 허혈성 뇌졸중 후 증가된 신경교흔 형성이 젊은 동물과 비교하여 기능 회복 감소와 연관되어있다(Badan et

al., 2003).  다른 한편으로는 골수기질세포(bone marrow stromal cell) 투여, 간세포 성장인자 유전자의 이전

또는 허혈성 뇌졸중 후 에리트로포에틴(erythropoietin)의 뇌실내 주입은 흉터 벽 두께를 감소시켜 행동 개선이

되고 이러한 개선은 축삭 재생(axonal regeneration) 및 혈관신생과 같은 뇌 복구 프로세스와 관련되어있다(Li

et al., 2005; Reitmeir et al., 2011; Shimamura et al., 2006).  따라서, 허혈성 뇌에서 흉터 형성 및 이의

치료와 관련된 분자의 역할을 확인하는 것은 새로운 신경회복 치료법의 개발로 이어질 것이다.
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뼈형성단백질(bone morphogenetic proteins, BMPs)과 이의 내생적(endogenous) 길항제인 노긴(Noggin)은 척수[0004]

손상과  뇌  질환  후  복구  과정에  관련되어  있다.   척수  및  뇌량(corpus  callosum)의  탈수초성  장애

(demyelinating  lesions)  부위에서  BMP  발현  증가는  성상교세포증(astrogliosis)  및  희소돌기아교세포

(oligodendrocyte)  전구  세포의  분화로  성숙된  희소돌기아교세포의  억제와  관련되어있다(Dummula  et  al.,

2011; Fuller et al., 2007; Wang et al., 2011).  또한, BMP는 신경 및 희소돌기아교세포의 생성을 억제하는

동시에, 희소돌기아교(oligodendroglial)-별아교(astroglial) 전구 세포 및 신경줄기세포(neural stem cells)

로부터 별아교세포로의 분화를 촉진한다(Mabie wt al., 1997; Xiao et al., 2010).  알츠하이머병(Alzheimer’

s disease, AD) 환자 및 알츠하이머병 마우스 모델에서 증가된 BMP 레벨은 해마 신경발생의 감소와 연관되어 있

다(Bonagui야et al., 2008; Crews et al., 2010).  반면, 탈수초(demyelination) 동안 노긴 주입은 별아교세포

의 수를 감소시키지만, BMP 신호전달의 하위단계인 Smad(Sma and Mad Related Family) 단백질의 인산화를 막아

서 희소돌기아교세포의 성숙 및 재생을 증가시킨다(Cate et al., 2010; Sabo et al., 2011).

허혈성 뇌에서 BMP와 노긴의 증가는 보고되어있으나(Chang  et  al.,  2003;  Lei  et  al.,  2012;  Shin  et  al.,[0005]

2012), 허혈성 뇌졸중 후의 만성기 시기 복구 프로세스에서의 이들의 역할은 명확히 밝혀지지않았다.  허혈성

질환 후 회복에 관여하는 것이 보고되어있는 BMP7(Chang et al., 2003; Chou et al., 2006)과 같은 BMP는 허혈

성 뇌에서 BMP의 활성이 다를 수 있다는 가능성을 제기한다.  본 발명자들은 이전 연구에서 BMP 및 노긴의 발현

에 있어서 시간적 변화가 허혈성 질환 후 신경회복 활성에 대한 단서임을 제공한다.  BMP 및 노긴은 일시적 허

혈성 뇌졸중 후 처음 4주 동안 다르게 발현되고, 이들의 발현은 별아교교흔(astroglial scar) 형성에 관여하는

것으로 여겨진다(Shin et al., 2012).  증가된 BMP2 및 BMP7의 발현은 허혈성 뇌졸중 후 첫 1주와 마지막 4주에

관찰되었고, 이러한 레벨은 성상교세포증(astrogliosis)과 관련되었다.  BMP에 비해 노긴의 발현은 상대적으로

약하였으나, 허혈성 뇌졸중 2주 후에 유의적으로 증가하였고, 4주 후에는 더욱 증가하였다.  또한, BMP 및 노긴

의 발현이 허혈성 뇌에서 각각 신경교섬유질산성단백질(glial fibrillary acidic protein, GFAP)-양성 성상세

포 및 Iba-1(ionized calcium-binding adapter molecule-1) 양성 소교세포(microglia)와 연관되어있는 것을 확

인하였다.  이러한 연구 결과는 BMP 및 노긴이 허혈성 뇌졸중 후 만성 단계 동안의 복구 프로세스에서 서로 다

른 역할을 하는 것을 나타낸다(Shin et al., 2012).  그러나 노긴이 허혈성 뇌졸중의 치료에 사용될 수 있는지

에 대해서는 연구된 바가 없다.

이에, 본 발명자들은 상기 문제점을 해결하기 위해 연구한 결과, MCAO를 유도한 허혈성 뇌졸중 동물 모델에서[0006]

노긴을 처리하여 확인한 결과, 뇌 위축이 감소하였고, 뇌 조직복구와 관련된 GAP-43 및 VEGF의 발현이 증가하였

으며, 소교세포의 수를 증가시켰고, 이를 통해 소교세포의 대체 활성화를 증가시켜 허혈성 뇌졸중을 회복하는

동안 뇌 조직 복구에 기여하는 것을 확인함으로써, 노긴을 소교세포 활성 증진용, 또는 허혈성 질환 예방 및 치

료용 조성물의 유효성분으로 유용하게 사용할 수 있음을 밝힘으로써 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 노긴(Noggin)을 유효성분으로 함유하는 소교세포(microglia) 활성 증진제, 또는 허혈성 질환[0007]

(ischemic disease) 예방 및 치료용약학적 조성물을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은  노긴(Noggin) 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단[0008]

백질을 유효성분으로 함유하는 허혈성 질환 예방 및 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 유효성분으로 함유하는 허혈[0009]

성 질환 예방 및 개선용 건강기능식품을 제공한다.

또한, 본 발명은 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 유효성분으로 함유하는 소교[0010]

세포 활성 증진제를 제공한다.
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발명의 효과

본 발명은 노긴(Noggin)을 유효성분으로 함유하는 소교세포 활성 증진용, 또는 허혈성 질환 예방 및 치료용 조[0011]

성물에 관한 것으로, 노긴이 중뇌동맥협착(middle cerebral artery occlusion, MCAO) 동물 모델에서 MCAO 유도

2주 후부터 2주 동안 투여하였을 때, 뇌 위축을 억제하고, 뇌 조직 복구와 관련된 단백질들의 발현 및 혈관 신

생을 촉진하며, 소교세포의 활성을 증가시킴으로써 허혈성 뇌졸중에서 회복되는 동안 뇌 조직의 복구에 기여하

는 것을 확인하였다.

도면의 간단한 설명

도 1은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴 및 BMP7에 의한 pSmad1/5/8 발현 레벨 변화를 확인한 도이다:[0012]

Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군;

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군;

노긴 3 wks: 노긴을 3주 동안 주입한 군;

노긴 2 wks: 노긴을 2주 동안 주입한 군;

BMP7 3 wks: BMP7을 3주 동안 주입한 군; 및

BMP7 2 wks: BMP7을 2주 동안 주입한 군.

도 2는 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴 및 BMP7을 주입한 후 노긴 및 BMP7 단백질 발현 변화를 확인한 도이다:

Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 3은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴 및 BMP7을 주입한 후 뇌 혈류 변화(A) 및 뇌 이미지(B)를 확인한 도이다:

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군; 및

pre: MCAO 유도 전.

도 4는 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴 및 BMP7을 주입한 후 대측성 반구 부피(A) 및 동측 피질 부피(B)를 확인

한 도이다:

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군; 및

pre: MCAO 유도 전.

도 5는 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴 및 BMP7을 주입한 후 신경학적 점수(A) 및 와이어 서스펜션 테스트(B)로

행동 테스트를 확인한 도이다:

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군; 및

pre: MCAO 유도 전.

도 6은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 신경교상흔(glial scar) 형성 변화를 확인한 도이다:

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 7은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 시냅토파이신(synaptophysin), GAP-43 및 VEGF의 발현 변화

를 피질 및 피질 하부에서 확인한 도이다:

Control: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 8은 상기 도 7을 그래프로 나타낸 도이다:
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Control: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 9는 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 CD31 면역반응에 의해 혈관 밀도를 확인한 도이다:

Control: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도  10은  MCAO  유도  동물  모델에서  노긴을  주입한  후  Iba-1의  발현  변화를 피질 및  피질  하부에서 확인한

도이다:

Control, Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 11은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 Iba-1 및 CD169의 발현 변화를 피질 및 피질 하부에서 면역

형광염색법으로 확인한 도이다:

Control, Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 12는 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 활성화된 소교세포 M1 표현형의 마커인 CD86, 전염증매개체

인 IL-1β, IL-12, CCL2 및 TNF-α의 발현 변화를 피질에서 확인한 도이다:

Control: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 13은 상기 도 12를 그래프로 나타낸 도이다:

Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 14는 MCAO  유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 활성화된 소교세포 M2 표현형의 마커인 ARG1, CD206 및

YM1, 내생 IL-1β의 길항제인 IL-1ra, 염증성 사이토카인인 IL-10의 발현 변화를 피질에서 확인한 도이다:

Control: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 15는 상기 도 14를 그래프로 나타낸 도이다:

Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 16은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 전염증매개체인 IL-1β 및 이의 길항제인 IL-1ra의 발현 변

화를 피질에서 확인한 도이다:

Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 17은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 활성화된 소교세포 마커(Iba-1)와 활성화된 소교세포 표현

형의 마커(IL12, CD86)의 발현 양상을 확인한 도이다:

Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및

aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

도 18은 MCAO 유도 동물 모델에서 노긴을 주입한 후 활성화된 소교세포 마커(Iba-1)와 활성화된 소교세포 표현

형의 마커(IL12, CD86)의 발현 양상을 확인한 도이다:

Cont: 아무것도 처리하지 않은 대조군; 및
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aCSF: 인공 뇌척수액을 주입한 비교군.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0013]

본 발명은 노긴(Noggin) 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 유효성분으로 함유하는 허[0014]

혈성 질환 예방 및 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

상기 노긴은 서열번호 1의 염기서열로 기재된 것이 바람직하다.[0015]

상기 유전자 전달체는 벡터 또는 재조합 바이러스인 것이 바람직하고, 상기 벡터는 선형 DNA, 플라스미드 DNA[0016]

또는 재조합 바이러스성 벡터인 것이 바람직하며, 상기 재조합 바이러스는 레트로 바이러스, 아데노 바이러스,

아데노 부속 바이러스 및 헤르페스 심플렉스 바이러스로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것이 바람직하

다.

상기  세포는  조혈모세포(hematopoietic  stem  cell,  HSC)  또는  수지상  세포(dendritic  cell)인  것이[0017]

바람직하다.

상기  허혈성  질환은  뇌경색(cerebral  infarction),  뇌허혈(cerebral  ischemia),  뇌중풍(cerebrovascular[0018]

accident), 뇌졸중(stroke)으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것이 바람직하다.

본 발명의 구체적인 실시예에서, 본 발명자들은 노긴 및 BMP7 재조합 단백질을 MCAO 유도 후 주입하여 확인한[0019]

결과, pSmad1/5/8 발현은 MCAO 유도 2주 후 2주 동안 하루에 1 ㎍ 단백질 주입에 의해 현저히 증가하였고, 상기

결과를 토대로 유효량 및 재조합 단백질 투여의 기간을 결정하여 앞으로의 실험은 MCAO 유도 2주 후 2주 동안

하루에 1 ㎍씩 단백질을 주입한 후 수행하였으며(도 1 내지 도 2 참조), 또한, 본 발명자들은 노긴이 뇌 위축을

방지하고, 기능을 향상시키는 것을 확인하기 위해 뇌혈류 변화 및 이미지를 확인한 결과, 뇌혈류의 변화는 차이

를 보이지 않았으나, 이미지에서는 노긴을 주입한 실험군은 동측 측뇌실이 커져있음에도 불구하고 동측 뇌의 상

태는 상대적으로 보존되어있음을 확인하였고(도 3A 내지 도 3B 참조), 뇌 부피를 측정한 결과, 동측 반구, 동측

피질 및 피질 하부 부피 모두 노긴을 주입한 마우스에서 더 높게 나타나는 것을 확인하였으며(도 4A 내지 도 4B

참조), 행동에서 또한 노긴을 주입한 마우스에서 유의한 개선 효과를 확인하였다(도 5 참조).  상기 결과들로

허혈성 뇌졸중 이후 단계에서 노긴이 BMP 신호 전달을 억제하여, 뇌 위축 및 기능적 결과를 개선하는 것을 확인

하였다.

또한, 본 발명자들은 노긴에 의한 신경교상흔(glial scar) 형성 변화를 확인한 결과, 노긴을 주입한 마우스에서[0020]

GFAP 양성 파이버가 약하게 염색되는 것을 확인하였고(도 6 참조), 뇌 조직 복구와 관련된 단백질의 발현 변화

를 확인한 결과, 노긴을 처리한 군에서 GAP-43 및 VEGF의 발현이 증가하는 것을 확인하였으며(도 7 내지 도 8

참조), 혈관 신생 생성 증가를 확인하기 위해 혈관 밀도를 확인한 결과, 노긴을 처리한 군은 허혈성 뇌에서 혈

관 밀도를 더 증가시키는 것을 확인하였고(도 9 참조), 소교세포의 활성화 변화를 확인한 결과, 노긴을 처리하

였을 때 소교세포의 마커인 Iba-1 양성 세포의 수뿐만 아니라 세포당 발현 레벨도 증가하였으나, CD169 양성 세

포는 차이가 보이지 않는 것을 확인하였다(도 11A 내지 도 11B).  상기 결과로 노긴으로 유도되는 뇌 복구 프로

세스가 대식세포의 침윤보다 활성화된 소교세포의 증가에 의한 것임을 확인하였다.

또한, 본 발명자들은 활성화된 소교세포 M1 표현형의 마커(CD86) 및 전염증매개체(IL-1β, IL-12, CCL2 및 TNF-[0021]

α)의 활성을 확인한 결과, 노긴을 처리한 군에서 MCAO에 의해 증가된 M1 표현형의 마커 및 전염증매개체의 발

현을 억제하는 것을 확인하였고(도 12 내지 도 13 참조), 활성화된 소교세포 M2 표현형의 마커(ARG1, CD206 및

YM1), 내생 IL-1β의 길항제인 IL-1ra, 염증성 사이토카인인 IL-10의 활성을 확인한 결과, 노긴을 처리한 군에

서 M2 표현형의 마커(ARG1, CD206 및 YM1), 내생 IL-1β의 길항제인 IL-1ra, 염증성 사이토카인인 IL-10 모두

유의적으로 증가하는 것을 확인하였으며(도 14 내지 도 15 참조), 전염증매개체인 IL-1β 및 이의 길항제인 IL-

1ra의 발현을 확인한 결과, 노긴을 처리한 군은 IL-1β는 감소하였으나, IL-1ra는 증가하는 것을 확인하였고(도

16  참조),  활성화된  소교세포  마커(Iba-1)와  활성화된  소교세포  표현형의  마커(M1-IL12,  CD86;  M2-IL-10,

CD206)의 발현을 확인한 결과, 노긴을 처리한 군은 M1 표현형 마커인 IL-12 및 CD86은 감소하였고, M2 표현형

마커인 IL-10 및 CD206은 증가하는 것을 확인하였으며, 상기 마커들의 발현은 Iba-1과 같은 위치에서 나타나는
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것을 확인하였다(도 17 내지 도 18 참조).  상기 결과로 노긴 처리가 활성화된 소교세포의 M1 표현형을 M2 표현

형으로 변화를 유도하고, 노긴에 의한 소교세포의 대체 활성화(M2)의 증가는 허혈성 뇌졸중을 회복하는 동안 뇌

조직 복구에 기여하는 것을 확인하였다.

따라서, 본 발명의 노긴은 MCAO 동물 모델에서 MCAO 유도 2주 후부터 2주 동안 투여하였을 때, 뇌 위축을 억제[0022]

하고, 뇌 조직 복구와 관련된 단백질들의 발현 및 혈관 신생을 촉진하며, 소교세포의 활성을 증가시킴으로써 허

혈성 뇌졸중에서 회복되는 동안 뇌 조직의 복구에 기여하는 것을 확인함으로써, 상기 노긴 유전자를 포함하는

유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질은 허혈성 질환 예방 및 치료를 위한 약학적 조성물로 유용하게 사용할

수 있음을 확인하였다.

본 발명의 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 함유하는 조성물은 상기 성분에 추[0023]

가로 동일 또는 유사한 기능을 나타내는 유효성분을 1종 이상 함유할 수 있다.  

본 발명의 조성물은 약제학적으로 허용 가능한 첨가제를 더 포함할 수 있으며, 이때 약제학적으로 허용 가능한[0024]

첨가제로는 전분, 젤라틴화 전분, 미결정셀룰로오스, 유당, 포비돈, 콜로이달실리콘디옥사이드, 인산수소칼슘,

락토스, 만니톨, 엿, 아라비아고무, 전호화전분, 옥수수전분, 분말셀룰로오스, 히드록시프로필셀룰로오스, 오파

드라이, 전분글리콜산나트륨, 카르나우바 납, 합성규산알루미늄, 스테아린산, 스테아린산마그네슘, 스테아린산

알루미늄, 스테아린산칼슘, 백당, 덱스트로스, 소르비톨 및 탈크 등이 사용될 수 있다.  본 발명에 따른 약제학

적으로 허용 가능한 첨가제는 상기 조성물에 대해 0.1 ~ 90 중량부 포함되는 것이 바람직하나 이에 한정되는 것

은 아니다.

즉, 본 발명의 조성물은 실제 임상 투여 시에 경구 및 비경구의 여러 가지 제형으로 투여될 수 있는데, 제제화[0025]

할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를

사용하여 조제될 수 있다.  경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며,

이러한 고형 제제는 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질에 적어도 하나 이상의 부형

제 예를 들면, 전분, 칼슘카보네이트(Calcium carbonate), 수크로스(Sucrose), 락토오스(Lactose) 또는 젤라틴

등을 섞어 조제될 수 있다.  또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스티레이트 탈크 같은 윤활제들도 사용될 수

있다.  경구를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제 및 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순희석

제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수

있다.  비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제, 좌제가 포함될

수 있다.  비수성용제, 현탁용제로는 프로필렌글리콜(Propylene glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같

은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다.  좌제의 기제로는 위텝솔

(witepsol), 마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다.

본 발명의 조성물은 목적하는 방법에 따라 경구 투여하거나 비경구 투여할 수 있으며, 비경구 투여시 피부 외용[0026]

또는 복강내주사, 직장내주사, 피하주사, 정맥주사, 근육내 주사 또는 흉부내 주사 주입방식을 선택하는 것이

바람직하다.  투여량은 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 식이, 투여시간, 투여방법, 배설률 및 질환의 중증

도 등에 따라 그 범위가 다양하다.

투약 단위는, 예를 들면 개별 투약량의 1, 2, 3 또는 4배를 함유하거나 또는 1/2, 1/3 또는 1/4배를 함유할 수[0027]

있다.  개별 투약량은 구체적으로 유효 약물이 1회에 투여되는 양을 함유하며, 이는 통상 1일 투여량의 전부,

1/2, 1/3 또는 1/4배에 해당한다.  본 발명의 조성물의 유효용량은 0.0001 ~ 10 g/㎏일 수 있고, 구체적으로

0.001 ~ 1 g/kg일 수 있으며, 하루 1 ~ 6회 투여될 수 있다.  그러나, 투여 경로, 질병의 중증도, 성별, 체중,

연령 등에 따라서 증감될 수 있으므로 상기 투여량이 어떠한 방법으로도 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니

다.

본 발명의 조성물은 단독으로, 또는 수술, 방사선 치료, 호르몬 치료, 화학 치료 및 생물학적 반응 조절제를 사[0028]

용하는 방법들과 병용하여 사용할 수 있다.

또한, 본 발명은 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 유효성분으로 함유하는 허혈[0029]

성 질환 예방 및 개선용 건강기능식품을 제공한다.

상기 노긴은 서열번호 1의 염기서열로 기재된 것이 바람직하다.[0030]
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상기 유전자 전달체는 벡터 또는 재조합 바이러스인 것이 바람직하고, 상기 벡터는 선형 DNA, 플라스미드 DNA[0031]

또는 재조합 바이러스성 벡터인 것이 바람직하며, 상기 재조합 바이러스는 레트로 바이러스, 아데노 바이러스,

아데노 부속 바이러스 및 헤르페스 심플렉스 바이러스로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것이 바람직하

다.

상기 세포는 조혈모세포 또는 수지상 세포인 것이 바람직하다.[0032]

상기 허혈성 질환은 뇌경색, 뇌허혈, 뇌졸중으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나인 것이 바람직하다.[0033]

본 발명의 노긴은 MCAO 동물 모델에서 MCAO 유도 2주 후부터 2주 동안 투여하였을 때, 뇌 위축을 억제하고, 뇌[0034]

조직 복구와 관련된 단백질들의 발현 및 혈관 신생을 촉진하며, 소교세포의 활성을 증가시킴으로써 허혈성 뇌졸

중에서 회복되는 동안 뇌 조직의 복구에 기여하는 것을 확인함으로써, 상기 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전

달체, 세포 또는 노긴 단백질은 허혈성 질환 예방 및 개선을 위한 건강기능식품으로 유용하게 사용할 수 있음을

확인하였다.

본 발명의 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질이 상기와 같은 허혈성 질환 예방 및[0035]

개선을 위해 이용되기 위해서는, 식품학 또는 약제학적 분야에서 공지된 다양한 방법에 의해 제조될 수 있으며

그 자체 또는 식품학적으로 허용되는 담체, 부형제, 희석제 등과 혼합하여 경구로 섭취할 수 있는 어떤 식품 형

태로도 제조될 수 있다.  바람직하게는 음료, 환, 과립, 정제 또는 캅셀 형태이다.

본 발명의 건강기능식품은, 식품 제조 시에 통상적으로 첨가되고 식품학적으로 허용되는 성분을 더 포함할 수[0036]

있다.  예컨대, 음료수로 제조되는 경우에는 본 발명의 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴

단백질 이외에 구연산, 액상과당, 설탕, 포도당, 초산, 사과산, 과즙 등에서 하나 이상의 성분을 추가로 포함시

킬 수 있다.

본 발명에 따른 건강기능식품의 유효성분으로 포함될 수 있는 양은 허혈성 질환 예방 및 개선을 원하는 사람의[0037]

연령, 성별, 체중, 상태, 질병의 증상에 따라 적절히 선택될 수 있으며, 바람직하게는 성인기준 1일 0.01 g 내

지 10.0 g 정도로 포함되는 것이 좋으며, 이러한 함량을 갖는 건강기능식품을 섭취함으로써 허혈성 질환 예방

및 개선 효과를 얻을 수 있다.

또한, 본 발명은 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전달체, 세포 또는 노긴 단백질을 유효성분으로 함유하는 소교[0038]

세포 활성 증진제를 제공한다.

상기 노긴은 서열번호 1의 염기서열로 기재된 것이 바람직하다.[0039]

상기 유전자 전달체는 벡터 또는 재조합 바이러스인 것이 바람직하고, 상기 벡터는 선형 DNA, 플라스미드 DNA[0040]

또는 재조합 바이러스성 벡터인 것이 바람직하며, 상기 재조합 바이러스는 레트로 바이러스, 아데노 바이러스,

아데노 부속 바이러스 및 헤르페스 심플렉스 바이러스로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것이 바람직하

다.

상기 세포는 조혈모세포 또는 수지상 세포인 것이 바람직하다.[0041]

본 발명의 노긴은 MCAO 동물 모델에서 MCAO 유도 2주 후부터 2주 동안 투여하였을 때, 뇌 위축을 억제하고, 뇌[0042]

조직 복구와 관련된 단백질들의 발현 및 혈관 신생을 촉진하며, 소교세포의 활성을 증가시킴으로써 허혈성 뇌졸

중에서 회복되는 동안 뇌 조직의 복구에 기여하는 것을 확인함으로써, 상기 노긴 유전자를 포함하는 유전자 전

달체, 세포 또는 노긴 단백질은 소교세포 활성 증진제로 유용하게 사용할 수 있음을 확인하였다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다.[0043]

단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 의해 한정되는 것은 아니다.[0044]

통계처리[0045]

실험결과는 평균±표준편차로 표기하였다.  두 그룹간의 비교는 unpaired Student's t-tests를 사용하여 분석하[0046]
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였고, 두 그룹 이상의 비교는 평균값의 집단 간 비교는 사후 피셔의 최소유의차검정(Fisher's protected least

significant difference tests)(Statview version 5, SAS Institute Ins., 미국)을 이용하여 ANOVA 단방향 분

석으로 수행하였다.  신경학적 검사 및 와이어 서스펜션 테스트 점수는 Wilcoxon-Mann-Whitney U-tests(Prism

4, GraphPad Software Inc., 미국)를 사용하여 분석하였다.  유의성 있는 p값은 〈0.05로 표기하였다.

<실시예 1> 중뇌동맥 협착(middle cerebral artery occlusion, MCAO) 동물 모델의 제조[0047]

<1-1> 실험 동물의 준비[0048]

10 내지 11 주령 수컷 C57BL/6 마우스를 오리엔트 바이오(Orient Bio Inc., 대한민국)에서 구매하여 실험에 사[0049]

용하였다.  모든 과정은 이화여자대학교 의과대학 실험동물운영위원회의 승인 및 실험동물의 윤리적인 사용을

위한 국제 가이드라인을 따랐다.  마우스는 실험하기 2주 전 조명 사이클을 12시간은 밝게, 12시간은 어둡게 설

정하였고, 방은 22±2℃ 온도로 적응시켰다.

<1-2> MCAO 동물 모델의 제조[0050]

상기 실시예 <1-1>의 실험 동물을 가지고, 실험을 위한 MCAO 동물 모델을 제조하였다.[0051]

구체적으로, MCAO 동물 모델은 이전에 알려진 방법을 사용하여 제조하였다(Shin et al., 2009).  마우스를 아이[0052]

소플루레인(isoflurane)을 이용하여 마취시킨 후, 광섬유 측정소자(fiber optic probe)를 오른쪽 정수리 뼈(브

레그마(bregma)를 기준으로 뒤로 2 mm,  옆으로 5 mm)에 부착하고, 광파이버형 레이저 도플러 혈류속계(laser

Doppler  flow  meter)(Periflux  System  5010,  스웨덴)에 연결하였다.   뇌혈류(cerebral  blood  flow,  CBF)는

MCAO 및 재관류(reperfusion) 기간 동안 컴퓨터 기반 데이터 수집 시스템(Perisoft, 스웨덴)으로 연속적으로 기

록하였다.  6-0 실리콘 코팅된 검은색 모노필라멘트 봉합사(Doccol Cooperation, 미국)는 노출된 오른쪽 외경동

맥에 삽입되어, 내경동맥을 지나 대뇌동맥륜 속에 끼어들어가서 중뇌동맥의 기원을 막도록 삽입되었다.  상기

필라멘트를 30분 동안 방치한 후, 뇌혈류 재설정을 위해 회수하였다.  MCAO 동안에는 동물 모델에서 뇌혈류가

최대 85% 감소하였고, 재관류 10분 후에는 80% 이상 회복되었다.  직장(rectal)의 온도는 수술 및 회복기간 동

안 가열 패드를 이용하여 자동 온도조절 장치로 37.0±0.5℃로 맞춰주었다.

<실시예 2> 노긴(noggin) 및 BMP7 투여 용량 및 기간 결정[0053]

허혈성 뇌의 BMP 신호 전달 경로에서 재조합 노긴과 BMP7의 효과를 알아보기 위해 상기 실시예 <1-2>에서 제조[0054]

된 MCAO 동물모델에 재조합 노긴 및 BMP7을 투여하였다.

구체적으로,  재조합  인간  노긴(R&D  Systems,  미국)  및  인간  BMP7(Biovision  Inc.,  미국)을  인공뇌척수액[0055]

(artificail cerebrospinal fluid, aCSF)(R&D Systems)에 용해시켰다.  각각의 단백질 또는 인공뇌척수액은 제

조업체의 사용방법에 따라 ALZET 삼투 펌프(osmotic pumps)(DURECT Corporation, 미국)에 의해 동측 측내실로

전달하였다.  삼투 펌프에 결합된 캐뉼라(cannula)(ALZET Brain infusion kit 3, DURECT Corporation)는 브레

그마 0.5 ㎜ 앞, 정중선으로부터 1 ㎜ 옆 및 두개골 표면 3 ㎜ 아래에 심었다.  MCAO 유도 2주 후, 2주 동안 또

는 MCAO 유도 1주 후, 3주 동안 하루에 0.5 또는 1 ㎍의 단백질을 주입하였다.  테스트 용량은 이전 연구에 기

초하여 결정하였다(Cate et al., 2010; Colak et al., 2008).  단백질을 주입한 마우스 각각의 뇌 반구로부터

피질 및 피질 하부 조직을 얻어 웨스턴 블랏팅(western blotting)을 수행하였다.  조직은 단백질 분해효소 칵테

일(protease inhibitor cocktail)(Complete Mini, Roche, 독일)을 포함하는 10 ㎖ SDS 완충용액(50 mM Tris-

HCl, 1% IGEPAL CA-630, 0.25% deoxycholic acid, 150 mM NaCl, 1 mM ethylene-diamine tetra acetic acid, 1

mM NaF, 0.1% sodium dodecyl sulfate, pH 7.4)으로 용해하였고, 20분 동안 얼음에 놓아둔 후, 4℃에서 15,700

×g로 10분간 원심분리하였다.  원심분리 후 상층액의 단백질 농도를 확인한 뒤(Bio-Rad Laboratories, 미국),

SDS-PAGE(SDS-polyacrylamide gel electrophoresis)를 위해 80 ㎍의 단백질을 로딩(loading)하였다.  전기영동

한  단백질을  일렉트로블랏팅(electroblotting)  장치를  이용하여  Immobilon-P  transfer  멤브레인(Millipore

Corporate,  미국)으로  이동시킨  뒤,  상기  멤브레인은  0.1%  트윈-20(Tween-20)  및  10%  분유를  포함하는

TBS(Tris-buffered  saline)에  넣어  1시간  동안  블로킹(blocking)한  후,  인산화된  Smad1/5/8(pSmad1/5/8,

1:500)(Cell Signaling Technology Inc., 미국) 및 Smad1/5/8(1:500)(Santa Cruz Biotechnology, 미국) 항체

를 넣고 밤새 반응시켰다.   그리고나서,  멤브레인은 0.1%  트윈-20을  포함하는 TBS로  20분씩 3번 세척하고,
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HRP(horseradish  peroxidase)가 결합된 2차 항체를 넣고 1시간 동안 반응시킨 후, 0.1%  트윈-20을 포함하는

TBS로  20분씩  3번  세척하였다.   단백질  밴드는  웨스턴  블랏팅  루미놀  시약(luminol  reagent)(Santa  Cruz

Biotechnology)을 이용하여 시각화하였다.  정량은 Image J 소프트웨어(version 1.37, NIH, 미국)를 이용하여

인산화 및 비인산화 Smad1/5/8 농도의 합계로 평균화하여 나타내었다.

그 결과 도 1에 나타내 바와 같이, 노긴을 2주 또는 3주 동안 0.5 ㎍ 처리하였을 때, pSmad1/5/8 발현 감소가[0056]

보이지 않았으나, 1 ㎍ 노긴을 2주 동안 처리했을 때만 눈에 띄게 pSmad1/5/8 발현 감소를 확인하였다(인공뇌척

수액과 비교하여 0.72배 변화, p=0.02).  또한, BMP7의 경우 2주 동안 1 ㎍ 처리하였을 때, pSmad1/5/8 발현이

눈에 띄게 증가하는 것을 확인하였다(인공뇌척수액과 비교하여 1.70배 변화, p〈0.01)(도 1).

또한, 노긴 및 BMP7을 하루에 1 ㎍씩 2주 동안 투여하였을 때 MCAO 유도 4주 후 허혈성 피질(ischemic corte[0057]

x)에서 노긴 및 BMP7 단백질 레벨 변화를 확인하기 위해, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물 모델을 사용

하여 상기 서술한 바와 같이 노긴 및 BMP7을 MCAO 유도 2주 후부터 2주 동안 하루에 1 ㎍씩 주입한 후, 웨스턴

블랏팅을  수행하였고,  이  때  노긴(1:200)(R&D  Systems),  BMP7(1:500)(Abcam,  영국)  및  엑틴(actin,

1:1000)(Santa Cruz Biotechnology) 항체를 사용하였다.

그 결과 도 2에 나타낸 바와 같이, 노긴의 경우 인공뇌척수액과 비교했을 때, 1.19 배 증가하였고, BMP7의 경우[0058]

1.17배 증가하였으며, 모든 p값은〈0.05이다(도 2).

노긴 또는 BMP7의 3주 처리 효과가 낮은 이유는 BMP 신호전달을 막거나, 강화하기에 충분했거나, BMP의 장시간[0059]

노출에 의해 BMP 수용체의 민감도가 바뀌었기 때문이다.  pSmad1/5/8 발현은 MCAO 유도 2주 후 2주 동안 하루에

1 ㎍ 단백질 주입에 의해 현저히 증가하였고, 상기 결과를 토대로 유효량 및 재조합 단백질 투여의 기간을 결정

하여 앞으로의 실험은 MCAO 유도 2주 후 2주 동안 하루에 1 ㎍씩 단백질을 주입한 후 수행하였다.

<실시예 3> 허혈성 뇌졸중(ischemic stroke)에서 노긴의 기능 확인[0060]

<3-1> 뇌 위축(brain atrophy) 억제 효과 확인[0061]

MCAO를 유도한 허혈성 뇌졸중 동물 모델에서 노긴이 뇌 위축을 방지하고, 기능을 향상시키는 것을 확인하기 위[0062]

해, 뇌혈류 변화 및 이미지를 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물모델에서 MCAO 유도 2주 후부터 2주 동안 하루에 노긴 및[0063]

BMP7  단백질 1  ㎍을 각각 주입하고,  비교군으로 인공뇌척수액을 주입한 뒤,  뇌혈류 변화는 MCAO  및 재관류

(reperfusion) 기간 동안 컴퓨터 기반 데이터 수집 시스템(Perisoft, 스웨덴)으로 연속적으로 기록하여 확인하

였고,  뇌  이미지를  확인하기위해  자기공명영상(Magnetic  resonance  imaging)  및  크레질  바이올렛(cresyl

violet, CV) 염색을 수행하였다.  자기공명영상은 MCAO 유도 4주 후 아이소플루레인(isoflurane)으로 마취하여,

3.0-Teslar whole body system(Intera, Philips Healthcare, 네덜란드)를 사용하여 수행하였다.  주입 펌프는

MR 스캔 전 제거하였다.  관상면(coronal) T2-weighted images(T2WIs)는 반복시간(repetition time, TR)/반사

시간(echo time, TE)=4000/100 ms, 관측시야(field of view, FOV) 50×50, 1.0 mm 슬라이스 두께, 200×200 매

트릭스 및 5분 4초 스캔시간(scan time)으로 획득하였다.  직장 온도, 심장 박동 및 호흡수는 스캔하는 동안 관

찰되었다.  또한, 크레질 바이올렛 염색은 세포핵을 염색하는 것으로, 상기 마우스를 안락사시키고, 뇌를 적출

하여 냉동시키고 크라이오스탯(cryostat)으로 절단하였다(30 ㎛ 두께).  뇌 절편은 600-㎛ 간격으로 수거하고,

크레질 바이올렛으로 염색하여 뇌 단면을 염색하였다.

그 결과 도 3A에 나타낸 바와 같이, 뇌혈류의 변화는 인공뇌척수액을 주입한 비교군이나, 노긴 또는 BMP7 단백[0064]

질을 주입한 실험군에서 차이를 보이지않았으나(도 3A), 도 3B에 나타낸 바와 같이, 뇌 이미지에서는 인공뇌척

수액을 주입한 비교군은 동측 측뇌실이 커졌고, 동측 반구의 측면 공간이 뇌척수액으로 채워져있어 심한 뇌위축

을 나타내었으나, 노긴을 주입한 실험군은 동측 측뇌실이 커져있음에도 불구하고 동측 뇌의 상태는 상대적으로

보존되었고, 이와 대조적으로 BMP7을 주입한 실험군은 인공뇌척수액을 주입한 비교군과 같은 결과를 보이는 것

을 확인하였다(도 3B).
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<3-2> 뇌 부피(brain volume) 감소 억제 확인[0065]

MCAO를 유도한 허혈성 뇌졸중 동물 모델에서 노긴이 뇌 위축을 방지하고, 기능을 향상시키는 것을 확인하기 위[0066]

해, 뇌 부피를 측정하였다.

구체적으로,  상기  실시예  <3-1>과  동일한  방법으로  노긴  및  BMP7을  처리한  후,  크레질  바이올렛으로[0067]

염색하였다.  허혈성 뇌 부피는 MCAO 유도 4주 후 성상교세포증(astrogliosis)에 의해 감소되므로, 동측 반구

부피는 경색증 부분이 아닌 뇌 부피의 손실로 정의하여 측정하였다.  각 반구 및 동측 피질 부피는 이미지 분석

기(image analyzer)(Axiovision LE 4.1, Carl Zeiss, 독일)로 측정하였다.  동측 피질 하부의 부피는 동측 반

구 부피로부터 동측 피질 부피를 빼서 측정하였다.

그 결과 도 4에 나타낸 바와 같이, 대측성 반구 부피는 차이가 없으나, 동측 반구 부피는 인공뇌척수액을 주입[0068]

한 마우스(91.20±3.68 mm
3
, p〈0.01) 보다 노긴을 주입한 마우스(109.07±2.68 mm

3
)에서 유의하게 높은 것을

확인하였다(도 4A).  또한, 동측 피질 부피는 인공뇌척수액을 주입한 마우스(49.46±2.46 mm
3
, p〈0.01) 보다

노긴을 주입한 마우스(59.13±2.07 mm
3
)에서 높게 나타났고, 또한, 피질 하부 부피도 인공뇌척수액을 주입한 마

우스(41.84±1.76 mm
3
, p〈0.01)보다 노긴을 주입한 마우스(49.94±1.18 mm

3
)에서 더 높게 나타나는 것을 확인

하였다(도 4B).  그러나, BMP7을 처리한 경우에는 뇌 부피의 감소를 억제하지 않았다.

<3-3> 행동 테스트(behavioral tests)로 변화 확인[0069]

MCAO를 유도한 허혈성 뇌졸중 동물 모델에서 노긴이 뇌 위축을 방지하고, 기능을 향상시키는 것을 확인하기 위[0070]

해, 행동 테스트로 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물모델에, 상기 실시예 <3-1>과 동일한 조건으로 노긴 및[0071]

BMP7을  처리하였다.   와이어  서스펜션  테스트에서  신경학적  점수  및  성능은  MCAO  유도  전과  후  매주

측정하였다.  신경학적 점수는 4점 등급 평가 시스템을 기반으로 하였다(Li et al., 2004): 0=장애없음, 1=앞다

리 약화되고, 몸통은 꼬리에 의해 동측에 의지, 2=영향을 받는 쪽으로 돔, 3=영향을 받는 쪽의 무게를 견딜 수

없음 및 4=자발적인 운동 활성 또는 배럴 롤링(barrel rolling) 없음.  와이어 서스펜션 테스트는 이전 연구

(Takahashi et al., 2009)를 수정하여 진행하였다.  두 개의 지지대 사이에 길이 60 ㎝, 직경 2 mm이고, 표면

으로부터 60 ㎝ 높이에 위치한 와이어의 중간지점에 마우스를 30초 동안 올려놓았다.  행동은 다음과 같은 점수

로 평가하였다: 0=와이어에서 떨어짐, 1=두 앞발로 와이어에 매달림, 2=두 앞발로 와이어에 매달리고, 와이어에

올라가려고 시도함, 3=두 앞발과 하나 또는 두 뒷발로 와이어에 매달림, 4=꼬리로 와이어를 감싸며, 네 발 모두

와이어에 매달림, 5=지지대로 탈출함.  세 번 실험하여 이의 평균 점수를 계산하였다.  또한, 체중도 MCAO 유도

후 4주 동안 매주 측정하였다.

그 결과 도 5에 나타낸 바와 같이, MCAO 유도 전이나 단백질을 처리시작점인 MCAO 유도 2주차까지는 행동에 차[0072]

이가 없었고, MCAO 유도 4주 후, 비교군 마우스는 상기 증상이 개선되지 않았으나, 노긴을 주입한 마우스는 행

동에서 유의한 개선(신경학적 점수에서 p=0.04, 와이어 서스펜션 테스트에서 p〈0.01)을 확인할 수 있었다(도

5).  BMP7은 결과에 영향을 미치지않았다.

또한, 마우스의 체중은 MCAO 유도 2주 후에도 각 군별로 차이가 없었으나(비교군: 23.13±0.24 g, 노긴 처리군:[0073]

23.75±0.34 g, BMP7 처리군: 23.13±0.45 g), MCAO 유도 4주 후에는 비교군(24.57±0.28 g) 또는 BMP7 처리군

(24.40±0.57  g)에  비해  노긴  처리군(25.58±0.31  g)의  체중이  더  증가한  것을  확인하였다(비교군  대비

p=0.02).

이는 허혈성 뇌졸중의 후기 단계 동안 노긴이 BMP 신호 전달을 억제하여, 뇌 위축을 감소시키고, 뇌의 기능을[0074]

개선하는 것을 나타낸다.

<실시예 4> 허혈성 뇌에서 노긴의 회복 효과 확인[0075]

<4-1> 신경교상흔(glial scar)의 확인[0076]
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본 발명자들의 이전 연구에서 MCAO 유도 4주 후 허혈성 뇌에서 성상교세포증이 유지되는 것을 확인하였다(Shin[0077]

et al., 2012).  이에 신경교상흔 형성을 노긴이 조절하는지 확인하기 위해 액화(liquefied) 및 낭성 공동화

(cystic cavitation) 형성된 허혈성 중심(core)의 벽에서 흉터 두께를 GFAP(glial fibrillary acidic protein)

염색을 통해 측정하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물모델에, 상기 실시예 <3-1>과 동일한 조건으로 노긴 및[0078]

BMP7을 처리하였다.  MCAO 유도 4주 후 마우스에 펜토바비탈나트륨(sodium pentobarbital, 120 mg/kg)을 복강

내 주사하여 마취시킨 후, 생리식염수와 차가운 4% 포름알데히드(formaldehyde)가 들어있는 0.1 M 인산나트륨

완충용액(sodium phosphate buffer, pH 7.2)을 경심관류(transcardially)로 관류시켰다.  뇌를 적출한 뒤 밤새

고정시킨 다음 30% 수크로스(sucrose) 용액에 보관하였다.  크라이오스탯을 이용하여 브레그마로부터 +1.4부터

-1.0 mm 위치를 관상면으로 뇌를 절단하고(두께 20 ㎛, 간격 600-㎛), 젤라틴 코팅된 슬라이드에 올려 고정하였

다.  뇌 절편은 0.1% Triton X-100, 5% 일반혈청(nomal serum) 및 1% 소혈청알부민(bovine serum albumin)이

들어있는 TBS에 1시간 동안 넣어두고, 1차 항체 GFAP(1:1000)(Sigma-Aldrich, 미국)를 첨가하여 밤새 반응시켰

다.   그  후,  2차  항체인  플루오레세인(fluorescein)이  결합된  이소티오시아네이트

(isothiocyanate)(1:1000)(Vector Laboratories Inc., 미국)를 넣고 1시간 동안 반응시켰다.  절편은 모든 단

계 사이에 TBS로 세척하였으며, 핵 염색용 DAPI(Vector Laboratories Tnc.)를 포함하는 Vectashield mounting

medium을 커버슬립을 올리기 전에 뇌 절편에 처리하였다.  형광 이미지는 488 및 543 nm 파장으로 세팅된 필터

를 가진 공초점 현미경(confocal microscope)(LSM5 PASCAL; Carl Zeiss)을 사용하여 절편의 z 축으로부터 4-㎛

간격, 20 ㎛의 전체 깊이를 덮는 부분에서 얻었다.

또한, 신경교상흔의 두께를 측정하기 위해 calibration bar(AxioVision LE 4.3)을 이용하여 허혈성 중심 부분의[0079]

강하게 염색된 GFAP 양성 성상세포 파이버(fibers)와 평행하게 수평으로 측정하였다.  각각의 마우스에서 순차

적인 두개의 뇌 절편이 사용되었고, 측정은 동측 선조체(striatum)에서 흉터 둘레(border)의 세 필드(fields)에

서 수행하였다.  마우스당 6군데로부터 평균 두께를 측정하였다.

그 결과 도 6에 나타낸 바와 같이, 인공뇌척수액을 주입한 비교군에서 구멍(cavity)을 둘러싼 GFAP 양성 파이버[0080]

가 강하게 염색되었으나(74.79±9.51 ㎛ 두께), 노긴을 주입한 마우스에서 GFAP 양성 파이버가 약하게 염색되는

것(29.21±6.86 ㎛ 두께)을 확인하였다(비교군 대비 p〈0.01)(도 6).

<4-2> 뇌 조직 복구와 관련된 단백질 발현 변화 확인[0081]

시냅토파이신(synaptophysin)은  시냅스형성(synaptogenesis)에  관련된  전시냅스  소포  단백질(pre-synaptic[0082]

vesicle  protein)이고,  GAP-43은  신경돌기  성장(neurite  growth)에  관련된  성장  돌기  단백질(growth  cone

protein)이다.   이단백질들은  허혈성  뇌졸중으로부터  회복되는  동안  증가되고(up-regulated),  신경  가소성

(neuronal plasticity)의 마커로 사용된다(Stroemer et al., 1995).  또한, VEGF는 허혈성 이후 혈관 복구 및

혈관 신생에 관련된다(Greenberg and Jin, 2013; Hermann and Zechariah, 2009).  이에, 허혈성 질환 이후 뇌

조직 복구와 관련된 단백질인 시냅토파이신(synaptophysin), GAP-43 및 VEGF의 발현 변화를 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물모델에, 상기 실시예 <3-1>과 동일한 조건으로 노긴 및[0083]

BMP7을 처리하였다.  또한, 상기 <실시예 2>와 동일한 방법으로 시냅토파이신(1:5000)(Millipore Corporation,

미국), GAP-43(1:1000)(Millipore Corporation) 및 VEGF(1:500)(Santa Cruz Biotechnology) 항체를 이용하여

웨스턴 블랏팅을 수행하였다.

그 결과 도 7 내지 도 8에 나타낸 바와 같이, MCAO 유도 4주 후에 아무것도 처리하지 않은 대조군, 인공뇌척수[0084]

액을 주입한 비교군 및 노긴을 처리한 군에서 시냅토파이신의 발현은 비슷한 레벨인 것을 확인하였고, GAP-43은

대조군에 비해 비교군이 피질하부(p=0.07)보다 허혈성 피질(1.34 배 변화, p〈0.01)에서 더 많이 발현되는 것을

확인하였으며, 노긴을 처리한 군은 허혈성 피질(비교군 대비 1.17  배 변화, p=0.03)과 피질하부(비교군 대비

1.51 배 변화, p〈0.01) 모두에서 GAP-43의 발현이 증가하는 것을 확인하였다.  또한, VEGF는 대조군에 비해 비

교군이 허혈성 피질(1.27 배 변화, p=0.01) 및 피질하부(1.60 배 변화, p=0.01)에서 발현 레벨이 더 높았고, 노

긴을 처리한 군은 GAP-43과 비슷하게 허혈성 피질(비교군 대비 1.24 배 변화, p=0.04)과 피질하부(비교군 대비

1.53 배 변화, p〈0.01)에서 발현이 증가하는 것을 확인하였다(도 7 내지 도 8).
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<4-3> 혈관신생(angiogenesis) 촉진 확인[0085]

노긴을 처리함에 따라 혈관신생이 증가하는 것을 확인하기 위해, 동측 피질의 주변 허혈 부위에서 내피세포 마[0086]

커인 CD31 면역반응성(immunoreactivity)에 의한 혈관 밀도 변화를 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <4-1>과 동일한 방법으로 1차 항체로 CD31(1:100)(BD Bioscience, 미국)을 사용하여[0087]

확인하였다.

혈관의 밀도 분석을 위해, 절편당 미리 정해놓은 영역(픽셀, fixels)에서 CD31 면역반응성(녹색)의 픽셀 강도는[0088]

AxioVision LE 4.3 프로그램을 사용하여 각 마우스로부터 두 연속적인 뇌 절편의 허혈성 피질 근처에서 측정되

었다.  마우스당 두 개 영역의 평균 강도는 면적 백분율로 나타내었다(Sun et al., 2003)

그 결과 도 9에 나타낸 바와 같이, MCAO 유도 4주 후 대조군(1.51±0.03%)에 비해 인공뇌척수액을 주입한 비교[0089]

군(2.04±0.07%, p〈0.01)에서 CD31 면역반응성이 더 높게 나타났고, 노긴을 처리한 군은 허혈성 뇌에서의 혈관

밀도를 더 증가시키는 것(비교군 대비 3.91±0.13%, p〈0.01)을 확인하였다(도 9).

상기 <실시예 4>의 결과를 통해 노긴은 허혈성 손상으로부터의 회복동안 흉터 형성의 해결, 축삭 발아 및 혈관[0090]

신생과 같은 뇌 복구 프로세스를 증가시키고, 이러한 프로세스는 기능 회복과 뇌 위축의 감소와 연관됨을 확인

하였다.

<실시예 5> 노긴에 의한 소교세포(microglia) 활성 증가 확인[0091]

<5-1> 웨스턴 블랏팅을 이용한 소교세포의 활성 증가 확인[0092]

최근 연구에서 활성화된 소교세포(microglia)가 신경이 망가진 후 신경 가소성(neural plasticity) 및 신경 복[0093]

원(neurorestoration)에 관여하는 것이 알려졌다(Kettenmann et al., 2011).  이에, 노긴을 처리하였을 때 소

교세포의 활성화를 변화시키는지 확인하기 위해 활성화된 소교세포의 마커인 Iba-1 단백질의 발현을 웨스턴 블

랏팅으로 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물모델에, 상기 실시예 <3-1>과 동일한 조건으로 노긴 및[0094]

BMP7을 처리하였다.  또한, 상기 <실시예 2>와 동일한 방법으로 Iba-1(1:500)(Wako Pure Chemical Industries,

일본) 항체를 이용하여 웨스턴 블랏팅을 수행하였다.

그 결과 도 10에 나타낸 바와 같이, 대조군에 비해 인공뇌척수액을 주입한 비교군이 허혈성 피질(1.39 배 변화,[0095]

p=0.01) 및 피질 하부(1.88 배 변화, p=0.02) 모두에서 Iba-1 발현이 더 높게 나타났고, 노긴을 처리한 군은 허

혈성 피질에서만 Iba-1  발현이 유의하게 증가하는 것(비교군 대비 1.53  배 변화,  p〈0.01)을 확인하였다(도

10).

<5-2> 면역형광염색을 이용한 소교세포의 활성 증가 확인[0096]

노긴을 처리하였을 때 소교세포의 활성화를 변화시키는지 확인하기 위해 활성화된 소교세포의 마커인 Iba-1 단[0097]

백질의 발현을 확인하였고, 혈관 주위 대식세포의 허혈성 뇌로 침투 여부를 확인하기 위해 대식세포의 면역반응

마커인 CD169의 발현을 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <4-1>과 동일한 방법으로 1차 항체로 Iba-1(1:500)(Wako Pure Chemical Industries)[0098]

또는 CD169(1:500)(Serotec)를 이용하여 면역형광염색법을 수행하였다.

정량을 위해, 둥글고 세포체가 커진 강하게 염색된 Iba-1 또는 CD169 양성 세포는 각각의 마우스로부터 두 개의[0099]

연속된 뇌 절편에서 수량화하였고, 정량은 각각의 뇌 절편에서 동측 피질 및 피질 하부에서 3개의 다른 허혈성

근처 위치(500  ㎛
2
)에서 수행하였다.   6개 영역의 세포 수의 평균은 각각의 마우스에서 계산하였다(Shin  et

al., 2010).

그 결과 도 11A에 나타낸 바와 같이, 노긴을 처리하였을 때 허혈성 피질에서 둥글고, 세포체가 커지고, 굵고 짧[0100]

아진 과정의 Iba-1 양성 세포의 수가 증가하는 것(비교군 대비 1.42 배 변화, p=0.01)을 확인하였고, Iba-1 양

성 세포의 수뿐만 아니라 세포당 Iba-1 발현 레벨도 강하게 증가하는 것을 확인하였고(도 11A), 그 결과 도 11B
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에 나타낸 바와 같이, 강하게 염색된 적은 수의 CD169 양성 세포는 허혈성 피질 하부에서만 관찰되었고, 비교군

이나 노긴을 처리한 군에 따른 차이가 보이지 않는 것(p=0.33)을 확인하였다(도 11B).

상기 <실시예 5>의 결과를 토대로 노긴은 허혈성 피질에서 활성화된 소교세포의 수를 증가시키고, 이러한 결과[0101]

는 Iba-1 양성 세포의 대다수가 거주하는 소교세포(resident microglia)일지도 모름을 나타내며, 이는 최근 연

구에서 보여주는 허혈성 뇌의 급성 단계에서 신경교증(microgliosis)에 연관된 세포가 거주하는 소교세포의 증

식으로부터 대부분 유도되는 것(Li et al., 2013)임을 뒷받침해주며, 노긴으로 유도되는 뇌 복구 프로세스가 대

식세포 침윤보다 활성화된 소교세포의 증가에 의한 것임을 확인하였다.

<실시예 6> 노긴의 활성화된 소교세포 표현형 조절 효과 확인[0102]

활성화된 소교세포는 고전적 활성화(classically activated, M1) 또는 대체 활성화(alternatively activated,[0103]

M2) 소교세포로 분류된다(Henkel et al., 2009).  M1 표현형은 조직 손상에 관여하는 반면, M2 표현형은 상처

및 조직 복구에 역할을 한다(Shechter and Schwartz, 2013).  이에, 노긴에 의한 활성화된 소교세포의 증가를

이해하기 위해, 허혈성 피질에서 활성화된 소교세포 표현형의 마커를 확인하였다.

<6-1> 고전적 활성화(classically activated, M1) 소교세포 마커의 활성 조절 확인[0104]

활성화된 소교세포 M1 표현형의 마커인 CD86, 전염증매개체인 IL-1β, IL-12, CCL2 및 TNF-α의 활성을 피질에[0105]

서 웨스턴 블랏팅으로 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물모델에, 상기 실시예 <3-1>과 동일한 조건으로 노긴 및[0106]

BMP7을  처리하였다.   또한,  상기  <실시예  2>와  동일한  방법으로  IL-1β(1:100)(R&D  Systems),  IL-

12(1:250)(Santa  Cruz  Biotechnology),  CCL2(1:250)(Santa  Cruz  Biotechnology),  TNF-α(1:500)(Santa  Cruz

Biotechnology), CD86(1:500)(BD Bioscience, 미국) 항체를 이용하여 웨스턴 블랏팅을 수행하였다.

그 결과 도 12 내지 도 13에 나타낸 바와 같이, 대조군에 비해 인공뇌척수액을 주입한 비교군에서 전염증매개체[0107]

인 IL-1β(2.62 배 변화), IL-12(1.54 배 변화), CCL2(2.0 배 변화) 및 TNF-α(3.31 배 변화), 및 M1 표현형

마커인 CD86(4.23 배 변화)(모든 변화 p〈0.01)의 발현이 높게 나타나는 것을 확인하였고, 노긴을 처리한 군은

이러한 증가를 억제하는 것(비교군 대비 IL-1β는 0.69배 변화, p〈0.01; IL-12는 0.76배 변화, p=0.02; CCL2

는 0.63배 변화, p=0.01; TNF-α는 0.62배 변화, p〈0.01; CD86은 0.58배 변화)을 확인하였다(도 12 내지 도

13).

<6-2> 대체 활성화(alternatively activated, M2) 소교세포 마커의 활성 조절 확인[0108]

활성화된 소교세포 M2 표현형의 마커인 ARG1, CD206 및 YM1, 내생 IL-1β의 길항제인 IL-1ra, 염증성 사이토카[0109]

인인 IL-10의 활성을 피질에서 웨스턴 블랏팅으로 확인하였다.

구체적으로, 상기 실시예 <1-2>에서 제조한 MCAO 동물모델에, 상기 실시예 <3-1>과 동일한 조건으로 노긴 및[0110]

BMP7을  처리하였다.   또한,  상기  <실시예  2>와  동일한  방법으로  IL-1ra(1:200)(R&D  Systems),  IL-

10(1:250)(Abcam),  ARG1(1:1000)(Santa  Cruz  Biotechnology),  CD206(1:500)(Serotec  Kidlington,  영국),

YM1(1:1000)(Stem Cell Technologies, 캐나다) 항체를 이용하여 웨스턴 블랏팅을 수행하였다.

그 결과 도 14 내지 도 15에 나타낸 바와 같이, 대조군에 비해 인공뇌척수액을 주입한 비교군이 내생 IL-1β의[0111]

길항제인 IL-1ra(1.77 배 변화), 및 M2 표현형의 마커인 ARG1(2.54 배 변화), CD206(2.48 배 변화)(모든 변화

p〈0.01)의  발현이  높게나타났으나,  염증성  사이토카인인  IL-10(p=0.11)  및  다른  M2  표현형의  마커인

YM1(p=0.79)의 발현은 변화가 없는 것을 확인하였고, 이와 반대로 노긴을 처리한 군은 비교군과 비교하여 IL-

1ra(1.24 배 변화), IL-10(1.63 배 변화), ARG1(2.17 배 변화), CD206(1.40 배 변화) 및 YM1(2.72 배 변화)(모

든 변화 p〈0.01) 모두 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다(도 14 내지 도 15).
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<6-3> 전염증매개체의 단백질 발현 변화 확인[0112]

전염증매개체인 IL-1β 및 이의 길항제인 IL-1ra의 발현을 ELISA(enzyme-linked immunosorbent assay)로 확인[0113]

하였다.

구체적으로, ELISA는 Quantikine
®
 ELISA kit(R&D Systems)를 사용하여 제조사의 방법에 따라 진행하였다.  상[0114]

기 <실시예 2>와 동일한 방법으로 피질 조직을 준비하여 이로부터 50 ㎕(8 ㎍/㎕) 상층액을 얻고, IL-1β 또는

IL-1ra에 특이적인 단일클론항체가 코팅된 마이크로플레이트(microplate)에 로딩(loaded)하였다.  이를 세척한

후, 마우스 IL-1β 또는 IL-1ra에 특이적인 효소 결합된 다클론항체를 첨가한 뒤, 이를 세척한 후, 기질용액

(substrate solutions)을 첨가하였다.  효소 반응의 강도는 분광기(spectrometer)를 이용하여 450 nm에서 측정

하였다.  마우스 당(n=3) 두 개의 웰(wells)로부터 측정하여 평균치를 구하였다.

그 결과 도 16에 나타낸 바와 같이, 노긴을 처리한 군은 비교군과 비교하여 IL-1β는 감소하였고(0.65 배 변[0115]

화), IL-1ra는 증가하는 것(8.42 배 변화)(p〈0.01)을 확인하였다(도 16).

<실시예 7> 활성화된 소교세포 및 소교세포 표현형의 발현 확인[0116]

활성화된 소교세포 마커(Iba-1)와 활성화된 소교세포 표현형의 마커(M1-IL12, CD86; M2-IL-10, CD206)의 발현[0117]

양상을 확인하기 위하여 상기 실시예 <4-1>과 동일한 방법으로 이중면역형광염색을 수행하였고, 이때, 1차 항체

로 IL-12(1:250), CD86(1:500) 또는 IL-10(1:250), CD206(1:500)과 함께 Iba-1(1:500)을 사용하였고, 2차 항체

로 Alexa Fluor
®
568(1:1000)(Molecular Probes, 미국)을 사용하였다.

그 결과 도 17 내지 도 18에 나타낸 바와 같이, 상기 <실시예 6>의 결과와 동일하게 노긴을 처리한 군은 비교군[0118]

과 비교하여 M1 표현형 마커인 IL-12 및 CD86은 감소하였고, M2 표현형 마커인 IL-10 및 CD206은 증가하는 것을

확인하였으며, 상기 마커들의 발현은 Iba-1과 같은 위치에서 나타나는 것을 확인하였다(도 17 내지 도 18).

상기 <실시예 6> 내지 <실시예 7>의 결과는 노긴 처리가 활성화된 소교세포의 M1 표현형을 M2 표현형으로 변화[0119]

를 유도하고, 노긴에 의한 소교세포의 대체 활성화(M2)의 증가는 허혈성 뇌졸중을 회복하는 동안 뇌 조직 복구

에 기여하는 것을 나타낸다.
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gagctccggc gggtcagccg gactgtcggc ttcccggggc atctgggtcc ggcggggcac         60

agccctgggc gctgccgaag ccgccgccgc cgcctccgcg gcgagtacag gcggcttccc        120

ccggagcctg tgcagctcca gctcctcggg ggtggagaag tggggggtgg gggtgatgta        180

tggggggaag aagggggagg ggccaacccc gagagagtca gtggtttcca tggtgatgga        240

gctgaaagtg caggaaattt aaaggcttgg accctgcgag acagacaaac cggtgccaac        300

gtgcgcggac gccgccgccg ccgccgccgc tggagtccgc cgggcagagc cggccgcgga        360

gcccggagca ggcggaggga agtgccccta gaaccagctc agccagcggc gcttgcacag        420

agcggccggn cgaagagcag cgagaggagg aggggagagc ggctcgtcca cgcgccctgc        480

gccgccgccg gcccgggaag gcagcgagga gccggcgcct cccgcgcccc gcggtcgccc        540

tggagtaatt tcggatgccc agccgcggcc gccttcccca gtagacccgg gagaggagtt        600

gcggccaact tgtgtgcctt tcttccgccc cggtgggagc cggcgctgcg cgaagggctc        660

tcccggcggc tcatgctgcc ggccctgcgc ctgcccagcc tcgggtgagc cgcctccgga        720

gagacggggg agcgcggcgg cgccgcgggc tcggcgtgct ctcctccggg gacgcgggac        780

gaagcagcag ccccgggcgc gcgccagagg catggagcgc tgccccagcc taggggtcac        840

cctctacgcc ctggtggtgg tcctggggct gcgggcgaca ccggccggcg gccagcacta        900

tctccacatc cgcccggcac ccagcgacaa cctgcccctg gtggacctca tcgaacaccc        960

agaccctatc tttgacccca aggaaaagga tctgaacgag acgctgctgc gctcgctgct       1020

cgggggccac tacgacccag gcttcatggc cacctcgccc cccgaggacc ggcccggcgg       1080

gggcgggggt gcagctgggg gcgcggagga cctggcggag ctggaccagc tgctgcggca       1140

gcggccgtcg ggggccatgc cgagcgagat caaagggcta gagttctccg agggcttggc       1200

ccagggcaag aagcagcgcc taagcaagaa gctgcggagg aagttacaga tgtggctgtg       1260

gtcgcagaca ttctgccccg tgctgtacgc gtggaacgac ctgggcagcc gcttttggcc       1320

gcgctacgtg aaggtgggca gctgcttcag taagcgctcg tgctccgtgc ccgagggcat       1380

ggtgtgcaag ccgtccaagt ccgtgcacct cacggtgctg cggtggcgct gtcagcggcg       1440

cgggggccag cgctgcggct ggattcccat ccagtacccc atcatttccg agtgcaagtg       1500

ctcgtgctag aactcggggg ccccctgccc gcacccggac acttgatcct cgagctc          1557
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