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특허청구의 범위

청구항 1 

담체, 및 치료적 유효량의 D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP), γ-D-글루타미-메소-디아미노피멜산 (iE-

DAP), γ-D-Gln-DAP (iQ-DAP), D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP), 또는 이의 조합물을 포함하며, 여기서 

치료적 유효량이 종양의 퇴행에 효과적인 것인 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 절편을 포함하는 핵산을 추가로 포함하는 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, NOD1 폴리펩티드가 서열 1 또는 서열 3을 포함하는 것인 조성물.

청구항 4 

제2항에 있어서, NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 절편이 서열 2를 포함하는 것인 조성물.

청구항 5 

제2항에 있어서, 핵산이 조절 요소를 추가로 포함하는 것인 조성물.

청구항 6 

제2항에 있어서, 조절 요소가 프로모터, 인핸서, 전사 종결 신호, 또는 이의 조합물인 조성물.

청구항 7 

제2항에 있어서, 핵산이 발현 카세트 또는 발현 벡터인 조성물.

청구항 8 

제2항에 있어서, 핵산이 유전자 전달 비히클을 포함하는 것인 조성물.

청구항 9 

제1항에 있어서, 유효량의 NOD1 폴리펩티드를 추가로 포함하는 조성물. 

청구항 10 

제1항에 있어서, 유효량의 종양 괴사 인자 α를 추가로 포함하는 조성물.

청구항 11 

제1항에 있어서, 유효량의 시클로헥시미드를 추가로 포함하는 조성물.

청구항 12 

제1항에 있어서, 유효량의 호르몬 또는 항-호르몬을 추가로 포함하는 조성물.

청구항 13 

제1항에 있어서, 유효량의 RIP2 키나제 억제제를 추가로 포함하는 조성물.

청구항 14 

제1항에 있어서, 종양 또는 암성 조직에의 국소 투여용으로 제형화된 조성물.

청구항 15 

포유동물에게 Nod1 발현 또는 NOD1 활성을 증가시키는 작용제를 투여하는 것을 포함하는, 포유동물에서 종양 퇴
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행을 촉진하는 방법.

청구항 16 

제15항에 있어서, 종양이 뇌, 방광, 경부, 결장, 담낭, 신장, 간, 폐, 췌장, 난소, 전립선, 피부, 위, 또는 갑

상선 종양인 방법.

청구항 17 

제15항에 있어서, 종양이 에스트로겐-민감성 종양인 방법.

청구항 18 

제15항에 있어서, 종양이 유방 종양인 방법.

청구항 19 

제15항에 있어서, 작용제가 D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP), γ-D-글루타미-메소-디아미노피멜산 (iE-

DAP), γ-D-Gln-DAP (iQ-DAP), D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP), 또는 이의 조합물인 방법. 

청구항 20 

제15항에 있어서, 작용제가 NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 절편을 포함하는 핵산인 방법.

청구항 21 

제20항에 있어서, NOD1 폴리펩티드가 서열 1 또는 서열 3을 포함하는 것인 방법.

청구항 22 

제20항에 있어서, NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 절편이 서열 2를 포함하는 것인 방법.

청구항 23 

제20항에 있어서, 핵산이 조절 요소를 추가로 포함하는 것인 방법.

청구항 24 

제23항에 있어서, 조절 요소가 프로모터, 인핸서, 전사 종결 신호, 또는 이의 조합물인 방법.

청구항 25 

제20항에 있어서, 핵산이 발현 카세트 또는 발현 벡터인 방법.

청구항 26 

제20항에 있어서, 핵산이 유전자 전달 비히클을 포함하는 것인 방법.

청구항 27 

제15항에 있어서, 작용제를 NOD1 폴리펩티드인 방법.

청구항 28 

제27항에 있어서, NOD1 폴리펩티드가 서열 1 또는 서열 3을 포함하는 것인 방법.

청구항 29 

제15항에 있어서, 작용제를 종양 또는 암성 조직 부위에 국소적으로 투여하는 방법.

청구항 30 

제15항에 있어서, 작용제가 지속 방출용으로 제형화된 것인 방법. 
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청구항 31 

제15항에 있어서, 작용제를 유효량의 종양 괴사 인자 α와 함께 투여하는 방법.

청구항 32 

제15항에 있어서, 작용제를 유효량의 시클로헥시미드와 함께 투여하는 방법.

청구항 33 

제15항에 있어서, 작용제를 RIP2 키나제 억제제와 함께 투여하는 방법.

청구항 34 

제15항에 있어서, 작용제를 유효량의 호르몬 또는 항-호르몬과 함께 투여하는 방법.

청구항 35 

제34항에 있어서, 호르몬이 에스트로겐인 방법.

청구항 36 

제34항에 있어서, 항-호르몬이 항-에스트로겐인 방법.

청구항 37 

제15항에 있어서, 작용제를 유효량의 화학요법 화합물과 함께 투여하는 방법.

청구항 38 

제37항에 있어서, 화학요법 화합물이 알트레타민(Altretamine), 블레오마이신(Bleomycin), 부술판(Busulphan), 

칼슘  폴리네이트(Calcium  Folinate),  카페시타빈(Capecitabine),  카르보플라틴(Carboplatin),  카르무스틴

(Carmustine),  클로람부실(Chlorambucil),  시스플라틴(Cisplatin),  클라드리빈(Cladribine),  크리산타스파스

(Crisantaspase),  시클로포스파미드(Cyclophosphamide), 시트라빈(Cytarabine), 다카르바진(Dacarbazine), 닥

티노마이신(Dactinomycin), 다우노루비신(Daunorubicin), 도세탁셀(Docetaxel), 독소루비신(Doxorubicin), 에

피루비신(Epirubicin), 에토포시드(Etoposide), 플루다라빈(Fludarabine), 플루오로우라실(Fluorouracil), 젬

시타빈(Gemcitabine),  히드록시우레아(Hydroxyurea), 이다루비신(Idarubicin), 이포스파미드(Ifosfamide), 이

리노테칸(Irinotecan),  리포좀화  독소루비신(Liposomal  doxorubicin),  로무스틴(Lomustine),  멜팔란

(Melphalan),  메르캅토퓨린(Mercaptopurine), 메토트렉세이트(Methotrexate), 미토마이신(Mitomycin), 미톡산

트론(Mitoxantrone),  옥살리플라틴(Oxaliplatin), 파클리탁셀(Paclitaxel), 펜토스타틴(Pentostatin), 프로카

르바진(Procarbazine),  랄티트렉세드(Raltitrexed),  스트렙토조신(Streptozocin),  테가푸르-우라실(Tegafur-

uracil),  테모졸로미드(Temozolomide),  티오테파(Thiotepa),  티오구아닌(Tioguanine/Thioguanine),  토포테칸

(Topotecan),  트레오술판(Treosulfan),  빈블라스틴(Vinblastine),  빈크리스틴(Vincristine),  빈데신

(Vindesine), 비노렐빈(Vinorelbine), 및 이의 조합물로 구성되는 군으로부터 선택되는 것인 방법.

청구항 39 

NOD1 활성이 결여된 단리된 Nod1
-/-
 세포주.

청구항 40 

제39항에 있어서, 프로게스테론 수용체가 또한 결여된 단리된 Nod1
-/-
 세포주.

청구항 41 

제39항에 있어서, MCF-7C20 세포를 포함하는 단리된 Nod1
-/-
 세포주.

청구항 42 
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제39항에 있어서, 재조합 Nod1 대립유전자를 추가로 포함하는 단리된 Nod1
-/-
 세포주.

청구항 43 

RIP2 효소를 테스트 작용제와 접촉시키고, 테스트 작용제가 RIP2 키나제 활성을 억제하는지 여부를 결정하는 것

을 포함하며, 여기서 테스트 작용제에 의한 세포에서의 RIP2 활성의 억제는 테스트 작용제가 화학요법제라는 것

을 가리키는 것인, 화학요법제의 확인 방법.

청구항 44 

제43항에 있어서, 시험관 내에서 수행되는 방법.

청구항 45 

제43항에 있어서, 생체 내에서 수행되는 방법.

청구항 46 

유방 종양 세포를 유효량의 D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP)과 접촉시키는 것을 포함하는, 유방 종양 세

포에서 세포자멸사를 촉진하는 방법.

청구항 47 

Nod1
-/-

 세포를 테스트 작용제와 접촉시키고, 테스트 작용제가 세포의 세포자멸사를 증가시키는지 여부를 결정하

는 것을 포함하는, 세포에서 세포자멸사를 증가시키는 작용제의 확인 방법.

청구항 48 

제47항에 있어서, 세포자멸사를 증가시키는 테스트 작용제가 화학요법제로서 유용한 것인 방법.

명 세 서

본 출원은 미국 특허 가출원 일련 번호 60/656,175 (2005년 2월 25일 출원), 및 미국 특허 가출원 일련 번호 <1>

60/752,794 (2005년 12월 22일 출원)을 우선권으로 청구하고, 이들의 내용은 거명에 의해 본원에 포함된다.

정부 지원<2>

본원에 기술된 발명은 미국 국립 보건원(National Institutes of Health)에서 허가 번호 AI15136 하에 수여된 <3>

정부 지원으로 이루어졌다.  미국 정부는 본 출원에 특정 권리를 갖는다.

기 술 분 야

본 발명은 Nod1 및 형질전환된 악성 세포의 세포자멸사에서의 이의 기능에 관한 것이다.<4>

배 경 기 술

암은 많은 사람을 괴롭히고 인간 및 비-인간 동물에서 사망의 주요 원인인 질환이다.  전형적으로 암은 소수의 <5>

세포의 제어되지 않은 분할을 수반하고, 이어서 다수의 새로운 세포가 생성된다.  따라서, 다수의 항암 약물은 

세포 성장을 억제하거나 정지시키는 작용제이다.  이같은 화학요법제들이 신생물성 질환이 있는 환자의 생존율

을 개선시켰지만, 다수의 화학요법제들과 관련된 심각한 부작용이 화학요법제의 사용을 제한하고, 암으로 이미 

약화된 환자의 건강을 손상시킨다.  따라서 암 세포에 대한 증강된 선택성을 나타내거나 종양세포의 증식을 제

어할 수 있는 새로운 작용제가 요구된다.

다수의 항암제의 한 주요 문제점은 이들의 특이성이다.  항암 약물은 암성인 세포와 암성이 아닌 세포를 구별할 <6>

필요가 있다.  그러나, 대부분의 항암 약물은 이와 관련하여 무차별적이다.  전형적으로, 항암제에는 음성 혈액

학적 효과 (예를 들어, 유사분열의 중지, 및 골수 및 림프 조직에서의 유형 성분의 붕괴), 및 면역억제성 작용 

(예를 들어, 저하된 세포수)이 있고, 또한 상피 조직 (예를 들어, 장관 점막), 생식 조직 (예를 들어, 정자발생

의 손상), 및 신경계에 대한 심각한 영향이 있을 수 있다.  예를 들어, [P. Calabresi and B. A. Chabner, In: 

Goodman and Gilman, The Pharmacological Basis of Therapeutics (Pergamon Press, 8th Edition) (pp. 1209-
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1216)] 참조.

선택된 종양 유형, 또는 바람직하게는 광범위한 종양 유형을 유익하게 치료할 수 있고, 침습성 종양에 특히 적<7>

절한 항암제가 요구된다.  또한, 이같은 항암제는 효과적이어야 하면서, 또한 독성이 거의 없거나 없어야 한다.

발명의 개요<8>

본 발명은 Nod1 발현 또는 NOD1 활성을 증가시키는 것을 수반하는, 종양 세포에서의 세포자멸사를 촉진하는 조<9>

성물 및 방법을 제공한다.

따라서, 본 발명의 한 양상은 Nod1 발현 또는 NOD1 활성을 증가시키는 작용제를 포유동물에게 투여하는 것을 수<10>

반하는, 포유동물에서 종양 퇴행을 촉진하는 방법이다.  본 발명의 방법으로 치료될 수 있는 종양의 예로는 뇌, 

방광, 경부, 결장, 담낭, 신장, 간, 폐, 췌장, 난소, 전립선, 피부, 위, 또는 갑상선 종양이 포함된다.  일부 

실시양태에서, 종양은 에스트로겐-민감성 종양 또는 유방 종양이다.

NOD1 활성을 증가시키는 작용제의 예로는 하기의 서열을 갖는 펩티드들이 포함된다: D-Ala-L-Glu-디아미노피멜<11>

산 (γTriDAP), γ-D-글루타미-메소-디아미노피멜산 (iE-DAP),  γ-D-Gln-DAP (iQ-DAP), D-Ala-L-Glu-디아미노

피멜산 (γTriDAP), 및 이의 조합물.  이러한 펩티드들은 NOD1 단백질을 활성화시킬 수 있고, 따라서 세포자멸

사에 이르는 Nod1-의존적 경로를 활성화시킬 수 있다.  NOD1 활성을 증가킬 수 있는 작용제의 또다른 예는 NOD1 

폴리펩티드이다.  일부 실시양태에서, NOD1 폴리펩티드는 인간 NOD1 폴리펩티드, 예를 들어, 서열 1 또는 서열 

3의 인간 NOD1 폴리펩티드이다. 

Nod1 발현을 증가시킬 수 있는 작용제의 한 예는 NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 절편을 포함하는 핵산이다.  NOD1 <12>

폴리펩티드에 대한 서열의 예로는 서열 1 또는 서열 3이 포함된다.  NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 절편의 

한 예는 서열 2를 포함한다.  핵산은 조절 요소, 예를 들어, 프로모터, 인핸서, 전사 종결 신호, 또는 이의 조

합물을 추가로 포함할 수 있다.  핵산은 발현 카세트 또는 발현 벡터 또는 유전자 전달 비히클의 일부일 수 있

다.

추가적인 활성 성분이 Nod1 발현 또는 NOD1 활성을 증가시키는 작용제와 함께 투여될 수 있다.  예를 들어, 유<13>

효량의 종양 괴사 인자 α가 이같은 작용제와 함께 투여될 수 있다.  일부 실시양태에서, 종양 괴사 인자 α는 

Nod-의존성 세포자멸사 경로를 증강시킬 수 있다.  또한, 유효량의 시클로헥시미드가 Nod1 발현 또는 NOD1 활성

을 증가시키는 작용제와 함께 투여될 수 있다.  또한, 1가지 이상의 화학요법 화합물이 작용제와 함께 투여될 

수 있다.

본 발명의 조성물 및 방법에서 사용될 수 있는 화학요법 화합물의 예로는 알트레타민(Altretamine), 블레오마이<14>

신(Bleomycin), 부술판(Busulphan), 칼슘 폴리네이트(Calcium Folinate), 카페시타빈(Capecitabine), 카르보플

라틴(Carboplatin),  카르무스틴(Carmustine), 클로람부실(Chlorambucil), 시스플라틴(Cisplatin), 클라드리빈

(Cladribine),  크리산타스파스(Crisantaspase), 시클로포스파미드(Cyclophosphamide), 시트라빈(Cytarabine),  

다카르바진(Dacarbazine),  닥티노마이신(Dactinomycin),  다우노루비신(Daunorubicin),  도세탁셀(Docetaxel),  

독소루비신(Doxorubicin), 에피루비신(Epirubicin), 에토포시드(Etoposide), 플루다라빈(Fludarabine), 플루오

로우라실(Fluorouracil), 젬시타빈(Gemcitabine), 히드록시우레아(Hydroxyurea), 이다루비신(Idarubicin), 이

포스파미드(Ifosfamide),  이리노테칸(Irinotecan),  리포좀형  독소루비신,  로무스틴(Lomustine),  멜팔란

(Melphalan),  메르캅토퓨린(Mercaptopurine), 메토트렉세이트(Methotrexate), 미토마이신(Mitomycin), 미톡산

트론(Mitoxantrone),  옥살리플라틴(Oxaliplatin), 파클리탁셀(Paclitaxel), 펜토스타틴(Pentostatin), 프로카

르바진(Procarbazine),  랄티트렉세드(Raltitrexed),  스트렙토조신(Streptozocin),  테가푸르-우라실(Tegafur-

uracil),  테모졸로미드(Temozolomide),  티오테파(Thiotepa),  티오구아닌(Tioguanine/Thioguanine),  토포테칸

(Topotecan),  트레오술판(Treosulfan),  빈블라스틴(Vinblastine),  빈크리스틴(Vincristine),  빈데신

(Vindesine), 비노렐빈(Vinorelbine), 및 이의 조합물이 포함된다.

작용제는 종양 부위에 국소적으로 투여될 수 있고/있거나 지속 방출용으로 제형화될 수 있다.<15>

본 발명의 또다른 양상은 담체, NOD1  폴리펩티드를 코딩하는 절편을 포함하는 핵산, 및  유효량의 D-Ala-L-<16>

Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP), γ-D-글루타미-메소-디아미노피멜산 (iE-DAP),  γ-D-Gln-DAP (iQ-DAP),  또는 

D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP)을 포함하고, 종양에의 국소 투여용으로 제형화된 조성물이다.   NOD1 

폴리펩티드는, 예를 들어, 서열 1 또는 서열 3을 포함할 수 있다.  NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 절편의 예

는 서열 2이다.  조성물에서 사용된 핵산은 조절 요소, 예를 들어, 프로모터, 인핸서, 전사 종결 신호, 또는 이

의 조합물을 포함할 수 있다.  핵산은 발현 카세트 또는 발현 벡터일 수 있다.  핵산은 유전자 전달 비히클을 
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포함한다.  본 발명의 조성물은 기타 활성 성분, 예를 들어, 유효량의 종양 괴사 인자 α 또는 화학요법 화합물

을 또한 포함할 수 있다.  조성물은 종양 부위에의 국소 투여용으로 제형화될 수 있고/있거나 지속 방출용으로 

제형화될 수 있다.

본 발명의 또다른 양상은 유방 종양 세포를 유효량의 D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP)과 접촉시키는 것<17>

을 포함하는, 유방 종양 세포에서 세포자멸사를 촉진하는 방법이다.

본 발명의 또다른 양상은 유방 종양 세포를 유효량의 D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP)과 접촉시키는 것<18>

을 포함하는, 에스트로겐-민감성 종양 세포에서 세포자멸사를 촉진하는 방법이다.

발명의 상세한 설명

본 발명에 따르면, 증가된 Nod1 발현 또는 NOD1 활성은 종양 퇴행에 이른다.  따라서, 본 발명은 NOD1 폴리펩티<32>

드, Nod1 핵산, 및 Nod1 발현 또는 NOD1 활성을 증가시키는 작용제를 항-종양 치료로서 대상에게 투여하는 것을 

수반한다.  일부 실시양태에서, Nod1 발현 또는 활성을 증가시키는 작용제에는 NOD1의 펩티드 활성화제 예컨대 

γ-D-글루타미-메소-디아미노피멜산  (iE-DAP),  γ-D-Gln-DAP  (iQ-DAP),  D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산  (γ

TriDAP), 및 이의 조합물이 포함된다.  본 발명에서 임의 유형의 종양의 치료가 구현되지만, 본 발명의 조성물 

및 방법은 에스트로겐-민감성 종양 및/또는 유방암 종양의 치료에 특히 유용할 수 있다.

NOD1<33>

선천성 면역계는 미생물, 바이러스, 비정상/손상 숙주 세포 등의 성분을 인식하고 침입 생물을 제거하고 죽이거<34>

나 또는 비전형적인 숙주 세포를 제거하는 숙주 응답을 개시시키는 수용체의 족들로 구성된다.  최근, Nod/모충 

족으로 공지된 일족의 세포내 세포질 단백질이 선천성 면역 응답에 연결되었다.  이러한 족의 모든 구성원은 2

개의 보존된 도메인을 갖는다; 뉴클레오티드-결합 올리고머화 도메인 (NBD/NOD) 및 카르복실-말단 류신-풍부 반

복 (LRR) 영역.  이펙터(effector) 도메인으로 명명된, 족 구성원의 아미노-말단 영역은 카스파제 점증 도메인 

(CARD), 피린, BIR 및 기타 도메인을 포함하는 가변성 구조를 함유한다.

Nod/모충 족의 2가지 구성원이 감염에 대한 선천성 면역 응답에 특히 연결되었다.  이러한 구성원들은 NOD1  <35>

(CARD4) 및 NOD2 (CARD 15)로 공지되어 있다.  NOD1 및 NOD2의 이펙터 도메인은 각각 1개 및 2개의 CARD 도메

인으로 구성된다.  NOD1 및 NOD2은 박테리아성 지질다당류 (LPS)에 대한 수용체로서 작용하는 세포내 단백질인 

것으로 최초로 제안되었다.  이어서, NOD 리간드가 박테리아성 펩티도글리칸 (PGN)으로부터 유도되고, LPS로부

터 유도되지 않는다는 것이 발견되었다.  따라서, NOD1 및 NOD2는 감염 동안 박테리아 또는 박테리아 생성물의 

세포내 센서로서 기능할 것이다.  그러나, 현재까지 수행된 연구는 NOD1 또는 NOD2가 결핍된 마우스가 감염에 

대한 증가된 민감성 또는 면역결핍과 관련된 명백한 표현형을 나타내지 않는다는 것을 가리킨다.

NOD1 및 NOD/모충 족의 다른 구성원에 대한 핵산 및 아미노산 서열을 당업계에서, 예를 들어, NCBI 데이타베이<36>

스에서 확인할 수 있다.  ncbi.nlm.nih.gov의 웹사이트 참조.  예를 들어, 인간 NOD1에 대한 한 아미노산 서열

이 용이한 참조를 위해 하기에 서열 1로서 제공된다 (NCBI 접속 번호 Q9Y239; gi: 20137579). 
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<37>

인간 Nod1에 대한 뉴클레오티드 서열이 또한 NCBI 접속 번호 BC040339 (gi: 25955660)로 입수가능하고, 용이한 <38>

참조를 위해 하기에 서열 2로 복사된다.

<39>
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<40>
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<41>

- 10 -

공개특허 10-2007-0107152



<42>

<43>

NOD1 단백질은 박테리아 인식에서 중요한 역할을 하는 것으로 여겨지고, 세포내 구획에서 특정 숙주 패턴 인식 <44>

수용체로서 기능할 수 있다.  최근의 연구는 NOD1가 디아미노피멜산을 함유하는 박테리아 펩티도글리칸의 숙주 

인식에 필수적이라는 것을 나타냈다 ([Chamaillard et al., Nature Immunology, DOI:10.1038/ni945, June 8, 

2003]).  NOD1에 의해 인식되는 코어(core) 구조는 디펩티드인 γ-D-글루타밀-메소-디아미노피멜산 (iE-DAP로 

또한 지칭됨)이다.  이러한 디펩티드는 제한된 숫자의 박테리아 (대장균 및 여러 그람-양성 박테리아, 예컨대 

바실루스 서브틸리스(Bacillus subtilis) 및 리스테리아 모노사이토제네스(Listeria monocytogenes))에만 존재
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하는 것으로 공지되어 있다.

본 발명가들은 NOD1이 세포를 TNFα-유도 세포자멸사에 대해 감작시키고, NOD1-특이적 리간드가 임의의 다른 공<45>

지된 세포자멸사 촉발제의 부재 하에서 종양 세포에서의 세포자멸사를 유도한다는 것을 발견하였다.  동물 모델

을 사용한 생체내 연구는 NOD1이 종양 퇴행에서 갖는 역할을 설명하였고 이를 강조하였다.  특히, 본원에서 나

타난 바와 같이, SCID 마우스에 놓인 MCF-7 유방 종양 세포의 이종이식편은 전형적으로 종양을 형성한다.  그러

나, 잠시 후에, 항-종양 치료 없이도, 이러한 종양이 전형적으로 퇴행된다.  그러나, Nod1
-/-
 MCF-7 종양 세포가 

마우스 내로 이식되면, 종양이 퇴행되지 않고, 대신 계속 성장한다 (도 10 참조).  NOD1 기능이 Nod1
-/-

 MCF-7 

종양 세포에 다시 첨가되면 (적합한 유전자 구축물의 형질감염에 의해), 이러한 NOD1-발현 세포를 이식함으로써 

생성된 종양이 퇴행될 것이다.  따라서, NOD1 발현이 종양 세포 성장을 제어하는 것을 도울 수 있고, 종양 세포

의 세포자멸사에 이를 수 있다.

본 발명은 세포자멸사 활성이 유지된 NOD1 돌연변이체 (V41Q) 폴리펩티드를 또한 제공한다.  이러한 V41Q 돌연<46>

변이체 NOD1 폴리펩티드가 하기에 서열 3으로 제공되고, V41Q 돌연변이는 진하게 밑줄로 표시된다.

<47>

돌연변이 V41Q는 Nod1의 CARD 도메인에서 발생하고, 카스파제 9가 Nod1에 결합하는 것을 파괴하는 것으로 이전<48>

에 보고되었다.  그러나, V41Q 돌연변이가 Nod1-의존적 세포자멸사를 억제한다는 것을 가리키는 기존의 결과와 

대조적으로, 본 발명가들에 의해 수행된 연구는 V41Q 돌연변이체 폴리펩티드가 세포자멸사 경로에서 활성이라는 

것을 나타낸다 (도 4). 

종양<49>

본 발명의 조성물 및 방법은 에스트로겐-민감성 종양, 뿐만 아니라 유방, 방광, 경부, 결장, 담낭, 신장, 간, <50>

폐, 췌장, 난소, 전립선, 피부, 위, 갑상선 등의 종양이 포함되지만 이에 한정되지 않는 다양한 암 및 종양의 

치료에서 유용하다.  일부 실시양태에서, 본 발명의 조성물은 방광, 뇌, 결장, 신장, 간, 폐 (소세포 폐암 
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포함), 식도, 담낭, 난소, 췌장, 위, 경부, 갑상선, 전립선, 및 피부 (편평세포 암종 포함)와 같은 암종; 백혈

병,  급성  림프구성  백혈병,  급성  림프모세포성 백혈병,  B-세포  림프종,  T-세포  림프종,  호지킨(Hodgkin)  

림프종, 비-호지킨 림프종, 모발상 세포 림프종 및  버켓(Burkett)  림프종이 포함되는, 림프구 계통의 조혈 

종양; 급성 및 만성 골수성 백혈병, 골수형성이상 증후군 및 전골수구성 백혈병이 포함되는, 골수 계통의 조혈 

종양; 섬유육종 및 횡문근육종이 포함되는 중간엽 기원의 종양; 별아교세포종, 신경모세포종, 신경아교종 및 신

경초종이 포함되는, 중추 및 말초 신경계의 종양; 흑색종, 정상피종, 기형암종, 골육종, 색소성 건피증, 각질가

시세포종, 갑상선 소포암 및 카포시 육종이 포함되는 기타 종양을 치료 또는 예방하는데 사용될 수 있다.  일부 

실시양태에서, 본 발명은 유방 암 및 종양을 치료 또는 예방하는데 사용될 수 있다.

예를 들어, NOD1 폴리펩티드, Nod1 핵산, NOD1 발현 또는 활성을 증가시킬 수 있는 작용제, 또는 이의 조합물이 <51>

종양 내로 또는 종양에 인접하게, 단독으로 또는 다른 인자 예컨대 TNF와 함께 주사되어, 종양 세포에 세포자멸

사가 진행되도록 할 수 있다.  따라서, 본 발명의 조성물 및 방법은 암을 치료하는데 사용될 수 있다. 

NOD1 발현 및 활성의 조정<52>

본 발명에 따르면, 증가된 NOD1 발현 및/또는 NOD1 활성은 종양의 퇴행을 촉진한다.  따라서, 본 발명은 포유동<53>

물에게 NOD1 폴리펩티드, Nod1 핵산, NOD1 발현 및/또는 활성을 증가시키는 작용제, 또는 이의 조합물을 투여함

으로써 포유동물에서 종양 성장을 치료 및 예방하는 방법을 제공한다.  NOD1 발현 또는 활성을 증가시키는 작용

제에는 NOD1의 전사, 번역 또는 활성을 증가시킬 수 있는 임의의 작용제가 포함된다.

따라서, NOD1 폴리펩티드 (예를 들어 서열 1), NOD1 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 (예를 들어 서열 2를 포함하는 <54>

핵산)을 투여함으로써 종양 퇴행의 발생이 증가 또는 촉진될 수 있다.  NOD1을 코딩하는 핵산은 용이한 조작, 

발현 및 복제를 위해 발현 카세트 내에 놓일 수 있고/있거나 벡터 내에서 유지될 수 있다.  NOD1을 코딩하고 

NOD1 폴리펩티드를 발현할 수 있는 핵산의 생성 방법이 하기에 더욱 상세하게 기술된다. 

NOD1 발현 또는 활성을 증가시키는 작용제에는 NOD1 활성을 증강시키는 소형 펩티드 리간드가 포함된다.  예를 <55>

들어, γ-D-글루타미-메소-디아미노피멜산 (iE-DAP), γ-D-Gln-DAP (iQ-DAP), D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γ

TriDAP), 및 이의 조합물이 NOD1 발현 또는 활성을 증가시킬 수 있다.  일부 실시양태에서, 오직 γ-D-글루타미

-메소-디아미노피멜산 (iE-DAP),  또는  오직  γ-D-Gln-DAP  (iQ-DAP),  또는 오직 D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 

(γTriDAP)만이 사용되거나 투여된다.  또다른 실시양태에서, γ-D-글루타미-메소-디아미노피멜산 (iE-DAP), γ

-D-Gln-DAP (iQ-DAP), 및/또는 D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP)의 조합물이 사용되거나 투여된다.

본 발명은 대상의 NOD1 활성을 변화시킬 수 있는 작용제를 제공하는 단계; 및 작용제를 대상의 NOD1 활성이 변<56>

화될 수 있는 조건 하에 대상에게 투여하는 단계를 포함하는, 대상에서 NOD1 활성을 조정하는 방법을 추가로 제

공한다.  일부 실시양태에서, 작용제를 대상에게 투여한 결과 대상 내의 종양이 퇴행된다.  본 발명은 특정 화

합물에 한정되지 않는다.  실제로, D-Ala-L-Glu-디아미노피멜산 (γTriDAP)을 포함하는 펩티드, 글루타민-디아

미노피멜산 디펩티드, 및 글루탐산-디아미노피멜산 디펩티드를 포함하는 펩티드 (예를 들어, iE-DAP, iQ-DAP, 

iE-DAP 또는 iQ-DAP의 유사체, 또는 iE-DAP 또는 iQ-DAP의 소형 분자 모방체)가 포함되지만 이에 한정되지 않는 

다양한 화합물이 구현된다.

조합 치료<57>

본  발명에서  NOD1-촉진제와  또다른  입수가능한  항-종양  치료제의  조합물을  사용하는  조성물  및  방법이  <58>

구현된다.  통상적인 항종양제의 투여량은 종종 가능한 한 낮게 유지되는데, 더 높은 투여량에서 부작용이 관찰

될 수 있기 때문이다.  본 발명에 따르면, NOD1 및/또는 NOD1 발현 또는 활성을 증가시키는 작용제와 입수가능

한 항종양제의 조합물은 이러한 항종양제가 효과적인 암의 범위를 개선시킬 수 있고, 이러한 항종양제의 필요한 

투여량을 감소시킬 수 있다.  따라서, 본 발명에서는 본 발명의 NOD1-관련 작용제와 1가지 이상의 항-종양 또는 

제암 작용제의 조합이 구현된다.  당업자에게 입수가능한 임의의 항-종양 및 제암 작용제를 본 발명의 NOD1-관

련 작용제와 함께 사용할 수 있다.  그러나, 일부 실시양태에서, 선택된 항-종양 또는 제암 작용제들은 작용 메

커니즘이 상이하거나, 약간 다른 유형의 암 또는 종양에 대해 작용한다.  예를 들어, 본 발명의 NOD1-관련 작용

제가 제암제 또는 면역 활성화제와 조합되어, NOD1의 세포자멸사-유발성(pro-apoptotic) 효과가 제암제의 항-신

생물성 효과 및/또는 면역 활성화제에 의해 유도되는 면역유발성(pro-immune) 응답과 조합될 수 있다.  또한, 

일부 경우에, 이러한 방법들에 추가적으로 방사선요법 또는 수술 치료가 수행되어, 치료 효과를 개선시킬 수 있

다.

본 발명의 NOD1-관련 작용제와 함께 사용될 수 있는 화학요법제의 예로는 알트레타민, 블레오마이신, 부술판, <59>
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칼슘 폴리네이트, 카페시타빈, 카르보플라틴, 카르무스틴, 클로람부실, 시스플라틴, 클라드리빈, 크리산타스파

스,  시클로포스파미드,  시트라빈,  다카르바진,  닥티노마이신,  다우노루비신,  도세탁셀,  독소루비신,  

에피루비신, 에토포시드, 플루다라빈, 플루오로우라실, 젬시타빈, 히드록시우레아, 이다루비신, 이포스파미드, 

이리노테칸, 리포좀형 독소루비신, 로무스틴, 멜팔란, 메르캅토퓨린, 메토트렉세이트, 미토마이신, 미톡산트론, 

옥살리플라틴, 파클리탁셀, 펜토스타틴, 프로카르바진, 랄티트렉세드, 스트렙토조신, 테가푸르-우라실, 테모졸

로미드, 티오테파, 티오구아닌, 토포테칸, 트레오술판, 빈블라스틴, 빈크리스틴, 빈데신, 비노렐빈, 및 이의 조

합물이 포함된다.

일부 실시양태에서, NOD1-관련 작용제는 1가지 이상의 호르몬과 함께 투여된다.  예를 들어, NOD1-관련 작용제<60>

는 1가지 이상의 안드로겐, 프로게스테론, 에스트로겐 또는 항-에스트로겐제와 함께 투여될 수 있다.  항-에스

트로겐제는 에스트로겐에 대해 응답성인 세포 또는 조직에 대해 길항 효과를 발휘함으로써, 또는 세포 표면 상

에 위치하는 수용체 부위에의 접근에 대해 에스테로겐과 경쟁함으로써 작용한다.  예를 들어, 약물 타목시펜 

(상표명: 놀바덱스(Nolvadex)) 또는 아리미덱스(Arimidex) (아나스트로졸(Anastrozole))가 사용될 수 있는 항-

에스트로겐제이다.  타목시펜은 유방암의 치료에서, 그리고 위험도가 높은 여성에서 유방암 발생을 감소시키기 

위해 사용되었다.  본원에 나타난 바와 같이, 타목시펜의 첨가는 γTriDAP-Nod1 유도 세포 사망을 부분적으로 

차단하였다.  따라서, 일부 예에서, 본 발명의 NOD1 조성물에서 타목시펜이 사용되지 않을 수 있다.  그러나, 

또다른 실시양태에서, NOD1 작용제의 투여를 포함하는 치료 요법에 포함되는 경우, 타목시펜이 유용할 수 있다. 

또다른 실시양태에서, 본 발명의 NOD1-관련 작용제는 종양 괴사 인자 α (TNFα)와 함께 투여된다.  TNFα는, <61>

예를  들어,  Pro-Spec  Tany  TechnoGene  Ltd.  (이스라엘)로부터  시판된다.   종양  괴사  인자의  서열을  

ncbi.nlm.nih.gov의 NCBI 데이타에서 확인할 수 있다.  인간 TNFα의 서열의 한 예가 하기에서 서열 4로 제공된

다.

<62>

세포자멸사<63>

본원에 기술된 바와 같이, NOD1은 종양 세포의 세포자멸사를 촉진할 수 있다.  종양 성장을 치료 또는 예방하기 <64>

위해, 당업자는 항종양제를 본원에 기술된 NOD1-관련 작용제와 조합하여 사용하는 것을 선택할 수 있다.  본 발

명의 NOD1-관련 작용제와 함께 다양한 항종양제를 함유하는 조성물을 당업자에게 입수가능한 다양한 방식으로 

테스트하여, 이러한 조성물들이 종양 퇴행 및/또는 종양 세포의 세포자멸사를 최적으로 촉진하는지 여부를 확인

할 수 있다.

예를  들어,  세포자멸사 동안  생산된 DNA  단편의 3'-OH  유리  말단의 TUNEL  (TdT-매개  dUTP  닉(nick)-말단 <65>

표지화)  표지화를 검출함으로써 세포자멸사를 분석할  수  있다  ([Gavrieli  et  al.  (1992)  J.  Cell  Biol.  

119:493]).  TUNEL 분석법은 180-bp (염기쌍) 올리고머 DNA 단편의 3'-OH 말단에 단편을 검출하기 위하여 색소

원 시스템 또는 형광 태그(tag)에 접합된 뉴클레오티드를 촉매적으로 부가하는 것으로 일반적으로 구성된다.  

180-bp 올리고머의 DNA 래더의 존재는 세포자멸사를 가리킨다.  TUNEL 방법을 기초로 하는, 세포 사망을 검출하

기  위한  절차는,  예를  들어,  Boehringer  Mannheim  (Cell  Death  Kit))  및  Oncor  (Apoptag  Plus)로부터  

시판된다.

현재  입수가능한 또다른  세포자멸사 마커는  상표명  APOPTEST™으로  판매되는 아넥신이다.  아넥신  마커는  <66>

"Apoptosis Detection Kit"에서 사용되고, 이러한 키트 또한, 예를 들어, R&D Systems에서 시판된다.  세포자

멸사 동안, 인지질이 외부 막 상에 노출되도록 세포막의 인지질 비대칭이 변화된다.  아넥신은 칼슘의 존재 하

에 인지질에 결합하는 단백질의 상동성 군이다.  아넥신을 검출하는 시약과 함께 제2의 시약인 프로피듐 요오다

이드 (PI)가 사용될 수 있고, 이는 DNA 결합 형광색소이다.  세포 집단이 양쪽 시약 모두에 노출되었을 때, 세

포자멸사성 세포는 아넥신에 대해 양성으로, PI에 대해 음성으로 염색되고, 괴사성 세포는 양쪽 모두에 대해 양

성으로 염색되는 반면, 살아 있는 세포는 양쪽 모두에 대해 음성으로 염색된다.  세포자멸사를 테스트하는 또다

른 방법들이 당업계에 공지되어 있고, 본 발명의 방법에서 사용될 수 있다.
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동물 모델, 예를 들어, 당업자에게 입수가능한 임의의 동물 모델 또는 본원에 기술 및 설명된 이종이식 모델을 <67>

사용함으로써 종양 퇴행을 평가할 수 있다. 

이종이식 모델<68>

본 발명은 마우스에서 종양을 형성할 수 있는 세포주를 포함하는 이종이식 모델을 또한 제공한다.  마우스에게 <69>

이러한 이종이식 세포를 접종했을 때, 종양이 나타난다.  본 발명의 이종이식 세포주는 Nod1 기능이 결여되고, 

본원에서 때때로 Nod1
-/-
 세포로 지칭된다.  놀랍게도, 무반응(null) Nod1 대립유전자와 대조적인 야생형의 존재

를 제외하고는 유전 배경이 동일한 세포는 신속하게 퇴행되는 종양을 형성한다.  Nod1 기능이 결여된 Nod1
-/-
 세

포만이 계속 성장하는 종양을 형성한다.  본 발명에 따르면, 이러한 단리된 Nod1
-/-
 세포는 종양 및 종양 퇴행을 

연구하는데 유용하다.  따라서 본 발명의 Nod1
-/-

 세포를 사용하여, 화학요법제를 개발하고 종양 발생의 메카니

즘을 조사할 수 있다.

본 발명의 단리된 Nod1
-/-
 세포주의 한 예는 MCF-7 C20 세포주이다.  본 발명가들은 C20 클론이 수컷 마우스에게 <70>

이식되었을 때 더욱 강건한 종양 성장을 관찰하였다.  중합효소 연쇄 반응 증폭 연구로 프로게스테론 수용체가 

MCF-7 C20 세포 및 기능성 Nod1 대립유전자가 재조합적으로 도입된 MCF-7 C20 세포 (즉, MCF-7 C20Nod1 세포)

에서 결손되어 있다는 것이 결정되었다.  추가적인 PCR 연구는 에스트로겐 수용체 알파가 각각의 모든 3종의 

MCF7 세포 유형 (야생형 MCF-7 세포, MCF-7 C20 세포 및 MCF-7 C20Nod1 세포)에 존재하였음을 나타냈다.

Nod1 발현 카세트 및 벡터<71>

본 발명에 따르면, NOD1 폴리펩티드가 재조합적으로 생산된 후, 정제되어, 대상에게 항종양제로서 투여될 수 있<72>

다.  또다른 실시양태에서, NOD1를 코딩하는 핵산이 발현 카세트 및/또는 발현 벡터 내에 놓일 수 있다.  이러

한 Nod1 발현 카세트 및 발현 벡터가 또한 항종양제로서 대상에게 투여될 수 있다.  따라서, 본 발명은 Nod1 발

현 카세트 및 Nod1 발현 벡터를 제공한다.

NOD1 폴리펩티드의 포유류 발현은 [Dijkema et al., EMBO J. (1985) 4: 761], [Gorman et al., Proc. Natl. <73>

Acad. Sci. USA (1982b) 79: 6777], [Boshart et al., Cell (1985) 41: 521] 및 미국 특허 4,399,216에 기술

된 바와 같이 이루어질 수 있다.  포유류 발현의 다른 특색은 [Ham and Wallace, Meth. Enz. (1979) 58: 44], 

[Barnes  and  Sato,  Anal.  Biochem.  (1980)  102:  255],  미국  특허  4,767,704,  4,657,866,  4,927,762,  

4,560,655, WO 90/103430, WO 87/00195, 및 미국 특허 RE 30,985에 기술된 바와 같이 용이해질 수 있다.  이같

은 Nod1 핵산의 사용은 내인성 Nod1 유전자의 발현을 증대시키거나 또는 대체할 수 있다.

Nod1 핵산은 선형 또는 원형 분자 내에 놓일 수 있다.  이는 자가 복제 분자 내에 또는 복제 서열이 없는 분자 <74>

내에 놓일 수 있다.  이는, 당업계에 공지된 바와 같이, 자신에 의해 또는 다른 조절 서열에 의해 조절될 수 있

다.  NOD1을 코딩하는 핵산 구축물은, 세포 내에서의 Nod1 서열의 전사를 제어하기 위해, 전사 조절 요소, 예컨

대 프로모터 요소, 인핸서 또는 UAS 요소, 및 전사 종결인자 신호를 포함할 수 있다.

Nod1  mRNA,  전장(全長) NOD1  단백질, NOD1  융합 단백질, NOD1  폴리펩티드, 또는 NOD1  폴리펩티드의 단편을 <75>

세포, 바람직하게는 진핵생물 세포 내로 전달하기 위한 목적으로, Nod1 핵산이 발현 카세트 또는 유전자 전달 

비히클에서 사용될 수 있다.  본 발명에 따르면, 유전자 전달 비히클은, 예를 들어, 네이키드(naked) 플라스미

드 DNA, 바이러스 발현 벡터, 또는 리포솜 또는 축합제와 접합된 본 발명의 Nod1 핵산일 수 있다.

당업계에서 입수가능한 다양한 기술, 예컨대 트랜스페린-다가양이온-매개 DNA 전달, 네이키드 또는 캡슐화 핵산<76>

으로의 형질감염, 리포솜-매개 DNA 전달, DNA-코팅 라텍스 비드(bead)의 세포내 운송, 원형질체 융합, 바이러스 

감염, 전기천공, 핵산 미세발사(microprojectile) 절차의 사용 및 인산칼슘-매개 형질감염을 사용하여 Nod1 핵

산을 적절한 숙주 세포 내로 도입할 수 있다.

본 발명의 한 실시양태에서, 유전자 전달 비히클은 프로모터 및 NOD1-코딩 핵산을 포함한다.  사용될 수 있는 <77>

프로모터의 예로는 조직-특이적 프로모터, 및 세포 증식에 의해 활성화되는 프로모터, 예컨대 티미딘 키나제 및 

티미딜레이트 합성효소 프로모터가 포함된다.  기타 바람직한 프로모터에는 바이러스로의 감염에 의해 활성화되

는 프로모터, 예컨대 α- 및 β-인터페론 프로모터, 및 에스트로겐과 같은 호르몬에 의해 활성화될 수 있는 프

로모터가 포함된다.  사용될 수 있는 기타 프로모터에는 몰로니(Moloney) 바이러스 LTR, CMV 프로모터, 및 마우

스 알부민 프로모터가 포함된다.
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유전자 전달 비히클은 바이러스 서열, 예컨대 바이러스 복제 기원 또는 패키징(packaging) 신호를 포함할 수 있<78>

다.  이러한 바이러스 서열은 아스트로바이러스, 코로나바이러스, 오르쏘믹소바이러스, 파포바바이러스, 파라믹

소바이러스, 파르보바이러스, 피코르나바이러스, 폭스바이러스, 레트로바이러스, 토가바이러스 또는 아데노바이

러스와 같은 바이러스로부터 선택될 수 있다.  일부 실시양태에서, 유전자 전달 비히클은 재조합 레트로바이러

스 벡터이다.  재조합 레트로바이러스 및 이의 다양한 용도가 [Mann et al., Cell 33:153, 1983], [Cane and 

Mulligan,  Proc.  Nat'l.  Acad.  Sci.  USA  81:6349,  1984],  [Miller  et  al.,  Human  Gene  Therapy  1:5-14,  

1990],  미국 특허 4,405,712,  4,861,719,  및 4,980,289,  및 PCT  출원 WO  89/02,468,  WO  89/05,349,  및 WO  

90/02,806이 예를 들어 포함되는 다수의 참조문헌에 기술되었다.  EP 0,415,731; WO 90/07936; WO 94/03622; 

WO  93/25698;  WO  93/25234;  미국 특허 5,219,740;  WO  9311230;  WO  9310218;  [Vile  and  Hart,  Cancer  Res.  

53:3860-3864, 1993]; [Vile and Hart, Cancer Res. 53:962-967, 1993]; [Ram et al., Cancer Res. 53:83-88, 

1993]; [Takamiya et al., J. Neurosci. Res. 33:493-503, 1992]; [Baba et al., J. Neurosurg. 79:729-735, 

1993] (미국 특허 4,777,127, GB 2,200,651, EP 0,345,242 및 WO91102805)에 기술된 것들이 예를 들어 포함되

는 다수의 레트로바이러스 유전자 전달 비히클이 본 발명에서 사용될 수 있다. 

사용될 수 있는 레트로바이러스의 예로는 조류 백혈증 바이러스 (ATCC No. VR-535 및 VR-247), 소 백혈병 바이<79>

러스 (VR-1315),  마우스 백혈병 바이러스 (MLV),  밍크-세포 포커스-유도 바이러스 ([Koch  el  al.,  J.  Vir.  

49:828, 1984]; 및 [Oliff et al., J. Vir. 48:542, 1983]), 마우스 육종 바이러스 (ATCC No. VR-844, 45010 

및 45016), 세망내피증 바이러스 (ATCC No. VR-994, VR-770 및 45011), 라우스 육종 바이러스, 메이슨-화이자

(Mason-Pfizer) 원숭이 바이러스, 비비원숭이 내인성 바이러스, 내인성 고양이과 레트로바이러스 (예를 들어, 

RD114), 및 레트로바이러스 벡터로 사용되는 마우스 또는 래트 gL30 서열이 포함된다.  재조합 레트로바이러스

가 생성될 수 있는 MLV의 균주로는 4070A  및 1504A  ([Hartley  and Rowe, J. Vir. 19:19, 1976]), 에이벌슨

(Abelson)  (ATCC  No.  VR-999),  프렌드(Friend) (ATCC  No.  VR-245),  그라피(Graffi) ([Ru  et  al.,  J.  Vir.  

67:4722, 1993]; 및 [Yantchev Neopksma 26:397, 1979]), 그로스(Gross) (ATCC No. VR-590), 커스텐(Kirsten) 

([Albino  et  al.,  J.  Exp.  Med.  164:1710,  1986]),  하비(Harvey) 육종 바이러스 ([Manly  el  al.,  J.  Vir.  

62:3540,  1988];  및 [Albino  et  al.,  J.  Exp.  Med.  164:1710,  1986])  및 라우셔(Rauscher) (ATCC  No.  VR-

998), 및 몰로니(Moloney) MLV (ATCC No. VR-190)가 포함된다.  사용될 수 있는 비-마우스 레트로바이러스는 

라우스 육종 바이러스, 예를 들어, 브라스티슬라바(Bratislava) ([Manly et al., J. Vir. 62:3540, 1988]; 및 

[Albino et al., J. Exp. Med. 164:1710, 1986]), 브라이언(Bryan) 고-역가 (예를 들어, ATCC No. VR-334, VR-

657, VR-726, VR-659, 및 VR-728), 브라이언 표준 (ATCC No. VR-140), 카르-질버(Carr-Zilber) ([Adgighitov 

et  al.,  Neoplasma  27:159,  1980]),  엔젤브레쓰-홀름(Engelbreth-Holm) ([Laurent  et  al.,  Biochem  Biophys  

Acta 908:241, 1987]), 해리스(Harris), 프라하(Prague) (예를 들어, ATCC No. VR-772, 및 45033), 또는 슈미

트-루핀(Schmidt-Ruppin) (예를 들어 ATCC No. VR-724, VR-725, VR-354) 바이러스이다.

본원에  제공된  개시내용  및  표준  재조합  기술  (예를  들어,  [Sambrook  et  al.,  Molecular  Cloning:  A  <80>

Laboratory Manual, 2nd Edition (1989)], [Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd 

Edition (2001)], 및 [Kunkle, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:488, 1985]) 하에 레트로바이러스 유전자 전

달 비히클을 조립 또는 구축하기 위하여 임의의 상기 레트로바이러스를 쉽게 사용할 수 있다.  레트로바이러스 

발현 벡터의 일부분은 상이한 레트로바이러스로부터 유래될 수 있다.  예를 들어, 레트로바이러스 LTR은 마우스 

육종 바이러스로부터, tRNA 결합 부위는 라우스 육종 바이러스로부터, 패키징 신호는 마우스 백혈병 바이러스로

부터, 그리고 두번째 가닥 합성 기원은 조류 백혈증 바이러스로부터 유래될 수 있다.  이러한 재조합 레트로바

이러스 벡터를 사용하여, 이를 적합한 패키징 세포주 내로 도입함으로써 형질도입 수용성 레트로바이러스 벡터 

입자를 생성시킬 수 있다 (일련 번호 071800,921 (1991년 11월 29일 출원) 참조).

재조합 레트로바이러스 게놈이 숙주 세포 DNA의 특정 영역 내로 부위-특이적으로 통합되도록 하는 재조합 레트<81>

로바이러스가 생산될 수 있다.  이같은 부위-특이적 통합은 내인성 NOD1 유전자를 돌연변이시키거나 대체하는데 

유용하다.  부위-특이적 통합은 레트로바이러스 입자 내로 혼입된 키메라성 인테그라제(integrase)에 의해 매개

될 수 있다 (일련 번호 08/445,466 (1995년 5월 22일 출원) 참조).  재조합 바이러스 유전자 전달 비히클이 복

제-결손 재조합 바이러스인 것이 바람직하다.

상기 기술된 레트로바이러스 유전자 전달 비히클과 사용하기에 적절한 패키징 세포주를 쉽게 제조할 수 있고 <82>

(WO 92/05266 참조), 재조합 바이러스 입자의 생산을 위한 프로듀서(producer) 세포주 (벡터 세포주 또는 "VC

L"로 또한 명명됨)를 생성시키는데 사용할 수 있다.  본 발명의 일부 실시양태에서, 패키징 세포주는 인간 (예

를 들어, HT1080 세포) 또는 밍크 어버이 세포주로부터 제조됨으로써, 인간 혈청에 의한 불활성화에서 살아남을 
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수 있는 재조합 레트로바이러스 유전자 전달 비히클이 생산되도록 한다.  이같은 재조합 레트로바이러스 유전자 

전달 비히클의 구축은 WO 91/02805에 상세하게 기술되어 있다.  이러한 재조합 레트로바이러스 유전자 전달 비

히클을 사용하여, 적합한 패키징 세포주 내로 이를 도입함으로써 형질도입 수용성 레트로바이러스 입자를 생성

시킬 수 있다.  유사하게, 아데노바이러스 유전자 전달 비히클을 또한 쉽게 제조할 수 있고, 본원에 제공된 개

시내용  하에  사용할  수  있다  (또한  [Berkner,  Biotechniques  6:616-627,  1988],  및  [Rosenfeld  et  al.,  

Science 252:431-434, 1991], WO 93/07283, WO 93/06223, 및 WO 93/07282 참조).

유전자 전달 비히클은 또한 재조합 아데노바이러스 유전자 전달 비히클일 수 있다.  이같은 비히클을 쉽게 제조<83>

할  수  있고,  본원에  제공된  개시내용 및  당업계에서 입수가능한 정보  하에  사용할  수  있다  (예를  들어,  

[Berkner,  Biotechniques  6:616,  1988],  및 [Rosenfeld  et  al.,  Science 252:431, 1991], WO 93/07283, WO 

93/06223, 및 WO 93/07282 참조).  아데노-연관 바이러스 유전자 전달 비히클을 또한 구축할 수 있고, 본 발명

의 단백질 또는 핵산을 시험관 내에서 또는 생체 내에서 세포에 전달하는데 사용할 수 있다.  시험관 내에서의 

아데노-연관 바이러스 유전자 전달 비히클의 용도가 [Chatteijee  et  al.,  Science  258:  1485-1488  (1992)],  

[Walsh  et  al.,  Proc.  Nat'l.  Acad.  Sci.  89:  7257-7261  (1992)],  [Walsh  et  al.,  J.  Clin.  Invest.  94:  

1440-1448 (1994)], [Flotte et al., J. Biol. Chem. 268: 3781-3790 (1993)], [Ponnazhagan et al., J. Exp. 

Med. 179: 733-738 (1994)], [Miller et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. 91: 10183-10187 (1994)], [Einerhand 

et al., Gene Ther. 2: 336-343 (1995)], [Luo et al., Exp. Hematol. 23: 1261-1267 (1995)], 및 [Zhou et 

al., Gene Therapy 3: 223-229 (1996)]에 기술되어 있다.  이러한 비히클의 생체내 용도가 [Flotte et al., 

Proc. Nat'l Acad. Sci. 90: 10613-10617(1993)], 및 [Kaplitt et al., Nature Genet. 8:148-153 (1994)]에 

기술되어 있다.

본 발명의 또다른 실시양태에서, 유전자 전달 비히클은 토가바이러스로부터 유래된다.  이같은 토가바이러스에<84>

는 미국 특허 일련 번호 08/405,627 (1995년 3월 15일 출원), WO 95/07994에 기술된 것들과 같은 알파바이러스

가 포함된다.  신드비스(Sindbis) 및 ELVS 바이러스가 포함되는 알파 바이러스는 본 발명의 핵산에 대한 유전자 

전달 비히클일 수 있다.  알파 바이러스가 WO 94/21792, WO 92/10578 및 WO 95/07994에 기술되어 있다.  본 발

명에 따라 세포에 핵산을 전달하는데 여러 상이한 알파바이러스 유전자 전달 비히클 시스템을 구축하여 사용할 

수 있다.  이같은 시스템의 전형적인 대표적인 예로는 미국 특허 5,091,309 및 5,217,879에 기술된 것들이 포함

된다.  일부 실시양태에서, 본 발명에서 사용하기 위한 알파바이러스 유전자 전달 비히클에는 WO 95/07994에 기

술된 것들이 포함된다.

또한 재조합 바이러스 비히클은 신드비스 바이러스를 기초로 하는 재조합 알파바이러스 바이러스 비히클일 수 <85>

있다.  신드비스 구축물, 뿐만 아니라 다수의 유사한 구축물은 쉽게 제조될 수 있다.  신드비스 바이러스 유전

자 전달 비히클은 신드비스 바이러스 전사를 개시시킬 수 있는 5' 서열, 신드비스 비-구조적 단백질을 코딩하는 

뉴클레오티드 서열, 단편 전사를 방지하도록 불활성화된 바이러스 접합 영역, 및 신드비스 RNA 중합효소 인식 

서열을 전형적으로 포함한다.  임의로, 핵산 전사가 감소되거나, 증가되거나 또는 유지되도록 바이러스 접합 영

역이 변형될 수 있다.  당업자가 인식할 바와 같이, 다른 알파바이러스로부터의 상응하는 영역이 상기 기술된 

것들 대신 사용될 수 있다.

알파바이러스-유래 유전자 전달 비히클의 바이러스 접합 영역은 핵산의 전사를 방지하기 위해 불활성화된 제1 <86>

바이러스 접합 영역 및 핵산 전사가 감소되도록 변형된 제2 바이러스 접합 영역을 포함할 수 있다.  알파바이러

스-유래 비히클은 cDNA로부터 바이러스 RNA의 합성을 개시시킬 수 있는 5' 프로모터, 및 전사 종결을 제어하는 

3' 서열을 또한 포함할 수 있다.

본 발명에서 사용될 수 있는 또다른 재조합 토가바이러스 유전자 전달 비히클에는 셈리키 포레스트(Semliki <87>

Forest) 바이러스 (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), 미들베르그(Middleberg) 바이러스 (ATCC VR-370), 로스 리버

(Ross River) 바이러스 (ATCC VR-373; ATCC VR-1246), 베네주엘라 말 뇌염 바이러스 (ATCC VR923; ATCC VR-

1250; ATCC VR-1249; ATCC VR-532)로부터 유래된 것들, 및 미국 특허 5,091,309 및 5,217,879, 뿐만 아니라 WO 

92/10578에 기술된 것들이 포함된다.

본 발명에서 사용하기에 적절한 또다른 바이러스 유전자 전달 비히클에는, 예를 들어, 폴리오바이러스 ([Evans <88>

et al., Nature 339:385, 1989], 및 [Sabin et al., J. Biol. Standardization 1:115, 1973]) (ATCC VR-58); 

리노바이러스 ([Arnold et al., J. Cell. Biochem. L401, 1990]) (ATCC VR-1110); 폭스바이러스, 예컨대 카나

리아 폭스바이러스 또는 우두 바이러스 ([Fisher-Hoch et al., PROC. NATL. ACAD. SCI. U.S.A. 86:317, 1989]; 

[Flexner et al., Ann. N.Y. Acad. Sci. 569:86, 1989]; [Flexner et al., Vaccine 8:17, 1990]; 미국 특허 
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4,603,112  및  4,769,330;  WO  89/01973)  (ATCC  VR-111;  ATCC  VR-2010);  SV40  ([Mulligan  et  al.,  Nature  

277:108,  1979])  (ATCC  VR-305),  ([Madzak  et  al.,  J.  Gen.  Vir.  73:1533,  1992]);  인플루엔자 바이러스 

([Luytjes et al., Cell 59:1107, 1989]; [McMicheal et al., The New England Journal of Medicine 309:13, 

1983]; 및 [Yap et al., Nature 273:238, 1978]) (ATCC VR-797); 파르보바이러스 예컨대 아데노-연관 바이러스 

([Samulski et al., J. Vir. 63:3822, 1989], 및 [Mendelson et al., Virology 166:154, 1988]) (ATCC VR-

645); 단순 헤르페스 바이러스 ([Kit et al., Adv. Exp. Med. Biol. 215:219, 1989]) (ATCC VR-977; ATCC VR-

260);  [Nature  277:  108,  1979]);  인간 면역결핍 바이러스 (EPO  386,882,  [Buchschacher  et  al.,  J.  Vir.  

66:2731, 1992]); 홍역 바이러스 (EPO 440,219) (ATCC VR-24); A (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), 아우라(Aura) 

(ATCC VR-368), 베바루(Bebaru) 바이러스 (ATCC VR-600; ATCC VR-1240), 카바소우(Cabassou) (ATCC VR-922), 

치쿤구니아(Chikungunya) 바이러스 (ATCC VR-64; ATCC VR-1241), 포트 모르간(Fort Morgan) (ATCC VR-924), 게

타(Getah)  바이러스 (ATCC  VR-369;  ATCC  VR-1243),  키질라가츠(Kyzylagach) (ATCC  VR-927),  마야로(Mayaro) 

(ATCC VR-66), 무캄보(Mucambo) 바이러스 (ATCC VR-580; ATCC VR-1244), 엔두무(Ndumu) (ATCC VR-371), 픽수나

(Pixuna) 바이러스 (ATCC VR-372; ATCC VR-1245), 토네이트(Tonate) (ATCC VR-925), 트리니티(Triniti) (ATCC 

VR-469),  우나(Una)  (ATCC  VR-374),  와타로아(Whataroa)  (ATCC  VR-926),  Y-62-33  (ATCC  VR-375),  오뇽

(O'Nyong) 바이러스, 동부 뇌염 바이러스 (ATCC VR-65; ATCC VR-1242), 서부 뇌염 바이러스 (ATCC VR-70; ATCC 

VR-1251;  ATCC  VR-622;  ATCC  VR-1252).  및  코로나바이러스 ([Hamre  et  al.,  Proc.  Soc.  Exp.  Biol.  Med.  

121:190, 1966]) (ATCC VR-740)로부터 유래된 것들이 포함된다.

또한 본 발명의 핵산이 축합제와 조합되어 유전자 전달 비히클이 형성될 수 있다.  일부 실시양태에서, 축합제<89>

는 다가양이온, 예컨대 폴리라이신, 폴리아르기닌, 폴리오르니틴, 프로타민, 스퍼민, 스퍼미딘, 및 푸트레신이

다.  축합제와 핵산 사이에 결합을 만들기 위한 많은 적절한 방법이 당업계에 공지되어 있다 (예를 들어, 일련 

번호 08/366,787 (1994년 12월 30일 출원) 참조).

별법적인 실시양태에서, Nod1 핵산 또는 NOD1 폴리펩티드가 리포솜과 회합되어 유전자 전달 비히클이 형성된다.  <90>

리포솜은 지질 2층으로 둘러싸인 수성 구획으로 구성된 소형 지질 소포이고, 전형적으로 직경이 수백 옹스트롬

인 구형 또는 약간 길쭉한 구조이다.  적합한 조건 하에, 리포솜은 세포의 형질막, 또는 리포솜이 내재된 세포 

내의 세포내이입 소포의 막과 융합됨으로써, 내용물을 세포질 내로 방출할 수 있다.  그러나, 세포 표면과의 상

호작용 전에, 리포솜 막은 리포솜의 내용물을 예를 들어 분해 효소로부터 격리시키고 보호하는, 비교적 불투과

성인 배리어로 작용한다.   추가적으로, 리포솜이 합성 구조물이기 때문에, 바람직한 특색이 혼입된 특별하게 

디자인된 리포솜을 제조할  수  있다.   [Stryer,  Biochemistry,  pp.  236-240,  1975  (W.  H.  Freeman,  San  

Francisco,  Calif)];  [Szoka  et  al.,  Biochim.  Biophys.  Acta  600:1,  1980];  [Bayer  et  al.,  Biochim.  

Biophys.  Acta.  550:464,  1979];  [Rivnay  et  al.,  Meth.  Enzymol.  149:119,  1987];  [Wang  et  al.,  PROC.  

NATL.  ACAD.  SCI.  U.S.A.  84:7851,  1987],  [Plant  et  al.,  Anal.  Biochem.  176:420,  1989],  및 미국 특허 

4,762,915  참조.   리포솜은 DNA,  RNA,  플라스미드, 본  발명에 개시된 것들과 같은 핵산을 포함하는 발현 

구축물, 및 NOD1 폴리펩티드가 포함되는 다양한 핵산 및 폴리펩티드 분자를 캡슐화할 수 있다. 

본 발명에서 사용하기 위한 리포솜 제제에는 양이온성 (양성 전하), 음이온성 (음성 전하) 및 중성 제제가 포함<91>

된다.   양이온성 리포솜은 기능성 형태의 플라스미드 DNA ([Feigner  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  

84:7413-7416, 1987]), mRNA ([Malone et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6077-6081, 1989]), 및 정제된 

전사 인자 ([Debs et al., J. Biol. Chem. 265:10189-10192, 1990])의 세포내 전달을 매개하는 것으로 나타났

다.  양이온성 리포솜은 쉽게 입수가능하다.  예를 들어, N[1-2,3-디올레일옥시)프로필]-N,N,N-트리에틸암모늄 

(DOTMA)  리포솜은 상표명  Lipofectin™으로  GIBCO  BRL  (Grand  Island,  N.Y.)로부터  입수가능하다.  또한  

[Feigner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US491: 5148-5152.87, 1994] 참조.  또다른 시판되는 리포솜에는 

Transfectace (DDAB/DOPE) 및 DOTAP/DOPE (Boerhinger)가 포함된다.  또다른 양이온성 리포솜을 당업계에서 입

수가능한 기술을 사용하여 쉽게 입수가능한 재료들로부터 제조할 수 있다.  예를 들어, DOTAP (1,2-비스(올레일

옥시)-3-(트리메틸암모니오)프로판) 리포솜 합성의 설명에 대해서 [Szoka et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 

75:4194-4198, 1978]; 및 WO 90/11092 참조.

유사하게, 음이온성 및 중성 리포솜이 Avanti Polar Lipids (Birmingham, Ala.)로부터와 같이 쉽게 입수가능하<92>

거나, 또는 쉽게 입수가능한 재료들로부터 용이하게 제조할 수 있다.  이같은 재료에는 포스파티딜 콜린, 콜레

스테롤, 포스파티딜 에탄올아민, 디올레일포스파티딜 콜린 (DOPC), 디올레일포스파티딜 글리세롤 (DOPG), 디올

레일포스파티딜 에탄올아민 (DOPE) 등이 포함된다.  또한 이러한 재료들을 적합힌 비율로 DOTMA 및 DOTAP 출발 

재료와 혼합할 수 있다.  이러한 재료들을 사용하여 리포솜을 제조하는 방법은 당업계에 주지되어 있다.
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리포솜은 다층 소포 (MLV), 소형 단층 소포 (SUV), 또는 대형 단층 소포 (LUV)를 포함할 수 있다.  다양한 리포<93>

솜-핵산 복합체가 당업계에 공지된 방법을 사용하여 제조된다.  예를 들어, [Straubinger et al., METHODS OF 

IMMUNOLOGY  (1983),  Vol.  101,  pp.  512-527];  [Szoka  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  87:3410-3414,  

1990];  [Papahadjopoulos  et  al.,  Biochim.  Biophys.  Acta  394:483,  1975];  [Wilson  et  al.,  Cell  17:77,  

1979];  [Deamer  and  Bangham,  Biochim.  Biophys.  Acta 443:629, 1976]; [Ostro et al., Biochem. Biophys. 

Res.  Commun.  76:836,  1977];  [Fraley  et  al.,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  76:3348,  1979];  [Enoch  and  

Strittmatter,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  76:145,  1979];  [Fraley  et  al.,  J.  Biol.  Chem.  255:10431,  

1980];  [Szoka  and  Papahadjopoulos,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA 75:145, 1979]; 및 [Schaefer-Ridder et 

al., Science 215:166, 1982] 참조.

또한, 지질단백질이 세포에의 전달을 위해 본 발명의 핵산과 함께 포함될 수 있다.  이같은 지질단백질의 예로<94>

는 킬로마이크론, HDL, IDL, LDL, 및 VLDL이 포함된다.  이러한 단백질들의 돌연변이체, 단편 또는 융합물 또한 

사용될 수 있다.  천연 발생 지질단백질의 변형물, 예컨대 아세틸화 LDL이 또한 사용될 수 있다.  이러한 지질

단백질은 핵산의 전달을 지질단백질 수용체를 발현하는 세포에 표적화시킬 수 있다.  일부 실시양태에서, 지질

단백질이 핵산과 함께 포함되는 경우, 다른 표적화 리간드가 조성물에 포함되지 않는다.

특정 조직에 대한 Nod1  핵산의 수용체-매개 표적화 전달을 또한 사용할 수  있다.   수용체-매개 DNA  전달 <95>

기술은, 예를 들어, [Findeis et al. (1993), Trends in Biotechnol. 11, 202-05]; [Chiou et al. (1994), 

GENE  THERAPEUTICS:  METHODS  AND  APPLICATIONS  OF  DIRECT  GENE  TRANSFER  (J.  A.  Wolff,  ed.)];  [Wu  &  Wu  

(1988),  J.  Biol.  Chem.  263, 621-24]; [Wu et al. (1994), J. Biol. Chem. 269, 542-46]; [Zenke et al. 

(1990), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 3655-59]; [Wu et al. (1991), J. Biol. Chem. 266, 338-42]에 

기술되어 있다.

또다른 실시양태에서, 예를 들어, WO 90/11092 및 미국 특허 5,580,859에 기술된 바와 같이, 네이키드 핵산 분<96>

자가 유전자 전달 비히클로 사용된다.  이같은 유전자 전달 비히클은 DNA 또는 RNA일 수 있고, 특정 실시양태에

서는 죽은 아데노바이러스에 연결된다.  [Curiel et al., Hum. Gene.  Ther. 3:147-154, 1992].  또다른 적절

한 비히클에는 DNA-리간드 ([Wu et al., J. Biol. Chem. 264:16985-16987, 1989]), 지질-DNA 조합물 ([Feigner 

et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413 7417, 1989]), 리포솜 ([Wang et al., Proc. Natl. Acad Sci. 

84:7851-7855, 1987]) 및 미세발사체 ([Williams et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 88:2726-2730, 1991])가 포

함된다.

핵산을 생분해성 라텍스 비드 상에 코팅함으로써 세포 내로의 네이키드 핵산 흡수 효율을 증가시킬 수 있다.  <97>

이러한 접근법은 라텍스 비드가 배양 중인 세포와 함께 인큐베이션되었을 때 효율적으로 수송되어 세포의 핵주

위 영역 내에 농축된다는 관찰의 장점을 취한다.  근육 내로 주사되는 경우, 비드는 세포 내로 수송될 것이다.  

핵산이  코팅된  라텍스  비드는  라텍스  비드에  의해  세포내이입이 개시된  후  세포  내로  효율적으로 수송될  

것이고, 따라서 유전자 전달 및 발현 효율을 증가시킬 것이다.  비드의 소수성이 증가되도록 비드를 처리함으로

써 엔도솜의 파괴 및 세포질 내로의 핵산 방출을 촉진하는 것에 의해 이러한 방법이 추가로 개선될 수 있다.

NOD1-코딩 핵산이 유사한 방식으로 세포 내로 도입될 수 있다.  기계적 방법, 예컨대 미세주사, 리포솜-매개 형<98>

질감염, 전기천공, 또는 인산칼슘 침전을 사용하여, 세포자멸사 및/또는 종양 세포 사망을 촉진하기 위해 NOD1 

핵산 구축물을 세포 내로 도입할 수 있다.  별법적으로, 세포가 DNA 구축물을 안정적으로 유지하는 것을 원하는 

경우, 당업계에 공지된 바와 같이, 구축물을 플라스미드 상에 공급하여 별도의 요소로 유지시키거나 또는 세포

의 게놈 내로 통합시킬 수 있다.

DNA 구축물을 포함하는 상동성 재조합 세포가 형성되도록 상동성 재조합에 의해 NOD1 표적화 서열, 조절 서열, <99>

엑손 및 쌍을 이루지 않은 스플라이스 도너 부위를 포함하는 DNA 구축물을 내인성 Nod1 유전자와 인-프레임(in-

frame)으로 도입함으로써 세포 내에서의 내인성 Nod1 유전자의 발현이 또한 변화될 수 있다.  새로운 전사 단위

를 사용하여 Nod1 유전자를 원하는 대로 키거나 끌 수 있다.  내인성 유전자 발현에 영향을 미치는 이러한 방법

이 미국 특허 5,641,670에 교시되어 있다.

전달된 NOD1 핵산이 조직 또는 세포주의 게놈 내로 통합되는 것을 당업계에 공지된 임의의 방법에 의해 모니터<100>

링할 수 있다.  예를 들어, 전달된 NOD1 핵산의 써던(Southern) 블롯팅을 수행할 수 있다.  전달된 핵산의 단편

의 크기에서의 변화는 통합을 가리킨다.  전달된 핵산의 복제는 NOD1 프로브에의 혼성화와 조합된 표지된 뉴클

레오티드의 혼입을 검출함으로써 특히 모니터링할 수 있다.  NOD1  핵산의 발현은 전달된 핵산에 혼성화하는 

NOD1 mRNA의 생산을 검출함으로써 또는 NOD1 단백질을 검출함으로써 모니터링할 수 있다.  NOD1 단백질은 면역

- 19 -

공개특허 10-2007-0107152



학적으로 검출할 수 있다.

RIP2 조정인자<101>

본 발명에 따르면, "키나제-결핍" RIP2가 세포에서 발현될 때 세포가 세포자멸사에 감작된다.  본원에서 사용된 <102>

"키나제-결핍" RIP2는 키나제 기능이 실질적으로 없는 RIP2 폴리펩티드를 의미한다.  따라서, 본 발명은 키나제 

활성이 없는 RIP2 폴리펩티드, RIP2 키나제 억제제, 뿐만 아니라 키나제-결핍 RIP2 발현용 발현 카세트 및 발현 

벡터를 제공한다.  

RIP2는 카르복실 말단에 CARD 도메인을 함유하는 세린/트레오닌 키나제이고, 과발현 시스템에서 NF-κB 활성화<103>

를 유도하는 것으로 나타났다.  또한 RIP2는 선천성 및 적응성 면역 응답 모두를 조절하는데 있어서 역할을 하

는 것으로 나타났다.  Rip2가 결핍된 마우스에서는 Toll형 수용체 작동제 예컨대 지질다당류 (LPS)에 대해 약독

화된 면역 응답만이 개시되었다

RIP2에 대한 서열이, 예를 들어, NCBI 데이타베이스에서 제공된다.  웹사이트 ncbi.nlm.nih.gov 참조.  예를 들<104>

어, 인간 RIP2에 대한 한 아미노산 서열이 하기에 용이한 참조를 위해 서열 5 (NCBI 접속 번호 AAC27722; gi: 

3342910)로 제공된다.

<105>

상기에서 지시되고, 실시예에서 더욱 상세하게 기술되는 바와 같이, 키나제-결핍 RIP2를 발현하는 세포는 RIP2<106>

의 다른 도메인 및 기능 (예를 들어 CARD 도메인)이 대부분 기능성일 때 세포자멸사에 대해 감작된다.  따라서, 

본 발명은 세포를 RIP2 키나제를 억제할 수 있는 작용제와 접촉시킴으로써 세포자멸사에 대해 세포를 감작시키

는 방법에 관한 것이다.  또다른 실시양태에서, 본 발명은 포유동물에게 치료적 유효량의 RIP2 키나제 억제제를 

투여함으로써 동물에서 암을 치료하는 방법에 관한 것이다.  또한 RIP2 키나제 억제제는 NOD1 폴리펩티드 또는 

Nod1 핵산, 또는 NOD1 활성을 조정하는 작용제와 함께 투여될 수 있다.

임의의 입수가능한 RIP2 억제제를 본 발명의 조성물 및 방법에서 사용할 수 있다.  일부 실시양태에서, p38 억<107>

제제를 사용하여 RIP2 키나제 기능을 억제할 수 있다.  예를 들어, RIP2를 억제하는데 사용될 수 있는 p38 억제

제에는  2-(4-클로로페닐)-4-(4-플루오로페닐)-5-피리딘-4-일-1,2-디히드로피라졸-3-온, SC68376,  SB203580(요

오도), SB202190, SB203580, SB203580 (술폰), PD169316, SB220025, SKF-86002, SB239063, 또는 ML3163이 포

함된다.  SB220025, SB203580 및 PD169316의 구조식이 하기에 제공된다.

- 20 -

공개특허 10-2007-0107152



<108>

이러한 억제제들은 p38을 억제하는데 사용되는 것과 유사한 농도로 사용될 수 있다.<109>

또다른 실시양태에서, 본 발명은 테스트제가 RIP2 키나제 활성을 억제할 수 있는지 여부를 관찰함으로써 RIP2 <110>

억제제를 확인하는 방법을 제공한다.  이러한 방법은 시험관내에서 또는 생체내에서 수행될 수 있다.  RIP2 분

석이 테스트제의 부재 하에 수행되는 대조군이 포함될 수 있다.  테스트제의 존재하에서의 RIP2의 감소된 활성

은 테스트제가 RIP2 억제제라는 것을 가리킨다.

조성물<111>

세포자멸사 및 종양 퇴행을 촉진하거나, NOD1 활성을 조정하거나, 또는 암성 용태 또는 부적합한 세포 성장과 <112>

관련된 기타 질환과 관련된 1가지 이상의 증상에서의 감소를 달성하기 위해 NOD1 폴리펩티드 및 NOD1 리간드 

(이들의 염 포함), 뿐만 아니라 NOD1 핵산 및/또는 RIP2 키나제 억제제가 투여된다.  항종양제, 화학요법제, 

TNF, RIP2 키나제 억제제, RIP2 키나제-결핍 폴리펩티드, RIP2 키나제-결핍 폴리펩티드를 코딩하는 핵산 등과 

같은 또다른 작용제들이 본원에 기술된 바와 같이 포함될 수 있다.

원하는 효과(들)을 달성하기 위해, NOD1 폴리펩티드, 리간드, 핵산, 및 이들과 다른 작용제들과의 조합물이 단<113>

일 투여량 또는 분할 투여량으로 투여될 수 있다.  예를 들어, NOD1 폴리펩티드, 리간드 및 핵산은 체중 1 ㎏ 

당 적어도 약 0.01 mg/kg 내지 약 500 내지 750 mg/kg, 적어도 약 0.01 mg/kg 내지 약 300 내지 500 mg/kg, 적

어도 약 0.1 mg/kg 내지 약 100 내지 300 mg/kg, 또는 적어도 약 1 mg/kg 내지 약 50 내지 100 mg/kg의 투여량

으로 투여될 수 있지만, 또다른 투여량이 이로운 결과를 제공할 수 있다.  투여되는 양은 선택된 폴리펩티드, 

리간드 또는 핵산, 질환, 체중, 신체 상태, 건강, 포유동물의 연령, 예방 또는 치료가 달성되는지 여부, 및 폴

리펩티드, 리간드 또는 핵산이 화학적으로 변형되었는지 여부가 포함되지만 이에 한정되지 않는 다양한 인자에 

따라 변할 것이다.  이같은 인자는 동물 모델을 사용하는 임상의 또는 당업계에서 입수가능한 또다른 테스트 시

스템에 의해 쉽게 결정될 수 있다.

본 발명에 따른 치료제의 투여는, 예를 들어, 수용자의 생리학적 상태, 투여 목적이 치료 또는 예방인지 여부, <114>

및 숙련된 실행자에게 공지된 기타 인자에 따라, 단일 용량, 다중 용량, 또는 연속 또는 간헐 방식일 수 있다.  

본 발명의 폴리펩티드, 리간드, 핵산 및 기타 작용제의 투여는 본질적으로 미리 선택된 기간에 걸쳐 연속적일 

수 있거나, 또는 일련의 간격 용량일 수 있다.  국소 및 전신 투여 모두 구현된다.

조성물을 제조하기 위해, 폴리펩티드, 리간드, 핵산 및 작용제를 합성하거나 다른 방식으로 수득하고, 필요하거<115>

나 원한다면 정제한 후, 동결건조 및 안정화시킨다.  그 후, 폴리펩티드, 리간드, 또는 핵산을 적합한 농도로 

조정하고, 임의로 또다른 작용제들과 조합한다.  단위 용량 내에 포함된 소정의 폴리펩티드, 리간드, 또는 핵산

의 절대 중량은 광범위하게 변할 수 있다.  예를 들어, 약 0.01 내지 약 2 g, 또는 약 0.1 내지 약 500 mg의 1

가지 이상의 본 발명의 폴리펩티드, 핵산 또는 항체, 또는 다수의 폴리펩티드, 리간드, 및 핵산이 투여될 수 있

다.  별법적으로, 단위 투여량은 약 0.01 g 내지 약 50 g, 약 0.01 g 내지 약 35 g, 약 0.1 g 내지 약 25 g, 

약 0.5 g 내지 약 12 g, 약 0.5 g 내지 약 8 g, 약 0.5 g 내지 약 4 g, 또는 약 0.5 g 내지 약 2 g으로 다양할 

수 있다.

본 발명의 폴리펩티드, 리간드, 또는 핵산의 1일 용량 또한 다양할 수 있다.  이같은 1일 용량은, 예를 들어, <116>
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약 0.1 g/일 내지 약 50 g/일, 약 0.1 g/일 내지 약 25 g/일, 약 0.1 g/일 내지 약 12 g/일, 약 0.5 g/일 내지 

약 8 g/일, 약 0.5 g/일 내지 약 4 g/일, 및 약 0.5 g/일 내지 약 2 g/일 범위일 수 있다.

따라서, 본 발명의 치료용 폴리펩티드, 리간드, 또는 핵산을 포함하는 1개 이상의 적절한 단위 투약 제형이 경<117>

구, 비경구 (피하, 정맥내, 근육내 및 복강내 포함), 직장, 피부, 경피, 흉부내, 폐내 및 비강내 (호흡기) 경로

가 포함되는 다양한 경로에 의해 투여될 수 있다.  일부 실시양태에서, NOD1 폴리펩티드, 리간드 또는 핵산은 

종양 또는 암 부위에 국소적으로 투여된다.

또한 치료제는 지속 방출용으로 제형화될 수 있다 (예를 들어, 마이크로캡슐화 사용, WO 94/07529, 및 미국 특<118>

허 4,962,091 참조).  적합한 경우, 제형이 개별적인 단위 투약 제형으로 편리하게 제시될 수 있고, 제약 업계

에 주지된 임의의 방법에 의해 제조될 수 있다.  이같은 방법은 치료제를 액체 담체, 고체 매트릭스, 반-고체 

담체, 미세 분할 고체 담체 또는 이들의 조합물과 혼합하는 단계, 및 이어서 필요한 경우 제품을 원하는 전달 

시스템 내로 도입하거나 성형하는 단계를 포함할 수 있다.

본 발명의 치료제가 경구 투여용으로 제조되는 경우, 일반적으로 이는 제약상 허용가능한 담체, 희석제 또는 부<119>

형제와 혼합되어 제약 제형, 또는 단위 투약 제형을 형성한다.  경구 투여를 위해, 치료제는 분말, 과립 제형, 

용액, 현탁액, 에멀션으로서, 또는 츄잉검(chewing gum)으로부터 활성 성분의 섭취를 위해 천연 또는 합성 중합

체 또는 수지 내에 존재할 수 있다.  또한 치료제는 볼루스(bolus), 연약 또는 페이스트(paste)로 존재할 수 있

다.  경구 투여되는 본 발명의 치료제는 지속 방출용으로 제형화될 수 있고, 예를 들어, 치료제가 코팅되거나, 

마이크로캡슐화되거나, 또는 지속 전달 장치 내에 놓일 수 있다.  이같은 제형 내의 전체 활성 성분은 제형의 

0.001 내지 99.9 중량％를 이룬다.

"제약상 허용가능한"은 제형의 다른 성분과 상용성이고 이의 수용자에게 해롭지 않은 담체, 희석제, 부형제 및/<120>

또는 염을 의미한다.

본 발명의 치료제를 함유하는 제약 제형은 주지되고 쉽게 입수가능한 성분들을 사용하여 당업계에 공지된 절차<121>

에 의해 제조할 수 있다.  예를 들어, 치료제를 통상적인 부형제, 희석제 또는 담체와 배합하여, 정제, 캡슐, 

용액, 현탁액, 분말, 에어로졸 등으로 형성시킬 수 있다.  이같은 제형에 적절한 부형제, 희석제, 및 담체의 예

로는 완충액, 뿐만 아니라 충전제 및 증량제 예컨대 전분, 셀룰로스, 당, 만니톨 및 규산 유도체가 포함된다.  

결합제 예컨대 카르복시메틸 셀룰로스, 히드록시메틸셀룰로스, 히드록시프로필 메틸셀룰로스 및 기타 셀룰로스 

유도체, 알기네이트, 젤라틴, 및 폴리비닐-피롤리돈이 또한 포함될 수 있다.  보습제 예컨대 글리세롤, 붕해제 

예컨대 탄산칼슘 및 중탄산나트륨이 포함될 수 있다.  용해를 지연시키는 작용제 예컨대 파라핀이 또한 포함될 

수 있다.  흡수 가속화제 예컨대 4차 암모늄 화합물이 또한 포함될 수 있다.  계면활성제 예컨대 세틸 알콜 및 

글리세롤 모노스테아레이트가 포함될 수 있다.  흡착성 담체 예컨대 카올린 및 벤토나이트가 첨가될 수 있다.  

윤활제 예컨대 탈크, 칼슘 및 마그네슘 스테아레이트, 및 고체 폴리에틸 글리콜이 또한 포함될 수 있다.  방부

제가 또한 첨가될 수 있다.  본 발명의 조성물은 증점제 예컨대 셀룰로스 및/또는 셀룰로스 유도체를 또한 함유

할 수 있다.  조성물은 검 예컨대 잔탄, 구아 또는 카르보 검 또는 아라비아 검, 또는 별법적으로 폴리에틸렌 

글리콜, 벤톤 및 몬모릴로나이트 등을 또한 함유할 수 있다.

예를 들어, 본 발명의 치료제를 함유하는 정제 또는 캐플릿(caplet)은 완충제 예컨대 탄산칼슘, 산화마그네슘 <122>

및 탄산마그네슘을 포함할 수 있다.  캐플릿 및 정제는 불활성 성분 예컨대 셀룰로스, 예비젤라틴화 전분, 이산

화규소, 히드록시 프로필 메틸 셀룰로스, 스테아르산마그네슘, 미세결정질 셀룰로스, 전분, 탈크, 이산화티탄, 

벤조산, 시트르산, 옥수수 전분, 미네랄 오일, 폴리프로필렌 글리콜, 인산나트륨, 스테아르산아연 등을 또한 포

함할 수 있다.  1가지 이상의 본 발명의 치료제를 함유하는 경질 또는 연질 젤라틴 캡슐은 불활성 성분 예컨대 

젤라틴, 미세결정질 셀룰로스, 소듐 라우릴 술페이트, 전분, 탈크, 및 이산화티탄 등, 뿐만 아니라 액체 비히클 

예컨대 폴리에틸렌 글리콜 (PEG) 및 식물성 오일을 함유할 수 있다.  또한, 위에서의 붕해를 견뎌내고 십이지장

의 더욱 중성 내지 알칼리성인 환경에서 용해되도록 1가지 이상의 본 발명의 치료제를 함유하는 장용-코팅 캐플

릿 또는 정제가 디자인된다.

본  발명의 치료제는 간편한 경구 투여를 위해 엘릭시르(elixir) 또는 용액으로서, 또는 예를 들어 근육내, <123>

피하, 복강내 또는 정맥내  경로에 의한 비경구 투여에 적합한 용액으로서 또한 제형화될 수 있다.  본 발명의 

치료제의 제약 제형은 수성 또는 무수 용액 또는 분산액의 형태, 또는 별법적으로 에멀션 또는 현탁액 또는 연

고의 형태를 또한 취할 수 있다.

따라서, 치료제는 비경구 투여용으로 제형화될 수 있고 (예를 들어, 주사, 예를 들어 볼루스 주사 또는 연속 주<124>
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입에 의해 투여), 앰풀, 프리-필드(pre-filled) 주사기, 소형 부피의 주입 컨테이너 또는 다중-용량 컨테이너 

내의 단위 투약 제형으로 제시될 수 있다.  상기 언급된 바와 같이, 방부제가 첨가되어 투약 제형의 보관 기간

을 유지하는 것을 도울 수 있다.  활성 폴리펩티드, 핵산 또는 항체 및 기타 성분은 오일성 또는 수성 비히클 

내의 현탁액, 용액 또는 에멀션을 형성할 수 있고, 배합 작용제 예컨대 현탁, 안정화 및/또는 분산 작용제를 함

유할 수 있다.  별법적으로, 활성 폴리펩티드, 핵산 또는 항체 및 기타 성분은 사용 전 적절한 비히클, 예를 들

어, 발열원이 없는 멸균수와의 구성을 위한, 멸균 고체의 무균 단리 또는 용액으로부터의 동결건조에 의해 수득

된 분말 형태일 수 있다.  

이러한 제형은 당업계에 주지된 제약상 허용가능한 담체, 비히클 및 보조제를 함유할 수 있다.  예를 들어, 물<125>

에 더하여, 아세톤, 에탄올, 이소프로필 알콜, 글리콜 에테르 예컨대 명칭 "Dowanol"로 판매되는 제품, 폴리글

리콜 및 폴리에틸렌 글리콜, 단쇄 산의 C1-C4 알킬 에스테르, 에틸 또는 이소프로필 락테이트, 지방산 트리글리

세리드 예컨대 명칭 "Miglyol"로 판매되는 제품, 이소프로필 미리스테이트, 동물성, 미네랄 및 식물성 오일, 및 

폴리실록산으로부터 선택된 생리학적 관점에서 허용가능한 1가지 이상의 유기 용매(들)을 사용하여 용액을 제조

할 수 있다.

원한다면, 항산화제, 계면활성제, 기타 방부제, 필름 형성성, 각질용해성 또는 면포용해성 작용제, 향수, 방향<126>

제 및 착색제로부터 선택된 추가적인 성분들을 첨가할 수 있다.  항산화제 예컨대 t-부틸히드로퀴논, 부틸화 히

드록시아니솔, 부틸화 히드록시톨루엔 및 α-토코페롤 및 이의 유도체가 첨가될 수 있다.

추가적으로, 폴리펩티드, 리간드 및 핵산은 지연 방출 투약 제형 등으로서의 제형에 상당히 적합하다.  제형은 <127>

치료제를, 예를 들어, 소장 또는 호흡관의 특정 부위에, 가능하게는 일정 기간의 시간에 걸쳐 방출하도록 구성

될 수 있다.  코팅, 외피, 및 보호성 매트릭스가, 예를 들어, 중합체성 물질, 예컨대 폴리락티드-글리콜레이트, 

리포솜, 마이크로에멀션, 미세입자, 나노입자, 또는 왁스로부터 제조될 수 있다.  이러한 코팅, 외피 및 보호성 

매트릭스는 내재 장치, 예를 들어, 스텐트, 카테터, 복막 투석 튜빙(tubing), 배출 장치 등을 코팅하는데 유용

하다.

국소 투여를 위해, 표적 영역으로의 직접적인 적용을 위해 당업계에 공지된 바와 같이 치료제가 제형화될 수 있<128>

다.  국소 적용용으로 주로 컨디셔닝된 제형은, 예를 들어, 크림, 유액, 젤, 분산액 또는 마이크로에멀션, 다소 

증점된 로션, 함침(impregnated) 패드, 연고 또는 스틱, 에어로졸 제형 (예를 들어, 스프레이 또는 포말체), 비

누, 세제, 비누 케익 또는 로션의 형태를 취할 수 있다.  이러한 목적을 위한 또다른 통상적인 형태에는 상처 

드레싱(dressing), 코팅 붕대 또는 기타 중합체 덮개, 연고, 크림, 로션, 페이스트, 젤리, 스프레이 및 에어로

졸이 포함된다.  따라서, 본 발명의 치료제는 피부 투여를 위해 패치 또는 붕대를 통해 전달될 수 있다.  별법

적으로, 폴리펩티드, 리간드 및/또는 핵산은 접착성 중합체, 예컨대 폴리아크릴레이트 또는 아크릴레이트/비닐 

아세테이트 공중합체의 일부이도록 제형화될 수 있다.  장기(長期) 적용을 위해, 피부의 수화 또는 짓무름이 최

소화될 수 있도록 다공성 및/또는 통기성 지지(backing) 적층물을 사용하는 것이 바람직할 수 있다.  지지 층은  

원하는 보호성 및 지지 기능을 제공할 임의의 적합한 두께일 수 있다.  적절한 두께는 일반적으로 약 10 내지 

약 200 마이크론일 것이다.

연고 및 크림은, 예를 들어, 적절한 증점제 및/또는 젤화제의 첨가와 함께 수성 또는 오일성 베이스(base)와 함<129>

께 제형화될 수 있다.  로션은 수성 또는 오일성 베이스와 함께 제형화될 수 있고, 일반적으로 1가지 이상의 유

화제, 안정화제, 분산제, 현탁화제, 증점제, 또는 착색제를 또한 함유할 것이다.  치료제는, 예를 들어, 미국 

특허 4,140,122;  4,383,529;  또는 4,051,842에 개시된 바와 같이, 이온도입법을 통해 또한 전달될 수 있다.  

국소 제형 내에 존재하는 본 발명의 치료제의 중량 백분율은 다양한 인자에 좌우될 것이지만, 일반적으로 제형

의 전체 중량의 0.001％ 내지 95％일 것이고, 전형적으로 0.01-85 중량％일 것이다.

점적액, 예컨대 점안액 또는 점비액이 1가지 이상의 분산제, 가용화제 또는 현탁화제를 또한 포함하는 수성 또<130>

는 비-수성 베이스 내에서 1가지 이상의 치료제와 함께 제형화될 수 있다.  액체 스프레이는 가압 팩(pack)으로

부터 편리하게 전달된다.  점적액은 단순한 안구 점적기가 캡핑된(capped) 병을 통해, 또는 특별한 형상의 마개

를 통해 액체 내용물을 점적식으로 전달하도록 개조된 플라스틱 병을 통해 전달될 수 있다.

치료제는 입 또는 인후에서의 국소 투여를 위해 추가로 제형화될 수 있다.  예를 들어, 활성 성분은 풍미 베이<131>

스, 일반적으로 수크로스 및 아카시아 또는 트라가칸트를 추가로 포함하는 로진지(lozenge); 불활성 베이스 예

컨대 젤라틴 및 글리세린 또는 아카시아 내의 조성물을 포함하는 향정(pastille); 및 적절한 액체 담체 내의 본 

발명의 조성물을 포함하는 구강세정액으로 제형화될 수 있다. 
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본 발명의 제약 제형은, 선택적 성분으로서, 제약상 허용가능한 담체, 희석제, 가용화제 또는 유화제, 및 당업<132>

계에서 입수가능한 유형의 염을 포함할 수 있다.  이같은 물질의 예로는 생리식염수 예컨대 생리학적으로 완충

된 염수 용액 및 물이 포함된다.  본 발명의 제약 제형에서 유용한 담체 및/또는 희석제의 비-제한적인 특정 예

로는 물 및 생리학적으로 허용가능한 완충 염수 용액 예컨대 pH 7.0-8.0의 포스페이트 완충 염수 용액이 포함된

다.  

본 발명의 치료제는 호흡관에 또한 투여될 수 있다.  따라서, 본 발명은 본 발명의 방법에서 사용하기 위한 에<133>

어로졸 제약 제형 및 투약 제형을 또한 제공한다.  일반적으로, 이같은 투약 제형은 특정 암, 종양, 적응증 또

는 관련 질환의 임상 증상을 치료 또는 예방하는데 효과적인 상당한 양의 1가지 이상의 본 발명의 작용제를 포

함한다.  본 발명의 방법에 따라 치료된 암의 1가지 이상의 증상의 임의의 통계학적으로 유의한 약화가 본 발명

의 범주 내의 이같은 암의 치료인 것으로 간주된다.

별법적으로, 흡입 또는 취입에 의한 투여를 위해, 조성물은 건조 분말, 예를 들어, 치료제 및 적절한 분말 베이<134>

스 예컨대 락토스 또는 전분의 분말 혼합물의 형태를 취할 수 있다.  분말 조성물은 단위 투약 제형, 예를 

들어, 캡슐 또는 카트리지, 또는, 예를 들어, 젤라틴 또는 블리스터(blister) 팩 내에 존재할 수 있고, 이러한 

팩으로부터 흡입기, 취입기 또는 계량-용량 흡입기의 보조로 분말이 투여될 수 있다 (예를 들어, [Newman, S. 

P., Aerosols and Lung. Clarke, S. W. and Davia, D. eds., pp. 197-224, Butterworths, London, England, 

1984]에 개시된 건조 분말 흡입기 및 가압 계량 용량 흡입기 (MDI) 참조).

또한 본 발명의 치료제는 에어로졸 또는 흡입 형태로 투여되는 경우 수성 용액으로 투여될 수 있다.  따라서, <135>

또다른 에어로졸 제약 제형은, 예를 들어, 약 0.1 ㎖/㎎ 내지 약 100 ㎖/㎎의 치료될 적응증 또는 질환에 특이

적인 1가지 이상의 본 발명의 치료제를 함유하는 생리학적으로 허용가능한 완충 염수 용액을 포함할 수 있다.  

액체에 용해 또는 현탁되지 않은 미세 분할된 고체 폴리펩티드, 리간드, 또는 핵산 입자 형태의 건조 에어로졸

이 또한 본 발명의 실행에 유용하다.  본 발명의 폴리펩티드, 리간드 또는 핵산은 살포 분말로 제형화될 수 있

고, 평균 입자 크기가 약 1 내지 5 ㎛, 별법적으로 2 내지 3 ㎛인 미세 분할 입자를 포함할 수 있다.  미세 분

할된 입자는 당업계에 주지된 기술을 사용하여 분말화 및 스크린 여과에 의해 제조할 수 있다.  입자는 분말의 

형태일 수 있는 미리 정해진 양의 미세 분할된 재료를 흡입함으로써 투여될 수 있다.  필요한 유효량이 다수의 

투약 단위의 투여에 의해 도달될 수 있기 때문 각각의 투약 제형의 개별적인 에어로졸 용량 내에 함유된 활성 

성분(들)의 단위 함량은 특정 감염, 적응증 또는 질환을 치료하기 위한 유효량을 자체적으로 구성할 필요는 없

다는 것이 이해될 것이다.  또한, 개별적으로 또는 일련의 투여로 투약 형태 내의 용량보다 적게 사용하여 유효

량이 달성될 수 있다.

흡입에 의한 상부 (비강) 또는 하부 호흡관에의 투여를 위해, 본 발명의 치료제가 연무기 또는 가압 팩, 또는 <136>

에어로졸 스프레이를 전달하는 기타 편리한 수단으로부터 편리하게 전달될 수 있다.  가압 팩은 적절한 추진제 

예컨대 디클로로디플루오로메탄, 트리클로로플루오로메탄, 디클로로테트라플루오로에탄, 이산화탄소 또는 기타 

적절한 기체를 포함할 수 있다.  가압 에어로졸의 경우, 투여량 단위는 계량된 양을 전달하는 밸브를 제공함으

로써 결정될 수 있다.  연무기에는 미국 특허 4,624,251; 3,703,173; 3,561,444; 및 4,635,627에 기술된 것들

이 포함되지만, 이에 한정되지는 않는다.  본원에 개시된 유형의 에어로졸 전달 시스템은 Fisons Corporation 

(Bedford, Mass.), Schering Corp. (Kenilworth, NJ) 및 American Pharmoseal Co. (Valencia, CA)이 포함되는 

다수의 시판되는 공급원으로부터 입수가능하다.  비강내 투여를 위해, 치료제는 점비액, 액체 스프레이를 통해, 

예컨대  플라스틱  병  분무기  또는  계량-용량  흡입기를  통해  또한  투여될  수  있다.   전형적인  분무기는  

Mistometer (Wintrop) 및 Medihaler (Riker)이다.

또한,  활성  성분이  기술된  용태  또는  일부  다른  용태를  위해  또다른  치료제,  예를  들어,  통증  완화제,  <137>

항염증제, 항히스타민제, 항균제, 기관지확장제 등과 함께 사용될 수 있다.

본 발명은 Nod1 발현을 조정하기 위한 패키지형 제약 조성물 예컨대 키트 또는 기타 용기에 관한 것이다.  키트 <138>

또는 용기는 Nod1 유전자 발현을 조정하기 위한 치료적 유효량의 제약 조성물, 및 Nod1 유전자 발현을 조정하기 

위한 제약 조성물을 사용하기 위한 사용설명서를 보유한다.  제약 조성물은 Nod1 유전자 발현이 조정되도록 하

는 치료적 유효량으로 1가지 이상의 본 발명의 Nod1 핵산을 포함한다.  조성물은 항종양제 또는 화학요법제를 

또한 함유할 수 있다.

또다른 실시양태에서, 본 발명은 NOD1 활성을 조정하기 위한 패키지형 제약 조성물을 제공한다.  키트 또는 용<139>

기는 NOD1 활성을 조정하기 위한 치료적 유효량의 제약 조성물, 및 NOD1 활성을 조정하기 위한 제약 조성물을 

사용하기 위한 사용설명서를 보유한다.  제약 조성물은 NOD1 활성이 조정되도록 하는 치료적 유효량으로 1가지 
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이상의 본 발명의 NOD1 폴리펩티드 또는 NOD1 리간드를 포함한다.

본 발명의 하기의 상세한 실시예를 참조로 추가로 기술될 것이고, 이는 본 발명의 설명을 위해 제공되고, 본 발<140>

명을 한정하는 것으로 의도되지 않는다.

실 시 예

실시예 1: NOD1 유도는 종양 퇴행에 이른다<141>

본 실시예는 Nod1이 세포를 TNFα-유도 세포자멸사에 대해 감작시킨다는 것 및 NOD1-특이적 리간드가 임의의 다<142>

른 공지된 세포자멸사 유발제의 부재 하에 MCF-7 유방암 세포에서 세포자멸사를 유도한다는 것을 설명한다.  생

체내 동물 모델을 사용하여 종양 퇴행에서의 NOD1의 역할을 증명하였고, SCID 마우스로 수행된 이종이식편이 수

반되었다.  이러한 데이타는 Nod1이 종양 세포 성장을 제어하는데 중요한 역할을 한다는 것을 가리킨다.

재료 및 방법<143>

세포 배양. 인간 유방암 세포주 MCF-7 및 SKBR3를 10 ％ 소 태아 혈청, 2 mM 글루타민, 100 U/㎖ 페니실린 및 <144>

10 ㎍/㎖ 스트렙토마이신이 보충된 둘베코 변형 이글 배지에서 유지시켰다.

포유류 발현 구축물 및 부위-지정 돌연변이유발.  인간 FLAG-Nod1, FLAG-Nod2 cDNA를 Gabriel Nuez 박사로부터 <145>

수득하였고, 이는 [Y. Ogura et al., J. Biol. Chem. 276, 4812 (2001)]에 기술되어 있다.  인간 Myc-RIP2 wt 

및 Myc-RIP2 (K47A)는 C. Vincenz 박사 (University of Michigan Medical School)로부터 수득하였다.  Nod1 돌

연변이체 (V41Q  및 K208R)는 부위-지정 돌연변이유발에 의해 구축하였다.  Myc-RIP2  ΔCARD은 카르복시-말단 

CARD 도메인의 결실 및 pcDNA4/Myc/His 플라스미드 (Invitrogen, Carlsbad, CA) 내로의 클로닝에 의해 생성되

었다.  뉴클레오티드 서열을 DNA 서열분석에 의해 모두 확인하였다.

레트로바이러스 형질감염.  본 연구에서 사용된 다양한 유전자들을 pMSCV-Blasto, pBabe-Puro 또는 pBabe-Neo <146>

레트로바이러스 벡터 내로 클로닝하였다.  MCF-7 세포를 입수가능한 절차를 사용하여 안정적으로 형질감염시켰

다.  간략하게, 양생(amphotropic) 293 세포를 선택된 Nod1, Nod2 및 기타 단백질을 코딩하는 레트로바이러스 

벡터로 형질감염시켰다.  형질감염 24시간 후, 세포를 32℃에서 하룻밤 동안 인큐베이션하여, 바이러스 입자가 

생산되었다.  표적 세포를 다음날 재조합 레트로바이러스 입자를 함유하는 바이러스-함유 293 세포 상청액으로 

감염시켰다.  10 ㎍/㎖ 블라스티시딘 S (Calbiochem EMD Biosciences Inc., San Diego, CA), 500 ㎍/㎖ 젠타마

이신 (Invitrogen, Carlsbad, CA) 또는 5 ㎍/㎖ 푸로마이신 (Calbiochem)으로 세포를 선별하였다.  모든 구축

물의 발현을 웨스턴 블롯 분석에 의해 확인하였다.  17β-에스트라디올 (Calbiochem)의 효과를 결정하기 위해, 

세포를 5 ％ 숯이 스트리핑된(stripped) FCS가 보충된, 페놀 레드가 없는 DMEM에서 배양하였다.  세포를 다양한 

농도의 17β-에스트라디올 (E2)이  있는  96웰  플레이트에 24시간  동안 파종하고, 3
H
-티미딘 (1  μCi/웰,  MP  

Biomedicals, Irvine, CA)으로 펄싱하였다.  세포를 유리 섬유 필터 상에서 수확하고, 방사선활성을 액체 섬광

에 의해 측정하였다.

웨스턴 블롯 분석 및 면역침전.  세포를 광범위하게 세정하고, 50 mM Hepes, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 10 ％ <147>

글리세롤, 1 ％ Nonidet P-40, 14 μM 펩스타틴 A, 100 μM 류펩틴, 3 mM 벤즈아미딘, 1 mM PMSF, 1 mM 피로인

산나트륨, 10 mM  오르토바나듐산나트륨, 100 U/㎖ 아프로티닌 및 100 mM 플루오르화나트륨을 함유하는 용해 완

충액을 사용하여 용해시켰다.  얼음 상에서 30분 동안 인큐베이션한 후, 세포 용해물을 원심분리하고 (14000 

rpm, 10분, 4℃), 상청액을 회수하였다.  면역침전을 위해, 세포 용해물을 3시간 동안 4℃에서 지속적으로 진탕

하면서 5 ㎍의 항체와 혼합하였다.  하룻밤 동안 면역 복합체가 20 ㎕ 단백질 A-세파로스 비드에 결합되도록 하

고, 비드를 용해 완충액으로 3회 세정하였다.  면역침전물을 SDS-PAGE 상에서 분리시키고, PVDF 막으로 옮겼다.

세포  생존율 분석.   프로피듐 요오다이드 배제  분석법:  세포를  지시된  바와  같이  2일  동안  자극하였다.  <148>

이어서, 세포를 수확하고, FACS 완충액 (1 ％ FCS 및 0.1 ％ NaN3를 함유하는 PBS)에서 2회 세정하고, 프로피듐 

요오다이드 (PI)-함유 FACS 완충액 (4 ㎍/㎖)에 재현탁시켰다.   세포 사망 정도를 FACSCalibur 유동 세포 측정

기 (Becton Dickinson, Mountain View, CA)로 분석하였다.  DAPI 염색: MCF-7 세포를 챔버 슬라이드에 플레이

팅하고, 2일 동안 자극하였다.  세포를 PBS로 세정하고, 세포자멸사성 핵을 1  ㎍/㎖ DAPI  (Sigma  Chemical  

Co., St. Louis, MO)로 염색하였다.  세포를 4 ％ 파라포름알데히드에 고정시키고, 형광 현미경에 의해 시험하

였다. 

TUNEL 염색: 세포를 γTriDAP로 처리하고, 세포자멸사성 핵을 TUNEL (TdT-매개 UTP 닉-말단 표지화) 분석에 의<149>
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해 제조업자의 사용설명서 (ROCHE, Indianapolis, IN)에 따라 모니터링하였다.

IL-8 ELISA.  형질감염된 HeLa 세포의 배양 상청액 내의 IL-8의 농도를 ELISA에 의해 96-웰 Immunlon 플레이트 <150>

(Dynatech Laboratories, Chantilly, VA)를 사용하여 측정하였다.  ELISA는 포착을 위해 mAb MAB208를, 검출을 

위해 비오틴화 폴리클로날 토끼 항-인간 IL-8 Ab (R&D Systems, Minneapolis, MN)에 이어서 스트렙타비딘 HRP

을 사용하여 수행하였다.

누드(nude)  마우스에서의  인간  이종이식.   MCF-7  Blasto,  MCF-7  C20  및  MCF-7  C20/Nod1  세포를  <151>

트립신처리하고, PBS로 1회 세정하고, 1.5×10
7
/㎖의 농도로 재현탁시켰다.  200 ㎕의 각각의 현탁액을 흉선이 

없는 SCID/SCID 또는 SCID/Nod(비-비만형 당뇨병) 암컷 마우스의 옆구리 내로 피하 접종하였다.  종양 크기를 1

주일에 한번 평가하였다.  종양 부피를 계산하였다.

결과<152>

Nod1은 TNFα- 및 Nod1 리간드-유도 세포자멸사에서 역할이 있다.  유방암 상피 세포주 MCF-7는 생물학적 신호 <153>

예컨대 TNFα 또는 세포독성 약물에 의해 유도된 세포자멸사를 연구하는데 널리 사용되어 왔다.  MCF-7 세포주

는  에스트로겐 양성 유방암을 연구하는 모델로 또한 사용되어 왔다 ([Simstein  et  al.,  Exp.  Biol.  Med.  

228:995-1003 (2003)]).

TNFα-유도 세포 사망에 필요한 유전자를 확인하기 위하여 레트로바이러스-매개 돌연변이유발을 사용하는 유전<154>

자 스크린에서 MCF-7  세포를 먼저 사용하였다.  MCF-7 세포를 레트로바이러스 구축물에 노출시킨 후, 클론을 

TNFα 저항성에 대해 선별한 후, 돌연변이된 유전자를 TNFα-저항성 클론에서 확인하였다.  저항성 클론 중 하

나가 파괴된 Nod1 유전자를 함유하였다; 이러한 TNFα 저항성 클론의 세포주를 MCF7-C20으로 명명하였다.   레

트로바이러스 구축물로부터의 pDisrup 삽입은 Nod1 유전자의 3' 부분에 류신-풍부 영역 9 및 10 내에 맵핑되었

다 (LRR9-10; 도 1A 참조).  이러한 삽입은 블라스티시딘 오픈 리딩 프레임을 Nod1 코딩 영역 내에 놓았다.  블

라스티시딘-Nod1 융합 mRNA의 개략도가 도 1A에 개략적으로 제시된다.  항-인간 Nod1 모노클로날 항체를 사용한 

웨스턴 블롯을 수행하여 NOD1 단백질이 MCF7-C20 세포에서 발현되는지를 테스트하였다.  내인성 NOD1 단백질이 

어버이 MCF-7 세포 용해물 ("wt"로 표지됨)에서 검출되었지만, MCF-7 C20 세포 용해물의 웨스턴 블롯은 Nod1의 

검출가능한 발현을 나타내는데 실패하였고, 이는 MCF-7C20 내의 기능성 Nod1 대립유전자가 파괴되었음을 가리킨

다 (도 1B).

MCF-7 C20 세포주를 부다페스트 조약에 따라 2006년 2월 23일에 또는 이날 즈음에 아메리칸 타입 컬쳐 컬렉션<155>

(American  Type  Culture  Collection  (10801  University  Blvd.,  Manassas,  Va.,  20110-2209  USA  (ATCC))에  

ATCC 수탁 번호 ATCC 번호  PTA-7401 로 기탁하였다.

Nod1 기능의 상실은 세포자멸사에 대해 유의한 효과가 있었다.  특히, MCF-7 C20 세포 (Nod1 발현 없음)는 Nod1<156>

을 발현한 어버이 MCF-7 세포에 비해 TNFα-유도 세포자멸사에 대해 유의하게 더욱 저항성이었다 (도 1C).  이

러한 데이타는 Nod1이 MCF-7 세포 내의 TNFα 경로에서 민감화제로서 존재한다는 것과 Nod1이 MCF-7 유방암 세

포에서 세포자멸사를 촉진한다는 것을 시사한다. 

세포자멸사에서의 Nod1의 역할을 추가로 연구하기 위해, 다양한 세포 유형을 Nod1 리간드인 D-Ala-L-Glu-디아미<157>

노피멜산 (γTriDAP)과 함께 인큐베이션하였고, 이는 Nod1을 특이적으로 활성화시킨다.  테스트된 세포 유형에

는 어버이 MCF-7 세포주, Nod1-결핍 MCF-7C20 클론, 및 Nod1이 과발현되도록 추가적인 인간 Nod1 대립유전자를 

함유하도록 조작된 세포주 (MCF-7Nod1)가 포함되었다.  γTriDAP-유도 세포자멸사에 대한 C20 세포의 저항성이 

Nod1의 부재로부터 초래되었는지 여부를 결정하기 위해, Nod1-충분 C20  세포 (C20/Nod1)가 생산되도록 인간 

Nod1이 MCF-7 C20 세포에서 안정적으로 발현되었다.  또다른 대조군으로서, 어버이 MCF-7 세포주가 빈 레트로바

이러스 벡터로 형질감염되어 MCF-7 Blasto가 생성되었다.  세포를 시클로헥시미드 (CHX)의 존재 또는 부재 하에 

γTriDAP로 처리한 후 세포 사망을 프로피듐 요오다이드 염색 및 유동 세포측정법에 의해 결정하였다.

시클로헥시미드의 존재 하에서의 γTriDAP에 대한 야생형 MCF-7 세포의 노출은 약 25％의 세포 사망을 유도하였<158>

다 (도 2A, 상부 좌측 패널, 빗금 막대).  시클로헥시미드 단독 (백색 막대) 또는 γTriDAP 단독으로 처리된 야

생형 세포에서는 세포 사망이 관찰되지 않았다.  반면에, MCF-7C20 (Nod1 발현 없음) 세포는 γTriDAP 더하기 

시클로헥시미드의 효과에 대해 전적으로 저항성이었고, 이러한 세포에서는 세포자멸사에서의 실질적인 증가가 

관찰되지 않았다 (도 2A, 상부 우측 패널).  Nod1의 MCF-7C20 세포 내로의 재도입은 γTriDAP-유도 세포자멸사

에 대한 이러한 세포의 완전한 민감도를 복원시켰다 (도 2A, 하부 우측 패널).  시클로헥시미드 및 γTriDAP의 

조합은 Nod1을 안정적으로 과발현한 MCF-7 세포에서 광범위한 세포 사망을 유도하였다 - 이러한 MCF-7Nod1 세포
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에서의 세포 사망은 48시간 처리 후 거의 60％에 도달하였다 (도 2A, 하부 우측 패널).

Nod1 리간드인 γTriDAP가 최적의 세포자멸사 유도에 필요하였다.  메소DAP가 Glu에 γ 위치가 아니라 α 위치<159>

에서 결합된, αTriDAP로 명명된 불활성 대조군 트리펩티드는 시클로헥시미드의 존재 하에 MCF-7 세포와 함께 

인큐베이션되었을 때 세포 사망을 유도하지 않았다 (도 2A의 αTri).

대조군으로서, 매질 ("Med")을 γTriDAP 또는 αTriDAP 대신 사용하였다.  매질의 첨가는 세포자멸사에 대해 실<160>

질적으로 효과가 없었다.  MCF-7 Blasto 및 MCF-7Nod1 세포에서의 내인성 Nod1의 발현 및 Nod1의 과발현을 면역

침전 및 웨스턴 블롯 분석에 의해 확인하였다 (도 2B).  이같은 발현이 MCF-7 C20 세포에서는 나타나지 않았다 

(도 2B).  이러한 데이타는 γTriDAP 존재 하에서의 Nod1이 MCF-7 유방암 세포를 세포자멸사에 대해 감작시킨다

는 것을 나타낸다.  

그러나, γTriDAP 단독으로의 세포의 처리는 야생형 세포에서 세포자멸사를 유도하지 않았다.  대신, γTriDAP <161>

및 시클로헥시미드 모두의 첨가가 세포자멸사가 관찰되기 전에 필요하였다.  세포자멸사 유발제 예컨대 시클로

헥시미드가 세포자멸사가 관찰되기 전에 종종 필요하였다.  그러나, MCF-7 세포에서 주목된 γTriDAP 또는 TNF

α에 대한 민감도에서의 변화가 독시루비신 및 캄프토테신이 포함되는 또다른 세포자멸사성 자극으로는 나타나

지 않았고, 이때 어버이 및 C20 세포는 세포 사망에 대해 동등하게 민감하였다 (데이타는 제시되지 않음).

γTriDAP로 처리된 MCF-7 세포의 광학현미경 관찰은 세포자멸사의 특징이고 괴사에서는 나타나지 않는 형태학적 <162>

변화를 나타냈다 (도 2C, 패널 a-b).  그러나, γTriDAP에 의해 유도된 세포 사망이 실제로 세포자멸사임을 확

인하기 위해, DAPI 및 TUNEL 염색을 수행하였다.  도 2C에 나타난 바와 같이, TUNEL 염색 (패널 e-f)에 의해 관

찰되는 바와 같은 핵 단편화와 함께, MCF-7 세포 핵은 DAPI 염색 (패널 c-d)에 의해 나타나는 바와 같이 γ

TriDAP로의  처리  후  농축된  크로마틴을 함유하였다.   처리되지  않은  세포에서는 핵  염색이  검출가능하지 

않았다.

γTriDAP가 세포자멸사를 유도한다는 것의 추가적인 확인을 2개의 광범위한 스펙트럼의 카스파제 억제제인 z-V <163>

AD-FMK 및 Boc-D-FMK를 사용하여 수득하였다.  z-VAD-FMK 및 Boc-D-FMK 모두 γTriDAP-유도 세포 사망을 폐기

하였다 (도 2D).  마지막으로, γTriDAP를 MCF-7 세포에 첨가한 결과 폴리(ADP-리보스)중합효소 (PARP) 및 카스

파제 6, 7, 8 및 9가 단백질분해성으로 절단되었지만, 불활성 대조군 트리펩티드인 αTriDAP로는 절단되지 않았

다 (도 3, 9B).  MCF-7 세포는 카스파제 3이 결여된 것으로 공지되어 있고, 어버이 MCF-7 세포 또는 MCF-7 C20 

세포에서의 카스파제 3의 발현은 γTriDAP에 대한 응답 패턴을 변화시키지 않았다 (데이타는 제시되지 않음).

따라서, 여러 계통의 증거가 Nod1에 대한 동족 리간드인 γTriDAP에 의해 MCF-7 세포에서 유도되는 특정한 세포<164>

자멸사성 경로가 있고, 이러한 경로가 NOD1 단백질의 존재를 필요로 한다는 것을 가리킨다.

γTriDAP-유도 세포자멸사에 대한 MCF-7C20 세포의 저항성이 Nod1의 부재로부터 초래된다는 것을 추가로 입증하<165>

기 위해, 인간 Nod1을 MCF-7C20 세포에서 안정적으로 발현시켜, Nod1-발현 MCF-7C20 세포 (MCF-7C20/Nod1)를 

생성시켰다.  이러한 Nod1-결핍 세포 내로의 Nod1의 재도입은 γTriDAP에 대한 이러한 세포의 완전한 민감도를 

복원시켰고 (도 2A), 카스파제 및 PARP 절단에 이르렀다 (도 3).

Nod1-의존성 세포자멸사가 다른 인간 세포주에서 발생하는지를 결정하기 위해, Nod1 경로의 활성화에 대한 민감<166>

도가 증강되도록 Nod1이 안정적으로 발현된 일련의 상피 세포주를 시험하였다.  세포를 CHX (C)의 존재 또는 부

재 하에 TNFα (T) 및 γTriDAP (γ)로 처리하고, 세포자멸사의 척도로서 PI 염색에 의해 생존율에 대해 모니터

링하였다 (표 1).
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표 1

<167>

테스트된 세포주 중에서, SK-BR3 및 A431 세포 모두 Nod1-의존성 세포자멸사 경로를 나타냈다.  그러나, MCF-7 <168>

세포주와는 대조적으로, 이러한 세포들에서는 γTriDAP가 TNFα 및 CHX와 함께 첨가되었을 때에만 세포자멸사가 

진행되었다.  CaCo2 및 HT29 세포에서는 TNFα 및 CHX에 응답하여 세포자멸사가 진행되었지만, Nod1 경로가 γ

TriDAP에 의해 동시에 활성화되었을 때 상승작용성 효과가 관찰되지 않았다.  293 세포와 같은 또다른 세포주는 

TNFα 및 CHX가 첨가되었을 때에도 γTriDAP-유도 세포 사망에 대해 저항성이었다.  Nod1을 발현하는 293 세포

가 Nod1 리간드에 응답하여 IL-8을 방출하기 때문에, Nod1-의존성 세포자멸사의 결여는 γTriDAP가 NOD1을 활성

화시키지 못하는 것의 결과가 아니다.  HT29 및 CaCo2 세포는 NOD1 단백질의 존재에도 불구하고 세포자멸사 및 

IL-8 방출 분석 모두에서 γTriDAP에 대해 불량하게 응답성이었고, 이는 1가지 이상의 양성 조절인자가 부재하

거나, 또는 강력한 음성 조절 경로가 존재한다는 것을 시사한다.  수반되는 복합적인 상호작용에도 불구하고, 

Nod1-의존성 세포자멸사가 SK-BR3 및 A431 세포주가 포함되는 여러 상피 세포주에서 명백하다.

NOD1은 SKBR3 인간 유방암 세포주에서 발현되고, 상기 지시된 바와 같이, 이러한 암 세포에서 세포자멸사를 또<169>

한 조정한다.  SKBR3 야생형 세포는, Nod1를 과발현하는 SKBR3보다, TNFα 또는 γTriDAP 농도의 함수로서 세포

자멸사를 덜 나타낸다 (도 9A).  또한, 세포자멸사성 SKBR3 세포의 백분율은 배양 조건에 따라 변한다 (도 9B).  

도 9B에 나타난 바와 같이, SKBR3 세포의 세포자멸사는 세포가 γTriDAP (γTri) + TNFα (TNF) 및 시클로헥시

미드 (CHX)에 노출되었을 때 최고이다.  불활성 γTriDAP 유사체인 αTriDAP (αTri)로의 치환은 감소된 세포자

멸사에 이르렀다.  이러한 작용제들에 노출된 SKBR3 세포의 용해물의 웨스턴 분석은 폴리(ADP-리보스)중합효소 

(PARP) 및 카스파제 3, 7, 및 8에 단백질분해성 절단이 진행되었음을 나타냈다.  도 9C는 SKBR3 세포를 여러 작

용제의 존재 하에 배양한 후 관찰된 세포자멸사성 야생형, NOD1-발현 및 CLARP-발현 SKBR3 세포의 백분율을 그

래프로 도해한다.  지시된 바와 같이, SKBR3 세포의  세포자멸사는 시클로헥시미드 (CHX 또는 C), TNFα (TNF 

또는 T) 및 γTriDAP (γTri)가 존재할 때 (즉, "gTC" 조합) 최고이다.  그러나, CLARP 발현은 다양한 배양 조

건 하에 세포자멸사를 증가시키지 않았다. 

인간 Nod1의 기존의 구조-기능 연구는 P-루프(loop) 잔기 (K208)가 일시적으로 과발현된 NOD1 단백질이 293 세<170>

포에서 NF-kB를 활성화시키는데 필요하다는 것을 가리킨다.  또다른 연구는 K208의 돌연변이가 뉴클레오티드-결

합/올리고머화 (NBD/NOD)  도메인에 의해 매개되는 올리고머화에 요구되는 입체구조성 변화를 차단한다는 것을 

가리킨다.  또한 Nod1의 CARD 도메인에서의 돌연변이 V41Q가 카스파제 9가 Nod1에 결합하는 것을 파괴하여, 293 

세포에서의 일시적인 형질감염 연구 동안 Nod1-의존성 세포자멸사가 억제되는 것으로 나타났다.

추가적인 실험을 수행하여 어떤 NOD1 구조 도메인이 세포자멸사에 필요한지를 결정하였다.  도 4A에 나타난 바<171>

와 같이, K208R 돌연변이는 γTriDAP + 시클로헥시미드의 효과를 폐지시켰고, V41Q 돌연변이는 유의한 효과가 

거의 없거나 없었다.  이러한 돌연변이 NOD1 폴리펩티드들은 도 4B에 묘사된 웨스턴 블롯에 나타난 바와 같이 

효율적으로 발현되었다.  따라서, 이러한 폴리펩티드들의 상이한 효과는 발현 수준에서의 차이로 인한 것이 아

니었다.  대신, 이러한 데이타는 올리고머화에 요구되는 입체구조성 변화를 매개하는 뉴클레오티드-결합/올리고

머화 (NBD/NOD) 도메인이 Nod1 세포자멸사에 필요하다는 것을 가리킨다. 

추가적인 실험은 γTriDAP-유도 IL-8 생산이 MCF-7C20 세포에서 억제되었다는 것을 나타냈고 (데이타는 제시되<172>

지 않음), 야생형 Nod1이 MCF7-C20Nod1 세포에서 발현되었을 때 (도 5C), 또는 V41Q Nod1 돌연변이체가 MCF-

7C20 (즉, MCF-7C20V41Q) 세포에서 발현되었을 때 (데이타는 제시되지 않음), 이같은 IL-8 생산이 복원되었다.  

그러나, MCF-7C20 세포에서의 K208R Nod1 돌연변이 폴리펩티드의 발현 (즉, MCF-7C20K208R)으로는 γTriDAP-유
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도 세포자멸사가 복원되지 않았다.

Nod2 활성화는 MCF-7 세포에서 세포자멸사를 유도하지 않는다<173>

Nod2의 특이적 활성화제인 무라밀 디펩티드 (MDP)에 의한 Nod2의 활성화가 어버이 MCF-7 세포 또는 Nod2를 과발<174>

현하는  MCF-7  세포  (MCF-7  Nod2)에서  세포자멸사를  개시시키는지  여부를  확인하기  위해  실험을  또한  

수행하였다.  따라서, γTriDAP 또는 MDP를 각각의 이러한 세포주에 첨가하고, 세포자멸사 (도 5A) 및 IL-8 생

산 (도 5C)을 측정하였다.  MDP + CHX로 처리된 MCF-7 Nod2 세포에서는 증가된 세포자멸사가 진행되지 않았다.  

대조적으로, γTriDAP 첨가는 예상대로 세포 사망을 일으켰다.  MDP 처리로는 MCF-7 Nod2 세포에서 IL-8 분비가 

초래되지 않았다 (도 5C).  안정적인 MCF-7 형질감염체에서의 Nod1 및 Nod2의 발현이 면역블롯팅에 의해 확인되

었다 (도 5B).  Nod2로의 MCF-7 C20 세포의 보완으로는 MDP 또는 γTriDAP 첨가 후 세포자멸사가 초래되지 않았

다 (데이타는 제시되지 않음). 

Nod1-의존성 세포자멸사에서의 카스파제 관여<175>

특정 카스파제에 의해 개시되는 독특한 세포내 경로의 활성화에 이어서 세포자멸사가 발생하는 것으로 현재 이<176>

해된다.  Nod1-의존성 경로에서의 개시 카스파제에 관한 정보를 수득하기 위해, 카스파제에 대한 특이성이 다양

한 약리학적 및 생물학적 억제제들을 사용하였다.  광범위한 스펙트럼의 억제제인 z-VAD는 γTriDAP-유도 세포

자멸사를 거의 완전히 차단하였다 (도 6A).  대조적으로, 카스파제 1, 2, 6, 및 7의 특이적 억제제는 세포자멸

사에 대해 단지 최소의 효과만이 있었다 (도 6A).  그러나, 카스파제 9 억제제 LEHD 및 카스파제 8 억제제 IETD

에는 z-VAD로 나타난 것과 유사한 억제 수준으로 억제 효과가 현저하였다 (도 6A).  이러한 데이타는 γTriDAP-

유도 세포자멸사의 개시에서의 카스파제 8 및 9에 대한 가능한 역할을 시사한다.

2가지 주요 세포자멸사 경로가 기술되었다; 내인성 (미토콘드리아, 스트레스 유도) 및 외인성 (수용체 매개) 경<177>

로.  세포자멸사에 참여하는 카스파제는, 카스파제 9 및 카스파제 8가 각각 내인성 및 외인성 경로에서 상류 개

시인자이면서, 계층성 케스케이드 내로 조직화되는 것으로 여겨진다.  이러한 경로들을 구별하기 위해, 여러 단

백질 억제제들이 사용되었고, 이들은 형질감염에 의해 세포 내로 도입되었다.

먼저, CLARP (Flip) 형질감염체들을 테스트하였다.  CLARP는 카스파제 8의 특이적 억제제인 것으로 여겨지고, 2<178>

개의 사망 이펙터 도메인 (DED)을 갖고, 불활성 카스파제 도메인을 갖는다.  CLARP는 카스파제 8 및 FADD와 상

호작용함으로써 Fas, TNFα 및 TRAIL을 포함하는 다양한 리간드-수용체 쌍에 의해 유도되는 세포자멸사를 특이

적으로 억제하는 것으로 알려져 있다.  γTriDAP-유도 세포 사망에 대한 CLARP의 효과를 결정하기 위해, 단독으

로 또는 Nod1의 존재 하에 CLARP를 안정적으로 발현하는 MCF-7  세포주 (MCF-7  CLARP)를 구축하였다.  MCF-

7CLARP 세포가 γTriDAP/CHX와 함께 인큐베이션되었을 때, 세포 사망이 전적으로 억제되었고, 이는 Nod1-유도 

세포자멸사성 경로가 카스파제 8에 의해 개시되는 경로와 중첩된다는 것을 시사한다 (도 6C, 상부 패널). 

또다른 항-세포자멸사성 단백질인 Bcl-2가 미토콘드리아로부터 사이토크롬 c의 방출을 억제함으로써 Apaf1/카스<179>

파제 9 복합체의 활성화를 차단하는 것으로 나타났다.  Bcl-2를 과발현하는 안정적인 MCF-7 세포주가 생성되었

고, Nod1 활성화 시 이러한 Bcl-2-발현 MCF-7 세포에서 세포 사망을 평가하였다.  도 6C에 제시된 바와 같이 

(하부 패널), Bcl-2의 과발현은 γTriDAP-유도 세포 사망을 부분적으로만 방지하였다.

MCF-7 세포는 카스파제 III이 결여된 것으로 알려져 있다.  본 발명가들에 의한 추가적인 연구로 어버이 MCF-7 <180>

또는 MCF-7C20 세포에서의 카스파제 III의 발현이 Nod1 리간드 γTriDAP에 대한 이러한 세포의 응답 패턴을 변

화시키지 않았다는 것이 결정되었다 (데이타는 제시되지 않음).  이러한 실험은 카스파제 8이 MCF-7 세포에서 

γTriDAP-유도 세포자멸사를 개시시키는데 우세한 역할을 한다는 것을 가리킨다.  간접적이긴 하지만, 카스파제 

9와 상호작용하는데 실패한 Nod1의 V41Q 돌연변이체가 γTriDAP 유도 세포자멸사 (도 4A) 및 IL8 생산 (데이타

는  제시되지  않음)을  지지하는데  있어서  야생형  Nod1와  동등하였다는  발견으로부터  추가적인  지지가  

유래되었다.

키나제 활성이 아니라 CARD 도메인이 Nod1-유도 세포자멸사에 필요하다. <181>

RIP2는 CARD 도메인을 함유하는 단백질 키나제이다.  RIP2는 NF-kB 활성화에 이르는 Nod1 신호전달에서 중요한 <182>

것으로  나타났다  ([Kobayashi  et  al.,  Nature  416:194-99  (2002)];  [Chin  et  al.,  Nature  416:190-94  

(2002)]).  CARD 도메인이 결여된 RIP2가 Nod1 신호전달의 우성 음성 억제제로서 작용하기 때문에 CARD-CARD 상

호작용을 통해 RIP2가 Nod1에 결합하는 것이 NF-kB 활성화에 필수적인 것으로 여겨진다.

γTriDAP-유도 세포자멸사에서 RIP2 키나제 활성의 역할을 평가하기 위해 여러 RIP2 돌연변이체가 MCF-7 세포에<183>
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서 안정적으로 발현되었다.  CARD 도메인이 결여된 RIP2의 발현은 Nod1-유도 세포 사망을 완전하게 폐지시켰다 

(도 7A).  대조적으로, 야생형 RIP2 또는 촉매적으로 불활성인 RIP2 (RIP2 KD)의 발현은 정상 수준의 Nod1을 발

현한 어버이 MCF-7 Blasto에서 나타난 세포자멸사 수준에 비해 세포자멸사의 정도를 증가시켰다 (도 7A, 13A).  

야생형 RIP2 및 RIP2 KD 구축물을 발현하는 세포는 더 낮은 농도의 γTriDAP에 대해 민감성이었고, Nod1만을 발

현하는 세포 (도 13C) 또는 어버이 MCF-7 Blasto (데이타는 제시되지 않음)보다 더 빨리 사망하였다.  또한, 

MDP는 RIP2 KD를 발현하는 세포에서 높은 수준의 세포자멸사를 유도하는데 효과적이었지만, 야생형 RIP2 또는 

RIP2ΔCARD를 발현하는 세포에서는 효과적이지 않았다 (도 13A).  또한 MDP는 RIP2 KD 세포에서 Nod1-발현 세포

에서보다 높은 수준의 세포자멸사를 유도하였다 (도 13C).  그러나, TNFα는 야생형 RIP2, RIP2 KD 및 RIP2Δ

CARD를 발현한 세포에서 유사한 수준의 세포자멸사를 유도하였다 (도 13B).  γTriDAP-유도 IL-8 분비는 야생형 

RIP2를 발현하는 세포에서 최고였다 (도 13D).  각각의 연구된 형질감염된 세포주들은 대략 동일한 양의 야생형 

또는 돌연변이 RIP2를 발현하였고 (도 7B), 이는 발현 수준이 세포 사망에서의 차이의 원인이 아니었음을 가리

킨다.   따라서, Nod1-의존성 세포자멸사 경로는 RIP2 CARD 도메인을 필요로 하지만, 놀랍게도, RIP2 키나제 활

성을 필요로 하지 않는다.

γTriDAP-유도 JNK 인산화에 대한 RIP2 발현의 효과를 또한 시험하였다 (도 7C).  야생형 RIP2 또는 RIP2 KD를 <184>

발현하는 MCF-7 세포가 시클로헥시미드의 존재 하에 2시간 동안 γTriDAP에 노출되면, JNK의 인산화가 유도되었

다 (도 7C).  그러나, γTriDAP 및 시클로헥시미드는 RIP2ΔCARD 세포에 대해 이같은 효과가 없었다.

따라서, Nod1은 에스트로겐-민감성 종양 성장을 조절하기 위해 RIP2 (스캐폴드(scaffold) 단백질 키나제)를 필<185>

요로 한다.  그러나, 에스트로겐-민감성 종양 성장의 Nod1-RIP2  조절이 RIP2  CARD  도메인을 필요로 하지만, 

Nod1-의존성 세포자멸사 및 종양 성장의 억제 모두를 위한 적합한 하류 신호를 제공하기 위해 RIP2 키나제 활성

을 필요로 하지 않는다.  유사한 결과가 p38으로 수득되었다 (데이타는 제시되지 않음).  IL-1이 모든 형질전환

체에서 JNK 인산화를 강하게 유도하였기 때문에, RIP2ΔCARD 세포에서의 MAPK 활성화의 부재는 변화된 MAPK 키

나제 신호전달로 인한 것이 아니였다.  따라서, MCF-7 세포에서의 γTriDAP의 활성은 RIP2를 필요로하지만, 키

나제 활성은 필요로 하지 않는다.

이러한 데이타는 우성 음성 형태의 RIP2의 발현이 γTriDAP-유도 세포 사망을 폐지시켰기 때문에 Nod1 하류의 <186>

단백질 키나제인 RIP2/RICK가 Nod1 세포자멸사 유발성 경로의 필수적인 성분일 수 있다는 것을 가리킨다.

Nod1은 종양 형성을 제어한다.  Nod1-의존성 세포자멸사 경로는 종양 세포 성장 조절, 및 종양발생에 이르는, <187>

세포 사망으로 진행되지 못하는 악성 세포를 포함하는 다수의 생물학적 프로세스에서 중요할 수 있다.  SCID 마

우스에서의 종양 성장의 이종이식 모델을 사용하여, 종양 성장 및 종양 거부에서의 Nod1의 역할을 시험하였다.  

MCF-7 Blasto, MCF-7C20 세포 및 MCF-7C20Nod1 세포 (각각 합계 약 3×10
6
 개의 세포)를 개별적으로 암컷 마우

스의 옆구리 내로 피하 주사하여, SCID/SCID 또는 SCID/Nod1 마우스에서 종양 성장을 유도하였다.  주사후 8주

까지 일주일에 한번씩 종양 형성에 대해 동물들의 점수를 매겼다.

3가지 모두의 세포 집단에서 주사 후 처음 몇주 동안 종양이 동등하게 성장하여, 주사 15일 후, 계산된 종양 부<188>

피는 모든 마우스에서 대략 10 ㎣였다.  따라서, MCF-7 Blasto, MCF-7C20 세포 및 MCF-7C20Nod1 세포는 모두 

마우스 내로의 도입 후 약 15일까지 종양을 발생시킬 수 있었다.

그러나, MCF-7 Blasto 및 MCF-7C20Nod1 세포로부터 형성된 종양은 8주 실험의 나머지 기간에 걸쳐 거의 사라졌<189>

다.  MCF-7Blasto 및 MCF-7C20Nod1 세포에 의해 생산된 초기 종양은 신속하게 크기가 감소되고 퇴행되었다 (도 

10).  MCF-7C20 세포의 주사만이 퇴행되지 않고 계속 성장한 커다란 원형 종양을 주사 부위에 생산하였다.  이

러한 결과는 Nod1의 부재가 종양이 성장되도록 하고, Nod1의 존재는 종양 퇴행에 이른다는 것을 가리킨다.

이러한 연구가 SCID 마우스에서 수행되었기 때문에, 이종이식편의 종양 성장에서의 면역계의 역할은 무시할 수 <190>

있을 정도였다.  또한, MCF-7Blasto, MCF-7Nod1, MCF-7C20 및 MCF-7C20Nod1을 발현하는 세포주를 포함하여 각

각의 연구된 MCF-7 세포주들이 조직 배양 조건 및 연질-한천 콜로니 형성 분석에서 동일한 성장 특징을 가졌기 

때문에 (데이타는 제시되지 않음), MCF-7Blasto 및 MCF-7C20Nod1 세포가 이식된 동물에서의 종양의 부재는 감소

된 증식 잠재력으로 인한 것이 아니였다.

3가지 별도의 실험의 결과의 요약이 표 2에서 제공되고, 이때 SCID/SCID 마우스가 실험 1 및 2에서 사용되었고, <191>

SCID/Nod 마우스가 실험 3에 사용되었다.
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표 2

<192>

이러한 결과는 Nod1 기능의 손실 (MCF-7 C20 세포가 사용된 경우와 같음)이 종양이 퇴행되지 않을 가능성을 증<193>

가시킨다는 것을 나타낸다.  Nod1 기능의 복원 (MCF-7 C20 Nod1 세포가 사용된 경우와 같음), 또는 Nod1 발현의 

유도는 종양이 퇴행할 가능성을 증가시킨다.

한 실험을 또한 수행하였고, 3.5주 전에 MCF-7C20 및 MCF-7C20Nod1 세포가 주사된, 종양이 있는 SCID/SCID 마<194>

우스로부터 종양을 수확하였다.  그 후, 종양 조직을 잘게 썰고, 조직 배양 플라스크 내에 놓았다.  약 1주일 

후, 임의의 잔존하는 고체 종양 조직을 제거하고, 10 ㎍/㎖ 블라스티시딘을 첨가하였다.  그 후 파종된 세포를 

블라스티시딘의 존재 하에 6  계대 동안 표준 조건 하에 유지시켰다.  그 후 이러한 세포를 사용하여 비처리

(naive) SCID 마우스에 주사하고, 종양 부피에서의 경시적인 변화를 60일 기간 동안 측정하였다. 

종양-유래 MCF-7C20 또는 MCF-7C20Nod1 세포를 함유하는 마우스에서 종양이 성장하기 시작하였다.  주사 후 15<195>

일까지, 양쪽 세포 유형 모두에서 약 50 ㎣의 계산된 종양 부피가 발생되었다.  이러한 실험의 나머지 40일 동

안, MCF7-C20Nod1 세포로부터 형성된 종양은 최소한도로 검출가능한 크기 (<10 ㎣)로 퇴행된 반면, MCF-7C20 세

포에 의해 생산된 종양은 200-270 ㎣의 최대 부피로 성장하였다 (도 11 A-C).

이러한 결과는 종양 세포에서의 Nod1 발현이 종양 세포 세포자멸사 및 종양 퇴행에 이를 수 있다는 것을 추가로 <196>

확증한다.

MCF-7 세포에서 TNFα에 응답하여 세포자멸사가 진행되기 때문에, 마우스 TNFα를 중화시키는 햄스터 모노클로<197>

날 항체 ([Bancroft et al., J. Immunol. 143:127-30 (1989)])를 사용하여 Nod1-유도 세포자멸사에 대한 TNFα

의 효과를 추가로 시험하였다.  MCF-7 Blasto 또는 MCF-7 Nod1 세포가 접종되었을 때 종양이 형성되지 않았기 

때문에 이러한 항체의 존재는 세포자멸사를 억제하지 않았다.  또한, 기존의 실험에서 관찰된 바와 같이, MCF-7 

C20 세포가 마우스 내로 주사되었을 때 종양이 성장하였다.

또다시, 각각의 연구된 MCF-7 세포주들이 배양 및 연질-한천 콜로니 형성 분석에서 동일한 성장 특징을 가졌기 <198>

때문에, Nod1-발현 종양 세포를 주사한 후 종양의 부재는 MCF-7 C20 세포와 비교하여 MCF-7 Blasto 및 MCF-7 

C20/Nod1 세포의 감소된 증식 속도로 인한 것이 아니였다.  또한, CLARP (c-FLIP)가 카스파제 8의 특이적 억제

제이기  때문에  다른  인자에  의한  세포자멸사의 단순한  차단이  종양  성장을  발생시킨 메카니즘일 것  같지  

않았고, MCF-7 c-FLIP/CLARP 세포는 누드 마우스에서 종양을 형성할 수 없었다 (데이타는 제시되지 않음). 

에스트로겐의 역할<199>

예비 실험에서, C20 클론이 수컷 마우스 내로 이식되었을 때 더욱 강건한 종양 성장이 관찰되었고, 이는 종양 <200>

퇴행에서의 암컷-관련 호르몬의 역할을 시사한다.  다양한 유전자 표적의 중합효소 연쇄 반응 증폭에 의한 추가

적인 연구로, 프로게스테론 수용체가 C20 세포주에 부재하는 반면, 수용체가 야생형 세포, 및 더욱 중요하게는 

C20Nod1  세포에 존재한다는 것이 관찰되었다.  또한, PCR  분석으로 에스트로겐 수용체 알파가 각각의 3가지 

MCF7 세포 유형에 존재하였다는 것이 또한 드러났다.

대부분의 연구에서, MCF-7 세포에 의한 종양 형성은, 고농도로 세포가 접종되는 경우에도, 누드 마우스에서의 <201>

종양발생을 위해 에스트로겐의 보충을 필요로 한다.  종양발생에서의 에스트로겐의 역할을 추가로 시험하기 위

해, 3가지 세포주 모두를 에스트로겐 펠렛과 함께 마우스 내로 주사하였다 (도 11B).  예상대로, 에스트로겐이 

존재할 때 MCF-7 Blasto가 주사된 마우스에서 종양이 성장하였다.  MCF-7 C20 세포가 주사된 마우스에서는 에스

트로겐 펠렛이 존재할 때 더 크게 성장한 종양이 생산되었다.  흥미롭게도, MCF-7 C20/Nod1가 주사된 마우스에
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서는 에스트로겐 펠렛의 존재 하에 종양이 성장하지 않았다.  이러한 데이타는 Nod1이 에스트로겐-의존성 종양 

성장을 억제한다는 것을 가리킨다.

종양 성장에서의 Nod1 경로의 역할을 더욱 지지하기 위해, RIP2의 우성 음성 대립유전자 (RIP2ΔCARD)의 발현을 <202>

연구하여, 이러한 대립유전자가 종양을 성장시키는 MCF-7 세포의 능력을 또한 방해할 수 있는지를 결정하였다.  

도 11C는 MCF-7 C20 세포에서 관찰된 종양보다 종양이 작긴 하지만, 이러한 RIP2ΔCARD 세포가 종양을 성장시켰

다는 것을 나타낸다.  취합되어, 이러한 데이타는 Nod1이 종양 성장에서 중요한 역할을 한다는 것과 Nod1의 존

재가 에스트로겐-의존성 종양 성장에 대한 브레이크로서 작용한다는 것을 가리킨다.

이러한 가설에 대한 추가적인 지지를 수득하기 위해, 에스트로겐-유도 증식에 대한 MCF-7 세포주의 민감도를 세<203>

포가 배양 배지 내의 에스트로겐의 부재 하에 성장되는 조건 하에 관찰하였다.  이러한 조건 하에, MCF-C20 세

포 뿐만 아니라 MCF-7 RIP2ΔCARD 세포에서 첨가된 에스트로겐에 대한 강한 증식성 응답이 진행되었지만, 어버

이 또는 MCF-7 C20/Nod1 세포주는 증식하도록 자극되지 않았다 (도 11D).  그러나, MCF-7 C20 세포에 대해 관찰

된 에스트로겐-유도 증식이 배양 배지 내의 타목시펜의 첨가에 의해 차단되었다 (데이타는 제시되지 않음).

에스트로겐의 존재가 Nod1-유도 세포자멸사성 경로를 조절하는지를 결정하기 위해, 숯-처리 혈청을 함유하는 배<204>

지에서 세포를 배양하였다.  에스트로겐은 C20 세포에서의 세포자멸사에 대해 효과가 거의 없거나 없었고, 이는 

Nod1를 실질적으로 발현하지 않고, 세포자멸사를 실질적으로 나타내지 않았다 (도 12A, 중간 패널).  C20/Nod1 

및 Blasto는 스테로이드의 부재 하에 배양되었을 때 γTriDAP-유도 세포자멸사에 더욱 저항성이었다 (C20/Nod1 

세포는 스테로이드의 부재 하에 10％ 세포자멸사 대 스테로이드의 존재 하에 80 ％를 나타냈다; 도 12A, 하부 

패널).  따라서, 세포자멸사가 에스트로겐 농도에 용량-의존성 방식으로 증가되도록 세포자멸사에 대한 저항성

이 에스트로겐의 첨가에 의해 반전되었다 (도 12A).  반대로, 타목시펜의 첨가는 γTriDAP-유도 세포 사망을 부

분적으로 차단하였다 (도 12B).  마지막으로, Nod1의 과발현은 로딩 대조군으로 사용된 ERK2의 발현에 영향을 

미치지 않으면서 내인성 에스트로겐 수용체-α (ERα)의 발현을 현저하게 감소시켰다 (도 12C).  유사하게, ER

α 발현에서의 감소가 종양으로부터 단리된, 재-배양된 세포에서 관찰되었다 (도 12C, 우측 패널).  이러한 데

이타는 Nod1 경로가 ERα 발현 수준에 영향을 미치고, 따라서 종양을 발달시키는 MCF-7 유방암 세포의 민감성에 

영향을 미친다는 것을 가리킨다.

본원에 언급된 모든 특허 및 간행물은 본 발명이 속하는 업계의 당업자의 기술 수준을 가리키고, 각각의 이같은 <205>

인용된 특허 또는 간행물은 개별적으로 전체적으로 거명에 의해 포함되거나 전체적으로 본원에 기재된 것과 동

일한 정도로 거명에 의해 본원에 포함된다.  출원인은 임의의 이같은 인용된 특허 또는 간행물로부터의 임의의, 

그리고 모든 재료 및 정보를 본 명세서 내로 실제로 포함시킬 권리를 갖는다.

본원에 기술된 특정 방법 및 조성물은 바람직한 실시양태를 대표하고 전형적이며, 본 발명의 범주를 제한하는 <206>

것으로 의도되지 않는다.  또다른 목적, 양상 및 실시양태가 본 명세서를 고려하여 당업자에게 발생할 것이고, 

청구항의 범주에 의해 한정되는 본 발명의 취지 내에 포함된다.  본 발명의 범주 및 취지를 벗어나지 않으면서 

다양한 치환 및 변형이 본원에 개시된 본 발명에 이루어질 수 있다는 것이 당업자에게 명백할 것이다.  본원에 

설명적으로  기술된  본  발명은  필수적인  것으로  구체적으로  본원에  개시되지  않은  임의의  요소(들)  또는  

제한(들)의 부재 하에 적절하게 실행될 수 있다.  본원에 설명적으로 기술된 방법 및 공정은 상이한 순서의 단

계들로 적절하게 실행될 수 있고, 본원 또는 청구항에 지시된 단계들의 순서로 제한될 필요가 없다.  본원 및 

첨부된 청구항에서 사용된 단수형 정관사 및 부정관사는 문맥이 명백하게 지시하지 않는 한 다수의 복수의 언급

을 포함한다.  따라서, 예를 들어, "항체"는 복수의 이같은 항체 (예를 들어, 항체들의 용액 또는 일련의 항체 

제제) 등을 포함한다.  어떠한 상황에서도 본 특허는 본원에 구체적으로 개시된 특정 예 또는 실시양태 또는 방

법에 제한되는 것으로 해석되지 않을 수 있다.  어떠한 상황에서도, 본 특허는 특허청의 임의의 심사관 또는 임

의의 공무원 또는 고용인에 의해 이루어진 임의의 주장에 의해, 이같은 주장이 구체적으로, 그리고 무조건적으

로 명백하게 출원인에 의한 의견서에서 채택되지 않는 한, 제한되는 것으로 해석되지 않을 수 있다.

사용된 용어 및 표현은 제한이 아니라 기술(記述)의 용어로 사용되고, 이같은 용어 및 표현의 사용에는 제시 및 <207>

기술된 특색 또는 이의 일부의 임의의 등가물을 배제하려는 의도가 없고, 청구된 바와 같은 본 발명의 범주 내

에서 다양한 변형이 가능한 것으로 인정된다.  따라서, 본 발명이 바람직한 실시양태 및 선택적인 특색에 의해 

구체적으로 개시되었지만, 본원에 개시된 개념의 변형 및 변화가 당업자에 의해 재분류될 수 있고, 이같은 변형 

및 변화가 첨부된 청구항에 의해 정의되는 바와 같은 본 발명의 범주 내인 것으로 간주된다는 것이 이해될 것이

다.

본 발명이 광범위하게, 그리고 일반적으로 본원에 기술되었다.  포괄적인 개시내용 내에 속하는 각각의 더 한정<208>
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된 종 및 아속 분류 또한 본 발명의 일부를 형성한다.  이는 삭제된 물질이 본원에 구체적으로 열거되는지 여부

와 상관없이, 종류로부터 임의의 대상을 제거하는 조건 또는 음성 제한이 있는 본 발명의 포괄적인 기술을 포함

한다.

또다른 실시양태들이 하기의 청구항 내에 존재한다.  또한, 본 발명의 특색 또는 양상이 마쿠시(Markush) 군의 <209>

방식으로 기술되는 경우, 당업자는 본 발명이 이에 의해 마쿠시 군의 임의의 개별적인 구성원 또는 구성원들의 

아군에 관하여 또한 기술된다는 것을 이해할 것이다. 

도면의 간단한 설명

도 1A-C는 TNF-유도 세포자멸사에서의 Nod1 관여를 도해한다.  도 1A는 TNFα-저항성 표현형을 발생시키고, 블<19>

라스티시딘  (blast)  유전자가  삽입된  Nod1  돌연변이체로  추후에  확인된  돌연변이된  유전자의  개략도를  

제공한다.  이러한 Nod1 돌연변이를 지니는 세포주는 MCF7-C20 세포주이다.  pDisrup 레트로바이러스 구축물로

부터의 삽입이 Nod1 유전자에 맵핑(mapping)되었다.  Nod1 유전자에 융합된 블라스티시딘의 접합은 Nod1 유전자

의 3' 말단에서 류신-풍부 영역 8 (LRR8)과  류신-풍부 영역 9 (LRR9) 사이에서 발생하였다.  따라서, LRR9 및 

LRR10 영역은 블라스티시딘 삽입에 대해 3'이다.  도 1B는 NOD1 단백질이 MCF-7 C20 세포에서 검출가능한 양으

로 존재하지 않는다는 것을 나타낸다.  MCF-7 어버이 세포 ("wt"으로 칭해짐) 및 MCF-7 C20 세포로부터의 세포 

추출물을 제조하였고, 모노클로날 항-NOD1 항체로 면역침전시키거나 (상부 패널), 또는 SDS-PAGE 젤 상에 직접 

로딩하고 (하부 패널), 이어서 PVDF 막으로 옮겼다.  동일한 항-NOD1 항체를 사용하는 면역블롯팅에 의해 블롯

(blot)을 분석하였다.  도 1C는 MCF-7 세포가 MCF-7 C20 세포보다 TNF-유도 세포자멸사에 더욱 저항성이라는 것

을 나타낸다.  MCF-7 및 MCF-7 C20 세포를 증가하는 농도의 TNF (0-40 ng/㎖)로 20시간 동안 처리하였다.  세

포 생존율을 프로피듐 요오다이드 (PI)  배제 분석법 및 유동세포측정법에 의해 결정하였다.  그래프는 MCF-7 

C20 세포에서 세포자멸사가 유의하게 더 진행될 것 같다는 것을 나타낸다.

도 2A-D는 γTriDAP 처리 시 MCF-7 세포에 세포자멸사가 일어난 것을 나타낸다.  도 2A는 NOD1이 γTriDAP-유도 <20>

세포 사망에 필요하다는 것을 도해한다.  정상 수준의 NOD1를 발현하는 MCF-7 Blasto, NOD1를 거의 발현하지 않

거나 발현하지 않는 MCF-7 C20 세포, 또는 NOD1을 과발현하는 MCF-7 Nod1 세포를 48시간 동안 시클로헥시미드 

(CHX) (3 ㎍/㎖)의 존재 (빗금 막대) 또는 부재 (백색 막대) 하에 γTriDAP 또는 αTriDAP (각각 50 ㎍/㎖)로 

처리하였다.  대조군 분석에서는 γTriDAP 또는 αTriDAP 대신 배지 (Med)를 제공하였다.  48시간 인큐베이션 

후, 세포를 수확하고, 프로피디늄 요오다이드 (PI) (4 ㎍/㎖)와 함께 인큐베이션하였다.  세포 생존율을 유동 

세포측정법 분석에 의해 측정하였다.  제시된 데이타는 4회 이상의 독립적인 실험 중 대표적인 실험이다.  도 

2B는 벡터 단독으로 형질감염된 MCF-7 Blasto, 내인성 Nod1 유전자가 파괴된 MCF-7 C20 세포 또는 NOD1을 과발

현하도록 조작된 MCF-7 Nod1 세포에서의 NOD1 발현 수준을 나타낸다.  MCF-7 Blasto, MCF-7 C20 및 MCF-7 Nod1 

세포에서의 NOD1의 발현을 모노클로날 항-NOD1 항체를 사용하여 웨스턴 블롯팅(western blotting)에 의해 분석

하였다.  도 2C는 γTriDAP-처리 MCF-7 Nod1 세포에서의 형태학적 변화를 도해한다.  세포를 4-웰 챔버 슬라이

드에  파종하고,  γTriDAP/시클로헥시미드  (CHX)  (패널  b,  d,  f)  또는  CHX  단독  (패널  a,  c,  e)으로  

처리하였다.  세포를 DAPI (패널 c, d) 또는 TUNEL (패널 e, f)로 염색하고, 고정시키고, 위상차 (패널 a, b) 

또는 형광 (패널 c-f) 현미경 하에 관찰하였다.  도 2D는 MCF-7 Nod1 세포에서의 γTriDAP-유도 세포자멸사가 2

가지  광범위한  스펙트럼의  카스파제  억제제인  z-VAD-FMK  및  Boc-D-FMK에  의해  감소  또는  폐지되었음을  

나타낸다.  MCF-7 Nod1 세포를 z-VAD 또는 Boc-D-FMK 카스파제 억제제 (각각 50 uM)로 30분 동안 예비처리한 

후, γTriDAP/CHX를 48시간 동안 첨가하였다.  세포를 프로피듐 요오다이드 (PI)와 함께 인큐베이션하고, 세포

자멸사성 세포 사망을 유동 세포측정법에 의해 측정하였다.

도 3은 γTriDAP를 MCF-7 세포에 첨가한 결과 폴리(ADP-리보스)중합효소 (PARP) 및 카파제 6, 7, 8 및 9가 단<21>

백질분해성으로 절단되었지만 불활성 대조군인 트리-펩티드 αTriDAP로는 절단되지 않았음을 웨스턴 분석에 의

해 도해한다.  PARP 및 다양한 카스파제의 절단이 24시간 동안의 CHX (0.5 ㎍/㎖)의 존재 또는 부재 하에서의 

γTriDAP, αTriDAP 또는 배지 (대조군)로의 자극 후에 MCF-7 Blasto, MCF-7 C20 세포 및 MCF-7 Nod1 세포의 

웨스턴 블롯 분석에 의해 검출되었다.  세포를 수확하여, 웨스턴 블롯팅하였고, PARP, 카스파제, p20, p41/43 

및 p35가 이와 반응성인 항체로 검출되었다.

도 4A-C는 NOD1 돌연변이체 V41Q가 γTriDAP에 응답성이고 세포자멸사 경로에서 여전히 기능성인 반면, NOD1 돌<22>

연변이체 K208R은 γTriDAP에 응답성이지 않고 세포자멸사 경로에서 활성이지 않다는 것을 나타낸다.  도 4A는 

배지 (Med., 대조군) 또는 γTriDAP로의 처리 후 여러 세포주에서의 세포자멸사성 세포의 백분율을 그래프로 도

해한다.  NOD1 V41Q 및 K208R 돌연변이체는 부위-지정 돌연변이유발에 의해 구축하였다.  V41Q 돌연변이는 NOD1
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의 CARD 도메인 내에 존재하고, K208R 돌연변이는 Nod/NBD 도메인에 의해 매개되는 올리고머화에 필요한 입체구

조성 변화를 차단하는 것으로 생각된다.  이러한 NOD1 V41Q 및 K208R 돌연변이체 폴리펩티드를 코딩하는 구축물

을 MCF-7 C20 세포 내로 형질감염시키고, 세포자멸사 분석을 수행하였다.  나타난 바와 같이, V41Q 돌연변이체

에서는 NOD1 활성이 유지되지만, K208R 돌연변이체에서는 유지되지 않는다.  도 4B는 NOD1 돌연변이체 및 야생

형 폴리펩티드의 발현 수준이 실질적으로 동일하였음을 나타낸다.  도 4C는 MCF-7 세포에서의 NOD1 발현이 PARP 

및 카스파제 6, 7, 8 및 9의 단백질분해성 절단에 필요하다는 것을 웨스턴 분석에 의해 도해한다.  PARP 및 다

양한 카스파제의 절단이 NOD1를 발현하지 않는 MCF-7 C20 세포 및 Nod1 구축물이 MCF-7 C20 세포 내로 재조합에 

의해 도입된 MCF-7 C20 Nod1 세포의 웨스턴 블롯 분석에 의해 검출되었다.  세포를 24시간 동안 시클로헥시미드 

(CHX) (0.5 ㎍/㎖)의 존재 또는 부재 하에 γTriDAP 또는 배지 (대조군)으로 자극하였다.  그 후, 세포를 수확

하고, 웨스턴 블롯팅하였다.  PARP, 카스파제, p20, p41/43 및 p35가 이와 반응성인 항체로 검출되었다. 

도 5A-C는 Nod2가 MCF-7 세포에서 세포자멸사를 유도하지 않는다는 것을 도해한다.  도 5A에서, MCF-7 Blasto, <23>

MCF-7 Nod1 및 MCF-7 Nod2를 48시간 동안 CHX의 존재 또는 부재 하에 NOD1 리간드 γTriDAP 또는 Nod2 리간드 

무라밀 디펩티드 (MDP) (각각 20 ㎍/㎖)로 처리하였다.  그 후, 세포를 PI와 함께 인큐베이션하고, 세포자멸사

성 세포 사망을 유동 세포측정법에 의해 측정하였다.  나타난 바와 같이, γTriDAP는 세포자멸사를 자극하지만, 

NOD2 리간드는 자극하지 않는다.  도 5B에서, NOD1 및 NOD2의 발현이 재조합 단백질의 검출을 위한 항-Myc 항체

를 사용하는 웨스턴 블롯 분석에 의해 확인되었다.  도 5C는 MCF-7 Nod2 세포가 인터류킨-8 (IL-8) 분비에 의해 

검출되는 바와 같이 MDP에 응답한다는 것을 나타낸다.  MCF-7 Blasto, MCF-7 Nod1 세포 및 MCF-7 Nod2 세포를 

24시간 동안 CHX (0.5 ㎍/㎖)의 존재 또는 부재 하에 γTriDAP 또는 MDP로 자극하였다.  그 후, 세포 상청액을 

수확하고, IL-8 분비에 대해 분석하였다.

도 6A-D는 카스파제 8 및 카스파제 9가 γTriDAP-유도 세포자멸사에 필요하다는 것을 도해한다.  도 6A는 γ<24>

TriDAP-유도 세포자멸사에 대한 여러 카스파제 억제제의 효과를 나타낸다.  MCF-7 Nod1 세포를 도 6A의 x축에 

열거된 카스파제 억제제로 30분 동안 예비처리한 후, γTriDAP/CHX로 48시간 동안 자극하였다.  그 후, 세포를 

프로피듐 요오다이드와 함께 인큐베이션하고, 세포 생존율을 유동 세포측정법에 의해 측정하였다.  모든 억제제

들을 100 uM 농도로 사용하였다.  도 6B는 Nod 1이 카스파제 9와 동시발현될 때 고분자량 형태의 NOD1가 검출된

다는 것을 나타내고, 이는 NOD1이 카스파제 9와 상호작용한다는 것을 가리킨다.  이러한 실험에서, 293 세포가 

빈 벡터, Myc-NOD1, 또는 Myc-NOD2의 존재 하에 FLAG-카스파제 9를 코딩하는 벡터와 동시-형질감염되었다.  세

포 추출물을 항-FLAG 항체로 면역침전 (IP)시켰고, 동시-침전된 단백질을 폴리클로날 항-Myc 항체를 사용하여 

면역블롯팅 (WB)에 의해 나타냈다.  도 6C는 CLARP가 γTriDAP-유도 세포자멸사를 완전하게 방지한 반면, Bcl2

는 γTriDAP-유도 세포자멸사를 부분적으로만 억제하였음을 나타낸다.  MCF-7 CLARP, MCF-7 CLARP/Nod1, MCF-7 

Bcl2 및 MCF-7 Bcl2/Nod1 세포를 48시간 동안 CHX (3 ㎍/㎖)의 존재 또는 부재 하에 γTriDAP로 처리하거나 처

리하지 않았다.  그 후, 세포를 프로피듐 요오다이드와 함께 인큐베이션하고, 세포자멸사성 세포 사망을 유동 

세포측정법에 의해 측정하였다.  도 6D는 CLARP, Bcl2 및 NOD1이 MCF-7 세포에서 발현되는 것을 도해하는 웨스

턴 블롯을 나타내고, 이는 도 6C에서 관찰된 결과가 CLARP와 Bcl2의 발현 수준에서의 차이보다는 이러한 두 단

백질 간의 기능성 차이로 인한 것이라는 것을 가리킨다.

도 7A-C는 야생형 RIP2 및 RIP2의 키나제-결핍 (KD) 돌연변이체 모두가 NOD1 세포자멸사 경로에서 기능성이라는 <25>

것을 도해한다.  그러나, CARD 도메인이 결여된 RIP2는 NOD1 신호전달의 우성 음성 억제제로서 작용한다.  도 

7A는 야생형 RIP2, RIP2 KD 및 RIP2 ΔCARD 세포의 집단에서 세포자멸사성인 세포의 백분율을 그래프로 도해한

다.  MCF-7 세포를 야생형 Myc-RIP2, Myc-RIP2 KD, 및 Myc-RIP2 ΔCARD로 안정적으로 형질감염시켰고, 처리하

지 않고 방치하거나 또는 48시간 동안 CHX (3 ㎍/㎖)의 존재 또는 부재 하에 γTriDAP로 처리하였다.  세포를 

PI와 함께 인큐베이션하고, 세포자멸사성 세포 사망을 유동 세포측정법에 의해 측정하였다.  도 7B는 폴리클로

날 항-Myc 항체로의 세포 추출물의 면역침전 및 모노클로날 항-Myc 9E10 항체를 사용하는 면역블롯팅에 의해 확

인된 바와 같이 RIP2 폴리펩티드가 발현되었음을 나타낸다.  도 7C는 RIP2 야생형, MCF-7 RIP2 KD, 및 RIP2 Δ

CARD 세포에서의 JNK의 인산화의 γTriDAP-유도를 도해한다.  나타난 바와 같이, 야생형 RIP2 또는 RIP2 KD를 

발현하는 세포를 2시간 동안 시클로헥시미드의 존재 하에 γTriDAP에 노출시키면 JNK의 인산화가 유도되었다.  

그러나, 동일한 방식으로 처리된 RIP2ΔCARD 세포에서는 이같은 JNK의 인산화가 관찰되지 않았다.

도 8A-D는 NOD1와 TNFα 사이에 상승작용성 관계가 존재한다는 것을 도해한다.  도 8A는 NOD1의 농도가 0.0에서 <26>

100 ㎍/㎖로 증가하고 TNFα의 농도가 0.5 ng/㎖에서 1 ng/㎖으로 증가함에 따라 세포자멸사성 세포의 백분율이 

용량-특이적 방식으로 증가한다는 것을 그래프로 도해한다.  도 8B는 시클로헥시미드의 농도가  0.0에서 3 ㎍/

㎖으로 증가하고 TNFα의 농도가 0.5 ng/㎖에서 1 ng/㎖으로 증가함에 따라 세포자멸사성 세포의 백분율이 용량
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-특이적 방식으로 증가한다는 것을 그래프로 도해한다.  도 8C는 γTriDAP이 TNFα의 존재 하에 세포자멸사를 

증가시키는 반면, 불활성 대조군 트리펩티드 αTriDAP는, 심지어 더 높은 용량의 TNFα에서도, 세포자멸사를 실

제로 억제할 수 있다는 것을 그래프로 도해한다.  도 8D는 MCF-7 세포를 TNFα에 노출시킨 후 다양한 시점에서

의 NOD1 발현을 도해한다.

도 9A-C는 또다른 인간 유방암 세포주인 SKBR3 암 세포주에서의 NOD1 발현을 도해한다.  도 9A (상부)는 세포자<27>

멸사성 SKBR3 야생형 및 SKBR3 Nod1 세포의 백분율을 TNFα 농도의 함수로서 그래프로 도해한다.  도 9A (하

부)는  세포자멸사성  SKBR3  야생형  및  SKBR3  Nod1  세포의  백분율을  γTriDAP  농도의  함수로서  그래프로  

도해한다.  도 9B (상부)는 프로피듐 요오다이드 (PI) 또는 Dioc6에 의한 상이한 조건 하에 관찰된 세포자멸사

성 SKBR3 세포의 백분율을 그래프로 도해한다.  사용된 조건이 웨스턴 블롯 아래에 지시된다.  사용된 약자는 

하기와 같다: CHX (시클로헥시미드), TNF (TNFα), γTri (γTriDAP), αTri (αTriDAP).  도 9B2는 폴리(ADP-

리보스)중합효소 (PARP)  및 카스파제 3,  7,  및 8의 단백질분해성 절단을 도해하는 웨스턴 분석을 제공한다.  

PARP 및 다양한 카스파제의 절단이 웨스턴 블롯 아래에 상술된 조건 하에서의 자극 후에 MCF-7 세포의 웨스턴 

블롯 분석에 의해 검출되었다.  세포를 수확하고, 웨스턴 블롯팅하였고, PARP, 카스파제, p20, p41/43 및 p35가 

이와  반응성인 항체로 검출되었다.  도  9C는  막대  그래프 아래에 지시된 조건  하에  관찰된 세포자멸사성 

야생형, NOD1-발현 및 CLARP-발현 SKBR3 세포의 백분율을 그래프로 도해한다.  사용된 약자는 하기와 같다: CHX 

(시클로헥시미드), TNF (TNFα), gTri (γTriDAP), gTC (γTriDAP + CHX), aTC (αTriDAP + CHX).

도 10A, B 및 C는 각각 야생형 MCF-7 유방암 세포, NOD1 녹아웃(knockout) MCF-7 세포 및 NOD1-형질감염 MCF-7 <28>

세포가 접종된 마우스의 이미지를 제공한다.  3×10
6
 개의 인간 유방암 세포를 마우스에게 피하 접종하였다.  화

살표는 피하 종양을 가리키고, 이의 근접 이미지가 도 10B의 오른쪽에 제시된다.

도 11A-D는  Nod1의  존재가 SCID  마우스에서 종양 성장을 억제한다는 것을 도해한다.  도 11A는 MCF-7  C20  <29>

(좌측)  및  MCF-7  C20/Nod1  (우측)  세포가  주사된  마우스에서의  종양  부피를  시간의  함수로서  그래프로  

도해한다.  세포 (3×10
6
 개의 세포/마우스)를 암컷 SCID 마우스의 옆구리에 주사하였다.  종양 크기를 1주일에 

한번 측정하고, 식 (W2 × L)/2에 따라 부피를 결정하였다.  각각의 선은 1마리의 마우스에서 관찰된 종양 성장

을 나타낸다 (n = 4).  도해된 바와 같이, Nod1 발현 종양 세포 (C20/Nod1)가 주사된 마우스에서 종양 부피가 

감소하였다.  반면에, Nod1을 발현하지 않은 종양 세포 (C20 세포)가 주사된 마우스에서는 종양 부피가 증가하

였다.  도 11B는 MCF-7 Blasto, MCF-7 C20 및 MCF-7 C20/Nod1 세포 (3×10
6
 개의 세포/마우스)의 주사 전에 마

우스 내로 에스트로겐 펠렛을 이식하는 것이 종양 세포가 Nod1을 발현하는 경우 (C20/Nod1 세포)를 제외하고는 

종양 성장을 증가시킨다는 것을 그래프로 도해한다.  빗금 막대는 에스트로겐 펠렛이 이식된 마우스에서 수득된 

결과를 나타내고, 백색 막대는 에스트로겐 펠렛이 이식되지 않은 마우스로부터 수득된 결과를 나타낸다.  종양 

부피는 상기 기술된 바와 같이 결정하였다.  도 11C는 MCF-7 Blasto, MCF-7 C20 세포 및 MCF-7 RIP2ΔCARD 세

포가 주사된 마우스에서의 시간에 따른 종양 부피를 도해한다.  나타난 바와 같이, MCF-7 RIP2ΔCARD 세포가 주

사된 마우스 (*)에서의 종양 부피가 약간의 Nod1을 발현하는 마우스 (Blasto, 흑색 다이아몬드)에서보다 높았지

만, Nod1을 발현하지 않는 마우스 (C20, 흑색 사각형)에서보다는 낮았다.  도 11D는 종양 세포 성장을 에스트로

겐 농도의 함수로서 그래프로 도해한다.  나타난 바와 같이, Nod1을 발현하지 않는 종양 세포 (MCF-7 C20 세포) 

및 돌연변이 RIP2를 발현하는 종양 세포 (MCF-7 RIP2ΔCARD 세포)는 에스트로겐에 대해 더욱 민감성이고, 증가

된 세포 성장을 나타낸다.  MCF-7 Blasto, MCF-7 C20, MCF-7 C20/Nod1 및 MCF-7 RIP2ΔCARD 세포를 증가하는 

농도의 17β-에스트라디올에 노출시키고, 
3
H-티미딘으로 펄싱(pulsing)하고, 세포 성장을 액체 섬광에 의해 결

정하였다.  데이타는 3회 이상의 독립적인 실험을 대표한다.  

도 12A-C는 다양한 MCF-7 종양 세포주에서 에스트로겐이 γTriDAP-유도 세포자멸사를 증가시키고, 타목시펜이 <30>

γTriDAP-유도 세포자멸사를 억제한다는 것을 도해한다.  도 12A는 증가하는 양의 에스트로겐, 및 시클로헥시미

드 (CHX) 또는 CHX + γTriDAP (γTri)에서 배양된 MCF-7 Blasto, MCF-7 C20 세포 및 MCF-7 C20/Nod1 세포에서

의 세포자멸사 백분율을 그래프로 도해한다.  도 12B는 증가하는 양의 타목시펜, 및 시클로헥시미드 (CHX) 또는 

CHX + γTriDAP (γTri)에서 배양된 MCF-7 Blasto, MCF-7 C20 세포 및 MCF-7 C20/Nod1 세포에서의 세포자멸사 

백분율을 그래프로 도해한다.  에스트로겐 연구를 위해, MCF-7 세포를 숯으로 처리된 배지에서 배양하고, 증가

하는 농도의 에스트로겐 (E2)의 존재 하에 γTriDAP/CHX로 자극하고, 세포 생존율을 프로피듐 요오다이드 (PI) 

배제에 의해 측정하였다.  타목시펜 연구를 위해, 세포를 타목시펜으로 처리한 후 γTriDAP/CHX를 첨가하고, 세

포 생존율을 PI 배제에 의해 측정하였다.  도 12C는 시험관내 배양된 세포 (좌측) 및 생체내 종양 세포 (우측)

로부터의 세포 용해물의 면역블롯을 나타내고, 이는 에스트로겐 수용체의 발현이 Nod1을 발현하는 세포에서 감
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소된다는 것을 도해한다.  MCF-7 Blasto, MCF-7 C20 및 MCF-7 C20/Nod1 세포, 및 종양으로부터 단리된 세포로

부터의 전체 단백질 추출물을 에스트로겐 수용체 (ERα)에 대한 항체, 및 로딩 대조군으로서의 ERK2를 사용하여 

면역블롯팅에 의해 분석하였다.  

도 13A-D는 RIP2가 Nod1 세포자멸사성 경로의 중요한 성분이라는 것을 도해한다.  도 13A는 종양 세포주에서의 <31>

키나제-결핍 RIP2 (RIP2 KD)의 안정적인 발현이 이러한 세포를 Nod1 또는 Nod2 활성화제에 의해 유도된 세포자

멸사성 세포 사망에 대해 감작시킨다는 것을 나타낸다.  MCF-7 세포가 Myc-Nod1, Myc-RIP2 (야생형), Myc-RIP2 

KD, 및 Myc-RIP2 ΔCARD로 안정적으로 형질감염되었다.  이어서 테스트 세포를 48시간 동안 CHX (3 ㎍/㎖)의 존

재 또는 부재 하에 γTriDAP, αTriDAP 및 MDP (각각 20 ㎍/㎖)로 처리하였고, 대조군 세포는 이러한 작용제들

로 처리하지 않았다.  그 후, 세포를 프로피듐 요오다이드 (PI)와 함께 인큐베이션하고, 세포자멸사성 세포 사

망을 유동 세포측정법에 의해 측정하였다.  도 13B는 도 13A에 기술된 동일한 MCF-7 세포주에서의 세포자멸사에 

대한 TNF의 효과를 도해한다.  이러한 세포주들을 TNF (10 ng/㎖)로 18시간 동안 처리하고, 세포자멸사성 세포 

사망을 도 13A에 기술된 바와 같이 평가하였다.  TNF는 테스트된 모든 세포주에서 세포자멸사를 증가시켰다.  

도 13C는 MCF-7 RIP2 KD 세포가  MCF-7 Nod1 세포보다 증가된 γTriDAP-유도 세포자멸사를 나타냈다는 것을 나

타낸다.   세포를  48시간  동안  CHX의  존재  하에  증가하는  농도의  γTriDAP  또는  MDP의  존재  하에  

인큐베이션하고, 세포자멸사성 세포 사망을 도 13A에 기술된 바와 같이 평가하였다.  도 13D는 TNF 또는 CHX 

(0.5 ㎖/㎎) 존재 하에서의 γTriDAP로의 자극 후의 MCF-7 Blasto, MCF-7 Nod1 세포 및 MCF-7 RIP2 야생형 세

포에 의한 IL-8 분비를 나타낸다.  인큐베이션 후, 세포 상청액을 수확하고, IL-8 분비에 대해 분석하였다.
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<212> PRT

  

<213> Homo sapiens

  

  

<400> 1

  Met Glu Glu Gln Gly His Ser Glu Met Glu Ile Ile Pro Ser Glu Ser

   1               5                  10                  15      

  His Pro His Ile Gln Leu Leu Lys Ser Asn Arg Glu Leu Leu Val Thr

              20                  25                  30          

  His Ile Arg Asn Thr Gln Cys Leu Val Asp Asn Leu Leu Lys Asn Asp

          35                  40                  45              

  Tyr Phe Ser Ala Glu Asp Ala Glu Ile Val Cys Ala Cys Pro Thr Gln

      50                  55 

                 60                  

  Pro Asp Lys Val Arg Lys Ile Leu Asp Leu Val Gln Ser Lys Gly Glu

  65                  70                  75                  80  

  Glu Val Ser Glu Phe Phe Leu Tyr Leu Leu Gln Gln Leu Ala Asp Ala

                  85                  90                  95      

  Tyr Val Asp Leu Arg Pro Trp Leu Leu Glu Ile Gly Phe Ser Pro Ser

              100                 105                 110         

  

  Leu Leu Thr Gln Ser Lys Val Val Val Asn Thr Asp Pro Val 

Ser Arg

          115                 120                 125             

  Tyr Thr Gln Gln Leu Arg His His Leu Gly Arg Asp Ser Lys Phe Val

      130                 135                 140                 

  Leu Cys Tyr Ala Gln Lys Glu Glu Leu Leu Leu Glu Glu Ile Tyr Met

  145                 150                 155                 160   Asp Thr Ile Met Glu Leu Val Gly 
Phe Ser Asn Glu Ser Leu Gly Ser

                  165                 170                 175     

  Leu Asn Ser Leu Ala Cys 

Leu Leu Asp His Thr Thr Gly Ile Leu Asn

              180                 185                 190         

  Glu Gln Gly Glu Thr Ile Phe Ile Leu Gly Asp Ala Gly Val Gly Lys

          195                 200                 205             

  Ser Met Leu Leu Gln Arg Leu Gln Ser Leu Trp Ala Thr Gly Arg Leu

      210                 215                 220                 

  Asp Ala Gly Val Lys Phe Phe Phe His Phe Arg Cys Arg Met Phe Ser

  225                 230                 235                 240 

  Cys Phe Lys Glu Ser Asp Arg Leu Cys Leu Gln Asp Leu Leu Phe Lys

                  245                 250                 255     

  His Tyr Cys Tyr Pro Glu Arg Asp Pro Glu Glu Val Phe Ala Phe Leu

              260                 265                 270         

  Leu Arg Phe Pro His Val Ala Leu Phe Thr Phe Asp Gly Leu Asp Glu

          275                 280                 285             

  Leu His Ser Asp Leu Asp Leu Ser Arg Val Pro Asp Ser Ser Cys Pro

      290                 295                 300 

                

  Trp Glu Pro Ala His Pro Leu Val Leu Leu Ala Asn Leu Leu Ser Gly

  305                 310                 315                 320 

  Lys Leu Leu Lys Gly Ala Ser Lys Leu Leu Thr Ala Arg Thr Gly Ile

                  325                 330                 335     

  Glu Val Pro Arg Gln Phe Leu Arg Lys Lys Val Leu Leu Arg Gly Phe

              340                 345                 350         

  Ser Pro Ser His Leu Arg Ala Tyr Ala Arg Arg Met Phe Pro Glu Arg
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          355                 360                 365             

  Ala Leu Gln Asp Arg Leu Leu Ser Gln Leu Glu Ala Asn Pro Asn Leu

      370                 375                 380 

                

  Cys Ser Leu Cys Ser Val Pro Leu Phe Cys Trp Ile Ile Phe Arg Cys

  385                 390                 395                 400 

  Phe Gln His Phe Arg Ala Ala Phe Glu Gly Ser Pro Gln Leu Pro Asp

                  405                 410                 415     

  Cys Thr Met Thr Leu Thr Asp Val Phe Leu Leu Val Thr Glu Val His

              420                 425                 430         

  Leu Asn Arg Met Gln Pro Ser Ser Leu Val Gln Arg Asn Thr Arg Ser

          435                 440                 445             

  Pro Val Glu Thr Leu His Ala Gly Arg Asp Thr Leu Cys Ser Leu Gly

      450                 455                 460 

                

  Gln Val Ala His Arg Gly Met Glu Lys Ser Leu Phe Val Phe Thr Gln

  465                 470                 475                 480 

  Glu Glu Val Gln Ala Ser Gly Leu Gln Glu Arg Asp Met Gln Leu Gly

                  485                 490                 495     

  Phe Leu Arg Ala Leu Pro Glu Leu Gly Pro Gly Gly Asp Gln Gln Ser

              500                 505                 510         

  Tyr Glu Phe Phe His Leu Thr Leu Gln Ala Phe Phe Thr Ala Phe Phe

          515                 520                 525             

  Leu Val Leu Asp Asp Arg Val Gly Thr Gln Glu Leu Leu Arg Phe Phe

      530                 535                 540 

                

  Gln Glu Trp Met Pro Pro Ala Gly Ala Ala Thr Thr Ser Cys Tyr Pro

  545                 550                 555                 560 

  Pro Phe Leu Pro Phe Gln Cys Leu Gln Gly Ser Gly Pro Ala Arg Glu

                  565                 570                 575     

  Asp Leu Phe Lys Asn Lys Asp His Phe Gln Phe Thr Asn Leu Phe Leu

              580                 585                 590         

  Cys Gly Leu Leu Ser Lys Ala Lys Gln Lys Leu Leu Arg His Leu Val

          595                 600                 605             

  Pro Ala Ala Ala Leu Arg Arg Lys Arg Lys Ala Leu Trp Ala His Leu

      610                 615                 620 

                

  Phe Ser Ser Leu Arg Gly Tyr Leu Lys Ser Leu Pro Arg Val Gln Val

  625                 630                 635                 640 

  Glu Ser Phe Asn Gln Val Gln Ala Met Pro Thr Phe Ile Trp Met Leu

                  645                 650                 655     

  Arg Cys Ile Tyr Glu Thr Gln Ser Gln Lys Val Gly Gln Leu Ala Ala

              660                 665                 670         

  Arg Gly Ile Cys Ala Asn Tyr Leu Lys Leu Thr Tyr Cys Asn Ala Cys

          675                 680                 685             

  Ser Ala Asp Cys Ser Ala Leu Ser Phe Val Leu His His Phe Pro Lys

      690                 695                 700 

                

  Arg Leu Ala Leu Asp Leu Asp Asn Asn Asn Leu Asn Asp Tyr Gly Val

  705                 710                 715                 720 

  Arg Glu Leu Gln Pro Cys Phe Ser Arg Leu Thr Val Leu Arg Leu Ser
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                  725                 730                 735     

  Val Asn Gln Ile Thr Asp Gly Gly Val Lys Val Leu Ser Glu Glu Leu

              740                 745                 750         

  Thr Lys Tyr Lys Ile Val Thr Tyr Leu Gly Leu Tyr Asn Asn Gln Ile

          755                 760                 765             

  Thr Asp Val Gly Ala Arg Tyr Val Thr Lys Ile Leu Asp Glu Cys Lys

      770                 775                 780 

                

  Gly Leu Thr His Leu Lys Leu Gly Lys Asn Lys Ile Thr Ser Glu Gly

  785                 790                 795                 800 

  Gly Lys Tyr Leu Ala Leu Ala Val Lys Asn Ser Lys Ser Ile Ser Glu

                  805                 810                 815     

  Val Gly Met Trp Gly Asn Gln Val Gly Asp Glu Gly Ala Lys Ala Phe

              820                 825                 830         

  Ala Glu Ala Leu Arg Asn His Pro Ser Leu Thr Thr Leu Ser Leu Ala

          835                 840                 845             

  Ser Asn Gly Ile Ser Thr Glu Gly Gly Lys Ser Leu Ala Arg Ala Leu

      850                 855                 860 

                

  Gln Gln Asn Thr Ser Leu Glu Ile Leu Trp Leu Thr Gln Asn Glu Leu

  865                 870                 875                 880 

  Asn Asp Glu Val Ala Glu Ser Leu Ala Glu Met Leu Lys Val Asn Gln

                  885                 890                 895     

  Thr Leu Lys His Leu Trp Leu Ile Gln Asn Gln Ile Thr Ala Lys Gly

              900                 905                 910         

  Thr Ala Gln Leu Ala Asp Ala Leu Gln Ser Asn Thr Gly Ile Thr Glu

          915                 920                 925             

  Ile Cys Leu Asn Gly Asn Leu Ile Lys Pro Glu Glu Ala Lys Val Tyr

      930                 935                 940 

                

  Glu Asp Glu Lys Arg Ile Ile Cys Phe

  945                 950             

  

  

  

<210> 2

  

<211> 4422

  

<212> DNA

  

<213> Homo sapiens

  

  

<400> 2

  cccggccccg gcgtccccgg accatggcgc tctccgggct cttctctagc tctcagcggc 60

  tgcgaagtct gtaaacctgg tggccaagtg attgtaagtc aggagacttt ccttcggttt 120

  ctgcctttga tggcaagagg tggagattgt ggcggcgatt acagaaaacg tctgggaaga 180

  caagttgctg tttttatggg aatcgcaggc ttggaagaga cagaagcaat tccagaaata 240

  aattggaaat tgaagattta aacaatgttg ttttaaaaca ttctaacttc aaagaatgat 300

  gccagaaact taaaaagggg ctgcgcagag tagcaggggc cctggagggc gcggcctgaa 360

  tcctgattgc ccttctgctg agaggacaca cgcagctgaa gatgaatttg ggaaaagtag 

420

  ccgcttgcta ctttaactat ggaagagcag ggccacagtg agatggaaat aatcccatca 480

  gagtctcacc cccacattca attactgaaa agcaatcggg aacttctggt cactcacatc 540
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  cgcaatactc agtgtctggt ggacaacttg ctgaagaatg actacttctc ggccgaagat 600

  gcggagattg tgtgtgcctg ccccacccag cctgacaagg tccgcaaaat tctggacctg 660

  gtacagagca agggcgagga ggtgtccgag ttcttcctct acttgctcca gcaactcgca 720

  gatgcctacg tggacctcag gccttggctg ctggagatcg gcttctcccc ttccctgctc 780

  actcagagca aagtcgtggt caacactgac ccagtgagca ggtataccca gcagctgcga 

840

  caccatctgg gccgtgactc caagttcgtg ctgtgctatg cccagaagga ggagctgctg 900

  ctggaggaga tctacatgga caccatcatg gagctggttg gcttcagcaa tgagagcctg 960

  ggcagcctga acagcctggc ctgcctcctg gaccacacca ccggcatcct caatgagcag 1020

  ggtgagacca tcttcatcct gggtgatgct ggggtgggca agtccatgct gctacagcgg 1080

  ctgcagagcc tctgggccac gggccggcta gacgcagggg tcaaattctt cttccacttt 1140

  cgctgccgca tgttcagctg cttcaaggaa agtgacaggc tgtgtctgca ggacctgctc 1200

  ttcaagcact actgctaccc agagcgggac cccgaggagg tgtttgcctt cctgctgcgc 

1260

  ttcccccacg tggccctctt caccttcgat ggcctggacg agctgcactc ggacttggac 1320

  ctgagccgtg tgcctgacag ctcctgcccc tgggagcctg cccaccccct ggtcttgctg 1380

  gccaacctgc tcagtgggaa gctgctcaag ggggctagca agctgctcac agcccgcaca 1440

  ggcatcgagg tcccgcgcca gttcctgcgg aagaaggtgc ttctccgggg cttctccccc 1500

  agccacctgc gcgcctatgc caggaggatg ttccccgagc gggccctgca ggaccgcctg 1560

  ctgagccagc tggaggccaa ccccaacctc tgcagcctgt gctctgtgcc cctcttctgc 1620

  tggatcatct tccggtgctt ccagcacttc cgtgctgcct ttgaaggctc 

accacagctg 1680

  cccgactgca cgatgaccct gacagatgtc ttcctcctgg tcactgaggt ccatctgaac 1740

  aggatgcagc ccagcagcct ggtgcagcgg aacacacaca gcccagtgga gaccctccac 1800

  gccggccggg acactctgtg ctcgctgggg caggtggccc accggggcat ggagaagagc 1860

  ctctttgtct tcacccagga ggaggtgcag gcctccgggc tgcaggagag agacatgcag 1920

  ctgggcttcc tgcgggcttt gccggagctg ggccccgggg gtgaccagca gtcctatgag 1980

  tttttccacc tcaccctcca ggccttcttt acagccttct tcctcgtgct ggacgacagg 2040

  gtgggcactc aggagctgct caggttcttc caggagtgga 

tgccccctgc gggggcagcg 2100

  accacgtcct gctatcctcc cttcctcccg ttccagtgcc tgcagggcag tggtccggcg 2160

  cgggaagacc tcttcaagaa caaggatcac ttccagttca ccaacctctt cctgtgcggg 2220

  ctgttgtcca aagccaaaca gaaactcctg cggcatctgg tgcccgcggc agccctgagg 2280

  agaaagcgca aggccctgtg ggcacacctg ttttccagcc tgcggggcta cctgaagagc 2340

  ctgccccgcg ttcaggtcga aagcttcaac caggtgcagg ccatgcccac gttcatctgg 2400

  atgctgcgct gcatctacga gacacagagc cagaaggtgg ggcagctggc ggccaggggc 2460

  atctgcgcca actacctcaa gctgacctac 

tgcaacgcct gctcggccga ctgcagcgcc 2520

  ctctccttcg tcctgcatca cttccccaag cggctggccc tagacctaga caacaacaat 2580

  ctcaacgact acggcgtgcg ggagctgcag ccctgcttca gccgcctcac tgttctcaga 2640

  ctcagcgtaa accagatcac tgacggtggg gtaaaggtgc taagcgaaga gctgaccaaa 2700

  tacaaaattg tgacctattt gggtttatac aacaaccaga tcaccgatgt cggagccagg 2760

  tacgtcacca aaatcctgga tgaatgcaaa ggcctcacgc atcttaaact gggaaaaaac 2820

  aaaataacaa gtgaaggagg gaagtatctc gccctggctg tgaagaacag caaatcaatc 2880

  tctgaggttg ggatgtgggg 

caatcaagtt ggggatgaag gagcaaaagc cttcgcagag 2940

  gctctgcgga accaccccag cttgaccacc ctgagtcttg cgtccaacgg catctccaca 3000

  gaaggaggaa agagccttgc gagggccctg cagcagaaca cgtctctaga aatactgtgg 3060

  ctgacccaaa atgaactcaa cgatgaagtg gcagagagtt tggcagaaat gttgaaagtc 3120

  aaccagacgt taaagcattt atggcttatc cagaatcaga tcacagctaa ggggactgcc 3180

  cagctggcag atgcgttaca gagcaacact ggcataacag agatttgcct aaatggaaac 3240

  ctgataaaac cagaggaggc caaagtctat gaagatgaga agcggattat ctgtttctga 3300

  gaggatgctt 

tcctgttcat ggggtttttg ccctggagcc tcagcagcaa atgccactct 3360

  gggcagtctt ttgtgtcagt gtcttaaagg ggcctgcgca ggcgggacta tcaggagtcc 3420

  actgcctcca tgatgcaagc cagcttcctg tgcagaaggt ctggtcggca aactccctaa 3480

  gtacccgcta caattctgca gaaaaagaat gtgtcttgcg agctgttgta gttacagtaa 3540
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  atacactgtg aagagacttt attgcctatt ataattattt ttatctgaag ctagaggaat 3600

  aaagctgtga gcaaacagag gaggccagcc tcacctcatt ccaacacctg ccatagggac 3660

  caacgggagc gagttggtca ccgctctttt cattgaagag ttgaggatgt ggcacaaagt 3720

  tggtgccaag 

cttcttgaat aaaacgtgtt tgatggatta gtattatacc tgaaatattt 3780

  tcttccttct cagcactttc ccatgtattg atactggtcc cacttcacag ctggagacac 3840

  cggagtatgt gcagtgtggg atttgactcc tccaaggttt tgtggaaagt taatgtcaag 3900

  gaaaggatgc accacgggct tttaatttta atcctggagt ctcactgtct gctggcaaag 3960

  atagagaatg ccctcagctc ttagctggtc taagaatgac gatgccttca aaatgctgct 4020

  tccactcagg gcttctcctc tgctaggcta ccctcctcta gaaggctgag taccatgggc 4080

  tacagtgtct ggccttggga agaagtgatt ctgtccctcc aaagaaatag ggcatggctt 4140

  gcccctgtgg 

ccctggcatc caaatggctg cttttgtctc ccttacctcg tgaagagggg 4200

  aagtctcttc ctgcctccca agcagctgaa gggtgactaa acgggcgcca agactcaggg 4260

  gatcggctgg gaactgggcc agcagagcat gttggacacc ccccaccatg gtgggcttgt 4320

  ggtggctgct ccatgagggt gggggtgata ctactagatc acttgtcctc ttgccagctc 4380

  atttgttaat aaaatactga aaacactaaa aaaaaaaaaa aa                    4422

  

  

<210> 3

  

<211> 953

  

<212> PRT

  

<213> Artificial Sequence

  

  

<220> 

  

<223> A synthetic NOD1 mutant

  

  

<400> 3

  Met Glu Glu Gln Gly His Ser Glu Met Glu Ile Ile Pro Ser Glu Ser

   1               5                  10                  15      

  His Pro His Ile Gln Leu Leu Lys Ser Asn Arg Glu Leu Leu Val Thr

              20                  25                  30          

  His Ile Arg Asn Thr Gln Cys Leu Gln Asp Asn Leu Leu Lys Asn Asp

          35                  40                  45              

  Tyr Phe Ser Ala Glu Asp Ala Glu Ile Val Cys Ala Cys Pro Thr Gln

      50                  55 

                 60                  

  Pro Asp Lys Val Arg Lys Ile Leu Asp Leu Val Gln Ser Lys Gly Glu

  65                  70                  75                  80  

  Glu Val Ser Glu Phe Phe Leu Tyr Leu Leu Gln Gln Leu Ala Asp Ala

                  85                  90                  95      

  Tyr Val Asp Leu Arg Pro Trp Leu Leu Glu Ile Gly Phe Ser Pro Ser

              100                 105                 110         

  Leu Leu Thr Gln Ser Lys Val Val Val Asn Thr Asp Pro Val Ser 

Arg

          115                 120                 125             

  Tyr Thr Gln Gln Leu Arg His His Leu Gly Arg Asp Ser Lys Phe Val

      130                 135                 140                 

  Leu Cys Tyr Ala Gln Lys Glu Glu Leu Leu Leu Glu Glu Ile Tyr Met

  145                 150                 155                 160 
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  Asp Thr Ile Met Glu Leu Val Gly Phe Ser Asn Glu Ser Leu Gly Ser

                  165                 170                 175     

  Leu Asn Ser Leu Ala Cys Leu Leu Asp His Thr Thr Gly Ile Leu Asn

              180                 185                 190         

  Glu Gln Gly Glu Thr Ile Phe Ile Leu Gly Asp Ala Gly Val Gly Lys

          195                 200                 205             

  Ser Met Leu Leu Gln Arg Leu Gln Ser Leu Trp Ala Thr Gly Arg Leu

      210                 215                 220 

                

  Asp Ala Gly Val Lys Phe Phe Phe His Phe Arg Cys Arg Met Phe Ser

  225                 230                 235                 240 

  Cys Phe Lys Glu Ser Asp Arg Leu Cys Leu Gln Asp Leu Leu Phe Lys

                  245                 250                 255     

  His Tyr Cys Tyr Pro Glu Arg Asp Pro Glu Glu Val Phe Ala Phe Leu

              260                 265                 270         

  Leu Arg Phe Pro His Val Ala Leu Phe Thr Phe Asp Gly Leu Asp Glu

          275                 280                 285             

  Leu His Ser Asp Leu Asp Leu Ser Arg Val Pro Asp Ser Ser Cys Pro

      290                 295                 300 

                

  Trp Glu Pro Ala His Pro Leu Val Leu Leu Ala Asn Leu Leu Ser Gly

  305                 310                 315                 320 

  Lys Leu Leu Lys Gly Ala Ser Lys Leu Leu Thr Ala Arg Thr Gly Ile

                  325                 330                 335     

  Glu Val Pro Arg Gln Phe Leu Arg Lys Lys Val Leu Leu Arg Gly Phe

              340                 345                 350         

  Ser Pro Ser His Leu Arg Ala Tyr Ala Arg Arg Met Phe Pro Glu Arg

          355                 360                 365             

  Ala Leu Gln Asp Arg Leu Leu Ser Gln Leu Glu Ala Asn Pro Asn Leu

      370                 375                 380 

                

  Cys Ser Leu Cys Ser Val Pro Leu Phe Cys Trp Ile Ile Phe Arg Cys

  385                 390                 395                 400 

  Phe Gln His Phe Arg Ala Ala Phe Glu Gly Ser Pro Gln Leu Pro Asp

                  405                 410                 415     

  Cys Thr Met Thr Leu Thr Asp Val Phe Leu Leu Val Thr Glu Val His

              420                 425                 430         

  Leu Asn Arg Met Gln Pro Ser Ser Leu Val Gln Arg Asn Thr Arg Ser

          435                 440                 445             

  Pro Val Glu Thr Leu His Ala Gly Arg Asp Thr Leu Cys Ser Leu Gly

      450                 455                 460 

                

  Gln Val Ala His Arg Gly Met Glu Lys Ser Leu Phe Val Phe Thr Gln

  465                 470                 475                 480 

  Glu Glu Val Gln Ala Ser Gly Leu Gln Glu Arg Asp Met Gln Leu Gly

                  485                 490                 495     

  Phe Leu Arg Ala Leu Pro Glu Leu Gly Pro Gly Gly Asp Gln Gln Ser

              500                 505                 510         

  Tyr Glu Phe Phe His Leu Thr Leu Gln Ala Phe Phe Thr Ala Phe Phe

          515                 520                 525             

  Leu Val Leu Asp Asp Arg Val Gly Thr Gln Glu Leu Leu Arg Phe Phe

      530                 535                 540 
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  Gln Glu Trp Met Pro Pro Ala Gly Ala Ala Thr Thr Ser Cys Tyr Pro

  545                 550                 555                 560 

  Pro Phe Leu Pro Phe Gln Cys Leu Gln Gly Ser Gly Pro Ala Arg Glu

                  565                 570                 575     

  Asp Leu Phe Lys Asn Lys Asp His Phe Gln Phe Thr Asn Leu Phe Leu

              580                 585                 590         

  Cys Gly Leu Leu Ser Lys Ala Lys Gln Lys Leu Leu Arg His Leu Val

          595                 600                 605             

  Pro Ala Ala Ala Leu Arg Arg Lys Arg Lys Ala Leu Trp Ala His Leu

      610                 615                 620 

                

  Phe Ser Ser Leu Arg Gly Tyr Leu Lys Ser Leu Pro Arg Val Gln Val

  625                 630                 635                 640 

  Glu Ser Phe Asn Gln Val Gln Ala Met Pro Thr Phe Ile Trp Met Leu

                  645                 650                 655     

  Arg Cys Ile Tyr Glu Thr Gln Ser Gln Lys Val Gly Gln Leu Ala Ala

              660                 665                 670         

  Arg Gly Ile Cys Ala Asn Tyr Leu Lys Leu Thr Tyr Cys Asn Ala Cys

          675                 680                 685             

  Ser Ala Asp Cys Ser Ala Leu Ser Phe Val Leu His His Phe Pro Lys

      690                 695                 700 

                

  Arg Leu Ala Leu Asp Leu Asp Asn Asn Asn Leu Asn Asp Tyr Gly Val

  705                 710                 715                 720 

  Arg Glu Leu Gln Pro Cys Phe Ser Arg Leu Thr Val Leu Arg Leu Ser

                  725                 730                 735     

  Val Asn Gln Ile Thr Asp Gly Gly Val Lys Val Leu Ser Glu Glu Leu

              740                 745                 750         

  Thr Lys Tyr Lys Ile Val Thr Tyr Leu Gly Leu Tyr Asn Asn Gln Ile

          755                 760                 765             

  Thr Asp Val Gly Ala Arg Tyr Val Thr Lys Ile Leu Asp Glu Cys Lys

      770                 775                 780 

                

  Gly Leu Thr His Leu Lys Leu Gly Lys Asn Lys Ile Thr Ser Glu Gly

  785                 790                 795                 800 

  Gly Lys Tyr Leu Ala Leu Ala Val Lys Asn Ser Lys Ser Ile Ser Glu

                  805                 810                 815     

  Val Gly Met Trp Gly Asn Gln Val Gly Asp Glu Gly Ala Lys Ala Phe

              820                 825                 830         

  Ala Glu Ala Leu Arg Asn His Pro Ser Leu Thr Thr Leu Ser Leu Ala

          835                 840                 845             

  Ser Asn Gly Ile Ser Thr Glu Gly Gly Lys Ser Leu Ala Arg Ala Leu

      850                 855                 860 

                

  Gln Gln Asn Thr Ser Leu Glu Ile Leu Trp Leu Thr Gln Asn Glu Leu

  865                 870                 875                 880 

  Asn Asp Glu Val Ala Glu Ser Leu Ala Glu Met Leu Lys Val Asn Gln

                  885                 890                 895     

  Thr Leu Lys His Leu Trp Leu Ile Gln Asn Gln Ile Thr Ala Lys Gly

              900                 905                 910         

  Thr Ala Gln Leu Ala Asp Ala Leu Gln Ser Asn Thr Gly Ile Thr Glu
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          915                 920                 925             

  Ile Cys Leu Asn Gly Asn Leu Ile Lys Pro Glu Glu Ala Lys Val Tyr

      930                 935                 940 

                

  Glu Asp Glu Lys Arg Ile Ile Cys Phe

  945                 950             

  

  

  

<210> 4

  

<211> 233

  

<212> PRT

  

<213> Homo sapiens

  

  

<400> 4

  Met Ser Thr Glu Ser Met Ile Arg Asp Val Glu Leu Ala Glu Glu Ala

   1               5                  10                  15      

  Leu Pro Lys Lys Thr Gly Gly Pro Gln Gly Ser Arg Arg Cys Leu Phe

              20                  25                  30          

  Leu Ser Leu Phe Ser Phe Leu Ile Val Ala Gly Ala Thr Thr Leu Phe

          35                  40                  45              

  Cys Leu Leu His Phe Gly Val Ile Gly Pro Gln Arg Glu Glu Ser Pro

      50                  55 

                 60                  

  Arg Asp Leu Ser Leu Ile Ser Pro Leu Ala Gln Ala Val Arg Ser Ser

  65                  70                  75                  80  

  Ser Arg Thr Pro Ser Asp Lys Pro Val Ala His Val Val Ala Asn Pro

                  85                  90                  95      

  Gln Ala Glu Gly Gln Leu Gln Trp Leu Asn Arg Arg Ala Asn Ala Leu

              100                 105                 110         

  Leu Ala Asn Gly Val Glu Leu Arg Asp Asn Gln Leu Val Val Pro 

Ser

          115                 120                 125             

  Glu Gly Leu Tyr Leu Ile Tyr Ser Gln Val Leu Phe Lys Gly Gln Gly

      130                 135                 140                 

  Cys Pro Ser Thr His Val Leu Leu Thr His Thr Ile Ser Arg Ile Ala

  145                 150                 155                 160 

  Val Ser Tyr Gln Thr Lys Val Asn Leu Leu Ser Ala Ile Lys Ser Pro

                  165                 170                 175     

  Cys Gln Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys Pro Trp Tyr Glu

              180                 185                 190         

  Pro Ile Tyr Leu Gly Gly Val Phe Gln Leu Glu Lys Gly Asp Arg Leu

          195                 200                 205             

  Ser Ala Glu Ile Asn Arg Pro Asp Tyr Leu Asp Phe Ala Glu Ser Gly

      210                 215                 220 

                

  Gln Val Tyr Phe Gly Ile Ile Ala Leu

  225                 230             

  

  

  

<210> 5
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<211> 540

  

<212> PRT

  

<213> Homo sapiens

  

  

<400> 5

  Met Asn Gly Glu Ala Ile Cys Ser Ala Leu Pro Thr Ile Pro Tyr His

   1               5                  10                  15      

  Lys Leu Ala Asp Leu Arg Tyr Leu Ser Arg Gly Ala Ser Gly Thr Val

              20                  25                  30          

  Ser Ser Ala Arg His Ala Asp Trp Arg Val Gln Val Ala Val Lys His

          35                  40                  45              

  Leu His Ile His Thr Pro Leu Leu Asp Ser Glu Arg Lys Asp Val Leu

      50                  55 

                 60                  

  Arg Glu Ala Glu Ile Leu His Lys Ala Arg Phe Ser Tyr Ile Leu Pro

  65                  70                  75                  80  

  Ile Leu Gly Ile Cys Asn Glu Pro Glu Phe Leu Gly Ile Val Thr Glu

                  85                  90                  95      

  Tyr Met Pro Asn Gly Ser Leu Asn Glu Leu Leu His Arg Lys Thr Glu

              100                 105                 110         

  Tyr Pro Asp Val Ala Trp Pro Leu Arg Phe Arg Ile Leu His Glu 

Ile

          115                 120                 125             

  Ala Leu Gly Val Asn Tyr Leu His Asn Met Thr Pro Pro Leu Leu His

      130                 135                 140                 

  His Asp Leu Lys Thr Gln Asn Ile Leu Leu Asp Asn Glu Phe His Val

  145                 150                 155                 160 

  Lys Ile Ala Asp Phe Gly Leu Ser Lys Trp Arg Met Met Ser Leu Ser

                  165                 170                 175     

  Gln Ser Arg Ser Ser Lys Ser Ala Pro Glu Gly Gly Thr Ile Ile Tyr

              180                 185                 190         

  Met Pro Pro Glu Asn Tyr Glu Pro Gly Gln Lys Ser Arg Ala Ser Ile

          195                 200                 205             

  Lys His Asp Ile Tyr Ser Tyr Ala Val Ile Thr Trp Glu Val Leu Ser

      210                 215                 220 

                

  Arg Lys Gln Pro Phe Glu Asp Val Thr Asn Pro Leu Gln Ile Met Tyr

  225                 230                 235                 240 

  Ser Val Ser Gln Gly His Arg Pro Val Ile Asn Glu Glu Ser Leu Pro

                  245                 250                 255     

  Tyr Asp Ile Pro His Arg Ala Arg Met Ile Ser Leu Ile Glu Ser Gly

              260                 265                 270         

  Trp Ala Gln Asn Pro Asp Glu Arg Pro Ser Phe Leu Lys Cys Leu Ile

          275                 280                 285             

  Glu Leu Glu Pro Val Leu Arg Thr Phe Glu Glu Ile Thr Phe Leu Glu

      290                 295                 300 

                

  Ala Val Ile Gln Leu Lys Lys Thr Lys Leu Gln Ser Val Ser Ser Ala

  305                 310                 315                 320 

  Ile His Leu Cys Asp Lys Lys Lys Met Glu Leu Ser Leu Asn Ile Pro
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                  325                 330                 335     

  Val Asn His Gly Pro Gln Glu Glu Ser Cys Gly Ser Ser Gln Leu His

              340                 345                 350         

  Glu Asn Ser Gly Ser Pro Glu Thr Ser Arg Ser Leu Pro Ala Pro Gln

          355                 360                 365             

  Asp Asn Asp Phe Leu Ser Arg Lys Ala Gln Asp Cys Tyr Phe Met Lys

      370                 375                 380 

                

  Leu His His Cys Pro Gly Asn His Ser Trp Asp Ser Thr Ile Ser Gly

  385                 390                 395                 400 

  Ser Gln Arg Ala Ala Phe Cys Asp His Lys Thr Thr Pro Cys Ser Ser

                  405                 410                 415     

  Ala Ile Ile Asn Pro Leu Ser Thr Ala Gly Asn Ser Glu Arg Leu Gln

              420                 425                 430         

  Pro Gly Ile Ala Gln Gln Trp Ile Gln Ser Lys Arg Glu Asp Ile Val

          435                 440                 445             

  Asn Gln Met Thr Glu Ala Cys Leu Asn Gln Ser Leu Asp Ala Leu Leu

      450                 455                 460 

                

  Ser Arg Asp Leu Ile Met Lys Glu Asp Tyr Glu Leu Val Ser Thr Lys

  465                 470                 475                 480 

  Pro Thr Arg Thr Ser Lys Val Arg Gln Leu Leu Asp Thr Thr Asp Ile

                  485                 490                 495     

  Gln Gly Glu Glu Phe Ala Lys Val Ile Val Gln Lys Leu Lys Asp Asn

              500                 505                 510         

  Lys Gln Met Gly Leu Gln Pro Tyr Pro Glu Ile Leu Val Val Ser Arg

          515                 520                 525             

  Ser Pro Ser Leu Asn Leu Leu Gln Asn Lys Ser Met

      530                 535                 540 
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