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본 발명은 세포질 Hsp60(heat shock protein, 60 kDa)의 억제제를 유효성분으로 포함하는 비정상적 세포 증식

관련 질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물, 이를 이용한 스크리닝 방법 및 키트에 관한 것이다. 본 발명에

따르면, 세포질 Hsp60 유전자의 발현을 억제하거나, 세포질 Hsp60 단백질의 활성을 억제하거나, 세포질 Hsp60 단

백질과 IKK 단백질 사이의 결합을 억제하는 물질은 세포질 Hsp60과 IKK 복합체의 상호작용을 차단하여 NF-κB 경

로를 불활성화시키고, 그로 인해 세포 사멸을 유도함으로써 암, 염증성 질환 또는 이상증식 혈관 질환과 같은 비

정상적 세포 증식 관련 질환을 예방 또는 치료하는데 유용하게 이용될 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

세포질 Hsp60(heat shock protein, 60 kDa) 유전자의 발현 억제제 또는 세포질 Hsp60 단백질의 활성 억제제를

유효성분으로 포함하는 비정상적 세포 증식 관련 질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 억제제는 세포질 Hsp60에 특이적인 안티센스 올리고뉴클레오타이드, siRNA, 앱타머, 항

체 및 단일사슬 가변영역 단편으로 구성된 군으로부터 선택된 것인 조성물.

청구항 3 

제 2 항에 있어서, 상기 억제제는 서열번호 3 내지 서열번호 7로 구성된 군으로부터 선택되는 안티센스 올리고

뉴클레오타이드인 조성물.

청구항 4 

제 2 항에 있어서, 상기 억제제는 Hsp60에 특이적인 폴리클로날 항체인 조성물.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 상기 세포질 Hsp60 단백질은 IκB 키나제(IKK) 복합체와 상호작용하는 것인 조성물.

청구항 6 

제 5 항에 있어서, 상기 IKK는 IKKα 또는 IKKβ인 조성물.

청구항 7 

제 5 항에 있어서, 상기 IKK는 NF-κB 경로를 활성화시키는 것인 조성물.

청구항 8 

제 7 항에 있어서, 상기 NF-κB 경로의 활성화는 아팝토시스-유도 스트레스에 대한 세포 생존율을 증가시키는

것인 조성물.

청구항 9 

제 1 항에 있어서, 상기 세포질 Hsp60 단백질은 MnSOD(manganese-superoxide dismutase) 또는 Bfl-1/A1의 발현

을 유도하는 것인 조성물.

청구항 10 

제 1 항에 있어서, 상기 세포질 Hsp60 단백질은 마이토콘드리아-유래된 ROS(reactive oxygen species) 레벨을

감소시키는 것인 조성물.

청구항 11 

제 1 항에 있어서, 상기 세포질 Hsp60 단백질은 IKKα/β T-루프의 세린-인산화를 촉진시키는 것인 조성물.

청구항 12 

제 1 항에 있어서, 상기 비정상적 세포 증식 관련 질환은 암, 염증성 질환 또는 이상증식 혈관 질환인 조성물.

청구항 13 

제 12 항에 있어서, 상기 암은 뇌암, 신경내분비 암, 위암, 폐암, 유방암, 난소암, 간암, 기관지암, 비인두암,

후두암, 췌장암, 방광암, 부신암, 대장암, 결장암, 자궁경부암, 전립선암, 골암, 피부암, 갑상선암, 부갑상선암
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또는 요관암인 조성물.

청구항 14 

제  12  항에  있어서,  상기  염증성  질환은  염증-유도  골질환,  퇴행성  관절염,  당뇨병,  자가면역  근육염,

동맥경화, 뇌졸증, 간경화, 뇌막염, 염증성 위궤양, 담낭 결석, 신장 결석, 부비강염, 비염, 결막염, 천식, 피

부염, 염증성 장질환, 염증성 콜라겐 혈관 질환, 사구체신염, 염증성 피부 질환, 유육종증, 류마티스 관절염

(rheumatoid  arthritis),  전신성 홍반성 루푸스(Systemic  lupus  erythematosus),  강직성 척추염(Ankylosing

spondylitis), 베체트 병(Behcet’s disease), 궤양성대장염(ulcerative colitis), 크론병(Crohn disease), 건

선(psoriasis), 아토피성 피부염(atopic dermatitis), 접촉성 피부염, 습진성 피부염, 지루성 피부염, 편평 태

선(lichen planus), 만성 단순태선(lichen simplex chronicus), 천포창(pemphigus), 불러스 천포창, 표피 수포

증(Epidermolysis Bullosa), 담마진(Urticaria), 혈관 부종(angioedema), 맥관염(vasculitis), 홍반, 피부 호

산구증다증(Eosinophilia), 화폐상 피부염(nummular dermatitis), 전신성 박탈 피부염, 정체 피부염, 피지샘의

질환,  입  주위  피부염,  수염  가성모낭염,  약물  발진,  다형  홍반(erythema  multiforme),  결절홍반(Erythema

nodosum), 환상 육아종(Granuloma annulare) 또는 골반염증성질환(PID: Pelvic Inflammatory Disease)인 조성

물.

청구항 15 

제 14 항에 있어서, 상기 염증-유도 골질환은 골 발생 질환, 골 골절, 골의 노인성 손실, 연골이영양증, 고칼슘

혈증, 과골화증, 불완전골형성증, 골연화증, 골수염, 골다공증, 파젯병, 골관절염 또는 구루병인 조성물.

청구항 16 

제 12 항에 있어서, 상기 이상증식 혈관 질환은 동맥경화증, 아테롬성 동맥경화증, 재발협착증 및 협착증, 혈관

기형, 혈액투석과 관련된 혈관 통로 협착, 이식 후 동맥병증(transplant arteriopathy), 맥관염, 혈관염증질환,

디죠지  증후군,  유전성  출혈성  모세혈관확장증(HHT),  해면상혈관종,  켈로이드성  반흔,  화농성  육아종,

수포질환,  카포시  육종,  과증식성  유리체  증후군,  미숙아  망막증,  맥락막  신생혈관,  황반변성,  당뇨병성

망막증, 안내 신생혈관증식, 원발성 폐고혈압증, 천식, 비폴립(nasal polyps), 염증성 장 및 치주 질환, 복수,

복막 유착, 피임, 자궁내막증, 자궁출혈, 난소낭, 난소과자극증후군, 관절염, 류마티스성 관절염, 만성 관절류

마티즘, 윤활막염, 골관절염, 골수염, 골증식, 폐혈증, 혈관누출 증후군, 암, 감염성 질환 또는 자가면역질환인

조성물.

청구항 17 

(a) 세포질 Hsp60 유전자를 포함하는 세포에 시험물질을 처리하는 단계; (b) 상기 세포질 Hsp60의 발현을 분석

하는 단계; 및 (c) 상기 시험물질이 세포질 Hsp60의 레벨을 감소시키면 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제로

판단하는 단계를 포함하는, 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제의 스크리닝 방법.

청구항 18 

(a) 세포질 Hsp60 단백질, 또는 세포질 Hsp60 단백질과 IKK(IκB 키나제) 단백질을 포함하는 세포 또는 세포 추

출물(cell  extract)에  시험물질을  처리하는  단계;  (b)  상기  시험물질이  세포질  Hsp60  단백질에  결합하는지

여부, 또는 상기 시험물질이 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 단백질 사이의 결합을 억제하는지 여부를 분석하는 단

계; 및 (c) 상기 시험물질이 세포질 Hsp60 단백질에 결합하거나 또는 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 사이의 결합을

억제시키면 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제로 판단하는 단계를 포함하는, 비정상적 세포 증식 관련 질환

치료제의 스크리닝 방법.  

청구항 19 

제 17  항 또는 제 18  항에 있어서, 상기 세포질 Hsp60의 발현, 세포질 Hsp60  단백질에의 결합 또는 세포질

Hsp60 단백질과 IKK 단백질 사이의 결합을 세포 내에서 또는 시험관 내에서 분석하는 것인 방법. 

청구항 20 

제19항에 있어서, 상기 분석은 RT-PCR(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction), 노던 블롯팅, cDNA

마이크로어레이  혼성화  반응,  인  시투  혼성화  반응,  방사능면역분석,  면역침전  또는  ELISA(enzyme-linked
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immunosorbent assay)방법을 이용하여 수행되는 것인 방법.

청구항 21 

제17항의 스크리닝 방법에 의하여 검색된 세포질 Hsp60 발현 억제제인, 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제.

청구항 22 

제18항의 스크리닝 방법에 의하여 검색된 세포질 Hsp60 단백질에 결합하는 세포질 Hsp60 단백질의 활성 억제제

또는 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 단백질의 결합 억제제인, 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제.

청구항 23 

세포질 Hsp60 단백질을 포함하는 세포 추출물, 및 반응 완충액을 포함하는, 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료

제의 스크리닝 키트.

청구항 24 

제 23 항에 있어서, 상기 세포 추출물은 IKK(IκB 키나제) 단백질을 추가로 포함하는 것인 키트.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 세포질 Hsp60의 억제제를 포함하는 비정상적 세포 증식 관련 질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성[0001]

물 및 세포질 Hsp60을 이용한 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제의 스크리닝 방법 및 키트에 관한 것이다.

배 경 기 술

포유동물 세포는 카스파제 활성화의 억제, 해로운 산소 라디칼의 제거, 마이토콘드리아 기능의 방어 및 세포주[0002]

기의 조절(checking)을 담당하는 수많은 생존 유전자들을 발현한다. 생존 유전자의 유도를 책임지는 전사인자들

중에서, NF-κB(nuclear factor-κB)는 복잡한 세포 생존반응을 지휘하는 핵심 인자이다. 특히, NF-κB-의존적

생존  유전자들은  c-IAPs  및  c-FLIP  같은  항-아팝토시스성  유전자들,  그리고  MnSOD(manganese-superoxide

dismutase) 및 Bcl-2 패밀리 유전자들 같은 마이토콘드리아 보호 유전자들을 포함한다. 

NF-κB 활성화 경로에서의 중추적 키나제는 κB 억제인자의 키나제(IκB kinase, IKK)인데, 이 단백질은 IκB[0003]

단백질의 아미노 말단의 세린 잔기를 인산화시켜 유비퀴티네이션을 유도함으로써 프로데오좀 분해를 유발하여

NF-κB 단백질을 유리(liberation)시킨다[Karin M et al., Annu Rev Immunol 18: 621-663 (2000)]. NF-κB 경

로를 활성화시키는 세포 외 자극들은 IKK로 전달된다[Hayden MS et al., Genes Dev 18: 2195-2224 (2004)]. 따

라서, IKK 활성화의 조절을 이해하기 위한 수많은 노력들이 있었다. 

구체적으로, 인산화-의존적 IKK 활성화의 조절이 규명되었다. 활성화된 T-루프에 존재하는 두 개의 세린 잔기[0004]

(인간 IKKβ에서 Ser171/Ser181)의 인산화가 활성화에 중요한 반면에, C-말단 세린 클러스터의 자가인산화는 활

성화를 억제한다. 많은 키나제들이 상기 인산화 활성화에 관련되는 것으로 알려져 있다: NF-κB-유도성 키나제

(NIK),  마이토젠-활성 단백질 키나제/ERK  키나제 키나제 1(MEKK1),  MEKK2/3,  조혈전구세포 키나제-1(HPK1),

MLK 3(Mixed-lineage kinase 3), TAK1(TGF-β activated kinase 1). 그러나, TAK1을 제외한 다른 업스트림 키

나제들이 IKK 복합체를 어떻게 활성화시키는 지에 대해서는 불확실하다. 

또한, 유비퀴틴-의존적 IKK 활성화의 조절이 수년 동안 연구되었다. 최근에, IKK 복합체의 조절 서브유니트인[0005]

IKKγ (또는 NEMO)가 RIP 1(receptor-interaction protein 1)의 Lys63-연결된 폴리유비퀴티네이션 사슬을 인식

할 뿐 아니라 유비퀴티네이션된다는 것이 알려졌다. 

또한, 상호작용하는 단백질을 통한 IKK 활성화의 조절이 규명되었다. 가장 훌륭한 예가 열충격 단백질들이다.[0006]

예를 들어, Cdc37 및 Hsp90은 IKK 복합체의 추가적인 구성요소들로 작용하며 이들이 복합체를 안정화시킨다는

것이 보고되었다[Broemer M et al., Oncogene 23: 5378-5386 (2004)]. Hsp27은 TNF-α-의존적으로 IKKβ와 상

호작용하는 것으로 알려져있다[Park KJ et al., J Biol Chem 278: 35272-35278 (2003)]. Hsp70은 IKKγ와 상호

작용하지만 IKK 활성화를 저해한다[Ran R et al., Genes Dev 18: 1466-1481 (2004)]. 그 외, 단백질 포스파타

제 2Cβ(PP2Cβ)와 IKK 복합체 간의 연관성이 확인되었으며, ELKs도 IκB의 복합체로의 합류(recruitment)를 매
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개하는 IKK 복합체의 신규한 조절 서브유니트로 동정되었다. 하지만, IKK/NF-κB 활성화에 관련된 마이토콘드리

아 단백질은 동정된 바 없다. 

한편, 열충격 단백질 90 (Hsp90), Hsp60, 열충격 70kDa 단백질 9 (HSPA9/모르탈린)와 같은 분자 샤페론이 암세[0007]

포의 마이토콘드리아에서 높은 수준으로 발견되고, 상기 분자 샤페론의 "마이토콘드리아-표적화"된 억제자가 원

치 않은 세포 증식과 연관된 질환 치료를 위해 사용된다는 것이 알려진 바 있다[WO09/036092].

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 NF-κB 경로의 활성화 기작을 이해하고자 예의 연구 노력하였다. 그 결과, 본 발명자들은 마이토[0008]

콘드리아 내 열충격 단백질로 작용하는 Hsp60이 세포질로 방출되어서 샤페론 활성과는 독립적으로 IKKα/β와

직접적으로 상호결합하여 키나제의 인산화-의존적 활성화를 촉진시키고, 이로 인해 증가된 NF-κB의 전사 활성

을 통해 유도된 생존 유전자들에 의해 세포 내 ROS(reactive oxygen species)의 레벨을 감소시키며, 그에 따라

아팝토시스-유도 스트레스에 대한 세포 생존을 증가시킨다는 것을 밝혀내었다. 이에, 세포질 Hsp60의 발현 및/

또는 활성을 억제하면 비정상적 세포 증식 관련 질환을 치료할 수 있음을 밝히고 본 발명을 완성하였다. 

따라서 본 발명의 목적은 비정상적 세포 증식 관련 질환 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공하는 데[0009]

있다.

본 발명의 다른 목적은 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제의 스크리닝 방법 및 키트를 제공하는 데 있다.[0010]

상기 비정상적 세포 증식 관련 질환은 암, 염증성 질환 또는 이상증식 혈관 질환일 수 있다. [0011]

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 보다 명확하게 이해된다.[0012]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 세포질 Hsp60(heat shock protein 60 kDa)의 억제제를 유효성분으로 포[0013]

함하는 비정상적 세포 증식 관련 질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공한다.

일반적으로,  열충격 단백질 60(Hsp60)은 마이토콘드리아 샤페론으로서 세포질에서 마이토콘드리아 매트릭스로[0014]

들어오는 단백질의 리폴딩에 관여한다. 즉, Hsp60은 선형 아미노산 사슬을 3차원적 구조로 폴딩시키는 데 도움

을 주는 샤페로닌으로서 기능한다. 

본 발명자들은 Hsp60이 샤페론 활성과는 독립적으로 세포질 내에서 IKKα/β와 직접적으로 상호결합하여 키나제[0015]

의 인산화-의존성 활성화를 촉진시키고, 이로 인해 증가된 NF-κB의 전사 활성을 통해 유도된 생존 유전자들에

의해 세포 내 ROS의 레벨이 감소됨에 따라 아팝토시스-유도 스트레스에 대한 세포 생존율이 증가되는 세포질

Hsp60의 신규한 생존 촉진(pro-survival) 기능을 확인하였다. 대부분의 마이토콘드리아 열충격 단백질은 세포질

로 나오면 세포 사멸을 유도하나, 본 발명자들은 세포질로 나온 Hsp60이 세포 생존을 촉진시킴을 밝혀내었다. 

본 발명은 IKK/NF-κB 활성화에 포함된 마이토콘드리아-유래 세포질 Hsp60 단백질의 기능을 규명한 최초의 보고[0016]

이다. 본 발명에 따르면, 세포질 Hsp60은 IKK 복합체와 상호작용하여 IKK 활성화 조절에 직접적으로 관여하며,

이를 통해 NF-κB 경로가 활성화되어 세포 생존반응이 활성화된다. 본 발명의 구체예에서, 본 발명자들은 심근

세포, 간세포, 파골세포 등에서 세포질 Hsp60은 생존신호 기능을 수행한다고 알려진 IKK와 직접 상호작용하여

IKK를 활성화시킴으로써 NF-κB 타겟 유전자 발현을 통해 마이토콘드리아-유래 ROS를 감소시키는 생존 인자로서

기능한다는 것을 밝혀내었다. 따라서, 본 발명은 Hsp60과 IKK의 상호작용을 억제하거나 또는 세포질 Hsp60의 레

벨을 감소시키는 세포질 Hsp60 억제제를 이용하여 비정상적 세포 증식 관련 질환을 치료하는 약제학적 조성물을

제공한다. Hsp60의 결핍이 마이토콘드리아의 기능적 손상을 유발한다고 알려져 있기 때문에, 본 발명은 Hsp60의

마이토콘드리아 레벨에는 영향을 미치지 않고 세포질 레벨만을 조절하는 세포질 Hsp60 억제제를 사용한다. 본

발명의 세포질 Hsp60 억제제는 마이토콘드리아 레벨에는 영향을 미치지 않으므로 정상세포에는 영향을 미치지

않고, 비정상적으로 증식된 세포에서 세포질 내 Hsp60에만 선택적으로 영향을 미침으로써, 정상세포에서의 독성

부작용 없이 비정상적 증식 세포 선택적으로 세포 사멸을 유도할 수 있다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 세포질 Hsp60은 IKK 복합체와 상호작용하며, 보다 바람직하게[0017]

는 IKKα 또는 IKKβ와 결합한다.

공개특허 10-2011-0090842

- 6 -



본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 세포질 Hsp60은 IKKα/β T-루프의 세린-인산화(Ser178/181)를[0018]

촉진시켜 IKK 복합체를 활성화시킨다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 세포질 Hsp60은 NF-κB 경로를 활성화시키며, 이러한 활성화는[0019]

NF-κB-의존적 생존 유전자들의 발현을 유도하여 아팝토시스-유도 스트레스에 대한 세포 생존율을 증가시킨다.

보다 바람직하게는, 상기 스트레스는 TNF-α 또는 디에틸니트로사민(diethylnitrosamine, DEN)이다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 세포질 Hsp60의 억제는 스트레스(예컨대, TNF-α, DEN)에 의해[0020]

세포 내에서 촉발되는 ROS의 증가를 초래하여 ASK-1(Apoptosis signal-regulating kinase 1)을 통해 JNK(c-Jun

N-terminal kinase)/p38의 지속적인 활성화를 야기시켜 세포사멸을 유발한다. 

본 명세서에서 용어 "세포질 Hsp60의 억제(inhibition of the cytosolic Hsp60)"는 세포질 Hsp60 유전자의 발[0021]

현 억제 또는 세포질 Hsp60 단백질의 활성 억제를 모두 포괄하는 의미를 가지며, 바람직하게는 세포질 Hsp60 단

백질의 활성, 즉 세포질 Hsp60 단백질과 IKK와의 상호작용을 억제하는 것이다. 보다 상세하게는, 세포질 Hsp60

의  억제는  IKK  복합체와의  상호작용을  억제하여  IKKα/β  T-루프의  세린-인산화(Ser178/181)의  감소를

유발하고, 그로 인해 IKK 복합체의 활성화를 저해시켜 NF-κB 신호전달을 억제 또는 감소시키는 것이다. 본 발

명의 바람직한 구현예에 따르면, 세포질 Hsp60에 대한 안티센스 올리고데옥시뉴클레오타이드-1(AS-1 ODN, 서열

번호 3)을 사용하여 세포질 Hsp60  단백질의 발현을 억제하였고,  Hsp60  중화항체(Hsp60N)를 사용하여 세포질

Hsp60  단백질의  IKK  복합체와의  상호작용을  억제하였다.  그  결과,  IKK  활성화  및  NF-κB의  전사활성이

감소되고, JNK1이 활성화되었다(도 5 및 도 6).

본 발명에 따르면, 세포질 Hsp60의 억제는 IKK 복합체와의 상호작용을 통해 매개되는 NF-κB 신호전달을 억제하[0022]

고, 보다 바람직하게는 IKKα 또는 IKKβ와의 상호작용을 통해 매개되는 신호전달을 억제한다. 본 발명의 바람

직한 구현예에 따르면, 본 발명의 세포질 Hsp60의 억제는 세포 내 NF-κB 신호전달의 억제 또는 감소를 유발하

여 다운스트림 신호전달 분자들의 발현 또는 활성을 감소시킨다. 이러한 NF-κB 신호전달의 억제 또는 감소는

마이토콘드리아 보호 유전자들의 발현 억제를 유발하여 세포 생존율을 감소시킨다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 세포질 Hsp60은 NF-κB-의존적 생존 유전자들의 발현 유도를[0023]

통해 마이토콘드리아-유래된 ROS 레벨을 감소시킨다. 본 발명의 구체예에서, 세포질 Hsp60의 제거는 TNF-α에

대한 반응에서 세포 내 ROS의 증가를 초래하고 이는 ASK-1을 통한 JNK/p38의 지속적인 활성화로 이어져 결국 세

포 사멸을 유발하였다.

상술한 바와 같이, 본 발명의 세포질 Hsp60의 억제는 IKK/NF-κB 활성화를 억제하여 세포 생존율을 감소시킨다.[0024]

이러한 IKK/NF-κB 활성화의 억제는 NF-κB에 의해 조절되는 생존 유전자들의 발현을 감소시킴으로써, 다양한

약리학적 활성을 발휘한다. 보다 상세하게는, 본 발명의 세포질 Hsp60의 억제는 IKK 활성화에 영향을 주어 NF-

κB 신호전달을 저해하고, 이에 따라 MnSOD 및 Bfl-1/A1 같은 생존 유전자들의 발현을 감소시켜 세포 내 ROS 레

벨을 증가시킴으로써 이상 생존하는 세포의 사멸을 유도할 수 있다. Bfl-1/A-1는 tBid 및 Bak 길항제로 작용

[Wang CY et al., Mol Cell Biol 19: 5923-5929 (1999)]하고 MnSOD는 마이토콘드리아 내부의 과산화 음이온

(superoxide anion)을 제거[Wong GH et al., Cell 58: 923-931(1989)]하기 때문에, 두 유전자는 마이토콘드리

아-유래된 ROS의 조절에 매우 중요하다. 

본 발명의 조성물에서 유효성분으로 포함되는 세포질 Hsp60의 억제제는 안티센스 올리고뉴클레오타이드, siRNA[0025]

올리고뉴클레오타이드, 항체, 단일사슬 가변영역 단편, 펩타이드, 앱타머, 저분자량의 화합물 또는 천연추출물

을 포함하지만, 이에 한정되는 것은 아니다.

바람직하게는, 세포질 Hsp60 단백질의 발현 억제제는 Hsp60 mRNA에 특이적으로 결합하는 안티센스 올리고뉴클레[0026]

오타이드 또는 siRNA 올리고뉴클레오타이드이고, 보다 바람직하게는 안티센스 올리고뉴클레오타이드, 가장 바람

직하게는 안티센스 올리고데옥시뉴클레오타이드(ODNs)이다.

본 명세서에서 용어 "안티센스 올리고뉴클레오타이드"란 특정 mRNA의 서열에 상보적인 올리고뉴클레오타이드 서[0027]

열을 함유하고 있는 DNA 또는 RNA 또는 이들의 유도체를 의미하고, mRNA 내의 상보적인 서열에 결합하여 mRNA의

단백질로의 번역을 저해하는 작용을 한다. Hsp60에 대한 안티센스 서열은 Hsp60 mRNA에 상보적이고 Hsp60 mRNA

에 결합할 수 있는 DNA 또는 RNA 서열을 의미하고, Hsp60 mRNA의 번역, 세포질 내로의 전위(translocation),
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성숙(maturation) 또는 다른 모든 전체적인 생물학적 기능에 대한 필수적인 활성을 저해할 수 있다. 바람직하게

는, 인간 Hsp60 ORF(open reading frame)의 서열(서열번호 1 또는 서열번호 2)에 상보적인 안티센스 올리고데옥

시뉴클레오타이드(AS-ODN)를 제작한다. 보다 바람직하게는 ORF의 출발코돈 주위를 포함하는 서열을 대상으로 하

며, 필요에 따라서는 ORF 내의 모든 부위를 대상으로 Tm 값이 높은 서열을 포함하여 제작할 수 있다. 본 발명의

구체예에서는 ORF의 출발코돈에서부터 3' 말단까지 전 서열에 걸쳐 고르게 안티센스 올리고뉴클레오타이드를 디

자인하여 사용하였다. 안티센스 올리고뉴클레오타이드의 길이는 6 내지 100 염기이고, 바람직하게는 8 내지 60

염기이고, 보다 바람직하게는 10 내지 40 염기이며, 보다 더 바람직하게는 10-25 염기이고, 가장 바람직하게는

12-20  염기이다.  본  발명의  구체예에서  사용된  AS-1  ODN(서열번호  3)은  Hsp60  mRNA  전사체의

MTS(mitochondrial targeting signal)-코딩 부위를 타겟한다. 본 발명의 다른 구체예에서 사용된 AS-2 ODN(서

열번호 4)은 오프 타겟 가능성을 배제하기 위하여, Hsp60 ORF의 MTS 서열 이후에 위치한 5'-말단 근처 부위(개

시 코돈으로부터 +95 - +110 부위)를 타겟한다. 또한, ORF 내의 모든 부위를 타겟으로 하는 안티센스 올리고뉴

클레오타이드가 모두 본 발명의 목적을 달성할 수 있음을 추가로 확인하기 위하여, AS-2 ODN 타겟 서열의 다운

스트림 서열에 대하여 서열번호 5 (AS-3 ODN), 서열번호 6(AS-4 ODN) 및 서열번호 7(AS-5 ODN)의 안티센스 올

리고데옥시뉴클레오타이드를 제작하여 사용하였다. 

안티센스 올리고데옥시뉴클레오타이드는 약한 번역 차단제로서 작용하기 때문에 총 Hsp60 레벨의 감소를 유발하[0028]

지는 않지만, 세포질에 위치하는 Hsp60은 마이토콘드리아에 존재할 때와 비교하여 반감기가 짧아져, 더 빠른 턴

오버를 나타내고, 결국 본 발명에 따른 안티센스 올리고뉴클레오타이드의 처리에 의해 세포질 Hsp60의 레벨이

감소된다.

상기 안티센스 올리고뉴클레오타이드는 효능을 증진시키기 위하여 하나 이상의 염기, 당 또는 골격(backbone)의[0029]

위치에서 변형될 수 있다(De Mesmaeker et al., Curr Opin Struct Biol., 5(3):343-55(1995)). 올리고뉴클레오

타이드 골격은 포스포로티오에이트, 포스포트리에스테르, 메틸 포스포네이트, 단쇄 알킬, 시클로알킬, 단쇄 헤

테로아토믹, 헤테로시클릭 당간 결합 등으로 변형될 수 있다. 또한, 안티센스 올리고뉴클레오타이드는 하나 이

상의 치환된 당 모이어티(sugar moiety)를 포함할 수 있다. 안티센스 올리고뉴클레오타이드는 변형된 염기를 포

함할 수 있다. 변형된 염기에는 하이포크잔틴, 6-메틸아데닌, 5-me 피리미딘(특히 5-메틸시토신), 5-하이드록시

메틸시토신(HMC), 글리코실 HMC, 젠토비오실 HMC, 2-아미노아데닌, 2-티오우라실, 2-티오티민, 5-브로모우라실,

5-하이드록시메틸우라실, 8-아자구아닌, 7-데아자구아닌, N6 (6-아미노헥실)아데닌, 2,6-디아미노퓨린 등이 있

다. 또한, 본 발명의 안티센스 올리고뉴클레오타이드는 상기 안티센스 올리고뉴클레오타이드의 활성 및 세포 흡

착성을 향상시키는 하나 이상의 모이어티(moiety) 또는 컨쥬게이트(conjugate)와 화학적으로 결합될 수 있다.

콜레스테롤 모이어티, 콜레스테릴 모이어티, 콜릭산, 티오에테르, 티오콜레스테롤, 지방성 사슬, 인지질, 폴리

아민, 폴리에틸렌 글리콜 사슬, 아다맨탄 아세트산, 팔미틸 모이어티, 옥타데실아민, 헥실아미노-카르보닐-옥시

콜에스테롤 모이어티 등의 지용성 모이어티 등이 있고 이에 제한되지는 않는다. 지용성 모이어티를 포함하는 올

리고뉴클레오타이드의 제조 방법은 본 발명의 기술 분야에서 이미 잘 알려져 있다(미국특허 제5,138,045호, 제

5,218,105호 및 제5,459,255호). 상기 변형된 올리고뉴클레오타이드는 뉴클레아제에 대한 안정성을 증가시키고

안티센스 올리고뉴클레오타이드과 표적 mRNA와의 결합 친화력을 증가시킬 수 있다.

안티센스 올리고뉴클레오타이드의 경우 통상의 방법으로 시험관에서 합성되어 생체 내로 투여하거나 생체 내에[0030]

서 안티센스 올리고뉴클레오타이드가 합성되도록 할 수 있다. 시험관에서 안티센스 올리고뉴클레오타이드를 합

성하는 한 예는 RNA 중합효소 I를 이용하는 것이다. 생체 내에서 안티센스 RNA를 합성하는 한 예는 인식부위

(MCS)의 기원이 반대 방향에 있는 벡터를 사용하여 안티센스 RNA가 전사되도록 하는 것이다. 이런 안티센스 RNA

는 서열 내에 번역 중지 코돈이 존재하도록 하여 펩타이드 서열로 번역되지 않도록 하는 것이 바람직하다.

본 발명에서 이용될 수 있는 안티센스 올리고뉴클레오타이드의 디자인은 당업계에 공지된 인간 Hsp60의 mRNA 서[0031]

열을 참조하여 할 수 있다. 예를 들어, 상술한 바와 같이, 인간 Hsp60 mRNA의 CDS(coding sequence)에 상보적

인 서열, 출발코돈과 그 주위 서열에 대한 상보적인 서열, 5'-UTR에 상보적인 서열, 3'-UTR에 상보적인 서열 등

으로 본 발명의 안티센스 올리고뉴클레오타이드를 디자인할 수 있다. 본 발명의 구체예에서는 ORF의 출발코돈에

서부터 3' 말단까지 전 서열에 걸쳐 고르게 안티센스 올리고뉴클레오타이드를 디자인하여 사용하였다. 본 발명

의 안티센스 올리고뉴클레오타이드의 디자인 및 합성에 대한 상세한 설명은 문헌 [Weiss, B. (ed.): Antisense

Oligodeoxynucleotides and Antisense RNA: Novel Pharmacological and Therapeutic Agents, CRC Press, Boca

Raton, FL, 1997; Weiss, B., et al., Cell. Mol. Life Sci., 55: 334-358 (1999)]에 개시되어 있으며, 이 문

헌은 참조로서 본 명세서에 포함된다.
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 본 명세서에서 용어 "siRNA"는 RNA 방해 또는 유전자 사일런싱을 매개할 수 있는 올리고뉴클레오타이드 분자를[0032]

의미한다(참조: WO 00/44895, WO 01/36646, WO 99/32619, WO 01/29058, WO 99/07409 및 WO 00/44914). siRNA

는 표적 유전자의 발현을 억제할 수 있기 때문에 효율적인 유전자 넉다운 방법으로서 또는 유전자치료 방법으로

제공된다. siRNA는 식물, 벌레, 초파리 및 기생충에서 처음으로 발견되었으나, 최근에 siRNA를 개발/이용하여

포유류 세포 연구에 응용되었다.

본 발명에서 siRNA 분자가 이용되는 경우, 센스 가닥, 즉 Hsp60 mRNA 서열에 상응하는(corresponding) 서열과[0033]

안티센스 가닥, 즉 Hsp60 mRNA 서열에 상보적인 서열이 서로 반대쪽에 위치하여 이중쇄를 이루는 구조를 가질

수 있으며, 또는 자기-상보성(self-complementary) 센스 및 안티센스 가닥을 가지는 단일쇄 구조를 가질 수 있

다.

siRNA는 RNA끼리 짝을 이루는 이중사슬 RNA 부분이 완전히 쌍을 이루는 것에 한정되지 않고 미스매치(mismatch,[0034]

대응하는 염기가 상보적이지 않음), 벌지(bulge, 일방의 사슬에 대응하는 염기가 없음) 등에 의하여 쌍을 이루

지 않는 부분이 포함될 수 있다.  바람직하게는, 인간 Hsp60 ORF의 시작 코돈 주위의 서열에 상보적인 siRNA를

제작한다. 전체 길이는 10 내지 100 염기, 바람직하게는 15 내지 80 염기, 더욱 바람직하게는 20 내지 70 염기

이다.

siRNA 말단 구조는 Hsp60 유전자의 발현을 RNA 간섭(RNAi) 효과에 의하여 억제할 수 있는 것이면 평활(blunt)[0035]

말단 혹은 점착(cohesive) 말단 모두 가능하다. 점착 말단 구조는 3'-말단 돌출 구조와 5'-말단 돌출 구조 모두

가능하다. 

본 발명에서 siRNA 분자는 자기-상보성(self-complementary) 센스 및 안티센스 가닥 사이에 짧은 뉴클레오타이[0036]

드 서열(예컨대, 약 5-15 nt)이 삽입된 형태를 가질 수 있으며, 이 경우 뉴클레오타이드 서열의 발현에 의해 형

성된 siRNA 분자는 분자내 혼성화에 의하여 헤어핀 구조를 형성하게 되며, 전체적으로는 스템-앤드-루프 구조를

형성하게 된다. 이 스템-앤드-루프 구조는 시험관 내 또는 생체 내에서 프로세싱되어 RNAi를 매개할 수 있는 활

성의 siRNA 분자를 생성한다.

본 발명에서 세포질 Hsp60의 억제제, 특히 활성 억제제는 바람직하게는 Hsp60에 특이적으로 결합하는 항체, 단[0037]

일사슬 가변영역 단편, 펩타이드, 저분자량의 화합물 또는 천연추출물이다.

본 발명에서 이용될 수 있는 Hsp60 단백질에 특이적으로 결합하여 활성을 억제하는 항체는 폴리클로날 또는 모[0038]

노클로날 항체이다. Hsp60 단백질에 대한 항체는 당업계에서 통상적으로 실시되는 방법들, 예를 들어, 융합 방

법(Kohler  et  al.,  European  Journal  of  Immunology,  6:511-519(1976)),  재조합  DNA  방법(미국  특허  제

4,816,56호) 또는 파아지 항체 라이브러리 방법(Clackson et al, Nature, 352:624-628(1991) 및 Marks et al.,

J.  Mol.  Biol.,  222:58,  1-597(1991))에  의해  제조될  수  있다.  항체  제조에  대한  일반적인  과정은  문헌

[Harlow, E. et al., Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, New York, 1999;

Zola, H., Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida, 1984;

및 Coligan , CURRENT PROTOCOLS IN IMMUNOLOGY, Wiley/Greene, NY, 1991]에 상세하게 기재되어 있으며, 상기

문헌들은 본 명세서에 참조로서 포함된다. 예를 들어, 모노클로날 항체를 생산하는 하이브리도마 세포의 제조는

불사멸화 세포주를 항체-생산 림프구와 융합시켜 이루어지며, 이 과정에 필요한 기술은 당업자에게 잘 알려져

있으며 용이하게 실시할 수 있다. 폴리클로날 항체는 Hsp60 단백질 항원을 적합한 동물에게 주사하고, 이 동물

로부터 항혈청을 수집한 다음, 공지의 친화성(affinity) 기술을 이용하여 항혈청으로부터 항체를 분리하여 얻을

수 있다. 본 발명의 구현예에서는, Hsp60 단백질에 특이적으로 결합하여 세포질 Hsp60 응집체를 형성하는 폴리

클로날 중화항체를 이용하여 세포질 Hsp60이 IKK와 결합하는 것을 억제하였다. 

본 발명에서 항체는 단일사슬 가변영역 단편(scFv)을 포함할 수 있다. 상기 단일사슬 가변영역 단편은 "경사슬[0039]

의 가변성 부위(VL)-링커-중사슬의 가변성 부위(VH)"로 구성될 수 있다. 상기 링커는 중사슬 및 경사슬의 가변

성 부위를 인위적으로 연결하는 작용을 하는 일정 길이의 아미노산 서열을 의미한다. 

본 명세서에서 용어 "펩타이드"는 펩타이드 결합에 의해 아미노산 잔기들이 서로 결합되어 형성된 선형 또는 환[0040]

형, 바람직하게는 선형의 분자를 의미한다. 본 발명의 펩타이드는 당업계에 공지된 화학적 합성 방법, 특히 고

상 합성 기술(solid-phase  synthesis  techniques)에 따라 제조될 수 있다(Merrifield, J. Amer. Chem. Soc.

85:  2149-54(1963);  Stewart,  et  al.,  Solid  Phase  Peptide  Synthesis,  2nd.  ed.,  Pierce  Chem.  Co.:

Rockford, 111(1984)). Hsp60에 특이적으로 결합하여 Hsp60의 활성을 억제할 수 있는 펩타이드는 당업계에 공지

된 통상의 방법, 예를 들어 파아지 디스플레이 방식으로 얻을 수 있다(Smith  GP,  Science 228 (4705):1315-
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1317 (1985);  Smith GP, Petrenko VA, Chem. Rev. 97(2):391-410 (1997)). 상기 펩타이드는 4-40, 바람직하게

는 5-30, 보다 바람직하게는 5-20, 가장 바람직하게는 8-15 아미노산 잔기의 펩타이드일 수 있다. 상기 펩타이

드는 선형 또는 환형일 수 있다.

본 발명의 펩타이드는 아미노산 잔기를 변형시킴으로써 더욱 더 안정성을 향상시킬 수 있다. 본 발명의 바람직[0041]

한 구현예에 따르면, 펩타이드의 아미노산 서열에서 적어도 하나의 아미노산, 바람직하게는 N-말단에 Gly 잔기,

아세틸기, 플루오레닐 메톡시 카르보닐기, 포르밀기, 팔미토일기, 미리스틸기, 스테아릴기 또는 폴리에틸렌글리

콜(PEG), 가장 바람직하게는 Gly 잔기가 결합되어, 펩타이드의 안정성을 증가시킨다.

본 발명의 펩타이드의 N-말단에 Gly 잔기가 추가적으로 결합되는 경우, 추가적 Gly 잔기의 개수는 1-8개, 바람[0042]

직하게는 2-6개, 보다 바람직하게는 2-4개, 가장 바람직하게는 3개이다.

본 명세서에서 용어 "앱타머(aptamer)"는 소정의 표적 분자에 대한 결합 활성을 갖는 올리고뉴클레오타이드 분[0043]

자를 말한다. 앱타머는, 소정의 표적 분자에 대하여 결합함으로써, 소정의 표적 분자의 활성을 저해할 수 있다.

본 발명의 앱타머는 RNA, DNA, 수식(modified) 올리고뉴클레오타이드 또는 이들의 혼합물일 수 있다. 본 발명의

앱타머는 또한, 직쇄상 또는 환상의 형태일 수 있다. 본 발명의 앱타머의 길이는 특별히 한정되지 않고, 통상

약 15∼약 200 뉴클레오타이드일 수 있지만, 예컨대 약 100 뉴클레오타이드 이하이고, 바람직하게는 약 80 뉴클

레오타이드 이하이며, 보다 바람직하게는 약 60 뉴클레오타이드 이하이고, 가장 바람직하게는 약 45 뉴클레오타

이드 이하일 수 있다. 본 발명의 앱타머의 길이는 또한, 예컨대 약 18, 20 또는 25 뉴클레오타이드 이상일 수

있다. 총 뉴클레오타이드 개수가 적으면 화학합성, 화학수식 및 대량 생산이 보다 용이하고, 경제적이며, 생체

내 안정성은 높으면서 독성은 낮아 유리하다. 

본 발명의 앱타머는 SELEX법 및 그 개량법[예컨대 Ellington et al.,  Nature, 1990 346, 818-822; Tuerk et[0044]

al., Science, 1990 249, 505-510]을 이용함으로써 제작할 수 있다. SELEX법이란, 10-14개 정도의 상이한 뉴클

레오타이드 서열을 갖는 올리고뉴클레오타이드의 풀로부터, 표적 물질에 특이적으로 결합하는 올리고뉴클레오타

이드를 선별해오는 방법이다. 사용되는 올리고뉴클레오타이드는 40잔기 정도의 랜덤 서열을 프라이머 서열로 끼

운 구조를 하고 있다. 이 올리고뉴클레오타이드 풀을 표적 물질과 회합시켜, 필터 등을 이용하여 표적 물질에

결합한 올리고뉴클레오타이드만 회수한다. 회수한 올리고뉴클레오타이드를 RT-PCR로 증폭하고, 이것을 다음 라

운드의 주형으로서 이용한다. 이 작업을 10회 정도 반복함으로써 표적 물질과 특이적으로 결합하는 앱타머를 취

득할 수 있다. SELEX법으로는 라운드수를 늘리거나 경합 물질을 사용함으로써, 표적 물질에 대하여 보다 결합력

이 강한 앱타머를 농축하고, 선별할 수 있다. 따라서, SELEX의 라운드수를 조절하고/하거나 경합 상태를 변화시

킴으로써, 결합력이 상이한 앱타머, 결합 형태가 상이한 앱타머, 결합력이나 결합 형태는 동일하지만 염기 서열

이 상이한 앱타머를 얻을 수 있다. 또한, SELEX법에는 PCR에 의한 증폭 과정이 포함되지만, 그 과정에서 망간

이온을 사용하는 등으로 변이를 부여함으로써, 보다 다양성이 풍부한 SELEX를 행하는 것이 가능해진다. 

또한, 앱타머는 종래 SELEX 기법 이외에, 복합 타겟, 즉 살아있는 세포 및 조직에 대해 Cell-SELEX 기법을 이용[0045]

하여 얻을 수 있는데(Guo et al., Int. J. Mol. Sci., 9(4): 668, 2008), Cell-SELEX 기법은 표면 마커 타겟이

알려져 있지 않을 때조차도, 질환 세포에 대한 앱타머를 개발할 수 있게 하는 장점이 있다. 게다가, 분리된 상

태에서는 그 본래의 특성을 나타내지 않을 수도 있어, 생리적 상태에 있는 타겟 단백질은 선별과정에서 더 기능

적인 접근을 가능하게 하기 때문에, Cell-SELEX 기법은 종래의 SELEX 과정에 비하여 장점을 가지고 있다. 

한편, 앱타머는, 인산기의 음전하를 이용한 이온결합, 리보오스를 이용한 소수성 결합 및 수소결합, 올리고뉴클[0046]

레오타이드염기를 이용한 수소결합이나 스태킹(stacking)결합 등 다양한 결합 양식에 의해 표적 물질과 결합한

다. 특히, 구성 뉴클레오타이드의 수만큼 존재하는 인산기의 음전하를 이용한 이온결합은 강하게 단백질의 표면

에 존재하는 라이신이나 아르기닌의 양전하와 결합한다. 이 때문에, 표적 물질과의 직접적인 결합에 관련되어

있지 않은 올리고뉴클레오타이드염기는 치환할 수 있다. 특히, 스템 구조의 부분은 이미 염기쌍이 만들어져 있

고, 또한 이중 나선 구조의 내측을 향하고 있기 때문에, 올리고뉴클레오타이드 염기는 표적 물질과 직접 결합하

기 어렵다. 따라서, 염기쌍을 다른 염기쌍으로 치환하여도 앱타머의 활성은 감소하지 않는 경우가 많다. 루프

구조 등 염기쌍을 만들지 않은 구조에서도 올리고뉴클레오타이드 염기가 표적 분자와의 직접적인 결합에 관여하

지 않는 경우에, 염기의 치환이 가능하다. 예컨대, 리보오스의 2' 위치에 있어서, 히드록실기가 임의의 원자 또

는 기로 치환되어 있는 뉴클레오타이드일 수 있다. 이러한 임의의 원자 또는 기로서는, 예컨대, 수소 원자, 불

소 원자 또는 -O-알킬기 (예:-O-CH3), -O-아실기 (예, -O-CHO), 아미노기(예, -NH2)로 치환되어 있는 뉴클레오

타이드를 들 수 있다. 이와 같이 앱타머는 표적 분자와의 직접적인 결합에 관련되어 있는 관능기를 치환 또는

제거하지 않는 한 그 활성을 유지한다. 
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또한, 앱타머는 화학 합성이 가능하기 때문에 개질이 용이하다. 앱타머는 MFOLD 프로그램을 이용하여 2차 구조[0047]

를 예측하거나, X선 해석이나 NMR 해석에 의해 입체 구조를 예측함으로써, 어떤 뉴클레오타이드를 치환 또는 결

손하는 것이 가능한지, 또한 어디에 새로운 뉴클레오타이드를 삽입 가능한지 어느 정도 예측할 수 있다. 예측된

새로운 서열의 앱타머는 용이하게 화학 합성할 수 있고, 그 앱타머가 활성을 유지하고 있는지의 여부를 기존의

분석계에 의해 확인할 수 있다. 

본 발명의 앱타머는, 결합성, 안정성, 약물 전달능 등을 높이기 위해, 각 뉴클레오타이드의 당잔기(예, 리보오[0048]

스)가 수식된 것일 수 있다. 당잔기에서 수식되는 부위로서는, 예컨대 당잔기의 2'위치, 3'위치 및/또는 4' 위

치의  산소원자를  다른  원자로  치환한  것  등을  들  수  있다.  수식의  종류로서는,  예컨대  플루오로화,

O-알킬화(예,  O-메틸화,  O-에틸화),  O-알릴화,  S-알킬화(예,  S-메틸화,  S-에틸화),  S-알릴화,  아미노화(예,

-NH)를 들 수 있다. 이러한 당잔기의 개질은, 당업계에 공지된 통상적인 방법에 의해 행할 수 있다(예컨대,

Sproat et al., Nucle. Acid. Res. 1991 19, 733-738; Cotton et al., Nucl. Acid. Res. 1991 19, 2629-2635;

Hobbs et al., Biochemistry 1973 12, 5138-5145 참조). 

본  발명의  앱타머는  또한,  결합성  등을  높이기  위해,  올리고뉴클레오타이드염기(예,  푸린,  피리미딘)가[0049]

개질(예, 화학적 치환)된 것일 수 있다. 이러한 개질으로서는, 예컨대 5위 피리미딘 개질, 6 및/또는 8위 푸린

개질, 환외(環外) 아민에서의 개질, 4-티오우리딘으로의 치환, 5-브로모 또는 5-요오드-우리실으로의 치환을 들

수 있다. 

또한 뉴클레아제 및 가수분해에 대하여 내성이도록, 본 발명의 앱타머에 포함되는 인산기가 개질될 수 있다. 예[0050]

컨대  P(0)0기가,  P(0)S(티오에이트),  P(S)S(디티오에이트),  P(O)NR2(아미데이트),  P(O)R,  R(O)OR',  CO  또는

CH2(포름아세탈) 또는 3'-아민(-NH-CH2-CH2-)으로 치환될 수 있다〔여기서 각각의 R 또는 R'은 독립적으로, H이

거나, 또는 치환되거나, 또는 치환되지 않은 알킬(예, 메틸, 에틸)이다〕. 연결기로서는, -O-, -N- 또는 -S-가

예시되고, 이들의 연결기를 통하여 인접하는 뉴클레오타이드에 결합할 수 있다. 

개질은 또한, 캡핑과 같은 3' 및 5'의 개질을 포함할 수 있다. 개질은 또한, 폴리에틸렌글리콜, 아미노산, 펩티[0051]

드, inverted  dT,  올리고뉴클레오타이드, 뉴클레오시드, Myristoyl,  Lithocolic-oleyl,  Docosanyl,  Lauroyl,

Stearoyl, Palmitoyl, Oleoyl, Linoleoyl, 그 외 지질, 스테로이드, 콜레스테롤, 카페인, 비타민, 색소, 형광

물질, 항암제, 독소, 효소, 방사성 물질, 비오틴 등을 말단에 부가함으로써 행해질 수 있다. 이러한 개질에 대

해서는, 예컨대 미국특허 제5,660,985호, 미국특허 제5,756,703호를 참조한다.

또한,  앱타머를  리포좀이나  나노입자의  표면에  부착함으로써,  리포좀이나  나노입자  내부에  탑재된  항암제,[0052]

톡신, 암성장 저해 유전자, siRNA 등을 표적 세포로 선택적으로 전달할 수 있다. 

Hsp60의 활성을 억제하는 저분자량의 화합물 또는 천연추출물은 후술하는 스크리닝 방법을 통하여 용이하게 얻[0053]

을 수 있다.

가장 바람직하게는, 본 발명의 조성물에서 이용되는 유효성분은 Hsp60에 대한 안티센스 올리고뉴클레오타이드이[0054]

다. 안티센스 올리고뉴클레오타이드에 대한 상세한 설명은 위에 기재된 것과 동일하다.

안티센스 올리고뉴클레오타이드를 이용하여 목적의 질환을 치료하는 경우, 안티센스 올리고뉴클레오타이드는 세[0055]

포 내로 유입되어야 한다. 안티센스 올리고뉴클레오타이드를 세포 내로 유입시키는 방법은 당업계에 공지된 다

양한 방법을 통하여 실시할 수 있다. 예를 들어, 당업계에 공지된 다양한 물질을 이용하여 안티센스 올리고뉴클

레오타이드를 리포좀에 포집시켜 세포 내로 유입시킬 수 있다. 또한, 안티센스 올리고뉴클레오타이드를 적합한

CPP(cell penetration peptide)에 연결하여 세포 내로 유입시킬 수 있다. 예컨대, 사용 가능한 CPP는 당업계에

공지된 다양한 CPP를 포함하며, 예를 들어, 페네트라틴(penetratin) 펩타이드, HIV-1의 Tat 펩타이드, 트랜스포

탄(transportan) 펩타이드, 부포린(Buforin) Ⅱ 펩타이드, MAP(모델 양친매성 펩타이드), k-FGF 펩타이드, 프

라이온 펩타이드, pVEC 펩타이드, pep-1 펩타이드, SynB1 펩타이드, pep-7 펩타이드, HN-1 펩타이드. 아르기닌

폴리머를 포함하는 펩타이드, Antp(Antennapedia  또는 penetratin)  펩타이드, Mph-1 펩타이드, HSV-1의 VP22

펩타이드 및 청어 프로타민의 HP4 펩타이드를 포함하지만, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 조성물은 (a) 상술한 본 발명의 세포질 Hsp60의 억제제의 약제[0056]

학적 유효량; 및 (b) 약제학적으로 허용되는 담체를 포함하는 약제학적 조성물이다.

본 명세서에서 용어 “약제학적 유효량”은 상술한 억제제가 세포질 Hsp60의 발현 또는 활성을 억제하기에 충분[0057]

한 양을 의미한다.
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본 발명의 조성물이 약제학적 조성물로 제조되는 경우, 본 발명의 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용되는 담[0058]

체를 포함한다. 본 발명의 약제학적 조성물에 포함되는 약제학적으로 허용되는 담체는 제제시에 통상적으로 이

용되는 것으로서, 락토스, 덱스트로스, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 전분, 아카시아 고무, 인산 칼슘, 알기네이

트, 젤라틴, 규산 칼슘, 미세결정성 셀룰로스, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로스, 물, 시럽, 메틸 셀룰로스, 메틸히

드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 활석, 스테아르산 마그네슘 및 미네랄 오일 등을 포함하나, 이에

한정되는 것은 아니다. 본 발명의 약제학적 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 감미제, 향미제, 유

화제,  현탁제,  보존제  등을  추가로  포함할  수  있다.   적합한  약제학적으로  허용되는  담체  및  제제는

Remington's Pharmaceutical Sciences (19th ed., 1995)에 상세히 기재되어 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 세포질 Hsp60의 억제제, 또는 이를 유효성분으로 포함하는 약제학적[0059]

조성물을 대상에게 투여하는 단계를 포함하는 비정상적 세포 증식 관련 질환의 치료방법에 관한 것이다. 상기에

서 투여는 경구 또는 비경구 투여일 수 있으며, 비경구 투여인 경우에는 정맥내 주입, 피하 주입, 근육 주입,

복강 주입, 경피 투여, 점막 투여, 점안 투여 등일 수 있다. 

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0060]

식, 투여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하게 처방될 수 있다.  바람직

하게는, 본 발명의 약제학적 조성물의 투여량은 성인 기준으로 0.001-100 ㎎/kg(체중)이다.

본 발명의 약제학적 조성물은 당해 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자가 용이하게 실시할 수[0061]

있는 방법에 따라, 약제학적으로 허용되는 담체 및/또는 부형제를 이용하여 제제화함으로써 단위 용량 형태로

제조되거나 또는 다용량 용기 내에 내입시켜 제조될 수 있다.  이때 제형은 오일 또는 수성 매질중의 용액, 현

탁액, 시럽제 또는 유화액 형태이거나 엑스제, 산제, 분말제, 과립제, 정제 또는 캅셀제 형태일 수도 있으며,

분산제 또는 안정화제를 추가적으로 포함할 수 있다.

본 발명에서 '비정상적 세포 증식 관련 질환'이란 세포의 비정상적 증식으로 인해 야기되는 질환을 의미하며,[0062]

이러한 질환으로는 암 질환, 염증성 질환, 이상증식 혈관 질환 등을 예로 들 수 있다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 '암 질환'은 생체 조직 안에서 세포가 무제한으로 증식하여 악[0063]

성 종양을 일으키는 현상을 일컫는 용어로서, 본 발명의 조성물을 사용하여 예방 또는 치료될 수 있는 암은 뇌

암, 신경내분비 암, 위암, 폐암, 유방암, 난소암, 간암, 기관지암, 비인두암, 후두암, 췌장암, 신장암, 방광암,

부신암, 대장암, 결장암, 자궁경부암, 전립선암, 골암, 피부암, 갑상선암, 부갑상선암 또는 요관암 등을 포함하

나 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 '염증성 질환'은 염증을 유발하는 질환을 모두 포함하는 개념[0064]

이며, 염증은 면역 적격 세포가 외부 개체 또는 항원성 단백질에 대한 반응에서 활성화되는 경우 일어난다. 염

증성 과정은 침입 개체가 식세포화 되거나 중화되도록 하는 경우에서와 같이 유리할 수 있지만, 또한 골 및 연

골의 파괴 및 결과적인 관절 기능의 제한을 야기하는 때의 관절염의 경우에서와 같이 해로울 수도 있다. 염증성

반응은 통상 외상 또는 항원, 예컨대 바이러스성, 박테리아성, 원생동물성, 또는 진균성 항원에 의해 유도된다. 

본 발명에 의한 예방 또는 치료에 적합한 염증성 질환에는 염증-유도 골질환, 퇴행성 관절염, 당뇨병, 자가면역[0065]

근육염, 동맥경화, 뇌졸증, 간경화, 뇌막염, 염증성 위궤양, 담낭 결석, 신장 결석, 부비강염, 비염, 결막염,

천식, 피부염, 염증성 장질환, 염증성 콜라겐 혈관 질환, 사구체신염, 염증성 피부 질환, 및 유육종증 등이 포

함되지만, 이에 제한되는 것은 아니다. 보다 바람직하게 본 발명의 염증성 질환은 a) 류마티스 염증성 질환인

퇴행성 관절염(rheumatoid arthritis), 전신성 홍반성 루푸스(Systemic lupus erythematosus), 강직성 척추염

(Ankylosing spondylitis), 베체트 병(Behcet's disease), 자가면역 근육염(inflammatroy mysitis), b) 장 염

증성  질환인  궤양성대장염(ulcerative  colitis),  크론병(Crohn  disease),  c)  피부염증성  질환인  건선

(psoriasis), 아토피성 피부염(atopic dermatitis), 접촉성 피부염, 습진성 피부염, 지루성 피부염, 편평 태선

(lichen planus), 만성 단순태선(lichen simplex chronicus), 천포창(pemphigus), 불러스 천포창, 표피 수포증

(Epidermolysis  Bullosa),  담마진(Urticaria),  혈관 부종(angioedema),  맥관염(vasculitis),  홍반 또는 피부

호산구증다증(Eosinophilia),  화폐상 피부염(nummular  dermatitis),  전신성 박탈 피부염, 정체 피부염, 모낭

및  여드름과  같은  피지샘의  질환,  입  주위  피부염,  수염  가성모낭염  및  약물  발진,  다형  홍반(erythema

multiforme), 결절홍반(Erythema nodosum), 및 환상 육아종(Granuloma annulare)과 같은 염증 반응, 및 d) 이

외의  염증성  위궤양(celiac  disease),  뇌막염(encephalitis),  골반염증성질환(PID:  Pelvic  Inflammatory

Disease) 등일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 
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본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 '염증-유도 골질환'은 골 발생 질환, 골 골절, 골의 노인성 손[0066]

실, 연골이영양증, 고칼슘혈증, 과골화증, 불완전골형성증, 골연화증, 골수염, 골다공증, 파젯병, 골관절염 또

는 구루병을 포함하지만, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명의 바람직한 구현예에 따르면, 본 발명의 '이상증식 혈관 질환'은 혈관에 존재하는 세포, 특히 혈관 평[0067]

활근 세포의 과도한 증식에 의해 야기되는 질환 또는 질병을 의미한다. 이상증식 혈관 질환은 다양한 질환을 포

함하며, 예를 들어, 동맥경화증, 아테롬성 동맥경화증, 재발협착증 및 협착증, 혈관 기형, 혈액투석과 관련된

혈관 통로 협착, 이식 후 동맥병증(transplant arteriopathy), 맥관염, 혈관염증질환, 디죠지 증후군, 유전성

출혈성 모세혈관확장증(HHT), 해면상혈관종, 켈로이드성 반흔, 화농성 육아종, 수포질환, 카포시 육종, 과증식

성 유리체 증후군, 미숙아 망막증, 맥락막 신생혈관, 황반변성, 당뇨병성 망막증, 안내 신생혈관증식, 원발성

폐고혈압증, 천식, 비폴립(nasal polyps), 염증성 장 및 치주 질환, 복수, 복막 유착, 피임, 자궁내막증, 자궁

출혈,  난소낭,  난소과자극증후군,  관절염,  류마티스성  관절염,  만성  관절류마티즘,  윤활막염,  골관절염,

골수염, 골증식, 폐혈증, 혈관누출 증후군, 암, 감염성 질환 또는 자가면역질환을 포함한다. 바람직하게는, 본

발명의 이상증식 혈관 질환은 동맥경화증, 아테롬성 동맥경화증, 재발협착증 또는 협착증이다. 아테롬성 동맥경

화증은 동맥의 내층에 지방 물질이 침착되거나 섬유화(fibrosis)되어 있는 질환이다. 한편, 재발협착증은 혈관

벽이 손상(traumatization)된 후 혈관 통로가 좁혀지는 질환이다. 동맥경화 진행과 스탠트 삽입술 후에 발생하

는 혈관 재발협착증은 혈관평활근 세포의 증식, 이동 그리고 세포외 기질(extracellular matrix)의 분비 등에

기인한다고  알려져  있다(Circulation,  1997,  95,  1998-2002;  J.  Clin.  Invest.  1997,  99,  2814-2816;

Cardiovasc. Res. 2002, 54, 499-502). 이에, 동맥경화의 진행과 혈관 재협착의 방지를 위해 혈관 평활근 세포

의 증식을 억제하는 약물에 대한 연구가 널리 진행되고 있다(J. Am. Coll. Cardiol., 2002, 39, 183-193).

본 발명의 '예방 또는 치료'에서 '예방'이란 세포질 Hsp60 억제제를 포함하는 약제학적 조성물의 투여로 인한[0068]

세포질 Hsp60 단백질의 활성 증가에 따르는 모든 질환의 발병을 억제시키거나 발병을 지연하는 모든 행위를 말

하며, '치료'란 상기 약제학적 조성물의 투여로 세포질 Hsp60 단백질의 활성 증가로 인한 모든 질병을 호전시키

거나 이롭게 변경하는 모든 행위를 의미한다.

본 발명의 구체예에서, 세포질 Hsp60 억제제로서 Hsp60 AS-ODN은 세포질 Hsp60의 레벨이 증가된 대장암 세포주[0069]

에서 TNF-α-유도된 세포 사멸을 증가시켰다(도 10H).

또한, 본 발명의 구체예에서, 본 발명자들은 Hsp60 AS-ODN이 생체 내 NF-kB-의존적 염증 반응을 억제할 수 있는[0070]

지 여부를 실험하였다. 더욱 구체적으로, 최근에 IKK 복합체가 파골세포 형성과정 동안 RANKL로부터 NF-kB로의

생존 경로를 매개한다는 것이 보고되었는 바, 본 발명자들은 염증-유도 골 소실과 관련하여 파골세포 분화에서

의 Hsp60 AS-ODN의 효과를 확인하였다. 

 골재형성에는  크게  두  종류의  세포가  관여하는데,  두  세포  중  하나는  뼈를  생성하는[0071]

조골세포(osteoblast)이고, 다른 하나는 뼈를 파괴하는 파골세포(osteoclast)이다. 조골세포는 RANKL과 이것의

유도  수용체(decoy  receptor)인  OPG(osteoprotegerin)를  생성한다.  RANKL이  파골  전구세포(osteoclast

progenitor cells) 표면에 있는 수용체인 RANK(receptor activator of nuclear factor-κB)에 결합하면 파골

전구 세포가 파골세포로 성숙화(maturation)되어 골흡수(bone resorption)가 일어난다. 하지만, OPG가 RANKL과

결합하면 RANKL과 RANK간 결합이 차단되어 파골세포의 형성이 억제되고 필요 이상의 골 흡수가 일어나지 않게

된다(Theill LE. 외, Annu Rev Immunol., 20, pp.795-823, 2002; Wagner EF. 외, Curr Opin Genet Dev., 11,

pp.527-532, 2001). 오래된 뼈의 흡수 또는 파괴는 혈액세포(조혈모세포)에서 생기는 파골세포에 의해 이루어지

며 이는 뼈에 구멍을 내어 적은 양의 칼슘이 혈류로 방출되어 신체기능을 유지하는데 사용되도록 한다(William

J. 외, Nature., 423, pp.337342, 2003).

그  결과,  IKK  복합체와  상호작용하는  본  발명의  세포질  Hsp60의  억제는  RANKL  또는  TNF-α-유도된  다핵성[0072]

TRAP(tartrate-resistant  acid  phosphatase)-양성  파골세포의  형성을  현저하게  감소시켰다.  또한,  세포질

Hsp60의 이상 발현은 RANKL에 대한 반응에서 TRAP-양성 파골세포의 형성을 뚜렷하게 증가시켰다. 이러한 결과들

은 세포질 Hsp60이 IKK/NF-kB 신호전달을 통해 SOD2(superoxide dismutase 2) 발현을 유도하여 파골세포의 생

존을 촉진하므로, 세포질 Hsp60을 억제하여 염증-유도 골 소실을 비롯한 골질환을 치료할 수 있다는 것을 의미

한다(도 13).

또한, 본 발명의 구체예에서, 본 발명의 Hsp60 AS-ODN에 의한 세포질 Hsp60의 억제는 손상된 경동맥에서 증식성[0073]

평활근 세포에 의한 신생내막 두께 증식을 약 50% 정도 감소시켰으며, 이러한 신생내막 층의 감소는 아팝토틱

세포 사멸에 의해 유발되었다(도 14). 따라서, 혈관 평활근 세포의 증식을 매우 효율적으로 억제하는 본 발명의
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세포질 Hsp60의 억제제는 이상증식 혈관 질환의 치료에 유효하다는 것을 알 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 [0074]

(a) 세포질 Hsp60 유전자를 포함하는 세포에 시험물질을 처리하는 단계; [0075]

(b) 상기 세포질 Hsp60의 발현을 분석하는 단계; 및 [0076]

(c) 상기 시험물질이 세포질 Hsp60의 레벨을 감소시키면 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제로 판단하는 단계[0077]

를 포함하는, 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제의 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명의 또다른 양태에 따르면, 본 발명은 [0078]

(a) 세포질 Hsp60 단백질, 또는 세포질 Hsp60 단백질과 IKK(IκB 키나제) 단백질을 포함하는 세포 또는 세포 추[0079]

출물(cell extract)에 시험물질을 처리하는 단계; 

(b)  상기 시험물질이 세포질 Hsp60 단백질에 결합하는지 여부, 또는 상기 시험물질이 세포질 Hsp60 단백질과[0080]

IKK 단백질 사이의 결합을 억제하는지 여부를 분석하는 단계; 및 

(c) 상기 시험물질이 세포질 Hsp60 단백질에 결합하거나 또는 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 사이의 결합을 억제시[0081]

키면 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제로 판단하는 단계를 포함하는, 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제

의 스크리닝 방법을 제공한다.  상기 세포는 세포 추출물(cell extract)일 수 있다. 이 경우, 세포질 Hsp60 단

백질로서, 분리된 형태의 세포질 Hsp60 또는 세포 내에 포함되어 있는 세포질 Hsp60 단백질 등 어떠한 형태의

것도 사용할 수 있다.

본  발명의  스크리닝  방법은  다양한  방식으로  실시할  수  있으며,  특히  당업계에  공지된  다양한  결합  분석[0082]

(binding assay)에 따라 고속(high throughput) 방식으로 실시할 수 있다.

본 발명의 스크리닝 방법에 있어서, 시험물질 또는 세포질 Hsp60 단백질은 검출가능한 표지(detectable label)[0083]

로  레이블링될  수  있다.  예를  들어,  상기  검출가능한  표지(detectable  label)는,  화학적  표지(예컨대,

바이오틴),  효소 표지(예컨대,  호스래디쉬 퍼옥시다아제, 알칼린 포스파타아제, 퍼옥시다아제, 루시퍼라아제,

β-갈락토시다아제 및 β-글루코시다아제), 방사능 표지(예컨대, C
14
, I

125
, P

32 
및 S

35
), 형광 표지[예컨대, 쿠마

린,  플루오레세인,  FITC(fluoresein  Isothiocyanate),  로다민  6G(rhodamine  6G),  로다민  B(rhodamine  B),

TAMRA(6-carboxy-tetramethyl-rhodamine),  Cy-3,  Cy-5,  Texas  Red,  Alexa  Fluor,  DAPI(4,6-diamidino-2-

phenylindole), HEX, TET, Dabsyl 및 FAM], 발광 표지, 화학발광(chemiluminescent) 표지, FRET(fluorescence

resonance energy transfer) 표지 또는 금속 표지(예컨대, 금 및 은)이다.

검출가능한 표지가 레이블링된 세포질 Hsp60 단백질 또는 시험물질을 이용하는 경우, 세포질 Hsp60 단백질과 시[0084]

험물질 사이의 결합 발생 여부는 표지로부터 나오는 신호를 검출하여 분석할 수 있다. 예를 들어, 표지로서 알

칼린  포스파타아제가  이용되는  경우에는,  브로모클로로인돌일  포스페이트(BCIP),  니트로  블루  테트라졸리움

(NBT), 나프톨-AS-B1-포스페이트(naphthol-AS-B1-phosphate) 및 ECF(enhanced chemifluorescence)와 같은 발색

반응  기질을  이용하여  신호를  검출한다.  표지로서  호스  래디쉬  퍼옥시다아제가  이용되는  경우에는

클로로나프톨,  아미노에틸카바졸,  디아미노벤지딘,  D-루시페린,  루시게닌(비스-N-메틸아크리디늄 니트레이트),

레소루핀  벤질  에테르,  루미놀,  암플렉스  레드  시약(10-아세틸-3,7-디하이드록시페녹사진),  HYR(p-

phenylenediamine-HCl  and  pyrocatechol),   TMB(tetramethylbenzidine),  ABTS(2,2‘-Azine-di[3-

ethylbenzthiazoline  sulfonate]),  o-페닐렌디아민(OPD)  및 나프톨/파이로닌와 같은 기질을 이용하여 신호를

검출한다. 

택일적으로, 시험물질의 세포질 Hsp60 단백질로의 결합 여부는 상호작용물(interactants)의 레이블링 없이 분석[0085]

할 수도 있다. 예를 들어, 마이크로피지오미터(microphysiometer)를 이용하여 시험물질이 세포질 Hsp60 단백질

에 결합하는지 여부를 분석할 수 있다. 마이크로피지오미터는 LAPS(light-addressable  potentiometric  senso

r)를 이용하여 세포가 그의 환경을 산성화하는 속도를 측정하는 분석 도구이다. 산성화 속도의 변화는, 시험물

질과  세포질  Hsp60  단백질  사이의  결합에  대한  지시자(indicator)로  이용될  수  있다(McConnell  et  al.,

Science 257:1906-1912 (1992)).

시험물질의 세포질 Hsp60 단백질과의 결합 능력은 실시간 이분자 상호작용 분석(BIA)를 이용하여 분석할 수 있[0086]

다(Sjolander  &  Urbaniczky,  Anal.  Chem.  63:2338-2345  (1991),  and  Szabo  et  al.,  Curr.  Opin.  Struct.
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Biol.  5:699-705  (1995)).  BIA는 실시간으로 특이적 상호작용을 분석하는 기술로서, 상호작용물(interactant

s)의 레이블링 없이 실시할 수 있다(예컨대, BIAcore™). 표면 플라즈몬 공명(SPR)에서의 변화는 분자들 사이의

실시간 반응에 대한 지시자(indicator)로 이용될 수 있다.

또한, 본 발명의 스크리닝 방법은, 투-하이브리드 분석 또는 쓰리-하이브리드 분석 방법에 따라 실시할 수 있다[0087]

(Zervos et al., Cell 72, 223-232, 1993; Madura et al., J. Biol. Chem. 268, 12046-12054, 1993; Bartel

et  al.,  BioTechniques  14,  920-924,  1993;  Iwabuchi  et  al.,  Oncogene  8,  1693-1696,  1993;  및  W0

94/10300). 이 경우, 세포질 Hsp60 단백질을 베이트(bait) 단백질로 이용할 수 있다. 이 방법에 따르면, 세포질

Hsp60 단백질에 결합하는 물질, 특히 단백질을 스크리닝 할 수 있다. 투-하이브리드 시스템은 분할 가능한 DNA-

결합 및 활성화 도메인으로 구성된 전사인자의 모듈 특성에 기초한다. 간단하게는, 이 분석 방법은 두 가지 DNA

컨스트럭트를 이용한다. 예컨대, 하나의 컨스트럭트에서, 세포질 Hsp60-코딩 폴리뉴클레오타이드를 공지의 전사

인자(예컨대, GAL-4)의 DNA 결합 도메인-코딩 폴리뉴클레오타이드에 융합시킨다. 다른 컨스트럭트에서, 분석 대

상의 단백질("프레이" 또는 "시료")을 코딩하는 DNA 서열을 상기 공지의 전사인자의 활성화 도메인을 코딩하는

폴리뉴클레오타이드에 융합시킨다. 만일, 베이트 및 프레이가 생체 내에서 상호작용하여 복합체를 형성하면, 전

사인자의 DNA-결합 및 활성화 도메인이 인접하게 되며, 이는 리포터 유전자(예컨대, LacZ)의 전사를 촉발하게

된다. 리포터 유전자의 발현을 검출할 수 있으며, 이는 분석 대상의 단백질이 세포질 Hsp60 단백질과 결합할 수

있음을 나타내는 것이며, 결론적으로 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료용 물질로 이용될 수 있음을 나타내는

것이다.

본 발명의 방법에 따르면, 우선 세포질 Hsp60 단백질에 분석하고자 하는 시험물질을 접촉시킨다. 본 발명의 스[0088]

크리닝 방법을 언급하면서 사용되는 용어 "시험물질"은 세포질 Hsp60 유전자의 발현 또는 세포질 Hsp60 단백질

의 활성에 영향을 미치는지 여부를 검사하기 위하여 스크리닝에서 이용되는 미지의 물질을 의미한다. 상기 시료

는 화학물질, 펩타이드 및 천연 추출물을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 스크리닝 방법에 의

해 분석되는 시료는 단일 화합물 또는 화합물들의 혼합물(예컨대, 천연 추출물 또는 세포 또는 조직 배양물)이

다. 시료는 합성 또는 천연 화합물의 라이브러리로부터 얻을 수 있다. 이러한 화합물의 라이브러리를 얻는 방법

은 당업계에 공지되어 있다. 합성 화합물 라이브러리는 Maybridge Chemical Co.(UK), Comgenex(USA), Brandon

Associates(USA), Microsource(USA) 및 Sigma-Aldrich(USA)에서 상업적으로 구입 가능하며, 천연 화합물의 라

이브러리는 Pan Laboratories(USA) 및 MycoSearch(USA)에서 상업적으로 구입 가능하다. 시료는 당업계에 공지

된 다양한 조합 라이브러리 방법에 의해 얻을 수 있으며, 예를 들어, 생물학적 라이브러리, 공간 어드레서블 패

러럴 고상 또는 액상 라이브러리(spatially addressable parallel solid phase or solution phase libraries),

디컨볼루션이 요구되는 합성 라이브러리 방법, "1-비드 1-화합물" 라이브러리 방법, 그리고 친화성 크로마토그

래피 선별을 이용하는 합성 라이브러리 방법에 의해 얻을 수 있다. 분자 라이브러리의 합성 방법은, DeWitt 외,

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90, 6909, 1993; Erb 외 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91, 11422, 1994;

Zuckermann 외, J. Med. Chem. 37, 2678, 1994; Cho 외, Science 261, 1303, 1993; Carell 외, Angew. Chem.

Int. Ed. Engl. 33, 2059, 1994; Carell 외, Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 33, 2061; Gallop 외, J. Med.

Chem. 37, 1233, 1994 등에 개시되어 있다.

이어, 시험물질이 처리된 세포질 Hsp60 단백질의 활성을 측정한다. 측정 결과, 세포질 Hsp60 단백질의 활성이[0089]

감소-조절(down-regulation)되는 것이 측정되면, 상기 시험물질은 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제로 판정

될 수 있다.

또한, 본 발명을 이용하여 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 단백질 사이의 결합을 억제하는 물질을 스크리닝할 수 있[0090]

다. 상술한 두 단백질 간의 결합을 억제하는 물질의 스크리닝은 당업계에 공지된 다양한 방법, 예를 들어 투-하

이브리드 분석(Zervos  et  al.,  Cell  72,  223232,  1993),   FRET(Fluorescence  resonance  energy  transfer;

Shyu  et  al.,  PNAS,  105:151-156(2008)),  PCA(Protein  Complementation  Assay;  Tarassov  K.,  et  al.,

Science,  320(5882):  1465-1470(2008)),  PLA(Proximal  Ligation  Assay;  Fredriksson  S.,  et  al.,  Nat

Biotechnol., 20(5): 473-7(2002)) 등을 이용하여 실시할 수 있다.

본 발명의 방법이 투-하이브리드 분석에 의해 실시되는 경우, 세포질 Hsp60을 베이트(bait) 단백질로, IKK-α[0091]

또는 IKK-β를 프레이(pray) 단백질로 제작될 수 있다. 세포질 Hsp60 단백질과 IKK-α 또는 IKK-β 단백질 간의

상호작용을 통해 전사인자의 DNA-결합 및 활성화 도메인이 인접하게 되어 리포터 유전자(예컨대, LacZ)의 전사

가 촉진된다. 이에 따라, 리포터 유전자의 발현을 통해 두 단백질 간의 상호작용을 검출할 수 있다. 본 발명에

따르면, 본 발명의 세포질 Hsp60 단백질(베이트)과 IKK(IκB 키나제) 단백질(프레이)을 포함하는 세포에 시험물

질을 처리한다.  시험물질을 처리하기 전과 비교하여 처리 후 리포터 유전자의 발현이 억제된다면, 상술한 시험
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물질이 세포질 Hsp60 단백질과 IKK-α 또는 IKK-β 단백질 간의 상호작용을 억제한다는 것을 나타낸다.

FRET은 상호작용하는 단백질 쌍에 서로 다른 형광물질이 융합되어 공여자와 수용자 간의 밀접 또는 거리를 측정[0092]

할 수 있는 어세이 방법이다. 여기된 공여자 플루오로포어는 수용자 분자로 에너지를 전이시킨다. 이 때, 에너

지 전이 효율(FRET 효율)은 수용자로 에너지 전이를 초래하는 공여자 여기 상태의 정도(fraction)를 의미한다.

따라서, FRET 효율은 단백질-단백질 상호작용의 지시자로서 이용될 수 있다. 

본 발명의 방법이 FRET 분석에 의해 실시되는 경우, 세포질 Hsp60과 IKK-α 또는 IKK-β를 각각 서로 다른 형광[0093]

물질과 융합시켜 제작한다. 본 발명의 세포질 Hsp60과 플루오로포어(예: GFP, RFP, CFP, YEP, 등)의 융합 컨스

트럭트는 공여자로, IKK-α 또는 IKK-β와 플루오로포어의 융합 컨스트럭트는 수용자로 기능한다. 상술한 두 컨

스트럭트 간의 상호작용을 통해 FRET 효율을 측정할 수 있다. 본 발명에 따르면, 플루오로포어(예: GFP, RFP,

CFP, YEP, 등)가 융합된 세포질 Hsp60과 KK-α 또는 IKK-β 컨스트럭트들을 포함하는 세포에 시험물질을 처리한

다.  시험물질을 처리하기 전과 비교하여 처리 후 FRET 효율이 감소한다면, 상술한 시험물질이 세포질 Hsp60 단

백질과 IKK-α 또는 IKK-β 단백질 간의 상호작용을 억제하는 기능을 한다는 것을 의미한다.

본 발명의 방법이 PCA 분석에 의해 실시되는 경우, 형광물질의 N-말단 단편과 C-말단 단편을 각각 세포질 Hsp60[0094]

과 IKK-α 또는 IKK-β과 융합시킨 컨스트럭트를 제작한다. 예를 들어, 형광물질로서 이용될 수 있는 YEP를 N-

말단 단편(N-YEP)과 C-말단 단편(C-YEP)으로 나누어서 각각 세포질 Hsp60과 IKK-α 또는 IKK-β과 융합된 컨스

트럭트(N-YEP-세포질 Hsp60 및 C-YEP-IKK-α 또는 C-YEP-IKK-β; 또 다른 컨스트럭트로 C-YEP-세포질 Hsp60 및

N-YEP-IKK-α 또는 N-YEP-IKK-β로 제작될 수도 있음)를 각각 제작한다. 이들 컨스트럭트 내의 세포질 Hsp60과

IKK-α 또는 IKK-β이 상호작용함에 따라 YEP의 N-말단 단편과 C-말단 단편이 서로 결합하고 완전한 YEP를 형성

하여 형광을 나타내게 되며, 이를 통해 두 단백질 간의 상호작용을 검출할 수 있다. 본 발명에서, 형광물질의

N-말단 단편 또는 C-말단 단편과 융합된 세포질 Hsp60과 IKK-α 또는 IKK-β 컨스트럭트들을 포함하는 세포에

시험물질을 처리한 후 형광을 검출한다. 이때, 시험물질을 처리하기 전과 비교하여 형광이 감소한다면, 상술한

시험물질이 세포질 Hsp60 단백질과 IKK-α 또는 IKK-β 단백질 간의 상호작용을 억제하는 기능을 한다는 것을

의미한다.

세포질 Hsp60의 발현을 분석하여 본 발명의 스크리닝 방법을 실시하는 경우, 세포질 Hsp60 유전자의 발현량 변[0095]

화의 측정은 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 실시될 수 있다.  예를 들어, RT-PCR(Sambrook 외, Molecular

Cloning. A Laboratory Manual, 3rd ed. Cold Spring Harbor Press(2001)), 노던 블롯팅(Peter B. Kaufma 외,

Molecular and Cellular Methods in Biology and Medicine, 102-108, CRC press), cDNA 마이크로어레이를 이

용한  혼성화  반응(Sambrook  외,  Molecular  Cloning.  A  Laboratory  Manual,  3rd  ed.  Cold  Spring  Harbor

Press(2001)) 또는 인 시투(in situ) 혼성화 반응(Sambrook 등, Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 3rd

ed. Cold Spring Harbor Press(2001))을 이용하여 실시할 수 있다.

RT-PCR 프로토콜에 따라 실시하는 경우에는 우선, 시험물질을 처리한 세포에서 세포질 분획을 분리한 후 이로부[0096]

터 총 RNA를 분리하고 올리고 dT 프라이머 및 역전사효소를 이용하여 제1쇄 cDNA를 제조한다. 이어, 제1쇄 cDNA

를  주형으로  이용하고,  세포질  Hsp60  유전자-특이적  프라이머  세트를  이용하여 PCR  반응을 실시한다.  그런

다음, PCR 증폭 산물을 전기영동하고, 형성된 밴드를 분석하여 세포질 Hsp60 유전자의 발현량 변화를 측정한다.

세포질 Hsp60  단백질의 양의 변화는 당업계에 공지된 다양한 면역분석 방법을 통해 실시될 수 있다.   예를[0097]

들어,  세포질 Hsp60  단백질의 양의 변화는 방사능면역분석,  방사능면역침전, 면역침전, ELISA(enzyme-linked

immunosorbent assay), 캡처-ELISA, 억제 또는 경쟁 분석, 그리고 샌드위치 분석을 포함하지만, 이에 한정되는

것은 아니다.

상기 세포질 Hsp60의 발현, 세포질 Hsp60 단백질에의 결합 또는 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 단백질 사이의 결합[0098]

은 세포 내에서 또는 시험관 내에서 분석될 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 스크리닝 방법에 의하여 검색된 세포질 Hsp60 발현 억제제인[0099]

비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제, 상기 스크리닝 방법에 의하여 검색된 세포질 Hsp60 단백질에 결합하는

세포질 Hsp60 단백질의 활성 억제제인 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제, 또는 상기 스크리닝 방법에 의하

여 검색된 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 단백질 결합 억제제인 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료제를 제공한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 스크리닝 방법을 수행하기 위한 스크리닝 키트를 제공한다. 구[0100]

체적으로, 세포질 Hsp60 단백질, 또는 세포질 Hsp60 단백질 및 IKK(IκB 키나제) 단백질을 포함하는 세포 또는

세포 추출물, 및 반응 완충액을 포함하는 스크리닝 키트이다. 
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본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허문헌이 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및 특허문[0101]

헌의 개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의

내용이 보다 명확하게 설명된다.

발명의 효과

본 발명은 세포질 Hsp60의 억제제를 유효성분으로 포함하는 비정상적 세포 증식 관련 질환 치료용 약제학적 조[0102]

성물 및 이를 이용한 스크리닝 방법 및 키트에 관한 것이다. 본 발명에 따르면, 세포질 Hsp60은 IKK 복합체와

상호작용하여 IKK 활성화 조절에 직접적으로 관여하며, 이를 통해 NF-κB 경로가 활성화되어 세포 생존반응을

조절한다. 따라서, 세포질 Hsp60 유전자의 발현을 억제하거나 세포질 Hsp60 단백질과 IKK 단백질 사이의 결합을

억제하여 암, 염증성 질환 또는 이상증식 혈관 질환과 같은 비정상적 세포 증식 관련 질환을 효과적으로 예방

또는 치료할 수 있고, 비정상적 세포 증식 관련 질환에 대한 신규한 치료제를 스크리닝할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 IKK 복합체에서 Hsp60을 동정한 결과이다. A. 친화성-정제된 IKK 복합체를 분리한 실버-염색 폴리아크릴[0103]

아마이드 젤을 나타낸다. B. Hsp60에 상응하는 단백질 밴드로부터 유래된 펩타이드들의 [M + 2H]
2+
 이온들에 대

한 MS/MS 스펙트럼이다. C. 친화성-정제된 IKK 복합체에서 IKK 서브유니트들 및 Hsp60의 면역블롯(IB) 분석 결

과이다. D. IKKα, IKKβ 및 IKKγ-특이적 항체들을 이용하여 HeLa 세포 용해물(500 ㎍의 총 단백질)로부터 IKK

복합체를 면역침전(IP)시켰다. IKKα/β/γ 서브유니트, Hsp60 및 Hsp90를 면역블롯하였다. WCL은 총 세포 용해

물을 의미한다. E. Hsp60과 IKK 복합체의 TNF-α-의존적 상호작용을 보여준다. F. 세포질 분획에서 Hsp60과 IKK

복합체의 공동-면역침전 결과이다. 위쪽 패널은 HeLa 세포로부터 핵을 제거한 상층액(PNS), 세포질(Cyto) 및 마

이토콘드리아(Mito) 분획들을 면역블롯한 결과이다. COX4 및 튜블린은 각각 마이토콘드리아 및 세포질 마커로

이용하였다. 아래쪽 패널은 대조군 염소 IgG 또는 항-Hsp60 항체(K-19 및 N-20)을 이용하여 세포질 분획으로부

터 Hsp60을 면역침전시킨 결과이다. 대표적인 블롯이 보여진다(n = 3).

도 2는 단일-세포 레벨에서 Hsp60과 IKK 간의 상호작용을 시각화한 결과이다. HeLa 세포를 1차 항체 무처리(A),

항-Hsp60(B) 항-IKKα(C), 항-IKKβ(D), 항-Hsp60/IKKα(E) 및 항-Hsp60/IKKβ(F) 항체들과 면역반응시킨 후,

20 nm 또는 40 nm 골드 입자와 컨쥬게이션된 상응하는 2차 항체들로 표지하였다. 면역-골드 전자현미경을 이용

하여 표지를 확인하였다. 핵(Nu) 및 마이토콘드리아(M)가 표시되어 있다. 화살표는 Hsp60- 및 IKK-표지된 골드

입자들의 직접적인 부착을 나타낸다. 1차 항체를 처리하지 않은 시료(A)에서는 어떠한 면역반응성 신호도 나타

나지 않았다. 실험은 동일한 결과로 두 번에 걸쳐서 반복되었고 대표적인 결과들이 제시된다.

도 3은 Hsp60이 IKK 복합체와 직접적으로 상호작용한다는 것을 보여주는 결과이다. A. Hsp60과 IKK 서브유니트

들과 직접 결합한다는 것을 보여주는 결과이다. Hsp60c(HA tag)와 각 IKK 서브유니트 단백질(Flag tag)을 293T

세포에 24시간 동안 공동-트랜스펙션시켰다. B. Hsp60이 IKKα 및 IKKβ와 시험관 내에서 결합한다는 것을 나타

내는 결과이다. 글루타티온 세파로오스 비드에 결합되어 있는 GST-융합된 Hsp60 단백질은 His6-태깅된 IKK 단백

질을 발현하는 Sf9 곤충세포 용해물과 반응시켰다. Hsp60 및 IKK 단백질들은 각각 GST 및 HA 택에 대한 면역블

롯팅에서 검출되었다. C. Hsp60의 결실 돌연변이들의 구조를 보여주는 모식도이다. PKA/PKG(1) 및 PKC(2)를 포

함하는 키나제들의 잠재적인 인산화 위치가 표시되어 있다. D 및 E. IKKα를 이상 발현하는 293T 세포(D)의 IKK

α 또는 HeLa 세포의 내인성 IKK 복합체(E)와 Hsp60 야생형(WT) 및 결실 돌연변이들 간의 상호작용을 보여주는

결과이다. 대표적인 블롯 및 이미지들이 제시된다(n = 3). 약어: C, 대조군 벡터; n.s, 비특이적(nonspecific).

도 4는 Hsp60-특이적 안티센스 올리고데옥시뉴클레오타이드(AS-ODN)의 작용을 조사한 결과이다. A. 두 개의 서

로 다른 Hsp60 AS-ODNs을 보여주는 모식도이다. B. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는 ODN-트랜스펙션된 HeLa 세

포에서 Hsp60의 발현을 나타내는 결과이다. C. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는 ODNs으로 트랜스펙션된 HeLa 세

포에서 TNF-α-유도된 MAP 키나제 활성화를 조사한 결과이다. 포스포-특이적 항체를 이용하여 활성화 정도를 분

석하였다. 동일 로딩량을 확인하기 위해 포스포블롯을 전체 단백질 항체로 재프로빙하였다. D. ODN 처리 되지

않은(Mock) 또는 ODN-트랜스펙션된 HeLa 세포에서 다양한 전사인자들의 활성화를 보여주는 결과이다. AP-1 및
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NF-AT 전사 활성화는 상피세포 성장인자(EGF, 100 ng/ml)에 의해 유도되었다. CRE 전사 활성화는 포스콜린(1 μ

M)에 의해 유도되었다. E. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는 ODNs으로 트랜스펙션된 293T 및 A549 세포에서 TNF-

α-유도된 NF-κB 전사 활성화를 측정한 결과이다. D 및 E 에서, 증가된 루시퍼라제 어세이 키트(Promega)를 이

용하여 상대적인 루시퍼라제 활성을 측정하고 β-갈락토시다제 활성으로 표준화하였다. 데이터는 네 개의 독립

적인 실험들의 평균값 ± 표준편차를 나타낸다(E에서, 자극된 S-ODN-트랜스펙션된 세포에 대하여 *P < 0.001 및

**P < 0.05).

도 5는 TNF-α에 대한 반응에서 세포질 Hsp60의 손실은 IKK/NF-κB 활성화를 감소시킨다는 것을 보여주는 결과

이다. A. 안티센스 ODNs에 의한 세포질 Hsp60의 제거를 보여준다. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는 ODN-처리된

HeLa 세포로부터 제조된 세포질 및 마이토콘드리아 분획들을 면역블롯하였다: S, 센스 ODN; AS-1 및 AS-2, 안티

센스 ODNs. 마이토콘드리아 분획은 상응하는 세포질 분획의 1/5 용량으로 로딩하였다. 특히, 비특이적 마이토콘

드리아 파괴를 모니터링(watch)하기 위해, 마이토콘드리아 매트릭스에 존재하는 항산화 효소인 Prx III를 마이

토콘드리아 마커로 이용하였다. B. 사이클로헥사마이드로 단백질 합성을 억제한 후 이상-발현된 Hsp60c 단백질

(HA tag)의 반감기를 측정한 결과이다. HA 밴드의 강도를 측정하고 IKKα 밴드의 양으로 표준화하였다. 그래프

의 데이터는 두 개의 독립적인 실험의 평균값 ± 표준편차로 SigmaPlot 8.0 소프트웨어에 적용되었다. C. 세포

질 Hsp60c 단백질의 프로테아좀-의존적 턴오버를 보여주는 결과이다. 사이클로헥사마이드 처리 전, HeLa 세포가

MG132(5 μM)로 30분 동안 전처리되거나 또는 전처리되지 않았다. D. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는 ODN-트랜

스펙션된 세포에서 TNF-α-유도된 IKK 및 JNK1 활성화를 보여주는 결과이다. 시험관 내 키나제 활성(KA)은 두

개의 독립적인 실험으로부터 유래한 값들로 측정하였으며, 이는 자극되지 않고 ODN 처리 되지 않은(Mock) 세포

(레인 1)와 비교하여 증가된 활성의 배수(fold increase)로서 표시되었다. E. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는

ODN-트랜스펙션된 세포에서 NF-κB 전사 활성을 측정한 결과이다. AS-ODN의 농도 증가(100 nM 또는 200 nM)에

따라 테스트되었다. F. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는 ODNs으로 트랜스펙션된 세포에서 NF-κB 전사 활성을 측

정한 결과이다. 상대적인 루시퍼라제 활성을 β-갈락토시다제 활성으로 표준화하였으며 데이터는 네 개의 독립

적인 실험들의 평균값 ± 표준편차를 나타낸다(자극된 S-ODN-트랜스펙션된 세포에 대하여 *P  <  0.01,  **P  <

0.005).

도 6은 Hsp60-특이적 항체가 IKK/NF-κB 활성화를 차단한다는 것을 보여주는 결과이다. A. HeLa 세포의 세포질

로 이동된 Hsp60-중화 항체(Hsp60N)를 나타내는 형광사진이다.  미토트랙커 레드(Molecular  Probes,  USA)  및

DAPI는 각각 마이토콘드리아 및 핵을 나타낸다. B. 운반된 Hsp60N 항체는 내인성 Hsp60에 결합한다. 항체 트랜

스펙션 후, HeLa 세포 용해물을 단백질-A 세파로오스 비드로 면역침전시켰다. 침전된 단백질을 Hsp60에 대하여

면역블롯팅하였다. C. 대조군 IgG 또는 Hsp60N 항체-트랜스펙션된 HeLa 세포에서 TNF-α에 대한 반응으로 IKK및

JNK1 활성화를 조사한 결과이다. 시험관 내 키나제 활성(KA)은 두 개의 독립적인 실험으로부터 유래한 값들로

측정하였으며, 이는 자극되지 않고 대조군 IgG-트랜스펙션된 세포(레인 1)와 비교하여 증가된 활성의 배수로서

표시되었다. D. 항체-트랜스펙션된 세포에서 TNF-α-유도된 NF-κB 전사 활성화를 측정한 결과이다(자극된 IgG-

트랜스펙션된 세포에 대하여 *P < 0.01).

도 7은 Hsp60의 세포질-타겟된 발현이 TNF-α-유도된 IKK/NF-κB 활성화를 촉진한다는 것을 보여주는 결과이다.

대조군(CGN) 또는 Hsp60c-인코딩 플라스미드(HA tag)를 세포에 24시간 동안 트랜스펙션시킨 후 TNF-α를 처리하

였다. A. IKK 복합체에서 발견되는 이상-발현된 Hsp60c(HA tag)를 보여주는 결과이다. B. HeLa 세포에서 TNF-α

-유도된 IKK 활성화를 보여준다. C. HeLa 세포에서 TNF-α-유도된 NF-κB 활성화를 보여준다(n = 4; 자극되지

않은 대응자에 대하여 *P < 0.0001). D. 트랜스펙션된 IKKβ
-/-
 3T3 세포에서 TNF-α-유도된 NF-κB 활성화를 보

여준다(n = 4; 자극되지 않은 CGN-트랜스펙션된 세포에 대하여 *P < 0.0001; N.D, 검출되지 않음).

도  8은  IKK/NF-κB  신호전달에서 세포질 Hsp60(Hsp60c)의  선택적 기능을 보여주는 결과이다.  A.  Hsp60c(HA

tag)을  발현하는  HeLa  세포에서  TNF-α-유도된  JNK  활성화를  보여주는  결과이다.  B-D.  대조군  벡터  또는

Hsp60c(HA tag)으로 트랜스펙션된 HeLa 세포에서 다양한 전사인자들의 활성화를 보여주는 결과이다. AP-1(B) 및

NF-AT(C) 전사 활성화는 상피세포 성장인자(EGF, 100 ng/ml)에 의해 유도하였다. CRE(D) 전사 활성화는 포스콜

린(1 μM)에 의해 유도되었다. 증가된 루시퍼라제 어세이 키트(Promega)를 이용하여 상대적인 루시퍼라제 활성

을 측정하고 β-갈락토시다제 활성으로 표준화하였다. 데이터는 네 개의 독립적인 실험들의 평균값 ± 표준편차

를 나타낸다.

도 9는 세포질 Hsp60이 샤페론 활성과는 독립적으로 IKK 인산화를 조절한다는 것을 보여주는 결과이다. A. IKK

α와 Hsp60c 야생형(WT) 및 돌연변이체들 간의 결합을 보여준다. 도 3A에서 볼 수 있듯이, 지시된 단백질들을
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293T 세포에서 공동-발현시켰다. B 및 C. Hsp60c 야생형 및 샤페론-비활성 돌연변이들을 발현하는 세포에서 IKK

활성화(B) 및 NF-κB 전사 활성화(C)를 보여주는 결과이다. 도 4에서 기술된 바와 같이, 키나제 및 리포터 활성

을 측정하였다(리포터 어세이를 위해, 자극되지 않은 대응자에 대하여 *P < 0.0001; n = 6). D. 재조합 Hsp60

단백질의 존재 하에서 IKK의 시험관 내 키나제 활성을 보여주는 결과이다. IKK 복합체를 HeLa 세포 용해물로부

터 면역침전시키고 키나제 반응 전에 지시된 GST 단백질(각각 20 ㎍)과 함께 또는 GST 단백질 없는 상태로 키나

제 반응 완충액에서 10분 동안 반응시켰다. E. AS-1 ODN으로 트랜스펙션된 HeLa 세포에서 IKKα/β의 세린 인산

화를 측정한 결과이다. 그래프의 데이터는 평균값 ± 표준편차를 의미한다(n = 3, *P < 0.02, **P < 0.001). F.

Hsp60c-발현 HeLa 세포에서 IKKα/β의 세린 인산화를 측정한 결과이다. 대표적인 블롯이 보여진다(n = 3).

도 10은 세포질 Hsp60의 손실은 TNF-α에 대한 반응에서 ROS 및 ASK-1 활성화를 유도함으로써 세포 사멸을 유도

한다는 것을 보여주는 결과이다. A. ODN-트랜스펙션된 세포에서 항-아팝토틱 유전자들의 유도에 대한 RNase 보

호 어세이 결과이다. 보여진 방사능 사진은 세 개의 독립적인 실험들의 대표적인 사진이다. B 및 C. ODN-트랜스

펙션된 세포(B) 및 항체-트랜스펙션된 세포(C)에서 내인성 NF-κB 타겟 유전자들의 유도를 조사한 QPCR 결과이

다(n = 3, *P < 0.01, **P < 0.001). D. ODN-트랜스펙션된 세포에서 세포내 ROS의 TNF-α-매개된 생산을 보여

주는 결과이다. 대표적인 이미지들이 보여진다. 데이터는 처리되지 않은(mock) 세포와 비교하여 상대적인 DCF

형광의 증가 배수를 평균값 ± 표준편차로 나타낸 것이다(n = 4, *P < 0.05, **P < 0.001). E. ODN-트랜스펙션

된 세포에서 JNK 및 p38 MAPK 활성화를 조사한 결과이다. 블롯들은 세 개의 독립적인 실험들의 대표적인 블롯이

다. F. ODN-트랜스펙션된 세포에서 ASK-1의 활성화를 나타내는 결과이다. 키나제 활성(KA)은 두 개의 독립적인

실험으로부터 유래한 값들로 측정하였으며, 이는 자극되지 않고 ODN 처리 되지 않은(Mock) 세포(레인 1)와 비교

하여 증가된 활성의 배수로서 표시되었다. G. ODN 처리 되지 않은(Mock) 또는 ODN-트랜스펙션된 HeLa 세포에서

TNF-α-유도된 세포 사멸을 보여주는 결과이다. 데이터는 평균값 ± 표준편차를 나타낸다(n = 3, *P < 0.01).

H.  ODNs로 트랜스펙션된 대장암 세포에서 TNF-α-유도된 세포 사멸을 보여주는 결과이다. 세포내 분획들에서

Hsp60의 레벨이 측정되었다(위쪽 패널).  그래프 내의 데이터는 평균값 ± 표준편차를 나타낸다(n =  3,  *P  <

0.05, **P < 0.01). 아넥신 V-플루오레신 이소티오사이네이트 및 프로피디움 이오다이드로 염색한 후 FACS를 이

용하여 세포 사멸을 분석하였다.

도 11은 세포질 Hsp60은 IKK 활성화를 통해 스트레스-유도된 아팝토시스로부터 간세포를 생체 내에서 보호한다

는 것을 보여주는 결과이다. A. HA-태깅된 인간 Hsp60c를 포함하는 트랜스제닉 벡터의 도식을 나타낸다. B. 두

개의 트랜스제닉 마우스 라인(T4 및 T11)의 동정 결과이다. Hsp60 트랜스 유전자에 특이적인 두 개의 다른 세트

의 PCR 프라이머를 이용하여 게놈 PCR을 실시하였다. 트랜스제닉 벡터(V) 및 C57BL/6j(B6) 마우스 게놈 DNA를

각각 양성 및 음성 대조군으로 이용하였다. C. 트랜스제닉 마우스의 다양한 조직에서 Hsp60c 단백질의 발현을

조사한 결과이다. 항-HA 항체를 이용하여 조직 균질물(homogenates)을 면역블롯하였다. D. TNF-α가 정맥내 주

입된 대조군 B6 마우스 또는 HA-Hsp60c-발현 트랜스제닉 마우스(T4 및 T11)의 간에서 IKK 활성화를 측정한 결과

이다. E 및 F. TUNEL 어세이에 의해 측정된 것과 같이, TNF-α 처리하거나 또는 처리하지 않은 대조군 및 트랜

스제닉 마우스의 간에서 DEN-유도된 세포 사멸을 조사한 결과이다. 대표적인 이미지들(E)이 보여진다. 그래프

내의 정량적인 데이터(F)는 단위 면적 당 TUNEL-양성 세포의 수를 평균값 ± 표준편차로 나타낸 것이다(n = 3,

쌍으로 자극된 시료에 대하여 *P < 0.01).

도 12는 DEN이 간세포에서 아팝토시스를 유도한다는 것을 보여주는 결과이다. 4-주령 수컷 C57BL/6j 마우스에

DEN(10 mg/kg)을 복강내 주입하였다. 지시된 시간 동안 DEN을 처리한 후, 실험방법에 기술된 바와 같이 동물을

희생시켜 조직 절편 및 이미지들을 준비하였다. 마우스 당 세 개의 조직 절편들에서 TUNEL 양성 세포들을 카운

팅하였다. 대표적인 이미지들(A)이 보여진다. 그래프 내의 정량적인 데이터(B)는 단위 면적 당 TUNEL-양성 세포

의 수를 평균값 ± 표준편차로 나타낸 것이다.

도 13은 세포질 Hsp60이 생물학적 시스템에서 생존에 매우 중요한 역할을 한다는 것을 보여주는 결과이다. A 및

B. ODN-전처리된 BMM 세포를 M-CSF의 존재 하에서 RANKL(A) 또는 TNF-α(B)로 5일 동안 처리하였다. 실험방법에

기술된 바와 같이, TRAP-양성 다핵성 파골세포들을 카운팅하였다. 데이터는 두 개의 독립적인 실험 세트들 중

하나의 3중 실험군의 평균값 ± 표준편차를 나타내며, 두 개의 독립적인 실험 세트들은 유사한 결과를 보였다(A

및 B에서, 자극된 센스-ODN-트랜스펙션된 세포에 대하여 각각 *P < 0.02 및 *P < 0.001). 대표적인 결과가 보여

진다. C. BMM 세포를 대조군 또는 Hsp60c-발현 레트로바이러스로 2일 동안 감염시켰다. 지정된 단백질의 발현을

면역블롯팅으로 분석하였다. D. 실험방법에 기술된 바와 같이, BMM 세포를 지시된 레트로바이러스로 감염시킨

후, M-CSF의 존재 하에서 RANKL로 처리하였다. 데이터는 두 개의 독립적인 실험 세트들 중 하나의 3중 실험군의

평균값 ± 표준편차를 나타내며, 두 개의 독립적인 실험 세트들은 유사한 결과를 보였다(대조군 레트로바이러스

공개특허 10-2011-0090842

- 19 -



처리 세포에 대하여 *P < 0.02). 대표적인 결과가 보여진다.

도 14는 세포질 Hsp60의 결실은 풍선-손상된 혈관벽의 신생내막 층에서 평활근 세포의 아팝토틱 사멸을 초래한

다는 것을 보여주는 결과이다. A. 손상된 경동맥 혈관벽에서 FITC-컨쥬게이션된 AS-ODN(AS-1)의 트랜스펙션 결

과를 보여주는 사진이다.  화살표 머리는 신생내막 층에서 FITC  녹색 형광을 나타낸다.  혈관벽에서 탄력섬유

(elastic fibers)가 자가-형광을 나타낸다. B. 지시된 바와 같이, AS-ODN 처리되지 않은 군 또는 ODNs로 트랜스

펙션된 풍선-손상된 경동맥 혈관벽에서 신생내막 두께 변화를 보여주는 결과이다. 실험재료 및 실험방법에 기술

된 바와 같이, 경동맥 혈관을 절제하여 HE 염색으로 시각화하였다. 약자: L, 루멘; M, 중막; Av, 외막. 화살표

는 신생내막 층을 나타낸다. 하단 그래프의 데이터는 중막층 면적에 대한 신생내막 두께의 백분율을 나타낸다

(평균값 ± 표준오차; n = 5; P < 0.01). 대표적인 결과가 보여진다. C. 손상된 경동맥 혈관의 신생내막 층에서

평활근세포의 아팝토틱 사멸을 보여주는 결과이다. 경동맥 혈관을 절제하여 α-평활근 액틴 및 TUNEL로 염색하

였다. 세포 핵을 검출하기 위해 절편들을 DAPI로 카운터-염색하였다. 하단 그래프의 데이터는 중막층 면적에 대

한 신생내막 두께의 백분율을 나타낸다(평균값 ± 표준오차; n = 6; P < 0.0001). 대표적인 결과가 보여진다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0104]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예[0105]

실험방법[0106]

시약[0107]

IKKα(B-8), IKKγ(FL-419), Hsp90(H-114), Hsp60(K-19 및 N-20), IκBα(C-21), JNK1(C-17), ASK-1(H-300 및[0108]

F-9), 글루타티온 S-트랜스퍼라제(B14) 및 염소 IgG에 대한 항체들은 Santa Cruz  Biotechnology(Santa Crus,

US)로부터 구입하였다. 항-Flag  항체(M2)는 Sigma로부터 구입하였다. 항-헥사히스티딘 항체는 Qiagen으로부터

구입하였다. 포스포-IKK, 포스포-IKKα 및 포스포-IKKβ에 대한 항체들은 Cell Signaling Technology로부터 구

입하였다.  정상 마우스 및 래빗 IgG는 Amersharm  Bioscience로부터 구입하였다. 항-사이토크롬 c  항체는 BD

Pharmingen로부터 구입하였다. 페록시레독신 III(Prx III), MnSOD(2AI), 헤마글루티닌 에피토프(Hemagglutinin

epitope, HA) 및 GAPDH에 대한 항체들은 AbFrontier(Seoul, Korea)로부터 구입하였다. 재조합 인간 TNF-α 항

체는 Invitrogen(Grand Island, USA)으로부터 구입하였다. 안티센스 및 센스 서열을 포함하는 포스포로티오에이

트 올리고데옥시뉴클레오타이드(ODNs)는 Hokkaido System Sciences Co.(Hokkaido, Japan)에서 합성하였다. 전

장 인간 IκB 단백질은 W. Jeong(Ewha Womans University, Korea)으로부터 제공받았다[Jung Y, Kim H, Min SH,

Rhee  SG,  Jeong  W  (2008)  Dynein  light  chain  LC8  negatively  regulates  NF-kappaB  through  the  redox-

dependent interaction with IkappaBalpha. J Biol Chem 283: 23863-23871].

플라스미드[0109]

인간 Hsp60의 전장 cDNA를 국가유전체정보센터(National Genome Information Center; Daejon, Korea)로부터 구[0110]

입하였다. 마이토콘드리아 타겟팅 서열(MTS; 인간 서열에 기반된 1-26 아미노산 서열)이 결핍된 Hsp60의 절단된

형태인  Hsp60c를  PCR로  증폭하여  pCGN-HA(Cold  Spring  Harbor  연구실의  W.  Herr  박사로부터  제공받음)  및

pGEX-4T1(Amersham) 벡터에 클로닝하여 각각 HA-태깅된 Hsp60c 발현벡터 및 GST-융합된 Hsp60c 발현벡터를 구

축하였다.

CRE-,  NF-AT-  및  AP1-의존적(pAP17x-Luc)  파이어플라이  루시퍼라제  리포터들은  Stratagene으로부터[0111]

구입하였다. IFNβ-유래된 NF-κB  인핸서 서열을 포함하는 루시퍼라제 리포터 플라스미드들[Fujita  T,  Nolan

GP,  Ghosh  S,  Baltimore  D  (1992)  Independent  modes  of  transcriptional  activation  by  the  p50  and  p65

subunits of NF-kappa B. Genes Dev 6: 775-787]은 S. Y. Lee(Ewha Womans University, Korea)으로부터 제공

받았다.  인간  IKKα,  β  및  γ  cDNA는  pCMV2-FLAG  또는  바큘로바이러스  발현벡터인  pFastBac-

HTa(Invitrogen)로 클로닝하였다. IKKα, β 및 γ를 각각 인코딩하는 pFastBac 컨스트럭트들은 제조자의 프로
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토콜에 따라 고-역가 재조합 바큘로바이러스 스톡(~  1×10
7
 pfu/ml)의 생산에 이용하였다.  인간 Bcl-2  또는

Bcl-XL을 인코딩하는 pPuro  플라스미드들은 D.Y.  Shin(Dankook  University,  Korea)으로부터 제공되었다[Jung

MS,  Jin  DH,  Chae  HD, Kang S, Kim SC, et al. (2004) Bcl-xL and E1B-19K proteins inhibit p53-induced

irreversible  growth  arrest  and  senescence  by  preventing  reactive  oxygen  species-dependent  p38

activation.  J  Biol  Chem  279:  17765-17771].  pGEX-4T1-SEK1  (K129R)  플라스미드[Sanchez  I,  Hughes  RT,

Mayer BJ, Yee K, Woodgett JR, et al. (1994) Role of SAPK/ERK kinase-1 in the stress-activated pathway

regulating transcription factor c-Jun. Nature 372: 794-798]는 GST-SEK1(K129R) 재조합 단백질을 생산하기

위해 이용하였다. 위치-지정된 돌연변이 유발은 QuikChange 돌연변이유발 키트(Stratagene)를 이용하여 실시하

였다.

IKK 복합체의 면역-친화성 정제 및 ESI-q-TOF 탠덤 질량분석법[0112]

HeLa S3 세포(20 l 현탁 배양액으로부터 20 ml로 패킹)를 200 ml의 용해 완충액 A(20 mM HEPES(pH 7.5), 150[0113]

mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 mM EGTA, 1% 트라이톤 X-100, 10% 글라이세롤, 1 mM AEBSF, 1 mM Na3VO4, 5 mM NaF, 10

㎍/ml 아프로티닌 및 류펩틴)에서 서서히 용해시켰다. 용해물(2 g의 총 단백질)을 아가로오스 비드만으로 1시간

동안 미리 깨끗하게 한 후, 항-IKKα-컨쥬게이션된 아가로오스 비드(2 mg/ml IgG; Santa Cruz Biotechnology)

와 하룻밤 동안 반응시켰다. 용해 완충액으로 네 번에 걸쳐서 세척한 후, 비드들을 컬럼에 로딩하고 인산완충용

액으로 두 번에 걸쳐서 린스하였다. 침전된 단백질을 1 ml의 0.1 M 글라이신 완충액(pH 2.5)으로 두 번에 걸쳐

서 용출하였다. 단백질 용출액을 1 M Tris-HCl 완충액(pH 8.0)으로 즉시 중화시킨 후 10% 변성 젤 상에서 분리

하였다. 이후, 젤을 실버 니트레이트로 염색하고 실버-염색된 점들을 다음과 같이 약간의 변형을 주어 인-젤 트

립신 처리(digestion)를 하였다. 간략하게는, 젤 점들을 외과용 메스로 절단하고 15 mM K4Fe(CN)6 및 50 mM 소

듐 티오설페이트로 세척하여 탈색하였다. 젤 조각들을 부수고 아세토니트릴을 첨가하여 탈수시킨 후, 10 ng/㎕

의 시퀀싱 등급 트립신(Promega)을 포함하는 10-20 ㎕의 25 mM 암모늄 바이카보네이트를 첨가하여 다시 수화시

키고 37℃에서 15-17시간 동안 반응하였다. 상층액의 펩타이드를 새로운 튜브로 옮겨 50 ㎕의 용액(60% 아세토

니트릴 및 0.1% 트리플루오로아세트산)을 첨가하여 두 번에 걸쳐 추출하였다. 건조를 위해 추출된 용액을 풀링

하여 고속 진공 원심분리기(SpeedVac vacuum centrifuge)를 이용하여 증발시켰다. 펩타이드 시퀀싱을 위해, 질

량 분석기를 포함한 나노 플로우 역상(reversed-phased) HPLC/ESI/MS(Q-TOF UltimaTM global, Waters Co. UK)

를 이용하여 탠덤 질량분석법을 실시하였다. 상술한 펩타이드들을 전기분무 이온화 SilicaTip
TM
(± 10 ㎛; New

Objective, USA)과 통합된 C18 역상 75 ㎛ i.d. x 150 mm 분석 컬럼(3 ㎛ 입자 크기; Atlantis
TM
 dC18, Water

s)을 이용하여 분리하였다. 보다 상세하게는, 5 ㎕의 펩타이드 혼합물을 완충액 A(물/ACN/포름산 = 95:5:0.2,

v/v)에 용해하고 컬럼에 주입한 후 5-80% 완충액 B(물/ACN/포름산 = 5:95:0.2, v/v)의 선형 농도 구배로 120분

동안 용출하였다. 트랩 컬럼(i.d. 0.35 x 50 mm, OPTI-PAK
TM
 C18, Waters) 카트리지를 이용하여 분리하기 전에,

시료들을 동일하게(on a line) 탈염시켰다. 우선, 분무 전에 유량은 분리관 주입장치(split/splitless inlet)에

의해 200 nL/분으로 세팅되었으며 모세혈관 전압(3.0 keV)이 HPLC 이동상에 적용되었다. 크로마토그래피를 제조

자의 Q-TOF Ultima
TM
 global 조절 소프트웨어 MassLinx를 이용하여 온라인 상에서 실시하였다. 하나의 MS 스캔

으로 구성된 스캔 사이클을 기록하고 각 MS 스캔에서 가장 풍부한 여덟 개의 이온에 대한 MS/MS 스캔을 실시하

도록 질량분석기를 프로그래밍하였다. 효과적인 데이터-기반 결과획득을 위한 MS 파라이터들은 MS로부터 MS/MS

분석으로 스위치되는 강도(> 10) 및 구성성분들의 수(3-4)이다. 데이터베이스 분석(Mascot)으로부터 분리된 모

든 펩타이들에 대한 양성 동정을 실시하여 다음 라운드 분석에서 제거함으로써 전체 서열 범위(coverage)를 획

득하였다.  Mascot(global  search  engine),  Proteinlynx  2.1(Waters  Co.,  UK)  및  MODi(Korea,

http://modi.uos.ac.kr/modi/)을 포함하는 데이터베이스 조사 프로그램을 이용하여 실시한 데이터베이스 분석은

선택적 제외 모니터링을 통해 거의 전체 서열 범위를 제공하였다. MS/MS 스펙트럼은 SwissProt의 아미노산 서열

들과 잘 매치되었다. 선구이온 질량 보정 및 0.2 Da의 조각이온 질량 내성을 효소가 잘라내지 못한 지점들(2

missed cleavages)로 고려하여 이용하였다.

면역전자현미경(Immunoelectron microscopy)[0114]

HeLa  세포(1×10
7
)를 수득하여 상온에서 0.5%  글루타르알데하이드를 포함하는 0.1  M  카코딜레이트 완충액(pH[0115]
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7.2)으로 1시간 동안 고정시켰다. 냉장 증류수로 린스한 후, 세포들을 4℃에서 에탄올을 농도 별로 처리하여 탈

수시켰다. 세포들을 4℃에서 LR  백색 레진(London  Resin,  Berkshire,  England)으로 여과한 후, 젤라틴 캡슐

(Nisshin EM, Tokyo, Japan) 내 LR 백색 레진에 임배드시켰다. 레진의 폴리머라이제이션은 50℃에서 24시간 동

안  실시하였다.  70  nm  두께의  연속  절편들(시료  당  120-200  절편들)을  포름바-코팅된  니켈  그리드에

부착시켰다. 절편들을 50 mM 글라이신과 상온에서 5분 동안 반응시켰다. PBS로 린스한 후, 절편들을 3% BSA와

상온에서 30분 동안 반응시켰다. 이후, 절편들을 1차 항체(염소 항-인간 Hsp60(SC-1722), 마우스 항-인간 IKKα

(SC-7606) 또는 마우스 항-IKKβ(SC-8014); PBS에서 1:100으로 희석)와 상온에서 2시간 동안 반응시켰다. 트윈

-PBS(0.5% 트윈-20을 포함하는 PBS)로 다섯 번에 걸쳐서 세척한 후, 절편들을 항-염소 및 항-마우스 IgG + IgM

항체들과 컨쥬게이션된 20  nm-  및 40 nm-직경의 콜로이달 골드(BB International,  UK;  PBS에서 1:20으로 희

석)로 각각 상온에서 2시간 동안 처리하였다. 절편들을 트윈-PBS로 세 번에 걸쳐서 세척하고 증류수로 세 번에

걸쳐서 세척하였다. 절편들을 4% 우라닐 아세테이트로 5분 동안 염색하고 납으로 5분 동안 염색하였다. 1차 항

체의 특이성을 조사하기 위해, 1차 항체의 처리 없는 절편을 상술한 과정과 동일하게 실시하였다. 이중 염색을

위해, 항체 반응을 1차 및 2차 항체의 두 번째 세트를 반복하였다. 마지막으로, 시료들을 Tecnai  G2 Spirit

Twin 투과전자현미경(FEI Co., USA) 및 JEM ARM 1300S 초고압 전자현미경(JEOL, Japan)으로 관찰하였다.

세포내 분획[0116]

면역침전 실험을 위한 세포내 분획을 분별 원심분리로 얻었다. 간략하게는, HeLa 세포(2×10
7
)를 수득하여 냉장[0117]

PBS로 두 번에 걸쳐서 린스한 후, 0.25 M 수크로오스를 포함하는 균질화 완충액(20 mM HEPES(pH 7.5), 0.5 mM

EDTA, 0.5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 25 mM KCl, 1 mM AEBSF, 1 mM Na3VO4, 5 mM NaF, 5 ㎍/ml 아프로티닌 및 5 ㎍

/ml 류펩틴) 1 ml에 재현탁하였다. 세포를 글라스 다운스 균질기로 파괴시킨 후, 원심분리(750 g, 10분)를 통해

핵을 제거한 상층액(post-nuclear supernatants)을 균질액으로부터 얻었다. 상술한 상층액을 원심분리(15,000

g, 15분)로 펠릿(마이토콘드리아 분획) 및 상층액(세포질 분획)로 분리시켰다. ODN-형질전환된 세포들의 경우,

세포내 분획들을 ProteoExtract 세포내 프로테옴 추출 키트(Roche)를 이용하여 얻었다. 각 분획의 순도를 선택

적 마커들을 이용하여 확인하였다: 세포질 마커, α-튜블린; 마이토콘드리아 마커들, 사이토크롬 c  옥시다제

4(COX4) 및 매트릭스 단백질 페록시레독신 III(Prx III)[Chang TS, Cho CS, Park S, Yu S, Kang SW, et al.

(2004)  Peroxiredoxin  III,  a  mitochondrion-specific  peroxidase,  regulates  apoptotic  signaling  by

mitochondria. J Biol Chem 279: 41975-41984]. 최상의 비교를 위해, 마이토콘드리아 분획을 상응하는 세포질

분획의 1/5 용량으로 로딩하였다.

재조합 단백질들을 이용한 시험관 내 결합 어세이[0118]

Sf9 곤충 세포를 KKα-, IKKβ- 및 IKKγ-인코딩 백미드를 가지는 재조합 바큘로바이러스 스톡으로 각각 감염시[0119]

켰다. (His)6-태깅된 IKKs을 발현하는 곤충 용해물을 글루타티온-세파로오스 비드(Amersham Pharmacia Biotec

h)로 전처리된 1.0 ㎍의 GST-Hsp60 단백질과 4℃에서 2시간 동안 반응시켰다. 비드를 냉장 용해 완충액 A로 세

번에 걸쳐서 세척하였다. 비드에 결합된 단백질들을 SDS 샘플 완충액에서 끓여 용출한 후, 도 1c에서와 같이 면

역블롯 분석을 실시하였다.

형질전환(Transfection)[0120]

올리고펙타민
TM
 시약(Invitrogen, USA)을 이용하여 ODNs(200 nM; 다른 경우는 표기됨)를 24시간 동안 형질전환[0121]

시켰다. 플라스미드 형질전환은 퓨진-6 시약(Roche, USA)을 이용하여 실시하였다. 항체는 제조자의 지시에 따라

Chariot
TM
 단백질 운반 키트(Active Motif Co., USA)로 형질전환시켰다.

면역침전 및 시험관 내 키나제 어세이[0122]

HeLa 세포를 지시된 시기에 TNF-α(10 ng/ml)로 처리하거나 또는 처리하지 않고 냉장 PBS로 한번 린스한 후, 용[0123]

해 완충액 A로 용해시켰다. 세포 용해물을 10 ㎕ 단백질 A/G 아가로오스 비드(Amersham Biosciences)로 1시간
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동안 전세척하였다. 전세척된 용해물을 2 ㎍의 Hsp60, IKKα, IKKβ 또는 IKKγ 항체와 3시간 동안 반응시키고

20 ㎕ 단백질 A/G 아가로오스 비드와 혼합하였다. 용해물을 4℃에서 하룻밤 동안 추가적으로 반응시켰다. 비드

를 1 ml의 용해 완충액 A로 세 번에 걸쳐서 세척하였다. 최종 단백질 침전물로 면역블롯 분석을 실시하였다. 면

역 복합체를 증진된 화학발광 키트(Amersham Biosciences, USA)를 이용하여 시각화하였다.

시험관 내 키나제 어세이를 위해, IKK,  JNK1  또는 ASK-1가 각각 항-IKKγ(FL-419),  항-JNK1(C-17)  또는 항-[0124]

ASK-1(H-300)으로 면역침전되었다. IKK 복합체 또는 JNK1을 포함하는 비드를 용해 완충액으로 두 번에 걸쳐서

세척하고 키나제 완충액(20 mM HEPES(pH 7.4), 5 mM MgCl2, 10 mM β-글라이세롤포스페이트, 1 mM Na3VO4, 2 mM

NaF 및 1 mM 디티오트레이톨)으로 두 번에 걸쳐서 추가적으로 세척한 후, 10 μM ATP, 0.6 μCi[γ-
32
P] ATP 및

2 ㎍의 GST-IκB(1-54) 또는 GST-c-Jun 또는 GST-SEK1(K129R)을 포함하는 키나제 완충액과 30℃에서 30분 동안

반응시켰다.  반응을 20 ㎕의 3×SDS 샘플 완충액을 첨가하여 중지시켰다. 끓인 후, 반응 혼합물의 반을 10% 변

성 젤에 분리하여 방사능을 자동방사능촬영으로 검출하였다. 반응 혼합물의 나머지 반을 면역침전된 키나제 단

백질에 대한 면역블롯팅에 이용하였다(참고: ASK-1을 검출하기 위해 항-ASK-1 항체(F-9)를 이용). 

세포 내 ROS 측정[0125]

이전에 기재된 바와 같이, 산화 민감성 형광다이인 5,6-클로로메틸-2',  7'-다이클로로다이하이드로플루오레신[0126]

다이아세테이트(CM-H2DCFDA, Molecular Probes, USA)을 이용하여 세포 내 ROS 발생을 평가하였다[Kang SW, Chae

HZ,  Seo  MS,  Kim  K,  Baines  IC,  et  al.  (1998)  Mammalian  peroxiredoxin  isoforms  can  reduce  hydrogen

peroxide  generated  in  response  to  growth  factors  and  tumor  necrosis  factor-alpha.  J  Biol  Chem  273:

6297-6302]. HeLa 세포(3×10
5
)를 35-mm 디쉬에 플레이팅하고 ODNs로 24시간 동안 형질전환시켰다. 세포를 6시

간 동안 혈청 결핍시킨 후, 지시된 시간에 페놀 레드-부재 배지에서 TNF-α로 자극시켰다. 자극 후, 세포를 크

랩스-링거(Krebs-Ringer) 용액으로 빠르게 린스하고 5 μM CM-H2DCFDA와 5분 동안 반응시켰다. DCF 형광을 도립

(inverted)  Axiovert200  형광현미경에서 10초 단위로 수집하였다. ImageQuant
TM
 소프트웨어(GE Healthcare)를

이용하여 각 이미지에서 60-80개 세포들의 형광 강도를 평균내어 상대적인 DCF 형광을 얻었다. 탈착된 라운드

세포들은 정량에서 제외시켰다.

RNase 보호 어세이[0127]

ODN-전처리된 HeLa 세포를 지시된 시기에 TNF-α(10 ng/ml)로 처리하거나 또는 처리하지 않았다. 총 RNA를 트라[0128]

이졸(Invitrogen)로 추출하였다. 리보뉴클리아제(RNase) 보호 어세이를 제조자의 프로토콜(BD PharMingen)에 따

라 실시하였다. 간략하게는, 인간 아팝토시스 템플레이트 세트인 hAPO-5를 [α-
32
P]-우리딘 트리포스페이트로 표

지하였다. RNA(10 ㎍) 및 6×10
5
 cpm의 표지된 프로브를 혼성화시켰다. RNase 처리 후, 보호된 프로브를 5% 우

레아-폴리아크릴아마이드 젤에 전기영동하여 자동방사능촬영으로 검출하였다.

정량적 PCR(Quantitative PCR, qPCR)[0129]

지시된 시기에 TNF-α로 처리된 HeLa 세포로부터 총 RNA를 트라이졸(Invitrogen)로 추출하였다. RNA(1.5 ㎍)을[0130]

ImProm-II  RT  시스템(Promega)을  이용하여  역전사하였다.  실시간  PCR을  형광오도사이클러(ABI  Prism  7000

sequence detection system, Applied Biosystems)에서 SYBR 그린(Applied Biosystems)의 존재 하에 특이 프라

이머들을 이용하여 실시하였다. 사이클 수를 비교하는 방법(comparative cycle threshold method)으로 형광 시

그널을 정량화하였다. 액틴 mRNA를 내인성 대조군으로 이용하였다.

형질전환 마우스 제조[0131]

마이토콘드리아 시그널 서열이 없는 HA-태깅된 인간 Hsp60c를 PCR-증폭하여 치킨 β-액틴 프로모터를 포함하는[0132]

pCAGGS 트랜스제닉(Tg) 벡터에 NheI 및 EcoRV를 이용하여 클로닝하였다. HA-Hsp60c Tg 컨스트럭트를 SalI 및

PstI를 처리하여 선형화한 후, 암컷 C57BL/6j로부터 유래한 난자에 마이크로인젝션하였다. 형질전환된 마우스
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(transgenic founders)를 아래에 기재된 바와 같이 지노타이핑하였다. 여섯 개의 양성 형질전환체들 중 두 개

(T4 및 T11)를 본 연구에서 선택하여 실험하였다. 꼬리 DNA를 이용하여 지노타이핑하였다. 간략하게는, 마우스

꼬리 DNA를 100 mM Tris(pH 8.0), 0.5 mM EDTA, 200 mM NaCl, 0.2 % SDS 및 100 ㎍ 프로티나제 K와 55℃에서

하룻밤 동안 반응시켰다. DNA를 페놀:클로로포름:이소아밀 알코올(25:24:1)로 추출하여 이소프로파놀로 침전시

켰다. 다음의 프라이머 세트를 이용하여 지놈 PCR을 실시하였다: 세트 1, 5'-ATGGCTTCTAGCTATCCTTATG-3'(정방

향, 서열번호 8) 및 5'-GTAGCAACCTGTGCAATTTCTTC-3'(역방향, 서열번호 9); 세트 2, 5'-CTGCTAACCATGTTCATGCC-

3'(정방향, 서열번호 10) 및 5'-ACAAGTTTAGCTCCAATGTTTTTGTA-3'(역방향, 서열번호 11). 모든 실험들은 4-주령

수컷으로 실시하였다.

DEN-유도된 간 손상에서 아팝토틱 세포 분석[0133]

4-주령 수컷 마우스에 인산완충액(PBS, pH 7.4) 또는 TNF-α(6 ㎍/kg)를 DEN4(10 mg/kg)의 복강내 투여 6시간[0134]

전에 측면 꼬리 정맥을 통해 정맥내 주입하였다. DEN 처리 48시간 후, 동물을 희생시키고 PBS로 신속하게 관류

하고 4% 파라포름알데하이드를 처리하였다. 간을 적출하여 OCT 임배딩 배지에서 동결시킨 후, cryostat(Leica)

를  이용하여  연속적인  조직  절편들(10  ㎛의  두께)을  획득하였다.  절편들을  50  ㎕의  TUNEL(terminal

deoxynucleotidyl transferase-mediate uridine 5'-triphosphate-biotin nick-end labeling) 형광 반응 혼합

물(In situ Cell Death Detection Kit, Roche Diagnostics)과 37℃에서 60분 동안 암 조건에서 반응시킨 후 세

척하고  DAPI(4',6'-diamidino-2-phenylindole;  1  ㎍/ml,  Sigma)와  30분  동안  반응하였다.  절편들을

Vectashield 마운팅 배지를 이용하여 마운팅하고 LSM510 공초점 레이저 주사현미경(Carl Zeiss, Germany)으로

관찰하였다. TUNEL-양성 세포를 카운팅하여 마우스 당 세 개의 독립적인 절편들의 평균값을 계산하였다. 모든

동물 실험들을 실험실 동물의 보호 및 이용에 대한 임상시험위원회 지침서(institutional  guidelines;  Ewha

Womans University, Korea)에 부합되도록 실시하였다.

래트 경동맥에서 풍선 손상[0135]

본 실험에서 270-290 g의 수컷 Sprague-Dawley 래트(Charls River, USA)를 이용하였다. 래트를 물과 사료를 자[0136]

유급이(ad libitum)하고 천연 빛-암 사이클 조건과 유사한 자동-시스템에서 사육하였다. 70% 아산화질소 및 산

소 밸런스가 유지된 혼합물에 5% 이소플루란를 첨가하여 동물 마취를 유도한 후, 실험진행 동안 1-2% 이소플루

란이 유지되었다. 이전에 기술된 바와 같이, 풍선 손상이 정상 래트 좌측 경동맥에서 여과 2F 포가티 풍선 카테

터에 의해 실시되었다(Usui et al., 2002). 10-주령된 수컷 래트를 마취시키고 좌측 외경동맥을 노출시킨 후,

그 가지들이 전기-응집되었다. 카테터를 외경동맥의 횡단 동맥절개술을 통해 1 cm 정도 삽입되었으며 내피세포

노출(denudation)이 총경동맥을 따라 세 번에 걸쳐서 실시되었다. 손상 후 0h, 18h, 3일 5일 및 7일 째에 총경

동맥이 3.7% 포름알데하이드를 포함하는 헤파린이 첨가된 증류수(heparinized saline)로 경심 관류-여과된 후

절개하여 파라핀 임배드되었다. 다섯 개의 연속 조직 절편들(100-㎛ 간격 및 3-㎛ 두께)이 총경동맥의 중간 부

위에서 얻어졌다. 이후 모든 연구에서, 혈관의 중간 부위로부터 유래한 절편들이 분석되었다. 형태계측학적 분

석을 위해, 헤마톡실린 및 에오신(H&E) 염색된 각 슬라이드를 이용하였다.

시험관 내 파골세포 형성과정(osteoclastgenesis) 어세이[0137]

C57BL/6  마우스로부터  유래된  비-부착성(non-adherent)  골수-유래  단핵구/대식세포(bone  marrow-derived[0138]

monocytes/macrophages,  BMM)  계통  세포들을  10%  FBS  및  M-CSF(10  ng/ml,  R&D  systems)를  포함하는  α-

MEM(Invitrogen)에 분주하여 배양하였다. 2일 후, 림프구를 포함하는 비부착성 세포를 BMMs로서 이용하였다. M-

CSF의 존재 하에서 BMM에 수용성 RANKL(50 ng/ml, Peprotech) 또는 TNF-α(20 ng/ml)를 처리하여 파골세포로의

분화를  유도하였다.  레트로바이러스  감염을  위해,  BMMs은  폴리브렌(10  ㎍/ml)의  존재  하에서  대조군  또는

Hsp60c-발현 레트로바이러스를 포함하는 상층액과 반응하였다. 바이러스에 2일 동안 노출된 후, 세포를 상술한

바와 같이 RANKL과 반응시켰다. 유도 5일 후에, 세포를 고정하고 타트레이트-저항성 산 포스파타제(tartrate-

resistant acid phosphatase, TRAP; Sigma Co.)로 염색하였다. 세포를 플란-네오플루오르 대물렌즈를 포함하는

Zeiss Axiovert 200 현미경(Carl Zeiss)에서 관찰하였다. AxioVision 3.1 소프트웨어(Carl Zeiss)를 이용하여

이미지를 분석하였다. TRAP-양성 다핵성 세포(>3 핵)를 파골세포-유사 세포로 카운팅하였다.
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통계[0139]

SigmaPlot 8.0 소프트웨어에서 Student's t 테스트로 데이터를 분석하였다. P 값은 통계적 유의성을 평가하기[0140]

위해 계산되었으며 각 도면의 패널에 기재되었다.

실험결과[0141]

Hsp60은 세포질에서 IKK 복합체와 상호작용한다.[0142]

본 발명자들은 면역-친화성 정제 및 질량분석법과 연계된 프로테오믹스 기법을 이용하여 잠재적인 IKK 복합체의[0143]

분자적 성분을 조사하였다. 간략하게는, IKK 복합체를 항-IKKα 항체 비드를 이용하여 자극되지 않은 HeLa S3

세포의 용해물로부터 침전시키고 공동-침전된 단백질들을 액체 크로마토그래피-탠덤 질량분석법으로 시퀀싱하였

다. IKK 서브유니트 및 Hsp90의 동정을 통해 IKK 복합체의 면역침전이 올바르게 실시되었다는 것을 알 수 있었

고(도 1A), 침전물에서 열충격단백질 Hsp60을 동정하였다(도 1A-1B). 침전물에서 IKK 서브유니트 및 Hsp90의 존

재는 면역블롯팅으로 확인하였다(도 1C). 이후, 본 발명자들은 IKK-Hsp60 상호작용의 생물학적 의미를 조사하였

다.

공동면역침전 실험을 통해, Hsp60과 IKKs의 내인성 상호작용을 먼저 검증하였다. 이종 IKK 복합체들을 IKKα,[0144]

IKKβ 및 IKKγ에 대한 항체들로 침전시킨 경우, 각 IKK 서브유니트-특이적 항체들은 Hsp60을 유사하게 침전시

켰다(도 1D). 또한, Hsp90도 IKK 복합체와 공동-면역침전되었다. 이러한 상호작용은 TNF-α 처리에 의해 영향

받지 않았으며(도 1E), 이는 Hsp60이 이종 IKK 복합체의 구성요소 단백질이라는 것을 나타낸다. 마이토콘드리아

오염을 방지하기 위해, 세포질 분획으로 역 면역침전을 실시하였다. 항-Hsp60 항체는 IKKγ와 Hsp60을 함께 침

전시킨 반면에 대조군 염소 IgG는 그렇지 않았으며(도 1F), 이는 IKK와 Hsp60의 세포질 내 상호작용을 확인시켜

주는 결과이다. 세포질에서 IKK와 Hsp60의 실질적인 상호작용을 시각화하기 위해서, 전자현미경(EM) 과 결합된

면역골드 염색을 실시하였다.  IKK와 Hsp60에 대한 특이 항체들과 결합된 그들의 면역 복합체를 20 nm- 및 40

nm-직경의 골드 입자로 표지된 2차 항체를 이용하여 각각 분별적으로 검출하였다. 그 결과, Hsp60-표지 골드 입

자들은 매트릭스 및 마이토콘드리아의 막간 공간 뿐 아니라 세포질 및 세포막(도 2B)을 비롯한 세포 내 구조체

전반에 걸쳐 분포되었다. 이와 대조적으로, IKKα- 및 IKKβ-표지 골드 입자들은 주로 세포질에서 검출되었다

(도 2C-2D).  한편, IKKα-표지 골드 입자는 핵에서도 검출되었는데 이는 이전 보고들과도 일치하는 결과이다

[Anest V et al., Nature 423: 659-663 (2003)]. IKKα가 핵에서 NF-κB 전사 활성을 조절한다고 알려져 있다

는 것을 고려해볼 때,  Hsp60-IKKα 복합체는 핵으로 이동하여 특정 유전자 세트(예를 들어,  MnSOD  및 Bfl-

1/A1)의 프로모터에 관여할 수 있다. 본 발명의 데이터는 IKK 표지 골드 입자들이 마이토콘드리아보다는 오히려

소낭 구조체에서 더 자주 관찰된다는 것을 보여줬다(도 2C-2D). Hsp60 및 IKKs의 공동-염색을 통해, 20 nm 및

40  nm  골드 입자들의 직접적인 결합이 세포질에서 명확하게 확인되었다(도 2E-2F).  모든 IKKα 및 IKKβ가

Hsp60과 연관되어 있지 않았다. 상술한 결과들은 Hsp60이 세포질에서 IKK 복합체와 직접적으로 상호작용한다는

것을 총체적으로 나타낸다.

Hsp60은 IKKγ가 아니라 IKKα/β와 직접적으로 상호작용한다.[0145]

본 발명자들은 Hsp60과 IKKs의 분자적 상호작용을 분석하였다. 이를 위해, 세포질로 타겟팅되도록 마이토콘드리[0146]

아 타겟팅 서열이 제거된 Hsp60 형태인 Hsp60c을 구축하였다. Hsp60c가 IKK 핵심 서브유니트들과 각각 공동-발

현된 경우, Hsp60c는 IKKα와 상호작용하고 적은 양 일지라도 IKKβ와도 상호작용하지만, IKKγ와는 상호작용하

지 않는다(도 3A). 글루타티온-S-트랜스퍼라제(GST)-융합된 Hsp60 및 (His)6-태깅된 IKK 핵심 서브유니트의 재

조합 단백질들을 이용한 시험관 내 결합 실험은 GST 풀-다운 어세이로 실시하였다. 그 결과, Hsp60이 IKKγ를

제외한 IKKα 및 IKKβ와 직접적으로 결합한다는 것을 확인하였다(도 3B).

Hsp60과  IKKs의  분자적  상호작용은  도메인  맵핑  실험을  통해  추가적으로  규명되었다.  C-말단  결핍은  이상[0147]

(ectopic) 발현을 불가능하게 하기 때문에, 일련의 Hsp60c N-말단 소실 돌연변이들을 HEK293 세포에서 Flag-태

깅된 IKKα와의 공동-발현시켜 Hsp60c의 IKK 결합능을 테스트하였다(도 3C). 그 결과, Hsp60 단백질의 N-말단

부위(N-말단으로부터 약 160개의 아미노산 서열)이 IKK와의 상호작용에 필수불가결하다는 것을 알 수 있었다(도

3D). Hsp60c 컨스트럭트로 형질전환된 HeLa 세포로부터 내인성 IKK 복합체가 면역침전된 경우에도 동일한 결과
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가 얻어졌다(도 3E). 상술한 결과들은 핵심 결합 도메인이 Hsp60 단백질의 중간 부위에 존재한다는 것을 명백하

게 나타낸다.

Hsp60는 IKK/NF-κB 활성화에 포함되어 있다.[0148]

세포질 Hsp60-IKK 상호작용의 생물학적 효과는 TNF-α-매개된 NF-κB 경로에서 조사되었다. 이를 위해, 마이토[0149]

콘드리아 레벨에 영향을 미치지 않고 세포질 Hsp60의 레벨을 조절하는 것이 중요한 단계인데, 이는 Hsp60의 결

핍이 마이토콘드리아의 기능적 손상을 유발한다고 알려져 있기 때문이다[Bozner P et al., J Alzheimers Dis 4:

479-486 (2002); Briones P et al., J Inherit Metab Dis 20: 569-577 (1997); Huckriede A et al., Virchows

Arch 427: 159-165 (1995)]. 흥미롭게도, 이전의 많은 연구들은 인간 Hsp60 ORF(open reading frame)의 시작

코돈 주위의 서열에 상보적인 안티센스 올리고데옥시뉴클레오타이드(AS-ODN)가 세포질 Hsp60 레벨을 감소시킨다

는  것을  보고하였다[Park  SG  et  al.,  J  Biol  Chem  278:  39851-39857  (2003);  Kirchhoff  SR  et  al.,

Circulation 105: 2899-2904 (2002); Steinhoff U et al., Proc Natl Acad Sci U S A 91: 5085-5088 (1994)].

따라서, 본 발명자들은 선택적 넉-다운 효과를 조사하기 위해 AS-ODN(AS-1으로 명명됨; 서열번호 3)을 테스트하

였다. 특정 ODN 서열의 비-특이적 활성을 보일 가능성을 배제하기 위하여, 본 발명자들은 Hsp60 ORF의 마이토콘

드리아 타겟팅 서열(MTS) 이후에 위치한 5'-말단 근처 부위(개시 코돈으로부터 +95 - +110 부위)에 상보적인 2

차 AS-ODN(AS-2, 서열번호 4)을 제작하였다(도 4A). 또한, ORF 내의 모든 부위를 타겟으로 하는 안티센스 올리

고뉴클레오타이드가 모두 본 발명의 목적을 달성할 수 있음을 추가로 확인하기 위하여, AS-2 ODN 타겟 서열의

다운스트림  서열에  대하여  AS-3  ODN(서열번호  5),  AS-4  ODN(서열번호  6)  및  AS-5  ODN(서열번호  7)을

제작하였다. AS-1에 상보적인 센스 ODN(S-ODN)은 대조군 ODN으로 이용하였다. 안티센스 ODN은 약한 번역 차단제

로서 기능하기 때문에, 총 Hsp60 레벨의 감소를 유발하지는 않았다(도 4B). 하지만, AS-ODNs의 트랜스펙션은 마

이토콘드리아 Hsp60 레벨의 변화 없이 AS-ODN 처리되지 않은 군 또는 대조군 S-ODN과 비교하여 세포질 Hsp60의

레벨을 매우 선택적으로 감소시켰다(도 5A). 이러한 현상을 이해하기 위해, 본 발명자들은 두 분획에서 Hsp60

단백질의 반감기(half-life)가 다를 수 있다는 가설을 세우고, 이를 증명하기 위해, 단백질 합성을 억제한 후

세포질-타겟된 Hsp60(Hsp60c)의 반감기를 측정하였다. 놀랍게도, 세포질 Hsp60 단백질의 레벨은 빠르게 감소(계

산된 t½ = 3.2분)되는 반면에, 내인성 Hsp60 및 IKKα 단백질의 총 레벨은 변화가 없었다(도 5B). 더 나아가,

이러한  감소는  프로테아좀  억제제인  MG132를  처리함으로써  완전히  차단되었다(도  5C).  또한,  MG132  처리는

Hsp60c 단백질의 기본 레벨의 현저한 증가를 초래한다. 따라서, 상술한 결과는 세포질 Hsp60의 레벨이 AS-ODN

처리에 더 민감한 이유를 적어도 부분적으로 설명해주며 세포질 Hsp60의 레벨이 프로테아좀에 의해 조절된다는

것을 추가적으로 제시해준다.

TNF-α-유도된 IKK/NF-κB 활성화를 AS-ODN-트랜스펙션된 세포에서 조사하였다. 시험관 내 키나제 어세이는 AS-[0150]

ODNs의 트랜스펙션은 TNF-α에 대한 반응으로 IKK 활성화를 AS-ODN 처리되지 않은 군 또는 S-ODN의 트랜스펙션

과 비교하여 60% 정도까지 현저하게 감소시켰다(도 5D). 하지만, AS-ODNs는 TNF-α에 대한 반응으로 MAP 키나제

활성화에 어떠한 영향도 주지 않았는데(도 5D 및 도 4C), 이는 Hsp60 AS-ODNs의 IKK 활성화 효과의 특이성을 나

타낸다. 더욱이, AS-ODNs는 AS-ODN 처리되지 않은 세포와 비교하여 TNF-α에 대한 반응으로 NF-κB 전사 활성화

를 거의 완벽하게 억제하는 반면에, S-ODN는 그렇지 않았다(도 5E, F). 넉-다운 효과가 더 큰 AS-1은 AS-2 내지

AS-5보다 더욱 강력한 효능을 보이고, AS-1보다는 약하지만 AS-2 내지 AS-5 모두 NF-kB 전사활성을 억제하였다.

하지만, ODNs 자체의 트랜스펙션이 기본 NF-κB 활성화를 유발하지 않았으며, 이는 ODNs의 부작용(off-target

effects)이 없음을 나타낸다. 또한, AS-ODNs의 NF-κB 전사 활성에 대한 감소 효과는 293T 및 A549 세포에서 명

확하였다(도 4E). 추가적인 대조군 실험은 AS-ODNs이 AP-1, NF-AT 및 CRE 같은 다른 전사인자 활성화에는 아무

런 효과가 없다는 것을 나타냈다(도 4D). Hsp60의 면역침전 및 면역염색을 위해 이용된 특이 항체(Hsp60N)를 이

용하여 세포질 Hsp60을 차단함으로써 유사한 실험(study)을 실시하였다(도 1). 항체 운반은 펩타이드-매개 단백

질 운반 시스템으로 달성하였다[Morris MC et al., Nat Biotechnol 19: 1173-1176 (2001)]. 대조군 염소 IgG

및 Hsp60N 항체가 성공적으로 세포질로 운반되었는데, 이는 미토트랙커와 신호가 일치하지 않는 것으로 확인하

였고(도 6A), 대조군 IgG와 달리 Hsp60N은 Hsp60에 결합되어 있었다(도 6B). 상술한 결과는 운반된 항체가 기능

차단제로서 기능할 수 있다는 것을 의미한다. 이후, 항체-전이된 세포에서 IKK/NF-κB 활성화를 조사하였다.

Hsp60N 항체는 TNF-α에 대한 반응으로 대조군 IgG에서 얻어진 IKK 활성화 레벨의 50%까지 감소시켰다(도 6C).

이와 대조적으로, TNF-α-유도된 JNK 활성화에는 아무런 영향을 미치지 않았으며, 이는 Hsp60의 기능이 IKK 활

성화에 특이적이라는 것을 다시 한번 증명한다. 같은 맥락으로, Hsp60N 항체는 NF-κB의 전사 활성을 현저하게

감소시켰다(도 6D). 상술한 데이터를 종합하면, 세포질 Hsp60은 TNF-α-유도된 IKK/NF-κB 신호전달을 촉진시킨
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다.

세포질-타겟된 Hsp60의 이상 발현이 IKK/NF-κ 활성화를 충분히 촉진시킨다.[0151]

역으로, IKK/NF-κB 경로에서 세포질 Hsp60의 기능이 세포질-타겟된 Hsp60c의 과다발현으로 조사되었다. 이상-[0152]

발현된(ectopically-expressed) Hsp60c는 IKK 복합체와 관련되어 있었으며(도 7A) TNF-α에 대한 반응으로 IKK

및 NF-κB 활성화를 현저하게 증가시켰다(도 7B-7C). Hsp60c의 이상-발현은 기본적인 IKK 및 NF-κB 활성화를

약하게 유도하였다. NF-κB 활성화 상에 Hsp60c  발현의 효과는 IKKβ-결핍 세포에서 완전히 소멸되었는데(도

7D), 이는 세포질 Hsp60의 조절 활성이 IKK-의존적이라는 것을 의미한다. 한편, Hsp60c의 이상-발현은 JNK 활성

화 또는 AP-1, CRE 및 NF-AT 같은 다른 전사인자 활성화를 증가시키지 않았다(도 8). 상술한 결과들은 세포질

Hsp60 레벨의 증가가 TNF-α-유도된 IKK/NF-κB 활성화를 증가시킨다는 것을 나타낸다.

Hsp60는 활성 T-루프에서 IKK 인산화를 조절한다.[0153]

Hsp60에 의한 IKK/NF-κB 활성화의 조절 기작을 이해하기 위하여, 여러 가지 실험적 접근방법들을 시도하였다.[0154]

Hsp60의 샤페론 활성이 필요한 지 여부를 조사함에 있어, Hsp60의 샤페론 활성에 필수적이라고 알려진 두 개의

아미노산 잔기를 고려하였다. 하나는 Hsp60 단백질의 올리고머화(oligomerization)에 포함된 라이신 잔기(K28)

이다. 다른 하나는 ATPase 활성의 활성 위치 잔기인 아스파테이트 잔기(D423)이다. 이에, K28 및 D423이 각각

글루타메이트 및 알라닌으로 대체된 Hsp60c 돌연변이체들을 제작하였다. 공동-트랜스펙션 실험을 통해, 두 개의

돌연변이체들이 IKKα와 결합할 뿐 아니라, 야생형에 비해 IKKα와 더 우수하게 결합하는 것을 확인하였다(도

9A). Hsp60 돌연변이-발현하는 세포에서 TNF-α에 의해 야기된 IKK 활성화는 야생형과 유사하였는데(도 9B), 이

는 상술한 기능 상실(loss-of-function) 돌연변이가 Hsp60의 IKK-증가 활성에 영향을 미치지 않는다는 것을 의

미한다. 더 나아가, 대조군 벡터보다 Hsp60-발현 세포에서 TNF-α-유도된 NF-κB 전사가 약 4-6배 정도 더 높게

증가하였다(도 9C). IKKβ-결핍 3T3 세포에서 테스트된 것과 같이, 상술한 돌연변이들의 증대 효과는 IKKβ-의

존적이었다. 따라서, 기능 상실 돌연변이체들을 이용한 실험 결과는 세포질 Hsp60은 샤페론 활성과 독립적으로

IKK/NF-κB 활성화에 기능한다는 것을 강력하게 제시한다.

IKK-상호작용 단백질 중 하나인 ELKS는 IKK 복합체로 IκB의 합류(recruitment)를 매개한다고 알려져 있다. 이[0155]

러한 활동 모드를 테스트하기 위해, 재조합 Hsp60 단백질을 활성화된 IKK 복합체가 기질로 전장 인간 IκB와 반

응하는 IKK 키나제 반응에 첨가하였다. IκB에 대한 활성화된 IKK의 시험관 내 키나제 활성은 Hsp60 단백질의

존재에 의해 영향 받지 않았으며(도 9D), 이는 Hsp60이 IKK와 기질인 IκB의 상호작용에 관여하지 않는다는 것

을 의미한다.

마지막으로, IKKα/β의 T-루프에서 활성화-의존적 세린 인산화를 조사하여 IKK 활성화 과정에 세포질 Hsp60의[0156]

직접적인 관여에 대해 조사하였다. AS-ODN 트랜스펙션은 IKK의 Ser178/181에서 TNF-α-유도된 인산화를 현저하

게 감소시켰는데, 이는 인산화-의존적 IKK 활성화가 손상되었음을 의미한다(도 9E). 역으로, Hsp60c의 이상 발

현은 IKK  인산화의 증가를 초래하였다(도 9F).  종합하면, 본 발명의 데이터는 세포질 Hsp60이 샤페론-의존적

IKK 복합체의 안정화보다는 인산화-의존적 IKK 활성화에 포함된다는 것을 나타낸다.

세포질 Hsp60은 NF-κB 타겟 유전자 발현 및 세포 생존에 영향을 미친다.[0157]

IKK/NF-κB 경로의 세포질 Hsp60-매개 조절의 중요성을 결정하기 위해, 본 발명자들은 ODN-트랜스펙션된 세포에[0158]

서 NF-κB 타겟 유전자의 발현을 조사하였다. RNase 보호 어세이를 이용하여 항-아팝토틱 유전자들의 발현을 스

크리닝하였을 때, AS-ODN 트랜스펙션은 TRAF1, c-IAP1 및 c-IAP2의 발현에 영향을 끼치지 않았다(도 10A). 흥미

롭게도, AS-ODN은 TNF-α에 대한 반응에서 MnSOD 및 Bfl-1/A1 발현의 유도만을 유의하게 감소시켰다(도 10B).

또한, Hsp60N 항체는 이들 유전자의 유도를 현저하게 감소시켰다(도 10C). 이에 반해, c-IAP2 발현 유도에는 아

무런 영향이 없다. 따라서, 상술한 결과들은 세포질 Hsp60에 의한 IKK 활성화의 조절은 선택적 NF-κB 타겟 유

전자들의 발현에 영향을 미친다는 것을 나타낸다.

다음으로, 본 발명자들은 선택 타겟 유전자의 조절이 세포 생존에 중요한 지 여부를 조사하였다. MnSOD 및 Bfl-[0159]

1/A1은  마이토콘드리아-유래  활성산소종(ROS)을  억제할  가능성이  있기  때문에,  산화-민감성  형광다이인  CM-
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H2DCFDA를 이용하여 ODN-트랜스펙션된 세포에서 세포내 ROS 레벨을 조사하였다. AS-ODN 트랜스펙션은 AS-ODN 처

리되지 않은 군 또는 S-ODN 트랜스펙션과 비교하여 TNF-α 처리에 따라 시간-의존적으로 세포내 ROS 레벨의 현

저한  증가를  유도하였다(도  10D).  증가된  ROS  레벨은  지속적인  JNK  활성화를  통해  세포  사멸과  연결되기

때문에, 스트레스-활성화된 단백질 키나제들(JNK 및 p38 MAPK)의 지속적인 활성화를 조사하였다. 뜻밖에도, AS-

ODN-트랜스펙션된 세포에서 JNK 및 p38 MAPK의 활성화가 더 지속되는 것을 발견하였다(도 10E). ASK-1 MAP3K는

ROS-매개된 세포 사멸에서 JNK 및 p38의 활성화를 지속시키는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 확인 결과, AS-

ODN-트랜스펙션된 세포에서 ASK-1 활성화가 현저하게 유도되었다(도 10F). ASK-1 활성화를 포함하는 신호전달

경로의 활성화 결과로, AS-ODN는 HeLa 세포에서 TNF-α-유도된 세포 사멸의 뚜렷한 증가를 초래한 반면에, AS-

ODN 처리되지 않은 군 또는 S-ODN는 전혀 증가를 유발하지 않았다(도 10G). 또한, AS-ODN는 세포질 Hsp60의 레

벨이 증가된 대장암 세포주에서 TNF-α-유도된 세포 사멸을 증가시켰다(도 10H). AS-ODN 트랜스펙션은 그 자체

로 ROS ASK1 및 세포 사멸의 기본적 활성화를 초래하였다. Hsp60c 과다발현이 기본적 IKK/NF-κB 활성화를 유도

시켰다는 증거와 함께(도 7), 세포질 Hsp60이 휴지기 암 세포에서 세포 생존을 지시하는 것으로 생각된다. 종합

해보면, 본 발명의 결과들은 세포질 Hsp60에 의한 MnSOD 및 Bfl-1/A1의 선택적 조절은 마이토콘드리아 ROS 방출

(burst)을 억제함으로써 세포 생존에 뚜렷한 영향을 미친다는 것을 제시해 준다.

세포질 Hsp60은 스트레스 조건에서 숙주세포를 보호한다.[0160]

세포질 Hsp60의 생존 촉진 활성을 생체 내에서 조사하였다. 이를 위해, Hsp60c를 발현하는 트랜스제닉 마우스를[0161]

생산하였다(도 11A-11B). Hsp60c 단백질은 간, 비장 및 폐를 포함하는 다양한 조직에서 성공적으로 발현하였다

(도 11C). TNF-α가 정맥내 주입되었을 경우, 대조군 B6 마우스와 비교하여 Hsp60c-발현 트랜스제닉 마우스에서

IKK 활성화 정도가 현저하게 증가하였다(도 11D). 이러한 결과는 세포질 Hsp60이 TNF-α-유도된 IKK 활성화를

생체 내에서 증가시켰다는 것을 나타낸다. 이후, 본 발명자들은 IKK/NF-κB-의존적 세포 생존을 보이는 동물 모

델을 찾았다: 디에틸니트로사민(diethylnitrosamine, DEN)-유도 간세포 사멸. 4-주령 수컷 마우스에서 DEN 주입

후, 간세포의 아팝토틱 세포 사멸은 실질적으로 증가하였다(도 12). 따라서, TNF-α로 처리되거나 또는 처리되

지 않은 Hsp60c-발현 트랜스제닉 마우스에서 DEN-유도된 세포 사멸을 조사하였다. 간 조직 절편의 TUNEL 염색

결과,  간세포 사멸은 대조군 마우스와 비교하여 Hsp60c-발현 트랜스제닉 마우스에서 현저하게 감소하였다(도

11E-11F). 상술한 데이터는 세포질 Hsp60c가 IKK/NF-κB 활성화를 촉진시킴으로써 스트레스-유도된 세포 사멸을

생체 내에서 억제한다는 것을 나타낸다.

Hsp60 AS-ODN은 염증-유도 골 소실을 억제한다.[0162]

Hsp60 AS-ODN이 IKK/NF-kB 경로의 세포내 활성화에 음성적 효과가 명확하기 때문에, 본 발명자들은 AS-ODN이 생[0163]

체 내 NF-kB-의존적 염증 반응을 억제할 수 있는 지 여부를 테스트하였다.  NF-kB는 대식세포-콜로니 자극인자

(macrophage-colony stimulating factor, M-CSF)의 존재 하에서 RANKL 또는 TNF-α에 대한 반응으로 유도되는

파골세포  분화에  대한  핵심  생존  전사인자이다(Boyle  WJ  et  al.,  Nature,  423(6937):  337-342  (2003);

Kobayashi K et al., J Exp Med., 191(2): 275-286 (2000)). 최근에, IKK 복합체가 파골세포 형성과정 동안

RANKL로부터 NF-kB로의 생존 경로를 매개한다는 것이 보고되었다(Chaisson ML et al., J Biol Chem., 279(52):

54841-8 (2004); Dai S, et al., J Biol Chem., 279(36): 37219-22 (2004); Ruocco MG et al., J Exp Med.,

201(10):  1677-87  (2005))  따라서,  본 발명자들은 파골세포 분화에서 Hsp60  AS-ODN의 효과를 테스트하였다.

ODNs로  전처리되거나 되지 않은 골수-유래 단핵구/대식세포(BMM)를 대식세포-콜로니 자극인자의 존재 하에서

RANKL  또는  TNF-α로  자극하였다.  Hsp60  AS-ODN은  ODN  처리 되지 않은 또는 S-ODNs로  처리된 세포에 비해

RANKL  또는 TNF-α로 유도된 다핵성 TRAP-양성 파골세포의 형성을 현저하게 억제하였는데(도 13A-13B),  이는

Hsp60  AS-ODN이  파골세포  생존을  감소시킨다는  것을  의미한다.  또한,  본  발명자들은  세포질  타겟된

Hsp60(Hsp60c)를  인코딩하는  레트로바이러스로  감염된  BMM  세포에서  동일한  실험을  반복하여  실시하였다.

Hsp60c  발현은 대조군 바이러스-감염된 세포와 비교하여 RANKL-처리된 세포에서 SOD2  발현을 증가시켰다(도

13C). 더 나아가, Hsp60c 발현은 RANKL에 대한 반응에서 TRAP-양성 파골세포의 형성을 뚜렷하게 증가시켰다(도

13D). 상술한 결과들은 세포질 Hsp60이 IKK/NF-kB 신호전달을 통해 SOD2 발현을 유도함으로써 파골세포의 생존

에 도움을 준다는 것을 나타낸다.
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Hsp60 AS-ODN은 풍선 손상된 혈관에서 신생내막 두께를 감소시킨다.[0164]

혈관에 대한 풍선 손상은 내피세포의 노출을 야기하여 모집된 단핵구 및 혈소판으로부터 배출된 친-염증성 인자[0165]

들에 의해 평활근의 활성화를 초래한다. 따라서, NF-kB 활성화도 풍선-손상된 혈관벽에서 SMCs의 증식 및 생존

에서  중요한  역할을  한다(Ohtani  K  et  al.,  Circulation,  114(25):  2773-9(2006);  Breuss  JM  et  al.,

Circulation,  105(5):  633-8(2002);  Autieri  MV  et  al.,  Biochem  Biophys  Res  Commun.,  213(3):  827-

36(1995)). 이러한 측면에 대한 확인을 위해, 본 발명자들은 Hsp60 AS-ODN이 증식성 SMCs에 의한 신생내막 두께

증식을 억제하는 지 여부를 테스트하였다. 우선, 손상된 경동맥으로 ODNs의 운반을 FITC-컨쥬게이션된 ODN을 이

용하여 테스트하였다. ODNs가 트랜스펙션 시약 올리고펙타민
TM
의 존재 하에서 혈관 벽에 성공적으로 운반되었다

(도 14A). 래트 경동맥 혈관의 풍선 카테터-손상된 루멘이 AS-ODN 처리되지 않은 군 또는 ODNs와 반응되었을 경

우, mock-처리된 경우와 비교하여 Hsp60 AS-ODN 처리는 신생내막 두께 증식을 두드러지게 억제한 반면에, S-ODN

처리는 아무런 효과가 없었다(도 14B). 결정적으로, TUNEL 염색 결과는 AS-ODN 처리가 신생내막 층에서 아팝토

틱 세포 사멸의 현저한 증가를 초래한다는 것을 나타냈는데(도 14C), 이는 억제된 신생내막 두께가 SMCs의 아팝

토틱 세포 사멸로부터 기인한다는 것을 의미한다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0166]

구체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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<170>    KopatentIn 1.71
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<211>    2339

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    1

acgcggtgcc gcggggcggg agtagaggcg gagggagggg acacgggctc attgcggtgt         60

gcgccctgca ctctgtccct cactcgccgc cgacgacctg tctcgccgag cgcacgcctt        120
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gccgccgccc cgcagaaatg cttcggttac ccacagtctt tcgccagatg agaccggtgt        180

ccagggtact ggctcctcat ctcactcggg cttatgccaa agatgtaaaa tttggtgcag        240

atgcccgagc cttaatgctt caaggtgtag accttttagc cgatgctgtg gccgttacaa        300

tggggccaaa gggaagaaca gtgattattg agcagagttg gggaagtccc aaagtaacaa        360

aagatggtgt gactgttgca aagtcaattg acttaaaaga taaatacaaa aacattggag        420

ctaaacttgt tcaagatgtt gccaataaca caaatgaaga agctggggat ggcactacca        480

ctgctactgt actggcacgc tctatagcca aggaaggctt cgagaagatt agcaaaggtg        540

ctaatccagt ggaaatcagg agaggtgtga tgttagctgt tgatgctgta attgctgaac        600

ttaaaaagca gtctaaacct gtgaccaccc ctgaagaaat tgcacaggtt gctacgattt        660

ctgcaaacgg agacaaagaa attggcaata tcatctctga tgcaatgaaa aaagttggaa        720

gaaagggtgt catcacagta aaggatggaa aaacactgaa tgatgaatta gaaattattg        780

aaggcatgaa gtttgatcga ggctatattt ctccatactt tattaataca tcaaaaggtc        840

agaaatgtga attccaggat gcctatgttc tgttgagtga aaagaaaatt tctagtatcc        900

agtccattgt acctgctctt gaaattgcca atgctcaccg taagcctttg gtcataatcg        960

ctgaagatgt tgatggagaa gctctaagta cactcgtctt gaataggcta aaggttggtc       1020

ttcaggttgt ggcagtcaag gctccagggt ttggtgacaa tagaaagaac cagcttaaag       1080

atatggctat tgctactggt ggtgcagtgt ttggagaaga gggattgacc ctgaatcttg       1140

aagacgttca gcctcatgac ttaggaaaag ttggagaggt cattgtgacc aaagacgatg       1200

ccatgctctt aaaaggaaaa ggtgacaagg ctcaaattga aaaacgtatt caagaaatca       1260

ttgagcagtt agatgtcaca actagtgaat atgaaaagga aaaactgaat gaacggcttg       1320

caaaactttc agatggagtg gctgtgctga aggttggtgg gacaagtgat gttgaagtga       1380

atgaaaagaa agacagagtt acagatgccc ttaatgctac aagagctgct gttgaagaag       1440

gcattgtttt gggagggggt tgtgccctcc ttcgatgcat tccagccttg gactcattga       1500

ctccagctaa tgaagatcaa aaaattggta tagaaattat taaaagaaca ctcaaaattc       1560

cagcaatgac cattgctaag aatgcaggtg ttgaaggatc tttgatagtt gagaaaatta       1620

tgcaaagttc ctcagaagtt ggttatgatg ctatggctgg agattttgtg aatatggtgg       1680

aaaaaggaat cattgaccca acaaaggttg tgagaactgc tttattggat gctgctggtg       1740

tggcctctct gttaactaca gcagaagttg tagtcacaga aattcctaaa gaagagaagg       1800

accctggaat gggtgcaatg ggtggaatgg gaggtggtat gggaggtggc atgttctaac       1860

tcctagacta gtgctttacc tttattaatg aactgtgaca ggaagcccaa ggcagtgttc       1920
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ctcaccaata acttcagaga agtcagttgg agaaaatgaa gaaaaaggct ggctgaaaat       1980

cactataacc atcagttact ggtttcagtt gacaaaatat ataatggttt actgctgtca       2040

ttgtccatgc ctacagataa tttattttgt atttttgaat aaaaaacatt tgtacattcc       2100

tgatactggg tacaagagcc atgtaccagt gtactgcttt caacttaaat cactgaggca       2160

tttttactac tattctgtta aaatcaggat tttagtgctt gccaccacca gatgagaagt       2220

taagcagcct ttctgtggag agtgagaata attgtgtaca aagtagagaa gtatccaatt       2280

atgtgacaac ctttgtgtaa taaaaatttg tttaaagtta aaaaaaaaaa aaaaaaaaa        2339

<210>    2

<211>    2319

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    2

gccccgacgc gcaccgcgat tcgccccaag ggccctgcgc aggacgctga cgcgaagact         60

cggaggcgga agaaaaaagg agctgtttct aggcttttct aggcgcccag ccgagaaatg        120

cttcggttac ccacagtctt tcgccagatg agaccggtgt ccagggtact ggctcctcat        180

ctcactcggg cttatgccaa agatgtaaaa tttggtgcag atgcccgagc cttaatgctt        240

caaggtgtag accttttagc cgatgctgtg gccgttacaa tggggccaaa gggaagaaca        300

gtgattattg agcagagttg gggaagtccc aaagtaacaa aagatggtgt gactgttgca        360

aagtcaattg acttaaaaga taaatacaaa aacattggag ctaaacttgt tcaagatgtt        420

gccaataaca caaatgaaga agctggggat ggcactacca ctgctactgt actggcacgc        480

tctatagcca aggaaggctt cgagaagatt agcaaaggtg ctaatccagt ggaaatcagg        540

agaggtgtga tgttagctgt tgatgctgta attgctgaac ttaaaaagca gtctaaacct        600

gtgaccaccc ctgaagaaat tgcacaggtt gctacgattt ctgcaaacgg agacaaagaa        660

attggcaata tcatctctga tgcaatgaaa aaagttggaa gaaagggtgt catcacagta        720

aaggatggaa aaacactgaa tgatgaatta gaaattattg aaggcatgaa gtttgatcga        780

ggctatattt ctccatactt tattaataca tcaaaaggtc agaaatgtga attccaggat        840

gcctatgttc tgttgagtga aaagaaaatt tctagtatcc agtccattgt acctgctctt        900

gaaattgcca atgctcaccg taagcctttg gtcataatcg ctgaagatgt tgatggagaa        960

gctctaagta cactcgtctt gaataggcta aaggttggtc ttcaggttgt ggcagtcaag       1020

gctccagggt ttggtgacaa tagaaagaac cagcttaaag atatggctat tgctactggt       1080

ggtgcagtgt ttggagaaga gggattgacc ctgaatcttg aagacgttca gcctcatgac       1140
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ttaggaaaag ttggagaggt cattgtgacc aaagacgatg ccatgctctt aaaaggaaaa       1200

ggtgacaagg ctcaaattga aaaacgtatt caagaaatca ttgagcagtt agatgtcaca       1260

actagtgaat atgaaaagga aaaactgaat gaacggcttg caaaactttc agatggagtg       1320

gctgtgctga aggttggtgg gacaagtgat gttgaagtga atgaaaagaa agacagagtt       1380

acagatgccc ttaatgctac aagagctgct gttgaagaag gcattgtttt gggagggggt       1440

tgtgccctcc ttcgatgcat tccagccttg gactcattga ctccagctaa tgaagatcaa       1500

aaaattggta tagaaattat taaaagaaca ctcaaaattc cagcaatgac cattgctaag       1560

aatgcaggtg ttgaaggatc tttgatagtt gagaaaatta tgcaaagttc ctcagaagtt       1620

ggttatgatg ctatggctgg agattttgtg aatatggtgg aaaaaggaat cattgaccca       1680

acaaaggttg tgagaactgc tttattggat gctgctggtg tggcctctct gttaactaca       1740

gcagaagttg tagtcacaga aattcctaaa gaagagaagg accctggaat gggtgcaatg       1800

ggtggaatgg gaggtggtat gggaggtggc atgttctaac tcctagacta gtgctttacc       1860

tttattaatg aactgtgaca ggaagcccaa ggcagtgttc ctcaccaata acttcagaga       1920

agtcagttgg agaaaatgaa gaaaaaggct ggctgaaaat cactataacc atcagttact       1980

ggtttcagtt gacaaaatat ataatggttt actgctgtca ttgtccatgc ctacagataa       2040

tttattttgt atttttgaat aaaaaacatt tgtacattcc tgatactggg tacaagagcc       2100

atgtaccagt gtactgcttt caacttaaat cactgaggca tttttactac tattctgtta       2160

aaatcaggat tttagtgctt gccaccacca gatgagaagt taagcagcct ttctgtggag       2220

agtgagaata attgtgtaca aagtagagaa gtatccaatt atgtgacaac ctttgtgtaa       2280

taaaaatttg tttaaagtta aaaaaaaaaa aaaaaaaaa                              2319

<210>    3

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense AS-1 ODN

<400>    3

agcatttctg cgggg                                                          15

<210>    4

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense AS-2 ODN
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<400>    4

gggcatctgc accaa                                                          15

<210>    5

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense AS-3 ODN

<400>    5

tagtgccatc cccag                                                          15

<210>    6

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense AS-4 ODN

<400>    6

agccttgact gccac                                                          15

<210>    7

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    antisense AS-5 ODN

<400>    7

cttgtcccac caacc                                                          15

<210>    8

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    forward primer

<400>    8

atggcttcta gctatcctta tg                                                  22

<210>    9

<211>    23

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    reverse primer

<400>    9

gtagcaacct gtgcaatttc ttc                                                 23

<210>    10

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    forward primer

<400>    10

ctgctaacca tgttcatgcc                                                     20

<210>    11

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    reverse primer

<400>    11

acaagtttag ctccaatgtt tttgta                                              26
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