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본 발명은 LAP와 P19A를 포함하는 T 림프구 증식 억제용 조성물에 관한 것으로, 구체적으로 서열번호 2의 아미노

산 서열은 코딩하는 염기서열을 갖는 LAP  유전자와 서열번호 4의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는

P19A 유전자 또는 그들의 발현 단백질을 포함하는 T 림프구 증식 억제용 조성물에 관한 것이다.

본 발명에 따르면,  본 발명은 LAG-3-associated  protein  (LAP)과 P19A  (Skp1)와의 작용을 yeast  two-hybrid

system을 통하여 밝혔고, 형광현미경을 이용하여 발현양상을 알아보았으며, LAP과 skp1의 상호작용에 의해 P27의

증가와 세포 분열에 필수적인 Cyclin-Cdk의 감소를 통해 세포분열과 증식이 억제되는 것을 밝혔다. 따라서, LAP

과 skp1의 상호작용을 이용한 T 림프구의 활성을 저해함으로서 자가면역 질환이나 장기이식과 같은 면역세포의

증식을 억제해야하는 질병 치료에 적용할 수 있다.

대표도 - 도10
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 2의 아미노산 서열은 코딩하는 염기서열을 갖는 P19A 유전자와 서열번호 4의 아미노산 서열을 코딩하

는 염기서열을 갖는 LAP (LAG-3-associated protein) 유전자 또는 그들의 발현 단백질을 포함하는 T 림프구 증

식 억제용 조성물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 P19A 유전자와 LAG 유전자는 발현벡터에 삽입되어 있는 것을 특징으로 하는 T 림프구 증

식 억제용 조성물.

청구항 3 

제 2항에 있어서, 상기 삽입된 발현벡터는 도 6b의 개열지도와 도 6c의 개열지도를 각각 갖는 것을 특징으로 하

는 T 림프구 증식 억제용 조성물.

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제

청구항 6 

삭제

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

청구항 9 

서열번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 P19A 유전자와 서열번호 4의 아미노산 서열을 코딩하

는 염기서열을 갖는 LAP 유전자를 함께 숙주세포에 과발현시키는 것을 포함하는 시험관내(in vitro) T 림프구

증식 억제 방법.

청구항 10 

제 9항에 있어서, 상기 P19A 유전자와 LAP 유전자를 각각 포함하는 재조합 발현벡터로 형질전환시키는 것을 특

징으로 하는 시험관내(in vitro) T 림프구 증식 억제 방법.

청구항 11 

서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 P19A 단백질과 서열번호 4의 아미노산 서열을 갖는 LAP 단백질을 함께 숙주

세포에 투여하는 것을 포함하는 시험관내(in vitro) T 림프구의 증식 억제 방법.

청구항 12 

삭제

명 세 서

발명의 상세한 설명
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    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 LAP와 P19A를 포함하는 T 림프구 증식 억제용 조성물에 관한 것으로, 더욱 구체적으로 서열번호 2의<11>

아미노산 서열은 코딩하는 염기서열을 갖는 LAP 유전자와 서열번호 4의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을

갖는 P19A 유전자 또는 그들의 발현 단백질을 포함하는 T 림프구 증식 억제용 조성물에 관한 것이다.

LAG-3는 CD4와 구조적으로 매우 유사하며 MHC class II에 binding하고, 활성화 된 NK 림프구와 conventional T<12>

cell에서 발현된다. 또한, CD4와 같이 하나의 V-type과 세 개의 C-type immunoglobulin (Ig)-like domain을 가

지고 있다 (Tribel et al., 1990). LAG-3는 MHC class II에 대한 binding affinity가 상대적으로 높기 때문에

MHC class II와 T cell receptor의 상호 작용을 차단 할 수 있으며, CD3/TCR 활성 진행을 억제한다 (Iouzalen

et  al.,  2001).  이러한 LAG-3의 negative  signal은 기존에 잘 알려져 있는 immunoreceptor  tyrosine-based

inhibitory motif (ITIM)가 아닌 LAG-3-associated protein (LAP)와 LAG-3 intracellular region (IC)의 EP

(Glu-Pro) motif와 상호작용하여 일어난다 (louzalen et al., 2001).

세포의 분열을 위해서는 세포주기를 조절하는 cyclin-Cdk 복합체와 같은 단백질이 필요하다. Cyclin-Cdk 복합체<13>

의 활성은 인산화, 탈인산화의 조절기작에 의해서 일어나는데, ubiquitination은 Cyclin을 비가역적으로 분해해

주어서 확실한 조절을 할 수 있게 한다 (Glotzer et al., 1991). ubiquitination에서 기질을 실질적으로 인식

하는데  필요한  ubiquitin  ligases  중에서  잘  알려져  있는  것  이  APC  (Anaphase-promoting  complex),  SCF

(Skp1(P19A)/Cullin/F-box) 단백질 (Koepp et al.,1999)이며, 이들은 Cyclin-Cdk 복합체에 결합하여 CDK 4/6/2

kinase의 활성을 저해함으로서 세포분열을 억제하는 P27 (cyclin-dependent kinase inhibitor)의 분해를 조절

한다 (Amati and Vlach., 1999).

LAG-3는 CD4와 구조적으로 매우 유사하며 MHC class II에 binding하고, 활성화 된 NK 림프구와 conventional T<14>

cell에서 발현된다. 또한, CD4와 같이 하나의 V-type과 세 개의 C-type immunoglobulin (Ig)-like domain을 가

지고 있다 (Tribel et al., 1990). LAG-3는 MHC class II에 대한 binding affinity가 상대적으로 높기 때문에

MHC class II와 T cell receptor의 상호 작용을 차단 할 수 있으며, CD3/TCR 활성 진행을 억제한다 (Iouzalen

et  al.,  2001).  이러한 LAG-3의 negative  signal은 기존에 잘 알려져 있는 immunoreceptor  tyrosine-based

inhibitory motif (ITIM)가 아닌 LAG-3-associated protein (LAP)와 LAG-3 intracellular region (IC)의 EP

(Glu-Pro) motif와 상호작용하여 일어난다 (louzalen et al., 2001).

세포의 분열을 위해서는 세포주기를 조절하는 cyclin-Cdk 복합체와 같은 단백질이 필요하다. Cyclin-Cdk 복합체<15>

의 활성은 인산화, 탈인산화의 조절기작에 의해서 일어나는데, ubiquitination은 Cyclin을 비가역적으로 분해해

주어서 확실한 조절을 할 수 있게 한다 (Glotzer et al., 1991). ubiquitination에서 기질을 실질적으로 인식

하는데  필요한  ubiquitin  ligases  중에서  잘  알려져  있는  것  이  APC  (Anaphase-promoting  complex),  SCF

(Skp1(P19A)/Cullin/F-box) 단백질 (Koepp et al.,1999)이며, 이들은 Cyclin-Cdk 복합체에 결합하여 CDK 4/6/2

kinase의 활성을 저해함으로서 세포분열을 억제하는 P27 (cyclin-dependent kinase inhibitor)의 분해를 조절

한다 (Amati and Vlach., 1999).

이에, 본 발명자들은 상기 종래기술들의 문제점들을 극복하기 위하여 예의 연구노력한 결과, P19A 유전자와 LAP<16>

유전자 또는 그들의 발현 단백질을 이용하는 경우, T 림프구의 증식을 억제할 수 있음을 확인하고, 본　발명을

완성하게 되었다.

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서, 본 발명의 주된 목적은 자가면역질환이나 장기이식과 같은 면역세포의 증식을 억제해야하는 질병 치료<17>

에 적용할 수 있는 P19A와 LAP를 포함하는 T 림프구 증식 억제용 조성물을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 P19A와 LAP를 포함하는 T 림프구 증식 억제용 조성물을 이용한 자가면역질환 치료<18>

또는 예방용 조성물을 제공하는데 있다.

    발명의 구성 및 작용

본 발명의 한 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열은 코딩하는 염기서열을 갖는 P19A 유전자<19>

와 서열번호 4의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 LAP (LAG-3-associated protein) 유전자 또는 그들
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의 발현 단백질을 포함하는 T 림프구 증식 억제용 조성물을 제공한다.

본 발명의 T 림프구 증식 억제용 조성물에서, 상기 P19A 유전자와 LAP 유전자는 서열번호 2의 아미노산 서열과<20>

서열번호 4의 아미노산 서열을 코딩하는 어떤 염기서열도 가질 수 있으나, 바람직하게는 서열번호 1과 3의 염기

서열을 각각 갖는 것을 특징으로 한다.

본 발명에 있어서, 세포의 분열을 위해서는 세포주기를 조절하는 cyclin-Cdk 복합체와 같은 단백질이 필요하다.<21>

Cyclin-Cdk 복합체의 활성은 인산화, 탈인산화의 조절기작에 의해서 일어나는데, ubiquitination은 Cyclin을 비

가역적으로 분해해주어서 확실한 조절을 할 수 있게 한다. ubiquitination에서 기질을 실질적으로 인식하는데

필요한  ubiquitin  ligases중에서  잘  알려져  있는  것이  APC  (Anaphase-promoting  complex),  SCF

(Skp1(P19A)/Cullin/F-box) 단백질이며, 이들은 Cyclin-Cdk 복합체에 결합하여 CDK 4/6/2 kinase의 활성을 저

해함으로서 세포분열을 억제하는 P27 (cyclin-dependent kinase inhibitor)의 분해를 조절한다.

본 발명의 T 림프구 증식 억제용 조성물에서, 상기 P19A 유전자와 LAP 유전자는 발현벡터에 삽입되어 있는 것을<22>

특징으로 한다.

본 발명에 있어서, 상기 삽입된 발현벡터는 도 6b의 개열지도와 도 6c의 개열지도를 각각 갖는 것을 특징으로<23>

한다.

본 발명에 있어서, 상기 조성물은 상기 삽입된 발현벡터를 293GPG 세포와 같은 레트로바이러스 패키징 세포에<24>

형질전환 시켜서 생산된 레트로바이러스 입자도 포함된다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 서열번호 5 및 6의 염기서열을 가지며 P19A 유전자를 증폭하기 위한 프라이머를<25>

제공한다. 

본 발명의 다른 양태에 따르면, 서열번호 7 및 8의 염기서열을 가지며 LAP 유전자를 증폭하기 위한 프라이머를<26>

제공한다.

본  발명의  다른  양태에  따르면,  P19A  유전자를  포함하는  도  6b의  개열지도  를  갖는  재조합  발현벡터를<27>

제공한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, LAP 유전자를 포함하는 도 6c의 개열지도를 갖는 재조합 발현벡터를 제공한다.<28>

본 발명에 있어서, 상기 재조합 벡터는 P19A 유전자와 LAP 유전자를 각각 발현시킬 수 있는 복제가능한 어떤 발<29>

현벡터도 될 수 있으나, 바람직하게는 상기 재조합 벡터는 각각 도 6b와 도 6c의 개열지도를 갖는 P19A/pLNCX2

와 LAP/pLNCX2인 것을 특징으로 한다.

본 발명에 있어서, 바람직하게는 상기 P19A와 LAP 유전자는 발현벡터에 삽입되어 있는 것을 특징으로 한다. 또<30>

한, 상기 발현벡터들은 상기 P19A와 LAP 유전자를 동물세포에서 발현할 수 있는 어떤 발현벡터도 가능하나, 예

컨대 pJM17 (Microbix 사 제품, 캐나다) 같은 아데노바이러스 벡터 또는 pLNCX2 (CLONTECH)와 같은 레트로바이

러스 벡터 또는 pAAVCMV와 같은 아데노부속바이러스 벡터가 바람직하며, 각각 도 6b와 도 6c의 개열지도를 갖는

레트로바이러스 발현벡터 P19A/pLNCX2와 LAP/pLNCX2인 것을 특징으로 하는 것이 더욱 바람직하다. 또한, 상기

발현벡터들은 상기 발현벡터를 패키징 세포에서 증식하여 얻은 레트로바이러스 클론의 형태일 수도 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 상기 재조합 발현벡터로 형질전환된 숙주세포를 제공한다.<31>

본 발명에 있어서, 상기 재조합 벡터는 당업자에게 잘 알려진 레트로바이러스 트랜스펙션 등의 방법을 이용하여<32>

숙주세포에 형질도입될 수 있다. 상기 숙주세포는 상업적으로 이용할 수 있는 어떤 세포주도 가능하며, 예컨대

레트로바이러스 패키징 세포인 293GPG 세포 등을 포함하나 이에 국한시키지는 않는 원핵 및 진핵 세포가 될 수

있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 서열번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 P19A 유전자와 서열번<33>

호 4의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 갖는 LAP 유전자를 함께 숙주세포에 과발현시키는 것을 포함하는

T 림프구의 증식 억제 방법을 제공한다.

본 발명에서는, 상기 P19A와 LAP 유전자를 숙주세포에서 함께 과발현시킬 경우, P19A의 67aa-163aa (아미노산)<34>

부분과 LAP의 1aa-98aa (아미노산)부분이 서로의 상호작용함으로써, T 림프구의 세포분열과 증식을 저해함을 밝

혔다.

본 발명의 T 림프구의 증식 억제 방법에 있어서, 상기 P19A 유전자와 LAP 유전자를 각각 포함하는 재조합 발현<35>
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벡터로 형질전환시키는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 T 림프구 증식 억제 방법은 상기 숙주세포가 P19A와 LAP 유전자를 포함하는 벡터로 형질전환 되거나<36>

P19A와 LAP 유전자의 전사를 당업계에 공지된 방법으로 up-regulate하는 방법인 것이 바람직하다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 서열번호 2의 아미노산 서열을 갖는 P19A 단백질과 서열번호 4의 아미노산 서열<37>

을 갖는 LAP 단백질을 함께 숙주세포에 투여하는 T 림프구의 증식 억제 방법을 제공한다.

본 발명의  도 10에서 보여지는 바와 같이 LAG-3에 의한 signal이 세포내에 들어오면 LAP이 skp1 (P19A)과 결합<38>

하여, skp1과 skp2의 결합을 방지하며, 따라서 p27의 ubiquitination을 방해한다는 것이 되며, 이러한 결과는

결국 cyclin A와 CDK2의 활성 억제를 하는 p27의 분해를 저해하여, 세포주기에서 S phase 진입에 필수적인 CDK2

와 cyclin A의 활동을 방해함으로 S phase의 진입을 방해한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 상기 T 림프구 증식 억제용 조성물을 유효성분으로 함유하는 자가면역질환 치료<39>

또는 예방용 조성물을 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 T 림프구 증식 억제용 조성물은 T 림프구의 증식을 억제를 필요로 하는 어떤 질환에도<40>

사용될 수 있으나, 바람직하게는 T 림프구의 증식 억제에 의한 자가면역질환 치료 또는 예방용으로 사용되는 것

을 특징으로 한다. 

본 발명에서 상기 자가면역질환 치료 또는 예방용 조성물은 P19A와 LAP를 포함하며, 이러한 P19A와 LAP의 상호<41>

작용이 면역세포인 T 림프구의 세포분열에 필수적인 Cyclin-Cdk 복합체의 활성을 억제하여 T 림프구의 세포분열

을 억제한다 (도 10 참조). 따라서, 본 발명의 조성물은 T 림프구의 과잉 작용으로 발생하는 자가면역질환 또는

이식거부반응에서 치료 또는 예방용으로 사용될 수 있다. 이러한 T 림프구의 활성화를 억제하여 자가면역질환

또는  이식거부반응의  치료에  적용할  수  있음이  보고되어  있다  (Vincenti  FG,  Luggen  M.  Expected  online

publication date for the Annual Review of Medicine Volume 58 is January 7, 2007; Tang and Blustone.

Immunol Rev. 2006 Aug ;212:217-37)

본 발명의 약학적 조성물에서, 상기 조성물은 본 발명의 유효성분인 P19A와 LAP 유전자를 포함하는 바이러스 클<42>

론 또는 그 발현 단백질 외에 생물제제에 통상 사용되는 안정화제 및 담체, 보조 활성성분 등을 더 포함할 수

있으며, 면역활성 억제를 위해 주사제 형태로 인체에 투여될 수 있다. 이 때 환자에게 투여될 바이러스 클론 입

자의 적정 수는 환자의 중한 상태에 따라 다르나 바람직하게는 체중 kg당 100 ~ 2000 MOI 정도이고, 발현 단백

질의 경우는 성인 기준 일당 100 μg ~ 1000 mg 정도이다.

이하, 본 발명을 단계별로 구체적으로 설명한다.<43>

본 발명의 P19A는 약 19 킬로달톤이며, LAP은 약 45 킬로달톤이다. 또한 본 발명은 인간 P19A와 LAP을 생성할<44>

수 있는 발현 플라스미드 및 이를 숙주세포에 전환시킨 형질전환체를 제공한다. 본 발명에서는 다음과 같은 구

성으로 숙주세포에서 P19A와 LAP을 과발현 시 세포분열 억제를 수행하였다.

1. P19A와 LAP의 yeast two-hybrid와 이를 위한 벡터 유전자 클로닝<45>

2. RT-PCR 방법에 의한 형광발현 벡터 유전자 클로닝, 형광 현미경 사용<46>

3. 단백질 발현 벡터 유전자 클로닝<47>

4. 단백질 발현 후 세포분열 억제 측정<48>

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하기로 한다. 이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위한<49>

것이므로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

실시예 1. P19A와 LAP의 yeast two-hybrid<50>

(가)  Jurkat  cell  (ATCC  구입 CAT.TIB-152)(인간 T  림프구)을 트리졸 (Trizol,  Invitrogen)  1㎖당 200㎕의<51>

chloroform (Sigma)을 넣고 전체 RNA를 분리 하였고 추출한 2 μg의 mRNA를 주형으로 역전사 연쇄중합반응에 의

해  cDNA를  복제  하였다.  P19A와  LAP의  cDNA와  restriction  enzyme  site는  도  1과  같다  (P19A는  도  1a와

1b참조, LAP는 도 1c ~ 1e 참조). 이들 cDNA를 주형으로 하고, 유전자 염기 서열에 따라 아래와 같이 프라이머

를 제작한 다음 연쇄중합반응을 하여 pJG4-5 벡터와 pGILDA 벡터에 ligation(promega)하여 각각 클로닝하였다

(도 2a, b).
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사용한 역전사 효소는 SuperscriptIII (Invitrogen)이다.<52>

사용한 중합효소는 Taq polymerase (Gene craft)이다.    <53>

사용한 프라이머는  5개의 정방향 상용 프라이머 (Cosmo) 역방향 상용 프라이머 5개이다.<54>

정방향 프라이머(P19A, EcoRI site 포함)<55>

5'-CGA ATT CAT GCC TTC AAT TAA GTT G-3' (1aa-)<56>

5'-CGA ATT CGA TGA CCC TCC TCC TCC T-3' (67aa-)<57>

역방향 프라이머(P19A, XhoI site 포함)<58>

5'-CCT CGA GCT TGT GGT GGG TGC ACC A-3' (-66aa)<59>

5'-CCT CGA GTC AGG CAC AAC ATT TCA C-3' (-163aa)<60>

정방향 프라이머(LAP, SalI site 포함)<61>

5'-GCG TCG ACA TGA GGA AGC TAC AAA AG-3' (1aa-)<62>

5'-GCG TCG ACG TGG AGA AGA AGG ACA AG-3' (99aa-)<63>

5'-GCG TCG ACG GAG AAA TCG GTC ATC CT-3' (185aa-)<64>

역방항 프라이머(LAP, SalI site 포함)<65>

5'-GCG TCG ACC TCG GGG CTG CTC TCT AT-3' (-98aa)<66>

5'-GCG TCG ACC TGT ATG TCT TGG TCT TC-3' (-184aa)<67>

5'-GCG TCG ACT CAC AGC TCC GTG TCC AT-3' (-372aa)<68>

P19A와 LAP  유전자로부터 yeast  two-hybrid  activating  벡터인 pJG4-5  (도 2a, CLONTECH)와 binding 벡터인<69>

pGILDA벡터 (도 2c,  CLONTECH)에 클로닝하였다. 먼저, P19A는 두 부분으로 나누어 각각 5’말단에 제한효소

EcoRI의 절단 부위 서열을 만드는 프라이머를 합성하여 중합효소연쇄반응으로 제한효소 절단부위를 만들고 3’

말단에는 제한효소 XhoI의 절단 부위 서열을 만드는 프라이머를 합성하여 중합효소연쇄반응으로 제한효소 절단

부위를 만들었다. 또한, LAP은 세 부분으로 나누어 각각  5’와 3’ 말단에 각각 제한효소 SalI의 절단 부위 서

열을 만드는 프라이머를 합성하여  중합효소연쇄반응으로 제한효소 절단부위를 만든 후 각각의 제한효소로 절단

하고 elution (Quagen)하고 ligation (promega)하여 P19A는 pJG4-5 벡터에 LAP은 pGILDA벡터에 각각 클로닝하

였다 (도 2b와 2d).

(나)  상호  작용이  가능한  두  단백질인  인간  P19A와  인간  LAP을  각각의  DNA  binding  domain의  유전자와<70>

activation domain의 유전자에 결합시킨 형질 전환을 위한 DNA 벡터들 (도 2b와 2d 참조, 각각의 유전자를 벡터

에 넣은 그림) 및 LiAc/TE buffer를 효모 (EGY48)에 넣고 vortex를 이용하여 잘 섞은 후 30℃ 진탕 배양기에서

30분간 배양한다. 배양한 반응물에 DMSO를 넣고 42℃ 진탕 배양기에서 30분간 heat shock한다. 형질전환체를

uracil, histidine, tryptophan, leucine이 없는 선택배지 (SD/-Ura/-His/-Trp/-leu)에 도말 후 30℃ 배양기에

서 3~4일간 배양하였다. 분리되었던 두 단백질의 상호작용에 의해 전사와 관련된 기능을 하게 됨으로써 효모 내

에서 lacZ와 LEU2 두 개의 reporter 유전자가 발현되었다. 세포에 Z-buffer (60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10

mM KCl, 1 mM MgSO4, 50 mM β-mercaptoethanol, pH 7.0)를 넣은 후 잘 섞은 후 액체질소에 30초간 넣었다가

37℃로 옮겨서 세포를 깬다. 여기에 4 mg/㎖ o-nitrophenyl β-D -galactopyranoside (ONPG)와 X-gal을 섞은

후 30℃ 배양기에 배양하면서 색깔변화를 확인한다. β-galactosidase activity assay를 통해 푸른색으로 변한

결과로 lacZ 유전자가 발현 된 것을 확인할 수 있었고, leucine 유전자 발현 확인은 leucine이 없는 배지에서

형질  전환된  콜로니를  형성하는  것으로  알  수  있었다.  LAP  FULL과  P19A의   FULL,  67aa-163aa부분  (H4-

H8,SKP2와 bind하는 부분)에서 반응하였고 (도 3a 참조),  LAP FULL, 1aa-98aa과 P19A의 FULL, 67aa-163aa부분

에서 반응한 것으로 보아 LAP의 1aa-98aa부분과 P19A의 67aa-163aa부분이 서로의 상호작용에 중요한 것으로 확

인되었다 (도 3b 참조). 

실시예 2. RT-PCR 방법에 의한 형광 벡터 유전자 클로닝, 형광 현미경 사용<71>

실시예 1에서 얻은 cDNA를 주형으로 하고, 유전자 염기 서열에 따라 아래와 같이 프라이머를 제작한 다음 연쇄<72>
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중합반응을 하여 형광물질 발현 벡터인 pDsRed1-c1 (도 4c 참조)과 pEGFP-N3 (도 4f 참조)에 클로닝하였다.

사용한 역전사 효소는 SuperscriptIII (Invitrogen)이다.<73>

사용한 중합효소는 Taq polymerase (Gene craft)이다.    <74>

사용한 프라이머는  2개의 정방향 상용 프라이머(Cosmo) 역방향 상용 프라이머 2개이다.<75>

정방향 프라이머 (P19A, XhoI site 포함)<76>

5'-CCG CTC GAG ATG CCT TCA ATT AAG TTG-3' (서열번호 5)<77>

역방향 프라이머 (P19A, BamHI site 포함)<78>

5'-CGG GAT CCT CAG GCA CAA CAT TTC AC-3' (서열번호 6)<79>

정방향 프라이머 (LAP, EcoRI site 포함)<80>

5'-CGG AAT TCA TGA GGA AGC TAC AAA AG-3' (서열번호 7)<81>

역방항 프라이머 (LAP, BamHI site 포함)<82>

5'-CGG GAT CCC AGC TCC GTG TCC ATT AG-3' (서열번호 8)<83>

P19A와 LAP 유전자로부터 형광을 발현시키기 위해서 먼저, P19A는 5‘ 말단에 제한효소 XhoI의 절단 부위 서열<84>

을 만드는 프라이머를 합성하여 중합효소연쇄반응으로 제한효소 절단부위를 만들고 3’말단에는 제한효소 BamHI

의 절단 부위 서열을 만드는 프라이머를 합성하여 중합효소연쇄반응으로 제한효소 절단부위를 만들었다. 또한,

LAP은  5‘ 말단에 제한효소 EcoRI의 절단 부위 서열을 만드는 프라이머를 합성하여 중합효소연쇄반응으로 제한

효소 절단부위를 만들고 3’말단에는 제한효소 BamHI의 절단 부위 서열을 만드는 프라이머를 합성하여 중합효소

연쇄반응으로 제한효소 절단부위를 만들었다. 그 후 PCR 산물을 pGEM TA 클로닝 벡터 (Promega)에 삽입한 후

(도 4a, 4b 참조), P19A는 XhoI과 BamHI 제한효소로 pDsRed1-C1벡터 (도 4c)에 삽입하고, LAP은 EcoRI과 BamHI

제한효소로 pEGFP-N3 (도 4f)에 삽입하여 P19A/pDsRed1-C1 벡터 (도 4d)와 LAP/pEGFP-N3 벡터 (도 4g)를 각각

완성하였다 (도 4c ~ 4h 참조).

그 후 P19A와 LAP의 construct (도 4d와 4g)를 CHO cell (Chinese hamster ovary cell)에 LIPOFECTAMINE PLUS<85>

(Invitrogen)로 transfection 한 후 형광현미경으로 관찰하였다. DAPI는 모든 세포의 핵을 염색하여 대조군으로

사용하였고, P19A는 붉은색으로 보이며, LAP은 초록색으로 보였다. P19A와 LAP이 동시에 발현하였을 때, P19A는

핵에서 LAP은 핵 밖에서 동시에 발현됨으로 보아 두개의 유전자가 동시에 발현됨을 알 수 있었다 (도 5).

실시예 3. 단백질 발현 벡터 유전자 클로닝과 플라스미드 제조<86>

실시예 2에서 pGEM TA 클로닝 벡터 (Promega)에 삽입한 P19A 및 LAP를 NOTI 제한효소를 사용하여 단백질 발현<87>

pLNCX2  벡터  (도  6a,  CLONTECH)에  클로닝하였으며,  P19A와  LAP를  포함하는  재조합  발현벡터는  각각

P19A/pLNCX2와 LAP/pLNCX2이다 (도 6b와 도 6c).

293GPG 세포를 6-well 조직 배양 플레이트에 well 당 1×  10
5
 세포가 되도록 접종하고 10% 송아지 혈청을 함유<88>

한 DMEM  배지에서 배양하였다. 세포가 24시간 후 well 표면의 70 ~ 80% 정도를 덮을 정도로 자라면, 무혈청

DMEM 배지에서 1 ~ 2 μg의 인간 P19A, LAP 발현 벡터 DNA (각각 도 6b와 6c)와 대조군 벡터를 6 ~ 8 ㎕의

LIPOFECTAMINE PLUS  (Invitrogen)를 사용하여 293G 세포에 감염시켰다. 감염시킨 293GPG 세포를 24시간 배양

하여 virus (Retro viurs) (각각 P19A와 LAP가 삽입된 레트로바이러스, P19A/pLNCX2, LAP/pLNCX2)를 포함하는

배양 상청액을 이용 Jurkat (T 림프구) 세포에 4 ~ 5시간 배양 후 혈청이 10% 함유된 배지로 바꿔서 24시간 배

양하였으며 이 과정을 3회 반복하였다.

실시예 4. 단백질 발현 후 세포분열 억제 측정<89>

(가) 세포 증식 검사<90>

96Well plate에서 P19A 또는 LAP을 형질도입시킨 Jurkat (T 림프구) 세포와 벡터만 있는 대조 세포를 3일간 배<91>

양 후 thymidine 1 μCi/Well을 첨가하여 12시간 후 TopCount NXT microplate scintillation과 TopCount NXT

소프트웨어를 사용하여 분석한 결과 P19A 또는 LAP 형질도입한 숙주세포의 세포증식이 감소되는 것을 알 수 있

었다 (도 7).
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(나) Western blot을 이용한 단백질 발현 검사<92>

 대조군을 포함한 각각의 숙주세포는 세포 용해 완충용액 (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 0.1 % TritonX-100)으로<93>

용해시키고 Bradford protein assay (Bio-Rad)를 이용하여 단백질 양을 정량 (30 μg)하였다. 용출된 시료로

SDS-폴리아크릴아마이드 겔 전기영동을 실시한 다음 PVDF nitrocellulose membrane (Bio-Rad)에 전기이동 시킨

후 anti-mouse CDK2, CyclinA, CDK4, CyclinE (Santa Cruz)와 대조군 anti-mouse β-actin (Sigma)에서 2시간

반응 후 HRP-conjugated anti-rat IgG (Amersham) 항체로 실온에서 1시간 반응하고 ECL kit (GE Healthcare)를

이용하여 X-ray film (Fuji)로 검사하여 단백질을 확인하였을 때, P19와 LAP을 발현시킨 세포에서 세포주기에

관련된 단백질 CDK2, CyclinA, CDK4, CyclinE 이 감소 되는 것을 알 수 있었다 (도 8). 

또한 P19A와 LAP을 발현시킨 숙주세포에 단백질 합성 저해제인 Cycloheximide를 처리하고 시간별로 세포를 걷어<94>

완충용액으로 용해시킨후 상기 실시예 4의 (나)와 같은 방법으로 단백질을 정량하여 anti-mouse P27에서 2시간

반응 후 HRP-conjugated anti-rat IgG 항체로 실온에서 1시간 반응하고 ECL kit (GE Healthcare)를 이용하여

X-ray film (Fuji)로 검사하여 단백질을 확인하였을 때 세포 분열 억제 작용을 하는 P27 발현이 증가되는 것을

알 수 있었다 (도 9). 

이러한 결과는 결국 도 10과 같이 LAG-3에 의한 signal이 세포내에 들어오면 LAP이 skp1 (p19A)과 결합하여,<95>

skp1과 skp2의 결합을 방지하며, 따라서 p27의 ubiquitination을 방해한다는 것이 되며, 이러한 결과는 결국

cyclin A와 CDK2의 활성 억제를 하는 p27의 분해를 저해하여, 세포주기에서 S phase 진입에 필수적인 CDK2와

cyclin A의 활동을 방해함으로 S phase의 진입을 방해한다.

    발명의 효과

이상 설명한 바와 같이, 본 발명은 LAG-3-associated protein (LAP)과 P19A (Skp1)의 상호작용이 T 림프구의<96>

세포분열과 증식을 저해한다는 것을 증명하였다.

본 발명에 따르면, P19A 유전자와 LAP 유전자 또는 그 발현 단백질들을 이용하여, 면역반응시 T 림프구의 증식<97>

을 억제함으로써 자가면역질환이나 장기이식과 같은 T 림프구의 증식을 억제해야하는 질병에 효과적인 유전자

치료 방법으로 활용될 것이다.
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<100>

도면의 간단한 설명

도 1은 P19A(Skp1) 및 LAP 유전자의 제한효소 부위를 나타낸다.<1>

도 2는 P19A와 LAP의 Yeast two-hybrid 하기 위한 유전자 구축 모식도이다.<2>

도 3은 P19A와 LAP의 domain을 각각 분리하여 Yeast two-hybrid 방법을 이용하여 단백질의 상호작용을 알아본<3>

사진이다.

도 4는 P19A와 LAP의 형광발현을 위한 유전자 구축 모식도이다.<4>

도 5는 P19A와 LAP을 형광형미경을 이용하여 발현양상을 확인한 사진이다.<5>

도 6은 P19A와 LAP의 단백질 발현을 위한 유전자 구축 모식도이다. <6>

도 7도은 숙주세포에 P19A와 LAP을 발현시킨 후 thymidine을 이용하여 세포의 증식을 나타낸 그래프이다.<7>

도 8은 숙주세포에 P19A와 LAP을 발현시킨 후 세포 분열주기에 관련된 단백질 발현정도를 Western-blot을 이용<8>

하여 확인한 사진이다.

도 9는 P19A와 LAP을 발현시킨 숙주세포에 단백질 합성 저해제인 Cycloheximide를 처리한 후 Western-blot을<9>
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이용하여 세포 분열 억제 작용을 하는 P27의 발현을 확인한 사진이다.

도 10은 P19A와 LAP의 상호작용과 세포분열주기와의 연관성을 나타낸 모식도이다.<10>

도면

    도면1a
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    도면4g

    도면4h
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    도면10

서 열 목 록

서열목록 전자파일 첨부  
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