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요약

신규한 포유동물의 Zcyto7 폴리펩티드, 그 폴리펩티드를 암호화하는 폴리뉴클레오티드, 및 관련 조성물 
및 항체 및 항 유전형 항체를 포함하는 방법.

색인어

Zcyto7 폴리펩티드, 에피토프-발생 부위

명세서

배경기술

다세포 유기체 세포의 증식 및 분화는 호르몬 및 폴리펩티드 성장 인자에 의해 조절된다. 이러한 확산 가
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능한 분자들로 인해 세포들은 서로 대화할 수 있고 세포 및 기관을 형성하기 위해 협력하여 작용할 수 있
다.  호르몬  및  성장  인자의  예로  스테로이드  호르몬(예컨대  에스트로겐,  테스토스테론),  부갑상선 
호르몬, 여포 자극 호르몬, 인터루킨, 혈소판 유도 성장 인자(PDGF), 상피 성장 인자(EGF), 과립구-대식
세포 콜로니 자극 인자(GM-CSF), 에리트로포이에틴(EPO) 및 칼시토닌을 포함한다. 

호르몬 및 성장 인자는 단백질에 결합함으로써 세포 대사에 영향을 미친다. 단백질은 이차 전달자 등의 
세포 내의 신호전달 경로에 관련된 인테그럴 막(membrane) 단백질일 수 있다. 다른 클래스의 단백질들은 
전사 인자 등의 용해성 분자들이다. 

특별한 관심사 중 사이토킨은 세포의 증식 및/또는 분화를 촉진하는 분자이다. 사이토킨의 예로서 적혈구 
세포의 발생을 자극하는 에리트로포이에틴(EPO),  혈소판 계통 세포의 발생을 자극하는 트롬보포이에틴
(TPO) 및 호중구의 발생을 자극하는 과립구-콜로니 자극 인자(G-CSF)를 포함한다. 이러한 사이토킨은 빈
혈을  앓고  있거나  암의  화학치료를  받고  있는  환자들에  있어서  정상  혈구  세포를  회복하는  데에 
유용하다. 이러한 사이토킨의 증명된 생체내에서의 활성은 그것의 수많은 임상학적 잠재성, 그리고 다른 
사이토킨, 사이토킨 아고니스트 및 사이토킨 안타고니스트를 위한 필요를 설명해준다. 

기술분야

본 발명은 이하 Zcyto7라 하는 사이토킨-유사 인자 7로 불리우는 신규 폴리펩티드 및 관련 조성물 및 방
법을 제공함으로써 이 필요를 다룬다. 

따라서 본 발명의 한 관점은 하기와 같은 아미노산 서열을 갖는 분리된 Zcyto7 폴리펩티드를 제공한다. 
인간 및 마우스 cDNA 둘다 발견하였다. 인간 서열은 SEQ ID NO:1 및 2로 정의된다. 마우스 뉴클레오티드 
및 아미노산 서열은 SEQ ID NO:11 및 12에 의해 정의된다. 

뉴클레오티드 서열인 SEQ ID NO:1은 SEQ ID NO:1 및 SEQ ID NO:2에 보여진 바와 같은 개시 Met을 갖는 약 
180개 아미노산의 폴리펩티드를 암호화하는 오픈 리딩 프레임을 함유한다. 예기되는 신호 서열은 아미노
산 잔기 1-20에 포함되고 그 결과된 예기되는 성숙(mature) Zcyto7 폴리펩티드는 아미노산 잔기21인 글루
타민으로부터  확장하여 아미노산 잔기 180인 페닐알라닌까지 포함하는 아미노산 서열에 의해 표현되고, 
또한 SEQ ID NO: 14에 의해서도 표현된다. 펩티드 맵핑 데이타는 성숙 Zcyto7이 SEQ ID NO: 2의 아미노산 
잔기 23인 아르기닌으로부터 아미노산 잔기 180을 포함하는 곳까지 확장한 아미노산 서열을 포함하는 수
많은 N-말단 성숙 변이체들에 포함될 수 있고, 또한 SEQ ID NO: 36에 의해서도 정의될 수 있고; SEQ ID 
NO:2의 아미노산 잔기 27인 세린으로부터 아미노산 잔기 180을 포함하는 곳까지 확장한 아미노산 서열, 
또한 SEQ ID NO: 37에 의해 정의될 수 있고; SEQ ID NO: 2의 아미노산 잔기 30인 리신으로부터 아미노산 
잔기 180을 포함하는 곳까지 한정되는 아미노산 서열, 또한 SEQ ID NO:38에 의해 정의될 수도 있고; SEQ 
ID NO: 2의 아미노산 28인 리신으로부터 아미노산 잔기 180을 포함하는 곳까지 확장한 아미노산 서열, 또
한 SEQ ID NO: 41에 의해 정의될 수도 있고 그리고 아미노산 잔기 53인 메티오닌으로부터 아미노산 잔기 
180을 포함하는 곳까지 확장한 아미노산 서열, 또한 SEQ ID NO: 42에 의해 정의된다. 카르복시 말단에서 
유일하게 발견된 절단은 위치 180에서 페닐알라닌이 잘려지는 것이다. 이것은 상기 한정된 성숙 Zcyto7 
폴리펩티드 모두에 있어서 일어날 수 있고 그 예는 SEQ ID NO: 43에 의해 보여진다. 인간 Zcyto7의 부가
적인 변이체들은 SEQ ID NO: 15-25에 의해 정의된다. 부가적인 구체예 내에 그 폴리펩티드는 더욱 친화성 
태그(tag)를 포함한다. 

SEQ ID NO:11 및 12는 성숙 단백질이 아미노산 잔기 21인 히스티딘으로부터 아미노산 잔기 180인 페닐알
라닌을 포함하는 곳까지 확장한 아미노산 서열, 또한 SEQ ID NO: 39에 의해 정의되는 서열; 또는 대안적
인 스플라이스(splice) 부위로서 아미노산 잔기 23인 아르기닌부터 아미노산 180을 포함하는 곳까지, 또
한 SEQ ID NO:40으로 정의되는 서열인 쥐의 Zcyto7을 정의한다. 본 발명은 또한 적어도 상기 정의된 그러
한 Zcyto7 폴리펩티드와 90%의 상동성, 더 바람직하게는 95%, 97% 또는 99%의 상동성인 아미노산 서열을 
갖는 폴리펩티드를 포함한다. 

본 발명의 부가적 구체예는 상기 기술된 아미노산 서열을 갖는 Zcyto7 폴리펩티드의 에피토프 발생 부위
의 아미노산 서열을 갖는 펩티드 또는 폴리펩티드에 관한 것이다. 본 발명의 Zcyto7 폴리펩티드의 에피토
프 발생 부위의 아미노산 서열을 갖는 펩티드 또는 폴리펩티드는, 비록 상기 기술된 본 발명의 폴리펩티
드의 전체 아미노산 서열을 포함하는 길이 까지의 어떤 길이의 에피토프 발생 폴리펩티드가 또한 본 발명
에 포함된다 하더라도, 적어도 9, 바람직하게는 적어도 15 그리고 더욱 바람직하게는 적어도 30 내지 50
개의 아미노산을 갖는 그러한 폴리펩티드들의 부분을 포함한다. 상기 폴리펩티드들의 예는 SEQ  ID  NO: 
25-35의 아미노산 서열로 정의된다. 또한 특허청구되는 것은 다른 폴리펩티드 또는 운반체 분자에 융합된 
이러한 폴리펩티드들 중 어떤 것이다. 

본 발명은 상기 폴리펩티드들의 아미노 말단이 변형되고, 아미노산 잔기 3인 아르기닌; 아미노산 잔기 7
인 세린; 아미노산 잔기8인 리신; 아미노산 잔기 10인 리신 또는 아미노산 잔기 33인 메티오닌 중 하나에
서 시작하는 SEQ ID NO: 15-25로 정의되는 폴리펩티드들을 더욱 포함한다. 

본 발명은 SEQ ID NO: 2, 12, 14-25 및 36 내지 42로 정의되는 폴리펩티드를 더욱 포함하는데, 그 아미노
산 서열이 SEQ ID NO: 2의 아미노산 잔기 179, SEQ ID NO: 14-25의 아미노산 잔기 159인 이소루신에서 종
결하고, 그것이 SEQ ID NO: 36의 아미노산 잔기 157에 대응되는 SEQ ID NO: 37의 아미노산 잔기 153, SEQ 
ID NO: 38의 아미노산 잔기 150, SEQ ID NO: 39의 아미노산 잔기 159, SEQ ID NO: 40의 아미노산 잔기 
157, SEQ ID NO: 42의 아미노산 잔기 152, SEQ ID NO: 42의 아미노산 잔기 127에 대응된다. 

본 발명은 분리된 펩티드 또는 상기 기술된 펩티드들의 폴리펩티드 또는 하나 이상의 아미노산 잔기의 첨
가, 결실 및/또는 치환에 의해 변형된 그러나 상기 펩티드 또는 폴리펩티드의 생물학적 활성을 유지하는 
아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드를 더욱 포함한다. 

본 발명의 또다른 관점에서 본질적으로 펩티드 결합에 의해 연결된 첫번째 부위 및 두번째 부위로 구성된 
키메라  폴리펩티드를  제공한다.  그  키메라  폴리펩티드의  첫번째  부위는  본질적으로  (a)상기  기술된 
Zcyto7 폴리펩티드 (b)상기 기술된 폴리펩티드들의 대립유전자 변이체로 구성되어 있다. 그 키메라 폴리
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펩티드의 두번째 부위는 본질적으로 친화성 태그 등의 다른 폴리펩티드로 구성된다. 한 구체예에서 친화
성 태그는 면역글로불린 Fc 폴리펩티드이다. 또한 본 발명은 그 키메라 폴리펩티드를 암호화하는 발현 벡
터 및 그 키메라 폴리펩티드들을 생산하기 위해 트랜스펙션된 숙주 세포들을 제공한다. 

본 발명의 또다른 관점은 (a)상기 기술된 Zcyto7 폴리펩티드를 암호화하는 뉴클레오티드 서열; (b)SEQ ID 
NO: 14-40의 폴리펩티드들을 암호화하는 뉴클레오티드 서열 및 (c)(a) 또는 (b) 안의 뉴클레오티드 서열 
중 어느 하나에 상보적인 뉴클레오티드 서열로 이루어지는 군으로부터 선택된 폴리뉴클레오티드를 포함하
는 분리된 핵산 분자를 제공한다. 

본 발명의 또다른 구체예는 상기 (a), (b) 또는 (c) 안의 뉴클레오티드 서열 중 어느 하나와 적어도 90% 
상동성, 더 바람직하게는 95%, 97%, 98% 또는 99% 상동성이 있는 뉴클레오티드 서열을 갖는 폴리뉴클레오
티드, 또는 상기 (a), (b) 또는 (c)의 뉴클레오티드 서열을 갖는 폴리뉴클레오티드에 긴축 혼성화 조건 
하에 혼성화하는 폴리펩티드를 포함하는 분리된 핵산 분자를 포함한다. 본 발명의 부가적인 핵산의 구체
예는 Zcyto7 폴리펩티드의 에피토프 발생 부위의 아미노산을 포함하는 분리된 핵산 분자에 관한 것이다. 

본 발명의 또다른 관점은 (a)전사 프로모터;(b)상기 기술된 폴리펩티드를 암호화하는 DNA 절편, 및 (c)전
사 터미네이터를 포함하는 발현벡터를 제공하는데, 그 안의 프로모터, DNA 절편, 및 터미네이터는 작동가
능하게 연결되어 있다. 

본 발명의 세번째 관점은 상기 기술된 발현 벡터가 도입된 배양된 진핵세포를 제공하는데, 상기 세포는 
DNA 절편에 의해 암호화된 단백질 폴리펩티드를 발현한다. 

본 발명의 또다른 구체예는 상기 기술된 Zcyto7 폴리펩티드에 특이적으로 결합하는 분리된 항체이다. 또
한 특허청구되는 것은 포유동물을 Zcyto7 폴리펩티드 또는 Zcyto7 에피토프 발생 폴리펩티드로 접종하여 
그 포유동물이 그 폴리펩티드에 대한 항체를 생산하도록 하는 것; 그리고 상기 항체를 분리하는 것을 포
함하는 Zcyto7 폴리펩티드에 결합하는 항체를 생산하는 방법이다. 

본 발명의 이러한 그리고 다른 관점은 하기 상세한 설명을 참고하면 명백해 질 것이다. 

발명의 상세한 설명

여기서 인용된 참고문헌 모두는 이 안에 그 전체가 참고문헌으로 통합되어 있다. 

여기서 사용되는 용어 "친화성 태그"는 두번째 폴리펩티드의 정제 또는 검출을 제공하기 위해 또는 두번
째 폴리펩티드의 기질에의 결합 부위를 제공하기 위해 두번째 폴리펩티드에 결합될 수 있는 폴리펩티드 
절편을 나타낸다. 주로 항체 또는 다른 특이적 결합제가 이용할 수 있는 펩티드 또는 단백질이 친화성 태
그로서  이용될  수  있다.  친화성  태그는  폴리-히스티딘계,  단백질A  [Nilsson  et  al,  EMBO  J.  4:1075 
(1985);  Nilsson  et  al.,  Methods  Enzymol.  198:3  (1991)],  글루타티온  S  트랜스퍼라제[Smith  and 
Johnson, Gene 67:31 (1988)], Glu-Glu 친화성 태그[Grussenmeyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
82:7952-4 (1985)], 물질 P, FLAG™ 펩티드(Hopp et al., Biotechnology 6:1204-10 (1988), 스트렙타비딘 
결합 펩티드, 또는 다른 항원의 에피토프 또는 결합 도메인을 포함한다. 일반적으로 Ford 등의 단백질 발
현  및  정제  2:95-107(1991)을  참조하라.  친화성  태그를  암호화하는  DNA는  상업적  공급자(예컨대 
Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)로부터 입수할 수 있다. 

용어 "대립유전자 변이체"는 같은 염색체 위치를 점하는 한 유전자의 둘 이상의 대안적 형태들 중 어느 
하나를 의미한다. 대립유전자 변이는 돌연변이를 통해 자연적으로 발생하고 개체군 내에서 표현형의 다형
현상을 유발할 수 있다. 유전자 돌연변이는 침묵일 수도 있고(암호화된 폴리펩티드에 변화가 없는 것) 또
는 변경된 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드를 암호화할 수도 있다. 여기서 사용된 용어 대립유전자 변이
체는 또한 한 유전자의 대립유전자 변이체에 의해 암호화된 단백질을 의미한다. 

용어 "발현 벡터"는 그 전사를 위해 제공되는 부가적인 절편들과 작동가능하게 연결되고 원하는 폴리펩티
드를 암호화하는 절편을 포함하는 선형 또는 원형의 DNA 분자를 의미한다. 그러한 부가적 절편들은 프로
모터  및  터미네이터  서열을  포함하고  선택적으로  하나이상의  복제  개시점,  하나이상의  선별  마커, 
인핸서, 폴리아데닐화 신호 등을 포함한다. 발현 벡터는 통상 플라스미드 또는 바이러스 DNA로부터 유래
되거나 또는 둘다의 요소를 함유한다. 

폴리뉴클레오티드 분자에 적용될 때, 용어 "분리된"은 폴리뉴클레오티드가 그것의 자연적 유전 환경으로
부터 제거되고 다른 외래의 또는 원치않는 암호 서열을 갖지 않고 유전학적으로 엔지니어링된 단백질 생
산 시스템 내에서의 사용에 적합한 형태인 것을 의미한다. 그러한 분리된 분자는 그것의 자연 환경으로부
터 분리된 것들이고 cDNA 및 게놈의 클론을 포함한다. 본 발명의 분리된 DNA 분자는 그것들이 통상 결합
하고 있는 다른 유전자들은 없지만 자연적으로 발생하는 프로모터 및 터미네이터 등의 5' 및 3' 비번역 
부위들을 포함할 수 있다.  관련된 부위의 동정은 당업자에게 명백할 것이다.  예컨대 Dynan  및 Tijan, 
Nature 316:774-78 (1985)를 참조하라. 단백질에 적용될 때, 용어 "분리된"은 단백질이 혈액 및 동물 조
직으로부터 분리되는 등의 그것의 출처 환경 이외의 조건에서 발견된 것을 의미한다. 바람직한 형태로 그 
분리된 단백질은 본질적으로 다른 단백질, 특히 다른다른 동물 기원의 단백질을 갖고 있지 않다. 극도로 
정제된 형태, 즉 95% 순도보다 큰, 더 바람직하게는 99% 순도보다 큰 순도를 갖는 단백질을 제공하는 것
이 바람직하다. 

용어 "작동가능하게 연결된"은, DNA 절편을 언급할 때, 그것들이 그들의 의도된 목적 예컨대 전사가 프로
모터에서 개시되고 터미네이터로 암호 절편을 통해 진행하는 등의 목적을 위해 그들이 협조하여 기능하도
록 배열된 절편을 의미한다. 

용어 "폴리뉴클레오티드"는 5'말단으로부터 3'말단으로 읽혀지는 데옥시리보뉴클레오티드 또는 리보뉴클
레오티드 염기들의 단일 또는 이중가닥의 폴리머를 의미한다. 폴리뉴클레오티드는 RNA 및 DNA를 포함하고 
천연원료로부터 분리되거나 실험실에서 합성되거나, 또는 천연 및 합성 분자들의 조합으로부터 제조될 수 
있다. 
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용어 "폴리뉴클레오티드 분자의 상보체"는 상보적인 염기서열을 갖고 기준 서열에 대해 역방향인 폴리뉴
클레오티드 분자를 의미한다. 예컨대 서열 5' ATGCACGGG 3'은 5' CCCGTGCAT 3'에 상보적이다. 

용어 "축퇴 뉴클레오티드 서열"은 하나 이상의 축퇴 코돈을 포함하는(폴리펩티드를 암호화하는 기준 폴리
펩티드 분자와 비교하여) 뉴클레오티드의 서열을 의미한다. 축퇴 코톤은 뉴클레오티드의 다른 트리플렛을 
갖지만 같은 아미노산 잔기를 암호화한다(즉 GAU 및 GAC 트리플렛 각각은 Asp을 암호화한다). 

용어 "프로모터"는 RNA 중합효소의 결합 및 전사의 개시를 제공하는 DNA 서열을 함유하는 유전자의 부위
를 의미한다. 프로모터 서열은 통상 그러나 항상 그렇지는 않지만 유전자의 5' 비암호화 영역에서 발견된
다. 

용어 "분비 신호 서열"은 큰 폴리펩티드의 한 구성성분으로서 그 큰 폴리펩티드를 그것이 합성되는 세포
의 분비 경로를 통해 이동하도록 하는 폴리펩티드("분비 펩티드)를 암호화하는 DNA 서열을 의미한다. 그 
큰 펩티드는 통상 분비 경로를 통해 이동할 때 분비 펩티드를 제거하기 위해 잘려진다. 

용어 "수용체"는 생활성 분자(즉 리간드)에 결합하고 세포에서 리간드의 효과를 매개하는 세포-결합 단백
질을 의미한다. 막 결합 수용체는 전형적으로 신호 전달에 관련된 세포외 리간드 결합 부위 및 세포내 이
펙터 부위를 포함하는 멀티도메인 구조에 특징이 있다. 리간드가 수용체에 결합하면 수용체의 구조적 변
화를 야기하여 세포에서 이펙터 도메인과 다른 분자 간의 상호작용을 일으킨다. 이 상호작용은 세포의 대
사에 변화를 야기한다. 수용체-리간드 상호작용에 관련된 대사 활동은 유전자 전사, 인산화, 탈인산화, 
사이클릭 AMP 생산의 증대, 세포 칼슘의 결집, 막 지질의 결집, 세포 부착, 이노시톨 지질의 가수분해 및 
포스포리피드의 가수분해를 포함한다. 대부분의 핵 수용체 또한 멀티-도메인 구조를 나타내는데, 아미노 
말단, 활성화 도메인, DNA 결합 도메인 및 리간드 결합 도메인을 포함한다. 일반적으로 수용체는 막 결합
성, 세포질성 또는 핵성일 수 있고; 단량체(예컨대 갑상선 자극 호르몬 수용체, 베타-아드레날린 수용체) 
또는 다량체(예컨대 PDGF 수용체ㅡ 성장 호르몬 수용체, IL-3 수용체, GM-CSF 수용체, G-CSF 수용체, 에
리트로포이에틴 수용체 및 IL-6 수용체)일 수 있다. 

용어 "상보적/항-상보적 쌍"은 적절한 조건하에서 비공유 결합되고 안정한 쌍을 형성하는 다른 부위를 의
미한다. 예를 들면 비오틴 및 아비딘(또는 스트렙타비딘)은 상보적/항-상보적 쌍의 최초 멤버이다. 상보
적/항-상보적 쌍의 다른 예는 수용체/리간드 쌍, 항체/항원(또는 햅텐 또는 에피토프) 쌍, 센스/안티센스 
폴리뉴클레오티드 쌍 등을 포함한다. 그 상보적/항-상보적 쌍의 뒤따르는 해리가 필요할 경우, 그 상보적

/항-상보적 쌍은 바람직하게는 10
9
M
-1
보다 작은 결합 친화도를 갖는다. 

"용해성 단백질"은 세포막에 결합되지 않는 단백질 폴리펩티드를 의미한다. 

본 발명의 바람직한 구체예에서 분리된 폴리뉴클레오티드가 긴축 조건하에서 SEQ ID NO: 1의 DNA 또는 그
것에 상보적인 서열의 유사한 크기의 영역에 혼성화할 것이다. 일반적으로 긴축 조건은 한정된 이온 강도 
및 pH에서 특정 서열에 대한 열 융점(Tm) 미만인 약 5℃로 선택된다. 그 Tm은 50%의 표적 서열이 완전히 
일치하는 프로브와 혼성화하는 시점의 온도(한정된 이온 강도 및 pH)이다. 전형적은 긴축 조건은 염농도
가 pH 7에서 약 0.02M이하이고 온도가 적어도 약 60℃이다. 이미 언급한 바와 같이 본 발명의 분리된 폴
리뉴클레오티드는 DNA 및 RNA를 포함한다. DNA 및 RNA를 분리하는 방법은 당업계에 잘 알려져 있다. 총 
RNA는 구아니딘 HCl 추출 후 CsCl 구배에서 원심분리에 의해 분리하여 준비될 수 있다[Chirgwin et al., 

Biochemistry  18:52-94  (1979). 폴리(A)
+
 RNA는 Aviv  및 Leder,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA 69:1408-

1412(1972)의 방법을 사용하여 총 RNA로부터 제조될 수 있다. 상보적인 DNA(cDNA)는 공지된 방법을 이용
하여 폴리(A)+ RNA로부터 제조될 수 있다. 그 후 Zcyto7 폴리펩티드를 암호화하는 폴리뉴클레오티드가 예
컨대 혼성화 또는 PCR에 의해 동정되고 분리된다. 

부가적으로 본 발명의 폴리뉴클레오티드는 DNA 합성기를 이용하여 합성될 수 있다. 최근 선택되는 방법이 
포스포라미디트(phosphoramidite) 방법이다. 만약 화학적으로 합성된 이중 가닥 DNA가 유전자 또는 유전
자 단편의 합성 등의 적용을 위해 필요하면 각각의 상보적인 가닥이 별개로 합성된다. 짧은 유전자(60 내
지 80bp)의 생산은 기술적으로 간단하여 상보적인 가닥들이 합성된 후 그것들을 어닐링함으로써 수행될 
수 있다. 그러나 긴 유전자(300bp 이상)의 생산을 위해서는 화학적 DNA 합성 동안 각 사이클의 커플링 효
율이 100%가 되지 않기 때문에 특별한 방법이 필요하다. 이 문제를 해결하기 위해서 합성 유전자(이중가
닥)가 20 내지 100 뉴클레오티드 길이의 단일가닥 단편으로부터 모듈 형태로 조립된다. 단백질 암호 서열 
뿐만 아니라, 합성 유전자가 클로닝 벡터의 제한 효소 부위 안으로의 삽입을 촉진하는 말단 서열을 갖도
록 고안될 수 있고, 적절한 전사 및 번역의 개시 및 종결을 위한 신호를 포함하는 다른 서열들 또한 첨가
되어야 한다. 

Glick, Bernard R. 및 Jack J. Pasternak의 '분자 생명공학, 재조합 DNA의 원리 및 응용'(ASM 출판, 워싱
톤  D.C.  1994),  Itakura,  K.  등의  합성  올리고뉴클레오티드의  합성  및  이용.  Annu.  Rev.  Biochem. 
53:323-356 (1984), 및 Climie, S. 등의 티미딜레이트 신타제 유전자의 화학적 합성. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 87:633-637 (1990)을 참조하라. 

당업자는 SEQ ID NOS:1 및 2로 기재된 서열이 인간의 단일 대립유전자를 나타낸다는 것을 인식할 것이다. 
다양한 위치에서 잘려지는 리더 서열을 갖는 수많은 자연적으로 발생하는 성숙 N-말단 변이체들이 있다. 
그것들은 SEQ ID NO 14, 36, 37 및 38에 의해 정의된 서열을 포함한다. 이러한 서열들의 대립유전자 변이
체들은 표준 절차에 따라 다른 개체로부터의 cDNA 또는 게놈 라이브러리를 프로빙함으로써 클론될 수 있
다. 인간 Zcyto7의 변이체의 예는 SEQ ID NO: 15-25의 폴리펩티드에 의해 표현된다. 

쥐 Zcyto7의 cDNA 및 단백질은 SEQ ID NO: 11 및 12로 기술된다. 그 성숙 Zcyto7 폴리펩티드는 SEQ ID 
NO: 39 및 40에 의해 한정된다. 

본 발명은 다른 종들의 대응하는 단백질 및 폴리뉴클레오티드("종 오르톨로그(orthologs)")를 더욱 제공
한다. 특별한 관심사는 쥐, 돼지, 양, 소, 개, 고양이, 말  및 그외 영장류를 포함하는 다른 포유동물 종
들의 Zcyto7 폴리펩티드이다. 인간의 Zcyto7 단백질의 종 오르톨로그가 본 발명에 의해 제공된 정보 및 
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조성을 이용하여 종래의 클로닝 기술과 조합하여 클론될 수 있다. 예컨대 cDNA가 단백질을 발현하는 조직 
또는 세포 타입으로부터 얻은 mRNA를 사용하여 클론될 수 있다. 적당한 mRNA원은 여기에 개시된 서열로부
터 고안된 프로브로 노던 블럿 프로빙함으로써 동정될 수 있다. 그 후 라이브러리가 양성 조직 또는 셀 
라인의 mRNA로부터 제조된다. 그 후 단백질 암호화 cDNA가 완전한 또는 부분적인 인간 또는 마우스 cDNA 
또는 개시된 서열에 기초한 퇴축 프로브의 하나 이상의 세트로 프로빙 하는 방법 등의 다양한 방법들에 
의해 분리될 수 있다. cDNA는 또한 여기에 개시된 서열로부터 고안된 프라이머를 사용하여 중합효소 사슬 
반응(PCR)(Mullis, 미국특허 제 4,683,202호)을 이용하여 제조될 수 있다. 부가적인 방법에서 cDNA 라이
브러리가 숙주 세포를 형질전환 또는 트랜스펙션 시키는 데에 이용될 수 있고 원하는 cDNA의 발현은 단백
질에 대한 항체로 검출될 수 있다. 유사한 기술들이 또한 게놈 클론의 분리에 적용될 수 있다. 사용되고 
청구된 바와 같이 용어 "폴리펩티드를 암호화하는 분리된 폴리뉴클레오티드,  상기  폴리뉴클레오티드는 
SEQ ID NO: 2에 의해 정의됨"은 SEQ ID NO:2의 폴리펩티드의 모든 대립유전자 변이체 및 종 오르톨로그를 
포함한다. 

본 발명은 또한 본질적으로 SEQ ID NO: 2의 단백질 폴리펩티드 및 그것의 종 오르톨로그에 상동성인 분리
된 폴리펩티드를 제공한다. "분리된"은 혈액 및 동물 조직으로부터 분리 등의 그것의 출처 환경 이외의 
조건에서 발견되는 단백질 또는 폴리펩티드를 의미한다. 바람직한 형태로 그 분리도니 폴리펩티드는 본질
적으로 다른 폴리펩티드, 특히 다른 동물 기원의 폴리펩티드를 갖지 않는다. 극도로 정제도니 형태, 즉 
95% 순도보다 큰, 더 바람직하게는 99% 순도보다 큰 순도를 갖는 폴리펩티드를 제공한다. 여기서 사용된 
용어 "본질적으로 상동인"은 SEQ ID NO:2 또는 그 종 오르톨로그에서 보여지는 서열과 50% 상동성, 바람
직하게는 60% 상동성, 더 바람직하게는 80% 상동성를 갖는 폴리펩티드를 의미한다. 그러한 폴리펩티드는 
더욱 바람직하게는 SEQ ID NO:2 또는 그것의 종 오르톨로그와 적어도 90%의 상동성, 가장 바람직하게는 
95% 이상의 상동성을 갖는다. 퍼센트 서열 상동성은 종래 방법에 의해 측정한다. 예로서 Altschul 등의 
Bull. Math. Bio. 48: 603-616 (1986) 및 Henikoff와 Henikoff의 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:10915-
10919 (1992)를 참조하라. 요컨대 두개의 아미노산 서열이 표2(아미노산이 표준 한 문자 코드로 표시됨)
에서 보여지는 바와 같이 Henikoff 및 Henikoff(ibid.)의 갭 오프닝 벌점 10, 갭 확장 벌점 1 및 "블로섬 
62" 점수 매트릭스를 이용하여 결합 점수를 최적하하기 위해 결합된다. 그 퍼센트 상동성은 하기와 같이 
계산된다:

(상동적 매치의 총 수) / (긴 서열의 길이 + 두 서열을 결합시키기 위해 긴 서열 안으로 도입되는 갭의 
수) X 100

[표 2]

폴리뉴클레오티드 분자의 서열 상동성은 상기 기술된 바와 같은 비율을 사용하여 유사한 방법에 의해 결
정된다. 

본질적으로 상동적인 단백질 및 폴리펩티드는 하나이상의 아미노산 치환, 결실 또는 첨가를 갖는 특성이 
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있다. 이러한 변화는 바람직하게는 중요치 않은 성질로서 단백질 또는 폴리펩티드의 폴딩(folding) 또는 
활성에 현저한 영향을 미치지 않는 보존적 아미노산 치환(표3 참조) 및 다른 치환; 전형적으로 1 - 약 30
개 아미노산의 적은 결실; 아미노-말단의 메티오닌 잔기, 약 20-25 잔기 이하의 작은 링커 펩티드 등의 
작은 아미노- 또는 카르복시-말단의 연장, 또는 폴리히스티딘계, 단백질A[Nilsson 등의 EMBO J. 4:1075 
(1985); Nilsson 등의 Methods Enzymol. 198:3 (1991)], 글루타티온 S 트랜스퍼라제[Smith and Johnson, 
Gene 67:31 (1988)], 또는 다른 항체의 에피토프 또는 결합 도메인 등의 정제를 촉진하는 작은 연장(친화
성 태그)인 것이 바람직하다. 일반적으로 Ford 등의 '단백질 발현 및 정제' 2:95-107(1991)을 참조하라. 
친화성 태그를 암호화하는 DNA는 상업적 공급자(예컨대 Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)로부터 입수
할 수 있다. 

[표 3]

보존적 아미노산 치환

염기성 아르기닌 방향족 발린

리신 페닐알라닌

히스티딘 트립토판

산성 글루탐산 티로신

아스파르트산 소형 글리신

극성 글루타민 알라닌

아스파라진 세린

소수성 루신 트레오닌

이소루신 메티오닌

본 발명의 폴리펩티드의 필수 아미노산은 부위-특이적(site-directed) 돌연변이유발 또는 알라닌-스캐닝 
돌연변이유발[Cunningham 및 Wells, Science 244:1081-1085 (1989); Bass 등의 Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 88:4498-4502(1991)] 등의 당업계에 알려진 절차에 따라 동정될 수 있다. 후자 기술에서 단일의 알라
닌 돌연변이가 분자의 각 잔기에 도입되고 그 결과된 돌연변이체 분자를 생물학적 활성(즉 리간드 결합 
및 신호 전달)에 대해 테스트하여 그 분자의 활성에 중요한 아미노산 잔기를 동정한다. 리간드-단백질 상
호작용 부위 또한 핵 자기 공명, 결정학 또는 광친화성 라벨링 등의 기술에 의해 측정하는 것과 같이 결
정 구조 분석에 의해 결정될 수 있다. 예로서 de Vos 등의 Science 255:306-312 (1992); Smith 등의 J. 
Mol. Biol. 224:899-904 (1992); Wlodaver 등의 FEBS Lett. 309:59-64 (1992)를 참조하라. 필수 아미노산
의 상동성 또한 관련 단백질과의 상동성 분석으로부터 언급될 수 있다. 

다수의 아미노산 치환이 Reidhaar-Olson  및 Sauer의 Science  241:53-57  (1988)  또는 Bowie  및 Sauer의 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:2152-2156(1989)에 의해 개시된 것 등의 돌연변이유발 및 스크리닝의 공
지 방법을 이용하여 행해질 수 있고 테스트될 수 있다. 요컨대 이러한 저자들은 한 폴리펩티드에서 둘 이
상의 위치를 동시에 무작위적으로 선택하여 치환하고 기능성 폴리펩티드에 대해 선별하고, 그 치환된 폴
리펩티드를 시퀀싱하여 각 위치에서 허용되는 치환의 스펙트럼을 결정한다. 사용될 수 있는 다른 방법들
은 파지 디스플레이, 예컨대 Lowman 등의 Biochem. 30:10832-10837 (1991); Ladner 등의 미국 특허 제 
5,223,409호; Huse, WIPO 공보 WO 92/06204) 및 영역-특이적 돌연변이유발, Derbyshire 등의 Gene 46:145 
(1986); Ner 등의 DNA 7:127 (1988)을 포함한다. 

상기 기술된 돌연변이유발 방법은 숙주 세포 내에서 클론된, 돌연변이유발된 단백질의 활성을 검출하기 
위해 고 처리량의 스크리닝 방법과 조합될 수 있다. 이 관점에서 바람직한 분석법은 하기에 기술될 세포 
증식 분석법 및 바이오센서를 기본으로한 리간드-결합 분석법을 포함한다. 활성 단백질 또는 그것의 부분
(예컨대 리간드 결합 단편)을 암호화하는 돌연변이된 DNA 분자를 현대 장비를 사용하여 숙주 세포로부터 
회수할 수 있으며 빠르게 시퀀싱 할 수 있다. 이러한 방법으로 원하는 폴리펩티드의 개개의 아미노산 잔
기의 중요함을 빠르게 결정할 수 있으며 알려지지 않은 구조의 폴리펩티드에 적용할 수 있다. 

상기 논의된 방법을 사용하여 당업자가 SEQ ID NO:2 또는 그것의 대립유전자 변이체에 본질적으로 상동인 
다양한 폴리펩티드를 제조할 수 있고 야생형 단백질의 특성을 보유할 수 있다. 여기서 표현되고 특허청구
된 용어 "SEQ ID NO: 2로 정의된 폴리펩티드"는 그 폴리펩티드의 모든 대립유전자 변이체 및 종 오르톨로
그를 포함한다. 

본 발명의 또다른 구체예는 본 발명의 폴리펩티드의 에피토프 발생 부위를 포함하는 펩티드 또는 폴리펩
티드를 제공한다. 이 폴리펩티드 부위의 에피토프는 본 발명의 폴리펩티드의 면역원 또는 항원의 에피토
프이다. 항체가 결합할 수 있는 단백질의 영역을 "항원의 에피토프"로 정의한다. 예로서 Geysen, H.M. 등
의 Proc. Natl. Acad Sci. USA 81-3998-4002 (1984)를 참조하라. 

항원의 에피토프(즉, 항체가 결합할 수 있는 단백질 분자의 영역을 포함하는 것)를 발생시키는 펩티드 또
는 폴리펩티드의 선별에 관하여, 상대적으로 짧은 합성 펩티드인 단백질 서열의 모방 부분이 부분적으로 
모방된 단백질과 반응하는 항세륨의 도출을 할 수 있다는 것이 당업계에 잘 알려져 있다.  Sutcliffe, 
J.G. 등의 Science 219:660-666 (1983)을 참조하라. 단백질에 반응적인 세륨을 도출할 수 있는 펩티드는 
종종 단백질의 일차 서열로 표현되고 한 세트의 간단한 화학 법칙으로 특징지어질 수 있으며 온전한 단백
질의 면역우세적 영역(즉, 면역원의 에피토프)으로도, 또한 아미노 또는 카르복실 말단으로도 한정되지 
않는다. 극도로 소수성인 펩티드들 및 여섯개 이하의 잔기들은 통상 모방된 단백질에 결합하는 항체를 유
도하는데에 효과가 없고; 더 긴 용해성 펩티드, 특히 프롤린 잔기를 포함하는 것이 일반적으로 효과적이
다. 

그러므로 항원의 에피토프- 발생 펩티드 및 폴리펩티드가 본 발명의 폴리펩티드에 특이적으로 결합하는 
모노클로날 항체를 포함하는 항체를 증가시키는 데에 유용하다. 본 발명의 항원의 에피토프-발생 펩티드 
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및 폴리펩티드는 본 발명의 폴리펩티드의 아미노산 서열 안에 포함된 적어도 9개, 바람직하게는 15 내지 
약 30개 아미노산 서열을 포함한다. 그러나 본 발명의 아미노산 서열의 더 큰 부분, 30 내지 50개 아미노
산 또는 본 발명의 폴리펩티드의 전체 아미노산 서열을 포함하는 길이까지의 어느 길이를 포함하는 펩티
드 또는 폴리펩티드 또한 단백질과 반응하는 항체를 유도하는 데에 유용하다. 바람직하게는 에피토프 발
생 펩티드의 아미노산 서열이 수성 용매에서의 본질적인 용해성을 제공하기 위해 선별되고(즉, 그 서열은 
상대적으로 친수성인 잔기들을 포함하고 소수성인 잔기들은 바람직하게는 피한다); 프롤린 잔기를 포함하
는 서열이 특히 바람직하다. 서열 목록에 나타낸 모든 폴리펩티드는 본 발명에 따라 사용되는 항원의 에
피토프를 포함하지만 특히 고안된 항원의 에피토프는 SEQ ID NO: 27-35로 정의되는 펩티드를 포함한다. 

폴리뉴클레오티드, 일반적으로 본 발명의 cDNA 서열은 상기 기술된 폴리펩티드를 암호화한다. 본 발명의 
폴리펩티드를 암호화하는 cDNA 서열은 일련의 코돈으로 이루어지는데 한 코돈에 의해 암호화되는 폴리펩
티드의 각 아미노산 잔기 및 세개의 뉴클레오티드로 구성된 각 코돈이 그것이다. 그들 각각의 코돈에 의
해 암호화되는 아미노산 잔기는 하기와 같다. 

알라닌(Ala)는 GCA, GCC, GCG 또는 GCT에 의해 암호화되고;

시스테인(Cys)은 TGC 또는 TGT에 의해 암호화되고;

아스파르트산(Asp)은 GAC 또는 GAT에 의해 암호화되고; 

글루탐산(Glu)은 GAA 또는 GAG에 의해 암호화되고;

페닐알라닌(Phe)은 TTC 또는 TTT에 의해 암호화되고;

글리신(Gly)은 GGA, GGC, GGG 또는 GGT에 의해 암호화되고;

히스티딘(His)은 CAC 또는 CAT에 의해 암호화되고;

이소루신(Ile)은 ATA, ATC 또는 ATT에 의해 암호화되고;

리신(Lys)은 AAA, 또는 AAG에 의해 암호화되고;

루신(Leu)은 TTA, TTG, CTA, CTC, CTG 또는 CTT에 의해 암호화되고; 

메티오닌(Met)은 ATG에 의해 암호화되고;

아스파라진(Asn)은 AAC 또는 AAT에 의해 암호화되고;

프롤린(Pro)은 CCA, CCC, CCG 또는 CCT에 의해 암호화되고;

글루타민(Gln)은 CAA 또는 CAG에 의해 암호화되고;

아르기닌(Arg)은 AGA, AGG, CGA, CGC, CGG 또는 CGT에 의해 암호화되고;

세린(Ser)은 AGC, AGT, TCA, TCC, TCG 또는 TCT에 의해 암호화되고;

트레오닌(Thr)은 ACA, ACC, ACG 또는 ACT에 의해 암호화되고;

발린(Val)은 GTA, GTC, GTG 또는 GTT에 의해 암호화되고;

트립토판(Trp)은 TGG에 의해 암호화되고;

티로신(Tyr)은 TAC 또는 TAT에 의해 암호화된다. 

본 발명에 따라 상기 기술된 cDNA가 청구될 때 그것은 센스 가닥, 안티센스 가닥 및 그들 각각의 수소결
합에 의해 함께 어닐링된 센스 및 안티 센스 가닥 둘다를 갖는 이중가닥 DNA 모두를 청구하는 것이다. 또
한 본 발명의 폴리펩티드를 암호화하는 메신저 RNA(mRNA)가 청구될 때 그 mRNA는 상기 기술된 cDNA에 의
해 암호화된 것이다. 메신저 RNA(mRNA)는 각 티민 뉴클레오티드(T)가 우라실 뉴클레오티드 (U)에 의해 대
체된 것을 제외하고는 상기와 같은 코돈을 사용하여 폴리펩티드를 암호화할 것이다. 

전장 단백질, 단백질 단편(예컨대 수용체 결합 단편), 및 융합 폴리펩티드 를 포함하는 본 발명의 단백질 
폴리펩티드는 종래 기술에 따라 유전학적으로 엔지니어링된 숙주세포에서 생산되어질 수 있다. 적당한 숙
주는  외부DNA로  형질전환  또는  트랜스펙션되고  배양액에서  성장할  수  있는  세포타입이고  그것은 
박테리아, 균류세포 및 배양된 고등 진핵세포를 포함한다. 진핵세포, 특히 다세포 유기체의 배양세포가 
바람직하다.  클론된  DNA  분자를  조작하고  다양한  숙주세포  안으로  외부  DNA를  도입하기  위한  기술이 
Sambrook  등의 Molecular  Cloning:  A  Laboratory  Manual(제2판)(Cold  Spring  Harbor  Laboratory  출판, 
Cold Spring Harbor, NY, 1989) 및 Ausubel 등의 ibid에 기재되어 있다. 

일반적으로 Zcyto7 폴리펩티드를 암호화하는 DNA 서열이 통상 발현벡터 안의 전사 프로모터 및 터미네이
터를 포함하는, 그 발현을 위해 필요한 다른 유전적 요소들과 작동가능하게 연결되어 있다. 비록 특정 시
스템 내에서 선별 마커가 별개의 벡터로 제공될 수 있고 외부 DNA가 숙주세포 게놈 안으로 인테그레이션
에 의해 제공될 수 있다는 것을 당업자라면 알 수 있겠지만, 그 벡터는 또한 통상 하나이상의 선별 마커 
및 하나이상의 복제 개시점을 포함할 것이다. 프로모터, 터미네이터, 선별 마커, 벡터 및 다른 요소들의 
선택은 당업계의 통상 기술수준 내에서 일상적으로 사용되는 것으로 한다. 많은 그러한 요소들은 문헌에 
기재되어 있고 상업적 공급자를 통해 구입가능하다. 

Zcyto7 폴리펩티드를 숙주세포의 분비경로에 따르게 하기 위해 분비 신호서열(또한 리더서열, 리더서열, 
프리프로서열 또는 프리서열로 알려짐)이 발현벡터 내에 제공된다. 그 분비 신호서열은 그 단백질의 그것
일 수 있고 또는 다른 분비된 단백질(예컨대 t-PA)로부터 유도될 수 있고 또는 새로 합성될 수도 있다. 
그 분비 신호서열이 올바른 리딩 프레임으로 Zcyto7 DNA 서열과 연결된다. 분비 신호서열은 통상 원하는 
폴리펩티드를 암호화하는 DNA서열의 5'에 위치하지만, 특정 신호서열은 원하는 DNA서열에서 다른 곳에 위
치될 수도 있다(예컨대 Welch 등의 미국특허 제 5,037,743호; Holland 등의 미국특허 제 5,143,830호 참
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조). 

본 발명에서 배양된 포유동물세포가 바람직한 숙주이다. 외부DNA를 포유동물 숙주세포 안으로 도입하기 
위한 방법은 칼슘-포스페이트-매개 트랜스펙션[Wigler 등의 Cell 14:725 (1978); Corsaro 및 Pearson의 
Somatic Cell Genetics 7:603 (1981): Graham 및 Van der Eb의 Virology 52:456 (1973)], 일렉트로포레이
션[ Neumann 등의 EMBO J. 1:841-845 (1982)], DEAE-덱스트란 매개 트랜스펙션[ Ausubel 등의 분자생물학
의 최근 프로토콜(John Wiley 및 Sons, Inc., NY, 1987)] 및 리포좀-매개 트랜스펙션[Hawley-Nelson 등의 
Focus 15:73 (1993); Ciccarone 등의 Focus 15:80 (1993)]을 포함한다. 배양된 포유동물세포에서 재조합 
폴리펩티드의 생산이 예컨대 Levinson 등의 미국특허 제 4,713,339호; Hagen 등의 미국특허 제 4,784,950
호; Palmiter 등의 미국특허 제 4,579,821호 및 Ringold의 미국특허 제 4,656,134호에 개시되어 있다. 적
당한 배양된 포유동물세포는 COS-1 (ATCC No. CRL 1650), COS-7 (ATCC No. CRL 1651), BHK (ATCC No. CRL 
1632), BHK 570 (ATCC No. CRL 10314), 293 [ATCC No. CRL 1573; Graham 등의 J. Gen. Virol. 36:59-72 
(1977)] 및 차이니스 햄스터 난소(예컨대 CHO-K1; ATCC No. CCL 61) 셀 라인을 포함한다. 부가적인 적당
한 셀 라인이 당업계에 알려져 있고 American Type Culture Collection, Rockville, Maryland 등의 공공 
수탁소로부터 얻을 수 있다. 일반적으로 SV-40 또는 사이토메갈로바이러스로부터 얻은 프로모터 등의 강
한 전사 프로모터가 바람직하다. 예컨대 미국특허 제 4,956,288을 참조하라 다른 적당한 프로모터들은 메
탈로티오네인 유전자로부터 얻은 것(미국특허 제 4,579,821호 및 제 4,601,978) 및 아데노바이러스의 주
요 후기 프로모터를 포함한다. 

약제 선별은 일반적으로 외부 DNA가 삽입된 배양된 포유동물세포를 위해 선별시 사용된다. 그러한 세포는 
통상 "트랜스펙턴트"라 불린다. 선별적 약제의 존재하에 배양되고 그 자손으로 원하는 유전자를 전달할 
수 있는 세포를 "안정한 트랜스펙턴트"라고 한다. 바람직한 선별 마커는 항생제 네오마이신에 대한 저항
성을 암호화하는 유전자이다. 선별은 G-418 등의 네오마이신 유형의 약제의 존재하에 수행된다. 선별 시
스템은 또한 원하는 유전자의 발현 수준을 증가시키는, 즉 "증폭"에 사용될 수 있다. 증폭은 선별 약제의 
낮은 수준의 존재하에서 트랜스펙턴트를 배양한 후 선별 약제의 양을 증가시켜 도입된 유전자 생성물을 
높은 수준으로 생산하는 세포를 선별함로써 수행된다. 바람직한 증폭 선별 마커는 디히드로폴레이트 환원
제로서 그것은 메토트렉세이트에 저항성을 나타낸다. 다른 약제 저항성 유전자(예컨대 하이그로마이신 저
항성, 다수-약제 저항성, 퓨로마이신 아세틸트랜스퍼라제) 또한 사용될 수 있다. 

곤충세포, 식물세포 및 조류세포를 포함하는 다른 고등 진핵세포 또한 숙주로서 사용될 수 있다. 곤충세
포의 형질전환 및 그 안에서 외부 폴리펩티드의 생산이 Guarino 등의 미국특허 제 5,162,222; Bang 등의 
미국특허 제 4,775,624호; 및 WIPO 공보 WO 94/06463에 개시되어 있다. 식물세포에서 유전자를 발현시키
기  위한  벡터로서  Agrobacterium  rhizogenes의  이용이  Sinkar  등의  J.  Biosci.  (Banglore)  11:47-58 
(1987)에 개시되어 있다.

효모세포를 포함하는 균류세포, 특히  Saccharomyces 속의 세포가 또한 단백질 단편 또는 폴리펩티드 융
합체를 제조하기 위한 목적 등의 본 발명에 사용될 수 있다. 외부 DNA로 효모세포를 형질전환시키고 그것
으로부터 재조합 폴리펩티드를 생산하는 방법이 예컨대 Kawasaki의 미국특허 제 4,599,311호; Kawasaki 
등의 미국특허 제 4,931,373; Brake의 미국특허 제 4,870,008; Welch 등의 미국특허 제 5,037,743호 및 
Murray 등의 미국특허 제 4,845,075호에 개시되어 있다. 형질전환된 세포는 선별 마커, 통상 약제 저항성 
또는 특정 영양분(예컨대 루신)의 부재하에 성장하는 능력에 의해 결정된 표현형에 따라 선별될 수 있다. 
효모에서 이용하기 위한 바람직한 벡터 시스템은 Kawasaki 등의 미국특허 제 4,931,373호에 의해 개시된 
POT1벡터 시스템으로, 그것은 형질전환된 세포가 글루코스-함유 배지에서의 성장에 의해 선별될 수 있다. 
효모에서 이용하기 위한 적당한 프로모터 및 터미네이터는 해당작용 효소 유전자(예컨대 Kawasaki의 미국
특허 제 4,599,311호; Kingsman 등의 미국특허 제 4,615,974호; Bitter의 미국특허 제 4,977,092) 및 알
코올 탈수소화제 유전자로부터 얻은 것을 포함한다. 또한 미국특허 제 4,990,446호; 제 5,063,154호; 제 
5,139,936호  및  제  4,661,454호를  참조하다.  Hansenula  polymorpha,  Schizosaccharomyces  pombe, 

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Ustilago maydis, Pichia pastoris, Pichia 
methanolica, Pichia guillermondii 및 Candida maltosa를 포함하는 다른 효모의 형질전환 시스템이 당업
계에 알려져 있다. 예컨대 Gleeson 등의 J. Gen. Microbiol. 132:3459-3465 (1986) 및 Cregg의 미국특허 
제 4,882,279호를 참조하라. Aspergillus 세포가 McKnight 등의 미국특허 제 4,935,349호의 방법에 따라 
이용될 수 있다. Acremonium chrysogenum을 형질전환시키는 방법이 Sumino 등의 미국특허 제 5,162,228호
에 개시되어 있다. Neurospora를 형질전환시키는 방법이 Lambowitz의 미국특허 제 4,486,533에 개시되어 
있다. 

형질전환거나 트랜스펙션된 숙주세포가 선택된 숙주세포의 성장에 필요한 영양소 및 다른 성분들을 함유
하는 배양배지에서 종래절차에 따라 배양된다. 합성배지 및 복합배지를 포함하는 다양한 적당한 배지가 
당업계에 알려져 있고, 일반적으로 탄소원, 질소원, 필수아미노산, 비타민 및 미네랄을 포함한다. 배지는 
또한 필요시 성장인자 또는 세륨과 같은 성분을 함유할 수도 있다. 그 성장배지는 통상 외부적으로 첨가
된 DNA를 함유하는 세포를 선별하는데, 예컨대 약제 저항성 또는 발현벡터 상에서 운반되거나 숙주세포 
안으로 공동-트랜스펙션되는 선별 마커에 의해 보충되는 필수 영양분의 결핍으로 선별한다. 

본 발명의 또다른 관점으로, 신규한 단백질이 배양된 세포에 의해 생산되고, 그 세포는 천연 리간드의 아
고니스트 및 안타고니스트 뿐만 아니라 천연 수용체를 포함하는 단백질에 대한 수용체 또는 수용체들을 
스크리닝하는 데에 이용된다. 

단백질 분리

발현된 재조합 폴리펩티드(또는 키메라 폴리펩티드)가 단편화 및/또는 종래의 정제방법 및 배지를 사용하
여 정제될 수 있다. 황산 암모늄 침전 및 산 또는 카오트롭(chaotrope) 추출이 샘플의 단편화에 이용될 
수 있다. 정제단계의 예로서 수산화인회석, 크기 분별, FPLC 및 역상 고성능 액체 크로마토그래피를포함
한다. 적당한 음이온 교환 배지는 유도된 텍스트란, 아가로스, 셀룰로스, 폴리아크릴아마이드, 특제 실리
카 등을 포함한다.  PEI,  DEAE,  QAE  및  Q  유도체가 바람직하고,  DEAE  Fast-Flow  Sepharose(Pharmacia, 
Piscataway,  NJ)이  특히  바람직하다.  크로마토그래피  메디아의  예는  Phenyl-Sepharose  FF(Pharmacia), 
Toyopearl butyl 650(Toso Haas, Montgomeryville, PA), Octyl-Sepharose(Pharmacia) 등의 페닐, 부틸 또
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는 옥틸기로 유도된 메디아; 또는 Amberchrom CG 71(Toso Haas) 등의 폴리아크릴 수지를 포함한다. 적당
한 고체 지지체로 그들이 사용되는 조건 하에서 불용성인 유리 비드, 실리카성 수지, 셀룰로스 수지, 아
가로스 비드, 폴리스티렌 비드, 가교결합된 폴리아크릴아미드 수지 등을 포함한다. 이러한 지지체는 아미
노기, 카르복시기, 술피드릴기, 히드록실기 및/또는 카르보히드레이트 부분에 의해 단백질의 결합을 가능
케하는 반응기로 변형될 수 있다. 커플링 화학의 예는 브롬화 시아노겐 활성화, N-히드록시숙신이미드 활
성화, 에폭시드 활성화, 술피드릴 활성화, 히드라지드 활성화 및 카르보디이미드 커플링 화학을 위한 카
르복실 및 아미노 유도체를 포함한다. 이러한 것과 다른 고체 메디아가 당업계에서 잘 알려져 있고 널리 
사용되고, 상업적 공급자로부터 구입가능하다. 지지체 메디아에 수용체 폴리펩티드를 결합하는 방법은 당
업계에 잘 알려져 있다. 특별한 방법의 선택은 일상적으로 사용하는 것으로 하고 선택되는 지지체의 특성
에 의해 부분적으로 결정된다. 예컨대, 친화성 크로마토그래피: 원리 및 방법(Pharmacia LKB 
Biotechnology, Uppsala, Sweden, 1988)를 참조하라.

본 발명의 폴리펩티드는 그 특성을 이용하여 분리할 수 있다. 예컨대 고정된 금속 이온 흡수(IMAC) 크로
마토그래피가 히스티딘-풍부 단백질을 정제하는 데에 이용된다. 요컨대 젤이 먼저 2가 금속이온으로 하전
되어 킬레이트를 형성한다[E. Sulkowski, Trends in Biochem. 3:1-7 (1985)]. 히스티딘-풍부 단백질은 사
용되는 금속이온에 대한 친화도를 다르게 함으로써 이 매트릭스로 흡수되고, 경쟁적인 용리에 의해 용리
될 것이다. 다른 정제 방법에는 렉틴 친화도 크로마토그래피 및 이온 교환 크로마토그래피에 의해 글리코
실화된  단백질을  정제하는  것이  있다[Methods  in  Enzymol.,  Vol.  182:529-39,  "Guide  to  Protein 
Purification", M. Deutscher, (ed.), (Acad. 출판, 산디에고, 1990). 대안적으로 원하는 폴리펩티드의 
융합 및 친화성 태그(예컨대 폴리히스티딘, 말토스-결합 단백질, 면역 글로불린 도메인)가 정제를 촉진하
기 위해 구성될 수 있다. 더구나 분비된 수용체 폴리펩티드의 정제를 촉진하기 위해 폴리-히스티딘 태그, 

물질 P, FLAG  펩티드[Hopp 등의 바이오/테크놀로지 6:1204-1210 (1988); 이스트만 코닥 Co., 뉴헤븐, 
CT로부터  구입가능],  Glu-Glu  친화성  태그[Grussenmeyer  등의  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  82:7952-4 
(1985)], 또는 항체 또는 다른 특이적 결합 약제가 결합할 수 있는 다른 폴리펩티드 또는 단백질 등으로 
아미노 또는 카르복시-말단의 연장이 정제를 목적으로 Zcyto7에 융합될 수 있다. 

산업상이용가능성

용도

  Zcyto7의 발현의 노던 블롯 분석으로 Zcyto7이 특별히 척수에서 발현된다는 것이 밝혀진다. 척수의 인
시츄 분석으로 이 발현이 뉴우런 및 후근 신경절에 국소화되어 있다는 것이 밝혀졌다. 그러므로 Zcyto7이 
신경교세포 또는 뉴우런에 관련된 척수의 유지에 기여할 것이다. 이것은 다양한 경화증을 포함하는 근위
축성 측삭 경화증(ALS), 또는 탈수초 질환 등의 다양한 신경변성 질환을 치료하는 데에 이용될 수 있다는 
것을 암시한다. Zcyto7은 또한 신경병자를 치료하는 데에 이용될 수 있다. Zcyto7 발현의 조직 특이성은 
Zcyto7이 척수의 성장 및/또는 유지 인자일 것이라고 제안한다. 

염색체 5에서의 Zcyto7 유전자의 위치는 Zcyto7이 면역계의 세포의 활성을 조절하는 데에 이용될 수 있는 
사이토킨이라고 암시한다. Zcyto7은 또한 척주에서 호중구의 화학적유인체로서 사용될 수 있다. 이것은 
척주에서 감염에 대한 항감염 성으로서 유용하다. 그것은 또한 척주에서 다른 사이토킨들을 돕기 위하여 
사용될 수 있다. Zcyto7은 또한 Zcyto7과 같은 염색체 영역 5q에 국소화되어 있는 샤리코-마리-투스(CMT) 
병 등의 말초신경병증을 치료하기 위해 투여될 수 있다. 

Zcyto7이 하기 실시예11 및 12에 나타낸 BAF-3 및 TF-1세포의 성장을 저해한다는 사실은 Zcyto7이 자가면
역 질환 및 가능하게는 백혈병 등의 암을 치료하는 데에 이용될 수 있다는 것을 암시한다. 

본 발명은 또한 진단약으로의 용도를 찾을 수 있는 시약을 제공한다. 예컨대 Zcyto7 유전자는 척수에서 
대량 발현된다. Zcyto7 DNA 또는 RNA 또는 그 서열을 포함하는 프로브를 Zcyto7 유전자가 염색체5 상에 
존재하는지 또는 돌연변이가 발생했는지를 결정하는 데에 이용될 수 있다. 

본 발명은 또한 현저한 치료학적 가치를 갖는 시약들을 포함한다. Zcyto7 폴리펩티드에 대한 결합 친화성
을 갖는 것으로 동정된 화합물과 함께, Zcyto7 폴리펩티드(자연적으로 발생하거나 재조합된 것), 그것의 
단편, 항체 및 그것에 대한 항-유전형 항체는 비정상적 생리작용 또는 예컨대 암 질환 등의 비정상적인 
증식을 포함하는 발생, 또는 퇴행성 질환과 관련된 질환의 치료에 유용할 것이다. 예컨대 Zcyto7 폴리펩
티드에 의한 비정상적 발현 또는 비정상적 신호전달에 관련된 질환 또는 장해는 Zcyto7 폴리펩티드의 아
고니스트 또는 안타고니스트에 대한 표적이 될 것이다. 

구체적으로 Zcyto7은 염증을 치료하는 데에 이용될 수 있다. 염증은 감염에 대한 면역반응 또는 자가항원
에 대한 자가면역반응의 결과이다. 

치료 용량은 안정성 및 효율을 최적화하기 위해 적정되어야 한다. 투여방법은 정맥내, 복막내, 근육내, 
경막하, 척수액내 또는 경피적 투여를 포함한다. 약제학적으로 허용되는 담체는 물, 살린, 단지 몇개의 
지정된 버퍼를 포함할 것이다. 용량 범위는 통상 하루에 체중kg당 0.1μg 내지 1mg일 것으로 예상된다. 
바람직하게는 하루에 1μg 내지 100μg이다. 그러나 당업계에서 통상의 지식을 가진 의사에 의해 더 높은 
또는 더 낮은 용량이 결정될 수 있다. 약 조제물 및 용량 범위의 논의를 위해서 Remington's 
Pharmaceutical Science, 제17판(Mack Publishing Co., Easton, Penn., 1990) 및 Goodman and 
Gilman's:The Pharmacological Bases of Therapeutics, 제9판 (Pergamon 출판 1996)을 참조하라. 

뼈 및 연골 성장을 촉진하기 위한 Zcyto7의 용도

Zcyto7이 하기 실시예7 및 9 각각에서 보여지듯이 연골세포 및 골모세포 모두의 증식을 자극한다는 것이 
밝혀졌다. 게다가 Zcyto7 또한 실시예8에서 보여지는 것처럼 연골세포 배양액에 존재하는 글라이코사미노
글라이칸의 항정상태 수준을 자극한다. 따라서 Zcyto7은 다양한 치료학적 세팅에서 뼈 및 연골 성장 모두
를 자극하기 위해 사용될 수 있다. 

Zcyto7을 포유동물의 체내에 이식하여 Zcyto7을 골모세포 증식이 발생하고 뼈성장을 자극하도록 골모세포
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와 접촉시킬 수 있다. 예컨대 Zcyto7을 기질[뼈 형태발생 단백질(BMP)의 존재 또는 부재]에 위치시킬 수 
있다. BMP는 중간엽 골모세포의 전구체를 그 부위에 이주하는 것을 유도하고 중간엽세포를 골모세포로 분
화하는 것을 또한 유도한다. 그 후 Zcyto7은 골모세포의 증식을 또한 자극한다. 적당한 기질이 다공성 물
질의 입자로 구성된다. 그 구멍은 선조세포의 이주 및 뒤따르는 분화 및 증식을 허용하는 크기를 가져야 
한다. 이상적은 입자의 크기는 70-850mm, 바람직하게는 150-420mm의 범위이다. Zcyto7을 함유하는 기질은 
뼈의 부족을 둘러싸는 모양으로 형성될 수 있다. 기질 재료의 예로 미립자의, 탈염된, 구아니딘 추출된, 
종특이적 뼈이다. 다른 잠재적으로 유용한 기질 재료는 콜라겐, 글리콜산 및 젖산의 호모폴리머 및 코폴
리머, 수산화인회석, 인산 삼칼슘 및 다른 인산 칼슘을 포함한다. Zcyto7은 골모세포의 증식을 촉진할 수 
있는 충분한 농도로, 바람직하게는 적어도 기질 1ml당 1μg의 농도로 기질에 주어질 수 있다. Zcyto7 용
액을 또한 뼈 골절 부위 또는 골절 또는 결손부위의 치료를 진척시키기 위해 뼈의 퇴화 지역을 포함하는 
결손 부위에 직접 주입할 수 있다. BMP의 예 및 기질의 이용이 PCT 출원 공개 번호 WO 92/07073, 공개번
호 WO 91/05802, 미국특허 제 5,645,591호 및 미국특허 제 5,108,753호에 개시되어 있다. 

Zcyto7은 또한 골다공증의 치료를 위해 개체에 치료학적으로 충분한 양의 Zcyto7을 투여함으로써 이용될 
수 있다. 바람작한 투여량은 하루에 체중 1kg당 Zcyto7 1μg이다. 

상기 기술한 바와 같이 zcyto7이 연골세포의 증식을 자극하는 능력을 통해 연골의 생성을 촉진하는 데 이
용될 수 있다는 것이 결정되었다. Zcyto7은 연골이 성장되고 있는 부위에 직접 주입할 수 있다. 예컨대 
Zcyto7은 골관절염을 앓고 있는 관절 또는 연골이 나빠진 다른 상처입은 관절에 직접 주사할 수 있다. 부
가적인 연골이 성장할 필요가 있는 경우의 예로서 부상당한 운동 선수의 어깨 및 무릎을 들 수 있다. 

연골은 또한 먼저 개체로부터 연골세포를 제거하고, 그것들을 증식시키기 위해 그 연골세포를 Zcyto7과 
함께 배양하고, 연골이 생성될 필요가 있는 개체안으로 다시 그 연골세포를 다시 주입함으로써 성장될 수 
있다. 

Zcyto7은 또한 치주 질환에 기인하여 상실된 이의 상아질 또는 뼈의 재생을 자극하기 위해 사용될 수 있
다. 이를 위해 둘러싸는 조직을 완전히 세척해야 하고, 상아질 재생이 요구되는 부위 안으로 Zcyto7 용액
을 투여, 바람직하게는 주사한다. 

Zcyot7 폴리펩티드에 대한 항체가 정제된 후 환자에게 투여될 수 있다. 이러한 시약들은 치료학적 이용을 
위해 부가적인 활성 또는 비활성 성분들, 예컨대 약리학적으로 무해한 안정제 및 부형제와 함께 약제학적
으로 허용되는 담체 또는 희석제와 조합될 수 있다. 이러한 조합은 무균 여과되어 바이알로 동결건조되거
나 안정화된 수성 조제물로 저장되는 것과 같이 투여 형태로 될 수 있다. 본 발명은 또한 항체, 그것의 
결합하는 단편 또는 완전한 결합이 아닌 형태를 포함하는 항체의 단일 사슬 항체의 이용을 제시한다. 

효과적인 치료법을 위해 필요한 시약들의 양은 투여수단, 표적부위, 환자의 생리학적 상태 및 다른 투여
되는 약물을 포함하는 많은 다른 요소들에 따라 달라질 것이다. 그러므로 치료 용량은 안정성 및 효율을 
최적화하기 위해 적정되어야 한다. 전형적으로 실험실에서 사용되는 용량은 생체내에서 이러한 시약의 투
여를 위해 유용한 양에 좋은 지침을 제공한다. 또한 특정 질환의 치료를 위해 효과적인 1회분량의 동물 
테스트가 인간 투여량을 예상할 수 있는 암시를 제공한다. 경구, 정맥내, 복막내, 근육내 또는 경피적 투
여를 포함한다. 약제학적으로 허용되는 담체는 물, 살린, 단지 몇개로 지정되는 버퍼를 포함할 것이다. 
투여량 범위는 통상 하루에 체중 1kg 당 1μg 내지 1000μg일 것이다. 그러나 그 투여는 당업계에서 통상
의 지식을 가진 의사에 의해 더 높게 또는 더 낮게 결정될 수 있다. 약제 조제물 및 투여량 범위에 대한 
완전한 논의에 대해서는 Remington's  Pharmaceutical  Sciences,  제17판(Mack  Publishing  Co.,  Easton, 
Penn., 1990), Goodman and Gilman's: The Pharmacological Bases of Therapeutics, 제9판(Pergamon 출판 
1996)을 참조하라. 

핵산을 기초로 한 치료학적 치료

포유동물이  돌연변이되거나  Zcyto7이  부족하다면  Zcyto7  유전자를  포유동물의  세포안으로  도입할  수 
있다. 한 구체예에서 Zcyto7 폴리펩티드를 암호화하는 유전자를 바이러스 벡터로 생체내에서 도입할 수 
있다. 그러한 벡터는 단순포진바이러스(HSV), 파필로마바이러스, 엡스테인바바이러스(EBV), 아데노바이러
스, 아데노 관련 바이러스(AAV) 등의 어테뉴에이티드(attenuated) 또는 디펙티브(defective)한 DNA 바이
러스를 포함하지만 이에 한정되지는 않는다. 디펙티브 바이러스는 바이러스 유전자 전체 또는 거의 전체
가 결여된 것이 바람직하다. 디펙티브 바이러스는 세포 안으로의 도입 후에 감염성이 없다. 디펙티브 바
이러스 벡터의 이용하면 벡터가 다른 세포를 감염시킬 염려없이 특이적, 국소화된 지역의 세포로 투여할 
수  있게  된다.  특정  벡터의  예는  디펙티드  헤퍼스  바이러스1(HSV1)  벡터[Kaplitt  등의  Molec.  Cell. 
Neurosci., 2:320-330 (1991)], 어테뉴에이티드 아데노바이러스 벡터[예컨대 Stratford-Perricaudet 등의 
J.  Clin.  Invest.,  90:626-630  (1992)에  기재된  벡터  등]  및  디펙티브  아데노  관련  바이러스 벡터
[Samulski 등의 J.Virol., 61:3096-3101 (1987); Samulski 등의 J. Virol., 63:3822-3828 (1989)]를 포함
하지만 이에 한정되지는 않는다. 

또다른 구체예에서 예컨대 Anderson  등의 미국특허 제 5,399,346호;  Mann  등의 Cell,  33:153  (1983); 
Temin 등의 미국특허 제 4,650,764호; Temin 등의 미국특허 제 4,980,289호; Markowitz 등의 J. Virol., 
62:1120 (1988); Temin 등의 미국특허 제 5,124,263호; Dougherty 등의 국제특허공개번호 WO 95/07358, 
1995,3,16자 공개; 및 Blood, 82:845(1993)에 기재된 바와 같이 유전자가 레트로바이러스 안으로 도입될 
수 있다. 

그렇지 않으면 벡터가 리포좀을 사용하여 생체내에서 리포펙션(lipofection)에 의해 도입될 수 있다. 합
성 양이온성 지질을, 마커를 암호화하는 유전자의 생체내에서의 트랜스펙션을 위해 리포좀을 제조하는 데
에 사용할 수 있다[Felgner 등의 Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:7413-7417 (1987); Mackey 등의 Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 85:8027-8031(1988)]. 생체내에서 외부 유전자를 특정 기관으로 도입하기 위한 리
포펙션의 이용은 특별한 실용적 잇점을 갖는다. 리포좀의 특정 세포로의 분자적 표적화는 이익을 향유하
는 한 지역을 나타낸다. 특정세포 타입으로 트랜스펙션을 향하게 하는 것이 이자, 간, 신장 및 뇌 등의 
세포 이질성분을 갖는 조직에 특히 유익하는 것은 명백하다. 지질은 표적화 목적으로 다른 분자들과 화학
적으로 연결될 수 있다. 표적화된 펩티드, 예컨대 호르몬 또는 신경전달물질, 그리고 항체 등의 단백질, 
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또는 비-펩티드 분자가 화학적으로 리포좀에 연결될 수 있다. 

몸으로부터 세포를 제거하고 네이키드(naked) DNA 플라스미드와 같은 벡터를 도입한 후 형질전환된 세포
를 몸 안으로 다시 주입하는 것이 가능하다. 유전자 치료를 위해 네이키드 DNA 벡터를 예컨대 
트랜스펙션, 일렉트로포레이션, 인산칼슘 침전, 유전자총의 이용 또는 DNA 벡터 트랜스포터 등의 당업계
에 알려진 방법들에 의해 원하는 숙주세포 안으로 도입할 수 있다[Wu 등의 J. Biol. Chem., 267:963-967 
(1992); Wu 등의 J. Biol. Chem., 263:14621-14624 (1988)].

Zcyto7 폴리펩티드는 또한 Zcyto7 폴리펩티드에 특이적으로 결합하는 항체들을 제조하기 위해 사용될 수 
있다. 그 후 이러한 항체들은 항 유전자형 항체를 생산하는 데에 이용될 수 있다. 여기서 사용된 것과 같
은 용어 "항체"는 폴리클로날 항체, 모노클로날 항체, F(ab')2 및 Fab 단편 등의 항원-결합부위 등을 포함

한다. 항체가 10
7
/M 이상의 Ka로 Zcyto7 폴리펩티드에 결합하면 특이적으로 결합하는 것이라고 정의한다. 

모노클로날 항체의 친화도는 당업자에 의해 쉽게 측정될 수 있다(예컨대 Scatchard, ibid. 참조).

폴리클로날  및  모노클로날  항체를  제조하는  방법이  당업계에  잘  알려져  있다(예컨대  Sambrook  등의 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (제2판) (Cold Spring Harbor, NY, 1989); 및 Hurrell, J. G. 
R., Ed., 모노클로날 하이브리도마 항체: 기술 및 응용(CRC 출판, Inc., Boca Raton, FL, 1982). 당업자
에게 명백하듯이 폴리클로날 항체는 말, 소, 염소, 양, 개, 닭, 토끼, 마우스 및 래트 등의 다양한 온혈
동물로부터 생성될 수 있다. Zcyto7의 폴리펩티드의 면역원성이 Freund의 완전 또는 불완전 보조약 등의 
보조제의 이용을 통해 증가될 수 있다. 당업자에게 알려진 다양한 분석법을 Zcyto7 폴리펩티드에 특이적
으로 결합하는 항체를 검출하기 위해 이용할 수 있다.  분석법의 예는 항체:실험실 메뉴얼,  Harlow  및 
Lane (Eds.), (Cold Spring Harbor Labratory 출판, 1988)에 상세히 기술되어 있다. 그러한 분석법의 대
표적인 예로서 동시발생의 면역전기영동, 방사선면역분석법, 방사선면역침전법, 효소-링크된 면역흡착 분
석법(엘리자, ELISA), 도트 블롯 분석법, 저해 또는 경쟁 분석법 및 샌드위치 분석법을 포함한다. 

당업자에게 명백하듯이 폴리클로날 항체는 말, 소, 염소, 양, 개, 닭, 토끼, 마우스 및 햄스터, 기니피그 
및 래트 등의 다양한 온혈동물을 Zcyto7  폴리펩티드 또는 그 단편으로 접종함으로써 제조될 수 있다. 
Zcyto7 폴리펩티드의 면역원성은 알룸(수산화 알루미늄) 또는 Freund의 완전 또는 불완전 보조약 등의 보
조제의 이용을 통해 증가될 수 있다. 면역법에 유용한 폴리펩티드는 또한 Zcyto7 또는 그것의 일부의 면
역 글로불린 폴리펩티드와의 융합 또는 말토스 결합 단백질과의 융합 등의 융합 폴리펩티드를 포함한다. 
그 폴리펩티드 면역원은 전장 분자 또는 그 일부일 수 있다. 폴리펩티드의 일부가 "헵텐-유사"라면 그러
한 일부는 거대분자 운반체[키홀 림펫 헤모시아닌(KLH), 소혈청 알부민(BSA) 또는 파상풍 톡소이드]에 유
익하게 조인 또는 링크될 것이다. 

여기서 사용된 바와 같이 용어 "항체"는 폴리클로날 항체, 친화도-정제된 폴리클로날 항체, 모노클로날 
항체 및 F(ab')2 및 Fab 단백질 가수분해 단편 등의 항체-결합 단편을 포함한다. 합성 항원 결합 펩티드 

및 폴리펩티드 뿐만 아니라 키메라 항체 Fv 단편, 단일 사슬 항체 등의 유전학적으로 엔지니어링된 완전
한 항체 또는 단편 또한 포함한다. 비-인간 항체는 비-인간 CDR을 인간의 프레임워크(framework) 및 불변
(constant)부위로  이식함으로써  또는  전체  비-인간의  변이(variable)도메인을  통합함으로써(선택적으로 
그것들을  노출된  잔기의  교체에  의해  인간-유사  표면으로  "버니어(veneer)"으로써)인체에  적응할  수 
있다. 몇몇 예에서 인체에 적응시킨 항체들은 적절한 결합 특성을 증가시키기 위해 인간의 변이부위 프레
임워크 도메인 안에 비-인간 잔기들을 보유할 것이다. 항체를 인체에 적응킴으로써 생물학적 반감기가 증
가할 것이고 인간에게 투여시 역 면역 반응의 가능성이 감소된다. 

여기서 항체를 생산 또는 선별하는 데에 유용한 대안적 기술은 실험실에서 림프구를 Zcyto7 단백질 또는 
펩티드에 노출시키고, 파지 또는 유사한 벡터에서 항체를 디스플레이하는 라이브러리를 선별하는 것을 포
함한다(예컨대 고정된 또는 표지된 Zcyto7 단백질 또는 펩티드의 사용을 통해). 잠재적인 Zcyto7 폴리펩
티드 결합 도메인을 갖는 폴리펩티드를 암호화하는 유전자는 파지 상에(파지 디스플레이) 또는 대장균 등
의 박테리아 상에 디스플레이된 무적위적 펩티드 라이브러리를 스크리닝함으로써 얻을 수 있다. 이러한 
무작위적 펩티드 디스플레이 라이브러리는 리간드 또는 수용체, 생물학적 또는 합성 거대분자, 또는 유기 
또는 무기 물질 등의 단백질 또는 폴리펩티드일 수 있는 알려진 표적과 상호작용하는 펩티드를 스크리닝
하는 데에 이용될 수 있다. 그러한 무작위적 펩티드 디스플레이 라이브러리를 제조하고 스크리닝하는 기
술을 당업계에 알려져 있고(Ladner 등의 미국특허 제 5,223,409호; Ladner 등의 미국특허 제 
4,946,778호; Ladner 등의 미국특허 제 5,403,484호 및 Ladner 등의 미국특허 제 5,571,698호), 무작위적 
펩티드 디스플레이 라이브러리 및 그러한 라이브러리를 스크리닝하기 위한 키트는 예컨대 Clontech(Palo 
Alto, CA), Invitrogen Inc.(산디에고, CA), New England Biolabs, Inc. (Beverly, MA) 및 Pharmacia LKB 
Biotechnology Inc.(Piscataway, NJ) 등으로부터 상업적으로 구입가능하다. 무작위적 펩티드 디스플레이 
라이브러리는 Zcyto7에 결합하는 단백질을 동정하기 위해 여기서 기술된 Zcyto7 서열을 사용하여 스크리
닝 할 수 있다. Zcyto7 폴리펩티드와 상호작용하는 이러한 "결합 단백질"은 세포를 태그하기 위해; 친화
도 정제에 의해 상동 폴리펩티드를 분리하기 위해 이용될 수 있고; 그것들을 직접 또는 간접적으로 약제, 
독, 방사성 핵종 등과 컨져게이션할 수 있다. 이러한 결합 단백질은 또한 발현 라이브러리를 스크리닝하
고 활성을 중화시키기 위함과 같은 분석 방법에 이용될 수 있다. 이 결합 단백질은 또한 폴리펩티드의 순
환 수준을 결정하고, 병리 또는 질환에 기초한 마커로서 용해성 폴리펩티드를 검출 또는 정량하기 위한 
진단적 분석에 이용할 수 있다. 이러한 결합 단백질은 또한 실험실 및 생체내에서 Zcyto7 결합 및 신호전
달을 방해하기 위해 Zcyto7 "안타고니스트"로서 작용할 수 있다. 

항체들은 또한 유전자 치료법을 위해 생산될 수 있다. 동물에 Zcyto7 또는 그것의 면역원성 단편을 암호
화하는 DNA 또는 RNA를 투여하여 그 동물세포를 헥산으로 트랜스펙션시켜, 면역원성 반응을 차례로 유도
하는 단백질을 발현하도록 한다. 그 후 동물에 의해 생산된 항체를 폴리클로날 또는 모노클로날 항체의 
형태로 분리한다. 

Zcyto7에 대한 항체를, 용해성 단백질 폴리펩티드의 순환 수준을 결정하기 위한 진단적 분석법 내에서, 
친화도 정제를 위해 그 단백질을 발현하는 세포를 태그하는 데에 사용할 수 있고, 안타고니스트로서 실험
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실 및 생체내에서 리간드 결합 및 신호전달을 방해하기 사용될 수 있다. 

방사선 하이브리드 맵핑은 포유동물 염색체의 고분석의, 끊임없는 맵을 작성하기 위해 발달된 체세포 유
전학적 기술이다[Cox 등의 Science 250:245-250 (1990)]. 유전자 서열에 대해 부분적으로 또는 전체를 인
식함으로써 염색체의 방사선 하이브리드 맵핑 패널과 함께 사용에 적합한 PCR 프라이머를 디자인할 수 있
다. 상업적으로 구입가능한 인간 게놈 전체를 커버하는 방사선 하이브리드 맵핑 패널, 예컨대 Stanford 
G3 RH Panel 및 GeneBridge 4 RH Panel(Research Genetics, Inc., Huntsville, AL) 등이 가능하다. 이러
한 패널은 빠르고 PCR에 기초한 염색체 위치지정 및 유전자, 서열-태그된 부위(STS), 및 다른 비다형성 
및 다형성 마커를 원하는 영역안으로 주문하는 것을 가능토록 한다. 이것은 새롭게 발견된 원하는 유전자 
및 이미 맵핑된 마커 사이의 비율적 물리적 거리를 직접 확립하는 것을 포함한다. 유전자 위치에 대한 정
확한 지식은 다음을 포함하는 많은 방법들에 있어서 유용하다: 1) 어떤 서열이 현존하는 구조의 일부인지
를 결정하는 경우와 YAC-, BAC-, 또는 cDNA 클론 등의 다양한 형태로 부가적인 배경 유전자 서열을 얻는 
경우, 2) 같은 염색체 영역과 연관을 보이는 유전성 질병에 대한 가능한 후보 유전자를 제공하는 경우, 
3) 특정 유전자가 어떤 기능을 갖는 지를 결정하는 것을 돕는 데에 유익한 마우스 등의 모델 유기체를 상
호참조하는 경우에 유용하다. 

본 발명은 또한 진단적 응용에의 용도를 찾을 수 있는 시약들을 제공한다. 예컨대 Zcyto7 유전자가 염색
체 5q31 상에서 맵핑된다. 한 Zcyto7 헥산 프로브가 염색체 5상에서의 이상을 체크하기 위해 사용될 수 
있었다. 예컨대 Zcyto7 DNA 또는 RNA 또는 그 이후의 결과물을 포함하는 프로브를, Zcyto7 유전자가 염색
체 5q31 상에 존재하는지 또는 돌연변이가 발생했는지를 결정하기 위해 사용할 수 있다. Zcyto7 유전자 
부위에서 검출가능한 염색체 이상은 이수배수체, 유전자 카피 넘버 변화, 삽입, 결실, 제한부위 변화 및 
재배열을 포함하지만 이에 한정되지는 않는다. 그러한 이상은 본발명의 폴리뉴클레오티드를 사용하여 제
한단편길이의 다형현상(RFLP) 분석, PCR 기술을 적용하는 짧은 반복 서열(STR) 분석, 그리고 다른 당업계
에 알려진 유전적 계보 분석 기술 등의 분자 유전학적 기술을 적용함으로써 검출가능하다[Sambrook 등의 
ibid.; Ausubel 등의 ibid.; Marian, A.J.,Chest, 108: 255-265 (1995)]. 

한  그룹의  사이토킨  및  사이토킨  수용체를  함유하는  "유전자  집합체"인  5q31  영역에서  Zcyto7이 
맵핑된다. 여기서 집합된 사이토킨은 IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF 및 M-CSF를 포함한다. 이 결과는 
Zcyto7이 사이토킨임을 증명한다. 

본 발명은 하기 실시예에 의해 예시되지만 이에 한정되는 것은 아니다. 

실시예

실시예 1

Zcyto7의 클로닝

Zcyto7을 그것의 인터루킨-17에의 상동성에 의해 SEQ ID NO: 3에 의해 정의된 발현된 서열 태그(EST)로부
터 동정하였다.   cDNA 클론은 사람의 태아 심장 cDNA 라이브러리로부터 얻었다.  cDNA를 함유하는 플라
스미드는 LB 100㎍/㎖ 암피실린과 100㎍/㎖ 메티실린 플레이트상에 도말하였다.  cDNA 인서트를 서열결정
하였다.  인서트를 180 아미노산 개방 리딩프레임과 추정상의 20개 아미노산 신호펩티드로 717 염기쌍길
이가 되도록 결정하였다. 

실시예 2

노던 블롯 분석

사람의 다수의 조직블롯 1,2,3 (Clontech)을 프로브하여 Zcyto7의 조직분포를 결정하였다.  전체 Zcyto7 
코딩영역을 함유하는 EcoRI/NotI 단편을 EST 582069 클론으로부터 발생시키고 프로브를 위해 사용하였다.   
EST 582069 의 플라스미드 제제를 QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen)을 사용하여 37℃에서 5㎖ LB 100
㎍/㎖ 암피실린 밤새 배양으로부터 제조하였다.  100㎕중 12㎕를 37℃에서 2시간 동안 50㎕ 반응물중에서 
5㎕의 H 버퍼(Boehringer  Mannheim),  12.5유닛의 EcoRI(Gibco  BRL)  및 12.5  유닛의 Not1  (New  England 
Biolabs)로 분해하였다.  분해물을 0.7% TBE 아가로스겔 상에서 전기영동하고 단편을 절단해 내었다.  추
가의 물질을 얻기위해 분해물을 상기와 같은 조건하에 반복하되 24㎕의 EST 582069를 제2 분해물에 사용
하였다.  제2 분해물을 0.7% TBE 아가로스겔 상에서 전기영동하고 단편을 절단해내었다.  QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen)로 두 겔 슬랩으로부터 DNA를 추출하였다.   135ng의 이 DNA를 Multiprime DNA 

Labeling  System  (Amersham)을  사용하여 P
32
로  표지하고  비결합  방사능을  NucTrap  Probe  Purification 

Column (Stratagene)으로 제거하였다.  다수의 조직 노던과 사람 RNA 마스터블롯을 5분간 끓인 1 mg 연어
정자 DNA를 함유하는 10㎖ ExpressHyb Solution (Clontech)으로 3시간 사전 혼성화시키고 1분간 빙냉하고 
10㎖의 ExpressHyb Solution에 첨가하고, 혼합하여 블롯에 가하였다.  65℃에서 밤새 혼성화를 수행하였
다.  초기 세척조건은 다음과 같았다: 수회 용액을 바꾸어 40분간 2×SSC, 0.05% SDS RT 그 다음 50℃에
서 40분간 0.1×SSC, 0.1% SDS, 1회 용액 바꿈.  그 다음 블롯을 -80℃에서 5시간동안 필름에 
노출시켰다.  크로스 혼성화/바탕치가 있었고 따라서 블롯을 또한 0.1%×SSC, 0.1% SDS로 각 1시간동안 
55℃에서 세척한다음 65℃에서 세척하였다.  척수는 Zcyto7 mRNA의 매우 높은 발현을 나타내었고 기관(氣
管)은 mRNA의 약한 발현을 나타내었다. 전사 크기는 대략 0.75kb 이었다.

실시예 3

Zcyto7의 염색체 할당 및 배치

Zcyto7을 시판 "GeneBridge 4 Radiation Hybrid Panel" (Research Genetics, Inc., Huntsville, AL)를 사
용하여 염색체 5에 맵핑하였다. GeneBridge 4 Radiation Hybrid Panel은 93방사 하이브리드 클론의 각각
으로부터 PCR 가능 DNA를 함유하고 두개의 콘트롤 DNA(HFL공여자와 A23수용자)를 함유한다.  공개구입되
는  WWW  서버  (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/contig/rhmapper.pl)는  GeneBridge  4  Radiation 
Hybrid Panel로 구성된 Whitehead Institute/MIT Center for Genome Research의 사람 게놈의 방사 하이브
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리드 맵("WICGR" radiation hybrid map of the human genome)에 관하여 맵핑을 허용한다.

"GeneBridge 4 RH Panel"로 Zcyto7의 맵핑을 위해, 20㎕ 반응물을 PCR 가능 96-웰 마이크로타이터 플레이
트(Stratagene, La Jolla, CA)에 설치하고 "RoboCycler Gradient 96" 열 사이클러(Stratagene)에서 사용
하였다.  95 PCR 반응의 각각은 2㎕ 10×KlenTaq PCR 반응버퍼(CLONTECH Laboratories, Inc., Palo Alto, 
CA), 1.6㎕ dNTPs 믹스(각각 2.5mM, PERKIN-ELMER, Foster City, CA), 1㎕ 센스 프라이머 SEQ ID NO: 4, 
1㎕ 안티센스 프라이머 SEQ ID NO: 5, 2㎕ "RediLoad" (Research Genetics, Inc., Huntsville, AL), 0.4
㎕ 50× Advantage KlenTaq Polymerase Mix (Clontech Laboratories, Inc.), 25ng의 개개 하이브리드 클
론으로부터의 DNA 또는 콘트롤 그리고 20㎕의 총부피를 위한 x㎕ ddH2O로 구성되었다.  반응물에 등량의 

광물유를 위에 얹고 밀봉하였다.  PCR 사이클러조건은 다음과 같았다: 초기 1사이클 95℃에서 5분 변성, 
95℃에서 1분 변성 35사이클, 52℃에서 1분 어닐링 및 72℃에서 1분 연장, 이어서 72℃에서 7분의 최종 1
사이클 연장.  반응물을 3% NuSieve GTG 아가로스겔(FMC Bioproducts, Rockland, ME)상의 전기영동에 의
해 분리하였다.

결과는 Zcyto7이 WICGR 방사 하이브리드 맵상의 사람 염색체 5 연결기의 정상으로부터 490.89 cR을 맵핑
함을 나타내었다. 동원체(動原體)에 관하여는, 가장 가까운 기부 마커가 D5S413이었고, 그것의 가장 가까
운 원단부 마커는 WI-5208이었다.  주변 마커들의 사용은 통합된 LDB 염색체 5맵상의 5q 31.3-q32 영역에 
Zcyto7을  위치시킨다(The  Genetic  Location  Database,  University  of  Southhampton,  WWW  서버: 

http://cedar.genetics.soton.ac.uk/public_html/).

실시예 4

Zcyto7 발현 벡터의 제조

FLAG  아미노산서열(SEQ  ID  NO:  10)이  Zcyto7  폴리펩티드의 N-말단 또는 C-말단 단부에 삽입된 두개의 
Zcyto7 구성 벡터를 만들었다.   FLAG 아미노산서열이 Zcyto7의 N-말단에 부착된 구성을 위해, 473 bp 
Zcyto7 PCR DNA 단편을 실시예 2의 EST 582069 플라스미드제제의 1/4 희석 1㎕와 20 피코몰(pm)의 프라이
머 SEQ ID NO: 6 및 20pm 프라이머 SEQ ID NO: 7로 발생시켰다.  PCR 반응물을 94℃에서 1시간동안 인큐
베이션시킨다음, 각 개개사이클이 94℃에서 20초와 64℃에서 2분으로 이루어지는 5 사이클을 실행하였다.  
이것에 이어서, 각 사이클이 94℃에서 20초 및 74℃에서 2분인 22사이클을 실행하였다.  74℃에서 10분동
안  인큐베이션으로  반응을  종결하였다.   50㎕의  PCR반응혼합물을  37℃에서  2시간동안  30유닛의 

BamH1(Boehringer Mannheim)과 120 유닛의 Xho1 (Boehringer Mannheim)으로 분해하였다.  분해된 반응혼

합물을 1% TBE 겔상에서 전기영동하고 DNA 띠를 면도날로 절개하고 DNA를 Qiaquick
R
 Gel Extraction Kit 

(Qiagen)으로 겔로부터 추출하였다.  절개된 DNA를 Bam 및 Xho로 절단한 플라스미드 nfpzp9로 서브클로닝
하였다.  Nfpzp9는 마우스 메탈로티오네인-1 프로모터를 함유하는 발현카세트, 조직 플라스미노겐 활성화
제(TPA) 리더를 암호화하는 서열, 그 다음 FLAG 펩티드 (SEQ ID NO: 10), 그 다음 다수의 제한부위로 이
루어지는 포유동물세포 발현 벡터이다.  이것들에 이어서 사람 성장호르몬 터미네이터, E.coli 복제기원 
및 SV40 프로모터, 인핸서 및 복제기원을 함유하는 포유동물 선택성 마커 발현유닛; 디히드로폴레이트 환
원효소 유전자(DHFR) 및 SV40 터미네이터로 이루어진다. 

C-말단 FLAG가 Zcyto7 폴리펩티드의 C-말단에 삽입된 Zcyto7 유전자의 제조를 위해, 실시예 1에 기술된 
EST 582069 플라스미드 제제의 1/4 희석 1㎕와 20pm의 각각의 프라이머 SEQ ID NO: 8 및 SEQ ID NO: 9로 
543bp Zcyto7 PCR 단편을 발생시켰다.  PCR 반응을 94℃에서 1분간 인큐베이션한 다음, 각 사이클이 94℃
에서 20초 및 55℃에서 2분으로 이루어지는 5 사이클을 실행하였다.  이것에 이어서, 각 사이클이 94℃에
서 20초 및 74℃에서 2분으로 이루어지는 22사이클을 실행하였다. 반응을 74℃에서 최종 10분 연장하여 

종결하였다.  전체 반응혼합물을 1% TBE 겔상에서 실행하고 DNA를 면도날로 절단하고 QIAQUICK
TM
겔 추출 

키트를  사용하여  DNA를  추출하였다.  회수된  35㎕중에서  20㎕를  37℃에서  2시간동안  10유닛의  Bam  H1 
(Boehringer Mannheim)과 10유닛의 EcoR1 (Gibco BRL)로 분해시켰다.  분해된 PCR 혼합물을 1% TBE 겔상

에서 전기영동하였다. DNA띠를 면도날로 절단하고  QIAquick
R
 Gel Extraction Kit (Qiagen)을 사용하여 겔

로부터 DNA를 추출하였다. 추출된 DNA를 EcoR1 및 BamH1으로 절단된 플라스미드 cfpzp9에 서브클로닝시켰
다.  플라스미드 cfpzp9는 마우스 메탈로티오네인-1 프로모터를 갖는 발현카세트, 코딩서열의 삽입을 위
한 다수의 제한부위, FLAG 펩티드를 코드하는 서열, SEQ ID NO: 10, 중지코돈, 사람 성장호르몬 터미네이
터, E.  coli  복제기원, SV  40  프로모터, 인핸서 및 복제기원을 갖는 포유동물 선택성 마커 발현유닛, 
DHFR 유전자 및 SV 40터미네이터를 함유하는 포유동물 발현벡터이다. 

FLAG 폴리펩티드에 대한 항체를 사용하여, 세포상징액으로부터 FLAG-태그된 Zcyto7 폴리펩티드를 분리할
수 있다. 

실시예 5

쥐의 Zcyto7의 클로닝

마우스 Zcyto7을 그것의 사람 Zcyto7에의 상동성에 의해 EST SEQ ID NO: 14로부터 동정하였다.  cDNA 클
론을 배(胚)가 13.5 내지 14.5일생인 쥐의 배 cDNA 라이브러리에서 발견하였다.  cDNA를 관심의 cDNA를 
갖는 플라스미드로 트랜스펙션시킨 E.coli를 함유하는 한천 천자배양물로서 공급한 다음 LB 100 ㎍/㎖ 암
피실린, 25 ㎍/㎖ 메티실린 플레이트상에 도말하였다.  EST 660242에서의 cDNA 인서트를 서열결정하였다. 
인서트는 180 아미노산의 개방 판독체계와 추정상의 20 아미노산 신호펩티드로 785 염기쌍인 것으로 결정
되었다. 서열은 SEQ ID NO: 11 및 SEQ ID NO: 12에 의해 정의된다.

실시예 6

쥐의 Zcyto7의 조직 분포

마우스 다수 조직 노던 블롯(Clontech, Palo Alto, CA), 마우스 노던 도트 블롯(Clontrch), 마우스 배 노
던 블롯, 및 마우스 척수 블롯을 프로브하여 쥐의 Zcyto7의 조직분포를 결정하였다. 
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마우스 배 RNA를 POLY(A) PURE
R
 mRNA 분리키트(Ambion)을 사용하여 수정일로부터 6 내지 9일인 마우스 배

로부터 분리하였다.  100mg의 각 마우스배를 제조자의 프로토콜에 따라 1 ㎖의 용해 버퍼에 용해하고 호
모제나이즈시키고 배치방법으로 프로세싱하였다.   노던블롯에 대해, 2㎕의 RNA를 1.5% 아가로스, 2.2M 
포름알데히드겔 상에 로딩하였다. 겔을 60V 에서 4시간 30분동안 실행하였다.  RNA를 20×SSC에서 사전 
습윤화시킨 Nytran 멤브레인상에 밤새 옮겼다.  RNA를 UV광에 의해 멤브레인에 교차 결합시키고 80℃에서 
1시간 베이킹하였다.  

마우스 척수 RNA를 또한 POLY(A) PURE
R
 mRNA 분리키트(Ambion)로 제조하였다. Nytran 멤브레인상에서 1 ㎍ 

RNA/㎕ 농도에서 1,2 및 3 ㎕의 RNA로 도트를 찍음으로써 마우스 척수 도트블롯을 만들었다. 

전체 Zcyto7 코딩영역을 함유하는 Not1/EcoRI 단편을 SEQ ID NO: 12를 함유하는 클론(이후 SEQ ID NO: 12 
클론이라함)으로부터 발생시키고 프로브를 위해 사용하였다.  SEQ ID NO: 12 클론의 플라스미드 제제를 
QIAPREP SPIN MINIPREP 키트(Qiagen)를 사용하여 37℃에서 5 ㎖ LB 100 ㎍/㎖ 암피실린 밤새 배양으로부
터 제조하였다. 4.66㎍을 80㎕ 반응물에서 37℃에서 2시간동안 8 ㎕의 하이버퍼 (Boehringer Mannheim), 
20유닛의 Not1 (Biolabs) 및 20 유닛의 EcoRI (Gibco BRL)로 분해시켰다.  분해물을 1.0% TBE 겔상에서 

전기영동시키고 단편을 절단해내었다.  DNA를 QIAQUICK
R
 겔 추출키트(Qiagen)로 겔 슬랩으로부터 추출하였

다.  98.8ng의 이 단편을 MULTIMPRIME
R
 DNA 표지시스템(Amersham)을 사용하여 P

32
로 표지하고 비결합 방사

능을 NUCTRAP
R
 프로브 정제 컬럼(Stratagene)으로 제거하였다. 

두개의 노던 제제와 두개의 도트블롯제제를 다음과 같이 65℃에서 3시간동안 사전혼성화하였다. 1mg의 연

어정자를 5분간 끓이고 1분간 빙냉하고, 10㎖의 EXPRESSHYB
R
 용액과 혼합하고 블롯에 가하였다.  혼성화를 

65℃에서 밤새 수행하였다.   초기 세척조건은 다음과 같았다:  실온에서 40분간 2×SSC, 0.1% SDS, 그 
다음 0.1×SSC, 50℃에서 40분간 0.1% SDS.  블롯을 -80℃에서 밤새 필름에 노출시켰다.   노던 블롯과 
마우스 도트블롯을 또한 60℃에서 0.1% ×SSC, 0.1% SDS 로 세척하여 바탕치를 제거하였다.  마우스 척수 
도트블롯을 65℃에서 0.1×SSC, 0.1% SDS로 높은 긴축조건에서 다시 세척하여 초기의 결과를 확인하였다. 

결과: 마우스 Zcyto7 발현이 척수, 턱밑샘 및 부고환에서 보여졌다. 마우스 배는 수정일로부터 제12일에 
출발하여 제16일에 피크를 이루고 제17일에 끝나는 Zcyto7의 발현을 보였다.   전사크기는 대략 1kb이었
다. 

실시예 7

Zcyto7을 사용하는 연골세포의 증식

Zcyto7 이 연골세포증식에 대해 갖는 효과를 결정하기 위해 연골세포증식분석을 행하였다. 이 분석은 20% 
집밀배양으로 행하였다.  콘트롤 비히클로서 Zcyto7의 대신에 연골세포의 배양물에 소혈청알부민을 첨가
하였다.  분석은 연골세포에서 발생기 DNA의 3H-티미딘 결합을 측정하였다.  Wahl et al., Mol. Cell. 
Biol. 8 : 5016-5025 (1988).

결과

연골세포 배양물의 1 ㎍/㎖의 Zcyto7에의 노출시 주 연골세포증식의 3.5-9배 자극이 보였다.  Zcyto7에 
의한 연골세포 자극은 단백질의 다수 제제로 보여졌고 종별라인을 가로질러 보여졌다.  이와반대로, BSA
를 사용하는 콘트롤 실험은 연골세포의 자극을 가져오지 않았다. 

실시예 8

Zcyto7 - 처리된 연골세포에 의한 글리코사미노글리칸의 생산

연골세포의  20%  집밀  배양물을  제조하고  1  ㎍/㎖의  농도로  Zcyto7을  가하였다.    두번째  실험에서, 
Zcyto7에  더하여,  IL-1β를  세포배양물에  가하였다.   콘트롤  그룹에는  BSA가  연골세포  배양물에 
가해졌다.  그 다음 연골세포 배양물에 의한 글리코사미노글리칸(GAG)의 레벨은 1,9-디메틸메틸렌 블루 
염료 결합분석을 사용하여 결정하였다. Fardale et al., Biochem. Biophys. Acta 888: 173-177 (1987). 

결과

Zcyto7으로 배양한 연골세포는 연골세포 배양물에서 GAG의 정지상태 존재에 있어서 50% 증가를 나타내었
다. 더욱이, 연골세포를 Zcyto7 및 인터루킨-1β (IL-1) 둘다와 공배양했을때, Zcyto7 또는 IL-1β의 어
느 한가지로 연골세포를 배양한 것과 비교하여 2.5배 증가하였다.  BSA를 가한 배양세포는 GAG의 증가된 
생산을 나타내지 않았다. 

실시예 9

Zcyto7에 의한 골모세포 자극

CCC4 셀 라인은 p53 녹아웃 마우스로부터 유도된 골모세포-유사 셀라인이다.  CCC4 라인을 루시페라제의 
발현을 유도하는 유도성 혈청 반응요소(SRE) 를 함유하는 플라스미드로 트랜스펙션시켰다.  SRE의 자극과 
따라서 루시페라제의 발현은 십중팔구 화학적 실재가 골모세포를 자극함을 가리킨다. 

CCC4  세포는 Zcyto7/㎖  의  배지 1μg의  존재하에 배양하였다.   콘트롤 BSA로서,  섬유아세포 성장인자
(FGF)와 혈소판 유도성장인자(PDGF)를 각각 CCC4 세포의 다른 배양물에 첨가하였다.  BSA는 네거티브콘트
롤이고  FGF  및  PDGF는  포지티브  콘트롤이었는데,  그것들은  골모세포  증식을  촉진하는  것으로  알려져 

있다. Labsystes LUMINOSKAN
R
 상에서 2초 통합 판독을 사용하여 40 ㎕의 Promega 루시페라제 기질의 첨가

에 의해 루시페라제 활성을 검출하였다. 

결과
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FGF 및 PDGF 뿐만아니라 Zcyto7은 이 분석에서 루시페라제의 발현을 자극하여 그것들이 골모세포를 자극
함을 가리킨다.  BSA 비히클 콘트롤은 이 분석에서 네거티브이었다.

실시예 10

섬유아세포의 성장에 대한 Zcyto7의 효과

사람 피부 폐 및 태아 폐 섬유아세포의 집밀배양물을 Zcyto7으로 접종하여 섬유아세포의 성장에 대한 
Zcyto7의 효과를 결정하였다.  FGF를 포지티브 콘트롤로 사용하고 BSA를 네거티브 콘트롤 비히클로 사용
하였다.

결과: Zcyto7은 섬유아세포의 성장에 대한 효과가 없었다. 

실시예 11

BaF 3 세포의 성장에 대한 Zcyto7의 효과

증식시키기 위한 BaF 3 세포, IL-3 의존성 쥐의 pre-B 셀라인을 기본 배지로 수회 세척한 다음 각 웰이 
대략 5500 세포/웰을 함유한 96-웰 플레이트에 플레이팅시켰다.  세포를 1 ㎍/㎖의 Zcyto7 또는 1-2pg/㎖
의 IL-3로 처리하거나 Zcyto7 과 IL-3 둘다의 조합으로 처리하였다.  또한 별도의 실험으로, Zcyto7의 대
신에 0.1-10 ng/㎖ 의 TGF β를 웰에 첨가하였다.  37℃ 및 5% CO2에서 3-6일간 분석플레이트의 인큐베이

션후,20㎕의 ALAMAR 블루를 각 웰에 첨가하고 플레이트를 37℃에서 15-24시간 동안 인큐베이션한다.  그 
다음  플레이트를  544m의  여기  파장과  590m의  방출파장을  가진  형광계로  판독하였다.    분석을  또한 
ALAMAR  블루의 첨가에 앞서 세포증식의 자극 또는 억제에 대해 눈으로 점수를 매겼다.   기본 배지는 
RPMI 1640 + 10% HIA-FBS + L- 글루타민 + Na 피루베이트를 함유하였다. 

결과: Zcyto7과 TGFβ는 BaF3 세포의 IL-3 구동증식을 상당히 억제하였다. 그러나, TGFβ에 대한 중화 항
체를 Zcyto7과 함께 첨가할때, BaF 3 세포의 증식의 Zcyto7 억제가 제거되었다.

실시예 12

TF-1 세포의 성장에 대한 Zcyto7 의 효과

GM-CSF 또는 IL-1β 의존적인 사람 백혈병 셀라인인 TF-1 세포를 기본 배지로 수회 세척한 다음 각 웰이 
대략  7000  세포/웰을  함유하는  96-웰  플레이트에  플레이팅하였다.   세포를  1  ㎍/㎖의  Zcyto7과 100-
200pg/㎖ 의 IL-1β로 공배양하였다.  또한 별도의 실험에서, Zcyto7의 대신에 TGFβ를 웰에 첨가하였다.  
37℃ 및 5% CO2 에서 3-6일간 분석 플레이트의 인큐베이션후, 20㎕의 ALAMAR 블루를 각 웰에 첨가하고 플

레이트를 37℃에서 15-24시간 인큐베이션하였다.  그 다음 플레이트를 544nm의 여기 파장과 590nm의 방출 
파장으로 형광계로 판독하였다. 분석은 또한 ALAMAR 블루의 첨가에 앞서 세포증식의 자극 및 억제에 대해 
눈으로 점수를 매겼다. 기본배지는 RPMI 1640 + 10% HIA - FBS + L - 글루타민 + Na 피루베이트를 함유하
였다.

결과: TF-1 세포의 IL-1β 자극은 Zcyto7 및 TGF-β 둘다에 의해 억제된다. 증식의 억제가 일어난 Zcyto7
의 농도는 200ng/㎖ 보다 컸다.  증식의 억제가 일어난 TGF-β의 농도는 약 50pg/㎖ 이었다.      
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〈151〉    1998-01-16                                                                      

〈160〉    41                                                                              
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〈400〉    1                                                                               

gaattcggca cgaggaggcg ggcagcagct gcaggctgac cttgcagctt ggcgga           56                 

atg gac tgg cct cac aac ctg ctg ttt ctt ctt acc att tcc atc ttc        104                 

Met Asp Trp Pro His Asn Leu Leu Phe Leu Leu Thr Ile Ser Ile Phe                            

  1               5                  10                  15                                

ctg ggg ctg ggc cag ccc agg agc ccc aaa agc aag agg aag ggg caa        152                 

Leu Gly Leu Gly Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln                            

             20                  25                  30                                    

ggg cgg cct ggg ccc ctg gcc cct ggc cct cac cag gtg cca ctg gac        200                 

Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp                            

         35                  40                  45                                        

ctg gtg tca cgg atg aaa ccg tat gcc cgc atg gag gag tat gag agg        248                 

Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg                            

     50                  55                  60                                            

aac atc gag gag atg gtg gcc cag ctg agg aac agc tca gag ctg gcc        296                 

Asn Ile Glu Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala                            

 65                  70                  75                  80                            

cag aga aag tgt gag gtc aac ttg cag ctg tgg atg tcc aac aag agg        344                 

Gln Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg                            

                 85                  90                  95                                

agc ctg tct ccc tgg ggc tac agc atc aac cac gac ccc agc cgt atc        392                 

Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile                            

            100                 105                 110                                    

ccc gtg gac ctg ccg gag gca cgg tgc ctg tgt ctg ggc tgt gtg aac        440                 

Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn                            

        115                 120                 125                                        

ccc ttc acc atg cag gag gac cgc agc atg gtg agc gtg ccg gtg ttc        488                 

Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe                            

    130                 135                 140                                            

agc cag gtt cct gtg cgc cgc cgc ctc tgc ccg cca ccg ccc cgc aca        536                 

Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr                            

145                 150                 155                 160                            

ggg cct tgc cgc cag cgc gca gtc atg gag acc atc gct gtg ggc tgc        584                 

Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys                            

                165                 170                 175                                

acc tgc atc ttc  tgaa tcacctggcc cagaagccag gccagcagcc cgagaccatc      640                 

Thr Cys Ile Phe                                                                            

            180                                                                            

ctccttgcac ctttgtgcca agaaaggcct atgaaaagta aacactgact tttgaaagcc      700                 

agaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaattcctgc ggccgc                                736                 

〈210〉  2                                                                                 

〈211〉  180                                                                               

〈212〉  PRT                                                                               

〈213〉  Homo sapiens                                                                      

〈400〉  2                                                                                 
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Met Asp Trp Pro His Asn Leu Leu Phe Leu Leu Thr Ile Ser Ile Phe                            

  1               5                  10                  15                                

Leu Gly Leu Gly Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln                            

             20                  25                  30                                    

Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp                            

         35                  40                  45                                        

Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg                            

     50                  55                  60                                            

Asn Ile Glu Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala                            

 65                  70                  75                  80                            

Gln Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg                            

                 85                  90                  95                                

Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile                            

            100                 105                 110                                    

Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn                            

        115                 120                 125                                        

Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe                            

    130                 135                 140                                            

Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr                            

145                 150                 155                 160                            

Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys                            

                165                 170                 175                                

Thr Cys Ile Phe                                                                            

            180                                                                            

〈210〉    3                                                                               

〈211〉    397                                                                             

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    3                                                                               

aggcgggcan agctgcaggc tgaccttgca gcttggcgga atggactggc ctcacaacct       60                 

gctgtttctt cttaccattt ccatcttcct ggggctgggc agccaggagc cccaaaagca      120                 

agaggaaggg gcaagggcgg cctgggcccn tggcctggcc tcaccaggtg ccactggacc      180                 

tggtgtcacg gatgaaaccg tatgcccgca tggaggagta tgagaggaac atcgaggaga      240                 

tggtggccca gctgaggaac agctcanaag ctggcccaga gaaagtgtga ggtcaacttg      300                 

cagctgtgga tgtccaacaa gaaggagcct gtctcccttg gggctacaag catcaaccac      360                 

cgaccccagc cgtatccccg tgggaccttg ccgggac                               397                 

〈210〉    4                                                                               

〈211〉    18                                                                              

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    4                                                                               

ttaccatttc catcttcc                                                     18                 

〈210〉    5                                                                               

〈211〉    18                                                                              

〈212〉    DNA                                                                             
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〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    5                                                                               

cccttcctct tgcttttg                                                     18                 

〈210〉    6                                                                               

〈211〉    29                                                                              

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    6                                                                               

caaggatccc agcccaggag ccccaaaag                                         29                 

〈210〉    7                                                                               

〈211〉    30                                                                              

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    7                                                                               

gacctcgagt cagaagatgc aggtgcagcc                                        30                 

〈210〉    8                                                                               

〈211〉    30                                                                              

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    8                                                                               

gtcgaattca tggactggcc tcacaacctg                                        30                 

〈210〉    9                                                                               

〈211〉    27                                                                              

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    9                                                                               

gaaggatccg aagatgcagg tgcagcc                                           27                 

〈210〉    10                                                                              

〈211〉    10                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    10                                                                              

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Gly Ser                                                    

  1               5                  10                                                    

〈210〉    11                                                                              

〈211〉    692                                                                             

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Mus musculus                                                                    

〈220〉                                                                                    

〈221〉    CDS                                                                             

〈222〉    (50)..(589)                                                                     

〈400〉    11                                                                              

ggggttcctg gcgggtggca gctgcgggcc tgccgcctga cttggtggg  atg gac tgg      58                 

                                                       Met Asp Trp                         

                                                         1                                 

36-18

1019997009839



ccg cac agc ctg ctc ttc ctc ctg gcc atc tcc atc ttc ctg gcg cca        106                 

Pro His Ser Leu Leu Phe Leu Leu Ala Ile Ser Ile Phe Leu Ala Pro                            

      5                  10                  15                                            

agc cac ccc cgg aac acc aaa ggc aaa aga aaa ggg caa ggg agg ccc        154                 

Ser His Pro Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro                            

 20                  25                  30                  35                            

agt ccc ttg gcc cct ggg cct cat cag gtg ccg ctg gac ctg gtg tct        202                 

Ser Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser                            

                 40                  45                  50                                

cga gta aag ccc tac gct cga atg gaa gag tat gag cgg aac ctt ggg        250                 

Arg Val Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Leu Gly                            

             55                  60                  65                                    

gag atg gtg gcc cag ctg agg aac agc tcc gag cca gcc aag aag aaa        298                 

Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala Lys Lys Lys                            

         70                  75                  80                                        

tgt gaa gtc aat cta cag ctg tgg ttg tcc aac aag agg agc ctg tcc        346                 

Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser                            

     85                  90                  95                                            

cca tgg ggc tac agc atc aac cac gac ccc agc cgc atc cct gcg gac        394                 

Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Ala Asp                            

100                 105                 110                 115                            

ttg ccc gag gcg cgg tgc cta tgt ttg ggt tgc gtg aat ccc ttc acc        442                 

Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr                            

                120                 125                 130                                

atg cag gag gac cgt agc atg gtg agc gtg cca gtg ttc agc cag gtg        490                 

Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val                            

            135                 140                 145                                    

ccg gtg cgc cgc cgc ctc tgt cct caa cct cct cgc cct ggg ccc tgc        538                 

Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Gln Pro Pro Arg Pro Gly Pro Cys                            

        150                 155                 160                                        

cgc cag cgt gtc gtc atg gag acc atc gct gtg ggt tgc acc tgc atc        586                 

Arg Gln Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile                            

    165                 170                 175                                            

ttc      t gagccaacca ccaacccggt ggcctctgca acaaccctcc ctccctgcac      640                 

Phe                                                                                        

180                                                                                        

ccactgtgac cctcaaggct gataaacagt aaacgctgtt ctttgtaaag ga              692                 

〈210〉  12                                                                                

〈211〉  180                                                                               

〈212〉  PRT                                                                               

〈213〉  Mus musculus                                                                      

〈400〉  12                                                                                

Met Asp Trp Pro His Ser Leu Leu Phe Leu Leu Ala Ile Ser Ile Phe                            

  1               5                  10                  15                                

Leu Ala Pro Ser His Pro Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly Gln                            
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             20                  25                  30                                    

Gly Arg Pro Ser Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp                            

         35                  40                  45                                        

Leu Val Ser Arg Val Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg                            

     50                  55                  60                                            

Asn Leu Gly Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala                            

 65                  70                  75                  80                            

Lys Lys Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg                            

                 85                  90                  95                                

Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile                            

            100                 105                 110                                    

Pro Ala Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn                            

        115                 120                 125                                        

Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe                            

    130                 135                 140                                            

Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Gln Pro Pro Arg Pro                            

145                 150                 155                 160                            

Gly Pro Cys Arg Gln Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys                            

                165                 170                 175                                

Thr Cys Ile Phe                                                                            

            180                                                                            

〈210〉    13                                                                              

〈211〉    497                                                                             

〈212〉    DNA                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    13                                                                              

ggggttcctg gcgggtggca gctgcgggcc tgccgcctga cttggtggga tggactggcc       60                 

gcacagcctg ctcttcctcc tggccatctc catcttcctg gcgccaagcc acccccggaa      120                 

caccaaaggc aaaagaaaag ggcaagggag gcccagtccc ttggcccctg ggctcatcag      180                 

gtgccgctgg acctggtgtc tcgagtaaag ccctacgctc gaatggaaga gtatgagcgg      240                 

aaccttgggg agatggtggc ccagctgagg aacagctccg agccagccaa gaagaaatgt      300                 

gaagtcaatc tacagctgtg gttgtccaac aagaggagcc tgtccccatg gggctacagc      360                 

atcaaccacg accccagccg catccctgcg gacttgcccg aggcgcggtg cctatgtttg      420                 

ggttgcgtga atcccttcac catgcaggag gaccgtagca tggtgagcgt gccagtgttc      480                 

agccaggtgc cggtgcg                                                     497                 

〈210〉    14                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    14                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            
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         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    15                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    15                                                                              

Gln Pro Arg Ala Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    16                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    16                                                                              
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Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ala Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    17                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    17                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Ala                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            
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〈210〉    18                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    18                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ala Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    19                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    19                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            
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        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    20                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    20                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Leu Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    21                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    21                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            
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Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Phe Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    22                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    22                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Gly Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    23                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    23                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Ser                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            
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         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala ValGly Cys Thr Cys Ile Phe                             

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    24                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    24                                                                              

Gln Pro Arg Ser Pro Lys Val Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    25                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    25                                                                              
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Gln Pro Arg Val Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    26                                                                              

〈211〉    97                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    26                                                                              

Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp                            

             20                  25                  30                                    

Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr                            

         35                  40                  45                                        

Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val                            

     50                  55                  60                                            

Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys                            

 65                  70                  75                  80                            

Arg Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile                            

                 85                  90                  95                                

Phe                                                                                        

〈210〉    27                                                                              

〈211〉    100                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    27                                                                              

Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro                            

  1               5                  10                  15                                
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Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met                            

             20                  25                  30                                    

Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met                            

         35                  40                  45                                        

Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys Glu                            

     50                  55                  60                                            

Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp                            

 65                  70                  75                  80                            

Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro                            

                 85                  90                  95                                

Glu Ala Arg Cys                                                                            

            100                                                                            

〈210〉    28                                                                              

〈211〉    17                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    28                                                                              

Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro                            

  1               5                  10                  15                                

Leu                                                                                        

〈210〉    29                                                                              

〈211〉    17                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    29                                                                              

Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu                            

  1               5                  10                  15                                

Glu                                                                                        

〈210〉    30                                                                              

〈211〉    16                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    30                                                                              

Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys                            

  1               5                  10                  15                                

〈210〉    31                                                                              

〈211〉    19                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    31                                                                              

Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys                            

  1               5                  10                  15                                

Arg Gln Arg                                                                                

〈210〉    32                                                                              

〈211〉    47                                                                              
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〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    32                                                                              

Pro Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro                            

  1               5                  10                  15                                

Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met                            

             20                  25                  30                                    

Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                                

         35                  40                  45                                        

〈210〉    33                                                                              

〈211〉    70                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    33                                                                              

Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu                            

  1               5                  10                  15                                

Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys                            

             20                  25                  30                                    

Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser                            

         35                  40                  45                                        

Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp                            

     50                  55                  60                                            

Leu Pro Glu Ala Arg Cys                                                                    

 65                  70                                                                    

〈210〉    34                                                                              

〈211〉    61                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    34                                                                              

Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys                            

  1               5                  10                  15                                

Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser                            

             20                  25                  30                                    

Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu                            

         35                  40                  45                                        

Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gln Arg                                        

     50                  55                  60                                            

〈210〉    35                                                                              

〈211〉    73                                                                              

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    35                                                                              

Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys                            

  1               5                  10                  15                                

Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser                            

36-29

1019997009839



             20                  25                  30                                    

Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu                            

         35                  40                  45                                        

Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met                            

     50                  55                  60                                            

Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys                                                        

 65                  70                                                                    

〈210〉    36                                                                              

〈211〉    158                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    36                                                                              

Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro Leu                            

  1               5                  10                  15                                

Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys                            

             20                  25                  30                                    

Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val                            

         35                  40                  45                                        

Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys Glu Val                            

     50                  55                  60                                            

Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly                            

 65                  70                  75                  80                            

Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu                            

                 85                  90                  95                                

Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu                            

            100                 105                 110                                    

Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg                            

        115                 120                 125                                        

Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gln Arg                            

    130                 135                 140                                            

Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                                    

145                 150                 155                                                

〈210〉    37                                                                              

〈211〉    154                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    37                                                                              

Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro                            

  1               5                  10                  15                                

His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg                            

             20                  25                  30                                    

Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val Ala Gln Leu Arg                            

         35                  40                  45                                        

Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu                            

     50                  55                  60                                            
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Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn                            

 65                  70                  75                  80                            

His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu                            

                 85                  90                  95                                

Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met                            

            100                 105                 110                                    

Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys                            

        115                 120                 125                                        

Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met Glu                            

    130                 135                 140                                            

Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                                                    

145                 150                                                                    

〈210〉    38                                                                              

〈211〉    151                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    38                                                                              

Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu                            

             20                  25                  30                                    

Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser                            

         35                  40                  45                                        

Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser                            

     50                  55                  60                                            

Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly                            

                 85                  90                  95                                

Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val                            

            100                 105                 110                                    

Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro                            

        115                 120                 125                                        

Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala                            

    130                 135                 140                                            

Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                                                                

145                 150                                                                    

〈210〉    39                                                                              

〈211〉    160                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Mus musculus                                                                    

〈400〉    39                                                                              

His Pro Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Ser                            

  1               5                  10                  15                                

Pro Leu Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg                            
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             20                  25                  30                                    

Val Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Leu Gly Glu                            

         35                  40                  45                                        

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala Lys Lys Lys Cys                            

     50                  55                  60                                            

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

 65                  70                  75                  80                            

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Ala Asp Leu                            

                 85                  90                  95                                

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

            100                 105                 110                                    

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

        115                 120                 125                                        

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Gln Pro Pro Arg Pro Gly Pro Cys Arg                            

    130                 135                 140                                            

Gln Arg Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

145                 150                 155                 160                            

〈210〉    40                                                                              

〈211〉    158                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Mus musculus                                                                    

〈400〉    40                                                                              

Arg Asn Thr Lys Gly Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Ser Pro Leu                            

  1               5                  10                  15                                

Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Val Lys                            

             20                  25                  30                                    

Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Leu Gly Glu Met Val                            

         35                  40                  45                                        

Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Pro Ala Lys Lys Lys Cys Glu Val                            

     50                  55                  60                                            

Asn Leu Gln Leu Trp Leu Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly                            

 65                  70                  75                  80                            

Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Ala Asp Leu Pro Glu                            

                 85                  90                  95                                

Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu                            

            100                 105                 110                                    

Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg                            

        115                 120                 125                                        

Arg Arg Leu Cys Pro Gln Pro Pro Arg Pro Gly Pro Cys Arg Gln Arg                            

    130                 135                 140                                            

Val Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                                    

145                 150                 155                                                

〈210〉    41                                                                              

〈211〉    153                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             
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〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    41                                                                              

Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro Leu Ala Pro Gly Pro His                            

  1               5                  10                  15                                

Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met                            

             20                  25                  30                                    

Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val Ala Gln Leu Arg Asn                            

         35                  40                  45                                        

Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp                            

     50                  55                  60                                            

Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His                            

 65                  70                  75                  80                            

Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys                            

                 85                  90                  95                                

Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu Asp Arg Ser Met Val                            

            100                 105                 110                                    

Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro                            

        115                 120                 125                                        

Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gln Arg Ala Val Met Glu Thr                            

    130                 135                 140                                            

Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                                                        

145                 150                                                                    

〈210〉    42                                                                              

〈211〉    128                                                                             

〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    42                                                                              

Met Lys Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu                            

  1               5                  10                  15                                

Met Val Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys                            

             20                  25                  30                                    

Glu Val Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro                            

         35                  40                  45                                        

Trp Gly Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu                            

     50                  55                  60                                            

Pro Glu Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met                            

 65                  70                  75                  80                            

Gln Glu Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro                            

                 85                  90                  95                                

Val Arg Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg                            

            100                 105                 110                                    

Gln Arg Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile Phe                            

        115                 120                 125                                        

〈210〉    43                                                                              

〈211〉    157                                                                             
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〈212〉    PRT                                                                             

〈213〉    Homo sapiens                                                                    

〈400〉    43                                                                              

Arg Ser Pro Lys Ser Lys Arg Lys Gly Gln Gly Arg Pro Gly Pro Leu                            

  1               5                  10                  15                                

Ala Pro Gly Pro His Gln Val Pro Leu Asp Leu Val Ser Arg Met Lys                            

             20                  25                  30                                    

Pro Tyr Ala Arg Met Glu Glu Tyr Glu Arg Asn Ile Glu Glu Met Val                            

         35                  40                  45                                        

Ala Gln Leu Arg Asn Ser Ser Glu Leu Ala Gln Arg Lys Cys Glu Val                            

     50                  55                  60                                            

Asn Leu Gln Leu Trp Met Ser Asn Lys Arg Ser Leu Ser Pro Trp Gly                            

 65                  70                  75                  80                            

Tyr Ser Ile Asn His Asp Pro Ser Arg Ile Pro Val Asp Leu Pro Glu                            

                 85                  90                  95                                

Ala Arg Cys Leu Cys Leu Gly Cys Val Asn Pro Phe Thr Met Gln Glu                            

            100                 105                 110                                    

Asp Arg Ser Met Val Ser Val Pro Val Phe Ser Gln Val Pro Val Arg                            

        115                 120                 125                                        

Arg Arg Leu Cys Pro Pro Pro Pro Arg Thr Gly Pro Cys Arg Gln Arg                            

    130                 135                 140                                            

Ala Val Met Glu Thr Ile Ala Val Gly Cys Thr Cys Ile                                        

145                 150                 155                                                

(57) 청구의 범위

청구항 1 

포유동물의 Zcyto7 폴리펩티드 또는 그 변이체를 암호화하는 분리된 폴리뉴클레오티드.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 폴리뉴클레오티드가 SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:14-27 및 SEQ ID 
NO:36-43으로부터 선택된 폴리펩티드를 암호화하는 것을 특징으로 하는 분리된 폴리뉴클레오티드.

청구항 3 

제 2 항에 있어서, 상기 폴리뉴클레오티드에 의해 암호화되는 폴리펩티드가 SEQ ID NO:15-25에 의해 정의
되는 폴리펩티드이고, 상기 폴리펩티드의 아미노 말단이 아미노산 잔기3인 아르기닌; 아미노산 잔기7인 
세린; 아미노산 잔기8인 리신; 아미노산 잔기10인 리신 또는 아미노산 잔기33인 메티오닌 중의 하나에서 
시작되는 것을 특징으로 하는 폴리뉴클레오티드.

청구항 4 

제 2 항에 있어서, 상기 폴리뉴클레오티드에 의해 암호화되는 폴리펩티드가 SEQ ID NO:2, 12, 14-25 및 
36 내지 42에 의해 정의되는 폴리펩티드에 있어서, 아미노산 서열이 SEQ ID NO:2의 아미노산 잔기179, 
SEQ  ID  NO:14-25의 아미노산 잔기159인 이소루신에서 종결하고, 이것이 SEQ  ID  NO:36의 아미노산 잔기
157, SEQ ID NO:37의 아미노산 잔기153, SEQ ID NO:38의 아미노산 잔기150, SEQ ID NO:39의 아미노산 잔
기159, SEQ ID NO:40의 아미노산 잔기157, SEQ ID NO:42의 아미노산 잔기152, SEQ ID NO:42의 아미노산 
잔기127에 대응되는 것을 특징으로 하는 폴리뉴클레오티드. 

청구항 5 

SEQ ID NO:2, 14-27 및 36-43의 폴리펩티드의 에피토프-발생 부위를 포함하는 적어도 15개의 아미노산 잔
기를 갖는 펩티드 또는 폴리펩티드를 암호화하는 분리된 폴리뉴클레오티드.

청구항 6 

제 5 항에 있어서, 펩티드 또는 폴리펩티드가 SEQ ID NO:28-35로 이루어지는 군으로부터 선택되는 것을 
특징으로 하는 분리된 폴리뉴클레오티드.

청구항 7 

36-34

1019997009839



제 5 항 또는 제 6 항에 있어서, 펩티드 또는 폴리펩티드가 운반체 폴리펩티드 또는 다른 운반체 분자와 
융합되는 것을 특징으로 하는 폴리뉴클레오티드.

청구항 8 

제 1 항 내지 제 7 항 중 어느 한 항의 폴리뉴클레오티드에 의해 암호화되는 폴리펩티드와 90%, 95% 또는 
99%의 상동성을 갖는 펩티드 또는 폴리펩티드를 암호화하는 폴리뉴클레오티드.

청구항 9 

하기 작동가능하게 연결된 요소들을 포함하는 발현벡터:

전사 프로모터;

제 1 항 내지 제 8 항 중 어느 한 항에 의해 정의되는 DNA 절편; 및 

전사 터미네이터.

청구항 10 

하기 작동가능하게 연결된 요소들을 포함하는 발현벡터:

(a) 전사 프로모터;

(b) 키메라 폴리펩티드를 암호화하는 DNA 절편으로서, 상기 키메라 폴리펩티드가 본질적으로 펩티드 결합
에 의해 연결된 첫번째 부위 및 두번째 부위로 이루어지고, 상기 첫번째 부위가 포유동물의 폴리펩티드를 
포함하고, 상기 폴리펩티드가 SEQ ID NO:2, 12, 14-43의 아미노산 서열이고, 상기 두번째 부위가 두번째 
폴리펩티드 또는 단백질인 것을 특징으로 하는 DNA 절편;

(c) 전사 터미네이터.

청구항 11 

분리된 포유동물의 Zcyto7 폴리펩티드 또는 그 변이체.

청구항 12 

제 11 항에 있어서, SEQ ID NO:2, 12, 14-27 및 36-43으로 이루어지는 아미노산 서열의 군으로부터 선택
되는 것을 특징으로 하는 분리된 Zcyto7 폴리펩티드.

청구항 13 

제 12 항에 있어서, 폴리펩티드가 SEQ ID NO:15-25에 의해 정의되는 폴리펩티드이고, 상기 폴리펩티드의 
아미노 말단이 변형되어 아미노산 잔기3인 아르기닌; 아미노산 잔기7인 세린; 아미노산 잔기8인 리신; 아
미노산 잔기10인 리신 또는 아미노산 잔기33인 메티오닌 중 하나에서 시작하는 것을 특징으로 하는 폴리
펩티드.

청구항 14 

제 12 항에 있어서, 폴리펩티드가 SEQ ID NO:2, 12, 14-25 및 36 내지 42에 의해 정의되고, 아미노산 서
열이 SEQ ID NO:2의 아미노산 잔기179, SEQ ID NO:14-25의 아미노산 잔기159인 이소루신에서 종결되고, 
이것이 SEQ ID NO:36의 아미노산 잔기157, SEQ ID NO:37의 아미노산 잔기153, SEQ ID NO:38의 아미노산 
잔기150, SEQ ID NO:39의 아미노산 잔기159, SEQ ID NO:40의 아미노산 잔기157, SEQ ID NO:42의 아미노산 
잔기152, SEQ ID NO:42의 아미노산 잔기127에 대응되는 것을 특징으로 하는 폴리펩티드. 

청구항 15 

Zcyto7 폴리펩티드의 에피토프-발생 부위를 포함하는 적어도 15개의 아미노산 잔기를 갖는 분리된 펩티드 
또는 폴리펩티드.

청구항 16 

제 15 항에 있어서, 상기 펩티드 또는 폴리펩티드가 SEQ ID NO:2, 14-27 및 36-43의 폴리펩티드의 에피토
프-발생 부위인 것을 특징으로 하는 펩티드 또는 폴리펩티드.

청구항 17 

제 16 항에 있어서, 펩티드 또는 폴리펩티드가 SEQ ID NO:28-35로 이루어지는 아미노산 서열의 군으로부
터 선택되는 것을 특징으로 하는 분리된 펩티드 또는 폴리펩티드.

청구항 18 

제 12 항 내지 제 17 항중 어느 한 항의 펩티드 또는 폴리펩티드와 90%, 95% 또는 99%의 상동성을 갖는 
분리된 펩티드 또는 폴리펩티드.

청구항 19 

하나이상의 아미노산 잔기의 첨가, 결실 및/또는 치환에 의해 변형된 아미노산 서열을 갖고, 그것이 상기 
펩티드 또는 폴리펩티드의 생물학적 활성을 유지하는 것을 특징으로 하는 제 12 항 내지 제 17 항 중 어
느 한 항의 분리된 펩티드 또는 폴리펩티드.
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청구항 20 

제 12 항 내지 제 20 항 중 어느 한 항의 아미노산 서열에 의해 정의되는 포유동물 폴리펩티드에 특이적
으로 결합하는 항체.

청구항 21 

동물을 상기 펩티드 또는 폴리펩티드로 접종시키거나 상기 펩티드 또는 폴리펩티드를 암호화하는 핵산으
로 접종시키고, 상기 동물이 생산한 상기 펩티드 또는 폴리펩티드에 대한 항체를 분리하는 것을 포함하는 
제 12항 내지 제 19항 중 어느 한 항의 펩티드 또는 폴리펩티드에 결합하는 항체의 생산방법.

청구항 22 

폴리클로날 또는 모노클로날 항체 중 하나인 것을 특징으로 하는 제 21항의 항체.

청구항 23 

제 20 항 또는 제 21 항의 항체의 항체 단편, 단일사슬 항체 또는 인체 적응성 항체. 

청구항 24 

제 21 항 내지 제 23 항 중 어느 한 항의 항체의 항-유전형 항체.
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