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명 세 서

청구범위

청구항 1 

A) 프로콜라겐을 코드하는 핵산 구축물을 포함하는 식물체 또는 단리(單離)된 식물 세포를 준비하는 공정;

B) 식물체 또는 단리된 식물 세포에 있어서, 프로콜라겐을 일과성으로 발현시키는 공정;

C) 공정 B에 의하여 세포 외에 분비된 프로콜라겐 또는 콜라겐을 분리하는 공정;

을 포함하는, 식물체 또는 단리된 식물 세포로부터 프로콜라겐 또는 콜라겐을 산생(産生)하는 방법.

청구항 2 

공정 B 후에, 세포 외에 분비된 프로콜라겐의 N 말단 또는 C 말단을 절단하는 공정을 포함하는, 식물체 또는 단

리된 식물 세포로부터 프로콜라겐 또는 콜라겐을 산생하는 방법.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서,

상기 핵산 구축물이, 천연형의 프로콜라겐에 대하여 80% 이상의 아미노산 배열 동일성을 가지는 프로콜라겐을

코드하는 핵산 배열을 포함하는, 방법.

청구항 4 

제1항 또는 제2항에 있어서,

상기 핵산 구축물이, 프로콜라겐 전체 길이를 코드하는 핵산 배열을 포함하고, 프로콜라겐의 N 말단이 식물 세

포 내에서 절단되지 않도록 하는 변이를 가지고 있는, 방법.

청구항 5 

제1항 또는 제2항에 기재된 방법에 의하여 산생된, 프로콜라겐 또는 콜라겐.

청구항 6 

제1항에 기재된 방법에 있어서 이용되는, 프로콜라겐 또는 콜라겐을 발현하는 핵산 구축물.

청구항 7 

제6항에 기재된 핵산 구축물을 포함하는 발현 벡터.

청구항 8 

제6항에 기재된 핵산 구축물 또는 제7항에 기재된 발현 벡터를 포함하는 식물체 또는 단리된 식물 세포.

청구항 9 

제6항에 기재된 핵산 구축물이 코드하는 프로콜라겐 또는 콜라겐이고, 비천연형 아미노산 배열을 가지는 프로콜

라겐 또는 콜라겐.

청구항 10 

제9항에 있어서,

N 말단 프로 영역에, 이종 펩티드가 융합되어 있는, 프로콜라겐 또는 콜라겐.

청구항 11 
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제1항 또는 제2항에 기재된 방법에 의하여 산생된, 프로콜라겐 또는 콜라겐, 또는 제9항 혹은 제10항에 기재된

프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함하는, 의약 조성물, 화장료 조성물, 또는 식품 조성물인 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본  개시는,  콜라겐을  제조하는  식물  또는  단리(單離)된  식물  세포의  제조  방법  및  이것에  사용하는  핵산[0001]

구축물, 및, 당해 식물 또는 단리된 식물 세포를 이용한 콜라겐 단백질의 제조 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

콜라겐은 모든 포유류 동물 결합 조직에 보이는 세포 외 매트릭스 단백질 패밀리를 이루고 있고, 콜라겐 분자는[0002]

α 사슬로 불리는 폴리펩티드의 3개가 삼중 나선 영역을 형성하는 구조를 포함하고 있다. I형 콜라겐 등의 콜라

겐은, 동물의 초기 발생, 기관 형성, 세포 접착, 세포 증식, 조혈, 창상 치유, 조직 재구축 등의 다양한 생체

반응에 관여하고 있다. 그 구조적 특성, 면역원성이 낮은 것 등에 착목하여, 콜라겐은, 의약 분야, 치료 분야,

화장료 분야, 식품 분야 등에서 폭넓게 이용되고 있다(비특허문헌 1: Ruggiero  et al., 2000, FEBS Letter,

2000, Vol.469, pp.132-136. 비특허문헌 2: Merle et al., FEBS Letter, 2002, Vol.515, pp.114-118).

그렇지만, 일반적으로 이것들의 용도로 이용되는 콜라겐은 동물 조직으로부터 추출된 것이 사용되고 있고, 바이[0003]

러스나 그 외의 감염성 물질에 의하여 오염되어 있을 가능성이 있다. 그 때문에, 상기 각 분야의 산업계에서는,

동물 조직 이외로부터 콜라겐을 얻는 방법을 확보하는 것이 기대되고 있다. 동물성 단백질을 안전하게 대량 생

산하기 위한 비용 대 효과에 뛰어난 대량 생산 방법으로서, 유전자 개변 식물을 이용한 발현 시스템이 이용되고

있고, 유전자 개변 담배 등의 식물체로 콜라겐을 산생(産生)하는 것이 시도되고 있다(비특허문헌 2: Merle et

al., FEBS Letter, 2002, Vol.515, pp.114-118, 특허문헌 1: WIPO국제공개공보 제2006/035442호).

그렇지만, 콜라겐은 3개의 펩티드 사슬이 형성하는 삼중 나선 구조를 가지는 복잡한 구조를 가지는 단백질이고,[0004]

의약 분야, 치료 분야, 화장료 분야, 식품 분야 등에 있어서 이용할 수 있는 콜라겐을 식물체로 제조하기 위하

여는, 가일층의 기술 개선이 요구되고 있었다. 예를 들어, 담배 식물과 같은 단백질 산생에 이용되는 식물 세포

는, 인간 본래의 프로 영역의 절단 부위로부터 어긋난 개소를 절단하는 효소를 가지고 있고, 단순하게 식물 세

포 내에서 발현시켜도, 완전히 인간 콜라겐과 구조를 일치시킨 고품질인 콜라겐의 제조가 곤란하였다. 따라서,

단순히 식물 세포 내에서 콜라겐을 발현시켜도, 의약 분야, 치료 분야, 화장료 분야, 식품 분야 등에 있어서 이

용할 수 있는 품질의 콜라겐을 제조하는 것은 곤란하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) WIPO국제공개공보 제2006/035442호 [0005]

비특허문헌

(비특허문헌 0001)   Ruggiero et al., 2000, FEBS Letter, 2000, Vol.469, pp.132-136. [0006]

(비특허문헌 0002)   Merle et al., FEBS Letter, 2002, Vol.515, pp.114-118. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 개시의 목적은, 의약 분야, 치료 분야, 화장료 분야, 식품 분야 등에 있어서 이용할 수 있는 콜라겐을 식물[0007]

또는 단리된 식물 세포 중에서 제조하기 위한 가일층의 개선된 방법을 제공하는 것이다.
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과제의 해결 수단

본 개시의 발명자들은, 상기 콜라겐을 식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 제조하기 위한 방법에 관하여, 예의[0008]

(銳意) 시험, 검토한 결과, 식물 세포 내에서 프로콜라겐을 일과성으로 발현하는 것에 의하여, 식물 체내에서의

프로콜라겐의 N 말단 절단이 억제되는 것 등을 찾아내는 것에 의하여, 식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 콜라

겐을 효율 좋게 산생시키는 것에 성공하고, 본원 발명을 완성하였다.

본 개시는 일 태양(態樣)에 있어서, 식물체 또는 단리된 식물 세포에 있어서, 프로콜라겐을 일과성으로 발현시[0009]

키는 공정을 포함하는, 식물체 또는 단리된 식물 세포로부터 프로콜라겐 또는 콜라겐을 산생하는 방법을 제공한

다.

본 개시는 일 태양에 있어서, 식물체 또는 단리된 식물 세포로 산생된 콜라겐 또는 프로콜라겐을 제공한다.[0010]

본 개시는 일 태양에 있어서, 식물체 또는 단리된 식물 세포로 콜라겐 또는 프로콜라겐을 산생하기 위한 핵산[0011]

구축물을 제공한다.

본 개시는 일 태양에 있어서, 식물체 또는 단리된 식물 세포로 콜라겐 또는 프로콜라겐을 산생하기 위한 핵산[0012]

구축물을 함유하는 벡터, 및 당해 벡터를 함유하는 식물체 또는 단리된 식물 세포를 제공한다.

본 개시는 일 태양에 있어서, 식물체 또는 단리된 식물 세포로 콜라겐 혹은 프로콜라겐을 산생하기 위한 핵산[0013]

구축물이 코드하는, 비천연 배열을 가지는 프로콜라겐 또는 콜라겐을 제공한다.

본 개시는 일 태양에 있어서, 프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함하는 조성물을 제공한다.[0014]

보다 구체적으로는, 본 개시는 이하를 제공한다.[0015]

[항목 1][0016]

A) 프로콜라겐을 코드하는 핵산 구축물을 포함하는 식물체 또는 단리된 식물 세포를 준비하는 공정;[0017]

B) 식물체 또는 단리된 식물 세포에 있어서, 프로콜라겐을 일과성으로 발현시키는 공정;[0018]

C) 공정 B에 의하여 세포 외에 분비된 프로콜라겐 또는 콜라겐을 분리하는 공정;[0019]

을 포함하는, 식물체 또는 단리된 식물 세포로부터 프로콜라겐 또는 콜라겐을 산생하는 방법.[0020]

[항목 2][0021]

공정 B 후에, 세포 외에 분비된 프로콜라겐의 N 말단 또는 C 말단을 절단하는 공정을 포함하는, 식물체 또는 단[0022]

리된 식물 세포로부터 프로콜라겐 또는 콜라겐을 산생하는 방법.

[항목 3][0023]

항목 1 또는 2에 있어서, 상기 핵산 구축물이, 천연형의 프로콜라겐에 대하여 80% 이상의 아미노산 배열 동일성[0024]

을 가지는 프로콜라겐을 코드하는 핵산 배열을 포함하는, 방법.

[항목 4][0025]

항목 1 또는 2에 있어서, 상기 핵산 구축물이, 프로콜라겐 전체 길이를 코드하는 핵산 배열을 포함하고, 프로콜[0026]

라겐의 N 말단이 식물 세포 내에서 절단되지 않도록 하는 변이를 가지고 있는, 방법.

[항목 5][0027]

항목 1 내지 4 중 어느 한 항에 기재된 방법에 의하여 산생된, 프로콜라겐 또는 콜라겐.[0028]

[항목 6][0029]

항목 1 내지 4 중 어느 한 항에 기재된 방법에 있어서 이용되는, 콜라겐을 발현하는 핵산 구축물.[0030]

[항목 7][0031]

항목 6에 기재된 핵산 구축물을 포함하는 발현 벡터.[0032]

[항목 8][0033]

항목 5에 기재된 핵산 구축물 또는 항목 7에 기재된 발현 벡터를 포함하는 식물체 또는 단리된 식물 세포.[0034]
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[항목 9][0035]

항목 6에 기재된 핵산 구축물이 코드하는 프로콜라겐 또는 콜라겐이고, 비천연형 아미노산 배열을 가지는 프로[0036]

콜라겐 또는 콜라겐.

[항목 10][0037]

항목 9에 있어서, N 말단 프로 영역에, 이종 펩티드가 융합되어 있는, 프로콜라겐 또는 콜라겐.[0038]

[항목 11][0039]

항목 1 내지 4 중 어느 한 항에 기재된 방법에 의하여 산생된, 프로콜라겐 또는 콜라겐, 또는 항목 9 혹은 10에[0040]

기재된 프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함하는, 의약 조성물, 화장료 조성물, 또는 식품 조성물인 조성물.

발명의 효과

본 개시는, 의약 분야, 치료 분야, 화장료 분야, 식품 분야 등에 있어서 이용할 수 있는 콜라겐을 식물 또는 단[0041]

리된 식물 세포 중에서 제조하기 위한 가일층의 개선된 방법을 제공한다고 하는 효과를 가진다.

도면의 간단한 설명

도 1a는, I형 콜라겐 α1 발현 카세트의 구성을 도시하는 모식도이다.[0042]

도 1b는, I형 콜라겐 α2 발현 카세트의 구성을 도시하는 모식도이다.

도 1c는, prolyl 4-hydroxylase α 사브유닛(P4Hα), prolyl 4-hydroxylase β 사브유닛(P4Hβ) 발현 카세트의

구성을 도시하는 모식도이다.

도 1d는, 리실 히드록실라제 3(LH3) 발현 카세트의 구성을 도시하는 모식도이다.

도 1e는, 골형성 단백질 1(BMP1) 발현 카세트의 구성을 도시하는 모식도이다.

도 1f는, Tomato bushy stunt virus 유래 RNA silencing suppressor p19 발현 카세트의 구성을 도시하는 모식

도이다.

도  2는,  I형  콜라겐  α1  발현  카세트를  니코티아나ㆍ벤타미아나  식물  발현계에서  일과성으로  발현시키는

것으로, 식물 체내에 N 말단 프로 영역 및 C 말단 프로 영역을 가지는 전체 길이 콜라겐 단백질이 축적되어 있

는 것이 확인된 것을 도시하는 도면이다. 레인 3은, I형 콜라겐 α1 발현 카세트로부터 발현된 전체 길이 콜라

겐 단백질이 추출된 것을 도시한다. 레인 4 ~ 18은, 각종 프로테아제에 대응한 절단 부위 변이를 가지는 I형 콜

라겐 α1 발현 카세트로부터 발현된 전체 길이 콜라겐 단백질이, 대응하는 프로테아제에 의하여 절단된 것을 도

시한다.

도 3은, 녹색 형광 단백질(GFP) 융합 콜라겐 α1 추출액의 추출액에 대하여 여기광을 조사(照射)하는 것에 의하

여, 형광이 확인된 것을 도시하는 도면이다.

도 4는, I형 콜라겐 α1 발현 카세트와 I형 콜라겐 α2 발현 카세트를 식물 발현계에서 공발현(共發現)시키는

것으로, α1과 α2 콜라겐 단백질이 동시에 세포 체내에서 축적하는 것을 확인하는, 웨스턴 블롯 실험의 결과를

도시하는 도면이다.

도 5는, 질량 분석기에 의하여 α1과 α2 콜라겐 단백질이 발현되고 있는 것을 확인한 시험의 결과를 도시하는

도면이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

콜라겐은 α 사슬로 불리는 3개의 펩티드 사슬로 구성되어 있고, 세포질의 소포체막에 결합한 리보솜에 의하여[0043]

mRNA로부터 합성된 각 펩티드는, 합성과 함께 소포체 내로 이행하고, 각각의 C 말단의 S-S 결합 반응 등을 얻어

3개의 펩티드로 이루어지는 삼중쇄 프로콜라겐 분자를 형성한다. 소포체로부터 골지체를 거쳐 세포 외로 분비된

삼중쇄 프로콜라겐 분자는, N 말단 및 C 말단이 절단되는 것으로 성숙 삼중쇄 콜라겐이 된다(Ricard-Blum, Cold

Spring Harb Perspect Biol. 2011 Jan 1；3(1)：a004978).

성숙 삼중쇄 콜라겐은 구성하는 α 사슬의 종류, 조합, 전체의 구조 또는 특성에 의하여 I형 콜라겐, II형 콜라[0044]

겐, III형 콜라겐 ~ XXVIII형 콜라겐 등 다양하게 분류된다. 예를 들어, I형 콜라겐은 주로 2개의 α1 펩티드와
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1개의 α2 펩티드로 구성되고, II형 콜라겐은 3개의 α1 펩티드로 구성된다. 각 α 사슬은 생합성 시의 스플라

이싱 태양의 상위(相違)에 의하여 한층 더 베리에이션을 일으키고, III형 콜라겐은 II형 콜라겐과 마찬가지로 3

개의 α1 펩티드로 구성되어 있지만, 각각을 구성하는 α 사슬의 스플라이싱 형태는 다르다(Ricard-Blum, Cold

Spring Harb Perspect Biol. 2011 Jan 1；3(1)：a004978).

몇 가지의 종류의 성숙 삼중쇄 콜라겐은 한층 더 서로 가교되는 것으로, 섬유 구조를 형성하고, 몇 가지의 종류[0045]

의 성숙 삼중쇄 콜라겐은 네트워크 구조를 형성한다. 이것들 각종 콜라겐은 생체 내의 여러 가지 장소에서 생성

되고, 다양한 생체 기능을 담당하고 있다(Ricard-Blum, Cold Spring Harb Perspect Biol. 2011 Jan 1；3(1)：

a004978).

이와 같은 콜라겐을 대량 생산하여 의약 분야, 치료 분야, 화장료 분야, 식품 분야 등에 있어서 이용하기 위하[0046]

여, 콜라겐을 식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 제조하기 위한 방법에 관하여 본 개시의 발명자들이 예의 시

험, 검토한 결과, 프로콜라겐의 식물 세포 내에서의 발현을 일과성의 것으로 하는 것에 의하여, 식물 세포의 내

재성 효소에 의한 발현 콜라겐의 분해를 대폭으로 억제할 수 있는 것이 발견되었다. 나아가, 콜라겐 유전자에

변이를 도입하는 것에 의하여, 삼중쇄 프로콜라겐 분자 혹은 성숙 삼중쇄 콜라겐 분자를 식물체로부터 회수할

수 있고, 콜라겐을 효율 좋게 산생할 수 있는 것을 찾아냈다.

보다 구체적으로는, 포유류 생체 내에서는 천연의 콜라겐은 N 말단 및 C 말단에 연장 영역을 가지는 프로콜라겐[0047]

으로서 세포 외에 분비된 후에, N 말단 및 C 말단이 효소에 의하여 절단되어 성숙 콜라겐 분자가 되는 것에 대

하여, 식물 세포 내에서 프로콜라겐을 발현하면, 식물 세포 내에서 N 말단 및 C 말단이 절단되어 버리고, 그 결

과 수용성이 대폭으로 저하한다. 당해 식물 세포 내에서 절단되는 N 말단 절단 부위는, 본래 프로콜라겐이 콜라

겐으로 성숙할 때에 N 말단이 절단되는 부위보다도 C 말단 쪽으로 위치하고 있고, 식물 세포 내에서 발현한 프

로콜라겐으로부터 얻어지는 성숙 콜라겐은 천연의 성숙 콜라겐에 비하여 N 말단이 단축되어 있다. 또한, 식물

세포 내에서 절단되는 N 말단 절단 부위는 절단 위치가 불명하다. 이것들 식물 세포 내에서의 비천연 위치의 절

단에 의하여, 식물 세포 내에서 산생된 콜라겐은, 천연 콜라겐과 다른 특성을 가질 수 있다.

본 개시의 발명자들은, 식물 세포 내에서의 콜라겐 발현을 일과성인 것으로 하는 것에 의하여, 식물 세포 내에[0048]

서의 프로콜라겐의 N 말단 절단을 억제할 수 있는 것을 발견하였다. 나아가, 식물 세포 내 또는 산생 공정에 있

어서의 프로콜라겐의 N 말단 또는 C 말단의 절단을 억제할 수 있는 아미노산 변이를 찾아내고, 이것들 변이를

가지는 프로콜라겐을 발현시키는 것으로, 세포 외에 분비되는 프로콜라겐 또는 콜라겐을 효율 좋게 회수하는 것

이 가능하게 되었다. 나아가, 프로콜라겐의 N 말단 및 C 말단 연장 영역을, 소망하는 효소에 의하여 절단하고,

또한 절단 후의 성숙 콜라겐 분자의 N 말단 및 C 말단의 아미노산 배열이, 천연 성숙 콜라겐 분자의 아미노산

배열과 같게 되기 위한 효소 인식 배열을 콜라겐 유전자에 도입하는 것으로, 소망하는 공정에서 프로콜라겐을

성숙 콜라겐 분자로 전환하는 것이 가능하게 되었다.

(정의)[0049]

그 외에 정의하지 않는 한, 본 명세서에서 사용하는 기술 용어 및 과학 용어는, 모두, 본 개시가 속하는 기술[0050]

분야의 당업자에 의하여 통상적으로 이해되고 있는 것과 같은 의미를 가진다.

본 명세서에 있어서, 복수의 수치의 범위가 나타내진 경우, 그것들 복수의 범위의 임의의 하한값 및 상한값의[0051]

조합으로 이루어지는 범위도 마찬가지로 의미한다.

본 명세서에 있어서 「실질적으로」라는 말은, 본 개시가 속하는 기술 분야의 당업자에 의하여 통상적으로 이해[0052]

되고 있는 것과 같은 의미이지만, 예를 들어, 생물학적 또는 화학적인 현상이 목적의 상태를 완전히 달성하지

않는 경우가 있는 것을 고려하여, 목적의 상태 및, 생물학적 또는 화학적인 특성을 위하여 불가피적으로 달성되

지 않는 상태를 포함하는 것을 의도하여 이용된다.

본 명세서에 있어서, 수치에 관련하여, 「약」이라는 용어를 이용하는 경우, 당해 값은 예를 들어, 10%, 9%,[0053]

8%,  7%,  6%,  5%,  4%,  3%,  2%,  1%,  0.5%,  0.1%,  0.05%  또는  0.01%의  범위  내에서  변동할  수  있는  것을

의미한다.

본 명세서에 있어서, 「포함한다」라는 용어는, 본 개시가 속하는 기술 분야의 당업자에 의하여 통상적으로 이[0054]

해되고 있는 것과 같은 의미이지만, 예를 들어 「포함하는」 것 및 「로 이루어지는」를 내포하고, 구체적으로

는, A를 「포함하는」 조성물은, A만을 포함하는 경우에 더하여, 다른 구성 요소, B를 포함하는 일도 있다.

본 명세서에 있어서, 조성물에 관하여 사용되는 「로 이루어지는」 또는 「로 구성되는」라는 용어는, 본 개시[0055]
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가 속하는 기술 분야의 당업자에 의하여 통상적으로 이해되고 있는 것과 같은 의미이지만, 당해 조성물을 오로

지 구성하는 구성 요소를 나타내기 위하여 사용된다. 예를 들어, A 「로 이루어지는」 조성물은, 오로지 A만을

포함한다. 그렇지만 일 태양에 있어서, A 「로 이루어지는」 조성물은, 생물학적 및 화학적인 성질에 기초하여

제조상 피할 수 없는 A 이외의 혼입물을 포함하는 태양을 포함한다.

본 개시에 있어서, 아미노산 배열 또는 염기 배열의 「동일성」이란, 비교해야 할 2개의 아미노산 배열의 아미[0056]

노산 또는 염기 배열의 염기가 가능한 한 많이 일치하도록 당해 2개의 배열을 정렬시키고, 일치한 아미노산 수

또는 염기 수를, 전체 아미노산 수 또는 염기 수로 나눈 것을 백분율로 나타낸 것이다. 상기 정렬 시에는, 필요

에 따라, 비교하는 2개의 배열의 일방(一方) 또는 쌍방으로 적의(適宜) 갭을 삽입한다. 이와 같은 배열의 정렬

화는, 예를 들어 BLAST,  FASTA,  CLUSTAL  W  등의 주지의 프로그램을 이용하여 행할 수 있다. 갭이 삽입되는

경우, 상기 전체 아미노산 수 또는 염기 수는, 1개의 갭을 1개의 아미노산 또는 염기로서 센 수가 된다. 이와

같이 하여 센 전체 아미노산 수 또는 염기 수가, 비교하는 2개의 배열 사이에서 다른 경우에는, 동일성(%)은,

긴 쪽의 배열의 전체 아미노산 수 또는 염기 수로, 일치한 아미노산 수 또는 염기 수를 나누어 산출된다. 다만,

비교해야 할 배열이 다른 임의의 배열과 연결된 상태에 있는 경우에는, 상당하는 영역만을 꺼내어 배열을 대비

하고, 동일성을 산출한다.

본 개시에 있어서, 프로콜라겐 또는 콜라겐의 발현이 「일과성」이라는 것은, 본 개시가 속하는 기술 분야의 당[0057]

업자에 의하여 통상적으로 이해되고 있는 것과 같은 의미이지만, 전형적으로는 프로콜라겐 또는 콜라겐을 코드

하는 핵산 배열을 숙주 세포의 게놈에 짜 넣지 않는 상태로, 숙주 세포 내에서 발현시키는 것을 의미한다. 그와

같은 일과성의 발현은, 예를 들어 바이러스 벡터를 이용하는 것으로 실시할 수 있다.

(식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 콜라겐을 산생하는 방법)[0058]

일 태양에 있어서, 본 개시는 식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 콜라겐을 산생하는 방법을 제공한다.[0059]

본 개시의 콜라겐 산생 방법으로는, 프로콜라겐을 코드하는 핵산을 포함하는 핵산 구축물을 식물체 또는 단리된[0060]

식물 세포 중에서 일과성으로 발현하는 것에 의하여, 세포 외에 분비된 프로콜라겐 또는 콜라겐 분자를 회수하

는 공정을 포함하고, 최종적으로 프로콜라겐 또는 콜라겐 분자를 산생한다.

전형적으로는, 본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐 산생 방법은 이하의 공정을 포함한다.[0061]

A) 프로콜라겐을 코드하는 핵산 구축물을 포함하는 식물체 또는 단리된 식물 세포를 준비하는 공정;[0062]

B) 식물체 또는 단리된 식물 세포에 있어서, 프로콜라겐을 일과성으로 발현시키는 공정;[0063]

C) 공정 B에 의하여 세포 외에 분비된 프로콜라겐 또는 콜라겐을 분리하는 공정.[0064]

상기 공정 A) 「프로콜라겐을 코드하는 핵산 구축물을 포함하는 식물체 또는 단리된 식물 세포를 준비하는 공정[0065]

」에서 이용되는 핵산 구축물은, 전형적으로는 하기 (식물 또는 단리된 식물 세포 중에 있어서의 콜라겐 산생에

사용하기 위한 핵산 구축물)의 구성을 가지는 핵산 구축물이다.

본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐의 산생 방법에 있어서 산생되는 콜라겐의 종류는 특별히 한정되지 않고, 적[0066]

절한 α 사슬을 코드하는 핵산 구축물을 조합하는 것에 의하여, 예를 들어, I형 콜라겐, II형 콜라겐, III형 콜

라겐 등, 임의의 콜라겐을 산생할 수 있다. 예를 들어, 하기 (핵산 구축물이 코드하는 프로콜라겐 또는 콜라

겐)에 있어서 기재되는, 비천연형의 아미노산 배열을 가지는 콜라겐, 또는 이종 펩티드를 융합하는 콜라겐을 산

생할 수 있다.

본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐 산생 방법에 있어서 이용되는 식물로서, 예를 들어 담배속 식물, 이끼 식물[0067]

(피스코미트렐라 파텐스(P. patens) 등), 감자(S. tuberosum 등), 볏과 식물(O. sativa 등), 유채과 식물, 양

상추를  들  수  있지만,  담배속  식물이  바람직하다.  담배속  식물로서는,  예를  들어,  벤타미아나  담배(N.

benthamiana), 담배(N. tabacum), 니코티아나ㆍ엑셀시어(N. excelsior) 등을 들 수 있지만, 이것들에 한정되지

않는다.

상기 공정 B) 「식물체 또는 단리된 식물 세포에 있어서, 프로콜라겐을 일과성으로 발현시키는 공정」에서는,[0068]

전형적으로는 프로콜라겐을 코드하는 핵산 배열을 포함하는 바이러스 벡터 등의 발현 벡터를, 숙주 세포의 게놈

에 짜 넣지 않는 상태로, 식물체 또는 단리된 식물 세포에 있어서 발현시킨다.

프로콜라겐을 일과성으로 발현하는 것으로, 식물 세포 내에서의 N 말단 절단을 억제하는 것이 가능하게 된다.[0069]

식물체 또는 단리된 식물 세포 내에서의 프로콜라겐 일과성 발현은, 본 개시가 속하는 기술 분야의 당업자에게
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공지의 방법으로 행할 수 있고, 프로콜라겐의 발현량, 발현 기간 등은, 사용하는 벡터, 프로모터, 배지의 구성,

배양 조건 등을 적의 조정하는 것에 의하여, 본 개시의 취지를 잃지 않는 범위에서 당업자가 적의 조정할 수 있

다.

예를 들어, 본 개시의 핵산 구축물을 재조합 바이러스로서 이용하는 경우, 바이러스를 감염시킨 식물체 또는 단[0070]

리된 식물 세포 내에서 바이러스가 증식하고, 식물 세포 내에서 대량의 콜라겐이 생산된다. 예를 들어, 식물체

를 이용하여 콜라겐을 산생하는 경우, 바이러스 접종 후 3 ~ 15일간 정도 식물을 재배한 후, 잎 등의 식물 조직

으로부터 콜라겐 또는 프로콜라겐을 추출 회수할 수 있다.

상기 공정 C) 「공정 B에 의하여 세포 외에 분비된 프로콜라겐 또는 콜라겐을 분리하는 공정」에서는, 본 개시[0071]

가 속하는 기술 분야의 당업자에게 공지인 임의의 방법을 이용할 수 있다. 예를 들어, C. D. Mount et al.,

Archives  of  Biochemistry  and  Biophysics,  240  33  (1985),  U.  H.  Gregory  and  I.  R.  Willshire,  Hoppe-

Sayler's Z. Physiol. Chem., 356 1765 (1975)에 기재된 방법을 이용할 수 있지만, 이것들에 한정되지 않는다.

보다 구체적으로는, 예를 들어, 담배 식물체에 있어서 콜라겐을 발현시켜 콜라겐 또는 프로콜라겐을 산생하는

경우, 동결 보존한 담배 식물의 잎을 적절한 버퍼 중에서 마쇄하고, 버퍼로부터 염석에 의하여 콜라겐 또는 프

로콜라겐을 추출, 정제할 수 있다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐의 산생 방법은, 공정 B 후에, 세포 외에 분비된 프로콜라[0072]

겐의 N 말단 또는 C 말단을 절단하는 공정을 포함하여도 무방하다. 당해 절단은, 프로콜라겐을 화학적 처리 또

는 효소적 처리 또는 이것들의 조합으로 처리하는 것으로 실시할 수 있다. 당해 화학적 또는 효소적 처리 중 적

어도 일부는 식물 세포 내 이외의 장소에서 행하여지고, 배양 공정 중, 추출 정제 공정 중, 추출 정제 공정 후

등의 공정에 있어서 행할 수 있다. 예를 들어, 완전 길이 프로콜라겐을 산성 환경에서 추출 정제하는 것에 의하

여, 천연형 프로콜라겐의 C 말단을 절제할 수 있는 것이 알려져 있다. 일 태양에 있어서, 추출 정제 공정 후에

프로테아제(단백질 분해 효소)에 의하여 프로콜라겐의 N 말단 또는 C 말단을 절제할 수 있다. 추출 정제 공정

후에 프로테아제에 의하여 프로콜라겐의 N 말단 또는 C 말단을 절제하는 것에 의하여, 절제 반응계로의 협잡물

의 혼입을 억제하고, 프로테아제에 적당한 반응 조건으로 절제 반응을 행하는 것으로, 절제 반응의 특이성을 향

상시키고, 생성물의 높은 안정성을 얻을 수 있다. 이렇게 하여 안정된 콜라겐을 제조하여 최종 판매 형태로 할

수 있는 것 외에, 완전 길이 프로콜라겐을 바이오 3D 프린터의 바이오 잉크의 원료로 하고, 바이오 3D 프린터로

입체 구조를 구축 후에 N 말단 또는 C 말단을 절단하는 효소(예: BMP1)를 추가하는 것에 의하여 삼중 나사 구조

를 보다 강고하게 한다고 하는 응용 방법도 가능하다. 이것은 디지털카메라가 보급하기 전의 사진 필름의 「현

상」에 상당하는 공정이다.

당해 프로콜라겐의 N 말단 또는 C 말단 연장 영역을 절단하는 효소는 특별히 한정되지 않는다. 일 태양에 있어[0073]

서, 포유류 세포에 있어서의 천연형 프로콜라겐의 N 말단 및 C 말단을 절단하는 효소를 이용하는 것으로, 천연

형 프로콜라겐으로부터 천연형 성숙 콜라겐을 생성할 수 있다. 이와 같은 천연형 프로콜라겐의 N 말단 및 C 말

단을 절단하는 효소의 비한정적인 예로서, Procollagen N-Endopeptidase, BMP1 등을 사용할 수 있다. 또한, 아

미노산 변이를 이용하여, 프로콜라겐의 N 말단 및 C 말단에 소망하는 프로테아제 인식 배열을 도입하는 것으로,

대응하는  프로테아제를  이용하는  것이  가능하게  된다.  이와  같은  효소로서,  예를  들어,  HRV3C,  Furin,

Enterokinase를 사용할 수 있지만, 이것들에 한정되지 않는다. 덧붙여, HRV3C, Furin 및 Enterokinase의 인식

배열 및 절단 부위는 이하대로이다.

[0074]

일 태양에 있어서, 본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐의 산생 방법은, 프로콜라겐 또는 콜라겐을 번역 후 수식[0075]

하는 공정을 포함하여도 무방하다. 예를 들어, P4Hα, P4Hβ 또는 LH3 등에 의하여, 프로콜라겐 또는 콜라겐을

번역 후 수식하는 것에 의하여, 프로콜라겐 또는 콜라겐의 안정성을 향상시킬 수 있다. 본 개시의 프로콜라겐

또는 콜라겐의 산생 방법에 있어서, 번역 후 수식을 행하는 공정은, 프로콜라겐 또는 콜라겐의 번역 후의 임의

의 시점에서 행할 수 있고, 식물 세포 내 또는 식물 세포로부터 분비 후의 단계에서 행할 수 있다. 예를 들어,

P4Hα 및 P4Hβ와 프로콜라겐을 동일한 식물 세포로 발현하는 것에 의하여, 식물 세포 내, 예를 들어 소포체 내
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에서 번역 후 수식을 행할 수 있다. 바람직하게는, 당해 번역 후 수식의 적어도 일부는 식물 세포의 액포 이외

의 장소에서 행하여진다.

(식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 산생된 콜라겐)[0076]

일 태양에 있어서, 본 개시는 식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 산생된 프로콜라겐 또는 콜라겐을 제공한다.[0077]

일반적으로 의약, 화장품 또는 식품 분야 등에서 종래 제공되어 온 콜라겐은, 생체 조직에 존재하는 콜라겐 분

자가 한층 더 중합한 콜라겐 섬유 등을 분해하여 제공된 것이 많고, 이와 같은 콜라겐은 분해 처리에 의하여 콜

라겐의 구조 및 기능의 일부가 상실되어 있었다. 한편, 본 개시의 식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 산생된

프로콜라겐 또는 콜라겐은, 이와 같은 분해 처리를 거치는 일 없이 산생하는 것이 가능하기 때문에, 콜라겐의

구조 및 기능을 보다 완전한 상태로 보지(保持)하는 것이 가능하게 된다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 산생 방법으로 산생되는 프로콜라겐은, N 말단 및 C 말단을 구비한 프로콜라겐을[0078]

포함한다. 이와 같은 프로콜라겐은, 천연형의 프로콜라겐을 코드하는 핵산을 포함하는 핵산 구축물을 식물 세포

내에서 일과성으로 발현하고, 세포 외에 분비된 프로콜라겐을 추출, 정제하는 것으로 산생할 수 있다.

일 태양에 있어서, 본 개시에서 산생되는 프로콜라겐은, 천연형의 아미노산 배열을 가지는 프로콜라겐을 포함한[0079]

다. 당해 천연형 배열을 가지는 프로콜라겐은, 아미노산 배열은 천연 프로콜라겐과 동일하지만, 그 산생 공정에

있어서의 여러 가지 조건에 의하여, 번역 후 수식 상태 등의 점에서 다를 수 있다. 상술대로, 본 개시의 식물

또는 단리된 식물 세포 중에서 콜라겐을 산생하는 방법으로는, 다양한 방법으로 번역 후 수식 상태를 제어하는

것이 가능하고, 이것에 의하여 다양한 생리 활성상의 이점을 구비할 수 있다.

일 태양에 있어서, 본 개시에서 산생되는 프로콜라겐은 N 말단 절단 부위 또는 C 말단 절단 부위 혹은 그 양방[0080]

(兩方)의 부위에, 아미노산 변이를 가지는 비천연형 프로콜라겐을 포함한다. 일 태양에 있어서, 당해 변이는 식

물 세포 내 또는 산생 공정 중의 프로콜라겐의 절단을 억제한다. 일 태양에 있어서, 당해 변이는 소망하는 프로

테아제에 대응한 인식 배열을 제공한다. 일 태양에 있어서, 당해 변이는 산생 공정의 화학적 처리에 의하여 절

단을 유도하는 배열을 제공한다. 비천연형 완전 길이 프로콜라겐의 N 말단 절단 부위 또는 C 말단 절단 부위의

아미노산 변이는, 최종적으로 천연형 성숙 콜라겐을 생성하는 것이어도 무방하고, N 말단 혹은 C 말단 또는 양

방의 말단에 비천연형의 배열을 가지는 성숙 콜라겐을 생성하는 것이어도 무방하다.

상기 아미노산 변이는,  천연형 아미노산 배열에 대한 아미노산 부가, 삭제, 치환 혹은 이것들의 조합일 수[0081]

있다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 산생 방법으로 산생되는 프로콜라겐은, N 말단 또는 C 말단의 한방만이 절제된, N[0082]

말단 결여 프로콜라겐 및 N 말단 결여 프로콜라겐을 포함한다. 당해 N 말단 결여 프로콜라겐은, 식물 세포 내

절제에 의한 것과는 다른 N 말단 결여를 가지고 있다. 일 태양에 있어서, 당해 N 말단 또는 C 말단 결여 프로콜

라겐은, 세포 외에 분비된 완전 길이 또는 불완전 길이 프로콜라겐을 화학적 처리 또는 효소적 처리 또는 이것

들의 조합으로 처리하는 것으로 생성할 수 있다.

일 태양에 있어서, 본 개시에서 산생되는 프로콜라겐은 N 말단 혹은 C 말단 또는 그 양방에 특정의 기능을 가지[0083]

는 펩티드가 융합되어 있는 것을 포함한다. 융합되는 펩티드는 특별히 한정되지 않고, 이종 단백질 유래의 펩티

드나, 신규로 합성되는 비천연 펩티드여도 무방하다. 예를 들어, 세포 외로의 분비를 촉진하는 펩티드, 프로콜

라겐의 정제에 이용할 수 있는 친화성 펩티드, 형광을 일으키는 표지(標識) 펩티드 등을 이용할 수 있다. 일 태

양에 있어서 당해 융합된 펩티드는, 본 개시가 속하는 기술 분야의 당업자에게 알려져 있는 링커 배열을 이용하

여 프로콜라겐에 융합할 수 있다. 일 태양에 있어서 당해 융합된 펩티드의 일부 영역 또는 전(全) 영역은, 화학

적 또는 효소적 반응에 의하여, 프로콜라겐으로부터 절제할 수 있다.

일 태양에 있어서, 본 개시에서 산생되는 성숙 콜라겐은 N 말단 및 C 말단에 천연형의 아미노산 배열을 가지고[0084]

있다. 다른 태양에 있어서, 본 개시에서 산생되는 콜라겐은 N 말단 및 C 말단 중 적어도 일방에 비천연형의 아

미노산 배열을 가지고 있다. N 말단의 비천연형 아미노산 배열은, 식물 세포 내 절제에 의하여 생성되는 것과는

다르다.

일 태양에 있어서, 본 개시에서 산생되는 프로콜라겐 또는 콜라겐은, 상기에 서술한 이외의 임의의 아미노산 변[0085]

이를 가지는 것을 포함한다. 일 태양에 있어서, 본 개시에서 산생되는 프로콜라겐 또는 콜라겐은, 상기에 서술

한 이외의, 프로콜라겐 또는 콜라겐의 전 영역 또는 일부 영역과, 다른 펩티드가 융합한 것을 포함한다.

(식물 또는 단리된 식물 세포 중에 있어서의 콜라겐 산생에 사용하기 위한 핵산 구축물)[0086]
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일 태양에 있어서, 본 개시는 식물 또는 단리된 식물 세포 중에 있어서의 콜라겐 산생에 사용하기 위한 핵산 구[0087]

축물을 제공한다.

본 개시의 핵산 구축물은, 콜라겐을 구성하는 α 사슬의 적어도 1개를 코드하는 핵산 배열을 가지고 있다. 일[0088]

태양에 있어서 본 개시의 핵산 구축물은 프로콜라겐을 발현하는 배열을 가지고 있다. 당해 프로콜라겐은, 상기

(식물 또는 단리된 식물 세포 중에서 산생된 콜라겐)에서 언급한 다양한 변이를 가지는 프로콜라겐 및 다른 펩

티드와 융합한 프로콜라겐을 포함한다. 본 개시의 핵산 구축이 코드하는 α 사슬의 종류는 특별히 한정되지 않

고, α1, α2 및 이것들의 스플라이스 이성체 중 어느 하나를 코드할 수 있다.

본 개시의 핵산 구축물은 DNA, RNA 또는 본 개시가 속하는 기술 분야에 있어서 당업자에게 알려져 있는 임의의[0089]

이것들의 유사체여도 무방하다. 예를 들어, 본 개시의 핵산 구축물은, 비천연 염기를 포함하여도 무방하고, 또

한, 그 일부에 탄화수소 사슬, 펩티드 사슬을 포함하여도 무방하다.

본 개시의 핵산 구축물은,  본  개시가 속하는 기술 분야의 당업자에게 알려져 있는 상법(常法)의 화학 합성[0090]

방법, 혹은, 유전자 공학적 수법에 의하여 조제할 수 있다. 예를 들어, 천연에 존재하는 배열을 가지는 cDNA를

합성한 후, 이 cDNA를 주형으로서, 적당한 프라이머를 이용하여 적의 변이를 도입하는 것에 의하여 합성할 수도

있다. 혹은, 합성해야 할 핵산 구축물을 몇 가지의 짧은 영역으로 나누어 복수의 DNA 단편을 화학 합성하고, 공

지의 fusion PCR법에 의하여 각 단편을 연결시켜 DNA 구축물을 합성할 수 있다. RNA 구축물은, DNA 구축물로부

터의 전사 반응에 의하여 조제될 수 있다.

핵산 구축물의 배열에 변이를 도입하는 방법으로서는, 본 개시가 속하는 기술 분야의 당업자에게 알려져 있는[0091]

임의의 방법을 이용할 수 있다. 예를 들어, 당업자는, Kunkel법이나 Gapped duplex법 등의 부위 특이적 돌연 변

이 유발법, 오버랩 익스텐션 PCR(overlap extension PCR)법, QuikChange법 등의 방법을 이용할 수 있지만, 이

것들에 한정되지 않는다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 핵산 구축물은, 식물 체내에서 일과성으로 발현시키기 위한 핵산 단편을 포함하여[0092]

도 무방하다. 예를 들어, 전사 반응에 의하여 재조합 바이러스 RNA를 합성할 때에 필요하게 되는 적당한 RNA 폴

리머라제 프로모터(예를 들어, T7 프로모터 등의 파지 폴리머라제 프로모터), 바이러스의 레플리카제, 이행 단

백질, 외피 단백질 등을 코드하는 핵산 단편을 포함하여도 무방하다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 핵산 구축물은, 식물 체내에서 콜라겐을 안정 발현시키기 위하여 유익한 효소 등[0093]

을 코드하는 핵산 단편을 포함하여도 무방하다. 예를 들어, 콜라겐의 안정성을 항진하는 P4Hα, P4Hβ 또는 LH3

등을 코드하는 핵산 단편 혹은 이것들의 조합을 포함할 수 있다. 이것들의 효소로서, 다양한 생물 유래의 효소

를 이용할 수 있고, 예를 들어, 선충, 마우스, 인간 등에 유래하는 효소를 이용할 수 있다.

일 태양에 있어서, 이것들의 효소 등을 코드하는 핵산 단편의 일부 또는 전부는, 프로콜라겐의 α 사슬을 코드[0094]

하는 핵산을 포함하는 핵산 구축물과는 다른 제2 핵산 구축물에 포함되어도 무방하고, 프로콜라겐의 α 사슬을

코드하는 핵산을 포함하는 제1 핵산 구축물은, 당해 제2 핵산 구축물과 조합하여 사용되어도 무방하다.

프로콜라겐의 α 사슬을 코드하는 핵산을 포함하는 제1 핵산 구축물과, 효소 등을 코드하는 핵산 단편을 포함하[0095]

는 제2 핵산 구축물을 조합하여 사용하는 경우, 이것들을 동일한 식물체 또는 단리된 식물 세포에 도입하여도

무방하고, 다른 식물체 또는 단리된 식물 세포에 도입하여, 세포 외에 분비된 프로콜라겐과 효소가 반응하도록

하여도 무방하다.

(핵산 구축물을 포함하는 발현 벡터)[0096]

일 태양에 있어서 본 개시는, 식물 또는 단리된 식물 세포 중에 있어서의 콜라겐 산생에 사용하기 위한 핵산 구[0097]

축물을 포함하는 벡터를 제공한다. 당해 벡터는 식물 숙주 내에서 콜라겐을 일과성으로 발현하기 위하여 이용되

고, 전형적으로는 식물 바이러스 벡터로서 제공된다. 일 태양에 있어서, 본 개시의 발현 벡터는, 「재조합 바이

러스」의 태양으로 제공할 수 있다. 당해 바이러스가 RNA 바이러스이면 본 개시의 핵산 구축물은 RNA이고, 바이

러스가 DNA 바이러스이면 당해 핵산 구축물은 DNA이다. 일 태양에 있어서, 벡터 플라스미드를 Agrobacterium

tuminiferens(아그로박테리움균)로 형질 변환시켜, 그 아그로박테리움균을 식물에 감염시켜 목적 단백질을 일과

성 발현시킬 수도 있다.

본 개시의 재조합 바이러스로서 제공되는 발현 벡터는, 본 개시가 속하는 기술 분야의 당업자에게 알려져 있는[0098]

임의의 식물 바이러스 벡터(예를 들어, 「단백질 핵산 효소」, vol.45, p.607-613 등 참조)를 상법에 의하여 개

변하는 것으로 제작할 수 있다. 일 태양에 있어서, 트마트 부시 스턴트 바이러스를 개변하여 재조합 바이러스로
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하는 것이 바람직하다.

(핵산 구축물 또는 발현 벡터를 포함하는 식물체 또는 단리된 식물 세포)[0099]

본 개시는 일 태양에 있어서, 핵산 구축물 또는 발현 벡터를 포함하는 식물체 또는 단리된 식물 세포를 제공한[0100]

다. 당해 식물체 또는 단리된 식물 세포는, 핵산 구축물 또는 발현 벡터의 도입 처리를 받은 것 외에, 이것들의

피처리 식물체 또는 식물 세포가 생육 또는 증식하여 얻어진 것이어도 무방하다.

(핵산 구축물이 코드하는 프로콜라겐 또는 콜라겐)[0101]

본 개시는 일 태양에 있어서, 상기 본 개시의 핵산 구축물이 코드하는 프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함한다. 당[0102]

해 프로콜라겐 또는 콜라겐은, 식물체 또는 단리된 식물 세포로부터 산생되는 것에 한정되지 않는다. 당해 프로

콜라겐 또는 콜라겐은, 전형적으로는 비천연형의 아미노산 배열을 가지고 있다. 일 태양에 있어서, 본 개시의

프로콜라겐 또는 콜라겐은, 천연형의 프로콜라겐 또는 콜라겐에 대하여, 70% 이상, 75% 이상, 80% 이상, 85% 이

상, 90% 이상, 또는 95% 이상의 아미노산 배열 동일성을 가진다. 본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐은, 천연형

의 프로콜라겐 또는 콜라겐에 대하여, 1개 이상의 아미노산의 치환, 삽입, 결실(缺失)을 포함하여도 무방하다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐은, N 말단 프로 영역에 대신하여, 이종 단백질을 융합할[0103]

수 있고, 이것에 의하여 다양한 기능을 부가할 수 있다. 예를 들어, GFP를 N 말단 프로 영역에 대신하여 융합하

는 것에 의하여, 형광 콜라겐을 산생할 수 있다. 당해 프로콜라겐 또는 콜라겐은, 본 개시가 속하는 기술 분야

에서 당업자에게 알려진 임의의 방법으로 발현 및 정제하는 것이 가능하고, 화학적 특성이나 생리 활성을 분석

하는 등의 목적에 있어서 이용할 수 있다.

(프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함하는 조성물)[0104]

본 개시는 일 태양에 있어서, 식물체 혹은 단리된 식물 세포로부터 산생되는 프로콜라겐 혹은 콜라겐, 또는 그[0105]

외의 방법에 의하여 산생되는 비천연형의 아미노산 배열을 가지는 프로콜라겐 혹은 콜라겐을 포함하는 조성물을

제공한다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 조성물의 태양은 한정되지 않고, 예를 들어 의약 조성물, 화장료 조성물, 또는 식[0106]

품 조성물의 태양으로 제공되고, 프로콜라겐 또는 콜라겐에 더하여, 이것들 각 분야의 조성물에 있어서 허용되

는 담체(擔體), 부형제 등을 포함할 수 있다. 본 개시의 조성물에 있어서, 프로콜라겐 또는 콜라겐은, 한층 더

분자 사이의 가교 처리에 의하여, 복수의 프로콜라겐 또는 콜라겐 분자를 포함하는 섬유상(纖維狀) 또는 네트워

크 형상의 구조를 가지는 다량체의 상태여도 무방하다. 본 개시의 조성물이 함유하는 콜라겐의 양은 특별히 한

정되지 않고, 제형, 목적 등에 따라 적의 조절된다.

본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함하는 의약 조성물은, 당해 조성물이 의약품 그 자체인 경우와, 의약품[0107]

을 제조할 때의 원료 혹은 중간 제품인 조성물을 포함한다. 본 개시의 의약 조성물의 형태는 특별히 한정되지

않고, 고형상(固形狀), 분상(粉狀), 과립상, 액체상(液體狀)이어도 무방하다. 본 개시의 의약 조성물이 대상으

로 투여되는 형태인 경우, 그 제형은 특별히 한정되지 않고, 예를 들어, 정제, 세립제, 환제, 트로키제, 캡슐제

혹은 이것들의 원재료 또는 중간 제품으로서 제공될 수 있다.

본 개시의 의약 조성물은, 재생 의료용의 의약 혹은 이것을 제조할 때의 원료 혹은 중간 제품인 조성물을 포함[0108]

한다. 예를 들어, 본 개시의 의약 조성물은, 시트 형상의 조성물로서 제공되고, 대상의 체내 또는 체표에서 조

직 재생을 촉진하기 위한 조성물, 또는 시트 형상의 조직을 배양하기 위한 스캐폴드재로서 제공될 수 있다. 일

태양에 있어서, 본 개시의 의약 조성물은, 3D 프린팅 기술 등을 이용하여 3차원 구조를 가지는 재생 의료 제품

을 구성하기 위한 재료 조성물, 예를 들어 바이오 잉크의 원료로서 제공될 수 있다.

일 태양에 있어서, 본 개시의 의약 조성물은, 매립 가능한 의료 디바이스 혹은 이것을 제조할 때의 원료 혹은[0109]

중간 제품인 조성물을 포함한다. 이것들 조성물은, 질병 또는 장해의 예방 또는 치료, 미용 목적 등으로 사용할

수 있다. 당해 조성물의 비한정적인 예는, 창상 피복재, 인공 피부, 인공 혈관, 유체의 제거 또는 환자로의 유

체의 송달을 위한 카테터 및 다른 디바이스, 인공 심장, 인공 신장, 정형외과용의 핀, 플레이트 및 임플란트를

포함한다. 예를 들어 본 개시의 의약 조성물은, 3D 바이오 프린트가 끝난 유방 절제 후 임플란트, 미용성형용

충전제로서 사용할 수 있다.

본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함하는 화장료 조성물은, 당해 조성물이 화장료 그 자체인 경우와, 화장[0110]

료를 제조할 때의 원료 혹은 중간 제품인 조성물을 포함한다. 본 개시의 화장료 조성물의 형태는 특별히 한정되

지 않고, 고형상, 분상, 과립상, 액체상이어도 무방하다. 본 개시의 화장료는 국소 적용 또는 경구 투여되는 것
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이어도 무방하고, 예를 들어, 연고, 로션, 크림, 마이크로 에멀션, 겔, 기름, 용액 등의 국소 투여제, 정제, 세

립제, 환제, 트로키제, 캡슐제 등의 경구 투여제 혹은 이것들의 원재료 또는 중간 제품으로서 제공될 수 있다.

본 개시의 프로콜라겐 또는 콜라겐을 포함하는 식품 조성물은, 당해 조성물이 식품 그 자체인 경우와, 식품을[0111]

제조할 때의 원료 혹은 중간 제품인 조성물을 포함한다. 당해 식품에는, 건강 식품, 기능성 식품, 특정 보건용

식품, 병자용 식품이 포함되고, 인간 이외의 동물을 대상으로 하여 사용되는 경우에는 사료를 포함한다. 당해

식품의 형태는 특별히 한정되지 않고, 고형상이어도 액상이어도 무방하다. 인간 이외의 동물로서는 특별히 한정

되지 않고, 예를 들어 포유류, 조류, 파충류, 양서류, 어류, 곤충 등 다양한 동물을 대상으로 하여 사용할 수

있다. 구체적인 식품의 종류로서는, 예를 들어, 청량 음료, 탄산 음료, 영양 음료, 과실 음료, 유음료 등 음료

또는 이것들의 음료의 농축 원액 및 조정용 분말; 아이스크림, 아이스 셔벗, 빙수 등의 빙과; 메밀, 우동,

당면, 만두피, 찐만두피, 중화면, 즉석면 등의 면류; 엿, 추잉 껌, 캔디, 구미(gummi), 껌, 캐러멜, 초콜릿, 정

과, 스낵 과자, 비스킷 등의 구이 과자, 젤리, 잼, 크림 등의 과자류; 어묵, 햄버그스테이크, 햄, 소시지 등의

수산ㆍ축산 가공 식품; 가공유, 발효유, 요구르트, 버터, 치즈 등의 유제품; 샐러드유, 튀김유, 마가린, 마요네

즈, 쇼트닝, 휘핑크림, 드레싱 등의 유지 및 유지 가공 식품; 소스, 양념 등의 조미료; 스프, 스튜, 카레, 빵,

잼, 샐러드, 반찬, 절임 등을 포함하지만, 이것들에 한정되지 않는다.

이하에 실시예를 이용하여 본 개시를 한층 더 상세하게 설명하지만, 이것들의 실시예는 예시이고, 본 개시의 범[0112]

위를 실시예의 범위로 한정하는 것은 아니다.

실시예[0113]

(재료와 방법)[0114]

본 연구에서 사용한 발현 카세트의 구축을 도 1a ~ f에 도시한다. 본 연구에 있어서의 코드 배열은 필요에 따라[0115]

담배 중에서의 발현을 위하여 최적화하고, 바람직한 플랭킹 영역을 가지도록 화학적으로 합성하였다.

사용한 배열을 이하에 나타낸다.[0116]
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표 1

[0117]
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[0125]

1. 콜라겐 유전자 발현 카세트의 구축[0126]

보리 아밀라아제 시그널 펩티드(Barley AMY 1.2 Signal Peptide, 배열 번호 5)에 융합된 Collagen alpha-1 (I)[0127]

chain (Col1, 배열 번호 8)을 코드하는 합성 유전자를, CaMV 35S 프로모터(배열 번호 1) 및 애기장대 ADH 유래

5′-UTR(배열 번호 3) 및 HSP 터미네이터(배열 번호 4)로 이루어지는 발현 카세트 중에 클로닝하였다(도 1a).

Col1로 변이를 도입하고, N 말단 혹은 C 말단 프로 영역 절단 부위의 개변(HRV3C, Furin 또는 Enterokinase에

의한 절단 부위의 도입), N 말단 프로 영역의 제거, GFP(배열 번호 13)에 의한 N 말단 프로 영역의 치환 등의

개변을 가한 Col1의 발현 카세트를 구축하였다.

구체적으로는, N 말단 프로 영역 절단 부위의 개변은, N 말단 프로 영역의 C 말단 영역을 각각, HRV3C, Furin[0128]

또는 Enterokinase의 인식 배열로 치환하는 것에 의하여 행하였다. 이 때, Furin 및 Enterokinase는 인식 배열

의 C 말단을 절단하기 위하여, 절단 처리 후의 프로콜라겐은 천연의 N 말단 텔로펩티드 배열을 가지는 콜라겐이

된다. 한편, HRV3C는 인식 배열의 내부를 절단하기 위하여, 절단 처리 후의 프로콜라겐은 HRV3C의 인식 배열의

C 말단 측 배열 GlyPro가 부가된 N 말단 텔로펩티드 배열을 가지는 콜라겐이 된다. 식물 세포 내에서는 천연의

N 말단 절단 부위보다 2 아미노산 잔기(GlnLeu) C 말단 측의 위치에서 절단된다. 당해 식물 세포 내에서의 절단

을 재현하는 개변으로서, N 말단 프로 영역과 N 말단 텔로펩티드 영역에 걸치는 영역에 Enterokinase의 인식 배

열을 도입하는 것으로, N 말단의 2 아미노산 잔기(GlnLeu)가 결실한 N 말단 텔로펩티드 배열을 가지는 콜라겐을

일으키는 Col1의 발현 카세트도 구축하였다.

또한, C 말단 프로 영역의 개변은, 식물 세포 내에서 C 말단 프로 영역을 절단하는 미지의 프로테아제의 인식[0129]

배열을  제거하기  위하여,  C  말단  텔로펩티드  영역으로부터  C  말단  프로  영역에  걸쳐  다른  위치에서

Enterokinase의 인식 배열로의 아미노산 치환을 행한 복수의 발현 카세트를 구축하였다.

보리 아밀라아제 시그널 펩티드(배열 번호 5)에 융합된 Collagenalpha-2 (I) chain (Col2, 배열 번호 11)을 코[0130]

드하는 합성 유전자를, CaMV 35S 프로모터(배열 번호 1) 및 애기장대 ADH 유래 5′-UTR(배열 번호 3) 및 HSP 터

미네이터(배열 번호 4)로 이루어지는 발현 카세트 중에 클로닝하였다(도 1b). Col2로 변이를 도입하고, N 말단
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혹은 C 말단 프로 영역 절단 부위의 개변, N 말단 프로 영역의 제거, N 말단으로의 녹색 형광 단백질의 융합,

HN 태그(배열 번호 16)나 GST 태그(배열 번호 14), MBP 태그(배열 번호 15)의 부가 등의 개변을 가한 Col2의 발

현 카세트를 구축하였다. 각 개변의 내용은, Col1의 발현 카세트 개변과 마찬가지였다.

3. 아그로바크테리움의 형질 전환[0131]

상기 2에서 제작한 pRI 201-AN 식물 형질 전환 벡터 유래의 플라스미드를 이용하고, 동결 융해법에 의하여 아그[0132]

로바크테리움 GV3101주를 형질 전환하였다. 각 플라스미드로 형질 전환된 아그로바크테리움을, 단독 혹은 2 균

주를 혼합한 조건으로 인필트레이션에 사용하였다.

식물 니코티아나ㆍ벤타미아나(Nicotiana benthamiana)를, 시판의 야자 껍질 기질을 충족한 플러그 트레이로 종[0133]

자부터 키웠다. 상기 식물을 명(明) 16시간/암(暗) 8시간의 광주기 및 종일 25℃의 온도 스케줄 하에서 온실에

서 생육시켰다. 파종으로부터 4주간 후의 식재(植栽)에 대하여 아그로인필트레이션을 실시하였다. 실시 직전에,

식물로부터 싹을 따는 것에 의하여, 정아(頂芽)을 제거하였다.

2. 수식 효소 발현 벡터의 구축[0134]

액포 시그널(Thiol protease aleurain (Barley) vacuolar signal, 배열 번호 6) 혹은 보리 아밀라아제 시그널[0135]

펩티드(배열 번호 5)에 융합된 인간 P4Hα(배열 번호 17), 인간 P4Hβ(배열 번호 19), 선충 P4Hα(배열 번호

18), 및 마우스 P4Hβ(배열 번호 20)를 코드하는 합성 유전자를, CaMV 35S 프로모터(배열 번호 1) 및 애기장대

ADH 유래 5′-UTR(배열 번호 3) 혹은 TMV 오메가 배열(배열 번호 2), HSP 유래 터미네이터(배열 번호 4)로 이루

어지는 발현 카세트 중에 클로닝하였다(도 1c). 소포체에 축적하는 경우를 제외하고, P4Hβ 유전자의 3′ 말단

으로부터 KDEL 배열을 제거하였다.

액포 시그널(배열 번호 6) 혹은 보리 아밀라아제 시그널 펩티드(배열 번호 5)에 융합된 LH3(배열 번호 21)를 코[0136]

드하는 합성 유전자를, CaMV 35S 프로모터(배열 번호 1) 및 애기장대 ADH 유래 5′-UTR(배열 번호 3), HSP 유래

터미네이터(배열 번호 4)로 이루어지는 발현 카세트 중에 클로닝하였다(도 1d).

액포 시그널(배열 번호 6) 혹은 보리 아밀라아제 시그널 펩티드(배열 번호 5)에 융합된 HN 태그(배열 번호 16)[0137]

와 융합한 BMP1(배열 번호 22)을 코드하는 합성 유전자를, CaMV 35S 프로모터(배열 번호 1) 및 애기장대 ADH 유

래 5′-UTR(배열 번호 3), HSP 유래 터미네이터(배열 번호 4)로 이루어지는 발현 카세트 중에 클로닝하였다(도

1f). 소포체에 축적하는 경우에 한하여 BMP1 유전자의 3′ 말단에 KDEL 배열을 부가하였다.

Tomato bushy stunt virus 유래 RNA silencing suppressor p19(UniProtKB - P50628,)를 코드하는 합성 유전자[0138]

(배열 번호 23)를, CaMV 35S 프로모터(배열 번호 1) 및 애기장대 ADH 유래 5′-UTR(배열 번호 3), HSP 유래 터

미네이터(배열 번호 4)로 이루어지는 발현 카세트 중에 클로닝하였다(도 1d).

구축한 각 유전자의 발현 카세트를, 이하의 조합으로 pRI 201-AN 식물 형질 전환 벡터의 멀티 클로닝 사이트 중[0139]

에 클로닝하였다.

(1) Col1＋p19[0140]

(2) Col2＋p19[0141]

(3) Col1＋Col2＋P4Hα＋P4Hβ＋LH3＋p19[0142]

(4) Col1＋Col2＋p19[0143]

(5) P4Hα＋P4Hβ＋LH3＋p19[0144]

(6) Col1＋P4Hα＋P4Hβ＋p19[0145]

(7) Col1＋LH3＋p19[0146]

(8) Col1＋BMP1＋p19[0147]

4. 아그로바크테리움으로부터의 콜라겐 취득[0148]

각 플라스미드로 형질 전환한 아그로바크테리움을 50μg/ml kanamycin를 포함하는 Select Alternative Protein[0149]

Source(APS) 배지에서 28℃로 하룻밤 진탕 배양하고, OD600이 4.5에서 5.5에 달할 때까지 증식시켰다. 아그로바

크테리움 배양액을 원심하고, 펠릿을 인필트레이션 버퍼(10mM MgCl2 및 10mM MES(pH5.6))에 재현탁하였다. 균액
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의 농도는 OD600이 0.4(2 균주를 동시에 접종하는 경우는 0.8)가 되도록 조정하여 인필트레이션을 실시하였다.

인필트레이션 후의 식재로서 6일간 인큐베이트하고, 아그로바크테리움이 침윤한 잎만을 수확하였다. 수확한 잎

을 -80℃로 동결하고, 소편으로 분쇄하였다.

전체 가용성 단백질은, 동결 분쇄한 앞 약 0.1g에 대하여, 3체적분의 50mM 트리스(pH7.4), 0.15M NaCl을 가하여[0150]

마쇄하고, 4℃에서 5분, 20,000g로 원심하는 것에 의하여 추출되었다. 또한, 다른 추출 조건으로서, 3체적분의

0.5M 초산, 0.2M NaCl를 이용한 추출을 실시하였다.

5. 취득된 콜라겐의 분석[0151]

하기 조건에서 추출한 콜라겐을 처리하고, SDS-PAGE에 의하여 절단의 유무를 확인하였다.[0152]

콜라겐 추출액의 프로테아제 처리 4℃ 16시간 반응[0153]

HRV3C: 추출액 20μL＋HRV3C (Millipore＃71493) 1μL[0154]

Furin: 추출액 20μL＋6mM CaCl2 4μL ＋10배 희석 Furin (R＆D ＃1503-SE－010) 2μL[0155]

Enterokinase: 추출액 20μL＋6mM CaCl2 10μL＋10배 희석 Enterokinase (NEB＃P8070S) 2μL[0156]

6. 질량 분석[0157]

질량 분석 샘플을, 전체 가용성 단백질을 DTT에 의하여 환원 후, MOPS 완충액을 이용한 SDS-PAGE 전기 영동을[0158]

행하는 것에 의하여 분리하였다. 영동 후, CBB 염색에 의하여, 분리 단백질의 검출을 행하였는데, 콜라겐을 발

현시킨 전체 가용성 단백질로는 약 130kDa 부근에 콜라겐이라고 예상되는 밴드가 인정되었기 때문에, 이 부분의

겔을  잘라  내고,  포함되는  단백질의  질량  분석을  행하였다.  질량  분석은  (주)니혼  프로테오미쿠스(Japan

Proteomics Co., Ltd.)에 해석을 의뢰하였다. 겔 단편을 탈색 후, 트립신 소화를 행하고, nanoLC-MS/MS로 질량

의  측정을  행한  후,  그  데이터를  MascotSearch에  걸어  단백질  동정(同定)을  행하였다

(https://www.jproteomics.com/).

7. 웨스턴 블롯법을 이용한 담뱃잎에서의 콜라겐 발현의 확인[0159]

담뱃잎(니코티아나ㆍ벤타미아나)로부터 추출한 전체 가용성 단백질을, 트리스 그리신 완충액을 이용한 SDS-PAGE[0160]

전기 영동을 행하는 것에 의하여 분리하였다. 영동 후, PVDF막에 전사(轉寫)하고, 콜라겐 α1 및 태그 배열에

대한 항체를 이용하여 웨스턴 블롯법을 행하고, 콜라겐 α1 및 콜라겐 α2의 발현을 확인하였다.

(결과)[0161]

실시예 1: 식물 발현계에 있어서의 분비형의 I형 콜라겐 α1의 일과성 발현[0162]

상술의 방법에 의하여, Col1의 발현 카세트를 니코티아나ㆍ벤타미아나 식물 발현계에서 일과성으로 발현시키고,[0163]

SDS-PAGE에 의하여 절단의 유무를 확인하였다(도 2). 각 레인의 시료를 이하에 나타낸다.
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[0164]

그 결과, 식물 체내에 N 말단 프로 영역 및 C 말단 프로 영역을 가지는 전체 길이 콜라겐 단백질이 축적되어 있[0165]

는 것이 확인되었다(도 2, 레인 3). 당해 결과는, F Ruggiero들의 2000년의 연구에서 나타내진, 식물 안정 발현

계에 있어서 분비형의 I형 콜라겐 α1의 N 말단 프로 영역 및 C 말단 프로 영역이 절단되는 것을 나타내는 실험

결과와는 대조적이고, 예상외의 결과였다. 또한, 절단 부위 개변을 가지는 I형 콜라겐 α1을 추출액 중에서 절

단 부위 개변에 대응하는 효소로 처리하는 것에 의하여, I형 콜라겐 α1 N 말단 및 C 말단의 프로 영역의 절단

이 가능한 것이 나타내졌다(도 2, 레인 4 ~ 18).

실시예 2: GFP 융합 콜라겐 α1의 취득[0166]

GFP 융합 콜라겐 α1 추출액의 추출액에 대하여 여기광을 조사하는 것에 의하여, 형광이 확인되었다. N 말단 및[0167]

C 말단의 프로 영역 중, C 말단 프로 영역은 콜라겐이 삼중쇄을 형성하는데 필요하다고 되지만, N 말단 프로 영

역은 필수가 아니고, 실제로 N 말단 프로 영역을 제거한 배열에서도 발현이 확인되고 있다. 본 실험에 의하여,

N 말단 프로 영역에 대신하여, GFP와 같은 이종 펩티드 배열을 융합시키는 것에 의하여, 새로운 기능을 부여한

콜라겐을 산생하는 것이 가능한 것이 나타내졌다(도 3).

실시예 3: 콜라겐 α1 및 콜라겐 α2의 동시 발현의 확인[0168]

상술의 방법에 의하여, Col1의 발현 카세트와 Col2의 발현 카세트를 식물 발현계에서 일과성으로 공발현시켰는[0169]

공개특허 10-2025-0046260

- 25 -



데, α1과 α2 콜라겐 단백질이 동시에 세포 체내에서 축적하는 것을, 웨스턴 블롯에 의하여 확인하였다(도 4).

각 레인의 시료를 이하에 나타낸다.

[0170]

또한, 질량 분석에 의하여도, α1과 α2 콜라겐 단백질이 발현되고 있는 것을 확인하였다(도 5). 각 레인의 시[0171]

료는 도 4와 같다.

이상의 실시예에 의하여, 콜라겐 단백질을 식물 발현계에서 일과성으로 발현시키는 것에 의하여, 분비형의 콜라[0172]

겐을 안정되게 취득하는 것이 가능한 것이 뜻밖에도 찾아내졌다. 또한, N 말단 프로 영역에 대신하여 다양한 기

능을 가지는 펩티드를 융합한 콜라겐을 발현하는 것에 의하여, 고기능형 콜라겐을 취득하는 것도 가능한 것이

확인되었다.

[0173]
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			 543
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..543
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Caenorhabditis elegans
						
					
				
			
			 DLFTSIADMQNLLETERNIPKILDKYIHDEEERLVQLKKLSEEYSKKNEISIENGLKDITNPINAFLLIKRKIFDWKEIESKMNANKAGNVVSSITDDSYGVRYPTADDLSGAAIGLLRLQDTYRLDTKDLADGKIYADQGNYTFSAKDCFEIARAAYNEHDFYHTVMWMEEAQRRLGDEVEPTVEVEDILEYLAFALYKQNNLKHALKLTEELYKMNPTHPRAKGNVKWYEDLLEQEGVRRSDMRKNLPPIQNRRPDSVLGNTERTMYEALCRNEVPVSQKDISRLYCYYKRDRPFLVYAPIKVEIKRFNPLAVLFKDVISDDEVAAIQELAKPKLARATVHDSVTGKLVTATYRISKSAWLKEWEGDVVETVNKRIGYMTNLEMETAEELQIANYGIGGHYDPHFDHAKKEESKSFESLGTGNRIATVLFYMSQPSHGGGTVFTEAKSTILPTKNDALFWYNLYKQGDGNPDTRHAACPVLVGIKWVSNKWIHEKGNEFRRPCGLKSSDYERFVGDLGYGPEPRNAPNVSPNLAKDVWETL
		
	
	 
		 
			 487
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..487
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
						
					
				
			
			 DAPEEEDHVLVLRKSNFAEALAAHKYLLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAAGKLKAEGSEIRLAKVDATEESDLAQQYGVRGYPTIKFFRNGDTASPKEYTAGREADDIVNWLKKRTGPAATTLPDGAAAESLVESSEVAVIGFFKDVESDSAKQFLQAAEAIDDIPFGITSNSDVFSKYQLDKDGVVLFKKFDEGRNNFEGEVTKENLLDFIKHNQLPLVIEFTEQTAPKIFGGEIKTHILLFLPKSVSDYDGKLSNFKTAAESFKGKILFIFIDSDHTDNQRILEFFGLKKEECPAVRLITLEEEMTKYKPESEELTAERITEFCHRFLEGKIKPHLMSQELPEDWDKQPVKVLVGKNFEDVAFDEKKNVFVEFYAPWCGHCKQLAPIWDKLGETYKDHENIVIAKMDSTANEVEAVKVHSFPTLKFFPASADRTVIDYNGERTLDGFKKFLESGGQDGAGDDDDLEDLEEAEEPDMEEDDDQKAV
		
	
	 
		 
			 490
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..490
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Mus musculus
						
					
				
			
			 DALEEEDNVLVLKKSNFEEALAAHKYLLVEFYAPWCGHCKALAPEYAKAAAKLKAEGSEIRLAKVDATEESDLAQQYGVRGYPTIKFFKNGDTASPKEYTAGREADDIVNWLKKRTGPAATTLSDTAAAESLVDSSEVTVIGFFKDVESDSAKQFLLAAEAIDDIPFGITSNSGVFSKYQLDKDGVVLFKKFDEGRNNFEGEITKEKLLDFIKHNQLPLVIEFTEQTAPKIFGGEIKTHILLFLPKSVSDYDGKLSSFKRAAEGFKGKILFIFIDSDHTDNQRILEFFGLKKEECPAVRLITLEEEMTKYKPESDELTAEKITEFCHRFLEGKIKPHLMSQEVPEDWDKQPVKVLVGANFEEVAFDEKKNVFVEFYAPWCGHCKQLAPIWDKLGETYKDHENIIIAKMDSTANEVEAVKVHSFPTLKFFPASADRTVIDYNGERTLDGFKKFLESGGQDGAGDDEDLDLEEALEPDMEEDDDQKAVKDEL
		
	
	 
		 
			 714
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..714
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
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			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..610
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Homo sapiens
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			 172
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..172
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 Tomato bushy stunt virus
						
					
				
			
			 MERAIQGNDAREQANSERWDGGSGSSTSPFQLPDESPSWTEWRLHNDETNSNQDNPLGFKESWGFGKVVFKRYLRYERTETSLHRVLGSWTGDSVNYAASRFFGVNQIGCTYSIRFRGVSVTISGGSRTLQHLCEMAIRSKQELLQLTPVEVESNVSRGCPEGVETFEEESE
		
	
	 
		 
			 8
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..8
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 LEVLFQGP
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			 5
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..5
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 DDDDK
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