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본 발명은 변형된 RARS 단백질을 이용한 암 치료제 스크리닝 방법에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 인간 유래

RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질의 N 말단에서 72개의 아미노산이 제거된 서열번호 4의 아미노산 서열로

표시되는 변형 RARS 단백질 및 상기 단백질과 카나바닌(L-canavanine)이 결합하는 아미노산 잔기 위치를 이용하

여 암 치료제를 스크리닝 하는 방법에 관한 것이다. 본 발명의 카나바닌과 결합하는 변형 RARS 단백질의 아미노

산 잔기를 이용하여 카나바닌처럼 아르기닌에 대한 경쟁적 저해제로 작용할 수 있는 물질, 즉 암 치료제를 선별

하는데 효과적이다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

인간 유래 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질의 N 말단에서 72개의 아미노산이 제거된 서열번호 4의 아미노

산 서열로 표시되는 변형 RARS 단백질.

청구항 2 

제1항의 단백질을 암호화하는 염기서열을 가지는 폴리뉴클레오타이드.

청구항 3 

제2항에 있어서, 상기 염기서열은 서열번호 3의 염기서열로 표시되는 것을 특징으로 하는 폴리뉴클레오타이드.

청구항 4 

제2항의 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 벡터.

청구항 5 

제4항의 벡터로 형질전환된 형질전환체.

청구항 6 

제1항의 변형 RARS 단백질에 특이적인 항체.

청구항 7 

제1항의 변형 RARS 단백질에 특이적인 siRNA 핵산 분자.

청구항 8 

제1항의 변형 RARS 단백질에 상보적인 서열을 갖는 안티센스 핵산 분자.

청구항 9 

(a) 서열번호 4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질을 발현 및 정제하는

단계;

(b) 후보물질을 상기 (a)단계에서 정제된 변형 RARS 단백질에 혼합하여 결합시키는 단계;

(c) 상기 (b) 단계에서 결합된 단백질을 결정화하는 단계; 및

(d) 상기 (c) 단계에서 결정화된 단백질에서 후보물질이 변형 RARS 단백질과 결합하는지 여부를 모니터링하는

단계를 포함하는 암 치료제 스크리닝 방법.
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청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 (d)단계는 후보물질이 변형 RARS 단백질의 D125, 130, H139, Y312, D316 및 Q340으로 이

루어진 그룹에서 선택되는 하나 이상의 아미노산 잔기와 결합하는지 여부를 모니터링하는 것을 특징으로 하는

암 치료제 스크리닝 방법.

청구항 11 

제9항에 있어서, 상기 (b) 단계의 후보물질은 변형 RARS 단백질의 1 내지 5배 중량으로 혼합되는 것을 특징으로

하는 스크리닝 방법.

청구항 12 

제9항에 있어서, 상기 (c) 단계의 결정화는 침전제인 폴리에틸렌글리콜 4000을 전체 보존용액에 대하여 10 내지

30%(w/v) 비율로 포함하는 보존용액에서 수행되는 것을 특징으로 하는 스크리닝 방법.

청구항 13 

제9항에 있어서, 상기 (c) 단계의 결정화는 행잉드롭 증기 평형법(Hanging-drop vapor diffusion method)을 수

행되는 것을 특징으로 하는 스크리닝 방법.

청구항 14 

제9항에 있어서, 상기 (c) 단계의 결정화는 pH 5.0 내지 7.0에서 수행되는 것을 특징으로 하는 단백질 결정화

방법.

청구항 15 

제9항에 있어서, 상기 (c) 단계의 결정화는 15 내지 25℃의 온도에서 수행되는 것을 특징으로 하는 단백질 결정

화 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 변형된 RARS 단백질을 이용한 암 치료제 스크리닝 방법에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 인간 유래[0001]

RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질의 N 말단에서 72개의 아미노산이 제거된 서열번호 4의 아미노산 서열로

표시되는 변형 RARS 단백질 및 상기 단백질과 카나바닌(L-canavanine)이 결합하는 아미노산 잔기 위치를 이용하

여 암 치료제를 스크리닝 하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

최근 아미노아실 티 알엔에이 합성 효소 단백질의 기질인 아르기닌(arginine)과 비슷한 구조를 가진 카나바닌이[0002]

암세포 억제에 영향을 주는 것으로 보고 되고 있다 (Bence & Crooks 2003 J Enzyme inhib Med Chem 383:394).

카나바닌은 니구미어스 (leguminous) 식물에서 발현되는 자연 독소로 알지닌과 비슷한 주고를 가지는 물질로 알

려져 있으며 세포내에서 아르기닌을 대신하여 그 기능을 할 수 있는 것으로 예상되고 있다. 따라서 아르기닌 대

신 카나바닌이 아미노아실 티 알엔에이 합성 효소 단백질에 결합 할 수 있음으로써 세포 내 단백질 합성에 관여
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하여 돌연변이 단백질 생산, 단백질 합성 저해, 세포내 신호 전달 파괴 등을 초래함으로써 세포의 성장을 억제

하는 것으로 생각 되고 있다. 최근 실험에서 여러 암세포와 정상세포에 카나바닌을 처리 했을 때 정상 세포의

경우 카나바닌에 저항성을 가지고 있는 반면, 암세포의 경우 카나비닌에 매우 취약한 것으로 확인 되고 있으며

특히 췌장암세포의 경우 매우 취약한 것으로 보고 되고 있다 (Vynnytska 등 2011 Anti-Cancer Drugs 148:157).

따라서 카니바닌이 췌장암세포의 억제물질로써 제기 되고 있다. 그러나 최근까지 실제로 카나바닌이 아미노아실

티 알엔에이 합성 효소 단백질과 결합하는지에 대한 명확한 사실들이 보고되고 있지 않다. 또한 인간에서 유래

된 아미노아실 티 알엔에이 합성 효소의 3차 구조 역시 알려져 있지 않다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

이에 본 발명자는 인간으로부터 유래된 알지닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질의 N말단 부분 72개의 아미노산을[0003]

제거한 변형된 알지닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질 (ArgRS-N73)을 대량 발현하고 이를 정제하여 카나바닌 (L-

Canavanine)과 결합한 단백질을 결정화하였고, 상기 결정화된 단백질에서 카나바닌과 결합하는 ArgRS-N73의 아

미노산 잔기들을 발견하여 본 발명을 완성하였다.

본 발명의 목적은 인간 유래 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질의 N 말단에서 72개의 아미노산이 제거된 서[0004]

열번호 4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS 단백질을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 변형 RARS 단백질을 암호화하는 염기서열을 가지는 폴리뉴클레오타이드를 제공하는[0005]

것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 벡터를 제공하는 것이다.[0006]

본 발명의 다른 목적은 상기 벡터로 형질전환된 형질전환체를 제공하는 것이다.[0007]

본 발명의 다른 목적은 상기 본 발명의 변형 RARS 단백질에 특이적인 항체, siRNA 핵산 분자 및 안티센스 핵산[0008]

분자를 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 [0009]

(a) 서열번호 4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질을 발현 및 정제하는[0010]

단계;

(b) 후보물질을 상기 (a)단계에서 정제된 변형 RARS 단백질에 혼합하여 결합시키는 단계;[0011]

(c) 상기 (b) 단계에서 결합된 단백질을 결정화하는 단계; 및[0012]

(d) 상기 (c) 단계에서 결정화된 단백질에서 후보물질이 변형 RARS 단백질과 결합하는지 여부를 모니터링하는[0013]

단계를 포함하는 암 치료제 스크리닝 방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

상기 본 발명의 목적을 달성하기 위해 본 발명은 인간 유래 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질의 N 말단에[0014]

서 72개의 아미노산이 제거된 서열번호 4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS 단백질을 제공한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해 본 발명은 상기 변형 RARS 단백질을 암호화하는 염기서열을 가지는 폴리[0015]

뉴클레오타이드를 제공한다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해 본 발명은 상기 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 벡터를 제공한다.[0016]

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해 본 발명은 상기 벡터로 형질전환된 형질전환체를 제공한다.[0017]

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해 본 발명은 상기 본 발명의 변형 RARS 단백질에 특이적인 항체, siRNA 핵[0018]

산 분자 및 안티센스 핵산분자를 제공한다.
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본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해 본 발명은[0019]

(a) 서열번호 4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질을 발현 및 정제하는[0020]

단계;

(b) 후보물질을 상기 (a)단계에서 정제된 변형 RARS 단백질에 혼합하여 결합시키는 단계;[0021]

(c) 상기 (b) 단계에서 결합된 단백질을 결정화하는 단계; 및[0022]

(d) 상기 (c) 단계에서 결정화된 단백질에서 후보물질이 변형 RARS 단백질과 결합하는지 여부를 모니터링하는[0023]

단계를 포함하는 암 치료제 스크리닝 방법을 제공한다.

이하 본 발명을 상세히 설명한다.[0024]

본 발명은 인간 유래 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질의 N 말단에서 72개의 아미노산이 제거된 서열번호[0025]

4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS 단백질을 제공한다.

본 발명의 상기 RARS 단백질은 인간 유래 RARS 단백질의 N말단에서 72개의 아미노산을 제거하여 서열번호 4의[0026]

아미노산 서열을 갖도록 제조하였다.  wild type의 RARS 단백질의 N말단에서 72개의 아미노산이 다른 단백질과

의  결합에 관여할 것으로 간주되어 매우 flexible 할 것으로 예상되었다. 따라서 보다 안정적인 결정을 얻기

위해 이 부분을 제거한 변형된 RARS를 제조하게 되었다. N말단을 제거하기 위해 단백질의 2차구조와 데이터베이

스, 즉 Expasy, NCBI, ERGO(http://wit.integratedgenomics.com/Igwit)에서 얻은 단백질 도메인 분석 자료 그

리고 여러 균주에서 아미노산 유사성을 비교한 결과를 토대로 한다.

 [0027]

본 발명은 상기 변형 RARS 단백질을 암호화하는 염기서열을 가지는 폴리뉴클레오타이드를 제공한다. 상기 폴리[0028]

뉴클레오타이드는 결과적으로 본 발명의 상기 변형 단백질을 암호화할 수 있는 어떤 조합의 염기서열도 가능하

다. 아울러, 본 발명은 본 발명의 변형 PRAS 단백질을 암호화하는 염기서열을 가지는 벡터 및 상기 벡터로 형질

전환 된 형질전환체를 제공한다. 

본 발명의 벡터는 플라스미드 벡터, 코즈미드 벡터, 박테리오파아지 벡터 및 바이러스 벡터 등을 포함하나 이에[0029]

제한되지 않는다. 본 발명의 벡터는 통상의 클로닝 벡터 또는 발현벡터일 수 있으며, 발현벡터는 프로모터, 오

퍼레이터, 개시코돈, 종결코돈, 폴리아데닐화 시그널 및 인핸서(촉진유전자) 같은 발현 조절 서열 외에도 막 표

적화 또는 분비를 위한 시그널 서열 또는 리더 서열을 포함하며 목적에 따라 다양하게 제조될 수 있다. 또한 상

기 벡터는 벡터를 함유하는 숙주 세포를 선택하기 위한 선택 마커를 포함하고, 복제 가능한 벡터인 경우 복제

기원을 포함한다. 

형질전환은 핵산을 유기체, 세포, 조직 또는 기관에 도입하는 어떤 방법도 포함되며, 당업자에게 공지된 형질전[0030]

환기술에 의해 수행될 수 있다. 바람직하게는 미세사출법(microprojectile bombardment), 전기충격유전자전달법

(electroporation), 인산 칼슘(CaPO4) 침전, 염화 칼슘(CaCl2) 침전, PEG-매개 융합법(PEG-mediated fusion),

미세주입법(microinjection) 및 리포좀 매개법(liposome-mediated method)를 이용할 수 있으며, 문헌에 예시된

방법을  사용할  수  있다  (Horsch  et  al.,  Science;227:1229-1231,  1985).  상기  형질전환체는  대장균

(Escherichia coli),  바실러스 서브틸리스(Bacillus  subtilis), 스트렙토마이세스(Streptomyces),  슈도모나스

(Pseudomonas), 프로테우스 미라빌리스(Proteus mirabilis), 스타필로코쿠스(Staphylococcus), 아그로박테리움

투메파시엔스(Agrobacterium tumefaciens)일 수 있으나, 이로 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 다른 목적을 달성하기 위해 본 발명은 상기 본 발명의 변형 RARS 단백질에 특이적인 항체, siRNA 핵[0031]

산 분자 및 안티센스 핵산분자를 제공한다.

본 발명에서 용어 “항체”란 항원성 부위에 대해서 지시되는 특이적인 단백질 분자를 의미한다. 본 발명의 목[0032]

적상, 항체는 본 발명의 변형 RARS 단백질을 특이적으로 인지하는 항체를 의미하며, 다클론 항체 및 단클론 항
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체를 모두 포함한다.

상기한 바와 같이 변형 RARS 단백질이 규명되었으므로 이를 이용하여 항체를 생성하는 것은 당업계에 널리 공지[0033]

된 기술을 이용하여 용이하게 제조할 수 있다.

다클론 항체는 상기한 AIMP2DX2 단백질 항원을 동물에 주사하고 동물로부터 채혈하여 항체를 포함하는 혈청을[0034]

수득하는 당업계에 널리 공지된 방법에 의해 생산할 수 있다. 이러한 다클론 항체는 염소, 토끼, 양, 원숭이,

말, 돼지, 소 개 등의 임의의 동물 종 숙주로부터 제조 가능하다.

단클론 항체는 당업계에 널리 공지된 융합 방법(fusion method)(Kohler 및 Milstein (1976) European Jounral[0035]

of  Immunology  6:511-519  참조),  재조합  DNA  방법(미국특허  제4,816,567호)  또는  파지  항체  라이브러리

(Clackson et al, Nature, 352:624-628, 1991; Marks et al, J. Mol. Biol., 222:58, 1-597, 1991) 기술을 이

용하여 제조될 수 있다.

본 발명에서 용어 "siRNA”란 특정 mRNA의 절단(cleavage)을 통하여 RNAi(RNA interference) 현상을 유도할 수[0036]

있는 짧은 이중사슬 RNA를 의미한다. 표적 유전자의 mRNA와 상동인 서열을 가지는 센스 RNA 가닥과 이의 상보적

인 서열을 가지는 안티센스 RNA 가닥으로 구성된다. siRNA는 표적 유전자의 발현을 억제할 수 있기 때문에 효율

적인 유전자 넉다운 방법으로서 또는, 유전자 치료(gene therapy)의 방법으로 제공된다.

siRNA는 RNA끼리 짝을 이루는 이중사슬 RNA 부분이 완전히 쌍을 이루는 것에 한정되지 않고 미스매치(대응하는[0037]

염기가 상보적이지 않음), 벌지(일방의 사슬에 대응하는 염기가 없음) 등에 의하여 쌍을 이루지 않는 부분이 포

함될 수 있다. 전체 길이는 10 내지 100 염기, 바람직하게는 15 내지 80 염기, 더욱 바람직하게는 20 내지 70

염기이다. siRNA 말단 구조는 표적유전자의 발현을 RNAi 효과에 의하여 억제할 수 있는 것이면 평활(blunt) 말

단 혹은 점착(cohesive) 말단 모두 가능하다. 점착 말단 구조는 3 말단 돌출한 구조와 5 말단 쪽이 돌출한 구조

모두 가능하다. 돌출하는 염기 수는 한정되지 않는다. 예를 들어, 염기 수로는 1 내지 8 염기, 바람직하게는 2

내지 6 염기로 할 수 있다. 본 명세서에서 siRNA의 전장은, 중앙의 이중사슬 부분의 길이와 양 말단의 단일사슬

돌출을 구성하는 길이의 합으로 나타내었다. 또한, siRNA는 표적유전자의 발현억제 효과를 유지할 수 있는 범위

에서 예를 들어, 한 쪽 말단의 돌출 부분에 저분자 RNA(예를 들어, tRNA, rRNA, 바이러스 RNA와 같은 천연의

RNA분자 또는 인공의 RNA분자)를 포함할 수 있다. siRNA 말단구조는 양측 모두 절단 구조를 가질 필요는 없고,

이중사슬 RNA의 일방의 말단 부위가 링커 RNA에 의하여 접속된 스템 루프형 구조일 수도 있다. 링커의 길이는

스템 부분의 쌍을 이루는 데 지장이 없는 길이면 특별히 한정되지 않는다.

siRNA를 제조하는 방법은 시험관에서 siRNA를 직접 합성한 뒤, 형질전환(transfection) 과정을 거쳐 세포 안으[0038]

로 도입시키는 방법과 siRNA가 세포 안에서 발현되도록 제조된 siRNA 발현 벡터 또는 PCR-derived siRNA 발현

카세트를 세포안으로 형질전환 또는 감염(infection) 시키는 방법이 있다. siRNA를 제조하고 세포 또는 동물로

도입하는 방법의 결정은 실험의 목적 및 표적 유전자 산물의 세포 생물학적 기능에 따라 달라질 수 있다. 본 발

명의 siRNA는 변형 RARS 단백질의 mRNA를 특이적으로 감소시킬 수 있으면 서열과 길이는 특별히 제한되지 않는

다.

본 발명에서 용어 "안티센스 핵산”이란 특정 mRNA의 서열에 상보적인 핵산 서열을 함유하고 있는 DNA 또는 RNA[0039]

또는 이들의 유도체를 의미하고, mRNA내의 상보적인 서열에 결합하여 mRNA의 단백질로의 번역을 저해하는 특징

이 있다. 본 발명의 안티센스 서열은 변형 RARS 단백질의 mRNA에 상보적이고 상기 mRNA에 결합할 수 있는 DNA

또는 RNA 서열을 의미하고 본 발명의 변형 RARS 단백질 mRNA의 번역, 세포질내로의 전위(translocation), 성숙

(maturation) 또는 다른 모든 전체적인 생물학적 기능에 대한 필수적인 활성을 저해할 수 있다. 안티센스 핵산

의 길이는 6 내지 100 염기이고, 바람직하게는 8 내지 60 염기이고, 보다 바람직하게는 10 내지 40 염기이다.

상기 안티센스 핵산은 효능을 증진시키기 위하여 하나 이상의 염기, 당 또는 골격(backbone)의 위치에서 변형될

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

포스포로티오에이트, 포스포트리에스테르, 메틸 포스포네이트, 단쇄 알킬, 시클로알킬, 단쇄 헤테로아토믹, 헤

테로시클릭 당간 결합 등으로 변형될 수 있다. 또한, 안티센스 핵산은 하나 이상의 치환된 당 모이어티(sugar

moiety)를 포함할 수 있다. 안티센스 핵산은 변형된 염기를 포함할 수 있다. 변형된 염기에는 하이포크잔틴, 6-

메틸아데닌, 5-me 피리미딘(특히 5-메틸시토신), 5-하이드록시메틸시토신(HMC), 글리코실 HMC, 젠토비오실 HMC,

2-아미노아데닌, 2-티오우라실, 2-티오티민, 5-브로모우라실, 5-하이드록시메틸우라실, 8-아자구아닌, 7-데아자
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구아닌, N6(6-아미노헥실)아데닌, 2,6-디아미노퓨린 등이 있다. 또한 본 발명의 안티센스 핵산은 상기 안티센스

핵산의 활성 및 세포 흡착성을 향상시키는 하나 이상의 모이어티(moiety) 또는 컨쥬게이트(conjugate)와 화학적

으로 결합될 수 있다. 콜레스테롤 모이어티, 콜레스테릴 모이어티, 콜릭산, 티오에테르, 티오콜레스테롤, 지방

성 사슬, 인지질, 폴리아민, 폴리에틸렌 글리콜 사슬, 아다맨탄 아세트산, 팔미틸 모이어티, 옥타데실아민, 헥

실아미노-카르보닐-옥시콜에스테롤 모이어티 등의 지용성 모이어티 등이 있고 이에 제한되지는 않는다. 지용성

모이어티를 포함하는 올리고뉴클레오티드와 제조 방법은 본 발명의 기술 분야에서 이미 잘 알려져 있다(미국특

허 제5,138,045호, 제5,218,105호 및 제5,459,255호). 상기 변형된 핵산은 뉴클레아제에 대한 안정성을 증가시

키고 안티센스 핵산과 표적 mRNA와의 결합 친화력을 증가시킬 수 있다.

안티센스 RNA의 경우 통상의 방법으로 시험관에서 합성되어 생체 내로 투여하거나 생체 내에서 안티센스 RNA가[0040]

합성되도록 할 수 있다. 시험관에서 안티센스 RNA를 합성하는 한 예는 RNA 폴리머라제Ⅰ를 이용하는 것이다. 생

체 내에서 안티센스 RNA가 합성되도록 하는 한가지 예는 인식부위(MCS)의 기원이 반대 방향에 있는 벡터를 사용

하여 안티센스 RNA가 전사되도록 하는 것이다. 이런 안티센스 RNA는 서열 내에 번역 중지 코돈이 존재하도록하

여 펩타이드 서열로 번역되지 않도록 하는 것이 바람직하다.

본 발명은 [0041]

(a) 서열번호 4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질을 발현 및 정제하는[0042]

단계;

(b) 후보물질을 상기 (a)단계에서 정제된 변형 RARS 단백질에 혼합하여 결합시키는 단계;[0043]

(c) 상기 (b) 단계에서 결합된 단백질을 결정화하는 단계; 및[0044]

(d) 상기 (c) 단계에서 결정화된 단백질에서 후보물질이 변형 RARS 단백질과 결합하는지 여부를 모니터링하는[0045]

단계를 포함하는 암 치료제 스크리닝 방법을 제공한다.

(a) 서열번호 4의 아미노산 서열로 표시되는 변형 RARS(Arginyl tRNA synthetase) 단백질을 발현 및 정제하는[0046]

단계;

상기 (a) 단계는 변형 RARS 단백질을 제조하는 과정이다. 상기 변형 RARS 단백질의 아미노산 서열(서열번호 4)[0047]

를 코딩하는 유전자를 증폭하기 위하여 ArgRS(arginyl-tRNA synthetase) 유전자의 5’-말단과 3’-말단에 대응

하는  중합효소  연쇄  반응(polymerase  chne  reaction,  이하  PCR이라  함)용  프라이머를  고안  합성하였는데,

ArgRS 유전자의 5’-말단에 대응하는 프라이머는 대장균 발현 벡터로 클로닝이 용이하도록 제한효소 인지 부위

가 존재하도록 만들었고, 3’-말단에 대응하는 프라이머에는 제한효소 인지 부위와 종결코돈을 포함하도록 만들

어 단백질 합성이 인위적으로 종료할 수 있도록 고안하였다. 이때 N73의 5’-말단에 대응하는 프라이머는 N-말

단의 아미노산을 제거하도록 제조한다.  즉 ArgRS 유전자의 코돈을 토대로 메사이오닌- 아이소루신- 아스파라진

으로 시작하도록 프라이머를 제조한다.

호모사피언스의 cDNA를 주형으로 하여 PCR반응에 의해 ArgRS 유전자를 증폭한다. 증폭된 유전자를 제한효소로[0048]

절단하여 얻은 유전자 단편을 적절한 대장균 발현 벡터에 삽입한다.  이렇게 하여 만든 재조합 벡터로 대장균을

형질전환 시킨 후 유전자의 발현에 적당한 조건에서 대장균을 배양한다. 단백질의 생성여부는 통상적으로 SDS-

폴리아크릴아미드 젤 전기영동방법으로 확인 한다.

본 발명의 변형된 RARS 단백질의 발현은 당업계에 공지된 통상의 분자생물학 방법을 이용하여 실시할 수 있다.[0049]

당업계에서 통상적으로 이용되는 벡터, 예컨대 pGEM-T,  pSC101,  ColE1,  pBR322, pUC8/9,  pHC79, pUC19 또는

pET 등에 PCR로 증폭한 유전자를 삽입한다. 상기 발현벡터는 엠피실린 저항 유전자, 테트라사이클린 저항 유전

자, 가나마이신 저항 유전자, 클로람페니콜 저항 유전자 등과 같은 통상의 선별마크를 포함할 수 있다. 삽입 후

적합한 숙주 세포, 예컨대 E. coli JM109, E. coli, BL21(DE3), E. coli RR1, E. coli LE392, E. coli B, E.

coli X 1776, E. coli W3110과 같은 대장균, 바실러스 서브틸리스, 바실러스 츄린겐시스와 같은 바실러스 속 균

주, 그리고 살모넬라 티피무리움, 세라티아 마르세슨스 및 다양한 슈도모나스 종과 같은 장내균과 균주 등에 형

질전환시키고, 형질전환된 세포를 배양하여 상기 변형된 EPRS 단백질을 대량으로 발현시킬 수 있다. 발현에 사

용되는 벡터는 가장 바람직하게는 pET 일 수 있고, 숙주세포는 대장균일 수 있다.
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단백질의 생성여부는 SDS-폴리아크릴아미드 겔 전기영동 또는 웨스턴 블롯팅 방법 등과 같은 통상적인 방법으로[0050]

확인할 수 있다. 변형된 RARS 단백질(ArgRS-N73)의 유전자를 포함하는 발현 벡터로 형질전환 된 대장균을 엠피

실린, 테트라사이클린, 카나마이신, 클로람페니콜 등 선별마커에 대응하는 항생제가 함유된 배지에서 진탕 배양

하여 일정한 세포농도에 다다랐을 때, IPTG(isopropyl-D-galactopyranoside)를 첨가하여 ArgRS-N73의 발현을

유도한다. 상기 배양액을 원심분리하여 대장균 세포를 침전시킨 후, 대장균을 적당한 완충 용액에 현탁한 후 파

쇄한다. 상기 파쇄물을 원심분리하여, 단백질이 녹아있는 상층액을 분리한 후, 이온교환수지, 친화성 결합수지,

사이징(sizing) 등을 이용하여 ArgRS-N73를 분리 및 정제한다.

(b) 후보물질을 상기 (a)단계에서 정제된 변형 RARS 단백질에 혼합하여 결합시키는 단계;[0051]

상기 (b)단계는 카나바닌과 유사한 작용으로 암치료제로서 작용할 것으로 예상되는 후보물질을 변형 RARS 단백[0052]

질(ArgRS-N73)과 결합시키는 단계이다. 상기 두 단백질을 혼합할 때, 카나바닌은 ArgRS-N73의 1배 내지 5배의

중량으로 혼합시킬 수 있고, 더 바람직하게는 1 배지 3배일 수 있다. 

상기 혼합 과정은 수용액 상태에서 이뤄지고, 혼합 온도는 1 내지 10℃이며, 1 내지 5시간 동안 진행되며, 이로[0053]

써 카나바닌과 ArgRS-N73가 결합을 하게 된다. 상기 결합은 비공유결합으로서, 바람직하게는 수소결합일 수 있

다.

 (c) 상기 (b) 단계에서 결합된 단백질을 결정화하는 단계;[0054]

상기 (c)단계는 (b)단계에서 후보물질과 ArgRS-N73이 결합한 단백질을 결정화하는 단계이다. 결정화를 위해 사[0055]

용하는 보존용액에 첨가되는 침전제는 바람직하게는 폴리에틸렌글리콜(polyethylene glycol) 4000 일 수 있다.

전체 보존용액 내에서의 침전제의 농도는 사용되는 침전제의 종류에 따라서 달라지는데, 상기 폴리에틸렌글리콜

4000은 전체 보존용액에 대하여, 10 내지 30%(w/v)일 수 있고, 더 바람직하게는 13 내지 25%(w/v) 비율로 보존

용액에 포함될 수 있다. 상기 보존용액은 상기 침전제 외에도 통상적으로 사용 가능한 염, 완충액 및 세정제 등

을 포함할 수 있다. 또한, 상기 단백질 결정화는 pH 5.0 내지 7.0에서 수행되는 것이 바람직하고, 더 바람직하

게는 pH 5.6 내지 6.3일 수 있다. 상기 범위는 실험적으로 결정된 것이며, 상기 범위의 pH 조건에서 반응 시 가

장 우수한 결정을 얻을 수 있다.

본 발명의 단백질 결정을 형성하기 위한 반응 온도는 15℃ 내지 25℃인 것이 바람직하고, 18℃ 내지 22℃인 것[0056]

이 더욱 바람직하다. 반응 기간은 1일 내지 10일이 바람직하고, 더욱 바람직하게는 2일 내지 5일일 수 있다. 상

기 반응 온도 및 반응 기간 범위는 결정을 얻기 위해 실험적으로 찾아진 범위이다.

결정화 방법은 통상적인 농도 평형을 이용한 방법이다. 더 상세하게는 증기 평형법 또는 투석법일 수 있다. 상[0057]

기 증기 평형법에는 시팅 드롭 증기 평형법 및 행잉 드롭 증기 평형법으로 이루어진 군에서 선택될 수 있다. 가

장 바람직하게는 행잉 드롭 증기 평형법 일 수 있다.

행잉 드롭 증기 평형법은 단백질의 결정화에 가장 많이 쓰이고 있는 방법이다. 단백질 용액과 보존용액이 섞인[0058]

시료를 순수 보존용액과 증기 평형 상태에 있는 용기 상단에 부착시키면, 용기 내 보존용액에 비해 그 함량이

적은 시료가 평형상태를 이루기 위해, 시료 내 수분이 아래로 떨어지게 된다. 평형 상태에 도달하게 되면 단백

질 결정을 얻게 된다.

(d) 상기 (c) 단계에서 결정화된 단백질에서 후보물질이 변형 RARS 단백질과 결합하는지 여부를 모니터링하는[0059]

단계;

상기 (d) 단계는 변형된 RARS 단백질과 후보물질이 결합하는 것을 관찰함으로서 후보물질을 암 치료제로 선별하[0060]

는 단계이다. 후보물질이 변형 RARS 단백질과 결합을 한다는 것은, 아르기닌에 대하여 길항적 저해제로 작용할

수 있는 것을 의미할 수 있으므로, 상기 후보물질은 카나바닌처럼 암 치료제로 사용될 수 있다. 

상기 결합여부를 모니터링 하는 방법은 당업계에 공지된 다양한 결합 분석(binding assay)에 따라 고속(high[0061]

throughput) 방식으로 실시할 수 있다.
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후보물질 또는 변형 RARS 단백질을 검출가능한 표지(detectable label)로 레이블링될 수 있다. 예를 들어, 상기[0062]

검출가능한 표지(detectable label)는, 화학적 표지(예컨대, 바이오틴), 효소 표지(예컨대, 호스래디쉬 퍼옥시

다아제, 알칼린 포스파타아제, 퍼옥시다아제, 루시퍼라아제, β-갈락토시다아제 및 β-글루코시다아제), 방사능

표지(예컨대,  C14,  I125,  P32  및  S35),  형광  표지[예컨대,  쿠마린,  플루오레세인,  FITC(fluoresein

Isothiocyanate),  로다민  6G(rhodamine  6G),  로다민  B(rhodamine  B),  TAMRA(6-carboxytetramethyl-

rhodamine), Cy-3, Cy-5, Texas Red, Alexa Fluor, DAPI(4,6-diamidino-2-phenylindole), HEX, TET, Dabsyl

및 FAM], 발광 표지, 화학발광(chemiluminescent) 표지, FRET(fluorescence resonance energy transfer) 표지

또는 금속 표지(예컨대, 금 및 은)이다.

검출가능한 표지가 레이블링된 변형 RARS 단백질 또는 후보물질을 이용하는 경우, 변형 RARS 단백질과 후보물질[0063]

사이의 결합 발생 여부는 표지로부터 나오는 시그널을 검출하여 분석할 수 있다. 예를 들어, 표지로서 알칼린

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

프톨-AS-B1-포스페이트(naphthol-AS-B1-phosphate) 및 ECF(enhanced chemifluorescence)와 같은 발색반응 기질

을 이용하여 시그널을 검출한다. 표지로서 호스 래디쉬 퍼옥시다아제가 이용되는 경우에는 클로로나프톨, 아미

노에틸카바졸, 디아미노벤지딘, D-루시페린, 루시게닌(비스-N-메틸아크리디늄 니트레이트), 레소루핀 벤질 에테

르,  루미놀,  암플렉스레드  시약(10-아세틸-3,7-디하이드록시페녹사진),  HYR(p-phenylenediamine-HCl  and

pyrocatechol),  TMB(tetramethylbenzidine),  ABTS(2,2‘-Azine-di[3-ethylbenzthiazoline  sulfonate]),  o-페

닐렌디아민(OPD) 및 나프톨/파이로닌와 같은 기질을 이용하여 시그널을 검출한다.

택일적으로, 후보물질과 변형 RARS 단백질의 결합 여부는 상호작용물(interactants)의 레이블링 없이 분석할 수[0064]

도 있다. 예를 들어, 마이크로피지오미터(microphysiometer)를 이용하여 후보물질이 변형 RARS 단백질에 결합하

는 지 여부를 분석할 수 있다. 마이크로피지오미터는 LAPS(light-addressable potentiometric sensor)를 이용

하여 셀이 그의 환경을 산성화하는 속도를 측정하는 분석 도구이다. 산성화 속도의 변화는, 후보물질과 변형

RARS 단백질 사이의 결합에 대한 지시자(indicator)로 이용될 수 있다(McConnell et al., Science 257:1906-

1912(1992)).

후보물질의 변형 RARS 단백질과의 결합 능력은 실시간 이분자 상호작용 분석(BIA)를 이용하여 분석할 수 있다[0065]

(Sjolander  &  Urbaniczky,  Anal.  Chem.  63:2338-2345(1991),  and  Szabo  et  al.,  Curr.  Opin.  Struct.

Biol.5:699-705(1995)). BIA는 실시간으로 특이적 상호작용을 분석하는 기술로서, 상호작용물(interactants)의

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

간 반응에 대한 지시자(indicator)로 이용될 수 있다.

또한, 본 발명의 스크리닝 방법은, 투-하이브리드 분석 또는 쓰리-하이브리드 분석 방법에 따라 실시할 수 있다[0066]

(U.S.  Pat.  No.  5,283,317;  Zervos  et  al.,  Cell  72,  223-232,  1993;  Madura  et  al.,  J.  Biol.  Chem.

268,12046-12054, 1993;  Bartel  et al.,  BioTechniques  14, 920-924, 1993; Iwabuchi et al., Oncogene 8,

1693-1696, 1993; 및 W0 94/10300). 이 경우, 변형 RARS 단백질을 베이트(bait) 단백질로 이용할 수 있다. 이

방법에 따르면, 변형 RARS 단백질에 결합하는 물질, 특히 단백질을 스크리닝 할 수 있다. 투-하이브리드 시스템

은 분할 가능한 DNA-결합 및 활성화 도메인으로 구성된 전사인자의 모듈 특성에 기초한다. 간단하게는, 이 분석

방법은 두 가지 DNA 컨스트럭트를 이용한다. 예컨대, 하나의 컨스트럭트에서, 변형 RARS 단백질-코딩 폴리뉴클

레오타이드(예컨대,GenBank accession No. NM_006294)를 공지의 전사 인자(예컨대, GAL-4)의 DNA 결합 도메인-

코딩 폴리뉴클레오타이드에 융합시킨다. 다른 컨스트럭트에서, 분석 대상의 단백질(“프레이” 또는 “시료”)

을 코딩하는 DNA 서열을 상기 공지의 전사인자의 활성화 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오타이드에 융합시킨다.

만일, 베이트 및 프레이가 인 비보에서 상호작용하여 복합체를 형성하면, 전사인자의 DNA-결합 및 활성화 도메

인이 인접하게 되며, 이는 리포터 유전자(예컨대, LacZ)의 전사를 촉발하게 된다. 리포터 유전자의 발현을 검출

할 수 있으며, 이는 분석 대상의 단백질이 변형 RARS 단백질과 결합할 수 있음을 나타내는 것이며, 결론적으로

혈관신생 억제제로 이용될 수 있음을 나타내는 것이다.

상기 (d) 단계에서 후보물질은 변형 RARS 단백질과 결합할 때, 변형 RARS 단백질의 D125, N130, H139, Y312,[0067]

D316 및 Q340로 이루어진 그룹에서 선택되는 하나 이상의 아미노산 잔기와 결합할 수 있고, 더 바람직하게는 본

발명의 변형 RARS 단백질의 D125, D316 및 Y312 잔기와 결합한다. 상기 세 잔기 외에 추가적으로 N130, H139 및

Q340로 이루어진 그룹에서 선택되는 하나 이상의 잔기와 결합할 수 있다.

 본 발명의 상기 단백질은 결정화 상태에서 카나바닌이 변형된 RARS의  Rossmann fold로 이루어진 active site[0068]
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에 결합하고 있다. 결합한 카나바닌은 active site 주변 잔기 중 D125, N130, H139, Y312, D316, Q340과 수소

결합을 이루고 있으며 특히 D125, D316, Y312 경우 카나바닌의 oxy-guanidino기와 결합에 관여함으로서 기질 식

별 및 인식에 중요한 역할을 하는 것으로 보인다.(실시예 4 및 도 8 참조).

카나바닌은 아르기닌(arginine)과 유사한 구조를 가진 콩과 식물 유래 비단백성 아미노산 단백질이다. 카나바닌[0069]

은 arginyl-tRNA synthetase에 아르기닌 대신 결합하여 단백질 합성 저해 등을 일으켜, 암세포의 생장을 억제한

다. 따라서 변형 RARS 단백질의 상기 아미노산 잔기들에 카나바닌처럼 결함하는 물질은 아르기닌 대신 RARS에

결합하여 암세포의 성장을 억제할 수 있는 물질이다. 

상기 잔기들이 후보물질과 결합(상호작용)하는지 여부를 모니터링 하는 방법은 단백질 결정의 전자밀도를 통해[0070]

확인할 수 있다. 

발명의 효과

본 발명의 카나바닌과 결합하는 변형 RARS 단백질의 아미노산 잔기를 이용하여 카나바닌처럼 아르기닌에 대한[0071]

경쟁적 저해제로 작용할 수 있는 물질, 즉 암 치료제를 선별하는데 효과적이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 ArgRS-N73 단백질을 코딩하는 DNA를 PCR로 증폭한 후, 전기영동으로 추출한 결과이다.[0072]

도 2는 ArgRS-N73 단백질 코딩 유전자를 포함하는 대장균 발현벡터 pET28a-ArgRSN73로 형질전환 된 대장균을 배

양하여 얻은 세포 침전물을 SDS-PAGE 한 결과이다.

도 3은 카나바닌과 ArgRS-N73가 반응하여 생성된 단백질을 니켈-니트릴로트리아세틱 액시드(Ni-NTA)칼럼으로 용

출하여 SDS-PAGE 한 결과이다.

도 4는 젤 필트레이션 칼럼(superdex 200, 26/80, 파마시아)으로 용출한 카나바닌과 ArgRS-N73 결합 단백질의

SDS-PAGE 결과이다.

도 5는 카나바닌과 ArgRS-N73 결합 단백질의 단결정 사진이다.

도 6은 카나바닌과 ArgRS-N73 결합 단백질의 X-선 회절 데이터 이미지이다.

도 7은 카나바닌과 ArgRS-N73 결합 단백질의 3차원 구조이다.

도 8은 카나바닌과 ArgRS-N73 결합 단백질의 전자밀도 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 상세히 설명한다.[0073]

단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다.[0074]

<실시예 1> [0075]

ArgRS-N73(변이 Arginyl tRNA synthetase) 유전자 증폭 및 발현[0076]

<1-1> ArgRS-N73 유전자의 중폭[0077]

Arginyl tRNA synthetase의 N 말단에서 72개의 아미노산이 제거된 ArgRS-N73(이하 N73) 단백질(아미노산 서열-[0078]

서열번호 4)을 생성할 수 있는 유전자(염기서열 - 서열번호 3)를 PCR을 통해 합성하고 증폭하기 위해 각각의 프

라이머를 제작하였다. 프라이머 서열은 아래 표 1에 표시하였다.
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표 1

[0079]

서열번호 1의 염기서열을 가지는  시발체는 NheI 제한효소 인지부위(밑줄)에 해당하는 염기서열을 포함하고, 서[0080]

열번호 2의 염기서열을 가지는 시발체는 종결 코돈(박스), 제한효소 NotI 인지부위(밑줄)에 해당하는 염기서열

을 포함한다.

호모사피언스의 RARS DNA(Genbank Accession No.NM 002887.3)를 주형으로 다음의 과정으로 PCR을 수행하였다.[0081]

호모사피언 DNA 1㎕, 2㎕의 10mM dNTP(최종농도:0.2mM), 각 3㎕의 5uM 서열번호 1 및 서열번호 2의 시발체(최종

농도: 0.3uM), Pyrobest DNA 중합효소 0.5㎕ (5U/㎕, TaKaRa, Japan), 10㎕ PCR 완충용액(TaKaRa)에 80.5㎕의

증류수를 넣어 반응액을 제조하였다. 상기 반응액을 95°C에서 15분; 94°C에서 1분 30초; 55°C 에서 1분; 72

°C 에서 2분의 반응을 30회 반복하였다. 반응용액을 1% 아가로즈 젤에서 전기영동법으로 분리하여 ArgRSF유전

자를 용출하여 얻었다. 이 용출액 16㎕에 10배의 제한효소 반응 완충용액 2㎕와 제한효소 NheI과 NotI을 1㎕씩

첨가하여 37°C 에서 2시간 동안 반응시켰다. 다음 이 반응용액을 1% 아가로즈 젤에서 전기영동법으로 분리하여

원하는 DNA 절편을 추출한 후 50ul의 증류수용액에 용존시켰다 (이하 ArgGRSN73-D Nh/N). 전기영동 결과는 도 1

에 표시하였다.

<1-2> ArgRS-N73 유전자를 포함하는 발현벡터의 제조[0082]

Novagen에서 구입한 플라스미드 pET28a을 제한효소 NheI과 NotI를 이용하여 완전히 절단하고 1% 아가로즈 젤 상[0083]

에서 분리하였다(이하 pET28a Nh/N). ArgGRSN73-D Nh/N 6㎍을 위의 플라스미드 벡터 pET28a Nh/N 3㎍과 함께

반응튜브에 넣은 후 2㎕의 10배 연결반응용액 (500mM 트리스-염산, pH 7.8, 100mM 염화마그네슘, 100mM DTT,

10mM ATP), 10U의 T4 DNA 리가제를 넣고 총 부피가 20㎕가 되도록 증류수를 가한 다음 16°C에서 12시간 동안

반응시켰다. 이 반응용액을 대장균 DH5α 컴피턴트 세포에 첨가하여 형질전환 시킨 다음 50㎍/ml 농도의 LB-카

나마이신 배지에 평판하여 대장균 형질전환체를 선별하였다. 이들로부터 플라스미드를 추출하고 제한효소 및 염

기서열 분석에 의해 각각 pET28a- ArgRSN73을 얻은 것을 확인하였다. 상기에서 얻은 재조합 플라스미드에 클로

닝된 ArgRSF 유전자의 염기서열 확인은 Sanger 등 (Sanger, F., et al. (1977). PNAS U.S.A 74, 5463)의 방법

에 따라 Big-Dye Cycle Sequencing System (Applied Biosystems, U.S.A)을 이용하여 수행하였고 ABI 377 DNA

염기서열 분석기에 의해 분석하였다.

<1-3> ArgRS-N73의 대장균 내 발현[0084]

상기 단계2에서 얻은 발현 벡터 pET28a-ArgRSN73을 발현 숙주인 대장균 Rosetta(DE3) (Novagen Inc.)에 형질[0085]

전환시켰다.

형질전환된 대장균 균주를 100ug/ml의 카나마이신이 함유된 엘비 브로스 배지(1% 트립톤, 0.5% 효모 추출물, 1%[0086]

염화나트륨)에서 12시간 동안 진탕 배양한 후 이중 1ml을 100ml의 엘비 브로스 배지(100ug/ml의 카나마이신 함

유)에 옮겨 37°C에서 박테리아의 흡광도가 600nm에서 약 0.6 정도가 될 때 IPTG를 최종농도가 1mM이 되게 첨가

한 후 18℃에서 배양하였다. IPTG 첨가전과 첨가한 후 18시간 후에 각각 1ml씩을 취하고 10,000g에서 2분간 원

심분리하여 각각 세포 침전물을 수거하였다. 수거한 침전물을 램리등의 방법( Laemmli  등 1970  Nature  227:

680)에 따라 15 % SDS-포리아크릴아미드 젤 전기영동시킨 후 쿠마지블루(Coomasie Brilliant Blue)로 단백질을

염색하여 분석하였다(도 2 참조). 

<실시예 2>[0087]
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ArgRS-N73의 정제[0088]

<2-1> 대장균 세포의 배양 및 파쇄[0089]

실시예 1-3에서 제조된 대장균세포를 실시예 1-3과 같은 방법으로 1리터 배양한 후, 원심 분리기를 이용하여[0090]

6000 rpm에서 10분간 원심분리하여 대장균 세포 침전물을 수거하고 50mM Tris pH 8.0, 100mM 염화나트륨, 3mM

마그네슘  글로라이드,  100㎛  ATP  조성의  완충용액에  현탁시킨  다음,  얼음중탕에서  초음파  분쇄기(Sonic

Dismembrator, Fisher, 미국)를 이용하여 세포를 파쇄하였다. 이 용액을 원심분리기로 16000rpm에서 30분간 원

심 분리한 후, 그 상층액을 다음 과정에 이용하였다.

<2-2> 단백질의 정제[0091]

상기에서 얻은 상층액을 완충용액(30mM Tris pH 8.0, 100mM 염화나트륨, 3mM 마그네슘 글로라이드)으로 미리 평[0092]

형된 니켈-니트릴로트리아세틱 액시드(Ni-NTA)칼럼(파마시아, 미국)에 결합시킨 후 0-0.5M 이미다졸 농도구배를

이용하여 용출한 후 SDS-PAGE하여 ArgRS-N73 단백질 부분만 모았다. SDS-PAGE 의 결과는 도 3에 표시하였다.

상기 모은 단백질 부분을 1ml  가량 농축한 후 상기 완충용액으로 형평된 젤 필트레이션 칼럼(superdex  200,[0093]

26/80, 파마시아)에 주입시킨 후 단백질의 분자량에 의해 분리하여 전기영동으로 확인하고 단백질 부분만 모았

다. 전기영동 결과는 도 4에 표시하였다.

<실시예 3>[0094]

카나바닌 및 ArgRS-N73의 혼합 및 결정화[0095]

상기  얻은  단백질  부분을  30mg/ml로  농축한  후  수용액  상태의  단백질  농도의  2배에  해당하는  카나바닌(L-[0096]

canavanine,Sigma-aldrich)과 혼합한 후, 4℃에서 1시간 가량 방치하여 원심 분리 후, 상층액을 취하여 결정화

단계에 이용했다.  행잉드롭  증기 평형법(Hanging-drop  vapor  diffusion  method;  Jancarik,  J.  et  al..  J.

Appl. Cryst; 24; pp409-411, 1991)을 응용하여 상기 카나바닌과 반응시킨 ArgRS-N73 단백질을 1㎕을 염(0.17

M  Ammonium  acetate),  완충액(0.085  M  Sodium  citrate  tribasic  dihydrate  (pH  5.6-6.3)),  침전제 (13-25%

w/v Polyethylene glycol 4,000), 15% glycerol로 구성된 저수조 용액 1㎕ 의 혼합 용액에 접촉 시키고, 이 슬

라이드를 저수조 용액 0.5㎖가 들어 있는 플레이트 위에 덮어 18-22℃ 항온 상태에서 보관하였다. 2-3일 후에

결정이 생겼으며 획득한 결정은 카메라(SHW-M110S)로 찍어 도 5에 기재하였다.

제조된 결정성 카나바닌 결합 알지닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질의 구조를 분석하기 위해 X-선 결정화 방법[0097]

을 이용하였다. X-선의 높은 에너지로 인한 결정의 데미지를 막기 위해 단백질 결정을 고속으로 질소 냉각하는

고속 질소 냉각법 (Garman E.F. et al.. J. appl. Cryst.. 30, pp221-237, 1997)을 수행하였다.

<실시예 4>[0098]

카나바닌 결합 ArgRS-N73 단백질 결정 구조 분석[0099]

상기 실시예 3에서 얻어진 카나바닌 결합 알지닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질 결정으로 방사광 가속기에서 데[0100]

이터를 모으는 실험을 수행하였다. 가소기의 검출기는 Q210(Area Detector System Co. USA)으로서 카나바닌 결

합 알지닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질의 X-선 회절 데이터 이미지는 도 6에 나타내었다. 카나바니 결합 알지

닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질 결정의 데이터 한계는 2.8Å 이고, 결정 공간군은 P212121이며, 격자 단위는

a=77.622Å, b=105.233Å, c=172.259Å및 α=β=γ=90° 이다.

단백질 결정 구조는 분자치환방법 (Molecular replacement)를 이용하여 규명하였다. X-선 회절 데이터를 구조[0101]

프로그램 Phenix를 이용하여 3차원적 구조를 규명하였다. 단백질 구조 분석 결과, 2개의 단량체를 포함하는 다
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이머 (dimer) 구조인 것으로 확인되었다(도 7 참조). 또한, 알지닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질에 결합한 카

나바닌의 전자밀도 결과는 도 8에 표기하였다. 도 8에서 카나바닌과 알지닐 티 알엔에이 합성 효소 단백질이 상

호 작용하는 잔기를 확인 할 수 있다. 아스파라진130, 히스티딘139, 글루타민340, 아스파테이트125, 타이로신

312, 아스파테이트316이 카나바닌의 결합에 관여하고 있으며 특히. 아스파테이트125, 타이로신312, 아스파테이

트 316의 경우 옥시구아니디노기 (oxyguanidine)과 상호 작용한다.

산업상 이용가능성

본 발명의 카나바닌과 결합하는 변형 RARS 단백질의 아미노산 잔기를 이용하여 카나바닌처럼 아르기닌과 경쟁적[0102]

저해제로 작용할 수 있는 물질, 즉 암 치료제를 선별할 수 있어 산업상 이용가능성이 높다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5
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도면6

도면7

공개특허 10-2015-0011729

- 17 -



도면8

서 열 목 록

<110>    Medicinal Bioconvergence Research Center

         Korea University Research and Business Foundation

<120>    Method for screening cancer therapeutic agent using modified

         arginyl-tRNA synthetase

<130>    NP13-0043

<160>    4

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    36

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for ArgRS-N73

<400>    1

attccgctag catgattaac attattagcc gcctac                                   36

<210>    2

<211>    36
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Reverse primer for ArgRS-N73

<400>    2

atgcggccgc ttacatcctt tggacaggtt ttattc                                   36

<210>    3

<211>    1767

<212>    DNA

<213>    DNA sequence of ArgRS-N73 from Homo sapiens

<400>    3

atgattaaca ttattagccg cctacaagag gtctttggtc atgcaattaa ggctgcatat         60

ccagatttgg aaaatcctcc tctgctagtg acaccaagtc agcaggccaa gtttggggac        120

tatcagtgta atagtgctat gggtatttct cagatgctca aaaccaagga acagaaagtt        180

aatccaagag aaattgctga aaacattacc aaacacctcc cagacaatga atgtattgaa        240

aaagttgaaa ttgctggtcc tggttttatt aatgtccact taagaaagga ttttgtatca        300

gaacaattga ccagtcttct agtgaatgga gttcaactac ctgctctggg agagaataaa        360

aaggttatag ttgacttttc ctcccctaat atagctaaag agatgcatgt aggccacctg        420

aggtcaacta tcataggaga gagtataagc cgcctctttg aatttgcagg gtatgacgtg        480

ctcaggttaa atcatgtagg agactggggg acccagtttg gcatgctcat cgctcacctg        540

caagacaaat ttccagatta tctaacagtt tcacctccta ttggggatct tcaggtcttt        600

tataaggaat ctaagaagag gtttgatact gaggaggaat ttaagaagcg agcatatcag        660

tgtgtagttc tgctccaggg taaaaaccca gatattacaa aagcttggaa gcttatctgt        720

gatgtctccc gccaagagtt aaataaaatc tatgatgcat tggacgtctc tttaatagag        780

agaggggaat ccttctatca agataggatg aatgatattg taaaggaatt tgaagataga        840

ggatttgtgc aggtggatga tggcagaaag attgtatttg tcccagggtg ttccatacca        900

ttaaccatag taaaatcaga tggaggttat acctatgata catctgacct ggctgctatt        960

aaacaaagac tatttgagga aaaagcagat atgattatct atgttgtgga caatggacaa       1020

tctgtgcact tccagacaat atttgctgct gctcaaatga ttggttggta tgaccctaaa       1080

gtaactcgag tcttccatgc tggatttggt gtggtgctag gggaagacaa gaaaaagttt       1140

aaaacacgtt cgggtgaaac agtgcgcctc atggatcttc tgggagaagg actaaaacga       1200

tccatggaca agttgaagga aaaagaaaga gacaaggtct taactgcaga ggaattgaat       1260

gctgctcaga catccgttgc gtatggctgc atcaaatatg ctgacctttc ccataaccgg       1320
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ttgaatgact acatcttctc ctttgacaaa atgctagatg acagaggaaa tacagctgct       1380

tacttgttgt atgccttcac tagaatcagg tctattgcac gtctggccaa tattgatgaa       1440

gaaatgctcc aaaaagctgc tcgagaaacc aagattcttt tggatcatga gaaggaatgg       1500

aaactaggcc ggtgcatttt acggttccct gagattctgc aaaagatttt agatgactta       1560

tttctccaca ctctctgtga ttatatatat gagctggcaa ctgctttcac agagttctat       1620

gatagctgct actgtgtgga gaaagataga cagactggaa aaatattgaa ggtgaacatg       1680

tggcgtatgc tgctatgtga agcagtagct gctgtcatgg ccaaggggtt tgatatcctg       1740

ggaataaaac ctgtccaaag gatgtaa                                           1767

<210>    4

<211>    588

<212>    PRT

<213>    aminoacid sequence of ArgRS-N73 from Homo Sapiens

<400>    4

Met Ile Asn Ile Ile Ser Arg Leu Gln Glu Val Phe Gly His Ala Ile

  1               5                  10                  15 

Lys Ala Ala Tyr Pro Asp Leu Glu Asn Pro Pro Leu Leu Val Thr Pro

             20                  25                  30 

Ser Gln Gln Ala Lys Phe Gly Asp Tyr Gln Cys Asn Ser Ala Met Gly

         35                  40                  45 

Ile Ser Gln Met Leu Lys Thr Lys Glu Gln Lys Val Asn Pro Arg Glu

     50                  55                  60 

Ile Ala Glu Asn Ile Thr Lys His Leu Pro Asp Asn Glu Cys Ile Glu

 65                  70                  75                  80 

Lys Val Glu Ile Ala Gly Pro Gly Phe Ile Asn Val His Leu Arg Lys

                 85                  90                  95 

Asp Phe Val Ser Glu Gln Leu Thr Ser Leu Leu Val Asn Gly Val Gln

            100                 105                 110 

Leu Pro Ala Leu Gly Glu Asn Lys Lys Val Ile Val Asp Phe Ser Ser

        115                 120                 125 

Pro Asn Ile Ala Lys Glu Met His Val Gly His Leu Arg Ser Thr Ile

    130                 135                 140 
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Ile Gly Glu Ser Ile Ser Arg Leu Phe Glu Phe Ala Gly Tyr Asp Val

145                 150                 155                 160 

Leu Arg Leu Asn His Val Gly Asp Trp Gly Thr Gln Phe Gly Met Leu

                165                 170                 175 

Ile Ala His Leu Gln Asp Lys Phe Pro Asp Tyr Leu Thr Val Ser Pro

            180                 185                 190 

Pro Ile Gly Asp Leu Gln Val Phe Tyr Lys Glu Ser Lys Lys Arg Phe

        195                 200                 205 

Asp Thr Glu Glu Glu Phe Lys Lys Arg Ala Tyr Gln Cys Val Val Leu

    210                 215                 220 

Leu Gln Gly Lys Asn Pro Asp Ile Thr Lys Ala Trp Lys Leu Ile Cys

225                 230                 235                 240 

Asp Val Ser Arg Gln Glu Leu Asn Lys Ile Tyr Asp Ala Leu Asp Val

                245                 250                 255 

Ser Leu Ile Glu Arg Gly Glu Ser Phe Tyr Gln Asp Arg Met Asn Asp

            260                 265                 270 

Ile Val Lys Glu Phe Glu Asp Arg Gly Phe Val Gln Val Asp Asp Gly

        275                 280                 285 

Arg Lys Ile Val Phe Val Pro Gly Cys Ser Ile Pro Leu Thr Ile Val

    290                 295                 300 

Lys Ser Asp Gly Gly Tyr Thr Tyr Asp Thr Ser Asp Leu Ala Ala Ile

305                 310                 315                 320 

Lys Gln Arg Leu Phe Glu Glu Lys Ala Asp Met Ile Ile Tyr Val Val

                325                 330                 335 

Asp Asn Gly Gln Ser Val His Phe Gln Thr Ile Phe Ala Ala Ala Gln

            340                 345                 350 

Met Ile Gly Trp Tyr Asp Pro Lys Val Thr Arg Val Phe His Ala Gly

        355                 360                 365 

Phe Gly Val Val Leu Gly Glu Asp Lys Lys Lys Phe Lys Thr Arg Ser

    370                 375                 380 

Gly Glu Thr Val Arg Leu Met Asp Leu Leu Gly Glu Gly Leu Lys Arg

385                 390                 395                 400 
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Ser Met Asp Lys Leu Lys Glu Lys Glu Arg Asp Lys Val Leu Thr Ala

                405                 410                 415 

Glu Glu Leu Asn Ala Ala Gln Thr Ser Val Ala Tyr Gly Cys Ile Lys

            420                 425                 430 

Tyr Ala Asp Leu Ser His Asn Arg Leu Asn Asp Tyr Ile Phe Ser Phe

        435                 440                 445 

Asp Lys Met Leu Asp Asp Arg Gly Asn Thr Ala Ala Tyr Leu Leu Tyr

    450                 455                 460 

Ala Phe Thr Arg Ile Arg Ser Ile Ala Arg Leu Ala Asn Ile Asp Glu

465                 470                 475                 480 

Glu Met Leu Gln Lys Ala Ala Arg Glu Thr Lys Ile Leu Leu Asp His

                485                 490                 495 

Glu Lys Glu Trp Lys Leu Gly Arg Cys Ile Leu Arg Phe Pro Glu Ile

            500                 505                 510 

Leu Gln Lys Ile Leu Asp Asp Leu Phe Leu His Thr Leu Cys Asp Tyr

        515                 520                 525 

Ile Tyr Glu Leu Ala Thr Ala Phe Thr Glu Phe Tyr Asp Ser Cys Tyr

    530                 535                 540 

Cys Val Glu Lys Asp Arg Gln Thr Gly Lys Ile Leu Lys Val Asn Met

545                 550                 555                 560 

Trp Arg Met Leu Leu Cys Glu Ala Val Ala Ala Val Met Ala Lys Gly

                565                 570                 575 

Phe Asp Ile Leu Gly Ile Lys Pro Val Gln Arg Met

            580                 585            
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