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요약

본 발명은 사람 엔도글린 유전자의 프로모터 또는 이의 작용성 잔기 및 약물 제조용으로서 이의/이들의 
용도에 관한 것이다.

대표도

도1a

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 사람 엔도글린 프로모터(human  endoglin  promoter)의 클로닝을 도시한 것이다.  A  :  벡터 pCR 
2.1(Invitrogen 제조원)의 TA 클로닝 부위내로 연결된, PCR의 수단에 의해 제조한 사람 엔도글린 프로모
터의 단편.  B : 작제물 pCR 2.1 엔도(Endo)로부터 효소 Mlul 및 Xhol로 절단되어 루시퍼라제 리포터 벡
터(luciferase reporter vector pGL3(Promega 제조원)내로 클로닝된 사람 엔도글린 프로모터를 포함하는 
단편.

도 2는 상이한 내피 세포-특이적인 프로모터의 루시퍼라제 활성을 도시한 것이다.  모든 프로모터는 pGL3
내로 클로닝되며 모든 값은 SV40 기본 프로모터상에서 표준화된다.  SV40 : 인핸서가 없는 SV40 기본 프
로모터. pGL3엔도 : 엔도글린 프로모터(참조: 도 1b). vWF + SV40 인핸서 : 상부 SV40 인핸서로 증강시킨 
폰 빌레브란트 인자 프로모터. flk-1 : VEGF 수용체 flk-1에 대한 프로모터(-224번/ATG에서 개시).  vWF 
: 추가의 인핸서가 없는 폰 빌레브란트 인자 프로모터(-487/+247).

도 3은 내피 세포와 비-내피 세포에 있어서 사람 엔도글린 프로모터의 루시퍼라제 활성을 도시한 것이다.  
구조물은 도 2의 것과 동일하다.  SV40 기본 프로모터상에서 표준화된, 내피 세포주 ECV304에 있어서 엔
도글린 프로모터의 활성을 헬라 경부암 세포주(HeLa cervical carcinoma cell line)에서의 활성과 비교한
다.  이 검정에서, ECV304 세포에 있어서의 활성은 헬라 세포에서보다 대략 29배 높다.

도 4는 엔도글린 프로모터상에서 전사 인자에 대한 추정적 결합 부위를 도시한 것이다.  Alu  서열 및 
cDNA의 개시 부위간의 영역만을 도시한다.  모든 결합 부위는 플러스(+) 쇄상에 위치한다.  

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술분야 및 그 분야의 종래기술
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본 발명은 사람 엔도글린 유전자의 프로모터 또는 이의 작용성 잔기 및 약물 제조용으로서 이의 용도에 
관한 것이다.

유전자 치료요법에 있어서 중요한 문제점들중 하나는 세포내로 삽입되는 작동인자 유전자의 전사 및 해독
을 조절하는데 있다.  전사 단계에서의 이러한 조절은 작동인자 유전자의 암호화 서열의 상부에 프로모터 
또는 인핸서 서열을 가함에  의해 가능해진다.

프로모터 서열은 조절 단백질, 즉 이의 전체가 하부 작동인자 유전자의 전사를 활성화시키는 전사 인자가 
결합할 수 있는 유전자 단편으로서 이해된다.  전사 방향으로 놓여있는 이러한 영역을 하부 서열로 정의
하는 한편 반대 방향으로 배열하고 있는 서열을 상부 서열이라 정의한다.  작동인자 유전자는 일반적으로 
이의 유전자 산물이 예를 들면, 유전자 치료요법 측면에서 바람직한 효과를 갖는 구조 유전자인 것으로 
이해된다.

이러한 프로모터 또는 인핸서 서열은 비 세포-특이적, 세포-특이적, 바이러스-특이적, 대사-특이적 또는 
세포 주기-특이적일 수 있다.  이러한 프로모터 서열 및 이의 용도, 즉 상이한 질병의 유전자 치료요법용 
용도의 예는 특허원 제WO96/06940호, 제WO96/06938호, 제WO96/06941호 및 제WO96/06939호에 나열되어 있
다.  또한 이들 특허원들은 작동인자 유전자를 세포-특이적으로 및 세포 주기-특이적으로 조절할 목적을 
위해 이러한 프로모터 서열을 합하는 기술 및 실시예를 나타낸다.

프로모터의 선택 및 조합에 따라서, 이들 프로모터는 더욱 제한되거나 덜 제한된 및/또는 더욱 강력하거
나 덜 강력한, 이들 프로모터에 따른 작동인자 유전자의 전사를 유발한다.

내피 세포는 한편으로 순환계내로 주입된 유전자 작제물에 직접 수용되고, 다른 한편으로 종양 질환, 염
증, 알레르기, 자가면역 질환, 기관 거부 반응 및 순환과 응고 질환과 같은 많은 질환의 악화 및 진행과 
또한 치유 과정중에 직접 포함되고/되거나 이들 질환 부위에 매우 인접하여 존재하기 때문에 유전자 치료
요법용으로 유리한 타겟 세포의 예이다.

일반적으로, 타겟 세포-특이적인 프로모터는 관련된 타겟 세포내에서 특히 격렬하게 또는 과도로 형성되
는 단백질에 대한 유전자의 프로모터이다.  내피 세포의 경우에는 엔도글린이 이러한 단백질중의 하나의 
예이다.

엔도글린은 TGFβ의 비-시그날-전달 수용체이다[참조: Gougos et al., J. Biol. Chem. 265, 8361(1990), 
Cheifetz, J. Biol. Chem. 267, 19027(1992), Moren et al., BBRC 189, 356(1992)].  이것은 정상의 내피
중에 소량으로 존재하는 한편,  증식하는 내피상에 과도한 정도로 발현된다[참조: Westphal et al., J. 
Invest. Derm. 100, 27(1993), Burrows et al., Pharmac. Ther. 65, 155(1994)].  프로모터 강도와 세포 
특이성과 관련하여 유용한 추가의 정보는 없다.  엔도글린 유전자가 약 4년동안 공지되어 왔음에도 불구
하고[참조: Bellon et al., (1993)], 지금까지 엔도글린 프로모터를 분리하는 것은 불가능하였다.

사람 엔도글린에 대한 cDNA  서열은 벨론(Bellon)  등에 의해 기술되었고[참조:  Eur.  J.,  Immunol.  23, 
2340(1993)], 한편 뮤린 엔도글린에 대한 cDNA 서열은 게(Ge) 등에 의해 기술되어졌다[참조: Gene 138, 
201 (1994)].  서열 정보가 엔도글린 유전자의 5'-비-해독된 영역의 일부에 대해 유용한 반면, 이 영역의 
기능 또는 프로모터 영역에 대해서는 전혀 공지되어 있지 않다.

VEGF 수용체는 다른 내피 세포-특이적인 단백질이다.  이 경우, 2개의 수용체가 구별되는데[참조: Plate 
et al., Int. J. Cancer 59, 520(1994)] : 한편으로는 세포질 부위에 fms형 타이로신 키나제를 함유하는 
VEGF 수용체 1(flt-1)[참조: de Vries et al., Science 255, 989 (1992)]와 다른 한편으로는 세포질 부위
에  타이로신  키나제를  함유하는  VEGF  수용체  2(flk-1,  KDR)[참조:  Terman  et  al.,  BBRC  187,  1579 
(1992)]이다.   이들 수용체 모두는 내피 세포상에서 거의 절대적으로 발견된다[참조:  Senger  et  al., 
Cancer Metast. Rev. 12, 303 (1993)].

다른  내피  세포-특이적인  수용체  타이로신  키나제는  tie-1  또는  tie-2[참조:  Partanen  et  al.,  Mol. 
Cell.  Biol.  12,  1698  (1992),  Schnurch  und  Risau,  Development  119,  957  (1993),  Dumont  et  al., 
Oncogene 7, 1471 (1992)] 및 B61 수용체(Eck 수용체)[참조: Bartley et al., Nature 368, 558 (1994), 
Pandey et al., Science 268, 567 (1995), van der Geer et al., Ann. Rev. Cell. Biol. 10, 251 (199
4)]이다.

다른 내피 세포-특이적인 단백질은 B61  수용체에 대한 리간드를 나타내는 B61  분자[참조:  Holzman  et 
al., J. Am. Soc. Nephrol. 4, 466 (1993), Bartley et al., Nature 368, 558 (1994)], 프로모터 서열이 
문헌[참조: Benatti et al., J. Clin. Invest. 91, 1149 (1993)]에 기술되어 있는 엔도텔린, 특히 엔도텔
린 B[참조: O'Reilly et al., J. Cardiovasc. Pharm. 22, 18 (1993), Benatti et al., J. Clin Invest 
91, 1149(1993), O'Reilly et al., BBRC 193, 834 (1993)], 프로모터 서열이 문헌[참조: Wilson et al., 
Mol. Cell. Biol. 10, 4654 (1990)]에 기술되어 있는 엔도텔린 1[참조 : Yanasigawa et al., Nature 332, 
411 (1988)], 엔도텔린 수용체, 특히 엔도텔린 B 수용체[참조: Webb et al., Mol. Pharmacol. 47, 730 
(1995), Haendler et al. J. Cardiovasc. Pharm. 20, 1 (1992)], 프로모터 서열이 문헌[참조: Ludwig et 
al. Gene 142, 311 (1994), Oshima et al.,(J. Biol. Chem. 263, 2553 (1988)) 및 Pohlmann et al. (PNAS 
USA  84,  5575  (1987)]에  기술되어  있는  만노즈  6-포스페이트  수용체[참조:  Perales  et  al.,  Eur.  J. 
Biochem. 226, 225 (1994)] 및 프로모터 서열이 문헌[참조: Jahroudi and Lynch (Mol. Cell. Biol. 14, 
999  (1994)),  Ferreira  et  al.  (Biochem.  J.  293,  641  (1993))  및 Aird  et  al.,  (PNAS  USA  92,  4567 
(1995)]에 기술되어 있는 폰 빌레브란트 인자(vWF)이다.

다른  내피  세포-특이적인  단백질은  활성화된  내피  세포에  의해  생산되고[참조:  Warner  et  al.,  J. 
Immunol.  139,  1911(1987)]  이의  프로모터  서열이  문헌[참조:  Hangen  et  al.,  Mol.  Carcinog.  2,  68 
(1986), Turner et al., J. Immunol. 143, 3556 (1989), Fenton et al., J. Immunol. 138, 3972 (1987), 
Bensi et al., Cell Growth Diff. 1, 491 (1990), Hiscott et al., Mol. Cell. Biol. 13, 6231 (1993) 및 
Mori et al., Blood 84, 1688 (1994)]에 기술되어 있는 예를 들어, IL-1α 및 IL-1β형의 IL-1, 프로모터 
서열이 문헌[참조: Ye et al., PNAS USA 90, 2295 (1993)]에 기술되어 있는 IL-1 수용체 및 리포폴리사카
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라이드에 의해 활성화된 내피 세포내에서 VCAM-1를 발현하는 근육 세포 부착 분자(VCAM-1), TNF-α[참조: 
Neish et al., Mol. Cell. Biol. 15, 2558/1995)], IL-4[참조: lademarco et al., J. Clin. Invest. 95, 
264 (1995)] 및 IL-5[참조: Marni et al., J. Clin. Invest. 92, 1866 (1993)]이다.  VCAM-1의 프로모터 
서열은 문헌[참조: Neish  et  al.,  Mol.  Cell.  Biol.  15,  2558  (1995),  Ahmad  et  al.,  J.  Biol.  Chem. 
270, 8976 (1995), Neish et al., J. Exp. Med. 176, 1583 (1992), lademarco et al., J. Biol. Chem. 
267, 16323 (1992) 및 Cybulsky et al., PNAS USA 88, 7859 (1991)]에 기술되어 있다.

다른 내피 세포-특이적인 프로모터는 합성 활성인자 서열{여기서, 합성 활성인자 서열은 내피 세포내에서 
우선적으로 또는 선택적으로 활성인 전사 인자에 대한 올리고머화된 결합부위로 구성되는데, 예를 들어 
엔도텔린 1 유전자내 결합 부위가 5'-TTATCT3'인 전사 인자 GATA-2[참조: Lee et al., Biol. Chem. 266, 
16188 (1991), Dorfmann et al., J. Biol. Chem. 267, 1279 (1992) 및 Wilson et al., Mol. Cell. Biol. 
10, 4854 (1990)]는 천연 내피-특이적인 프로모터에 대한 대체물로서 사용될 수 있다}, 및 뇌-특이적인 
내피 글루코즈-1-트랜스포터{여기서, 뇌 내피 세포는 이 트랜스포터를 매우 강력하게 특징적으로 발현함
으로써  D-글루코즈의  뇌내로의  내피를  통한  수송이  이루어지도록  한다[참조:  Gerhart  et  al.,  J. 
Neurosci.  Res.  22,  464  (1989)]}이다.   이  프로모터 서열은 무라카미(Murakami)  등의 문헌[참조;  J. 
Biol. Chem. 267, 9300 (1992)]에 기술되어 있다.

내피 세포에 대해 매우 특이적이지만, 이들 프로모터의 일부, 예를 들어 폰 빌레브란트 인자에 대한 유전
자 또는 VEGF 수용체 1 (flk-1)에 대한 유전자의 프로모터는 단지 상대적으로 활성이 낮다.  이러한 약한 
프로모터의 활성이 이들을 기본 프로모터(예: SV40) 또는 인핸서와 결합시킴에 의해 증가시킬 수 있다고 
해도, 이들은 일반적으로 특이성에 있어서의 감소를 동반한다.

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명의 목적은 강력하고 내피-특이적인 프로모터를 발견하는 것이다.

놀랍게도, 본 발명에 이르러 엔도글린 유전자 프로모터가 특히 이들 특성을 지님이 밝혀졌다.

    발명의 구성 및 작용

따라서, 본 발명은 사람 엔도글린 유전자의 프로모터, 또는 이의 작용성 잔기 및 이의 변이체에 관한 것
이다.  이 프로모터는 최대 2415개 염기쌍이상 연장되어 있으며(참조: 서열 3) 바람직하게는 개시 서열을 
포함하는 뉴클레오타이드 서열 3 내지 2378번을 포함한다.

본 발명에 따른 프로모터를 특성화하기 위하여, 엔도글린 유전자의 프로모터 서열 또는 이의 일부를 플라
스미드 pGL3(Promega 제조원)내 리포터 유전자(즉, 효소 루시페라제를 암호화하는 유전자)에 연결시키고, 
내피 세포(ECV-304 세포주) 및 비교용으로서 경부암 세포(헬라 세포주)를 이 작제물로 형질감염시킨다.  
놀랍게도, 엔도글린 프로모터는 vWF 프로모터보다 약 80배 강력한 것으로 밝혀졌다.  이것은 vWF가 상술
한 바와 같이 내피-특이적인 방식으로 발현되며 결과적으로 엔도글린 프로모터의 강도가 vWF 프로모터의 
것과 유사할 것으로 예견되기 때문에 놀라운 것이다.  또한 엔도글린 프로모터는 경부암 세포에서보다 내
피 세포내에서 약 30배 더 강력한 것으로 밝혀졌다.  또한 내피-특이적인 vWF 프로모터가 경부암 세포와 
내피 세포내에서 유사한 강도를 지니므로 놀라운 것이다.  그 결과, 본 발명의 엔도글린 프로모터는 강도 
및 내피 특이성면 모두에서 vWF 유전자 프로모터를 명백히 능가한다.

또한, 본 발명에 따른 프로모터 서열의 일부는 강력한 내피 세포-특이적 활성을 나타내는 것으로 밝혀졌
다.

즉, 표준물로서 SV40 프로모터의 활성에 기준한 하기 상대적 활성이 하기 표 1에 나열한 엔도글린 유전자 
프로모터의 5'-말단적으로 결실된 작제물에 대해 내피 세포내에서 수득된다.

[표 1]

   뉴클레오타이드 서열             상대 활성

   SV40 프로모터                 1

   엔도글린 프로모터(서열 3)

     1-2415                 11.5

   부분 서열 :

     36-2415번                 10.2

    470-2415번                 13.0

    948-2415번                 10.0

   1310-2415번                  2.0

   1847-2415번                  3.3

   2339-2415번                  0.2

따라서, 프로모터의 작용성 잔기는 프로모터 활성을 지닌 본 발명에 따른 프로모터의 모든 부분 서열, 특
히 약 1 내지 약 2378번, 약 36 내지 약 2378번, 약 470 내지 약 2378번 및 약 948 내지 약 2378번의 부
분 서열 및 또한 약 36 내지 약 2415번의 부분 서열 및 약 470 내지 약 2415번 및 약 948 내지 2415번의 
부분 서열, 바람직하게는 약 470 내지 약 2415번 및 약 470 내지 약 2378번의 부분 서열을 의미하는 것으
로 이해된다.  프로모터 활성을 지니는 부분 서열은 또한 예를 들면, 약 1310 내지 약 2415번 및 약 1310 
내지 약 2378번 및 약 1847 내지 약 2415번 및 약 1847 내지 약 2378번까지 연장된다.
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그러나, 본 발명은 서열 3에 나타낸 프로모터 및 이의 작용성 잔기에 한정되지 않으며 또한 프로모터 활
성을 지닌 변이체를 포함한다.  이러한 천연물의 변이체는 예를 들면, 하나 이상의 염기, 바람직하게는 
약 1 내지 약 50개, 특히 약 1 내지 약 25개, 특히 약 1 내지 5개 염기의 결실, 첨가, 삽입 및/또는 치환
을 포함한다.  프로모터 활성은 예를 들면 기술된 루시퍼라제 검정을 사용하여 용이하게 측정할 수 있다.  
따라서, 본 발명은 또한 

a) 본 발명에 따른 하나 이상의 프로모터의 핵산 서열(성분 a)) 및 경우에 따라,

b) 성분 a)에 의해 활성화된 이 작동인자 유전자의 전사를 갖는 하나 이상의 작동인자 유전자(성분 b))를 
포함하는 핵산 작제물에 관한 것이며, 성분 a)는 바람직하게는 성분 b)의 상부에 위치한다.

본 발명은 또한 본 발명에 따른 엔도글린 유전자의 프로모터 서열이 다른 타겟 세포-특이적인, 바이러스-
특이적인, 대사적으로 특이적인 또는 세포 주기-특이적인 프로모터 서열 및 하나 이상의 작동인자 유전자
와 결합되며, 여기서, 프로모터 서열의 이러한 결합은 하나 이상의 작동인자 유전자 전사의 활성화를 조
절한다.

본 발명에 따른 핵산 작제물은 바람직하게는 DNA로 구성된다.  용어 핵산 작제물은 핵산으로 구성되며 타
겟 세포내에서 전사될 수 있는 인공 구조물을 의미하는 것으로 이해된다.  이들은 바람직하게는 벡터, 예
를 들면 플라스미드와 같은 비-바이러스 벡터 또는 바이러스 벡터내로 삽입된다.  숙련가라면 비-바이러
스 벡터 및 바이러스 벡터의 제조에 익숙할 것이다.

본 발명은 또한 본 발명에 따른 핵산 작제물을 지닌 세포에 관한 것이다.

일반적으로, 작동인자 유전자의 선택은 유전자 작제물로 치료될 질환에 따른다.

종양 질환, 백혈병, 자가면역 질환, 알레르기, 천식, 염증, 기관 거부, 이식조직 대 숙주 반응, 혈액 응
고 시스템 질환, 심장혈관 질환, 빈혈, 감염 또는 CNA에 대한 손상의 치료요법을 위한 이러한 작동인자 
유전자의 예는 특허원 제WO96/06940호, 제WO/06938호, 제WO96/06941호 및 제WO96/06939호에 상세히 기술
되어 있다.

예를 들어, 본 발명에 따른 작동인자 유전자는 사이토킨, 케모킨, 성장 인자, 사이토킨에 대한 수용체, 
케모킨에 대한 수용체 또는 성장 인자에 대한 수용체를 암호화하며 또한 사이토킨 길항제, 세포성색전, 
세포독성 또는 아포토시스(apoptosis)를 유발하는 단백질, 항체 또는 항체 단편, 맥관형성 억제제, 응집 
인자, 응집 억제제, 피브린분해 단백질, 약물의 전구체를 분해함으로써 약물을 형성하는 효소, 혈액 순환
에 효과를 발휘하는 단백질 또는 면역 반응을 일으키는 감염성 병원체의 항원을 암호화한다.

본 발명에 따른 핵산 작제물은 또한 프로모터 서열 또는 내부 리보소옴 도입 부위(internal ribosomal 
entry sites : IRES)에 의해 서로 연결된 2개 이상의 동일하거나 상이한 작동인자 유전자를 포함할 수 있
다.  이들의 예는 상술한 특허원에 제공된다.

본 발명에 따른 핵산 작제물은 예를 들면, 내피 세포만-특이적으로 또는 내피 세포-특이적으로 및 대사적
으로 특이적인 방식으로, 내피 세포-특이적으로 및 세포 주기-특이적으로 및/또는 내피 세포-특이적으로 
및 바이러스-특이적으로, 약리학적으로 활성인 화합물 또는 약물의 불활성 전구체를 분해함으로써 활성 
약물을 형성하는 효소를 암호화하는 유전자를 발현시키는데 사용될 수 있다.

일반적으로 핵산 작제물의 적합한 벡터내로의 클로닝에 이어 예를 들면, 환자에게 투여함을 포함하는 상
술한 질환 치료용 약물을 제조하기 위한 본 발명에 따른 핵산 작제물을 사용하는 것이 바람직하다.  숙련
가라면 본 발명에 따른 프로모터 또는 본 발명에 따른 핵산 작제물의 기타 적용에 친숙할 것이다.

표 및 도면과 함께 다음의 실시예는 본 발명을 이에 한정함이 없이 더욱 상세히 기술하기 위함이다.

서열 3은 사람 엔도글린 프로모터의 서열이다.  염기쌍 1은 5'에 가장 가까이 위치한 서열의 영역에 상응
한다.  고도로 보존된 Alu 서열은 염기쌍 1360 내지 1666번의 영역내에 위치하는 반면, 정리된 엠. 무스
쿨루스(M. musculus) cDNA와의 상동성은 2300번 염기쌍에서의 3' 영역에서 시작하며, 에이치. 사피엔스
(H. sapiens) cDNA(5'-비해독된 영역)의 정리된 부위는 2379번 염기쌍에서 개시한다.

실시예

프로모터핀더 DNA 워킹 키트(PromoterFinder
TM
 DNA Walking kit : Clontech 제조원)는 프로모터를 클로닝

하는데 사용한다.  이 키트를 사용하여, 정리된 서열의 5'에 위치한 약 2.4kb 염기쌍 단편을 사람 엔도글
린 cDNA의 5'-비해독된 영역으로부터 2개의 유전자-특이적인 서열 1 및 서열 2의 프라이머의 보조로 2회
의 PCR을 수행하여 증폭시킨다.

서열 1

`
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서열 2

이를 위한 PCR 조건은 하기와 같다:

1. PCR : 프라이머 E1, 94℃에서 25초, 94℃에서 25초, 63℃에서 20초, 68℃에서 4분, 39주기, 68℃에서 
4분

2. (한 세트의) PCR : 프라이머 E2, 94℃에서 25초, 94℃에서 25초, 61℃에서 20초, 68℃에서 4분, 26주
기, 68℃에서 4분

폴리머라제  :  엑스팬드  롱  템플레이트  PCR 시스템(Expand
TM
 Long  Template  PCR  system  :  Boehringer 

Mannheim 제조원)

PCR 단편을 QlAquick
TM

 스핀 컬럼(Qiagen 제조원)을 통해 정제하고 TA 클로닝 벡터[Original TA Cloning
TM
 

kit(Invitrogen 제조원)]내로 삽입한다.  이 작제물, pCR 2.1엔도(도 1a 참조)를 서열분석하고 클로닝된 
영역을 사람 엔도글린 유전자의 5' 영역 2415개 염기쌍으로 정의한다(참조: 서열 3).

이 벡터로부터의 클로닝된 영역을 루시퍼라제 리포터 벡터, 즉 pGL3(Promega 제조원)내로 클로닝하고 이
의 프로모터 활성을 헬라 및 ECV304 세포내에서 작제물 pGL3엔도(참조: 도 1b)로서 시험한다.

세포를 DEAE/덱스트란 방법[참조: Sompayrac et al., PNAS 78, 7575(1981)] 또는 LipofectAMINE
TM
(Gibco 

BRL 제조원)으로 형질감염시킨다.  pGL3엔도 작제물외에, SV40 기본 프로모터를 표준물로서 형질감염시키
고, SV40 인핸서의 존재 또는 부재하에 flk-1-(VEGF)(-225번/ATG로부터 개시하여) 프로모터 및 또는 폰 
빌레브란트 인자(vWF)(-487번/+247번) 프로모터를 또한 형질감염시킨다.  SV40 인핸서를 포함하는 후자의 
vWF 프로모터는 이의 활성이 야생형 프로모터보다 현저히 높은 한편 이의 선택성이, 비록 감소된다 하더
라도 없어지지는 않는다는 점에서 구별된다.  모든 작제물을 pGL3내로 클로닝하고, 허버(Herber) 등의 문
헌[참조: Oncogene 9, 1295 (1994)] 및 루시벨로(Lucibello) 등의 문헌[참조: EMBO J. 14, 132 (1995)]에 
기술된 바와 같이 루시퍼라제 검정을 수행한다.

ECV 304 세포내 상이한 프로모터의 루시퍼라제 활성(참조: 도 2)은 엔도글린 유전자의 5' 영역의 클로닝
된 단편이 프로모터 활성을 지님을 입증한다.  이 활성은 다른 통상의 내피 세포-특이적인 프로모터의 활
성과 비교하는 경우 매우 높다.  이것은 flk-1 프로모터의 것보다 4배가 높고 vWF 프로모터의 것보다는 8
배 이상 더 높다.  심지어 vWF 프로모터가 SV40 인핸서 서열로 증강되는 경우에서조차도 pGL3엔도의 활성
이 더욱 높다.  이러한 데이타는 클로닝된 영역이 사람 엔도글린 유전자의 프로모터임을 확증한다.

도 3은 ECV 304 세포내에서 엔도글린 프로모터의 활성과 헬라 경부암 세포주내에서의 활성을 비교한 것이
다.  SV 40 기본 프로모터로 표준화하는 경우, ECV 304 세포내에서의 활성은 헬라 세포에서보다 약 29배 
더욱 높다.  이것은 클로닝된 프로모터가 내피 세포내에서 활성일 뿐만 아니라 이들 세포에 대해서도 선
택성임을 나타낸다.

도 4는 엔도글린 프로모터상에서의 전사 인자용의 추정되는 결합 부위를 나타낸다.  프로모터의 선택성과 
활성에 관여하며 몇몇의 보존된 NF-KB 결합 부위를 포함하는 일부의 강력하게 상동인 강력한 결합 부위는 
보존된 Alu 서열과 정리된 cDNA사이의 영역내에 위치한다.

서열 3
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    발명의 효과

본 발명에 의해서 제공된 사람 엔도글린 유전자의 프로모터는 매우 강력한 프로모터 활성 및 내피-특이성
을 지니며, 이와 결합된 활성화 서열을 포함하는 핵산 작제물은 종양 질환, 백혈병, 자가면역 질환, 알레
르기, 관절염, 염증, 기관 거부, 이식체 대 숙주 반응, 혈액 응고 질환, 심장혈관 질환, 빈혈, 감염 또는 
CNS 손상중에서 선택된 질환 치료용 약물에 사용가능하다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

서열식 3에 나타낸 서열 또는 이의 작용성 잔기 및 이의 변이체를 포함하는 사람 엔도글린 유전자의 프로
모터.

청구항 2 
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제1항에 있어서, 작용성 잔기가 약 1 내지 약 2378번, 약 36 내지 약 2378번, 약 470 내지 약 2378번, 약 
948 내지 약 2378번, 약 1310 내지 약 2378번, 약 1847 내지 약 2378번, 약 36 내지 약 2415번, 약 470 
내지 약 2415번, 약 948 내지 약 2415번, 약 1310 내지 약 2415번 또는 약 1847 내지 약 2415번의 서열을 
포함하는 프로모터.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 따른 사람 엔도글린 유전자의 프로모터 서열 하나 이상을 포함하는 핵산 작제물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 작동인자 유전자와 작동인자 유전자(성분 b))의 전사를 활성화시키는 사람 엔도글린 유
전자의 프로모터 서열(성분 a))을 추가로 포함하는 핵산 작제물. 

청구항 5 

제4항에 있어서, 사람 엔도글린 프로모터 서열이 작동인자 유전자의 상부에 정렬된 핵산 작제물.

청구항 6 

제3항 내지 제5항중 어느 한 항에 있어서, 사람 엔도글린 프로모터 서열이 바이러스-특이적인 서열, 대사
-특이적인 서열, 세포-특이적인 서열 또는 세포 주기-특이적인 활성화 서열을 포함하는 그룹중에서 선택
된 하나 이상의 추가의 활성화 서열과 결합된 핵산 작제물.

청구항 7 

제3항 내지 제6항중 어느 한 항에 있어서, 핵산이 DNA인 핵산 작제물.

청구항 8 

제3항 내지 제7항중 어느 한 항에 있어서, 벡터내로 삽입된 핵산 작제물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 벡터가 플라스미드 벡터 또는 바이러스 벡터인 핵산 작제물.

청구항 10 

제4항 내지 제9항중 어느 한 항에 있어서, 작동인자 유전자가 사이토킨, 케모킨, 성장 인자, 사이토킨에 
대한 수용체, 케모킨에 대한 수용체, 성장 인자에 대한 수용체 및 또한 사이토킨 길항제, 증식억제 효과 
또는 세포성색전 효과 또는 아포토시스(apoptosis) 효과를 갖는 단백질, 항체, 항체 단편, 맥관형성 억제
제, 응집 인자, 응집 억제제, 피브린분해 단백질, 약물의 전구체를 분해함으로써 약물을 형성하는 효소, 
혈액 순환 효과를 갖는 단백질 또는 면역 반응을 일으키는 감염성 병원체의 항원으로 이루어진 그룹중에
서 선택된 활성 화합물을 암호화하는 유전자인 핵산 작제물.

청구항 11 

제3항  내지  제10항중  어느  한  항에  있어서,  프로모터  서열  또는  내부  리보소옴  도입  부위(internal 
ribosomal entry site : IRES)에 의해 서로 연결된 몇개의 작동인자 유전자를 포함하는 핵산 작제물.

청구항 12 

제3항 내지 제11항중 어느 한 항에 따른 핵산 작제물을 지닌 세포.

청구항 13 

종양 질환, 백혈병, 자가면역 질환, 알레르기, 관절염, 염증, 기관 거부, 이식체 대 숙주 반응, 혈액 응
고 질환, 심장혈관 질환, 빈혈, 감염 또는 CNS 손상으로 이루어진 그룹중에서 선택된 질환 치료용 약물을 
제조하기 위한, 제3항 내지 제10항중 어느 한 항에 따른 핵산 작제물 또는 제12항에 따른 세포의 용도.
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