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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 가지는 돼지 CD7 유전자.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 서열번호 1의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 하는 돼지 CD7 유전자.

청구항 3 

서열번호 2의 아미노산 서열을 가지는 돼지 CD7 단백질.

청구항 4 

돼지 CD7의 세포외 도메인(extracellular domain)과 인간 이뮤노글로불린 Fc 단편으로 이루어진 돼지 CD7 융합

이뮤노글로불린.

청구항 5 

돼지 CD7의 세포외 도메인(extracellular domain) 유전자와 인간 이뮤노글로불린 Fc 유전자를 포함하는 재조합

발현벡터.

청구항 6 

제5항의 재조합 발현벡터로 형질전환된 숙주세포.

청구항 7 

제4항 기재의 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 유효성분으로 함유하는 T 림프구 활성 억제용 조성물.

청구항 8 

제4항 기재의 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 유효성분으로 함유하는 면역조절제.

발명의 설명

기 술 분 야

 본 발명은 신규한 돼지 CD7 유전자 및 이를 이용한 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린에 관한 것으로, 더욱 구체적[0001]

으로는 신규한 돼지의 CD7 유전자, 및 T 세포나 NK 세포의 활성을 조절할 수 있는 상기 CD7와 인간의 이뮤노글

로불린을 융합하여 제조된 새로운 재조합 단백질에 관한 것이다.

배 경 기 술

면역체계의 조절에 있어 중요한 역할을 하는 T 세포는 T 세포 항원 수용체(T cell antigen receptor; TCR)가 항[0002]

원제시세포(antigen presenting cell; APC)를 통해 MHC class II 분자에 결합된 항원을 인지하고, 단백질 타이

로신 인산화효소(protein tyrosine kinase; PTK)나 다른 adaptor 단백질을 통하여 신호를 전달함으로써 활성화

된다. CD7은 PTK를 활성화시키는 물질로 T 세포의 생성단계와 발달단계 전반에 걸쳐 신호전달에 중요한 역할을

한다. 

CD7은 분자량 40kDa의 막단백질로 이뮤노글로불린 슈퍼패밀리(IgSF)에 속하고, peripheral T 세포와 자연살해세[0003]

포(Natural Killer cell; NK cell)에서 주로 발현되며(Lazarovits et al., 1994; Rabinowich et al., 1994),

흉선 내의 초기 T 세포 전구체에서도 발현하는 것으로 알려져 있다(Barcena et al., 1993). T 세포가 활성화될
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때, CD3 complex의 신호전달을 CD7이 증강시키는 것으로 알려져 있으며(Carrea et al., 1988), CD7의 신호전달

은 포스파티딜이노시톨-3 카이네이즈(phosphatidylinositol 3-kinases, PI3-K)에 의해 유도되는 칼슘의 세포질

유입으로 매개된다(Carrel et al., 1991; Ward et al., 1995; Subrahmanyam et al., 2003). 또한 인간 T 세포

에서 anti-CD3 단클론항체의 co-stimulation을 제공함으로써 인터루킨-2(IL-2)의 생산을 유도하고 TNF-a, TNF-

b, GM-CSF 그리고 IL-2 수용체(IL-2R)의 발현을 증가시키는 역할도 한다. NK 세포에서 CD7의 cross linking은

인터페론-g의  분비를  자극하고  세포  부착  (cell  adhesion)을  향상시킬  수  있는  fibronectin을  증가시킨다

(Rabinowich et al., 1994).

CD7의 특이적인 리간드가 밝혀져 있지 않은 상황에서, 갈렉틴-1(galectin-1)과 갈렉틴-3가 CD7과 결합할 수 있[0004]

다는 선행연구결과들이 있고, 인간 T 세포에서 갈렉틴-1과 -3 모두 CD7과 결합하여 세포사멸 신호를 전달할 수

있다는 보고가 있다(Pace et al., 1999; Fukumori et al., 2003). 따라서 CD7의 신호전달은 T 세포나 NK 세포

의 활성 및 발달뿐만 아니라, T 세포의 세포사멸에도 연관이 있다고 할 수 있다.

이러한 중요성에도 불구하고 지금까지 알려진 포유류의 CD7의 cDNA는 사람과 생쥐, 고양이에 국한되어있다. [0005]

한편, 알려진 바와 같이, 인체는 체내에 침입하는 세균 또는 바이러스 등의 외부물질에 대항하기 위한 복잡한[0006]

방어 메커니즘을 가지고 있다. 면역계를 이루는 이러한 메카니즘은 질병을 유발하는 미생물과 생명을 구하는 이

식세포를 구별할 수 없어, 양쪽 모두 외부물질로 간주하여 면역계의 공격을 받으므로 인해 이식 거부반응이 유

발된다. 항원제시세포에 의한 항원전달 억제 방법, NKT 세포의 신호 전달 과정(CD3, Calcineurin-Ca
2+
signal)

또는 중간 신호물질의 기능 억제, NKT 세포의 활성에 중요한 사이토카인의 기능 억제, NKT 세포의 세포분열을

통한 증식억제 등 다양한 방법으로 면역을 억제하기 위한 방법이 사용되고 있다. 그러나 현재 면역억제제로 사

용되고 있는 물질들은 높은 비용부담과 장기적인 투여로 인한 부작용이 발생하고 있다. 점차 면역억제제가 사용

되는 분야인 장기이식과 자가면역질환이 증가하고 있는 현 시점에서 기존의 문제점을 극복할 수 있는 저렴한 비

용의 면역억제제의 개발이 필요한 상황이다. 

본 발명의 배경이 되는 기술로 대한민국 등록특허 제10-0808925호(2008.02.25)에는 돼지 LAG-3 융합 이뮤노글로[0007]

불린이 기재되어 있고, 대한민국 등록특허 제10-1193940호(2012.10.17)에는 레서스 원숭이 CTLA-4 융합 이뮤노

글로불린에 대해 기재되어 있고,  대한민국 등록특허 제10-1153394호(2012.06.07)에는 레서스 원숭이 PDL-1 융

합 이뮤노글로불린이 기재되어 있다. 또한, 대한민국 등록특허 제10-0319126호 (2002.05.13)에는 시디40(CD40)

을 위한 수용성 리간드에 대해 개시되어 있다.  그러나, 돼지 CD7의 유전자 및 이를 이용한 융합 이뮤노글로불

린에 대해 알려진 바는 없다. 

본 명세서 전체에 걸쳐 다수의 논문 및 특허가 참조되고 그 인용이 표시되어 있다. 인용된 논문 및 특허문헌의[0008]

개시 내용은 그 전체로서 본 명세서에 참조로 삽입되어 본 발명이 속하는 기술 분야의 수준 및 본 발명의 내용

이 보다 명확하게 설명된다. 
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발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 돼지 CD7의 전체 cDNA 서열을 클로닝 하였고 돼지의 각 조직에서 CD7의 mRNA 발현을 확인하였다.[0011]

또한 수용성 돼지 CD7 이뮤노글로불린 융합 단백질을 제조하여 돼지 갈렉틴-3 와 결합하는 사실을 밝혀 본 발명

을 완성하였다.

따라서 본 발명의 목적은 신규 돼지 CD7의 유전자와 단백질을 제공하는 것이다.[0012]

본 발명의 다른 목적은, 돼지 CD7의 세포외 도메인 (extracellular domain)을 인간 이뮤노글로불린 Fc 단편과[0013]

융합하여 이루어진 새로운 재조합 단백질을 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 재조합 단백질을 포함하는 인간 돼지간 면역 반응 시 인간 T 림프구의 활성 저[0014]

해용 조성물을 제공하는 데 있다. 

본 발명의 다른 목적 및 이점은 하기의 발명의 상세한 설명, 청구범위 및 도면에 의해 더욱 명확하게 된다.[0015]

과제의 해결 수단

본 발명의 일 양태에 의하면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 가지는 돼지 CD7[0016]

유전자를 제공한다.

본 발명의 다른 양태에 의하면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열을 가지는 돼지 CD7 단백질을 제공한다.[0017]

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 돼지 CD7의 세포외 도메인(extracellular domain)과 인간 이뮤노[0018]

글로불린 Fc 단편으로 이루어진 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 제공한다.

 돼지 CD7의 세포외 도메인(extracellular domain) 유전자와 인간 이뮤노글로불린 Fc 유전자를 포함하는 재조합[0019]

발현벡터를 제공한다.

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 재조합 발현벡터로 형질전환된 숙주세포를 제공한다.[0020]

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 유효성분으로 함유하는 T[0021]

림프구 활성 억제용 조성물 및 면역조절제를 제공한다.
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이하, 본 발명에 대해 상세하게 설명한다.[0022]

본 발명자들은 돼지 비장 세포 mRNA로부터 RT-PCR 방법으로 찾은 CD7 세포외 도메인(extracellular domain)을[0023]

인간 이뮤노글로브린 Fc 단편과 융합하여 새로운 재조합 단백질(돼지 CD7 fuison 인간 Ig)을 제조하였으며, 이

를 이용하여 인간 돼지간의 면역 반응 시 인간 T 림프구의 활성을 저해하는 것을 확인하고 본 발명을 완성하였

다.

따라서 본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열을 코딩하는 염기서열을 가지는 돼[0024]

지 CD7 유전자를 제공한다. 

본  발명에  있어서,  돼지  CD7  유전자는  서열번호  2의  아미노산  서열을  코딩하는  어떤  염기서열도  가질  수[0025]

있으나, 바람직하게는 서열번호 1의 염기서열을 가지는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 다른 양태에 의하면, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 서열을 가지는 돼지 CD7 단백질을 제공한다.[0026]

본 발명에 의해 제공되는 신규한 CD7 단백질은 208개의 아미노산(서열번호 2)으로 구성되고, 627bp로 이루어진[0027]

서열번호 1의 염기서열에 의해 발현될 수 있다. 

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 돼지 CD7의 세포외 도메인(extracellular domain)과 인간 이뮤노[0028]

글로불린 Fc 단편으로 이루어진 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 제공한다.

본  발명의  돼지  CD7  융합  이뮤노글로불린에  있어서,  상기  돼지  CD7의  세포외  도메인은  인간  대식세포의[0029]

galectin-3에 결합할 수 있는 어떤 돼지 CD7의 세포외 도메인도 될 수 있으나, 바람직하게는 서열번호 2의 22-

149 번째 아미노산 서열을 가지는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린에 있어서, 상기 인간 이뮤노글로불린 Fc 단편은 인간 이뮤노글로불린[0030]

의 어떤 Fc 단편도 될 수 있으며, 예컨대 본 발명의 실시예에서는 서열번호 11의 아미노산 서열을 갖는 Fc단편

을 사용하였다.

본 발명의 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린에 있어서, 상기 돼지 CD7의 세포외 도메인과 인간 이뮤노글로불린 Fc[0031]

단편 사이에는 flexible region인 힌지(hinge)서열이 포함될 수 있다. 상기 힌지 서열은 인간 이뮤노글로불린의

Fc에 연결된 것을 그대로 사용한다. 본 발명에서 발현된 돼지 CP7 융합 이뮤노글로불린은 약 43 킬로달톤이다.

본 발명의 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린에서 CD7의 대식세포의 galectin-3와 결합하는 부분, 즉 세포외 도메인[0032]

(extracellular domain)은 대식세포와 친화성이 있어 T 세포와 NK 세포의 활성 및 발달을 억제하고 세포사멸 신

호까지 영향을 줄 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 돼지 CD7의 세포외 도메인(extracellular domain) 유전자와 인간 이[0033]

뮤노글로불린 Fc 유전자를 포함하는 재조합 발현벡터를 제공한다.

본  발명의 재조합 발현벡터에 있어서,  상기 돼지 CD7의  세포외 도메인 유전자는 돼지 CD7의 세포외 도메인[0034]

(extracellular domain)을 발현할 수 있는 어떤 염기서열도 가질 수 있으나, 바람직하게는 서열번호 1의 64-447

번째 염기서열을 가지는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 재조합 발현벡터에 있어서, 상기 인간 이뮤노글로불린 Fc 단편 유전자는 인간 이뮤노글로글로블린의[0035]

Fc 부위를 코딩하는 어떤 염기서열도 가질 수 있으며, 예컨대 본 발명의 실시예에서는 서열번호 12의 염기서열

을 갖는 Fc 유전자를 사용하였다.

본 발명에 있어서, 상기 재조합 발현벡터는 상기 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 발현시킬 수 있는 복제가능한[0036]

어떤 발현벡터도 될 수 있으나, 바람직하게는 상기 재조합 발현벡터는 pCD7-hIgG/pLNCX2인 것을 특징으로 한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 재조합 발현벡터로 형질전환된 숙주세포를 제공한다.[0037]

본 발명에 있어서, 상기 재조합 발현벡터는 당업자에게 잘 알려진 전기천공 등의 방법을 이용하여 숙주세포에[0038]

형질도입될 수 있다. 상기 숙주 세포는 상업적으로 이용할 수 있는 어떤 세포주도 가능하며, 예컨대 박테리아,
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이스트, 곤충 세포, 포유류 세포 등을 포함하나 이에 국한되지 않는 원핵 및 진핵 세포가 될 수 있다. 

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 상기 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 유효성분으로 함유하는 T[0039]

림프구 활성 억제용 조성물 및 면역조절제를 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 인간 T 림프구 활성 억제용 조성물 및 면역조절제는 은 인간 T 림프구의 활성 억제를[0040]

필요로 하는 어떤 질환에도 사용될 수 있으나, 바람직하게는 백신의 면역조절 또는 항암 치료제의 면역조절, 또

한 인간 및 돼지간의 장기이식에 따른 이식편대숙주 질환의 치료 또는 예방용으로 사용될 수 있다. 

본 발명에 따른 조성물은 상기 돼지의 CD7 융합 이뮤노글로불린뿐만 아니라 제약학적으로 수용가능한 운반체로[0041]

구성된다. 이와 같은 조성물은 통상의 기술에 따라 조제될 수 있다. 운반체는 선택되는 투여 경로 가령, 구강,

장관 외, 설하, 직장 또는 비강 등의 경로에 따라 다양한 형태로 될 수 있다. 장관 외 투여를 위한 조성물의 경

우에, 운반체는 일반적으로 멸균된 물뿐만 아니라 조성물의 용해도를 촉진시키는 다른 가능한 성분 또는 조성물

의  저장  능력을  촉진시키는  성분으로  구성된다.  장관  외  투여  경로는  정맥,  근육  내  또는  피하  주사를

포함한다.

본 발명에 따른 조성물은 지속적으로 방출되는 타입이 될 수 있는데, 특히 이종간 면역 질환과 같은 장기간 치[0042]

료를 하는 경우에 이용된다. 투여되는 약량은 치료를 받을 개체, 특히 원하는 보호 정도를 얻기 위한 환자의 면

역계 능력에 따라 달라진다. 투여될 활성 성분의 정확한 양은 치료를 시작하는 의사가 결정되나, 바람직하게는

성인기준으로 일당 1ug 내지 1000 mg의 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린이 투여될 수 있다.

상술한 바와 같이, 본 발명은 돼지 CD7의 세포외 도메인(extracellular domain)과 인간 이뮤노글로불린 Fc 단편[0043]

으로 이루어진 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린을 제공한다. 또한, 돼지 CD7의 세포외 도메인 유전자와 인간 이뮤

노글로불린 Fc 단편 유전자를 포함하는 재조합 발현벡터를 제공하고, 재조합 발현벡터로 형질전환된 숙주세포도

제공한다. 현재까지 CD7은 T 세포와 NK 세포의 활성 및 발달을 조절하고 갈렉틴-1, -3와 결합하여 세포사멸 신

호까지 영향을 줄 수 있다고 알려져 있다. 따라서 상기 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린은 돼지 면역시스템에서의

CD7의 역할 연구와 장기이식 시 중요한 분자적 정보를 제공할 수 있고, 새로운 면역 조절제로서 작용할 수 있는

매우 유용한 발명이다.

본 발명이 적용 가능한 질환은 장기이식 시 일어날 수 있는 면역 거부반응을 들 수 있다. 면역 거부반응의 완화[0044]

에 있어서 가장 중요한 것은 면역세포들의 활성 및 발달을 조절하는 것에 있다. 특히 T 세포의 활성을 조절하는

것이 면역 거부반응을 완화하는데 중요한데, 그러한 이유는 활성화된 T 세포는 스스로 면역 거부반응을 일으킬

뿐만 아니라 다른 면역세포들과의 상호작용을 통해 면역반응을 더 크게 일으킬 수 있기 때문이다. 본 발명은 T

세포가 활성화되는 동안 CD3 complex와 함께 작용하여 신호를 증폭할 수 있는 CD7의 신호전달을 조절할 수 있는

융합 단백질을 제공함으로써 T 세포를 매개로 일어나는 면역반응을 효과적으로 조절할 수 있다.

발명의 효과

상술한 바와 같이, 본 발명은 새롭게 클로닝된 돼지 CD7 유전자 및 이를 이용한 돼지 CD7 융합 이뮤노글로불린[0045]

을 제공할 수 있다. 본 발명에 의한 이뮤노글로불린은 T 세포나 NK 세포의 활성 및 발달을 조절하고 세포사멸

신호까지 영향을 줄 수 있는 새로운 면역 조절제 조성물을 제조할 수 있다. 따라서 본 발명은 백신의 면역조절

또는 항암 치료제의 면역조절, 또한 이종간 장기이식에 따른 이식편대숙주 질환의 치료 또는 예방용으로 유용하

게 이용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 의한 돼지 CD7의 염기서열 및 아미노산 서열을 나타내는 도면이다. [0046]

도 2a는 본 발명에 의한 돼지 CD7와 다른 종의 CD7 단백질 간의 아미노산 서열을 비교한 도면이다. 

도 2b는 본 발명에 의한 돼지 CD7와 다른 종의 CD7 단백질 간의 아미노산 서열에 따른 각 포유류간의 유연관계
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를 보여주는 계통수를 나타내는 도면이다.

도 3은 본 발명에 의한 돼지 CD7의 발현을 돼지의 각 조직에서 확인한 결과를 나타내는 도면이다.

도 4는 본 발명에 의한 CD7 융합 Ig 발현을 위한 유전자 구축 모식도를 나타낸다.

도 5는 본 발명에 의한 CD7 융합 Ig 단백질의 발현을 확인한 결과를 나타내는 도면이다.

도 6은 본 발명에 의한 CD7 융합 Ig 단백질을 정제하여 SDD-폴리아크릴아미드 겔 전기영동에 의해 확인한 사진

을 나타낸다.

도 7은 본 발명에 의한 CD7 융합 Ig 단백질이 대식세포의 galectin-3와 잘 결합하는 것을 보여주는 도면이다.

도 8은 pCD7-hIgG와 항 galectin-3 항체를 이용하여 소장조직을 염색한 결과, 상피세포에 서로 연관되게 염색이

되는 것을 확인한 결과를 보여주는 도면이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 첨부된 도면을 참조하여 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로[0047]

지 본 발명을 보다 구체적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에

의해 제한되지 않는다는 것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1: pCD7의 cDNA 서열 생성과 유전자 발현 분석 [0048]

성체 돼지의 비장에서 분리하여 트리졸(Trizol,  Invitrogen)  1㎖당 200㎕의 chloroform(Sigma)을 넣고 전체[0049]

RNA를 분리하였고 추출한 mRNA를 주형으로 역전사 연쇄중합반응에 의해 cDNA를 복제한 후, 이들 cDNA를 주형으

로 하고, 유전자 database에서 얻은 유사한 유전자 염기 서열에 따라 아래와 같이 프라이머를 제작한 다음 연쇄

중합반응을  통해  656bp에  달하는  돼지의  CD7  유전자를  획득하였다.  사용한  역전사  효소는

SuperscriptIII(Invitrogen)이고 사용한 중합효소는 Taq polymerase(Gene craft)이다. 

또한, 이렇게 얻어진 CD7 유전자를 확인하기 위해 nested PCR을 실시하였다. 이때 사용한 프라이머는 아래와 같[0050]

다(표 1). 이상과 같이 연쇄중합반응으로 얻은 돼지 CD7 유전자는 pGEM-T easy 벡터(promega)에 클로닝 하였다.

상기에서 찾아낸 유전자의 염기서열은 자동 DNA서열 분석기(310 automatic sequencer, ABI)를 사용하여 염기서

열을 결정하였다. 이 때 모든 서열은 유전자의 양쪽 방향으로 분석 되었으며, 모든 제한효소의 위치도 확인 되

었다. 상기 유전자에 의해 발현되는 단백질은 208개의 아미노산으로 구성되고, 이 단백질과 다른 동물들(인간,

소, 생쥐, 흰쥐)의 아미노산 서열을 비교 분석한 결과를 나타내었다(도 2a). 또한 현재까지 밝혀진 아미노산 서

열을 통해 각 포유류 간의 유연관계를 알아보기 위해 계통수(phylogenetic tree)를 확인하였다(도 2b). 

표 1

[0051]

이후, 돼지의 여러 조직에서의 CD7의 발현을 확인하기 위해 나이와 성별, 종이 같은 세 마리의 돼지의 각 조직[0052]

에서 전체 RNA를 분리하였다. 그 후, 앞서 설명한 방법대로 RT-PCR을 상기의 프라이머 세트로 진행하여 482bp의

RT-PCR 생성물을 확인하였다. mRNA의 정량을 위한 내적 대조군(internal control)은 GAPDH의 프라이머 세트를

이용하여 271bp의 RT-PCR 생성물을 확인하였다(도 3).
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실시예 2: 단백질 발현 플라스미드 제조, 단백질 발현 및 정제[0053]

돼지 CD7 유전자로부터 단백질을 발현시키기 위해서 돼지 CD7 세포외 도메인(extracellular domain) 유전자를[0054]

포유류의 발현벡터인 pLNCX2(CLONTECH)에 클로닝하였다. 먼저 5' 말단에 제한효소 XhoI의 절단 부위 서열을 만

드는 프라이머를 합성하여 중합효소연쇄반응으로 제한효소 절단부위를 만들었다. 3' 말단 또한 BamHI의 절단 부

위 서열을 만드는 프라이머를 합성하여 중합효소연쇄반응으로 제한효소 절단부위를 만들었다. 인간이뮤노글로불

린(hIgG)의 Fc region의 cDNA는 인간 PBMC (peripheral blood mononuclear cell)에서 특이적인 프라이머로 RT-

PCR을 수행하여 얻었다. 그 후 인간이뮤노글로불린(hIgG)의 Fc region(서열번호 11)의 cDNA(서열번호 12)를 돼

지 CD7 세포외 도메인(extracellular domain)과 유전자의 3' 말단 쪽에 fusion 시켰다. 이때 사용되어진 제한

효소 부위는 5' 말단에 제한효소 BamHI, 3' 말단에 제한효소 NotI을 사용하였다. 결국 돼지 CD7 fuison 이뮤노

글로불린을 발현하는 재조합 벡터 pCD7-hIgG/pLNCX2를 완성하였다. 도 4는 CD7 fusion Ig 발현을 위한 유전자

구축 모식도이다. ECD는 돼지 CD7의 Extracellular domain을 의미하고, Hinge는 돼지 CD7와 인간 이뮤노글로불

린의 연결부위를 의미하고, CH2 와 CH3 는 hIgG의 Fc 부위를 의미한다. 그리고 각각 Tetracycline off system

의 293GPG세포와 포유동물 유래 세포주인 CHO세포를 사용하여 형질전환시켰다

표 2

[0055]

293GPG 세포를 6-well 조직 배양 플레이트에 well 당 1 X 10
5
 세포가 되도록 접종하고 10% 송아지 혈청을 함유[0056]

한 DMEM 배지에서 배양하였다. 세포가 24시간 후 well 표면의 70-80% 정도를 덮을 정도로 자라면, 무 혈청 DMEM

배지에서 1-2μg의 돼지 CD7 fuison 이뮤노글로불린 발현 벡터 DNA를 6-8㎕의 LIPOFECTAMINE PLUS(Invitroge

n)를 사용하여 감염시켰다. 감염시킨 293GPG 세포를 24시간 배양하여 virus(Retro viurs)를 포함하는 배양상층

액을 이용 숙주(CHO)세포를 4-5시간 배양 후 혈청이 10% 함유된 배지로 바꿔서 24시간 배양하였으며 이 과정을

3회 반복하였다. 숙주 세포의 돼지 CD7 fuison 이뮤노글로불린 단백질 발현 확인을 위해 무 혈청 DMEM 배지에서

숙주 세포를 배양하여 얻은 상층액을 ELISA kit(R&D Systems)을 이용하여 발현량을 확인하였다. 

또한, 숙주 세포를 배양하여 웨스턴블로팅(Western blotting)을 통해 돼지 CD7 fusion 이뮤노글로불린 단백질이[0057]

발현되는 것을 측정하였다. 먼저 돼지 CD7  fusion 이뮤노글로불린 단백질이 과발현된 CHO 세포를 proteinase

inhibitor cocktail이 포함된 cell lysis buffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1.0% Triton X-100, pH 7.2)로

lysis 시킨 후, 15% SDS polyacrylamide gel에 전기 영동시켜 Immobilon P membrane (Millipore Corporatio

n)에 transfer하였다. 그 후, 인간 이뮤노글로불린 분자에 특이적으로 결합하는 goat anti-human IgG-HRP 항체

(GE healthcare)를 membrane에 처리한 후 ECL system (GE healthcare)을 이용하여 발색시켜 CD7 fusion 이뮤노

글로불린 단백질의 발현 정도를 측정하였다. 내적 대조군(internal control)으로서 항 β-actin 항체를 사용하

였다(도 5).

이상과 같은 방법으로 돼지 CD7 fuison 이뮤노글로불린 단백질이 포유류 세포에서 과발현된다는 것을 확인한 다[0058]

음 무 혈청 배지에 돼지 CD7  fuison  이뮤노글로불린 단백질 과발현 세포를 배양하여 그 배양상층액으로부터

pCD7-hIgG를 정제하기 위하여 Protein A Sepharose (Amersham) 컬럼에 완충액A(20mM sodium-phophate pH7.0)

을 통과시킨 다음 돼지 CD7 fuison 이뮤노글로불린 단백질을 함유한 배양상층액을 통과시켰으며, 흡착되는 단백

질들을 완충액B(0.1M Citric acid-NaOH pH3.0)를 이용하여 용출시켜 모았다. 용출된 시료로 SDS-폴리아크릴 아

마이드 겔 전기영동을 실시한 다음 쿠마지블루 염색을 하여 발현된 돼지 CD7 fuison 이뮤노글로불린 단백질을

확인하였다(도 6).  확인된 단백질들을 완충액 A에 투석하여 평형에 이르게 한 후 70℃에 보관하였다가 돼지

galectin-3 와 결합 활성도(binding activity)를 측정하기 위한 실험에 사용하였다.
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실시예 3: 돼지 galectin-3와의 결합 활성도 측정[0059]

돼지 CD7 fuison 이뮤노글로불린 단백질과 돼지의 galectin-3의 결합 활성도(binding activity)를 확인하기 위[0060]

해,  competition  assay를  수행하였다.  먼저  항  galectin-3  항체가  galectin-3에  결합하는  것을  막기위해,

galectin-3  를  발현하는  세포인  돼지  대식세포(macrophage)  세포주(3D4/31)에  대조군  이뮤노글로불린(human

IgG1)과 정제한 pCD7-hIgG 를 처리하였다. 그 후, 항 galectin-3 항체를 이용해 각 샘플들을 염색한 후 flow

cytometry를 이용하여 분석하였다. 그 결과 대조군 이뮤노글로불린에 비해 pCD7-hIgG를 처리한 대식세포에서 항

galectin-3 항체의 발현이 현격하게 감소한 것을 보아 돼지 CD7 fusion  이뮤노글로불린 단백질이 대식세포의

galectin-3와 잘 결합한다는 것을 확인하였다(도 7).

이상의  결과를  확인하기  위해  돼지  소장조직을  정제한  pCD7-hIgG로  염색하고  면역조직화학법[0061]

(immunohistochemistry)을 통해 분석하였다. pCD7-hIgG와 항 galectin-3  항체를 이용하여 소장조직을 염색한

결과, 상피세포에 서로 연관되게 염색이 되는 것을 확인하였다(도 8). 

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였으나, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어 이러한 구[0062]

체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.  따

라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 균등물에 의하여 정의된다고 할 것이다.

도면

도면1
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서 열 목 록

<110>    KOREA UNIVERSITY RESEARCH AND BUSINESS FOUNDATION

<120>    Pig CD7 gene and CD7 Fusion Immunoglobulin using the same

<130>    P11-130925-01

<160>    12

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    627

<212>    DNA

<213>    Sus scrofa domesticus

<400>    1

atggcccggc tcctggggct cccgctgctc cccctgctcc ttgccctctc tttcaaccgg         60

gctgcccaag aggtgtggca gtcccccggc catgccatcg ctttggaagt aggctccatc        120

cacatcacct gctccagccg tgggcccctg ctgggcatct acctgaagcg agtactgccg        180

aaggccagca acgtgatcta ctacgaggaa gggagggagg ccaccgtgga cgagcgcttc        240

aggggccgcg tcaccttctc ggggctgcag cacaacctga ccatcagcgt gcaccgcctg        300

cagctgcccg acacgggggc ctacgcctgc caggccatca tggacagcga ggtctggggc        360

cccgggaccc tggtcgtggt gacagacaaa ctgcctcaag ctgcgaacag ctgccgggag        420

gctcagtgga cacacatggc cctctctgca gccctggctg cggtctgctt cctcgccggg        480

ctggggctgg gggcagtgtg tgcgcgccga gggacacaga tccgcagact ctgctgtgcg        540

gggggcgaga gctctgtgtg tgtcatctac gaggacatgt ccctcagccg cagcaacacc        600

gtgtccctcc ccagccagtt ccagtga                                            627

<210>    2

<211>    208

<212>    PRT

<213>    Sus scrofa domesticus

<400>    2

Met Ala Arg Leu Leu Gly Leu Pro Leu Leu Pro Leu Leu Leu Ala Leu

  1               5                  10                  15 

Ser Phe Asn Arg Ala Ala Gln Glu Val Trp Gln Ser Pro Gly His Ala

             20                  25                  30 

Ile Ala Leu Glu Val Gly Ser Ile His Ile Thr Cys Ser Ser Arg Gly
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         35                  40                  45 

Pro Leu Leu Gly Ile Tyr Leu Lys Arg Val Leu Pro Lys Ala Ser Asn

     50                  55                  60 

Val Ile Tyr Tyr Glu Glu Gly Arg Glu Ala Thr Val Asp Glu Arg Phe

 65                  70                  75                  80 

Arg Gly Arg Val Thr Phe Ser Gly Leu Gln His Asn Leu Thr Ile Ser

                 85                  90                  95 

Val His Arg Leu Gln Leu Pro Asp Thr Gly Ala Tyr Ala Cys Gln Ala

            100                 105                 110 

Ile Met Asp Ser Glu Val Trp Gly Pro Gly Thr Leu Val Val Val Thr

        115                 120                 125 

Asp Lys Leu Pro Gln Ala Ala Asn Ser Cys Arg Glu Ala Gln Trp Thr

    130                 135                 140 

His Met Ala Leu Ser Ala Ala Leu Ala Ala Val Cys Phe Leu Ala Gly

145                 150                 155                 160 

Leu Gly Leu Gly Ala Val Cys Ala Arg Arg Gly Thr Gln Ile Arg Arg

                165                 170                 175 

Leu Cys Cys Ala Gly Gly Glu Ser Ser Val Cys Val Ile Tyr Glu Asp

            180                 185                 190 

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

        195                 200                 205 

<210>    3

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer

<400>    3

ttcctgccac ccagcgagat ggc                                                 23

<210>    4

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    PCR primer

<400>    4

gtgctgcagg ctcactggaa ct                                                  22

<210>    5

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer

<400>    5

atctacctga agcgagtact gccga                                               25

<210>    6

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer

<400>    6

gtgctgcagg ctcactggaa ct                                                  22

<210>    7

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer

<400>    7

atgaccacag tccatgccat c                                                   21

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer

<400>    8

cctgcttcac caccttcttg                                                     20

<210>    9

<211>    25
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer

<400>    9

ccgctcgaga tggcccggct cctgg                                               25

<210>    10

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCR primer

<400>    10

cgcggatcca gagagggcca tgtgtgt                                             27

<210>    11

<211>    232

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens 

<400>    11

Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala

  1               5                  10                  15 

Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro

             20                  25                  30 

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val

         35                  40                  45 

Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val

     50                  55                  60 

Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln

 65                  70                  75                  80 

Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln

                 85                  90                  95 

Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala

            100                 105                 110 

Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro
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        115                 120                 125 

Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr

    130                 135                 140 

Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser

145                 150                 155                 160 

Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr

                165                 170                 175 

Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr

            180                 185                 190 

Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe

        195                 200                 205 

Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys

    210                 215                 220 

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Cys

225                 230        

<210>    12

<211>    699

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens 

<400>    12

gagcccaaat cttgtgacaa aactcacaca tgcccaccgt gcccagcacc tgaactcctg         60

gggggaccgt cagtcttcct cttcccccca aaacccaagg acaccctcat gatctcccgg        120

acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac gtgagccacg aagaccctga ggtcaagttc        180

aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat aatgccaaga caaagccgcg ggaggagcag        240

tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc ctcaccgtcc tgcaccagga ctggctgaat        300

ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac aaagccctcc cagcccccat cgagaaaacc        360

atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa ccacaggtgt acaccctgcc cccatcacga        420

gatgagctga ccaagaacca ggtcagcctg acctgcctgg tcaaaggctt ctatcccagc        480

gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg cagccggaga acaactacaa gaccacgcct        540

cccgtgctgg actccgacgg ctccttcttc ctctacagca agctcaccgt ggacaagagc        600

aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc tccgtgatgc atgaggctct gcacaaccac        660
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tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg ggttgttga                               699
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