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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호  1의  아미노산  서열을  포함하는  NF-κB의  수용체 활성물질 리간드(receptor  activator  of  Nuclear

factor-kappa B ligand : RANKL) 단백질 N-말단에서, 180번째의 리신(Lys)이 아르기닌(Arg)으로, 189번째의 아

스파르산(Asp)이 이소루신(Ile), 루신(Leu), 및 아스파라긴(Asn) 중 어느 하나로, 190번째의 아르기닌(Arg)이

리신(Lys)으로,  223번째의  히스티딘(His)이  페닐알라닌(Phe)  또는  티로신(Try)으로,  및  224번째의  히스티딘

(His)이 페닐알라닌(Phe) 또는 티로신(Try)으로의 치환으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 치환을 갖

는 돌연변이체, 또는

서열번호 2의 아미노산 서열을 포함하는 RANKL 단백질 N-말단에서, 181번째의 리신(Lys)이 아르기닌(Arg)으로,

190번째의 아스파르산(Asp)이 이소루신(Ile), 루신(Leu), 및 아스파라긴(Asn) 중 어느 하나로, 191번째의 아르

기닌(Arg)이 리신(Lys)으로, 224번째의 히스티딘(His)이 페닐알라닌(Phe) 또는 티로신(Try)으로, 및 225번째의

히스티딘(His)이 페닐알라닌(Phe) 또는 티로신(Try)으로의 치환으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의

치환을 갖는 돌연변이체.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 돌연변이체는 개체 투여되어 항체를 생성하는것인 돌연변이체.

청구항 3 

청구항 1의 돌연변이체에 의해서 생성된 항체.

청구항 4 

청구항 1의 돌연변이체를 암호화하는 핵산 분자.

청구항 5 

청구항 4에 이어서, 상기 핵산 분자는 서열번호 3 또는 4의 뉴클레오티드 서열을 갖는 것인 핵산 분자.

청구항 6 

청구항 4 또는 5의 핵산 분자를 포함하는 벡터.

청구항 7 

청구항 6의 벡터를 포함하는 숙주세포.

청구항 8 

청구항 1의 돌연변이체 또는 청구항 3의 항체를 유효성분으로 포함하는, 골대사 질환을 예방 또는 치료하기 위

한 약학 조성물.

청구항 9 

청구항 8에 있어서, 상기 골대사 질환은 인간의 골다공증, 골형성장애 및 골절로 이루어진 군으로부터 선택된

하나 이상인 것인 약학 조성물.

청구항 10 

청구항  9에  있어서,  상기  골다공증은  RANKL이  NF-κB의  수용체  활성물질(receptor  activator  of  Nuclear

factor-kappa B : RANK)에 결합하여 파골세포(osteoclast)의 분화를 유도하여 발생되는 것인 약학 조성물.
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청구항 11 

청구항 8에 있어서, 상기 돌연변이체는 개체 내 투여되어 항체를 생성하는 것인 약학 조성물.

청구항 12 

청구항 8에 있어서, 상기 돌연변이체는 개체 내에서 RANK 수용체의 길항제인 것인 약학 조성물.

청구항 13 

청구항 8에 있어서, 상기 돌연변이체는 개체 내 투여되어 파골세포의 분화를 일으키지 않는 것인 약학 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

RANKL의 돌연변이체, 및 이를 포함하는 골다공증 예방 또는 치료용 약학 조성물에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

골다공증은 골량과 골질이 감소하여 골밀도(Bone mineral density : BMD)가 2.5 이하이거나 T-score(일반적인[0002]

성인의 평균 골질량과의 표준편차)가 -2.5이하인 경우로 뼈가 약해져 골절이 일어나기 쉬운 상태를 말한다. 골

밀도가 과다하게 감소하게 되면 작은 충격에도 쉽게 골절이 생기게 된다. 골다공증은 그 증세 자체보다는 뼈의

약화에 따라 초래되는 각종 골절, 특히 대퇴골 골절 또는 척추골절 등으로 장기간 활동을 제한하여 건강한 생활

을 영위할 수 없고, 결과적으로 노인층 사망의 15%에 대한 원인이 되는 것으로 알려져 있다.

인간의 뼈는 조골세포(osteoblast), 골세포(osteocyte), 파골세포(osteoclast)로 이루어져 있다. 그 중 조골세[0003]

포는 증식기, 골 기질 형성기, 석회화기를 거쳐 골조직을 형성하는 역할을 수행한다. 또한 파골세포는 골을 흡

수하는 역할을 수행한다. 성장이 끝난 성인의 뼈는 파골세포에 의해 오래된 뼈는 제거하고 조골세포에 의해 새

로운 뼈로 대체하는 골 흡수와 생성을 지속적으로 반복 재생하면서 골재형성 과정이 일어난다. 예를 들어 조골

세포는 NF-κB의 수용체 활성물질 리간드(receptor activator of Nuclear factor-kappa B ligand : RANKL) 및

그의 교란 수용체인 오스테로프로테게린(osteoprotegerin : OPG)과 같은 물질의 분비를 통해 골흡수를 담당하는

파골세포의 분화를 조절함으로써 체내의 골대사의 항상성을 유지한다. 상기 골대사의 항상성이 특정 원인에 의

해 무너지면 골다공증, 골형성 장애 또는 골절 등과 같은 골대사 질환이 발생하게 된다. 

상기한 바와 같이, 파골세포는 뼈 관련 질환에서 골 흡수에 관여하며, Denosumab과 같은 항-사이토카인 항체가[0004]

골다공증 치료에 있어서 효과적으로 알려져 있다. 그러나, 고비용의 제조원가 및 항체의 다중 투여로 인한 면역

원성의 발생은 이러한 항-사이토카인 면역 치료에 있어서 큰 문제로 남아 있다. 이러한 면역요법의 내성과 항-

사이토카인 항체 사용 요법의 문제를 극복하기 위해 본 발명은 항-사이토카인 항체를 유도하기 위한 면역원으로

서 RANKL의 돌연변이체를 골다공증에 적용하기 위한 면역요법을 제안한다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

일 양상은 NF-κB의 수용체 활성물질 리간드(receptor activator of Nuclear factor-kappa B ligand : RANKL)[0005]

단백질의 돌연변이체를 제공하는 것이다.

다른 일 양상은 RANKL 단백질의 돌연변이체 의해서 생성된 항체를 제공하는 것이다.[0006]

다른 일 양상은 RANKL 단백질의 돌연변이체를 암호화하는 핵산 분자를 제공하는 것이다.[0007]

다른 일 양상은 상기 RANKL 돌연변이체를 암호화하는 핵산 분자를 포함하는 벡터를 제공하는 것이다.[0008]

다른 일 양상은 상기 벡터를 포함하는 숙주세포를 제공하는 것이다.[0009]

다른 일 양상은 RANKL 단백질의 돌연변이체를 유효성분으로 포함하는 골대사 질환을 예방 또는 치료하기 위한[0010]

약학 조성물을 제공하는 것이다.
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과제의 해결 수단

일 양상은 RANKL 단백질의 돌연변이체를 제공한다.[0011]

용어  'RANKL  단백질'은  NF-κB의  수용체  활성물질  리간드(receptor  activator  of  Nuclear  factor-kappa  B[0012]

ligand  :  RANKL)를  의미할  수  있다.  RANKL은  유형  II  막  단백질로  알려져  있으며  종양  괴사  인자(Tumor

ncerosis factor : TNF) 슈퍼 패밀리의 구성원이다. RANKL은 괴사 조절 유전자이며 Id4, Id2 및 cyclin D1의

단백질 수준을 조정하여 세포 증식을 조절할 수 있다. RANKL은 골격근, 흉선, 간장, 결장, 소장, 부신 동맥, 조

골 세포, 유선 상피 세포, 전립선 및 췌장을 비롯한 여러 조직 및 기관에서 발현될 수 있다.

NF-κB는 염증반응 조절, 면역체계 조절, 세포고사(apoptosis), 세포증식, 상피세포의 분화 등에 관여하는 단백[0013]

질군이다. NF-κB는 다양한 유전자들의 발현을 조절하며 세포내의 신호전달 체계의 중심축을 이룰 수 있다.

RANKL가 NF-κB의 수용체 활성물질(Receptor activator of nuclear factor kappa-B : RANK)에 결합하면, RANK

가 활성화되어, NF-κB, 미토겐-활성 단백질 키나제(Mitogen-activated protein kinase:MAPK), 활성화 단백질

1(AP-1) 및 활성화된 T 세포의 핵인자(NFATc1)를 단계적으로 활성화시킬 수 있다.

‘돌연변이체’란 돌연변이가 일어난 개체 내지 단백질을 의미할 수 있다. ‘돌연변이’란 유전정보가 기록된[0014]

DNA분자가 원본과 달라지는 것을 의미할 수 있다. 돌연변이가 일어나면 그 유전자에 의해 생산되는 단백질에 변

화가 생기고, 이는 유전형질의 변화를 불러올 수 있다. 

돌연변이의 종류는 그것이 작용하는 방식과 규모에 따라 구분될 수 있다. 돌연변이에는 뉴클레오타이드 수준에[0015]

서 일어나는 돌연변이로 하나의 뉴클레오타이드가 변환되어 나타나는 ‘점(point) 돌연변이’, 뉴클레오타이드

의 일부가 원래의 염기 서열 사이로 삽입되어 일어나는 돌연 변이인 ‘삽입 돌연변이’, 원래 있던 뉴클레오타

이드의 일부가 사라져 버린 돌연변이인 ‘결실 돌연변이’, 및 염색체 수준에서 일어나는 돌연변이인 ‘유전자

중복’, ‘유전자 결실’, ‘염색체 역위’, ‘간질성 결실’, ‘염색체 전위’, 및 ‘이형접합 소실’ 등이 있

을 수 있다.

상기 RANKL 단백질은 아미노산 서열 중 하나 이상의 아미노산이 치환된 돌연변이체일 수 있다.[0016]

다른 일 양상은 서열번호 1의 아미노산 서열을 포함하는 RANKL 단백질 N-말단에서, 180번째의 리신(Lys)이 아르[0017]

기닌(Arg)으로, 189번째의 아스파르산(Asp)이 이소루신(Ile), 루신(Leu) 및 아스파라긴(Asn) 중 어느 하나로,

190번째의 아르기닌(Arg)이 리신(Lys)으로, 223번째의 히스티딘(His)이 페닐알라닌(Phe) 또는 티로신(Try)으로,

및 224번째의 히스티딘(His)이 페닐알라닌(Phe) 또는 티로신(Try)으로의 치환으로 이루어진 군으로부터 선택된

하나 이상의 치환을 갖는 돌연변이체를 제공한다. 

다른 일 양상은 서열번호 2의 아미노산 서열을 포함하는 RANKL 단백질 N-말단에서, 181번째의 리신(Lys)이 아르[0018]

기닌(Arg)으로, 190번째의 아스파르산(Asp)이 이소루신(Ile), 루신(Leu), 및 아스파라긴(Asn) 중 어느 하나로,

191번째의 아르기닌(Arg)이 리신(Lys)으로, 224번째의 히스티딘(His)이 페닐알라닌(Phe) 또는 티로신(Try)으로,

및 225번째의 히스티딘(His)이 페닐알라닌(Phe) 또는 티로신(Try)으로의 치환으로 이루어진 군으로부터 선택된

하나 이상의 치환을 갖는 돌연변이체를 제공한다.

서열번호 1은 마우스(Mus musculus)의 RANKL 단백질(mRANKL)의 아미노산 서열이다. 상기 RANKL 단백질의 아미노[0019]

산 치환 부위는 RANK의 수용체와 결합하는 부위와 관련될 수 있다.

서열번호 2는 인간(Homo sapiens)의 RANKL 단백질(hRANKL)의 아미노산 서열이다. 인간의 RANKL 단백질의 아미노[0020]

산 서열은 전장 317로, 전장 316인 마우스의 아미노산 서열보다 1개의 아미노산을 추가로 포함하고 있고, 치환

되는 RANKL 부위는 마우스의 아미노산 서열보다 한자리 뒤에 위치할 수 있다. 상기 치환되는 부위의 아미노산은

서로 동일할 수 있다.

상기 돌연변이체는 개체에 투여되어 항체를 생성하는 것일 수 있다. [0021]

따라서, 본 명세서는 RANKL 단백질의 돌연변이체 의해서 생성된 항체를 추가적으로 제공한다. [0022]

항체(immunoglobulin)는 항원과 특이적 결합을 하여 항원-항체 반응을 일으키는 물질일 수 있다. 항체는 폴리클[0023]

로날 항체, 모노클로날 항체, 미니바디(minibody), 도메인 항체, 이중특이적 항체, 항체 모방체, 키메라 항체,

항체 접합체(conjugate), 인간항체 또는 인간화 항체이거나 이의 단편 중 어느 하나일 수 있다.

상기 돌연변이체는 개체에 투여된 후, 개체 내 항-RANKL 항체(anti-RANKL antibody)의 형성을 유도하는 것일 수[0024]
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있다. 즉, 상기 돌연변이체는 능동면역을 위한 면역원으로서 작용하는 물질인 항원(antigen)일 수 있다. 생성된

항체는 개체 내 RANKL과 항원-항체반응을 할 수 있다. 항체에 의해 개체 내 RANKL의 농도가 감소하면, RANKL과

RANK의 결합이 줄어들어, 파골세포(osteoclast)의 분화(differentiation)를 억제할 수 있다. 

다른 일 양상은 RANKL 단백질의 돌연변이체를 암호화하는 핵산(nucleic acid) 분자를 제공한다. [0025]

일 구체예에서, 상기 RANKL의 돌연변이체는 RANKL 단백질의 아미노산을 암호화하는 핵산에 점 돌연변이가 발생[0026]

한 것일 수 있다. ‘점(point) 돌연변이’는 뉴클레오타이드 수준에서 일어나는 돌연변이로, 하나의 뉴클레오타

이드가 변환되어 DNA 전사 단계에서 특정 단백질의 생성을 막거나 변형시킬 수 있다. 점 돌연변이는, 변이된 코

돈이 기존의 코돈과 같은 아미노산 형성을 지시하는 ‘불현성 돌연변이’, 변이된 코돈이 다른 아미노산 형성을

지시하는 ‘미스센스 돌연변이’, 및 변이된 코돈으로 인해 아미노산 형성이 중단되거나 생략되는 ‘넌센스 돌

연변이’와 같은 효과를 나타낼 수 있다. 

상기 RANKL 돌연변이체를 암호화하는 핵산 분자는 서열번호 3 또는 4의 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것일 수[0027]

있다. 

서얼번호 3의 뉴클레오티드 서열의 경우, 기존 마우스의 RANKL을 암호화하는 핵산의 뉴클레오티드 서열 중, 676[0028]

번째  내지  677  번째의  뉴클레오티드가  AA에서  CG으로,  674번째  내지  679번째의  뉴클레오티드가  GATCGA에서

ATCAAG로, 803번째, 804번째 및 806번째의 뉴클레오티드가 CAC에서 TTT로의 치환으로 이루어지는 군으로부터 선

택된 하나 이상의 치환일 수 있다. 

서얼번호 4의 뉴클레오티드 서열의 경우, 기존 인간의 RANKL을 암호화하는 핵산의 뉴클레오티드 서열 중, 669번[0029]

째  내지  670  번째의  뉴클레오티드가  AA에서  CG으로,  696번째  내지  671번째의  뉴클레오티드가  GATCG에서

ATCAA로, 798번째, 799번째 및 801번째의 뉴클레오티드가 CAC에서 TTT 로의 치환으로 이루어지는 군으로부터 선

택된 하나 이상의 치환일 수 있다.

일 구체예에서 상기 RANKL 단백질을 암호화하는 핵산의 점돌연변이는 메가프라이머(megaprimer)에 의해 유도될[0030]

수 있다. 메가프라이머 방법은 PCR 방법의 일종으로 돌연변이를 유도하고자 하는 위치가 단백질의 중간 부분에

있어서 한 번에 돌연변이를 완성할 수 없는 경우, 2단계에 걸쳐 PCR을 진행하여 돌연변이를 완성할 때 사용하는

방법이다. 구체적으로, 유발하고자 하는 뉴클레오티드를 포함한 정방향 프라이머(primer)와 단백질 C-말단의 뉴

클레오티드를 포함하는 역방향 프라이머를 이용하여 PCR증폭을 유도하면 정방향 프라이머 보다 앞 부분에 있는

N-말단에 대한 정보가 없는 DNA를 얻게 될 수 있다. 그 다음 단계에서 메가프라이머를 역방향 프라이머로 사용

하고 단백질의 N-말단을 포함하는 올리고 DNA를 정방향 프라이머로 사용하여 PCR을 진행하면 원하는 위치에 돌

연변이가 유도된 전장 단백질을 암호화하는 DNA를 얻을 수 있다.

상기  돌연변이체는  재조합  단백질의  형태일  수  있다.  용어  '재조합  단백질'은  유전자  재조합(genetic[0031]

recombination) 방법을 이용하여 특정 유전자를 벡터(vector)에 삽입하여 만든 새로운 DNA인 '재조합 DNA'를 인

위적으로 세포 내에 발현시켜 얻어진 단백질을 의미한다. '유전자 재조합' 방법이란 임의의 생물의 DNA 단편을

다른 DNA 분자에 결합시키는 기술을 의미한다. 유전학적으로 대개의 경우 형질전환, 형질도입, 접합 (교배), 세

포융합 등을 통해 유전자 재조합이 이루어질 수 있다. 

다른 일 양상은 상기 RANKL 돌연변이체를 암호화하는 핵산 분자를 포함하는 벡터를 제공한다. 벡터(vector)란[0032]

핵산 서열의 인위적 운반자로 사용되는 DNA 분자이다. 세포 내에서 복제가 가능하며 유전자 발현이 일어날 수

있다. 유전공학에서는 제한효소로 벡터의 특정 부위를 끊어 버린 뒤, 필요로 하는 핵산 서열을 삽입하여 이를

다시 숙주세포에 넣어 배양할 수 있다. 벡터는 핵산 서열을 삽입할 수 있는 전달체를 역할을 할 수 있다. 핵산

서열은 외생 (exogenous) 또는 이종 (heterologous)일 수 있다. 벡터의 종류에는 플라스미드, 코스미드 및 박테

리오 파지와 같은 바이러스 등이 있다.

다른 일 양상은 상기 벡터를 포함하는 숙주세포를 제공한다. 숙주세포는 진핵생물 및 원핵생물을 포함하며, 상[0033]

기 벡터를 복제할 수 있거나 벡터에 의해 코딩되는 유전자를 발현할 수 있는 임의의 형질 전환 가능한 생물을

의미한다. 숙주세포는 상기 벡터에 의해 형질감염(transfected) 또는 형질전환(transformed) 될 수 있으며, 이

는 외생의 핵산분자가 숙주세포 내에 전달되거나 도입되는 과정을 의미한다. 숙주세포에는 대표적으로 대장균

(Escherichia coli : E. coli)이 있다.

다른 일 양상 상기 RANKL 단백질의 돌연변이체, 또는 돌연변이체 의해 생성된 항체를 유효성분으로 포함하는 골[0034]

대사 질환을 진단 또는 치료하기 위한 약학 조성물을 제공한다.

공개특허 10-2020-0054698

- 6 -



상기 RANKL 단백질의 돌연변이체는 서열번호 1 또는 서열번호 2로 표시되는 RANKL 단백질의 아미노산 서열이 치[0035]

환된 것일 수 있다. 치환되는 부위는 상술한 부위와 동일하다.

상기 골대사 질환은 골다공증, 골형성장애 및 골절로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상인 것일 수 있다.[0036]

상기 골다공증은 RANKL이 RANK와 결합하여 파골세포(osteoclast)의 분화를 유도하여 발생되는 것일 수 있다.

파골세포란 뼈를 파괴하는 세포로서, 신체의 필요에 따라 뼈에서 칼슘을 빼내야 할 때 뼈는 파골세포에 의해 파[0037]

괴될 수 있다. 혈액 속에 칼슘이 부족해서 뼈의 칼슘을 혈액에 충당해야 하거나, 미세한 금이 가거나 흠집이 생

긴 뼈, 오래된 뼈를 새 뼈로 바꾸어야 할 때, 파골 세포는 뼈를 파괴할 수 있다. 이러한 파골세포와 뼈를 생성

하는 조골세포의 불균형은 골다공증과 같은 골대사질환을 유발할 수 있다.

용어 "분화"는 세포가 분열 증식하여 성장하는 동안에 서로 구조나 기능이 특수화되는 현상, 즉 생물의 세포,[0038]

조직 등이 각각에게 주어진 일을 수행하기 위하여 형태나 기능이 변해가는 것을 의미한다.

상기 파골세포의 분화 및 활성화는 RANKL에 의해 조절될 수 있다. 파골세포는 파골 전구세포에서 RANKL에 의한[0039]

RANK의  활성화가  TNF  수용체  관련  인자의  자극과  NF-κB,  미토겐-활성  단백질  키나제(Mitogen-activated

protein kinase : MAPK), 활성화 단백질 1(AP-1) 및 활성화된 T 세포의 핵인자(NFATc1)를 단계적으로 활성화하

여, 다핵 골흡수성 파골세포로 형성된다.

상기 돌연변이체는 개체 내에서 RANK 수용체의 길항제(antagonist)인 것일 수 있다. 길항제란 수용체의 활성부[0040]

위에 결합하여 효현제(agonist)의 작용을 억제하는 분자이다. 길항제는 수용체길항제와 비수용체길항제로 분류

될 수 있다. 수용체 길항제는 수용체의 활성부위나 알로스테릭 부위에 결합하여, 수용체와 효현제의 결합을 억

제한다. 이와 달리 비수용체 길항제는 효현제에 의하여 유발되는 반응을 억제할 수 있는 능력을 가지고 있다. 

또한, 수용체 길항제는 효현제의 작용을 저해하는 경쟁적 길항제와, 수용체의 수에 영향을 미치거나 수용체와[0041]

비가역적으로 결합하여 효현제의 작용을 저해하는 비경쟁적 길항제가 있다.

일 구체예에서, 상기 길항제는 경쟁적 길항제를 포함할 수 있다. 경쟁적 길항제는 수용체의 활성부위와 가역적[0042]

으로 결합한 후, 효현제와 달리 수용체의 활성화에 필요한 구조변화를 안정화시키지 않는다. 이에 따라, 수용체

는 불활성인 상태를 유지하고, 효현제와의 결합이 차단된다.

상기 돌연변이체는 경쟁적 길항제로서, RANKL과 마찬가지로 RANK와 결합할 수 있지만, 결합한 후에도 파골세포[0043]

의 분화를 유도하지 않을 수 있다. 상기 돌연변이체는 면역원으로써 작용하지만, RANK에 결합하여도 어떠한 생

리활성을 일으키지 않을 수 있다. 따라서, 파골세포의 분화가 유도되지 않음에 따라, 상기 조성물은 RANKL로 발

현으로 인한 골대사 질환의 예방 또는 치료용 효과를 낼 수 있다.

다른 일 양상은 상기 약학 조성물의 치료학적 유효량을 개체에 투여하는 단계를 포함하는 골대사 질환을 치료[0044]

또는 예방하기 위한 방법을 제공한다.

상기 개체는 인간을 포함할 수 있다.[0045]

골대사 질환은 상기한 바와 같이 골다공증, 골형성장애 및 골절로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상인 것[0046]

일 수 있다. 골다공증은 상기한 바와 같이 RANKL이 RANK와 결합하여 파골세포의 생성이 유도되어 발생하는 것일

수 있다.

상기 조성물의 투여는 피하 주사 투여의 방식일 수 있다.[0047]

발명의 효과

일 양상에 따른 RANKL의 돌연변이체는 항-RANKL 항체를 생성시키는 면역원, RANK 수용체에 경쟁적 길항제로 작[0048]

용함으로써, 효과적으로 골대사 질환을 예방하거나 치료할 수 있는 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 마우스 RANKL의 잔기 158 내지 316을 포함하는 전장 158 아미노산 표적 영역을 나타낸다.[0049]

도 1b는 클로닝된 유전자를 pET30a 벡터 다중 클로닝 부위 중 NdeI 및 XhoI 제한 효소 부위에 삽입한 것을 나타

낸다.

도 2a는 IPTG 유도 하에 대장균에 의해 생성된 RANKL의 단계별 정제에서의 SDS-PAGE를 나타낸다(1(단계) : 유도
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전, 2 : 유도, 3: 상층액, 4: 세포 파편, 5: 칼럼 흐름, 6: 세척, 7: 2차 세척, 8: 제 1 용출, 9: 제 2 용출,

10: 제 3 용출). 

도 2b는 wtRANKL 주입이 TRAP-양성 다핵 세포의 수를 증가시켰고, mtRANKL 주입은 TRAP 양성 세포의 감소를 이

끌었음을 보여준다. TRAP-양성 세포를 광학 현미경(100Х배율)하에 영상화하였고, 눈금은 20 μm를 나타낸다.

도 2c는 wtRANKL 주입 마우스와 mtRANKL 주입 마우스의 혈청에서, 파골세포(TRAP-양성 세포)를 계수한 것을 나

타낸다(p < 0.05).

도 3a는 마이크로-CT 3 차원 이미지를 통해, PBS, wtRANKL 및 mtRANKL 처리 마우스 경골을 관심용적(VOI) 분석

으로 나타낸 해면골의 구조를 나타낸다. 근위 경골 스캔은 성장판 수준에서 근접하게 개진되었고, 해상도는 세

공간 차원 모두에서 19 μm이다.

도 3b는 PBS 처리 마우스, wtRANKL 처리 마우스, 및 mtRANKL 처리 마우스에서 골 미네랄 밀도(bone mineral

denisity : BMD), 골 부피, 골 부피(%), 및 해면 두께의 수치를 나타낸다(p<0.05).

도 4a는 면역화되지 않은 마우스(좌측)와 mtRANKL 면역화된 마우스(우측) 각각에 wtRANKL 과 mtRANKL를 처리한

경우, 각 마우스의 혈청에 대한 웨스턴 블랏 분석 결과를 나타낸다.

도 4b는 PBS를 주입한 마우스, wtRANKL을 주입한 마우스, 및 mtRANKL 면역화 후 wtRANKL를 주입한 마우스의 각

RANKL 혈청 농도에 대한 ELISA 결과를 나타낸다.

도 5a는 마이크로-CT 3 차원 이미지를 통해, PBS, wtRANKL 및 mtRANKL 면역화 후 wtRANKL 주입 마우스의 경골

을 관심용적(VOI) 분석으로 나타낸 해면골의 구조를 나타낸다.

도 5b는 PBS 처리 마우스, wtRANKL 처리 마우스, 및 mtRANKL 면역화 후 wtRANKL 주입 마우스에서, 골 미네랄

밀도, 골 부피, 골 부피(%), 및 해면 두께의 수치를 나타낸다(p<0.05).

도 6a는 마이크로-CT 3 차원 이미지를 통해, 음성대조군, OVX 시술, 및 mtRANKL 면역화 후 OVX 시술한 마우스의

경골을 관심용적(VOI) 분석으로 나타낸 해면골의 구조를 나타낸다.

도 6b는 음성대조군, OVX  시술, 및 mtRANKL  면역화 후 OVX  시술을 진행한 마우스에서, 골 미네랄 밀도, 골

부피, 골 부피(%), 및 해면 두께의 수치를 나타낸다(p<0.05).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0050]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

참고예 1. RANKL의 제조, 돌연변이의 도입 및 배양[0051]

1.1. RANKL의 제조[0052]

RANKL을 발현하는 마우스의 MC3T3-E1 세포(한국 세포주 은행, 서울)로부터 RANKL cDNA를 복제하는데 사용될 RNA[0053]

를 추출하였다. 추출된 RNA는 아가로스 겔 전기 영동에 의해 확인하였다. AccuPower RT PreMix Kit(Bioneer,

Daejeon, Korea)를 사용하여 제조사의 지시에 따라 cDNA를 준비한다. 반응 혼합물은 Taq 중합효소 완충액, 10

mM의 dNTPs,  25  mM의 MgCl2,  10  μM의 프라이머(RANKL-K158:  5'-CAT  ATG  AAG  CCT  GAG  GCC  CAG  CCA  TT-3',

RANKL-D316  :  5'-CTC  GAG  GTC  TAT  GTC  CTG  AAC  TTT  GAA  AGC  C-3'),  2.5  U의  KOD  DNA  중합  효소(EMD

Millipore,  Billerica,  MA,  USA)  및 2  μL의 RANKL  유전자 구조체 주형을 포함하고, 상기 반응 혼합물에서

RANKL 단편의 증폭 및 복제를 수행하였다. 

열 사이클은 a) 95 ℃에서 5 분간의 초기 변성, b) 95 ℃에서 30 초 간 변성, c) 55 ℃에서 30 초간 프라이머의[0054]

결합(annealing), d) 70 ℃에서 30 초간 변성으로, 총 40 사이클을 반복했다. RANKL 서열은 도 1a에서 나타낸,

잔기 158 내지 316을 포함하는 전장 158 아미노산 표적 영역을 코딩하였다.

1.2. 돌연변이 도입 및 형질전환[0055]

마우스의 RANKL(mRANKL)의 아미노산 서열 위치 180, 189-190 및 223-224에 치환이 이루어진 아미노산을 암호환[0056]

하는 핵산의 뉴클레오티드 서열은 서열번호 3에 나타내었다. 유전자의 돌연변이는 메가프라이머(megaprimer)를

통하여  도입하였다.  구체적으로,  아미노산  서열  위치  180번째  리신을  아르기닌,  189번째  아스파르산을

이소루신, 190번째 아르기닌을 리신, 223번째 히스티딘을 페닐알라닌, 그리고 224번째 히스티딘을 티로신으로
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치환하였다. 

인간의 RANKL 단백질(hRANKL)의 경우, 전장은 317로, 전장 316인 마우스의 아미노산 서열보다 1개의 아미노산을[0057]

추가로 포함하고 있고, 치환되는 RANKL 부위는 상기 마우스의 아미노산 서열보다 한자리 뒤에 위치한다. 상기

치환되는 부위의 아미노산은 서로 동일하다. 이러한 치환된 아미노산을 암호화하는 핵산의 뉴클레티드 서열은

서열번호 4에 나타내었다.

 수득된 PCR 생성물을 복제하기 위해, 상기 생성물을 도 1b에서 나타낸 pET-30a 벡터(Novagen, Madison, WI,[0058]

USA) NdeI/XhoI 부위에 클로닝하였다. RANKL 단편을 pET30a로 서브 클로닝한 후, RANKL 및 6xHis 태그의 순차

적 번역을 위해 정확한 서열을 가지고 있음을 확인하였다. PCR  생성물의 형질전환은 전기천공(5 msec,  12.5

kV/cm)에 의해 E.  coli  BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL  Novagen)을 통하여 수행하였다. 모든 서열 분석은 Vector

NTI Advance 9.1.0(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)의 프로그램을 사용하였다.

1.3. 배양[0059]

재조합 플라스미드를 함유하는 단일 콜로니를 카나마이신(50㎍/mL)이 보충된 LB 배지 20㎖에 접종하고, 200rpm[0060]

에서 24 시간 동안 교반하면서 37 ℃에서 배양하였다. 이 배양액 10㎖를 50μg/mL의 카나마이신을 포함하는 1L

의 LB 배지를 함유하는 삼각 플라스크에 접종하였다. OD600 값이 약 1.0에 도달할 때까지 180 rpm으로 격렬하게

진탕하면서 37 C°에서 배양하였다. 이어서, 이소프로필 -D-1-티오갈락토피라노사이드(IPTG)를 0, 0.2, 0.4,

0.6, 0.8 및 1.0 mM의 농도로 첨가하여 단백질 발현을 유도하고, 6 시간 동안 배양하였다. 유도 후, 배양물을

5600 Υg 에서 4 ℃, 20분동안 원심분리하였고, 세포 펠렛은 -20℃에서 보관하였다.

참고예 2. mtRANKL 정제[0061]

배양물을 원심분리한 후,  펠렛화된 세포를 10  mL의  용해 완충액(ysis  buffer)(20  mM  인산 나트륨,  500  mM[0062]

NaCl, 10 mM 이미다졸, pH 7.4)에 재현탁시켰다. 세포 현탁액에 0.1 mg/mL의 리소자임과 0.1 mM의 페닐메틸술포

닐  플루오라이드  albiochem,  La  Jolla,  CA,  USA)를  보충하고  아이스(ice)에서  1  시간  동안  배양하였다.

이어서,  글리세롤(20  %  v/v,  Carlo  Erba,  France)을  세포  현탁액에  첨가하였다.  세포를  초음파  처리하고

15,000 Υg으로 4 ℃에서 10 분간 원심분리하였다. 상층액을 0.2 μm의 여과지에 통과시키고, 결합 완충액(20

mM 소듐 포스페이트, 500 mM NaCl, pH 7.4, 10 mM 이미다졸, 5 mM DTT, pH 7.4)으로 평형화된 Ni
2+ 
친화성 크로

마토그래피 HisTrap FF 컬럼(1 mL, GE Healthcare Life Science, Piscataway, NJ, USA)에 고정하였다. 이어서,

상기 컬럼을 20  mM  이미다졸로 보충된 결합 완충액을 사용하여 세척하였다. 세척 후, 단백질을 용출 완충액

(Qiagen)으로 용출시켰다. 용출된 단백질을 10,000 MW Slide-A-Lyzer 투석 카세트(Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA)에서 투석완충액(인산 완충 식염수[phosphate-buffered saline:PBS] 중 글리세롤 20 % v/v)

으로 투석하였다. 정제된 단백질을 진공 농축시켰다(Savant Instruments, Holbrook, NY, USA). 마지막으로, 단

백질을 소듐 도데실술페이트 폴리아크릴아미드 겔 전기영동(SDS-PAGE)으로 분석하고, 단백질 농도를 계산하여

브래드포드(bradford) 분석법으로 결정하였다. 내독소 제거를 위해 크로마토그래피를 위한 초기 세척 후에 추가

적으로 세척 단계를 도입했다. 이 단계는 수지 상(resin bed)의 80 배 부피에서 W1-TX114(0.1% 트리톤 X-114를

갖는 W1-TX100) 또는 1 % 소듐 데옥시콜레이트(완충액 W1-DOC)를 사용하고, 25 ℃에서 W1-TX100 및 W1-DOC, 또

는 4 ° C에서 W1-TX114으로 수행된다. 각 세척 단계의 용출액을 내독소 정량을 위해 수집했다.

재조합 단백질 샘플을 2x 용해 완충액(0.5 M Tris-HCl, pH 6.8, 0.5 %(/v) 브로모 페놀블루, 10 %(v/v) 글리세[0063]

롤, 2 %(v/v) SDS 및 10 %(v/v) β-메르캅토 에탄올)에 1:1(v/v) 비율로 첨가하고 5 분간 끓였다. 그런 다음

단백질을 전기 영동으로 분석하였다. 분리 후, 겔을 코마씨(comassie) 브릴리언트 블루 G-250로 염색하였다. 재

조합 단백질의 순도 및 회수율을 결정하기 위해,  고정된 양의 단백질로 로딩된 염색된 겔을 디지털 스캐너

(EPSON, USA)를 사용하여 300 dpi로 이미지화하였다.

도 2a에서 SDS-PAGE 는 유도된 샘플의 전체 세포 단백질 추출물에서 약 19kDa 크기의 밴드를 나타내었다.[0064]

참고예 3. TRAP 분석[0065]

4  주된 수컷 BALB/c  마우스를 Orient  Bio(광주,  한국)에서 구입하여 조선대학교 동물관리위원회(IACUC2017-[0066]

A0002)의 승인을 받은 동물시설에서 보관하였다. 마우스에서 골수 세포를 획득한 후, 골수 단핵세포를 96-웰

(well)  플레이트에(1  Υ  10
4
 cells/well)로  시딩(seed)하고,  다양한 농도의 화합물의 부재 또는 존재 하에

RANKL(50 ng/mL)로 자극하기 전 밤새 M-CSF(100 ng/mL)와 함께 배양하였다. 상기 배지는 2 일마다 교체하였다.
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6일 후, 세포를 4% 파라 포름 알데하이드로 고정시키고, 0.1 % Triton X-100에서 투과시킨 후, PBS로 세척하였

다. 그리고 TRAP 활성(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 염색하였다. 5 개 이상의 핵을 함유하는 TRAP-양

성 다핵세포를 파골세포로서 계수하였다.

참고예 4. 웨스턴 블랏[0067]

단백질을 SDS-PAGE로 분리하고 니트로 셀룰로오스 멤브레인(Bio-Rad)에 전기 침투시켰다. TBST [10 mM Tris(pH[0068]

7.5), 150 mM NaCl, 0.1 %(vol/vol) Tween 20] 중 5 %(중량/부피) 무지방 분유로 막을 차단 한 후, 차단 용액

중 1 차 항체에 대한 각 마우스 혈청을 조사하였다. 상기 막을 트리스 완충 식염수로 3 회 세척하였다. 당근과

산화효소(horse  peroxidase:HRP)-결합  2  차  항체를  1  %(wt/vol)  무지방  분유에서  TBST로  1  :  5000  희석

하였다. 막은 ECL_system(Amersham Pharmacia Biotech)을 사용하였다.

참고예 5. ELISA(Enzyme-linked immunosorbent assay)[0069]

시판되는 효소 면역 측정법 키트(R & D Systems, MN, USA)를 사용하여 제조자의 프로토콜에 따라 마우스의 혈청[0070]

의 RANKL 양을 측정하였다. 비색 마이크로 플레이트 판독기(BioTek, Winooski, USA)에서 흡광도(450 nm)를 측

정하였다. 이어서, 570 nm에서의 판독 값으로부터 상기 흡광도의 판독 값을 뺐다.

참고예 6. 마이크로-CT(Micro-computed tomography: Micro-CT) [0071]

각 실험의 대상이 된 마우스의 오른쪽 대퇴골을 절개하고 CT 영상을 광주 한국기초과학연구소에 위치한 Quantum[0072]

GX μCT imaging system(PerkinElmer, Hopkinton, MA, USA)을 사용하여 수행하였다. X 선원(X-ray source)은

시야를  45mm로,  90kV  및  88mA로  설정하였다(보셀[voxel]  크기,  90㎛;  스캐닝  시간,  14  분).  CT  이미지는

Quantum  GX  3D  Viewer  소프트웨어를 사용하였다. 스캔 후,  이미지 분할은 Analyze  nalyzeDirect,  Overland

Park, KS, USA)를 사용하여 수행되었다. 간단히 말해, 볼륨 편집 도구를 사용하여 반자동 및 수동 도구(예 : 개

체 추출, 영역 확장 및 반대자 분리 기호)를 사용하여 다리를 분할하였다. 이어서 다리의 3D 렌더링을 생성하고

골밀도(BMD), 골 부피(BV), 골 부피 백분율(%) 및 해면 두께를 ROI 도구를 사용하여 계산했다.

참고예 7. 통계적 분석[0073]

통계적  분석을  위해  양측의  쌍으로  된  Student  t  검정을  사용했다.  P<0.05은  통계적으로  유의하다고[0074]

간주하였다. 데이터는 다르게 명시되지 않는 한 평균±표준 편차(SD)로 표시하였다. 데이터는 Windows 용 SPSS

버전 20.0 소프트웨어 프로그램(SPSS, Chicago, IL, USA)을 사용하여 분석하였다. Windows 용 GraphPad Prism

버전 6.00 소프트웨어 프로그램(GraphPad, La Jolla, CA, USA)을 시험관 및 생체 내 실험에서 데이터를 분석하

는데 사용하였으며, 평균 ± SD로 데이터를 표시한다.

실시예 1. 체외(in vitro) 파골세포 생성 분석[0075]

파골세포 형성에 대한 mtRANKL의 영향을 평가하기 위해, RANKL 처리된 1 차 골수 유래 대식세포(BMM)에서 참고[0076]

예 2에 기술한 방법으로 TRAP 분석을 수행하였고, 그 결과는 도 2b, 2c에 나타내었다. 

도 2b 및 도 2c에서 나타내고 있는 바와 같이, BMM은 성숙한 TRAP 양성 다핵 파골세포로 분화하였고, 그 수는[0077]

mtRANKL로 처리한 대조군 세포에서보다 야생형 RANKL (wtRANKL)로 처리한 세포에서 유의하게 높았다. 따라서,

mtRANKL은  wtRANKL과 달리 파골세포의 분화를 유도하지 않는 것을 알 수 있었다.

실시예 2. mtRANKL의 골 파괴 분석[0078]

mtRANKL의 골 파괴 효과 여부를 조사하기 위해, 4 주된 수컷 BALB/c 마우스 Orient Bio)를 광조절 환경(2 시간[0079]

의 명암주기)에서 최대 4 마리를 수용할 수 있는 우리에서 오토-클레이브된 물과 전체 및 분말 설치류 식이요법

(Purina, St. Louis, MO, USA)으로 제공하였다. 6 주부터 9 마리의 마우스를 3개의 그룹으로 무작위로 나누어,

각 그룹은 야생형 RANKL(Amgen, Thousand Oaks, CA, USA), 상기 참고예 2에서 정제된 mtRANKL, 및 식염수를 주

3 회 피하 주사(1.0 mg/kg)로 주입하였다. 경부 해면골을 참고예 6에서 기술한 마이크로-CT 분석 방법으로 검사

하였다. 그 결과는 도 3a과 도 3b에 나타내었다. 

도 3a에서 나타낸 바와 같이, wtRANKL에 의해 주입된 마우스는 경미한 골다공증을 보였다. BMD, 골 부피(BV),[0080]

골 부피의 백분율(%), 및 해면 두께가 현저하게 감소했다. 그러나 도 3b에서 나타낸 바와 같이, mtRANKL이 주입

된 마우스의 해면골에서는 유의한 변화가 나타나지 않았다. 따라서 mtRANKL은 파골세포 분화에 영향을 미치지

않는 것으로 판단된다.
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실시예 3. mtRANKL 면역화의 효과 분석[0081]

mtRANKL은 파골세포-자극 활성이 없으므로, mtRANKL로 면역화하면 외인성 RANKL의 파골세포-자극 활성을 억제하[0082]

는 항-RANKL 항체가 유도될 수 있다. 이러한 가능성을 입증하기 위해, wtRANKL 유도된 마우스를 골다공증 동물

모델로 사용하여 골다공증에 대한 mtRANKL 단백질 면역화의 치료 효과를 조사하였다.

3.1. mtRANKL 면역화[0083]

17  주  된  수컷  BALB/c  마우스를  3  그룹으로 균등하게 나누었다.  PBS를  복강내 주사하는 음성대조군 그룹,[0084]

wtRANKL만을  주입하는  그룹,  52  일  동안  mtRANKL로  면역화한  후,  wtRANKL을  주입하는  그룹으로  나누었다.

mtRANKL은 수산화 알루미늄 보조제와 혼합하여 주입하였다. 면역화 과정은 wtRANKL 주입 52일 전 mtRANKL의 1차

접종을 시작하여, 39일 전 2차 접종, 14일 전 3차 접종, 총 3 회에 걸친 접종으로 진행됬다. mtRANKL의 양은 마

우스 당 매회 0.2 mg이었다.

52일 후, 음성대조군에는 PBS를, 나머지 두 그룹에는 wtRANKL을 주입하였다. 그 다음날 wtRANKL을 1회 더 주입[0085]

하였다. wtRANK은 피하 주사(2.0 ㎎/㎏)하였다. 항-RANKL 항체의 역가를 결정하기 위해 혈청을 수집했다. 그 후

경골을 추출한 후, 경골의 접착성 연조직을 제거했다.

3.2. 항체의 생성 결과[0086]

mtRANKL의 면역화로 인해 항체가 생성되었는지 알아보기 위해 수집된 혈청을 대상으로, 참고예 4의 웨스턴 블랏[0087]

을 시행하였고, 그 결과를 도 4a에 나타내었다. 

도 4a에 나타낸 바와 같이 mtRANKL로 면역화를 진행한 마우스의 혈청에서 항체가 검출되었다. 반면, 면역화를[0088]

진행하지 않은 마우스(mock)의 경우, 아무런 항체도 검출되지 않았다.

또한, 참고예 5에서 기술한 방법으로 ELISA 분석을 시행하였고, 그 결과는 도 4b에 나타내었다. [0089]

도 4b에 나타낸 바와 같이, 면역화를 하지 않은 마우스에 wtRANKL을 투여할 경우, 혈액내 RANKL의 수치가 상승[0090]

하였다. 반면, mtRANKL로 면역화한 마우스에 wtRANKL을 투여할 경우 그렇지 않은 마우스에 비해 혈액내 RANKL이

제거되었다. 이에 따라, mtRANKL의 면역화로 인해, 마우스 체내에 항-RANKL 항체가 형성되었음을 알 수 있다.

3.3. 면역화에 따른 골 파괴 분석 결과[0091]

mtRANKL의 면역화 후, RANKL을 주입할 경우, RANKL의 골 파괴 효과 여부를 알기 위해 참고예 6의 방법으로 마이[0092]

크로-CT 분석을 진행하였다. 근위 경골의 대표적인 3 차원 이미지와 그래프를 도 5a, 5b에 나타내었다.

도 5a에서 나타내는 바와 같이, wtRANKL 주입 마우스의 해면골은 PBS로 처리한 마우스와 비교하여, 더욱 구멍이[0093]

많아지고, 해면골 조직을 형성하는 막대는 더 얇아졌다. 그리고 경미한 골다공증을 보였다. 그러나 PBS로 처리

한 마우스와 마찬가지로 mtRANKL로 면역화한 wtRANKL 주입 마우스의 해면골은 wtRANKL 주입 마우스보다 섬유질

이 두껍고 밀도가 더 높았으며 PBS 처리 마우스와 유사한 상태였다. 

도 5b에서 나타낸 바와 같이, PBS를 처리한 마우스의 경골 BMD(821.1 ± 14.8 mg/cm
3
, P <0.05)와 mtRANKL 면역[0094]

화한  wtRANKL  주입  마우스의  경골  BMD(795.8  ±  11.9  mg/cm
3
,  P  <0.05)는  wtRANKL  주입  마우스의  경골

BMD(738.0 ± 19.1 mg/cm
3 , 

P <0.05)에 비해 상당히 높게 나타났다. 

또한, PBS-처리 마우스 및 mtRANKL 면역화한 wtRANKL 주입 마우스의 골 부피 및 골 부피 백분율의 값은 유사한[0095]

수준으로 유지되었고, wtRANKL 주입 마우스의 값은 감소하였다. 이에 따라, mtRANKL의 면역화로 마우스 체내에

항-RANKL 항체가 형성되었고, 이로 인해 파골세포 분화의 유도가 감소하였음을 알 수 있다. 

실시예 4. OVX(ovariectomy) 실험 분석[0096]

4.1. 면역화 및 OVX 시술[0097]

17 주 된 수컷 BALB/c 마우스를 mtRANKL로 면역화 후 OVX시술을 하는 치료 그룹, OVX 시술만 진행하는 그룹, 어[0098]

떠한 처리도 진행하지 않는 음성대조군 그룹으로 균등하게 나누었다. 

mtRANKL 면역화 그룹의 경우, OVX 시술 52일 전 1차 접종을 시작하여, 시술 39일 전 2차 접종, 시술 14일 전 3[0099]

차 접종, 총 3 회에 걸쳐 mtRANKL을 접종하였다. 면역화에 사용된 mtRANKL은 수산화 알루미늄 보조제와 혼합하

여 주입하였다. mtRANKL의 양은 마우스 당 매회 0.2 mg이었다.
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1차 접종을 시작으로 52일 후, OVX 시술을 진행하였다. 시술 후 70일 째, 혈청을 수집하고, 경골을 추출한 후,[0100]

경골의 접착성 연조직을 제거했다.

4.2. 효과 분석 결과[0101]

난소를 제거한 마우스(OVX)에 mtRANKL 면역화 효과를 분석하기 위해, 참고예 6에 따른 마이크로-CT 분석을 진행[0102]

하였다. 근위 경골의 대표적인 3 차원 이미지와 BMD, 골 부피, 골 부피의 백분율 및 해면 두께의 수치를 표시한

그래프를 각각 도 6a와 도 6b에 나타내었다.

도 6a에서 나타내는 바와 같이, OVX 시술 마우스의 해면골은 OVX 시술을 하지 않은 비교하여, 경미한 골다공증[0103]

을 보였다. 그러나 mtRANKL로 면역화 후 OVX를 시술한 마우스의 해면골은 OVX 시술만 진행한 마우스보다 섬유질

이 두껍고 밀도가 더 높았으며 음성대조군(-)의 마우스와 유사한 상태였다.

도 6b에서 나타낸 바와 같이, mtRANKL 면역화 후, OVX를 시술한 마우스의 경골 BMD와 음성대조군의 BMD는 OVX[0104]

시술 마우스의 경골 BMD에 비해 상당히 높게 나타났다. 마찬가지로, 전체 부피에 대한 골 부피, 골 부피 백분율

(%),  및  해면 두께에서도 mtRANKL  면역화한 마우스 그룹은 음성대조군과 유사한 값을 가졌다.  해당 결과는

mtRANKL의 면역화가 난소를 절제한 OVX 마우스에서도 파골세포 분화의 유도를 차단할 수 있음을 보여준다.

도면

도면1a
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도면1b
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도면2a

도면2b
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도면2c

도면3a
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도면3b

도면4a
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도면4b

도면5a
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도면5b

도면6a

공개특허 10-2020-0054698

- 18 -



도면6b

서 열 목 록

<110>    Industry-academic coopertaion foundation chosun university

<120>    mutative RANKL, therapeutic composition for osteoporosis

         comprising mutative RANKL

<130>    PN123486

<160>    4

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    316

<212>    PRT

<213>    Mus musculus

<400>    1

Met Arg Arg Ala Ser Arg Asp Tyr Gly Lys Tyr Leu Arg Ser Ser Glu

  1               5                  10                  15 

Glu Met Gly Ser Gly Pro Gly Val Pro His Glu Gly Pro Leu His Pro

             20                  25                  30 
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Ala Pro Ser Ala Pro Ala Pro Ala Pro Pro Pro Ala Ala Ser Arg Ser

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Ile Ala Leu Phe Leu Tyr Phe Arg Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile

 65                  70                  75                  80 

Ser Glu Asp Ser Thr His Cys Phe Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu

                 85                  90                  95 

Asn Ala Asp Leu Gln Asp Ser Thr Leu Glu Ser Glu Asp Thr Leu Pro

            100                 105                 110 

Asp Ser Cys Arg Arg Met Lys Gln Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln Lys

        115                 120                 125 

Glu Leu Gln His Ile Val Gly Pro Gln Arg Phe Ser Gly Ala Pro Ala

    130                 135                 140 

Met Met Glu Gly Ser Trp Leu Asp Val Ala Gln Arg Gly Lys Pro Glu

145                 150                 155                 160 

Ala Gln Pro Phe Ala His Leu Thr Ile Asn Ala Ala Ser Ile Pro Ser

                165                 170                 175 

Gly Ser His Lys Val Thr Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly Trp

            180                 185                 190 

Ala Lys Ile Ser Asn Met Thr Leu Ser Asn Gly Lys Leu Arg Val Asn

        195                 200                 205 

Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His His

    210                 215                 220 

Glu Thr Ser Gly Ser Val Pro Thr Asp Tyr Leu Gln Leu Met Val Tyr

225                 230                 235                 240 

Val Val Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser His Asn Leu Met Lys

                245                 250                 255 

Gly Gly Ser Thr Lys Asn Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe His Phe Tyr

            260                 265                 270 

Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ala Gly Glu Glu Ile

        275                 280                 285 
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Ser Ile Gln Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp Gln Asp Ala

    290                 295                 300 

Thr Tyr Phe Gly Ala Phe Lys Val Gln Asp Ile Asp

305                 310                 315    

<210>    2

<211>    317

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    2

Met Arg Arg Ala Ser Arg Asp Tyr Thr Lys Tyr Leu Arg Gly Ser Glu

  1               5                  10                  15 

Glu Met Gly Gly Gly Pro Gly Ala Pro His Glu Gly Pro Leu His Ala

             20                  25                  30 

Pro Pro Pro Pro Ala Pro His Gln Pro Pro Ala Ala Ser Arg Ser Met

         35                  40                  45 

Phe Val Ala Leu Leu Gly Leu Gly Leu Gly Gln Val Val Cys Ser Val

     50                  55                  60 

Ala Leu Phe Phe Tyr Phe Arg Ala Gln Met Asp Pro Asn Arg Ile Ser

 65                  70                  75                  80 

Glu Asp Gly Thr His Cys Ile Tyr Arg Ile Leu Arg Leu His Glu Asn

                 85                  90                  95 

Ala Asp Phe Gln Asp Thr Thr Leu Glu Ser Gln Asp Thr Lys Leu Ile

            100                 105                 110 

Pro Asp Ser Cys Arg Arg Ile Lys Gln Ala Phe Gln Gly Ala Val Gln

        115                 120                 125 

Lys Glu Leu Gln His Ile Val Gly Ser Gln His Ile Arg Ala Glu Lys

    130                 135                 140 

Ala Met Val Asp Gly Ser Trp Leu Asp Leu Ala Lys Arg Ser Lys Leu

145                 150                 155                 160 

Glu Ala Gln Pro Phe Ala His Leu Thr Ile Asn Ala Thr Asp Ile Pro

                165                 170                 175 

Ser Gly Ser His Lys Val Ser Leu Ser Ser Trp Tyr His Asp Arg Gly
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            180                 185                 190 

Trp Ala Lys Ile Ser Asn Met Thr Phe Ser Asn Gly Lys Leu Ile Val

        195                 200                 205 

Asn Gln Asp Gly Phe Tyr Tyr Leu Tyr Ala Asn Ile Cys Phe Arg His

    210                 215                 220 

His Glu Thr Ser Gly Asp Leu Ala Thr Glu Tyr Leu Gln Leu Met Val

225                 230                 235                 240 

Tyr Val Thr Lys Thr Ser Ile Lys Ile Pro Ser Ser His Thr Leu Met

                245                 250                 255 

Lys Gly Gly Ser Thr Lys Tyr Trp Ser Gly Asn Ser Glu Phe His Phe

            260                 265                 270 

Tyr Ser Ile Asn Val Gly Gly Phe Phe Lys Leu Arg Ser Gly Glu Glu

        275                 280                 285 

Ile Ser Ile Glu Val Ser Asn Pro Ser Leu Leu Asp Pro Asp Gln Asp

    290                 295                 300 

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

305                 310                 315        

<210>    3

<211>    2225

<212>    DNA

<213>    Mus musculus

<400>    3

cggggagcca ctgccaggac ctctgtgaac cggtcggggc gggggccgcc tggccgggag         60

tctgctcggc ggtgggtggc cgaggaaggg agagaacgat cgcggagcag ggcgcccgaa        120

ctccgggcgc cgcgccatgc gccgggccag ccgagactac ggcaagtacc tgcgcagctc        180

ggaggagatg ggcagcggcc ccggcgtccc acacgagggt ccgctgcacc ccgcgccttc        240

tgcaccggct ccggcgccgc cacccgccgc ctcccgctcc atgttcctgg ccctcctggg        300

gctgggactg ggccaggtgg tctgcagcat cgctctgttc ctgtactttc gagcgcagat        360

ggatcctaac agaatatcag aagacagcac tcactgcttt tatagaatcc tgagactcca        420

tgaaaacgca gatttgcagg actcgactct ggagagtgaa gacacactac ctgactcctg        480

caggaggatg aaacaagcct ttcagggggc cgtgcagaag gaactgcaac acattgtggg        540
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gccacagcgc ttctcaggag ctccagctat gatggaaggc tcatggttgg atgtggccca        600

gcgaggcaag cctgaggccc agccatttgc acacctcacc atcaatgctg ccagcatccc        660

atcgggttcc catcgagtca ctctgtcctc ttggtaccac atcaacggct gggccaagat        720

ctctaacatg acgttaagca acggaaaact aagggttaac caagatggct tctattacct        780

gtacgccaac atttgctttc ggttttatga aacatcggga agcgtaccta cagactatct        840

tcagctgatg gtgtatgtcg ttaaaaccag catcaaaatc ccaagttctc ataacctgat        900

gaaaggaggg agcacgaaaa actggtcggg caattctgaa ttccactttt attccataaa        960

tgttggggga tttttcaagc tccgagctgg tgaagaaatt agcattcagg tgtccaaccc       1020

ttccctgctg gatccggatc aagatgcgac gtactttggg gctttcaaag ttcaggacat       1080

agactgagac tcatttcgtg gaacattagc atggatgtcc tagatgtttg gaaacttctt       1140

aaaaaatgga tgatgtctat acatgtgtaa gactactaag agacatggcc cacggtgtat       1200

gaaactcaca gccctctctc ttgagcctgt acaggttgtg tatatgtaaa gtccataggt       1260

gatgttagat tcatggtgat tacacaacgg ttttacaatt ttgtaatgat ttcctagaat       1320

tgaaccagat tgggagaggt attccgatgc ttatgaaaaa cttacacgtg agctatggaa       1380

gggggtcaca gtctctgggt ctaacccctg gacatgtgcc actgagaacc ttgaaattaa       1440

gaggatgcca tgtcattgca aagaaatgat agtgtgaagg gttaagttct tttgaattgt       1500

tacattgcgc tgggacctgc aaataagttc tttttttcta atgaggagag aaaaatatat       1560

gtatttttat ataatgtcta aagttatatt tcaggtgtaa tgttttctgt gcaaagtttt       1620

gtaaattata tttgtgctat agtatttgat tcaaaatatt taaaaatgtc tcactgttga       1680

catatttaat gttttaaatg tacagatgta tttaactggt gcactttgta attcccctga       1740

aggtactcgt agctaagggg gcagaatact gtttctggtg accacatgta gtttatttct       1800

ttattctttt taacttaata gagtcttcag acttgtcaaa actatgcaag caaaataaat       1860

aaataaaaat aaaatgaata ccttgaataa taagtaggat gttggtcacc aggtgccttt       1920

caaatttaga agctaattga ctttaggagc tgacatagcc aaaaaggata cataataggc       1980

tactgaaatc tgtcaggagt atttatgcaa ttattgaaca ggtgtctttt tttacaagag       2040

ctacaaattg taaattttgt ttcttttttt tcccatagaa aatgtactat agtttatcag       2100

ccaaaaaaca atccactttt taatttagtg aaagttattt tattatactg tacaataaaa       2160

gcattgtctc tgaatgttaa ttttttggta caaaaaataa atttgtacga aaacctgaaa       2220

aaaaa                                                                   2225

<210>    4

<211>    2201
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<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    4

ggccaaagcc gggctccaag tcggcgcccc acgtcgaggc tccgccgcag cctccggagt         60

tggccgcaga caagaagggg agggagcggg agagggagga gagctccgaa gcgagagggc        120

cgagcgccat gcgccgcgcc agcagagact acaccaagta cctgcgtggc tcggaggaga        180

tgggcggcgg ccccggagcc ccgcacgagg gccccctgca cgccccgccg ccgcctgcgc        240

cgcaccagcc ccccgccgcc tcccgctcca tgttcgtggc cctcctgggg ctggggctgg        300

gccaggttgt ctgcagcgtc gccctgttct tctatttcag agcgcagatg gatcctaata        360

gaatatcaga agatggcact cactgcattt atagaatttt gagactccat gaaaatgcag        420

attttcaaga cacaactctg gagagtcaag atacaaaatt aatacctgat tcatgtagga        480

gaattaaaca ggcctttcaa ggagctgtgc aaaaggaatt acaacatatc gttggatcac        540

agcacatcag agcagagaaa gcgatggtgg atggctcatg gttagatctg gccaagagga        600

gcaagcttga agctcagcct tttgctcatc tcactattaa tgccaccgac atcccatctg        660

gttcccatcg agtgagtctg tcctcttggt accatatcaa gggttgggcc aagatctcca        720

acatgacttt tagcaatgga aaactaatag ttaatcagga tggcttttat tacctgtatg        780

ccaacatttg ctttcgattt tatgaaactt caggagacct agctacagag tatcttcaac        840

taatggtgta cgtcactaaa accagcatca aaatcccaag ttctcatacc ctgatgaaag        900

gaggaagcac caagtattgg tcagggaatt ctgaattcca tttttattcc ataaacgttg        960

gtggattttt taagttacgg tctggagagg aaatcagcat cgaggtctcc aacccctcct       1020

tactggatcc ggatcaggat gcaacatact ttggggcttt taaagttcga gatatagatt       1080

gagccccagt ttttggagtg ttatgtattt cctggatgtt tggaaacatt ttttaaaaca       1140

agccaagaaa gatgtatata ggtgtgtgag actactaaga ggcatggccc caacggtaca       1200

cgactcagta tccatgctct tgaccttgta gagaacacgc gtatttacct gccagtggga       1260

gatgttagac tcatggtgtg ttacacaatg gtttttaaat tttgtaatga attcctagaa       1320

ttaaaccaga ttggagcaat tacgggttga ccttatgaga aactgcatgt gggctatggg       1380

aggggttggt ccctggtcat gtgccccttc gcagctgaag tggagagggt gtcatctagc       1440

gcaattgaag gatcatctga aggggcaaat tcttttgaat tgttacatca tgctggaacc       1500

tgcaaaaaat actttttcta atgaggagag aaaatatatg tatttttata taatatctaa       1560

agttatattt cagatgtaat gttttctttg caaagtattg taaattatat ttgtgctata       1620

gtatttgatt caaaatattt aaaaatgtct tgctgttgac atatttaatg ttttaaatgt       1680
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acagacatat ttaactggtg cactttgtaa attccctggg gaaaacttgc agctaaggag       1740

gggaaaaaaa tgttgtttcc taatatcaaa tgcagtatat ttcttcgttc tttttaagtt       1800

aatagatttt ttcagacttg tcaagcctgt gcaaaaaaat taaaatggat gccttgaata       1860

ataagcagga tgttggccac caggtgcctt tcaaatttag aaactaattg actttagaaa       1920

gctgacattg ccaaaaagga tacataatgg gccactgaaa tttgtcaaga gtagttatat       1980

aattgttgaa caggtgtttt tccacaagtg ccgcaaattg tacctttttt tttttttcaa       2040

aatagaaaag ttattagtgg tttatcagca aaaaagtcca attttaattt agtaaatgtt       2100

attttatact gtacaataaa aacattgcct ttgaatgtta attttttggt acaaaaataa       2160

atttatatga aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa a                           2201
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