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본 발명은 일반적으로 비-알코올성 지방간 질환의 증상을 치료하거나 예방하기 위한 방법, 간에서 과도한 지방을

감소시키기 위한 방법, 혈당조절을 개선하는 방법, 및 간 기능장애를 치료하거나 예방하기 위한 방법에 관한 것

이며, 이는 치료적 유효량의 아데노바이러스 36 E4orf1 단백질 또는 이의 기능적 변이체를 투여하는 단계를 포함

한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

개체내 비-알코올성 지방간 질환의 증상의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물에 있어서, 상기 조성물은 치

료적 유효량의 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질, 또는 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질를 인코딩하는 핵산을

포함하는 것을 특징으로 하는, 개체내 비-알코올성 지방간 질환의 증상의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성

물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질의 아미노산 서열은 서열번호: 2인 것을 특징으로 하는, 개

체내 비-알코올성 지방간 질환의 증상의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 조성물은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 인코딩하는 핵산을 포함하는 것을 특징으

로 하는, 개체내 비-알코올성 지방간 질환의 증상의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 4 

제 3항에 있어서, 핵산 서열은 서열번호:1을 포함하는 것을 특징으로 하는, 개체내 비-알코올성 지방간 질환의

증상의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 5 

제 1항에 있어서, 상기 개체는 인간인 것을 특징으로 하는, 개체내 비-알코올성 지방간 질환의 증상의 치료 또

는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 6 

개체내 간에서 과도한 지방을 감소시키기 위한 제약학적 조성물에 있어서, 상기 제약학적 조성물은 치료적 유효

량의 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 포함하는 것을 특징으로 하는, 개체내 간에서 과도한 지방을 감소시키

기 위한 제약학적 조성물.

청구항 7 

제 6항에 있어서, 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질의 아미노산 서열은 서열번호:2인 것을 특징으로 하는, 개체

내 간에서 과도한 지방을 감소시키기 위한 제약학적 조성물.

청구항 8 

제 6항에 있어서, 상기 조성물은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 인코딩하는 핵산 서열을 포함하는 것을 특

징으로 하는, 개체내 간에서 과도한 지방을 감소시키기 위한 제약학적 조성물.

청구항 9 

제 8항에 있어서, 핵산 서열은 서열번호:1을 포함하는 것을 특징으로 하는, 개체내 간에서 과도한 지방을 감소

시키기 위한 제약학적 조성물.

청구항 10 

제 6항에 있어서, 상기 개체는 인간인 것을 특징으로 하는, 개체내 간에서 과도한 지방을 감소시키기 위한 제약

학적 조성물.

청구항 11 
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삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

삭제

청구항 15 

삭제

청구항 16 

개체에서 지방간 및 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기능장애의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물에

있어서, 상기 제약학적 조성물은 치료적 유효량의 Ad36 E4orf1 단백질을 포함하는 것을 특징으로 하는, 지방간

및 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기능장애의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 17 

제 16항에 있어서, 상기 치료 또는 예방은 증가된 지질 산화 또는 간으로부터 지질의 증가된 이동으로 특징지어

지는 간 지방 축적의 개선인 것을 특징으로 하는, 지방간 및 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기능장애의 치

료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 18 

제 16항에 있어서, 상기 조성물은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 포함하고, 아데노바이러스-36 E4orf1 단

백질의 아미노산 서열은 서열번호:2인 것을 특징으로 하는, 지방간 및 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기능

장애의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 19 

제 16항에 있어서, 상기 조성물은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 인코딩하는 핵산을 포함하는 것을 특징으

로 하는, 지방간 및 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기능장애의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 20 

제 19항에 있어서, 핵산 서열은 서열번호:1을 포함하는 것을 특징으로 하는, 지방간 및 인슐린 저항성으로 특징

지어지는 간 기능장애의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 21 

제 16항에 있어서, 상기 개체는 인간인 것을 특징으로 하는, 지방간 및 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기

능장애의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 22 

개체에서 비-알코올성 지방-간염 (NASH)의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물에 있어서, 상기 조성물은 치

료적 유효량의 Ad36 E4orf1 단백질을 포함하는 것을 특징으로 하는, 비-알코올성 지방-간염 (NASH)의 치료 또는

예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 23 

제 22항에 있어서, 상기 조성물은 간 기능장애가 원인인 고혈당증을 치료하거나 예방하는 것을 특징으로 하는,

비-알코올성 지방-간염 (NASH)의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.
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청구항 24 

제 22항에 있어서, 상기 조성물은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 포함하고 아데노바이러스-36 E4orf1 단백

질의 아미노산 서열은 서열번호:2인 것을 특징으로 하는, 비-알코올성 지방-간염 (NASH)의 치료 또는 예방을 위

한 제약학적 조성물.

청구항 25 

제 22항에 있어서, 상기 조성물은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 인코딩하는 핵산을 포함하는 것을 특징으

로 하는, 비-알코올성 지방-간염 (NASH)의 치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 26 

제 25항에 있어서, 핵산 서열은 서열번호:1을 포함하는 것을 특징으로 하는, 비-알코올성 지방-간염 (NASH)의

치료 또는 예방을 위한 제약학적 조성물.

청구항 27 

제 22항에 있어서, 상기 개체는 인간인 것을 특징으로 하는, 비-알코올성 지방-간염 (NASH)의 치료 또는 예방을

위한 제약학적 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

관련된 출원에 대한 교차-참조[0001]

본 출원은 2010년 7월 8일에 제출된, "비-알코올성 지방간 질환의 예방 및 치료를 위한 아데노바이러스 Ad36[0002]

E4orf1 단백질"이라는 제목의 미국 특허 가출원 일련번호 61/362,443의 이익을 주장하며, 상기 문헌은 모든 목

적에 대해 이의 전체로 참조로서 본 명세서에 편입된다. 

정부 재정지원[0003]

본 발명의 개발은 국립보건원, 승인번호 제 R01 DK066164호로부터 보조하에 정부에 의해 부분적으로 재정지원을[0004]

받았다. 정부는 본 발명에 대해 특정 권리를 갖는다.

배 경 기 술

배경기술[0005]

간은 지방 대사에서 지배적인 역할이 있고 보통 지질 (지방)을 축적하지만, 단지 "정상 수준"까지 축적한다. 간[0006]

세포에서 과도한 지질 축적은 간 지방증을 야기하며, 이는 대사작용적으로 해로우며 감소된 베타-산화 또는 감

소된 지방단백질의 분비와 같은, 여러 가지 간 기능장애가 원인이 될 수 있다. 또 다른 간의 많은 기능은 순환

내로 글루코오스를 방출하는 것이다. 건강한 개체에서, 간세포는 혈중 글루코오스 레벨을 조절하기 위해 글루코

오스를 정기적으로 방출한다. 이와 대조적으로, 당뇨병을 앓는 개체에서, 간세포는 걷잡을 수 없게 글루코오스

를 방출하며, 이는 혈중 글루코오스 수준을 증가시킨다. 따라서, 간의 세포 (간세포)로부터 글루코오스 방출을

감소시키는 것은 당뇨병을 조절하는데 매우 유효할 수 있다.

간에서 과도한 지질 축적은 인슐린 저항성에 기여할 수 있고, 따라서 불량한 혈당조절에 기여할 수 있다. 지방[0007]

의 조직 (지방조직)에 의해 분비되는 단백질인, 아디포넥틴(adiponectin)은 많은 방식으로 인슐린 감수성을 개

선한다. 아디포넥틴은 AMPK 및 PPARα 경로를 활성화하기 위해 (32), 전신적 및 간 인슐린 저항성을 감소시키기

위해,  및  간  염증  및  섬유증을  약화시키기  위해  (32)  아디포넥틴  수용체  AdipoR1  및  AdipoR2를  통하여

작용한다. 아디포넥틴 KO 또는 과발현의 쥐 모델에 의해 나타나는 바와 같이, 간 지질 함유량의 강한 결정요인

이다 (14, 33). 아디포넥틴은 AMPK-매개 간 지질 산화의 상향조절에 의해 간 지방증을 낮춘다 (34).

비-알코올성 간 지방 질환 (NAFLD)는 미국에서 최대 20%까지의 성인에서 발병하고 간에서 지방의 과도한 축적[0008]

(간 지방증)을 포함한다. 비만 및 인슐린 저항성과 종종 연관된다 (1, 2). NAFLD의 유병률은 제 2형 당뇨 또는

비만을 앓는 성인에서 약 70-80% (3-5), 모든 어린이에서 3-10%, 및 비만 어린이에서 최대 40-70%까지이다 (4).

NAFLD는 더 큰 전반적인 및 간-관련 사망률과 연관된다 (6, 7). 지방증에 더하여, 염증 및 섬유증이 발생할 수
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있고 NAFLD가 비-알코올성 지방-간염 (NASH), 간경변, 간부전 및 간세포암종으로 발전될 수 있다. 지방증은 잠

재적으로 원상회복이 가능하지만, 일단 NASH로 발전되면, 확실한 치료법은 없으며, 소수의 사용가능한 약물은

제한된 성과를 보인다 (8, 9). 따라서, 간 지방증의 시기적절한 예방 및/또는 치료가 중요하다. 하지만, NAFLD

에 대해서라도, 약물요법은 미미한 성과를 가지며 (10), 음식물의 지방 섭취 및 비만을 감소시키는 것이 치료법

의 중심이다  (11). 분명한 건강 혜택에도 불구하고, 식이 또는 비만에서 지속적인 개선을 성취하기 위한 생활

방식 변화의 준수가 일반적인 모집단에 대한 난제를 입증하였다.

과도한 지방과다증 또는 고지방 (HF)-식이는 NAFLD에 대해 위험 요소이지만, 아데노바이러스 36 (Ad36)은 계속[0009]

되는 HF-식이에도 불구하고 쥐에서 내장의 또는 피하의 지방과다증에서의 감소없이, 간 지방증을 약화시킨다.

Ad36은 HF-식이 유도 간 지방증을 약화시키기 위해 존재하는 지방조직을 질적으로 조작하는 것으로 나타난다.

Ad36에 의한 지방조직의 물질대사 질의 이 변화는 더 많은 흡수 및 감소된 지방산의 방출 및 더 많은 아디포넥

틴 분비를 포함한다 (12, 13). Ad36의 이 특별한 능력은 과도한 지방과다증 또는 과도한 음식물의 지방 섭취의

부작용을 감소시킬 필요없이, 독창적으로 무효화하기 위한 주목할 만한 모델을 제공한다. 또한 약물의 티아졸리

딘다이온 (TZD) 종류는 지방조직의 물질대사 질을 개선할 수 있고, 아디포넥틴을 상향조절할 수 있고, 및 간 지

방증을 개선할 수 있다 (14-16). TZD의 심각한 부작용이 보고되어왔다 (17-19).

Ad36은 동물에서 질병율이나 의도하지 않은 사망률을 야기하지 않는다. 게다가, Ad36은 특히 HF-식이의 존재에[0010]

서, TZD의 작용에 걸쳐 분명한 이점을 갖는 것으로 나타난다. TZD와는 다르게, Ad36은 HF-공급 쥐에서 지방과다

증을 증가시키지 않는다 (20, 21). HF-식이의 존재에서, TZD는 혈당조절을 개선할 수 있지만, 이들은 동시에 간

을 포함한 여러 가지 기관에 지질 저장을 촉진한다 (20, 22, 23). 지방 섭취가 감소되지 않는다면, 이것은 TZD

의 범위를 제한한다. 이의 음식물-지방 및 지방과다증-독립 효과 때문에, 다수의 물질대사 경로에서 Ad36의 잠

재적인 작용은 임상적으로 더욱 흥미롭고, 따라서 잠재적으로 더욱 효과적인 신규한 항-지방증 접근법을 제공할

수 있다.

이로운 목적을 위해 바이러스의 특정한 특성을 이용하는 것은 여러 해 동안 독창적으로 이용되어왔으며, 이는[0011]

박테리오파지 바이러스의 박테리아성 특성의 용도(27),  돌연변이 아데노바이러스의 온콜리틱(oncolytic)  능력

(28), 또는 다양한 상조적인 약물과 함께, 또는 단독으로(30, 31) 암의 치료를 위한 헤르페스 심플렉스 바이러

스(Herpes simplex virus) 및 여러 가지 기타 바이러스의 용도 (29)를 포함한다.

따라서, 지방과다증 또는 음식물의 지방 섭취와는 관계없는 간 지방증을 줄이기 위한 작용제는 매우 흥미롭고[0012]

실용적인 이득일 것이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 요약[0013]

본 발명은 Ad36 감염이 간 병리 및 기능장애의 감소된 발생도와 연관이 있고, Ad36 E4orf1 단백질이 유전자 발[0014]

현 및 생물화학적 경로를 변경하는데 이용되어 개선된 간 기능을 야기할 수 있다는 발견에 관한 것이다.

일반적으로 본 발명은 개체내 비-알코올성 지방간 질환의 증상을 치료하거나 예방하는 방법에 관한 것이다. 몇[0015]

몇 측면에서, 상기 방법은 개체에 치료적 유효량의 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 투여하는 단계를 포함하

며, 개체의 증상은 상기 투여에 따라 개선된다.

본 발명은 개체내 간에서 과도한 지방을 감소시키는 방법에 관한 것이다. 몇몇 측면에서, 상기 방법은 개체에[0016]

치료적 유효량의 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 투여하는 단계를 포함하며, 간에서 지방은 상기 투여에 따

라 낮아진다.

또한 본 발명은 개체내 혈당조절을 개선하는 방법에 관한 것이다. 몇몇 측면에서, 상기 방법은 개체에 치료적[0017]

유효량의 Ad36 E4orf1 단백질을 투여하는 단계를 포함하며, 인슐린 감수성은 상기 투여에 따라 증가된다.

또한 본 발명은 지방간 및/또는 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기능장애를 치료하거나 예방하는 방법에 관[0018]

한 것이다. 몇몇 측면에서, 상기 방법은 개체에 치료적 유효량의 Ad36 E4orf1 단백질을 투여하는 단계를 포함하

며, 간 지방 축적은 상기 투여에 따라 개선된다. 간 지방 축적의 개선은 증가된 지질 산화 또는 간으로부터 지

질의 증가된 이동에 의해 특징지어질 수 있다.

본 발명은 NASH를 감소시키거나 예방하는 방법에 관한 것이다. 몇몇 측면에서, 상기 방법은 개체에 치료적 유효[0019]
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량의 Ad36 E4orf1 단백질을 투여하는 단계를 포함하며, 간 기능장애가 원인인 고혈당증이 감소된다.

아데노바이러스-36 E4orf1 단백질의 아미노산 서열은 서열번호:2 또는 이의 기능적 변이체가 될 수 있다. 아데[0020]

노바이러스-36 E4orf1은 서열번호:1 또는 이의 기능적 변이체를 포함할 수 있다. 개체는 인간이 될 수 있다.

아데노바이러스-36 E4orf1 단백질은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질의 발현을 가능하게 하는 방식으로, 개체[0021]

내로 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 암호화하는 핵산 분자를 도입함으로써 개체에 투여될 수 있다. 핵산

서열은 임의의 적합한 방법을 이용함으로써 도입될 수 있다. 많은 적합한 방법은 전기천공법(electroporation),

DEAE  덱스트란  형질감염(DEAE  Dextran  transfection),  칼슘  포스페이트  형질감염(calcium  phosphate

transfection), 양이온성 리포좀 융합(cationic liposome fusion), 원형질체 융합(protoplast fusion), 생체내

전기장의  형성(creation  of  an  in  vivo  electric  field),  DNA-코팅된  미사발사체  충돌(DNA-coated

microprojectile bombardment), 재조합 복제-결함 바이러스의 주사(injection with recombinant replication-

defective virus), 상동 재조합(homologous recombination), 생체내 유전자 치료(in vivo gene therapy), 생체

외 유전자 치료(ex vivo gene therapy), 나노입자 전달(nanoparticle delivery) 바이러스 벡터(viral vector),

및 네이키드 DNA 전이(naked DNA transfer)와 같이, 해당 분야에서 관습적이다.

과제의 해결 수단

상세한 설명[0022]

개요[0023]

본 발명은 Ad36 감염이 간 병리 및 기능장애의 감소된 발생도와 연관이 있고, Ad36 E4orf1 단백질이 유전자 발[0024]

현 및 생물화학적 경로를 변경하는데 이용되어 개선된 간 기능을 야기할 수 있다는 발견에 관한 것이다. 이들

발견에 기초하여, 비-알코올성 지방간 질환 (NAFLD)은 개체에 Ad36 또는 단리된 또는 재조합 Ad36 E4orf1 단백

질을 투여함으로써 치료되거나 심지어 예방될 수 있다. NAFLD가 NASH로 종종 발전되고 따라서 NAFLD의 병의 과

정을 치료하거나 감소시킴으로써, NASH에 대한 진행이 감소되거나 예방될 수 있다는 것이 해당 분야에서 잘 알

려져 있다. 이에 따라, 본 발명은 또한 NASH를 감소시키거나 예방하기 위한 방법을 포함한다. 많은 바이러스가

심각한 간 손상을 야기하지만 (25, 26), 놀랍게도 Ad36 및 Ad36 E4orf1은 다수의 물질대사 경로를 바람직하게

조절함으로써 간을 보호하며, 그렇게 함으로써 간 지방증 및 간 기능에 이로운 효과를 갖는다.

본 명세서에서 사용된 바와 같은, "혈당조절"은 정상 범위 내에서 글루코오스 수준을 유지하기 위한 신체의 능[0025]

력을 나타낸다. 혈당조절은 인슐린 감수성이 증가될 때 개선된다. 인슐린 저항성은 혈당조절에 반대효과를 갖는

다.

본 명세서에서 사용된 바와 같은, "글루코오스 흡수"는 세포가 이의 환경으로부터 흡수할 글루코오스의 양을 나[0026]

타낸다. 일반적으로 근육세포 또는 지방의 세포 (지방세포 및 지방전구세포)에 의한 더 높은 글루코오스 흡수량

은 순환에서 글루코오스를 제거하고 고혈당증 (혈중 정상 글루코오스보다 높음)을 개선하기 때문에, 이롭다.

인간의 자연적 Ad36 감염과 더 나은 혈당조절 및 더 낮은 간 지질 사이의 관련성이 발견되었다. 이 관련성은 동[0027]

물 모델에서 추가로 조사되었고, 예상치 못하게 Ad36 감염이 간 지질 수준을 낮추고 혈당조절을 개선하였다는

결과를 확인하였다. 추가적 조사는 Ad36 효과가 Ad36 E4orf1 단백질에 의해 매개된다는 것을 밝혀냈다. 본 명세

서에서 설명된 바와 같이, 실시된 본 연구의 결과는 Ad36 E4orf1 단백질이 간에서 지방 산화를 증가시키고, 간

으로부터  지방의  이동을  증가시키고  그리고  간으로부터  글루코오스  방출을  감소시켰다는  것을  입증한다.

따라서, 본 발명자는 바이러스 단백질인, Ad36 E4orf1이 NAFLD에서 Ad36의 보호적 효과, 및 간 기능 및 혈당조

절에서 이로운 효과의 원인이 된다는 것을 발견하였다. Ad36 E4orf1 구조 및 특정 물질대사 기능은 2007년 6월

7일, 국제 공개공보 제 WO 2007/064836으로 발행된 국제 출원 제 PCT/US2006/045919에서 설명된다.

본 명세서에서 보여준 바와 같이, Ad36의 E4orf1 단백질은 간 지방증에서 Ad36 바이러스의 보호적 효과의 매개[0028]

체이다. Ad36 감염 쥐는 그들의 간에서, 심지어 감염 후 5개월에도 E4orf1 유전자를 계속 발현한다. 이들 간은

더 적은 지질 축적, 및 지질 산화와 지질 유출 (export)를 촉진하는 유전자의 더 높은 발현을 실질적으로 보여

준다. 게다가, Ad36 E4orf1은 아디포넥틴을 상향조절하고, Ad36 E4orf1로 HepG2 세포 (간세포주)의 형질감염은

Glut2 존재도(abundance), 및 글루코오스 방출을 하향조절한다.

어느 한 특정 이론에 한정됨 없이, 아디포넥틴은 간 지방증의 주요 효과기이고 지방조직에 의해 분비된다는 것[0029]

으로 간주된다. Ad36 E4orf1 단백질 단독의 발현은 세포에 의한 아디포넥틴 분비를 확고하게 증가시킨다. 이것

은 Ad36이 아디포넥틴의 E4orf1 매개 상향조절을 통하여 간 지질 축적을 낮춘다는 것을 입증한다. 또한, Ad36
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E4orf1은 Glut2 존재도, 및 글루코오스 방출을 하향조절하며, 이는 간에서 지질 축적을 줄이는데 기여할 수 있

다. 따라서, Ad36은 간세포에 직접적 효과로써 및 아디포넥틴을 통한 간접적 효과를 통하여 간 지방증으로부터

보호한다는 것, 및 E4orf1 단백질은 이들 효과의 매개체라는 것이 간주된다.

치료적 방법[0030]

본 발명은 NAFLD를 치료하거나 예방하기 위한, 간에서 과도한 지방을 줄이기 위한, 혈당조절을 개선하기 위한[0031]

및 간 기능장애를 치료하거나 예방하기 위한 치료적 방법을 제공한다. 

한가지 측면에서, 본 발명은 비-알코올성 지방간 질환 (NAFLD)의 증상의 치료법 및 예방법에 대한 방법을 제공[0032]

한다. 치료적 유효량의 Ad36 조성물이 NAFLD를 치료하거나 예방하기 위해 이를 필요로 하는 개체 (가령, 인간

또는 기타 영장류와 같은 포유류)에 투여된다. 

한가지 측면에서, 본 발명은 NASH의 예방을 위한 방법을 제공한다. 치료적 유효량의 Ad36 조성물이 간 기능장애[0033]

가 원인인 고혈당증을 감소시킴으로써 NASH를 예방하기 위해 이를 필요로 하는 개체 (가령, 인간 또는 기타 영

장류와 같은 포유류)에 투여된다.

한가지 측면에서, 본 발명은 개체 (가령, 인간 또는 기타 영장류와 같은 포유류)의 간에서 과도한 지방을 감소[0034]

시키기 위한 방법을 제공한다. 치료적 유효량의 Ad36 조성물이 개체의 간에서 과도한 지방을 감소시키기 위해

이를 필요로 하는 개체에 투여된다.

한가지 측면에서, 본 발명은 개체 (가령, 인간 또는 기타 영장류와 같은 포유류)내 혈당조절을 개선하기 위한[0035]

방법을 제공한다. 치료적 유효량의 Ad36 조성물이 개체내 혈당조절을 개선하기 위해 개선을 필요로하는 개체에

투여된다.

한가지 측면에서, 본 발명은 지방간 및/또는 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간 기능장애를 치료하거나 예방하[0036]

기 위한 방법을 제공한다. 치료적 유효량의 Ad36 조성물이 지방간 및/또는 인슐린 저항성으로 특징지어지는 간

기능장애를 치료하거나 예방하기 위해 이를 필요로 하는 개체 (가령, 인간 또는 기타 영장류와 같은 포유류)에

투여된다.

본 명세서에서 설명된 상기 방법 중 어느 하나의 바람직한 실시양태에서, 투여된 Ad36 조성물은 단리된 또는 재[0037]

조합 Ad36 E4orf1 단백질 또는 이의 기능적 변이체이다. 본 명세서에서 설명된 상기 방법 중 어느 하나의 다른

바람직한 실시양태에서, 투여된 Ad36의 조성물은 Ad36 E4orf1 단백질 또는 이의 기능적 변이체를 인코딩하는 단

리된 또는 재조합 핵산이다.

Ad36 조성물[0038]

본 발명에 따라 투여된 Ad36 조성물은 다양한 형태를 가질 수 있다. 바람직하게는, 상기 조성물은 E4orf1 또는[0039]

이의 기능적 변이체를 포함한다. 예를 들어, Ad36 조성물은 Ad36 바이러스 또는 약화된 변이체, 또는 가열-살균

(heat-killed)된 또는 표백-살균(bleach-killed)된 Ad36 또는 복제 결핍 재조합 Ad36과 같은 Ad36의 불활성화

형태일 수 있다. Ad36 조성물은 단리된 또는 재조합 Ad36 단백질, 바람직하게는 E4orf1 단백질 또는 이의 기능

적 변이체를 포함할 수 있다. Ad36 조성물은 E4orf1 단백질 또는 이의 기능적 변이체를 인코딩하는 핵산을 포함

할 수 있다. Ad36 조성물은 E4orf1 단백질의 유사체, 예를 들어 화학적 유사체 또는 구조적 유사체를 포함할 수

있다.

단백질 및 펩티드[0040]

Ad36 조성물은 단리된 또는 재조합 Ad36 단백질, 바람직하게는 E4orf1 단백질 또는 이의 기능적 변이체를 포함[0041]

할 수 있다.

"단리된"으로서 본 명세서에 언급된 단백질 또는 폴리펩티드는 이들이 감염된 포유류 세포에 존재하는 것이 아[0042]

닌 상태로 정제된 단백질 또는 폴리펩티드이다. E4orf1 및 이의 기능적 변이체를 포함한 Ad36 단백질은 재조합

발현 및 정제, 화학적 합성 (가령, 합성 펩티드)과 같은, 잘 알려진 방법을 이용하여 또는 생물학적 및 화학적

방법의 조합에 의해 및 단리된 재조합 단백질 또는 폴리펩티드에 의해, 생성될 수 있다. 단백질은 최소한 약 50

중량%, 바람직하게는 최소한 약 75 중량%의 단리된 상태에서 그리고 더 바람직하게는, 본질적으로 순수한 형태

에서 얻어질 수 있다. "재조합"으로서 본 명세서에 언급된 단백질 또는 폴리펩티드는 재조합 핵산의 발현에 의

해 생성된 단백질 또는 폴리펩티드이다.

본  명세서에서  사용된  바와  같은  "Ad36  E4orf1"은  아데노바이러스  36에서  자연적으로  발생한  또는  내생의[0043]
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E4orf1 단백질, 자연적으로 발생한 또는 내생의 상응 Ad36 E4orf1의 아미노산 서열과 동일한 아미노산 서열을

갖는 단백질 (가령, 재조합 단백질), 및 전술한 것 각각의 기능적 변이체 (가령, 돌연변이 유발 및/또는 재조합

기술을 통하여 생성된 기능적 단편 및/또는  돌연변이)를  나타낸다.  이에  따라,  본  명세서에서 정의된 바와

같은, 용어는 성숙 Ad36 E4orf1, 글리코실화 또는 비글리코실화 Ad36 E4orf1 단백질, 다형성 또는 대립형질 변

이체, 및 Ad36 E4orf1의 기타 이소폼 (가령, 선택적 스플라이싱(alternative splicing) 또는 기타 세포 공정),

및 기능적 단편을 포함한다.

Ad36 E4orf1의 "기능적 변이체"는 기능적 단편, 기능적 돌연변이 단백질, 및/또는 기능적 융합 단백질을 포함한[0044]

다. 일반적으로 본 발명에 포함된 Ad36 E4orf1의 단편 또는 부분은 성숙 Ad36 E4orf1 (N-말단, C-말단 또는 내

부 결실과 같은)에 관하여 아미노산 (즉, 하나 이상의 아미노산)의 결실 (즉, 하나 이상의 결실)을 갖는 이들을

포함한다. Ad36 E4orf1에 관하여 단지 근접한 아미노산이 결실된 또는 비-근접한 아미노산이 결실된 단편 또는

부분이 또한 계획된다. 일반적으로, 본 발명에 포함된 Ad36 E4orf1의 돌연변이 또는 유도체는 하나 이상의 근접

한 또는 비-근접한 아미노산 잔기의 첨가, 결실 및/또는 치환, 또는 하나 이상의 잔기가 변형된 개질된 폴리펩

티드, 및 하나 이상의 변형된 잔기를 포함하는 돌연변이에 의해 달라지는 자연적 또는 인공적 변이체를 포함한

다. 바람직한 돌연변이는 하나 이상의 근접한 또는 비-근접한 아미노산 잔기의 첨가, 결실 및/또는 치환에 의해

달라지는 Ad36 E4orf1의 자연적 또는 인공적 변이체이다.

Ad36 E4orf1 의 "기능적 단편 또는 부분"은 간 지방증 약화, 글루코오스 처리 증진, 및/또는 혈당조절 개선과[0045]

같은 최소한 하나의 Ad36 E4orf1의 특성, 활성도 및/또는 기능 특징을 갖는 단리된 및/또는 재조합 단백질 또는

올리고펩티드를 나타낸다.

일반적으로, Ad36 E4orf1 또는 기능적 변이체는 변이체의 길이에 걸쳐 서열번호:2 또는 서열번호:4와 최소한 약[0046]

85% 유사한, 최소한 약 90% 유사한, 최소한 약 95% 유사한, 최소한 약 96% 유사한, 최소한 약 97% 유사한, 최소

한 약 98% 유사한, 또는 최소한 약 99% 유사한 아미노산 서열을 갖는다.

몇몇 실시양태에서, 서열번호:1 또는 서열번호:3은 Ad-36 E4orf1의 정제된 단백질을 만들기 위해, 예를 들어,[0047]

현재 사용가능한 재조합 단백질 생성물을 이용하여 사용된다. 아미노산 서열 동일성은 디폴트 파라미터(default

parameter)를  이용한,  CLUSTAL  W와  같은  적합한  아미노산  서열  배열  알고리즘을  이용하여  결정될  수  있다

(Thompson J. D. et al., Nucleic Acids Res. 22:4673-4680 (1994)).

핵산 및 벡터[0048]

 Ad36 조성물은 Ad36의 단백질, 바람직하게는 E4orf1 단백질 또는 이의 기능적 변이체를 암호화하는 단리된 또[0049]

는 재조합 핵산 또는 벡터를 포함할 수 있다.

Ad36 E4orf1 단백질 또는 이의 기능적 변이체를 인코딩하는 서열을 갖는 단리된 및/또는 재조합 (가령, 본질적[0050]

으로 순수한 것을 포함) 핵산은 원위치(in situ)에서 Ad36 E4orf1 생성을 야기하기 위해 투여될 수 있다. "단리

된"으로서 본 명세서에서 언급된 핵산은 그들 원천지(가령, 라이브러리(library)와 같은 세포 또는 핵산의 혼합

물에서 존재하는 것처럼)의 유전체 DNA 또는 세포성 RNA의 핵산을 떠나 분리된 핵산이며, 그리고 추가적 공정을

받을 수 있다. "단리된" 핵산은 본질적으로 순수한 핵산, 화학적 합성에 의해, 생물학적 및 화학적 방법의 조합

에 의해 생성된 핵산 및 단리된 재조합 핵산을 포함하는, 본 명세서에서 설명된 방법, 유사한 방법 또는 기타

적절한 방법으로 얻은 핵산을 포함한다. "재조합"으로서 본 명세서에 언급된 핵산은 중합효소 연쇄 반응 (PCR)

및/또는 제한 효소를 이용하여 벡터 내로 클로닝(cloning)과 같은 인공 재조합의 방법에 의존한 절차에 의해 발

생된 이들 핵산을 포함한 재조합 DNA 방법론에 의해 생성된 핵산이다. 또한 "재조합" 핵산은 자연적 메커니즘을

통해 발생된 재조합 사건이 원인이 되는 것들이지만, 바람직한 재조합 사건을 허용하고 일어나게끔 하기 위해

설계된 세포의 핵산으로 도입 후 선택된다. 

이들 기준을 만족하는 단리된 및/또는 재조합 핵산은 자연적으로 발생한 Ad36 E4orf1 및 이의 부분, 또는 자연[0051]

적으로 발생한 서열의 기능적 변이체를 인코딩하는 서열과 동일한 서열을 갖는 핵산을 포함한다. 이러한 변이체

는 하나 이상의 잔기의 첨가 결실 또는 치환, 하나 이상의 잔기가 변형된 개질된 핵산 (가령, DNA 또는 RNA 유

사체), 및 하나 이상의 변형된 잔기를 포함한 돌연변이에 의해 달라지는 돌연변이를 포함한다. 서열은 개체에서

발현을 위해 코돈-최적화 또는 코돈 비-최적화일 수 있다.

한가지 측면에서, Ad36 E4orf1 및 기능적 변이체는 변이체의 길이에 걸쳐 서열번호:1 또는 서열번호 3과 최소한[0052]

약 85% 유사한, 최소한 약 90% 유사한, 최소한 약 95% 유사한, 최소한 약 96% 유사한, 최소한 약 97% 유사한,

최소한 약 98% 유사한, 또는 최소한 약 99% 유사한 핵산 서열을 갖는다. 핵산 서열 동일성은 디폴트 파라미터를
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이용한, CLUSTAL W와 같은 적합한 핵산 서열 배열 알고리즘을 이용하여 결정될 수 있다 (Thompson J. D. et

al., Nucleic Acids Res. 22:4673-4680 (1994)).

핵산은 DNA, RNA의 형태로 존재할 수 있으며, 단일 또는 이중 가닥 중 하나로 존재할 수 있다. 일반적으로, 핵[0053]

산은 복제 개시점, 프로모터, 및 증폭자와 같은 발현 조절 서열과 작동가능하게 연결된다 (가령, Queen,  et

al., Immunol. Rev. 89:49-68, 1986을 참고). 바람직한 세포에서 재조합 단백질의 발현을 위한 많은 수의 적절

한 벡터는 해당 분야에서 기존의 것이며 잘 알려져 있다. 적절한 벡터는 하나 이상의 다음을 포함하지만 이에

제한되지 않는 많은 수의 조성물을 포함할 수 있다: 복제 개시점; 선택적 마커 유전자; 전사 조절 요소 (가령,

프로모터, 증폭자, 종결자)와 같은 하나 이상의 발현 조절 요소, 및/또는 하나 이상의 번역 신호; 및 선택된 숙

주세포에서 분비 경로를 표적하기 위한 신호서열 또는 선도서열. 바람직한 경우, 벡터는 탐지할 수 있는 마커를

포함한다.

특정 실시양태에서, 발현 벡터는 유전자 치료에 이용된다. 발현은 벡터에서 제공되는, 및 숙주세포내 관심 유전[0054]

자의 발현을 유도하는 바이러스의 및 포유류의 공급원 둘 모두에서 증폭자/프로모터와 같은 다양한 조절 요소를

포함하는 적절한 신호를 요구한다. 또한 숙주세포내 전령 RNA 안정성 및 변환성을 최적화하기 위해 설계된 요소

가 알려져 있다.

발현 벡터가 세포 내로 도입될 수 있는 많은 수의 방식이 있다. 본 발명의 특정 실시양태에서, 발현 구조체는[0055]

바이러스  또는  바이러스  유전체에서  파생된  조작된  구조체를  포함한다.  수용체-매개  엔도사이토시스

(endocytosis)를 통하여 세포로 들어가기 위한, 숙주세포 유전체 내로 통합되기 위한, 그리고 바이러스 유전자

를 안정되게 및 유효하게 발현하기 위한 특정 바이러스의 능력은 이들을 포유류 세포 내로 외래 유전자의 전달

을 위한 흥미로운 후보자로 만들었다 (Ridgeway, 1988; Nicolas and Rubinstein, In: Vectors: A survey of

molecular  cloning  vectors  and  their  uses,  Rodriguez  and  Denhardt,  eds.,  Stoneham:  Butterworth,  pp.

494-513,  1988.;  Baichwal  and  Sugden,  Baichwal,  In:  Gene  Transfer,  Kucherlapati  R,  ed.,  New.  York,

Plenum  Press,  pp.  117-148,  1986.  1986;  Temin,  In:  Gene  Transfer,  Kucherlapati,  R.  ed.,  New  York,

Plenum Press, pp. 149-188, 1986). 바람직한 유전자 치료 벡터는 일반적으로 바이러스 벡터이다.

Ad36 E4orf1 투여[0056]

투여의 다양한 루트(route)는 비경구 (가령, 정맥내, 동맥내, 근육내, 피하 주사), 경구 (가령, 음식물), 국부,[0057]

흡입 (가령, 기관지내, 비내 또는 경구 흡입, 비내 액적), 또는 직장을 포함하지만, 이에 반드시 제한되지 않는

것으로 가능하다.

아데노바이러스-36 E4orf1 단백질은 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질의 발현을 가능하게 하는 방식으로, 포유[0058]

류 내로 아데노바이러스-36 E4orf1 단백질을 인코딩하는 핵산 서열 도입함으로써 투여될 수 있다. 이러한 방법

에서, 핵산 서열은 전기천공법, DEAE 덱스트란 형질감염, 칼슘 포스페이트 형질감염, 양이온성 리포좀 융합, 원

형질체 융합, 생체내 전기장의 형성, DNA-코팅된 미사발사체 충돌, 재조합 복제-결함 바이러스의 주사, 상동 재

조합, 생체내 유전자 치료, 생체외 유전자 치료, 바이러스 벡터, 및 네이키드 DNA 전이로 구성된 그룹에서 선택

된 방법으로 도입될 수 있다.

투여될 Ad36 조성물의 제제는 선택된 투여의 루트 (가령, 용액, 에멀젼(emulsion), 캡슐(capsule)) 및 치료될[0059]

개체에  따라서  달라질  것이다.  투여될  화합물을  포함하는  적절한  조성물은  생리적으로  허용가능한  비히클

(vehicle) 또는 담체로 제조될 수 있다. 용액 및 에멀젼의 경우, 적합한 담체는 식염수 및 완충액 배지를 포함

한, 예를 들어, 수성 또는 알콜성/수성 용액, 에멀젼 또는 현탁액을 포함한다. 비경구 비히클은 소듐 클로라이

드 용액, 링거 덱스트로오스, 덱스트로오스와 소듐 클로라이드, 유산을 첨가한(lactated) 링거액 또는 고정유

(fixed oil)를 포함할 수 있다. 정맥내 비히클은 다양한 첨가제, 보존제, 또는 유체, 영양분 또는 전해질 보충

제를 포함할 수 있다 (일반적으로, Remington's Pharmaceutical Science, 16th Edition, Mack, Ed. 1980을 참

고). 흡입의 경우, 화합물은 가용화되고 투여를 위해 적합한 디스펜서 (가령, 애토마이저(atomizer), 네뷸라이

저(nebulizer)  또는 가압 에어로졸 디스펜서(pressurized  aerosol  dispenser))내로 로딩되거나, 또는 호흡할

수 있는 건조 분말로 조제된다.

Ad36 조성물은 단일 분량 또는 다수의 분량으로 투여될 수 있다. 치료적 유효량이 투여된다. 치료적 유효량은[0060]

투여조건 하에 의도된 효과를 초래하는데 충분한 양이다. 예를 들어, 지방 산화를 증가시키고, 간 밖으로 지방

의  이동을  증가시키고,  간에서  Glut2  존재도를  낮추고,  간에서  G6Pase를  감소시키고,  아디포넥틴,  및/또는

Glut4를 증진시키고, 혈당조절을 개선하고 및/또는 간 기능을 개선하는데 충분한 양이 투여될 수 있다. 적절한
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용량은 해당 분야에서 알려진 방법을 이용하여 일반적인 기술의 임상의에 의해 결정될 수 있으며, 상기 용량은

개체의 연령, 약물에 대한 감수성, 내성 약물, 질환의 심각성 및 전반적인 웰빙(well-being), 그리고 기타 요인

을 고려한다. 적합한 용량은 치료마다 체중 kg당 약 0.1 내지 약 10.0 mg일 수 있다.

Ad36 조성물이 투여된 개체는 치료가 효과적인지 아닌지 확인하기 위해, 예를 들어, 초음파를 이용한 비-침습성[0061]

검사를 통해 선별될 수 있다. 몇몇 측면에서, 개체는 초음파를 이용하여 선별될 것이다. 몇몇 측면에서, 개체는

간 효소를 측정하기 위해 간 기능검사를 받을 것이다.

본 명세서에서 인용된 모든 문헌의 전체적인 교시는 참조로서 본 명세서에 편입된다. [0062]

Ad36 E4orf1 서열[0063]

Ad-36 E4 orf 1 DNA 서열 (서열번호:1)[0064]

[0065]

Ad-36 E4 orf 1 단백질 번역 (서열번호:2)[0066]

[0067]

Ad-36 E4 orf 1 △PDZ DNA 서열 (서열번호:3) [0068]

[0069]

Ad-36 E4 orf 1 △PDZ 단백질 번역 (서열번호:4)[0070]

[0071]
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도면의 간단한 설명

도면의 간단한 설명[0072]

도 1은 음식-공급(chow-fed) 쥐에서 복막후 지방체(fat pad) 및 간의 무게를 보여주는 그래프이다.

도 2는 고지방 (HF)-공급 쥐의 체중을 보여주는 그래프이다.

도 3A는 음식-공급 쥐의 공복시 혈청 글루코오스를 보여주는 그래프이다. 도 3B는 음식-공급 쥐의 혈청 인슐린

을 보여주는 그래프이다. 도 3C는 HF-공급 쥐에서 공복시 혈청 글루코오스의 변화를 보여주는 그래프이다. 도

3D는 HF-공급 쥐에서 공복시 혈청 인슐린의 변화를 보여주는 그래프이다.  도 3E는 HF-공급 쥐에서 감염 후 12

주에 글루코오스 내성 검사의 결과를 보여주는 그래프이다. 도 3F는 HF-공급 쥐에서 감염 후 20주에 무공급 혈

청 글루코오스를 보여주는 그래프이다.

도 4A는 HF-공급 쥐의 공복시 혈청 글루코오스를 보여주는 그래프이다. 도 4B는 감염 후 20주에 HF-공급 쥐의

무공급 혈청 글루코오스를 보여주는 그래프이다.

도 5A는 HF-공급 쥐의 골격근에서 단백질 존재도를 보여주는 웨스턴 블롯(Western blot)이다. 도 5B는 HF-공급

쥐의 지방조직에서 단백질 존재도를 보여주는 웨스턴 블롯이다. 도 5C는 HF-공급 쥐의 간에서 단백질 존재도를

보여주는 웨스턴 블롯이다.

도 6A는 C57Bl/6J 쥐의 간 조직의 과요오드산-쉬프 염색(Periodic acid-Schiff stain)의 패널이다. 어두운 염

색은 글리코겐을 나타내고 흰색 영역은 지질 축적을 명시한다. 음식 공급 대조군 쥐는 최소한의 지질 축적을 나

타낸다. HF-공급 그룹은 더 많은 지질 축적을 나타내었다. 하지만, Ad36은 더 적은 지질 축적 및 더 많은 글리

코겐에 의해 나타나는 바와 같이, HF-식이 유도 지방증을 실질적으로 약화시켰지만, Ad2는 그렇지 않았다 (HF-

공급 모의 감염 대 HF-공급 Ad36 감염; p<0.02). 도 6B는 HF-공급 쥐의 간 절편의 글리코겐 함유량을 보여주는

그래프이다. 도 6C는 HF-공급 쥐의 간 절편의 지질 함유량을 보여주는 그래프이다.

도 7은 감염 후 20 주에 무공급 상태에서 죽인 HF-공급 쥐로부터의 지방조직을 이용한 웨스턴 블롯을 보여준다

(3마리 쥐/그룹). 도 7A: GAPDH는 로딩한 대조군이었다. 모의와 비교하여, 포스포-AKT, Glut 1, Glut 4 및 아

디포넥틴은 Ad36 그룹에 대하여 더 컸지만 (p<0.05), Ad2에 대해서는 그렇지 않았다. 도 7B: 모의와 비교하여,

비-감소, 비-변성 조건 하에 분석된 아디포넥틴 올리고머 각각은 Ad36에 대하여 더 컸지만 (p<0.03), Ad2에 대

해서는 그렇지 않았다.

도 8은 HF-공급 쥐의 간 단백질을 이용한 웨스턴 블롯을 보여준다. 모의와 비교하여, Ad36에 대하여 p-AMPK는

더 컸고, Glut2 및 G6pase는 더 낮았지만 (p<0.05), Ad2에 대해서는 그렇지 않았다.

도 9A 및 9B는 음식-공급 쥐에서 기선  (0주) 및 감염 후 최대 12 주까지 공복시 혈중 글루코오스 (A) 및 공복

시 혈청 인슐린 (B)을 보여주는 그래프이다. *p<0.05 대 모의.

도 10A-D는 HF 식이 상에서 쥐의 감염 후 Ad36, Ad2 또는 모의 그룹에서 혈청 글루코오스 및 인슐린 시간 경과

를 보여주는 그래프이다. (A) 4 및 8 주: 기선에 조정된 공복시 혈청 글루코오스 (0주). (B): 12주: 2.5 mg/g

체중 후 복강내(i.p.) 글루코오스 내성 검사. (C): 20주: 무공급 글루코오스. (D): 0주에서부터 공복시 인슐린

의 변화. 각 연구의 모의와 비교하여, *p<0.05 또는 더 작음.

도 11A-C는 E4orf1 발현이 3T3-L1 (A) 지방전구세포, (B) 지방세포 및 (C) C2C12 근아세포에서 기초 2DG 글루

코오스 흡수를 실질적으로 증가시켰다는 것을 보여주는 그래프이다. 도 11D는 E4orf1 발현이 기초 그리고 인슐

린  자극  조건  하에  HepG2  세포에  의한  글루코오스  산출량을  실질적으로  감소시켰다는  것을  보여주는

그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

예시[0073]

본 명세서에 개시된 연구의 결과는 인간에서 Ad36 감염과 더 낮은 간 지질 수준 및 더 나은 혈당조절 사이에 연[0074]

관성이 있다는 것을 밝혀냈다. 또한 상기 결과는 Ad36 E4orf1 단백질이 Ad36 바이러스의 보호 효과의 매개자이

며 상기 효과는 아디포넥틴 및 Glut2 존재도를 포함하여 여러 가지 유전자의 발현을 변경하는 것을 통해 매개되

기 쉽다는 것을 입증한다. 따라서, 본 명세서에 개시된 이들 연구는 Ad36, Ad36 E4orf1, 및 이의 기능적 변이체

가 NAFLD를 치료하거나 예방하고, 포유류의 간에서 과도한 지방을 감소시키고, 혈당조절을 개선하고, 그리고 간
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기능장애를 치료하거나 예방하는데 이용될 수 있다는 것을 보여준다.

a. 기술 및 분석:[0075]

바이러스 제조. Ad-36은 앞서 설명된 및 이용된 바와 같은 A549 세포 (인간 폐암 세포주)에서 정제된 및 번식된[0076]

아메리칸 타입 컬쳐 컬렉션(American Type Culture collection) (ATCC Cat# VR913) 플라크에서 얻어졌다 (45,

44). 또한 Ad-2는 ATCC (Cat #VR846)에서 얻어졌으며 A549 세포에서 번식되었다. 바이러스 역가는 플라크 분석

(45) 및 플라크 형성 단위 (PFU)로서 발현된 접종에 의해 측정되었다. 

b. 생물화학적 분석:[0077]

글루코오스: 각 쥐에서의 2μL의 혈청이 Raichem 글루코오스 옥시다아제 방법 (R80038)을 이용하여 96-웰 플레[0078]

이트 포맷에서 측정되었다. 흡광도는 500nm에서 판독되었다. 인슐린: 초고감도 쥐 인슐린 ELISA 키트 (Crystal

Chem, # 90090)가 인슐린을 측정하는데 이용되었다. 트리글리세라이드는 카디오체크 리피드 패널 검사 스트립

(Cardiochek Lipid panel test strip)을 이용하여 측정되었다.

qRT-PCR: mRNA는 제조자의 지시에 따라 RNeasy 미니 키트(RNeasy Mini kit) (Qiagen,  # 74101)를 이용하여 고[0079]

-지방  공급  쥐의  지방조직에서  추출되었다.  잔여  DNA는  앰플리케이션  그래이드  데옥시리보뉴클레아제

I(Amplification grade Deoxyribonuclease I) (Invitrogen,  # 18068-015)를 이용함으로써 제거되었다. 1μg의

전체 RNA는 제조자의 프로토콜에 따라 iscriptTM cDNA 합성 키트 (BioRad, # 170-8890)를 이용하여 cDNA로 역

전사되었다. PCR 코어 시스템 II(PCR core system II) (Promega, # M7665)이 cDNA의 증폭을 위해 이용되었다.

GAPDH (글리세르알데하이드 3 포스페이트 디하이드로게나아제; Applied Biosystems, # Mm99999915_g1)와 비교

하여 정량적 RT-PCR은 유전자 TNFα (종양 괴사인자 알파, Applied Biosystems, # Mm00443259_g1), 레스시틴

(Resistin) (Applied Biosystems, # Mm00445641_m1), MCP-1(대식세포 주화성 단백질; Applied Biosystems, #

Mm00441243_g1) CD68 (Applied Biosystems, # Mm03047343_m1), TLR4 (톨 유사 수용체 4; Applied Biosystems,

# Mm00445274_m1), MCSF (대식세포 집락 자극인자; Applied Biosystems # Mm00432688_m1), 및 IL6 (인터루킨

6; Applied Biosystems, # Mm00446191_m1)의 상대적인 발현 수준을 검사하기 위해 수행되었다. 평균은 T-테스

트에 의해 비교되었다. 유의성은 p<0.05에서 설정되었다.

c. 감염 확인:[0080]

항체 역가:[0081]

혈청내  중화항체의  존재는  '불변  바이러스-감소  혈청(constant  virus-decreasing  serum)'  방법  -  세부사항[0082]

(92)에서 설명된 바와 같이 항체를 중화시키는 것을 확인하기 위한 민감한, 특이적 및 금 표준 분석에 의해 확

인되었다. 간단히, 열 불활성 검사 혈청은 96-웰 플레이트에서 1:2 내지 1:512로 연속으로 희석 (2배)되었다.

100 TCID-50 (조직 배양 감염도 분량 50) 전체의 각 아데노바이러스 작용 스톡(work stock)은 웰 각각에 첨가되

었고, 그 다음 37 ℃에서 1시간의 인큐베이션(incubation) 후 A549 세포가 첨가되었다. 각 검사 혈청은 중복으

로 이루어졌다. 혈청 대조군 (혈청 및 세포, 하지만 바이러스는 없음), 세포 대조군(세포 단독, 바이러스 없음,

혈청 없음), 및 바이러스 대조군 (세포 및 바이러스, 혈청 없음)이 각 분석에 포함되었다. 플레이트는 13일 동

안 37 ℃에서 인큐베이션되었고 CPE (세포병변 효과)의 존재가 주목되었다. 1:8 또는 그 이상의 희석에서 CPE가

없는 혈청 샘플은 각 바이러스에 대한 중화항체의 존재에 대하여 양성인 것으로 그리고 그 바이러스로의 사전

감염의 증거로 간주되었다. 1:8보다 낮은 역가를 가진 샘플은 바이러스 항체의 존재에 대하여 음성인 것으로 간

주되었다. 바이러스 역적정이 질적 검사로서 각 분석으로 실시되었다.

바이러스 DNA 및 RNA에 대한 선별:[0083]

DNA 단리: DNA는 QIAMP DNA 미니 키트 (# 51306)를 이용하여 단리되었다. 프라이머는 Ad36, Ad2의 E4 유전자에[0084]

대하여 그리고 또한 쥐 β-액틴에 대하여 설계되었다. DNA는 PCR에 의해 증폭되었다. 프라이머 서열은 다음과

같다:

Ad36 정방향 프라이머: 5'-GGCATACTAACCCAGTCCGATG-3', [0085]

Ad36 역방향 프라이머: 5'-TCACTCTCAGCAGCAGCAGG-3'; [0086]

Ad2 정방향 프라이머: 5'-CCTAGGCAGGAGGGTTTTTC-3', [0087]

Ad2 역방향 프라이머: 5'-ATAGCCCGGGGGAATACATA-3',[0088]
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쥐 β-액틴 정방향 프라이머: 5'-GATCTTCATGGTGCTAGGAG-3', [0089]

쥐 β-액틴 역방향 프라이머: 5'-ACGTTGACATCCGTAAAGAC-3'.[0090]

음성 PCR 대조군: 물. 양성 PCR 대조군: Ad36 또는 Ad2 감염된 A549 세포로부터의 DNA. DNA는 95℃에서 2분 동[0091]

안 변성되었고 35 회전의 PCR 대상이 되었다 (1분 동안 94℃, 1분 동안 55℃, 2분 동안 72℃ 그 다음 5분 동안

72℃에서 인큐베이션). RNA는 제조자의 지시에 따라 RNeasy 미니 키트(RNeasy Mini kit) (Qiagen, # 74101)를

이용하여  추출되었다.  잔여  DNA는  앰플리케이션  그래이드  데옥시리보뉴클레아제  I(Amplification  grade

Deoxyribonuclease I) (Invitrogen, # 18068-015)를 이용함으로써 제거되었다. 1μg의 전체 RNA는 제조자의 프

로토콜에 따라 iscriptTM cDNA 합성 키트 (BioRad, #170-8890)를 이용하여 cDNA로 역전사되었다. PCR 코어 시

스템 II(PCR core system II) (Promega, # M7665)이 cDNA의 증폭을 위해 이용되었다.

d. 글루코오스 내성 검사:[0092]

16시간 단식 후에, 의식이 있는 쥐는 D-글루코오스 (체중의 2.5 mg/g)로 복강내 주사되었다. 혈액이 글루코오스[0093]

주사 전 (시간 0) 및 주사 후 10, 20, 30, 60, 120 및 150분에 꼬리 정맥으로부터 수집되었다. 혈중 글루코오스

는 글루코미터(glucometer)를 이용하여 측정되었다 (Contour, Bayer).

e.웨스턴 블롯 분석:[0094]

면역침강법: IR, IRS1 및 IRS2의 면역침강법을 위해, 조직 샘플이 50mM HEPES (pH 7.4), 2mM 소듐 오쏘바나데[0095]

이트, 10 mM 소듐 플로라이드, 2 mM EDTA, 1% NP-40, 0.25% 소듐 데옥시콜레이트 및 프로테아제 억제제를 함유

한 완충액에서 균질화되었다. 이후 균질화물 (250 μg)은 3 μg의 일차 항체로 면역침강되었다. 샘플은 4-20%

구배 겔을 이용하여 SDS-PAGE로 처리되었고 PVDF 막으로 이동되었다. 상기 막은 항-포스포 항체로 면역블로팅되

었다.  인산화-tyr-1322-IR-β (Millipore,  #  04-300)  및 전체 IR-β 수용체 (Millipore,  #  05-1104),  전체

IRS1 (Santacruz, # Sc-559) 및 pIRS1-(tyr-989) (Santacruz, # Sc-17200), pIRS1-(ser307) (Cell signaling,

# 2381), (Milipore, # 06-506)으로부터의 IRS2 및 (Santacruz, # Sc-17195-R)로부터의 p-IRS2 (tyr-612)에 대

한 항체가 이용되었다.

웨스턴 블롯: 단백질 농도는 바이신코니닉 산(bicinchoninic acid) 분석에 의해 수량화되었고 4-20%까지 또는[0096]

동일한 양으로 폴리아크릴아마이드 겔에 로딩되었다. 이후 단백질은 PVDB 막으로 이동되었다. 막은 3% BSA를 함

유한 PBS  트윈-20로  차단되었고 전체 AKT  (Cell  signaling,  #  4691),  p-AKT(ser-473)  (Cell  signaling,  #

9271), Ras (Cell signaling, # 3965), Glut1 (Abcam, # 35826), Glut4 (Abcam, # 14683), Glut2 (Santacruz,

# 9117), 글루코오스 6-포스파타아제 (Santacruz, # 7291), 전체 AMPKα (Cell signaling, # 2603), p-AMPKα

(Thr-172)  (Cell signaling, # 2535) 및 렙틴 (Abcam, # 2095) 항체 각각을 인식하는 다클론 또는 단일클론

항체와 함께 인큐베이션되었다. 겨자무과산화수소와 이차항체가 접합된 다음에, 증대된 화학발광에 의해 신호가

탐지되었다. 특정 밴드는 AlphaEaseFC 분석기 소프트웨어를 이용하여 밀도계측을 스캔닝(scanning)하여 수량화

되었고, 동일한 로딩이 GAPDH (Ambion, # 4300) 존재도에 대한 정규화에 의해 평가되었다.

아디포넥틴의 상이한 올리고머 형태의 분석: 지방조직에서 단리된 30 μg의 단백질은 DTT, β-머캅토에탄올 없[0097]

이 5X  비-감소 완충액으로 처리되었고 상온에서 1시간 동안 인큐베이션되었다.  샘플은 4-20%  트리스-글리신

SDS-PAGE 겔로 검사되었고 PVDF 막으로 이동되었다. 웨스턴 블롯팅은 아디포넥틴의 항구상 도메인(antiglobular

domain) 항체를 이용하여 수행되었다 (Millipore, # MAB3608, Temmecula, CA).

f. 조직화학:[0098]

Ad36, Ad2, 및 모의 감염 고지방 공급 쥐에서 3마리 쥐 각각 및 보고된 바와 같은 대조군으로서 한 마리의 모의[0099]

감염 음식 공급 쥐의 급속 냉동 간 샘플에 글리코겐 염색이 수행되었다 (41). 조직 샘플은 OCT 봉입제에 임베딩

(embedding)되었고 8um 두께로 잘라졌다. 글리코겐은 과요오드산-쉬프 염색 (PAS)을 이용하여 염색되었다. 간

샘플은 글리코겐 보존을 증진시키고 및 카르누아 고정액(6부의 에탄올, 3부의 클로로폼, 및 1부의 빙초산)에서

인공물의 유동을 방지하는 것을 돕기위해 4℃에서 10분 동안 고정되었다. 고정하자마자, 절편은 여러 가지 린스

가 들어있는 증류수로 세척되었고 이후 상온에서 5분 동안 1% 과요오드산 용액에서 인큐베이션되었다. 증류수로

세척 후, 쉬프 시약이 첨가되었고 11분 동안 인큐베이션되었다. 모든 슬라이드는 10분 동안 흐르는 찬 수돗물에

헹궈졌다. 슬라이드는 공기 건조되었고 투과물질을 이용하여 커버 슬립(cover slip)이 적용되었다. 글리코겐 염

색은 절편에 마젠타색을 나타내며, 더 어두운 염색은 더 많은 글리코겐을 명시한다.

지질은 고정 중에 샘플을 떠나고, 따라서 슬라이드 상의 흰색의 비어있는 영역은 지질체(lipid droplet)를 명시[0100]
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한다 (96). 이미지는 Zeiss Axioskop 40 FL로 만들어졌다. 샘플당 3개의 표본 및 표본당 3개의 이미지는 글리코

겐 및 지질의 정량화를 위해 이미지 J(Image J)를 이용하여 분석되었다. 이미지는 8비트로 전환되었고, 글리코

겐 특정 염색만이 가시적인 경우 한계값이 측정되었고 글리코겐의 양은 이 한계값에서 픽셀 2로 계산되었다. 보

고된 바와 같은 지질 정량화를 위한 비어있는 공간의 면적을 얻기 위해 이 수는 전체 면적에서 뺄셈되었다

(96).

실시예 1[0101]

Ad36 및 인간[0102]

4개의 집단으로부터의 혈청 샘플을 과거 감염의 지표로서 Ad36 항체에 대해 선별하였다. 상기 집단은 다음과 같[0103]

다: A)  HERITAGE  가족 연구 (49)   (n=671,  백인 및 흑인 남성 및 여성),  B)  PBRC  (Pennington  Biomedical

Research Center) 연구 (206명의 백인 및 흑인 남성 및 여성), C) MET 연구 (50, 51) (n=45 사춘기 전의 백인

및 흑인 소년 및 소녀), D) VIVA LA FAMILIA 연구 (52)  (585명의 히스패닉계 소년 및 소녀). Ad36 항체의 보

급율은 HERITAGE, PBRC, MET 및 Viva La Familia 연구에서 각각, 13%, 18%, 22% 및 7%였다. 더 나은 혈당조절

(인슐린 감수성 또는 배치지수를 포함한)의 다양한 측정은 이들 집단에서, 연령, 성별, 인종 및 지방과다증과

관계없이, Ad36 감염과 유의적으로 연관되었다 (가령, 표 1 및 2는 PBRC 및 MET 집단을 보여준다). 중요하게는,

더 나은 혈당조절과의 Ad36의 연관성은 1,500명 이상 개체의 다양한 연령대 그룹 및 인종의 이들 집단에 걸쳐

현저하게 일관성 있었다. 이들 데이터는 Ad36 감염이 인간에서 혈당조절을 개선할 수 있다는 것을 제시하였다.

표 1

[0104] Ad36- Ad36+

N=206 N=169 N=37

공복시 글루코오스  (mg/dL) 96.9 (92.6, 101.3) 92.3* (87.1, 97.6)

공복시 인슐린 (μU/ml) 11.6 (9.6, 14.0) 9.4* (7.1, 12.4)

HOMA IR 2.7 (2.2, 3.3) 2.1* (1.6, 2.8)

간 밀도** (HU) 10.7 (8.5, 13.4) 13.0* (9.9, 17.2)

표1:  PBRC  연구 (n=206;  흑인/백인/기타 74/118/14)  연령, 성별, 인종 및 체지방 질량에 대해 조정된, 평균[0105]

(95% Cl).  *p<0.05 또는 더 높음. **비장 밀도에 대해 정규화됨.  더 높은 HU 값은 더 낮은 지질 함량과 동일

시한다. 

표 2

[0106] Ad36- Ad36+

N=45 N=35 N=10

공복시 글루코오스 (mg/dL) 74.5 (71.6-77.4) 68.7* (62.9-74.6)

공복시 인슐린 (μU/ml) 3.1 (2.4-4.1) 1.8* (1.1-3.0)

HOMA IR 0.51 (0.39-0.69) 0.28* (0.16-0.48)

간내 지질(% 물 피크) 0.005 (0.002-0.006) 0.003* (0.004-0.008)

표 2: MET 연구, 사춘기 전의 소년 및 소녀 (n=45; 흑인/백인/기타; 10/32/3). 성별 및 체지방 질량에 대해 조[0107]

정된 평균
a
 (95%Cl). 글루코오스에 대한 

a
산술 평균; 인슐린 HOMA-IR 및 간내 지질에 대한 기하평균.

실시예 2[0108]

Ad36은 음식-공급 쥐에서 인슐린 감수성을 개선한다[0109]

연령, 무게, 및 체지방 대응 암컷 C57BL/6J 쥐는 Ad36 또는 Ad2로 모의 감염 또는 감염시켰고 표준 음식 식이요[0110]

법으로 유지하였다. The Jackson Laboratory (Bar Harbour, Maine, USA)로부터 4주령 암컷 C57B6/6J 쥐를 구입

하였다. 1주일의 순화 후, 전체 체지방을 Bruker Minispec mq10 NMR (Nuclear Magnetic Resonance) 분석기로

측정하였다. 체중 및 체지방에 대응하여 쥐를 3개의 그룹으로 나누었고 비내, 경구 및 복강내로 Ad36 (N=3) 또

는 Ad2의 107PFU로 접종 (대조군으로서 흔한 인간 아데노바이러스를 이용함; N=4)시키거나 조직 배양 배지에 모

의 감염시켰다 (n=6). 25 ℃에서 12시간 명암 주기에 쥐를 두었고 한 공간내 생물학적 안정성 레벨 2 봉쇄하에

미세-분리기  우리에  수용하였으며  그리고  물과  설치류  음식에  무제한  접근하도록  하였다  (Purina  LabDiet
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5001).

3개 그룹의 쥐는 12주 실험 동안에 전체 체중에서 상이함을 보여주지 않았다.[0111]

아데노바이러스에 대한 중화항체, 및/또는 DNA에 대한 PCR 분석 및/또는 다양한 쥐 조직에서의 mRNA에서 모의[0112]

감염 또는 예상된 바이러스에 의한 감염을 확인하였다 (표3). 감염에 앞서 기선에서 3 그룹의 모든 쥐 사이의

비교할 만한 공복시 혈청 글루코오스 및 인슐린 수준에도 불구하고, 이들 수준은 실험 경과에 걸쳐 단지 Ad36-

감염 쥐에서만 점진적으로 감소되었다 (도 1A 및 B). 더욱이, 감염 후 12주 (pi), Ad36-감염 쥐의 복막후 지방

체 및 간의 질량은 모의 감염 쥐보다, 각각 2배 더 높아졌거나 (p<0.03) 또는 10% 더 낮아졌다 (p<0.04) (표 4,

도 1). 따라서, 표준 음식-공급 쥐에서, Ad36 감염은 공복시 글루코오스 및 인슐린 수준을 감소시킴으로써 전신

적인 혈당조절을 개선하였지만 Ad2 감염은 그렇지 않았다.

표 3

바이러스 항체, 바이러스 DNA 및 RNA를 보여주는 쥐의 백분율.[0113]

그룹 항체  Ad36 /
Ad2

바이러스 DNA /  바이러스 RNA

간 지방조직 폐 신장

실험 2: 음식-공급 쥐

모의 0/0 0/0

Ad36 100 / 100 100 / 100

Ad2 100 / 100 100 / 100

실험 3: 고지방 식이 중인 쥐

모의 0 / 0 0 / 0 0 / 0 0 / NA 0 / NA

Ad36 100 / 0 60 / 60 70 / 40 50 / NA 10 / NA

Ad2 0 / 40 0 / 0 0 / 0 100 / NA 50 / NA

NA: 이들 샘플에서 측정된 바이러스 RNA[0114]

표 4

음식-공급 쥐의 기선 및 최종 특성. 평균±SE.[0115]

모의 Ad36 Ad2 p

N 6 3 4

체중 (g) - 0주 16.3±1.1 16.9±0.21 16.2±0.44 NS

체지방 (g) 0주 2.1±0.2 2.3±0.2 2.0±0.1

체중 (g)  12주 22.3±0.8 23.8±1.7 22.5±1.5 NS

복막후 지방 (g) 12주 0.18±0.06 0.37±0.15* 0.25±0.13 * p<0.05 대 모의

간  (g) 1.00±0.09 0.9±0.1* 0.99±0.21 * p<0.05 대 모의

일주일에 한번 체중을 측정하였고, 4시간 동안 단식한 마취시킨 쥐의 안와내 안구후의 부비강으로부터 혈액 샘[0116]

플을 얻었다. 감염 후 12주에 쥐를 죽였다. 대동맥 피를 수집하였고 혈청을 분리하였다. 간, 복막후 지방 데포

(depot)을 조심스럽게 분리하고, 무게를 재고, 그리고 액체 질소에서 급속 냉동하였고 그리고 사용할 때까지

-80℃에서 저장하였다. 글루코오스 및 인슐린을 측정하는데 혈청을 이용하였다.

체중, 간, 지방체 무게, 및 글루코오스와 인슐린 수준에서의 상이함을 스튜던트 't'검정(student's 't' test)으[0117]

로 분석하였다. 개연성 수준을 p<0.05에서 설정하였다.

실시예 3[0118]

Ad36은 고지방 공급 쥐에서 고혈당증을 개선한다[0119]

쥐에서 Ad36이 유사한 효과를 갖는지 갖지 않는지 조사한 이 실험은 고지방 (HF, 60Kcal%) 식이로 당뇨병을 만[0120]

들었으며, 이는 식이-유도 고혈당증을 야기한다.

앞서 8주 동안 HF 식이를 공급한 연령, 무게, 및 체지방 대응 수컷 C57BL/6J 쥐 (14주령)를 높은 공복시 혈청[0121]

글루코오스 수준 (>200mg/dL)에 의해 입증된 바와 같은 당뇨병 상태로 발전시켰다. 이 시점에서, 쥐를 모의 감

염시키거나 Ad36, 또는 Ad2에 감염시켰다. Pi 20주까지, 모든 3개 그룹은 유사한 점진적인 음식물 섭취, 그리고
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전체 체중 및 지방체 무게를 나타내었다 (표 5, 도 2). The Jackson Laboratory (Bar Harbour, Maine, USA)로

부터 14주령 수컷 C57B6/6J 쥐를 구입하였으며, 상기 쥐는 6주령 때부터 시작하여 고지방 (60% kcal) 식이가 공

급된 쥐이다 (Research Diets Inc. D12492i). 1주일 순화하자마자, 체지방 기선을 NMR로 측정하였고 쥐를 체지

방 및 체중에 대응하여 3개의 그룹 (n=  그룹당 10마리)으로 나누었다. 상기 그룹을 비내, 복강내 및 경구로

Ad36 (0.6x106PFU), Ad2 (3x106 PFU)에 감염시키거나 모의 감염시켰고, 그리고 20주 동안 더 고지방 식이 (60%

kcal)를 지속시켰다. 25 ℃에서 12시간 명암 주기에 쥐를 두었고 한 공간내 생물학적 안정성 레벨 2 봉쇄하에

미세-분리기 우리에 개별적으로 수용하였다. 16주 동안 일주일에 한번씩 음식물 소실 및 체중을 측정하였고, 마

취시킨 쥐의 안와내 안구후의 부비강으로부터 혈액 샘플을 얻었다. 4시간 동안 음식물을 제거한 후 공복시 샘플

을 수집하였다. 접종 후 20주에 무공급 상태에서 쥐를 죽였다. 대동맥 피를 수집하였고 혈청을 분리하였다. 간,

부정소, 복막후 지방 데포를 조심스럽게 분리하고, 무게를 재고, 그리고 액체 질소에서 급속 냉동하였고 그리고

사용할 때까지 -80℃에서 저장하였다.

감염 후 20주 기간에 걸쳐, 공복시 글루코오스 및 인슐린을 측정함으로써, 글루코오스 내성 검사 그리고 또한[0122]

무공급 상태에서 글루코오스 수준을 측정함으로써, 다양한 방식으로 혈당조절을 평가하였다. 예상한 바와 같이,

HF 식이-유도 인슐린 저항성 때문에, 모의-감염 쥐는 공복시 혈청 글루코오스 및 인슐린 수준에서 증가를 보였

지만, 이들 증가는 Ad36  감염 쥐에서 각각 pi 8주 또는 pi 4주에 약화되었다 (도 3C 및D 그리고 4A).  또한

Ad36-감염 쥐는 pi 12주에 복강내 글루코오스 내성 검사 (ipGTT)에 대하여 더 빠른 혈중 글루코오스 클리어런스

(clearance) (도 3E) 및 pi 20주에 더 낮은 무공급 혈청 글루코오스 수준을 유의적으로 보여주었다 (도 3F 및

4B). 사실상, 감염 후 20주에, 모든 Ad36-감염 쥐의 무공급 혈청 글루코오스 수준은 모의-감염 쥐에서 측정된

상기 수준의 더 낮은 50번째 백분위수에 있었다 (도 4B) (카이(chi) 검사 p=0.01). 이 실험에서 Ad2 대 Ad36에

대해 사용된 5배 더 높아진 분량에도 불구하고, Ad2-감염쥐는 모의-감염 대조군 쥐와 비교하여 유의적으로 개선

된 이상혈당증을 보이는 것을 여전히 실패하였다. 그러므로, Ad36 감염은 단식 및 공급 둘 모두의 조건 하에 당

뇨병 쥐에서의 혈당 반응을 비슷하게 특이적으로 개선한다.

표 5

HF-공급 쥐의 기선 및 최종 특성. 평균±SE.[0123]

모의 Ad36 Ad2 p

N 10 10 10

체중 (g) 0주 36.2±0.9 36.1±1.1 37.3±1.0 NS

체중 (g) 20주 51.5±0.8 48.3±2.1 50.7±1.2 NS

점진적인  음식물  섭취  (g)   (감염
후 16주 동안 측정됨)

186±9.2 186±13.3 184±13.7

전체 체지방 (g) 0주 10.5±0.8 10.7±0.7 11.5±1.0 NS

체지방 (g) 20주

부정소 

복막후 

1.4±0.05

0.5±0.02

1.4±0.1

0.5±0.05

1.5±0.2

0.5±0.03

NS

NS

간 (g) 2.7±0.1 2.3±0.1* 2.4±0.2 * p<0.05 대 모의

혈청 트리글리세라이드(mg/dL)

주0

주 8 71.6±1.7

70.4±2.1

71.2±0.9

68.3±1.2*

71.5±1.2

69.3±1.0

*p<0.05  대  Ad36
의 0주

실시예 2에서의 쥐로 수행된 웨스턴 블롯　(WB)　분석은 시험관내 데이터　(76, 12)를 참조하면, 감염 후 20주[0124]

에 모의 감염 쥐와 비교하여,　Ras　및 포스포-Akt의 더 높은 존재도에 의해 나타나는 바와 같이,　Ad36이 골격

근,　지방조직,　및 간에서 Ras-PI3K　경로를 상향조절하였음을 나타냈다 (도　5).  Ad36-감염된 쥐에 대하여,

골격근 및 지방조직에서 더 높은 Glut4 및 Glut1 단백질 존재도는 Ad36이 이들 조직에서 글루코오스 흡수를 증

가시키는 메커니즘을 제시하였지만,  간에서 더 낮은 Glut2  존재도 및 글루코오스-6-포스파타아제 (G6Pase)는

Ad36이 간 글루코오스 방출을 감소시킨다는 것을 제시하였으며 (도 5C), 이는 결과적으로 더 나은 혈당조절에

기여할 수 있다. 예상한 바와 같이, HF 식이-공급 쥐의 간 절편은 표준 음식-공급 쥐에서 보인 것 보다 더 적은

글리코겐 및 더 많은 지질을 보여주었다 (도 6A). 하지만, HF 식이-공급 쥐 중에서, Ad36-감염 쥐의 간은 모의-

감염 쥐와 비교하여 증가된 글리코겐 및 더 낮은 지질 함량에 의해 입증된 바와 같이, HF 식이의 병의 영향으로
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부터 더 높은 보호를 보여주었다 (도 6A-C) (p<0.02). HF 식이-유도 간 병리에서 Ad36에 의해 매개된 보호 효과

는 인간 데이터와 일관되며, 상기 데이터는 Ad36에 감염된 성인 및 사춘기 전의 청년 둘 모두에서 더 적은 간

지질 축적을 보여준다. 따라서, 본 명세서에 나타난 결과는 Ad36이 골격근 및 지방조직에 의한 글루코오스 흡수

를 증가시키고 간에 의한 글루코오스 방출은 감소시키며, 따라서 동물에서 전신적인 혈당조절을 유의적으로 개

선하는 모델을 뒷받침한다.

음식물 섭취, 체중, 간, 지방체 무게, 및 글루코오스와 인슐린 수준에서의 상이함을 스튜던트 't'검정으로 분석[0125]

하였다. 개연성 수준을 p<0.05에서 설정하였다.

실시예 4:[0126]

Ad36은 지방조직의 물질대사 프로파일의 마커를 개선한다[0127]

상기 설명된 바와 같이, 감염 후 20주 무공급 상태에서 죽인 HF-공급 쥐로부터의 지방조직을 이용하여 웨스턴[0128]

블롯을 실시하였다 (3마리 쥐/그룹). GAPDH를 로딩 대조군으로서 이용하였다. Ad36은 더 많은 AKT 인산화 및

Glut4 및 Glut 1의 더 높은 존재도에 의해 나타나는 바와 같이 PI3K 경로, 및 다운스트림 글루코오스 흡수를 상

향조절하는 것으로 나타난다. 감염에 대하여, Ad2에서 지방조직은 모의 그룹과 비교하여, 더 많은 대식세포 침

윤이 있었지만 (p<0.05) Ad36 그룹에서는 그렇지 않았다. 중요하게는, Ad36 그룹은 아디포넥틴의 상당하게 더

높은 존재도 (도 4A), 주요 인슐린 증감제 및 글루코오스 흡수의 프로모터 (53) 및 간 지방증 (54)에 대항하는

보호체 (55)를 가졌다. 아디포넥틴은 더 높은 분자량(MW) 형태가 인슐린 감수성과 가장 강하게 연결됨에도 불구

하고, 더 높게, 중간의, 및 더 낮은 분자량 (MV) 형태로 존재한다 (56, 57). Ad36은 HF식이-공급 쥐의 지방조직

에서 모든 형태의 아디포넥틴 수준을 유의적으로 증가시켰다 (도 7B). Ad36에 감염된 인간 지방조직 외식편에서

이의 유의적으로 더 높은 mRNA 및 단백질 존재도를 포함하여, Ad36에 의한 아디포넥틴의 상향조절을 지속적으로

관찰하였다 (12). 이들 변화는 Ad36이 지방조직의 물질대사 질을 개선한다는 것을 총괄적으로 명시한다. 아디포

넥틴의 강한 간 효과를 고려하여 (54, 55), 아디포넥틴은 Ad36의 항-지방증 효과의 주요 매개자라는 것으로 간

주된다.

실시예 5:[0129]

Ad36은 지방증을 약화시키고 간에서 물질대사 프로파일을 개선한다[0130]

HF-식이 공급 쥐의 간 절편은 표준 음식-공급 쥐에서 나타난 것보다 더 적은 글리코겐 및 더 많은 지질을 나타[0131]

내었다 (도 6A). 하지만 HF 식이-공급 쥐 중에서, Ad36-감염 쥐의 간은 모의 그룹과 비교하여 증가된 글리코겐

및 더 낮은 지질 함량에 의해 입증된 바와 같이, HF 식이의 부작용으로부터 더 높은 보호를 보여주었다 (도 6A)

(p<0.02). Ad36 그룹의 간에서 더 낮은 Glut2 존재도 및 글루코오스-6-포스파타아제 (G6Pase) (도 8)는 간 글

루코오스 방출을 감소시켰다는 것을 제시하였으며, 이는 결과적으로 더 나은 혈당 조절에 기여할 수 있다. Ad36

의 간은 지방증에 대항하여 간을 보호하기 위해 아디포넥틴의 알려진 표적인, 더 많은 AMPK-인산화를 보여주었

지만, Ad2 그룹은 그렇지 않았다 (54). 

간 mRNA: 음식 공급 (도 9) 또는 HF-공급 쥐 (도 10)의 간에서 선택된 유전자의 발현을 검사하였다. 또한 이들[0132]

분자가 다수의 경로에서 중복된 역할을 수행함에도 불구하고, FAS (지방산 합성효소), SREBP1c (스테롤 반응 요

소 결합 단백질 1c) 및 지질생성의 조절체로서 FOXO1 (포크헤드 박스O1) (58), CPT1 (카르니틴 아실 트랜스퍼라

아제), 지질 산화를 명시하기 위한 LXR (간 X 수용체)과 PPARα (59-61) 및 지질 유출을 명시하는 것으로서 MTP

(마이크로좀 트리글리세라이드 전이 단백질)와 ApoB (아폴리포단백질 B) (62-66)를 고려하였다. 염증과 결부된

간 지방증이 NASH로의 진행을 암시할 수 있기 때문에, 염증의 마커를 측정하였다. 간 유전자 발현을 접종 후

12-20주에 측정하였다 (표3). 이처럼 긴 기간 및 HF 식이는 몇가지 변화를 감출 수 있지만, 음식 공급 및 HF-공

급 쥐에서의 유전자 발현은 Ad36이 지질생성을 감소, 지질 산화를 상향조절, 그리고 간에서 염증을 유출 및 감

소시킨다는 것을 총괄적으로 제시한다 (표 6).

표 6

[0133] 지질생성 지질 산화 지질 유출 염증

식이 FAS SREBPIC FOXO1 Adipo
R1

Adipo
R2

CPT1 LXR PPAR
α

ApoB MTP IL6 IL10 INF
γ

TNFα

음
식물

NS NS ↑* ↑* ↑* ↑* NS ↑* ↑* ↑* ↓
(0.06)

NS NS NS

HF NS ↑(0.08) ↑
(0.07)

NS NS NS NS NS ↑* NS ↓* NS ↓* ↓*
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표 6: 음식 또는 HF 식이를 공급한 쥐의 간에서 유전자 발현의 qRT-PCR 데이터. 화살표는 모의 감염 그룹과 비[0134]

교하여 Ad36에 의해 유도된 변화의 방향을 명시한다. *p<0.05 또는 더 높음. 동향을 명시하기 위해, 0.05 내지

0.1이라면, p값이 또한 나타난다. NS: 유의한 상이함은 없음.

실시예 6: [0135]

체중 감소없이 간 지방증을 약화시키기 위한 Ad36 E4orf1[0136]

분리한 실험에서, HepG2 세포, 또는 쥐의 일차 간세포를 E4orf1 또는 비어있는 pcDNA 벡터로 형질감염시켰다.[0137]

형질감염 후 48시간에 HepG2 세포에 의한 팔미테이트 산화와 apoB 분비 및 일차 간세포에 의한 기초 및 글루카

곤 자극 글루코오스 산출량을 측정하였다. 

영 벡터(null vector) 형질감염 세포와 비교하여, E4orf1은 지방 산화를 2배 (p<0.0001), 그리고 apoB 분비를[0138]

1.5배  (p<0.003)  증가시켰고,  기초  및  글루카콘  자극  글루코오스  산출량을  각각  45%  (p=0.0008)  및  22%

(p<0.02)까지 감소시켰다.

간세포의 이런 시험관내 형질감염은 E4orf1이 간 대사에서 Ad36의 효과를 매개한다는 것을 보여주었다. 데이터[0139]

는 간세포에서, Ad36 E4orf1이 지방 산화 및 간 밖으로 지방의 이동을 증가시키고, 글루코오스 방출을 감소시킨

다는 것을 보여준다.

실시예 7: [0140]

E4orf1은 PPARγ를 유도한다[0141]

PPARγ 지방생성의 주요 조절자이며, 신체가 지방세포를 만드는 공정이다. Ad36은 PPARγ를 상향조절하고, 지방[0142]

생성을 유도하고, 아디포넥틴을 증가시키며 그리고 혈당조절을 개선한다. 이 연구는 아디포넥틴 발현이 PPARγ

유도 또는 지방생성에서 분리될 수 있는지 없는지를 조사하였다.  

다음 세포 유형을 인간 아데노바이러스 Ad36, 또는 Ad2에 감염시키거나, 또는 모의 감염시켰다: a) 완전한 PPAR[0143]

γ를 가진 NIH/3T3-L1 쥐 배아의 섬유아세포 (MEF); b) PPARγ 발현이 손상된 NIH/3T3 MEF; 및 c) PPARγ 녹아

웃(knockout) 쥐 (MEF -/-)에서의 MEF. PPARγ의 하향조절 또는 부재에도 불구하고, Ad36은 모의 또는 Ad2 감

염 세포에 비하여, 세포성 글루코오스 흡수, 아디포넥틴, Glut4 및 Glut1 단백질 존재도를 증진시켰다. 예상한

바와 같이, 지방생성 유도는 3T3-L1에서 지질을 증가시켰지만 NIH/3T3 또는 MEF -/-에서는 그렇지 않았다. 이는

Ad36이 PPARγ를 모집하거나 지방생성을 증진시키는 것 없이 글루코오스 흡수 및 아디포넥틴 분비를 상향조절한

다는 것을 명시하였다. 인간에서, Ad 항체의 존재에 의해 결정된 바와 같은 자연적 Ad36 감염은 더 높은 아디포

넥틴 수준을 예상하였고, 이는 이들 효과의 치료적 관련성을 제시한다. 이는 TZD의 작용과는 다르게, 체지방을

증가시킴 없이, E4orf1에 의한 글루코오스 흡수를 개선하는 것이 가능하다는 주장을 추가로 강화시킨다.

실시예 8[0144]

E4orf1 단백질은 글루코오스 처리를 개선한다[0145]

세포 신호전달을 연구하기 위해, 그리고 Ad36이 3T3-L1 지방전구세포에서 글루코오스 흡수를 상향조절하기 위한[0146]

이의  E4orf1  단백질을  필요로  하는지  안하는지  검사하기  위해  독시사이클린(3T3-E4)에  대하여  유도적으로

E4orf1을 발현하는 안정한 3T3-L1 세포주를 성장시켰다. 모의 감염 세포와 비교하여, Ad36은 기초 글루코오스

흡수를  3배까지  증가시켰으며,  이는  E4orf1이  siRNA로  녹다운(knock  down)되면  무효되었다.  이는  Ad36이

E4orf1를 통하여 세포성 글루코오스 흡수를 개선한다는 것을 보여주었다.  영 벡터를 가진 세포와 비교하여,

E4orf1 세포는 유도 의존 방식으로 글루코오스 흡수를 증가시켰다. E4orf1은 Ras - 글루코오스 흡수가 유도되는

Ad36에서의 필수분자의 존재도 및 활성화를 증가시켰다. 특히, E4orf1은 H-Ras 이소폼을 활성화시킨다. 따라서,

E4orf1은 Ad36의 항-고혈당증 효과를 단일 단백질까지 좁힌다.

실시예 9[0147]

E4orf1은 지방세포 및 간세포에서 글루코오스 처리를 조절한다[0148]

분리한 실험에서, 3T3-L1 지방전구세포 또는 지방세포, C2C12 근아세포 또는 HepG2 간세포를 E4orf1을 발현하는[0149]

V-5 태그된 플라스미드 (pcDNA-V5-AD36-E4orf1 또는 영 벡터 (pcDNA-V5-DEST)로 형질감염시켰다.
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지방조직 및 골격근에 의한 글루코오스 흡수 및 간에 의한 글루코오스 산출량이 전신적인 혈당조절에 기여한다[0150]

는 것을 고려하여, 이들 조직에 해당하는 세포주에 의한 기초 및 인슐린 자극 글루코오스 처리에서 Ad36 E4orf1

의 효과를 측정하였다. E4orf1 발현 플라스미드로 형질감염시킨 3T3-L1 지방전구세포 또는 지방세포, C2C12 근

아세포 또는 HepG2 간세포에서 글루코오스 처리를 영 벡터로 형질감염시킨 세포와 비교하였다.

E4orf1 발현은 3T3-L1 지방전구세포, 지방세포 및 C2C12 근아세포에서 기초 2DG 흡수를 증가시켰다 (도 11A-C).[0151]

지방세포에서, E4orf1은 인슐린 자극 2DG 흡수를 추가로 증가시켰다 (p=0.003). 완전히 인슐린 반응을 하지 않

는 지방전구세포 및 근아세포에서, E4orf1은 인슐린 자극 2DG 흡수를 증진시키지 않았다.

글루코오스 흡수, 글루카곤 합성, 글리코겐분해와 같은 간의 다수의 물질대사 기능이 전신적인 혈당조절에 기여[0152]

함에도 불구하고, 간 글루코오스 산출량은 종종 인슐린 저항성 때문에 통제할 수 없고, 제 2형 당뇨에서 고혈중

글루코오스의 주요 기여자가 될 수 있다. 따라서, 간세포에 의한 글루코오스 방출에서 E4orf1의 효과를 확정하

는데에 초점을 두었다. E4orf1 형질감염은 기초 그리고 인슐린 자극 조건 하에 HepG2 세포에 의한 글루코오스

산출량을 유의적으로 감소시켰다 (각각 p<0.000001 및 <0.001, 도 5D).

이 실험은 Ad36 E4orf1이 지방조직, 골격근 및 간에 의한 글루코오스 처리에 영향을 준다는 것을 보여준다.[0153]
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도면11d

서 열 목 록

                               SEQUENCE LISTING

<110> BOARD OF SUPERVISORS OF LOUISIANA STATE UNIVERSITY AND 

      AGRICULTURAL AND MECHANICAL COLLEGE

 

<120> ADENOVIRUS AD36 E4ORF1 PROTEIN FOR PREVENTION AND TREATMENT OF 

      NON-ALCOHOLIC FATTY LIVER DISEASE

<130> 071176-0030

<140> PCT/US2011/043338

<141> 2011-07-08

<150> 61/362,443

<151> 2010-07-08

<160> 10    

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 378

<212> DNA
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<213> Human adenovirus 36

<400> 1

atggctgaat ctctgtatgc tttcatagat agccctggag ggatcgctcc cgtccaggaa       60

ggggctagca atagatatat cttcttttgc cccgaatctt tccacattcc tccgcatggg      120

gtgatattgc ttcacctcag agtgagcgtg ctggttccta ctggatatca gggcagattt      180

atggccttga atgactacca tgccaggggc atactaaccc agtccgatgt gatatttgcc      240

gggagaagac atgatctctc tgtgctgctc tttaaccaca cggaccgatt tttgtatgtc      300

cgcgagggcc acccagtggg aaccctgctg ctggagagag tgatttttcc ttcagtgaga      360

atagccaccc tggtttag                                                    378

<210> 2

<211> 125

<212> PRT

<213> Human adenovirus 36

<400> 2

Met Ala Glu Ser Leu Tyr Ala Phe Ile Asp Ser Pro Gly Gly Ile Ala 

1               5                   10                  15      

Pro Val Gln Glu Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Ile Phe Phe Cys Pro Glu 

            20                  25                  30          

Ser Phe His Ile Pro Pro His Gly Val Ile Leu Leu His Leu Arg Val 

        35                  40                  45              

Ser Val Leu Val Pro Thr Gly Tyr Gln Gly Arg Phe Met Ala Leu Asn 

    50                  55                  60                  

Asp Tyr His Ala Arg Gly Ile Leu Thr Gln Ser Asp Val Ile Phe Ala 

65                  70                  75                  80  

Gly Arg Arg His Asp Leu Ser Val Leu Leu Phe Asn His Thr Asp Arg 

                85                  90                  95      

Phe Leu Tyr Val Arg Glu Gly His Pro Val Gly Thr Leu Leu Leu Glu 

            100                 105                 110         

Arg Val Ile Phe Pro Ser Val Arg Ile Ala Thr Leu Val 

        115                 120                 125 

<210> 3
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<211> 366

<212> DNA

<213> Human adenovirus 36

<400> 3

atggctgaat ctctgtatgc tttcatagat agccctggag ggatcgctcc cgtccaggaa       60

ggggctagca atagatatat cttcttttgc cccgaatctt tccacattcc tccgcatggg      120

gtgatattgc ttcacctcag agtgagcgtg ctggttccta ctggatatca gggcagattt      180

atggccttga atgactacca tgccaggggc atactaaccc agtccgatgt gatatttgcc      240

gggagaagac atgatctctc tgtgctgctc tttaaccaca cggaccgatt tttgtatgtc      300

cgcgagggcc acccagtggg aaccctgctg ctggagagag tgatttttcc ttcagtgaga      360

atatag                                                                 366

<210> 4

<211> 121

<212> PRT

<213> Human adenovirus 36

<400> 4

Met Ala Glu Ser Leu Tyr Ala Phe Ile Asp Ser Pro Gly Gly Ile Ala 

1               5                   10                  15      

Pro Val Gln Glu Gly Ala Ser Asn Arg Tyr Ile Phe Phe Cys Pro Glu 

            20                  25                  30          

Ser Phe His Ile Pro Pro His Gly Val Ile Leu Leu His Leu Arg Val 

        35                  40                  45              

Ser Val Leu Val Pro Thr Gly Tyr Gln Gly Arg Phe Met Ala Leu Asn 

    50                  55                  60                  

Asp Tyr His Ala Arg Gly Ile Leu Thr Gln Ser Asp Val Ile Phe Ala 

65                  70                  75                  80  

Gly Arg Arg His Asp Leu Ser Val Leu Leu Phe Asn His Thr Asp Arg 

                85                  90                  95      

Phe Leu Tyr Val Arg Glu Gly His Pro Val Gly Thr Leu Leu Leu Glu 

            100                 105                 110         

Arg Val Ile Phe Pro Ser Val Arg Ile 

        115                 120     
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<210> 5

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 5

ggcatactaa cccagtccga tg                                                22

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 6

tcactctcag cagcagcagg                                                   20

<210> 7

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 7

cctaggcagg agggtttttc                                                   20

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"
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<400> 8

atagcccggg ggaatacata                                                   20

<210> 9

<211> 20

<212

> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 9

gatcttcatg gtgctaggag                                                   20

<210> 10

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><221> source

<223> /note="Description of Artificial Sequence: Synthetic

      primer"

<400> 10

acgttgacat ccgtaaagac                                                   20
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