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본 발명은 IgE-의존적 히스타민 방출인자(IgE-dependent histamine-releasing factor: HRF)에 결합하는 펩타이

드, 이들을 코딩하는 핵산, 재조합 벡터 및 형질전환체 및 이들의 의학적 용도에 관한 것으로서, 본 발명의 펩타

이드는 세포에서 히스타민 등의 분비를 저해하므로, 이를 면역작용에 의한 질환 중 류마티스 관절염의 진단, 예

방 또는 치료에 효과적으로 이용할 수 있다.  또한, 본 발명에 따른 펩타이드를 선도물질로 하여 여러 비펩타이

드(non-peptide) 유도물질을 제조할 수도 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

7개의 아미노산으로 구성되고, 첫 번째 아미노산은 A, L 및 W로 구성된 군으로부터 선택되며, 두 번째 아미노산

은 V, Y, E 및 A로 구성된 군으로부터 선택되고, 세 번째 아미노산은 T, V, F 및 A로 구성된 군으로부터 선택되

며, 네 번째 아미노산은 Y, P 및 A로 구성된 군으로부터 선택되고, 다섯 번째 아미노산은 P, G 및 K로 구성된

군으로부터 선택되며, 여섯 번째 아미노산은 A, L, S 및 W로 구성된 군으로부터 선택되고, 일곱 번째 아미노산

은 A, P 및 M로 구성된 군으로부터 선택되는 일련의 아미노산 서열로 구성되는 펩타이드 또는 이의 유사체를 유

효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 펩타이드는 서열번호 1 내지 10으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나의 아미노산

서열로 구성되는 것을 특징으로 하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 펩타이드는 L-, D-, 또는 L- 및 D-아미노산으로 구성된 펩타이드인 것을 특징으로 하는

류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 펩타이드는 하나 이상의 변형 아미노산을 포함하는 펩타이드인 것을 특징으로 하는 류마

티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 5 

제 4항에 있어서, 상기 변형 아미노산은 아미노산 유도체 또는 알킬화된 아미노산인 것을 특징으로 하는 류마티

스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 6 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항에 따른 펩타이드 또는 이의 유사체를 코딩하는 핵산을 유효성분으로 함유하

는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 7 

제 6항에 따른 핵산을 포함하는 재조합 벡터를 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료

용 약학적 조성물.

청구항 8 

제 7항에 따른 재조합 벡터로 형질전환된 형질전환체를 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방
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또는 치료용 약학적 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 IgE-의존적 히스타민 방출인자(IgE-dependent histamine releasing factor: HRF) 결합 펩타이드 및[0001]

그들을 코딩하는 핵산의 신규한 용도에 관한 것이다.

배 경 기 술

혈액 속 면역 체계는 정교하게 작동하고 있다.  면역체계는 림프구와 면역 전달물질이 관여하는 매우 복잡한 체[0003]

계이다.  그런데 최근 수십년 사이 외부 항원이 아닌 정상 세포를 적으로 오인해 공격하는 자가 면역 질환이 눈

에 띄게 늘어나고 있다.  외부 항원에만 반응하고 자기 몸에 대해서는 반응하지 않아야 할 면역 반응 체계에 문

제가 생긴 것이다.  이와 관련된 대표적인 질환이 류마티스 관절염이다.

류마티스 관절염은 관절 활막의 지속적인 염증반응을 특징으로 하는 만성 염증성 전신질환이다.  활막의 지속적[0004]

인 만성 염증반응으로 인하여 관절의 연골 손상, 골 미란(얇게 까지듯이 손상을 입는 것)이 일어나며, 결국은

관절의 파괴가 일어나 기능의 장애를 초래하는 것이 주요한 임상적 특징이다.  어느 연령에서도 발병할 수 있지

만 35~50세 사이에 가장 흔하게 나타나며, 남녀 비율은 1:3 정도로 여성에서 더욱 많다.  이 질병의 경과는 경

한 소수 관절염부터 심한 기능적 장애를 수반하는 진행성 다기관 침범의 형태까지 매우 다양하다.  또한 질병

발생 10년 정도 경과 후에는 환자의 50%에서 일상생활에 장애를 갖게 된다.  

류마티스 관절염은 자가면역질환의 하나로 림프구가 우리 몸의 일부인 활막을 공격하여 일어나는 것으로 알려져[0005]

있다.  일반적으로 면역은 외부에서 침입하는 미생물 등으로부터 우리 몸을 보호하는 기능을 말하며 면역에서

림프구는 중요한 역할을 하는데, 림프구가 우리 몸의 일부를 외부에서 침입하는 이물로 잘못 인식할 경우 여러

가지 질환이 생기게 되는데, 이를 자가면역질환이라고 한다.  류마티스 관절염은 이러한 자가면역질환의 하나로

분류된다.

류마티스 관절염이 발생하면, 림프구는 활막의 여러 세포들을 자극하고 그 과정에서 염증을 일으키는 여러 사이[0006]

토카인이 생성된다.  이러한 사이토카인에는 종양괴사인자와 인터루킨-1(IL-1)이 대표적인데, 이들은 관절과 관

절 주위의 뼈를 파괴하며, 피로감, 발열, 식욕감퇴, 체중감소 등의 전신적인 증세의 원인이 된다.

한편, 알러지는 유전적으로 알러젠(allergen)에 대해 과민하게 IgE를 생성하거나, IgE의 분비를 증가시키는 인[0008]

터루킨-4(IL-4)와 IgE의 분비를 감소시키는 γ-인터페론(γ-interferon)간의 균형이 파괴된 것으로부터 기인한

다고 알려져 있다.  일단 알러젠에 노출되면, 즉시 반응(immediate reaction)이 일어나고, 염증에 관련된 여러

세포들이 모이게 되며, 수 시간 후에는 호염기구(basophil), 호산구(eosinophil)와 림프구(lymphocyte)로부터

분비되는 히스타민에 의해 후기 반응(late-phase reaction, LPR)이 일어나게 된다.  LPR에서는 호염기구로부터

히스타민이 분비되는데 MCP-3, MCP-1 또는 RANTES와 같은 사이토카인(cytokine)이 히스타민 분비를 유도하는 것

으로 알려져 있었으나, IgE-의존적 LPR에서는 "IgE-dependent  histamine  releasing  factor(HRF)"라고 불리는

물질이 호염기구에서 히스타민을 분비시켜 다양한 알러지 반응을 일으킬 수 있음이 밝혀졌다(MacDonald et al.,

1995).

TCTP(translationally controlled tumor protein)가 호염기구(basophil)의 히스타민 등 방출을 유도하여 후기[0009]

알레르기 반응을 유발한다고 알려져 있으나(MacDonald et al., Science, 269, 688-690, 1995) 그 기전 등은 명

확하지 않고, HRF가 특이한 세포막 수용체에 결합하여 작용함을 제시하였으나, 아직 HRF의 구체적인 작용에 대

해서는 밝혀진 바가 없다(Bheekha-Escura et al., Blood, 96, 2191-2198, 2000). 

이에, 본 발명자들은 TCTP 이량체가 IgE-의존성 히스타민 방출인자(HRF)임을 확인하였고, 세포 외로 분비된 HRF[0010]

가 호염기구 세포 내에서 히스타민 등의 분비를 촉진하는 작용기전도 규명하였다.  이러한 연구결과들을 바탕으

로, HRF에 결합하는 펩타이드가 류마티스 관절염을 예방 또는 치료할 수 있을 것이라는 사실에 착안하였다.  그

에 따라, 도데카머 및 헵타머 파아지 디스플레이 라이브러리(12mer and 7mer phage display library)를 검색하
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여 HRF에 결합하는 펩타이드를 연구하던 중, 특정 서열을 갖는 펩타이드가 염증성 사이토카인과 히스타민 분비

저해율이 탁월함을 확인하고, 류마티스 관절염 모델에서 in vivo 실험을 한 결과 류마티스 관절염에 대한 예방

및 치료 효과가 있음을 규명함으로써 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 TCTP(Translationally Controlled Tumor Protein) 이량체형(dimer) IgE-의존성 히스타민 방[0012]

출인자(IgE-dependent  histamine  releasing  factor:  HRF)에 결합하는 특정 펩타이드, 이들을 코딩하는 핵산,

이에 대한 재조합 벡터 및 형질전환체를 류마티스 관절염 예방 및 치료용도로 사용하기 위함에 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 7개의 아미노산으로 구성되는 펩타이드로서, 첫 번째 아미노산은 A, L[0014]

및 W로 구성된 군으로부터 선택되며, 두 번째 아미노산은 V, Y, E 및 A로 구성된 군으로부터 선택되고, 세 번째

아미노산은 T, V, F 및 A로 구성된 군으로부터 선택되며, 네 번째 아미노산은 Y, P 및 A로 구성된 군으로부터

선택되고, 다섯 번째 아미노산은 P, G 및 K로 구성된 군으로부터 선택되며, 여섯 번째 아미노산은 A, L, S 및 W

로 구성된 군으로부터 선택되고, 일곱 번째 아미노산은 A, P 및 M로 구성된 군으로부터 선택되는 일련의 아미노

산 서열로 구성되는 펩타이드 또는 이의 유사체를 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는

치료용 약학적 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 펩타이드 또는 이의 유사체를 코딩하는 핵산을 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의[0015]

진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 핵산을 포함하는 재조합 벡터를 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또[0016]

는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

아울러, 본 발명은 상기 재조합 벡터로 형질전환된 형질전환체를 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진[0017]

단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 펩타이드, 이의 유사체, 이들을 코딩하는 핵산, 이를 포함하는 재조합벡터 및 상기 벡터로 형질전환[0019]

된 형질전환체를 유효성분으로 함유하는 조성물을 통해 류마티스 관절염의 효과적인 진단, 예방 및 치료를 달성

할 수 있다.

따라서, 본 발명은 류마티스 관절염에 대한 예방 및 개선 용도로 관련 분야에 유용하게 활용될 수 있다.[0020]

도면의 간단한 설명

도 1은 IgE 의존성 히스타민 방출인자(IgE-dependent histamine releasing factor: HRF) 결합 펩타이드의 분리[0022]

과정을 개략적으로 도시한 도이다.

도 2는 본 발명에 따른 펩타이드가 특이적으로 결합하는 것을 나타내는 도이다.  

도 3은 본 발명에 따른 펩타이드와 HRF 단백질의 결합 친화도를 나타내는 도이다.

도 4a 내지 4c는 HRF 결합 파아지(phage)가 갖는 펩타이드와, 그와 아미노산 서열이 동일한 합성 펩타이드가 상

호 경쟁하는 것을 나타내는 도이다.

도 5는 본 발명에 따른 펩타이드의 HRF 결합능을 비교한 도이다.

도 6은 RBL-2H3 세포주에서 본 발명에 따른 펩타이드가 히스타민 분비를 억제하는데 필요한 양을 측정한 용량-
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반응 결과를 나타내는 도이다.

도 7은 RBL-2H3 세포주에서 본 발명에 따른 펩타이드의 HRF에 의한 히스타민 분비 억제를 비교한 도이다.

도 8은 다양한 알러지 환자의 혈액에서 HRF의 검출을 나타내는 도이다.

도 9는 류마티스성 관절염 모델에서 7mer 펩타이드인 dTBP2(dTCTP binding protein 2)가 류마티스성 관절염 예

방에 미치는 영향을 분석한 도이다.

도 10은 류마티스성 관절염 모델에서 dTBP2가 류마티스성 관절염 치료에 미치는 영향을 분석한 도이다.

도 11은 류마티스 관절염의 경과가 진행될수록 TCTP의 양이 증가함을 나타낸 그래프이다.

도 12는 IHC(immunohistochemistry) 실험을 토대로 류마티스 관절염 환자들의 관절에 TCTP가 분포하는 정도를

현미경으로 통해 확인한 그림이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0023]

본 발명은 7개의 아미노산으로 구성되는 펩타이드로서, 첫 번째 아미노산은 A, L 및 W로 구성된 군으로부터 선[0025]

택되며, 두 번째 아미노산은 V, Y, E 및 A로 구성된 군으로부터 선택되고, 세 번째 아미노산은 T, V, F 및 A로

구성된 군으로부터 선택되며, 네 번째 아미노산은 Y, P 및 A로 구성된 군으로부터 선택되고, 다섯 번째 아미노

산은 P, G 및 K로 구성된 군으로부터 선택되며, 여섯 번째 아미노산은 A, L, S 및 W로 구성된 군으로부터 선택

되고, 일곱 번째 아미노산은 A, P 및 M로 구성된 군으로부터 선택되는 일련의 아미노산 서열로 구성되는 펩타이

드 또는 이의 유사체를 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제

공한다.  상기 펩타이드는 서열번호 1 내지 10으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나의 아미노산 서열로

구성되는 것이 바람직하다.

또한, 상기 펩타이드의 첫 번째 아미노산은 A 또는 W로부터 선택되고, 두 번째 아미노산은 Y 또는 A로부터 선택[0026]

되며, 세번째 아미노산은 V 또는 A로부터 선택되고, 네 번째 아미노산은 Y 또는 A로부터 선택되며, 다섯 번째

아미노산은 P또는 K로부터 선택되고, 여섯 번째 아미노산은 S 또는 A로부터 선택되며, 일곱 번째 아미노산은 M

또는 A로부터 선택되는 일련의 아미노산 서열로 구성되는 펩타이드인 것일 수 있으며, 서열번호 2, 4, 5, 6, 7,

8, 9 및 10로 구성된 군으로부터 선택되는 아미노산 서열을 갖는 것이 바람직하다.

또한, 상기 펩타이드는 첫 번째 아미노산이 W이고, 일곱 번째 아미노산이 M인 일련의 아미노산 서열로 구성되는[0027]

펩타이드인 것이 더욱 바람직하고, 서열번호 2, 5, 6, 7 및 8로 구성된 군으로부터 선택되는 아미노산 서열로

구성되는 펩타이드일 수 있다.

상기 펩타이드는 L-, D-, 또는 L- 및 D-아미노산으로 구성된 펩타이드일 수 있고, 하나 이상의 변형 아미노산을[0028]

포함하는 펩타이드일 수 있으며, 상기 변형 아미노산은 아미노산 유도체 또는 알킬화된 아미노산인 것이 바람직

하나 이에 한정되지 않는다.  

본 발명자는 TCTP 즉 IgE-의존성 히스타민방출인자(IgE-dependent histamine releasing factor, HRF)가 HRF에[0029]

대한 수용체에 결합하여 히스타민 등 분비를 유도함을 확인하고 류마티스 관절염 환자의 관절낭에서 TCTP가 다

량 발견됨을 확인한 바, HRF에 결합하는 7mer 펩타이드를 제작(서열번호 1 내지 10)하고 HRF와 반응시킨 뒤 히

스타민 분비 정도를 확인한 결과 히스타민 분비가 유의적으로 저해됨을 규명하여 본 발명의 7mer 펩타이드를 포

함하는 약학적 조성물의 류마티스 관절염 치료 및 예방 등에 사용될 수 있음을 확인하였다(도 7 참조).

또한, 마우스를 이용하여 류마티스 관절염 유도 모델을 만들고 본 발명의 7mer 펩타이드를 처리한 결과 증상의[0030]

예방 및 치료 효과가 있음을 확인하였다(도 9 및 도 10 참조).

본 발명자는 상기 펩타이드를 파아지 디스플레이 라이브러리 스크리닝을 통해 얻고 합성 펩타이드로 다시 확인[0032]

하였다.  본 발명의 펩타이드는 화학적으로 합성되거나 유전자 재조합 기술을 이용하여 제조될 수 있다.  바람

직하게는, 본 발명의 펩타이드를 구성하는 도메인을 생체내에 존재하는 단백질이나 그 일부로부터 제조할 수 있

다.  또 다른 방법으로, 본 발명의 펩타이드는 그를 코딩하는 염기 서열을 갖는 DNA가 삽입된 발현 벡터를 이용
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하는 재조합 DNA 기술로 제조될 수 있다.  상기 벡터는 생체내에 존재하도록 제조되며, 샘브룩(Sambrook) 등

(Molecular Cloning, 1989, Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor Laboratory Press)의 방법에 따라 적당

한 숙주세포로 형질전환되고 적당한 조건하에서 발현되도록 제조된다.  또한, 본 발명에 따른 아미노산 서열을

포함하는 융합 단백질을 이용하여 본 발명의 펩타이드를 제조할 수도 있다.

따라서,  본 발명을 통해 상기 펩타이드 또는 이의 유사체를 코딩하는 핵산, 상기 핵산을 포함하는 재조합 벡터[0033]

또는 상기 벡터로 형질전환된 형질전환체를 유효성분으로 함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용

약학적 조성물도 제공할 수 있는 것이다.

한편, 본 발명에 따른 펩타이드의 아미노산 서열은 당업계에 공지된 통상의 기술에 따라 변형될 수 있다.  예를[0034]

들어, 본 발명의 펩타이드는 아미노산 수를 증가시키거나 감소시킴으로써 변형될 수 있다.  또한, 본 발명에 따

른 펩타이드의 활성을 감소시키지 않는 범위내에서, 결합에 직접적으로 관여하거나 보존되어야 하는 잔기를 제

외한 특정 잔기 성분이나 그 순서를 바꿈으로써 변형될 수도 있다.  변형가능한 아미노산은 자연적으로 존재하

는 L-α-아미노산 뿐만 아니라, β, γ, δ 아미노산은 물론 D-α-아미노산의 유도체로도 변형가능하다.

전형적으로, 하나의 아미노산이 치환된 펩타이드를 이용하여 정전기력이나 친수성이 결합에 미치는 영향을 조사[0035]

한 결과, 양전하를 띄는 아미노산(예: Lys, Arg, His)이나 음전하를 띄는 아미노산(예: Glu, Asp, Asn, Gln)이

치환되면 민감도가 변화함을 알 수 있다.  이와 같이, 치환되거나 부가되는 잔기의 수나 형태는 필수적인 결합

점 사이에 필요한 공간과 친수성 또는 소수성과 같이 요구되는 기능에 의해 결정된다.  이러한 치환에 의해 본

발명에 따른 펩타이드의 목적 단백질에 대한 친화도를 더 증가시킬 수 있다.

치환으로 인해 기능에 있어서 중요한 변화가 나타나기도 한다.  변화되는 잔기의 선택은 목적 위치에 존재하는[0036]

분자의 전기도, 소수성, 측쇄의 변화 또는 나선구조의 변화 등과 같이 펩타이드의 기본 골격을 유지하는데 큰

영향을 미치기도 한다.  일반적으로, 펩타이드의 성질에 중대한 변화를 일으키는 것은 세린과 같은 친수성 잔기

가 루이신, 이소루이신, 페닐알라닌, 발린 또는 알라닌과 같은 소수성 잔기로 치환되거나, 라이신, 아르기닌 또

는 히스티딘과 같이 전기적으로 양성인 잔기가 글루탐산이나 아스파르트산과 같은 전기적으로 음성인 잔기로 치

환되거나, 글리신과 같이 측쇄를 갖지 않는 아미노산이 부피가 큰 측쇄를 갖는 잔기로 치환되는 경우이다.

이상 언급한 바와 같은 사실을 고려하여, 당해 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자는 상기 특정 펩타이드를 그[0037]

의 HRF에 대한 결합력 및 그에 따른 히스타민 분비 저해 활성을 유지 내지 증가시키거나 손상시키지 않는 범위

내에서 통상의 기술을 이용하여 변형시킬 수 있으며, 이는 본 발명의 범위 내에 속하는 것이다.

본 발명의 펩타이드는 HRF에 결합하여, 히스타민의 분비를 방지하여 자가면역반응을 경감시킬 수 있음을 확인하[0039]

였는 바, 본 발명의 펩타이드는 HRF가 관여하는 모든 자가면역관련 질환 및 알러지 질환, 예를 들어, 천식, 비

염, 담마진, 아나필락시스, 알러지성 기관지확장증, 각종 알러젠으로 인한 알러지, 헤이 피버, 한냉두드러기 및

아토피성 피부염 등의 치료 등에 유용하고, 특히 본 발명의 in vivo 실험을 통해 확인하였듯이 자가면역질환 중

류마티스 관절염에 큰 효과가 있으므로 류마티스 관절염의 예방 또는 치료에 매우 유용함을 알 수 있다(도 8 내

지 12 참조).  

본 발명의 펩타이드, 이를 암호화하는 핵산, 이에 대한 재조합 벡터 및 이를 이용한 형질전환체를 유효성분으로[0041]

함유하는 류마티스 관절염의 진단, 예방 또는 치료용 약학적 조성물은 임상 투여 시에 경구 또는 비경구로 투여

가 가능하며 일반적인 의약품 제제의 형태로 사용될 수 있다.  즉, 본 발명의 조성물은 실제 임상 투여 시에 경

구 및 비경구의 여러 가지 제형으로 투여될 수 있는데, 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합

제, 습윤제, 붕해제 및 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다.  경구 투여를 위한 고형 제

제에는 정제, 환제, 산제, 과립제 및 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형 제제는 본 발명의 약학적 조성물에 적

어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 탄산칼슘, 수크로스, 락토오스 및 젤라틴 등을 섞어 조제된다.  또

한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스티레이트 탈크 같은 윤활제들도 사용된다.  경구 투여를 위한 액상 제제

로는 현탁제, 내용액제, 유제 및 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외

에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제 및 보존제 등이 포함될 수 있다.  비경구 투여를 위한

제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제 및 좌제가 포함된다.  비수성용제와 현탁용

제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능

한 에스테르 등이 사용될 수 있다.  좌제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지,
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라우린지, 글리세롤 및 젤라틴 등이 사용될 수 있다.  본 발명의 조성물은 비경구 투여시 관절강내 주사, 피내

주사, 피하주사, 정맥주사, 근육 주사, 복강내 주사, 직장내 주사, 자궁내 경막주사, 뇌혈관내 주사, 흉부내 주

사, 경막외 주사, 척수내 주사, 심장내 주사, 동맥내 주사, 골내 주사, 비강, 직장 및 기관지 투여, 경피 투여,

점안제 및 스프레이 제제 형태 등으로 투여될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

투약 단위는, 예를 들면 개별 투약량의 1, 2, 3 또는 4배를 함유하거나 또는 1/2, 1/3 또는 1/4배를 함유할 수[0042]

있다.  개별 투약량은 바람직하기로는 유효 약물이 1회에 투여되는 양을 함유하며, 이는 통상 1일 투여량의 전

부, 1/2, 1/3 또는 1/4배에 해당한다.  본 발명의 조성물의 유효용량은 0.01 ~ 10 g/㎏이고, 바람직하기로는

0.1 g ~ 5 g/kg이며, 하루 1 ~ 6회 투여될 수 있다.  그러나, 투여 경로, 질병의 중증도, 성별, 체중, 연령 등

에 따라서 증감될 수 있으므로 상기 투여량이 어떠한 방법으로도 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아니다.

본 발명의 조성물을 랫트에 경구 투여하여 독성 실험을 수행한 결과, 경구 투여 독성시험에 의한 50% 치사량[0043]

(lD50)은 적어도 1 g/kg 이상인 안전한 물질로 판단된다.  본 발명의 조성물은 류마티스 관절염의 예방 및 치료

를 위하여 단독으로, 또는 수술, 호르몬 치료, 화학 치료 및 생물학적 반응 조절제를 사용하는 방법들과 병용하

여 사용할 수 있다.

이하, 본 발명의 실시예 및 실험예에 의해 상세히 설명한다.[0045]

단, 하기 실시예 및 실험예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의 내용이 하기 실시예 및 실험예에 의해서[0046]

한정되는 것은 아니다.

<실시예 1> HRF에 결합하는 파아지 디스플레이 펩타이드 클론의 분리[0048]

HRF를 플라스틱 웰에 고정화(immobilization)시킨 후 헵타머 랜덤 리피트 펩타이드 라이브러리(7-mer  random[0049]

peptide library; New England Biolabs, USA)의 친화성 선별을 통해 HRF에 결합할 수 있는 펩타이드를 분리하

였다(도 1).

구체적으로, 코팅 완충액(0.1 M NaHCO3, pH8.6)에 20 ㎍/㎖ 농도로 용해시킨 HRF를 50 ㎕씩 폴리스티렌 마이크[0050]

로타이터  플레이트에  가하고,  4  ℃에서  밤새  코팅한  후  BSA로  비특이적  결합을  차단하였다.   0.1  %

Tween/TBS(TBST)로 6 회 세척한 후 파아지-디스플레이 펩타이드 라이브러리(phage-displayed peptide library)

원액 10 ㎕를 3 % BSA/TBS 40 ㎕에 희석한 용액을 가하고 실온에서 1 시간 동안 정치하였다.  TBST를 사용하여

5 분간 방치한 후 세척하되, 1 회 패닝(panning)시에는 한 번, 2 회와 3 회 패닝시에는 다섯 번, 4 회 패닝시에

는 열 번 실시하였다.  글리신/HCl 완충액(pH 2.2) 50 ㎕를 가하고 5 분간 방치한 후 파아지를 용출하고 1 M

Tris-HCl(pH 9.1) 8 ㎕로 중화하였다.  

용출한  파아지  용액을  20  ㎖의  ER2537  배양액(OD600=0.5∼1)에  첨가하고  37  ℃  쉐이킹  인큐베이터(shaking[0051]

incubator; rpm=200)에서 2 시간 배양한 후 100 ㎖ SB 배지를 가하고 250 rpm에서 밤새 배양하였다.  배양액을

10,000 rpm(4 ℃)에서 15 분간 원심분리하여 얻은 상청액 100 ㎖에 30 ㎖의 5×PEG/NaCl(20% PEG(w/v), 15%

NaCl(w/v))를 가하여 5 분동안 용해시키고 얼음에 30 분간 정치하였다.  10,000 rpm(4 ℃)에서 20 분간 원심분

리한 후 상청액을 모두 제거하고 펠렛을 1 ㎖의 3% BSA/TBS에 부유시켰다.  그 후, 14,000 rpm에서 5 분간 원심

분리한 상청액을 다음 패닝에 사용하였다.  친화성 정제와 파아지 복제를 4 회 반복한 후 얻은 용출 파아지의

적정 플레이트로부터 각각의 파아지 클론을 얻고 ELISA 분석을 통해 특이적인 친화도를 나타내는 파아지 클론만

을 서열분석하여 펩타이드 서열을 확인하였다.  또한, HRF에 대해 우세한 결합을 나타내는 파아지 디스플레이

펩타이드를 하기 표 1에 나타내었다.

표 1

파아지[0052] 펩타이드 아미노산 서열 빈도 서열번호

ph1 p1 LVTYPLP 1 1

ph2 p2 WYVYPSM 18 2

ph3 p3 SYLPYPY 1 -

ph4 p4 WEFPGWM 5 3
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<실시예 2> 파아지(phage) ELISA 분석[0054]

하기와 같이, 실시예 1에서 얻은 파아지의 결합 친화도를 ELISA로 비교하였다.[0055]

즉, SB 배지에서 배양한 ER2537 배양액(OD600=0.5∼1) 1 ㎖씩에 각각의 파아지 플라크를 옮기고 37 ℃ 인큐베이[0056]

터(rpm=250)에서 5 시간 배양하였다.  각각의 배양액 100 ㎕씩을 900 ㎕의 SB 배지에 가하고 밤새 배양한 후,

14,000 rpm에서 5 분씩 2 회 원심분리한 상청액을 ELISA 분석에 사용하였다.  

  HRF 또는 BSA(대조)를 코팅한 플라스틱 웰에, 분리해낸 각각의 파아지 용액을 동량의 6% BSA/PBS에 희석한 용[0057]

액 50 ㎕씩을 가하고 2 시간동안 정치하였다.  PBST로 5 회 세척한 후 3 % BSA/PBS에 1:5000으로 희석한 HRP-

컨쥬게이트된 항-M13 항체(Pharmacia) 100 ㎕씩을 가하고 1 시간동안 정치하였다.  PBST로 6 회, PBS로 1 회

세척한 후 퍼옥시다아제(peroxydase) 기질 용액 100 ㎕씩을 가하여 발색 정도를 ELISA 리더를 사용하여 405 nm

에서 측정하였다.  그 결과를 도 2에 나타내었다.  이로부터, 본 발명의 파아지 ph1, ph2 및 ph4, 특히 ph2 및

ph4가 HRF에 특이적으로 결합함을 알 수 있다(도 2).

<실시예 3>: 농도에 따른 HRF와 파아지 클론의 결합력 측정[0059]

HRF를 20㎍/㎖ 농도에서부터 1/5로 연속적으로 희석한 후(각각 20, 4, 0.8, 0.16, 0.032 ㎍/㎖) 50㎕ 씩 플라[0060]

스틱 웰에 고정화하였다.  여기에 역시 1/5 씩 연속적으로 희석한(원액의 1/2, 1/10, 1/50, 1/250, 1/1250) 파

아지 ph2 용액을 가하여 ELISA 분석를 실시하고 405 nm에서 발색정도를 측정하였다.  그 결과를 도 3에 나타내

었다.  도 3으로부터, 본 발명에 따른 파아지 ph2 클론이 HRF를 0.4, 0.08, 0.016 및 0.032 ㎍/㎖까지 희석한

경우에도 HRF와의 특이적 결합력을 유지하고 있음을 확인하였다.  

<실시예 4> 경쟁 결합 분석[0062]

a) ELISA 분석을 통해 특이적인 친화도를 나타내는 파아지 클론(ph2 및 ph4)만을 서열분석하여 디스플레이된 펩[0063]

타이드 서열을 확인한 후, 헵타머 펩타이드(p2 및 p4)를 제작하였다.  또한, 음성 대조군으로서 랜덤 펩타이드

(ran, 아미노산 서열: LMEGCRA)를 합성하였다.  HRF를 코팅한 웰에 1000 nM에서부터 연속적으로 6% BSA/PBS에

희석한(1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001 nM) 펩타이드 용액 30 ㎕씩을 가하고 실온에서 30 분간 정치한

후, 여기에 파아지 원액을 1/25로 희석한 것을 가하여 2 시간 더 정치하였다.  PBST로 5 회 세척한 후 HRP-컨쥬

게이트된 항-M13 항체를 100 ㎕씩 가하고 1 시간 정치하였다.  PBST로 6 회, PBS로 1 회 세척한 후, 퍼옥시다아

제 기질 용액 100 ㎕씩을 가하여 발색 정도를 통해 경쟁 여부를 확인하였다.  그 결과를 도 4a 및 4b에 나타내

었다.  이로부터, 합성 펩타이드 p2 및 p4가 모두 파아지 클론 ph2 및 ph4와 경쟁적으로 HRF에 결합함을 알 수

있다(도 4a 및 도 4b).

b) p1, p2 및 p4가 HRF의 동일한 부위에 결합하는지 여부를 시험하기 위하여, 상기 a)와 실질적으로 동일한 방[0064]

법에 따라 HRF를 코팅하고 ph2에 대한 p1, p2 및 p4의 경쟁결합 분석을 수행하였다.  그 결과를 도 4c에 나타내

었다.  이로부터, p1, p2 및 p4가 모두 HRF의 동일 부위에 결합함을 알 수 있다.

<실시예 5> HRF 결합 펩타이드의 아미노산 서열 변이[0066]

본 발명에 따른 헵타머 펩타이드의 HRF 결합 친화도에 관여하는 잔기를 확인하기 위하여, p2의 아미노산 서열을[0067]

하나씩 알라닌(A)으로 치환하고, 단 m5의 경우에만 라이신(K)으로 치환하였다(표 2).

표 2

헵타펩타이드[0068] 아미노산 서열  서열번호

p2 WYVYPSM 2

m1 AYVYPSM 4

m2 WAVYPSM 5

m3 WYAYPSM 6
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m4 WYVAPSM 7

m5 WYVYKSM 8

m6 WYVYPAM 9

m7 WYVYPSA 10

상기 펩타이드의 HRF 결합능을 실시예 2와 실질적으로 동일한 방법으로 측정하였다.  그 결과를 도 5에 나타내[0069]

었다.  이로부터, HRF 결합능이 p2, m6>m7>m3>m2>m5>m1>m4임을 알 수 있다(도 5).

<실시예 6> 히스타민 분비 측정[0071]

pRSET-A 벡터에 PCR로 클로닝된 래트 HRF 전장 서열(Chitpatima 등, 1988)을 클로닝한 후, E.  coli에서 과발[0072]

현시켰다.  발현된 재조합 단백질을 His-결합 Ni 칼럼(Novagen)을 이용하여 정제하고 RBL-2H3 세포를 자극하기

위해 사용하였다.  RBL-2H3을 1×10
6
 세포로 24-웰에서 증식시킨 후, 래트 IgE 항체(0.2 ㎍/㎖, Serotec)로 45

∼60 분간 감작시키고 재조합 HRF 단백질을 20 ㎍/㎖로 처리하였다(양성 대조군).  상기에서 준비한 세포에 헵

타머 펩타이드 p1 및 p2를 용량-의존적 방법으로 처리하였다.  또한, 재조합 HRF 단백질과 펩타이드 p1, p2, p4

및 m1 내지 m7을 20 ㎍/㎖로 HRF와 동일한 농도로 처리하였다.

상기에서 얻은 샘플을 RIA-분석 키트(Immunotech, 프랑스)를 이용하여 아실화된 히스타민으로 제조한 후 
125
I-아[0073]

실화된 히스타민과 모노클로날 항체에 경쟁 결합시켰다.  이 샘플을 다시 γ-계수기에서 측정하였다.  그 결과

를 도 6 및 7에 나타내었다.  도 6에 나타낸 바와 같이, 서열번호 2의 펩타이드(p2)를 RBL-2H3 세포에 가한 경

우, 0.01 ㎍/㎖에서부터 HRF에 의한 히스타민 분비를 저해하였다.  또한, 도 7에 나타낸 바와 같이, p1, p2, p4

및 m1 내지 m7을 20 ㎍/㎖를 가하였을 때, m2>m5>m4>p2>m3>p1=p4>m1>m7>의 순서로 HRF에 의한 히스타민 분비를

저해하며, m6의 경우 히스타민 분비를 오히려 증가시킴을 관찰하였다.

<실험예 1> 류마티스 관절염에 대한 dTCTP(dimer translationally controlled tumor protein)의 임상적 연관성[0075]

확인

TCTP(Translationally  Controlled  Tumor  Protein)  이량체형(dimer)  IgE-의존성  히스타민방출인자(IgE-[0076]

dependent histamine releasing factor: HRF)가 류마티스 관절염(Rhuematoid arthritis: RA)에 관여하는지 여

부가 최근 관심의 대상이 되고 있는데, 본 발명자들은 TCTP 이량체(dTCTP: HRF)가 알레르기 반응을 촉발하는 히

스타민 방출인자임을 세계최초로 규명한 바 있으며, 만성 염증성 질환 중 하나인 류마티스 관절염(Rheumatoid

arthritis)이 dTCTP(HRF)와 연관되어 있을 것으로 생각되어 실험을 진행하였다.

구체적으로,  정상인(Negative),  퇴행성  관절염  환자(Osteoarthritis:  OA),  초기  류마티스  관절염환자(Early[0077]

rheumatoid arthritis: ERA) 및 말기 류마티스 관절염환자(Late rheumatoid arthritis: LRA)의 관절강 내 윤활

액(Synovial  fluid)에서  TCTP의  양을  확인하기  위하여  TCTP  detection  ELISA(Antibody-protein-ELISA  kit,

MYBioSource사,  CA,  USA)를  실시하였다.   dTCTP  자체를 detection  하기는 어려우나,  TCTP  monomer는  TCTP

dimer인 dTCTP(HRF)의 구성요소인 바 monomer인 TCTP의 증가가 dimer인 dTCTP(HRF)의 증가로 이어질 것이라는

당연한 귀결을 얻을 수 있기 때문이다.  

그 결과, 실험결과 정상인 샘플과 퇴행성 관절염 샘플에서는 TCTP의 양이 거의 없음을 확인할 수 있었고, 초기[0078]

류마티스 관절염 환자와 말기 류마티스 관절염 환자 샘플에서는 경과가 진행될수록 TCTP의 양이 증가하는 것을

볼 수 있었다(도 11).

아울러, IHC(immunohistochemistry) 실험을 토대로 각 환자들의 관절에 TCTP가 어디에 얼마나 존재하는지 현미[0079]

경으로 통해 확인하였다.  도 12와 같이, 갈색으로 염색된 부분이 TCTP를 나타내며 퇴행성 관절염 환자(OA)에

비해 말기 류마티스 관절염 환자(RA)의 관절 조직에서 많은 TCTP가 존재함을 알 수 있었다(도 12)

<실험예 2> CIA(collagen-induced arthritis) 마우스에 대한 dTBP2(dTCTP binding protein)의 류마티스성 관절[0081]

염 예방 효과 확인
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본 발명의 헵타머 펩타이드(7mer-peptide) dTBP2(dTCTP binding protein, 상기 표 1 및 표 2의 p2)가 HRF와 결[0082]

합하면 HRF의 활성을 저해하여 류마티스성 관절염에 대한 예방 효과가 있음을 확인하였다.

구체적으로, CIA를 유도하기 위하여, 7주령의 수컷 DBA1/j 마우스 26마리를 구입하여 1주 이상 적응기를 가진[0083]

뒤  1차로  bovine  제2형  콜라겐(Type2  collagen  2  mg/ml,  Chondrex)과  동일한  농도의  complete  Freund's

Adjuvant(CFA containing 2 mg/ml M. tuberculosis, Chondrex)를 1:1로 혼합하여 150 μl를 꼬리의 기저부에서

2 cm 아래쪽의 피내를 통해 천천히 주입하였다(0일차). 3주 후 2차 주사를 시행하였는데 CFA 대신 incomplete

Freund’s adjuvant(IFA)와 Bovine 제2형 콜라겐 용액을 역시 1：1의 비율로 혼합하여 혼합액 100uL를 꼬리의

기저부 피내를 통해 천천히 주입하였다.  그 후 부형제(vehicle)만 투여할 9마리, dTBP2 5 mg을 투여할 8마리

및 dTBP2 25 mg 를 투여할 9마리로 구별하였다.  dTBP2는 PBS 1 ml 당 1.5 mg씩 용해하여 투여하였고, 관절염

이 발생하기 전인 21일차부터 1주일에 3번씩 투여하였으며, 주 2회씩 각 발마다 0 내지 4점(총 0 내지 16점)의

관절염 임상점수를 평가하였다. 동시에 전자캘리퍼를 이용하여 양 발목의 두께를 측정하였으며, 최초 측정 당시

두께 대비 변화수치를 측정하였다.

그 결과, 도 9와 같이 dTBP2 25 mg을 투여한 군은 부형제만 투여한 군 및 dTBP2 5 mg을 투여한 군 보다 류마티[0084]

스성 관절염 발병이 억제되는 것을 확인하였다.  31일차에서는 dTBP2 25 mg을 투여한 군이 부형제만 투여한 군

및 dTBP2 5 mg을 투여한 군 보다 절반 이상 발병률이 억제되었고, 46일차에서는 dTBP2 25 mg을 투여한 군이 부

형제만 투여한 군 및 dTBP2 5 mg을 투여한 군 보다 70 % 이상 발병률이 억제됨을 알 수 있었다.  또한, 관절염

의 임상증상 지표인 관절 두께를 측정한 결과 부형제만 투여한 군 및 dTBP2 5 mg을 투여한 군은 41일차까지 지

속적으로 증가하고 41일차부터 46일차까지는 급속하게 두꺼워지는 반면, dTBP2 25 mg을 투여한 군은 46일차까지

도 관절 두께가 정상과 비슷하게 유지됨을 규명하여, dTBP2의 류마티스 관절염 예방 효과를 확인하였다(도 9).

<실험예 3> CIA 마우스에 대한 dTBP2의 류마티스성 관절염 치료 효과 확인[0086]

본 발명의 헵타머 펩타이드 dTBP2가 HRF와 결합하면 HRF의 활성을 저해하여 류마티스성 관절염에 대한 치료 효[0087]

과가 있음을 확인하였다.

구체적으로, 상기 <실험예  9>와 같이 DBA1/j 마우스에서 CIA를 유도하였고, 41일차에 관절염 임상점수 평균 5[0088]

를 기준으로 하여 41일차부터 dTBP2를 투여하되, 부형제(vehicle)만 투여한 4마리, dTBP2 5 mg을 투여한 5마리

및 dTBP2 25 mg 를 투여한 5마리로 구별하였다.  dTBP2는 PBS 1 ml 당 1.5 mg씩 용해하여 투여하였고 1주일에

3번씩 투여하였으며 주 2회씩 결과를 측정하였다. 

그 결과, 도 10과 같이 dTBP2 25 mg을 투여한 군은 부형제만 투여한 군 및 dTBP2 5 mg을 투여한 군에 비해 임상[0089]

점수가 낮아지는 등 증상이 개선되어 류마티스성 관절염 치료효과가 있음을 확인할 수 있었다.  또한, 임상증상

의 지표인 관절 두께 측정에서도 dTBP2 25 mg을 투여한 군은 41일차 이후로 두께가 감소하여 지속적으로 두께가

증가한 부형제만 투여한 군 및 dTBP2  5  mg을 투여한 군과는 대조적인 결과를 나타냄을 규명하여, 본 발명의

dTBP2가 류마티스 관절염 치료효과를 나타냄을 확인할 수 있었다(도 10).  
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도면12

서 열 목 록

<110>    EWHA WOMANS UNIVERSITY

<120>    Receptor-binding domains of the IgE-dependent histamine releasing

         factor and the use thereof

<130>    2015P-06-005

<160>    10

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

<400>    1

Leu Val Thr Tyr Pro Leu Pro

  1               5        

<210>    2

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

공개특허 10-2016-0148362

- 18 -



<220><223>

    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

<400>    2

Trp Tyr Val Tyr Pro Ser Met

  1               5        

<210>    3

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

<400>    3

Trp Glu Phe Pro Gly Trp Met

  1               5        

<210>    4

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

<400>    4

Ala Tyr Val Tyr Pro Ser Met

  1               5        

<210>    5

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

<400>    5

Trp Ala Val Tyr Pro Ser Met

  1               5        

<210>    6

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

공개특허 10-2016-0148362

- 19 -



<400>    6

Trp Tyr Ala Tyr Pro Ser Met

  1               5        

<210>    7

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

<400>    7

Trp Tyr Val Ala Pro Ser Met

  1               5        

<210>    8

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine-releasing factor binding peptide

<400>    8

Trp Tyr Val Tyr Lys Ser Met

  1               5        

<210>    9

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine releasing factor binding peptide

<400

>    9

Trp Tyr Val Tyr Pro Ala Met

  1               5        

<210>    10

<211>    7

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IgE-dependent histamine releasing factor binding peptide

<400>    10

공개특허 10-2016-0148362

- 20 -



Trp Tyr Val Tyr Pro Ser Ala

  1               5        
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