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요약

    
섬유아세포 성장 인자의 구조 동족체는 헤파린 결합 부위에서 적어도 1개의 점 돌연변이를 가진다. 전형적인 1개의 점 
돌연변이는 다른 잔기, 예컨대 중성 또는 산성 잔기로의 염기성 잔기의 치환 또는 결실이다. 몇몇 실시양태에서, 동족체
는 헤파린 결합 부위에서 적어도 1개의 점 돌연변이를 가진다. 바람직한 동족체는 글루타민으로 치환된 하나 또는 둘의 
염기성 잔기를 가지고, 천연 성장 인자와 유사하거나 우수 하나 천연 성장 인자와는 헤파린 결합 및 생물학적 활성이 다
른 세포 표면 수용체에 대한 결합 친화도를 보인다.
    

대표도

 - 1 -



등록특허 10-0320803

 
도 1a

명세서

도면의 간단한 설명

제 1 및 1B 도는 헤파린 농도에 대한 FGF-2 (1A) 및 gln 128, 138 FGF-2 (1B)의 형광 강도를 나타내는 그래프.

제 2 도는 FGF 2 및 돌연변이 농도에 대한 새끼 햄스터 신장(BHK)에 대해 고 친화도 FGF-수용체에 결합된 125 I 표
지된 FGF-2과 연관된 방사능을 도시하는 그래프.

제 3A 및 3B 도는 FGF-2 및 돌연변이 농도의 함수로서 세포수를 도시하는 그래프.

제 4도는 유로키나제 유형 플라스미노겐 활성제의 야생형 또는 돌연변이 FGF-2 유발을 보이는 막대 그래프.

제 5도는 야생형 또는 돌연변이 FGF-2의 시험관내 맥관형성 활성의 효능을 묘사하는 막대그래프.

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명을 헤파린 결합 부위에서 l점의 돌연변이, 예컨대 중성 잔기같은 다른 잔기에 의해 치환되는 하나 이상의 염기성 
잔기를 가지는, 섬유아세포 성장 인자 구조 동족체, 특히 섬유아세포 성장 인자 2 (이전에 염기성 섬유아세포 성장 인
자로 칭해진) 동족체에 관한것이다. 동족체는 천연 성장 인자와 유사한 세포 표면 수용체에 대한 결합 친화도를 보이나, 
천연 인자와 다른 헤파린 결합 및 생물학적 특성을 소유한다.

폴리펩티드 성장 인자는 세포 증식 및 분화의 호르몬-유형 조절자이다. 성장 인자는 발육, 재생 및 창상 회복을 포함하
는 다양한 생리학적 과정의 조절에 책임이 있고, 정상 과정 뿐만아니라 병리생리학 과정과 연관되었다. 많은 성장 인자
는 여러가지 조직 및 세포에서 확인되었고, 이들 인자애 적용된 이름은 표면 성장 인자, 소판 유도 성장 인자, 신경 성장 
인자, 조혈 성장 인자, 및 섬유아세포 성장 인자를 포함한다.

섬유아세포 성장 인자 (FGF)는 먼저 섬유아세포 및 내피 세포에 대한 유사분열생식인 소 뇌 또는 하수체 조직으로부터 
유도된 활성으로서 서술되었다. 뇌로부터의 주요 유사분열물질은 하수체로부터 단리된 것과 다르다는 것이 후에 주목되
었다. 이들 두 인자는 각각 산성 및 염기성 FGF로 칭해졌다. 산성 및 염기성 FGF는 약 154 아미노산을 함유하는 단백
질이다. 그들의 아미노산 서열은 그들 사이에 약 55％ 서열 상동을 보인다.

    
산성 및 염기성 섬유아세포 성장 인자는 이제 내피 세포, 평활근 세포, 부신 피질 세포, 전립선 및 망막 내피 세포, 핍지
신경교, 성세포, 크론도사이트(chron docytes), 근원세포, 및 조골세포같은 중배엽 및 신경상피 기시부의 것들을 포함
하는, 많은 세포 유형에 있어서 다양한 생물학적 반응을 일괄하여 일으키는 헤파린-결합 성장 인자의 보다 큰 족의 원
으로 공지된다. 원래의 족원으로서, 산성 및 염기성 FGF는 이제 각각 FGF-1 및 FGF-2 로 표시된다. 족의 7개의 다
른 원은 세포 증식 및 분화에 대한 그들의 조절 및 다른 FGF에 대한 서열 상동을 기초로 확인되었다.
    

    
세포 성장을 촉진시키는 유사분열 생식 반응을 유발시키는 외에, 섬유아세포 성장 인자는 비유사분열 생식 방식으로 반
응하는 다수의 세포 유형을 촉진시킬 수 있다. 이들 활성물질은 창상 영역으로의 세포 이동 촉진 (화학주성), 새로운 혈
관 형성의 개시 (맥관형성), 신경 재생 및 생존의 조절 (향신경성), 내분비 기능의 조절, 및 특정 세포 단백질 발현, 세
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포의 메트릭스 생성 및 세포 생존의 촉진 또는 억제를 포함한다. (Baird, A., 및 Bohlen, P., Handbook of Exp. Pha
rmacol. 95 (1) : 369-418, Springer, 1990). 이들 특성은 창상 치유, 신경 회복, 측부 혈관 형성등을 촉진시키기 
위한 치료학적 접근에서 섬유아세포 성장 인자를 사용하는 기초를 제공한다. 예컨대, 섬유아세포 성장 인자는 심장병 
및 외과에서 심근층 손상을 최소화하기위해 제안되었다 (예컨대, 미합중국 특허 No. 4, 378,347 to Franco).
    

    
이리하여, FGF -2 및 다른 FGF에 관한 현재 연구는, 인자의 작용을 모방하거나 억제할 수 있는 치료학적으로 유용한 
약제의 디자인에 대한 정보를 얻기 위한 방식으로서, 인자의 다양한 생리학적 활성이 발현되는 수용체-중개 경로의 분
자 세부사항에 집중된다. FGF의 생물학적 반응은 특정 세포 표면 수용체에 대한 성장 인자의 헤파린 설페이트-의존 
결합에 의해 중개되나, FGF 와 수용체 및 헤파린의 분자 상호작용 및 신호 인공적항원 변환 경로의 결과의 정확한 성
질은 공지되어있지 않다. 여러가지 원으로부터 단리된 FGF-2의 주요 구조가 공지되고, 소 및 인간 FGF-2과 클로닝
되고 이. 콜리 (E. coli) 및 에스. 세르비시에 (S. cervisiae) 내에서 발현되기때문에, 최근 주의는 2차 및 3차 구조의 
해명 및 구조 동족체의 활성에 맞춰졌다.
    

    
프레스타 (presta) 및 공동작업자는, 부위 지정 돌연변이 유발에 의한 글루타민으로의 FGF-2의 아르기닌-118, 리신
-119, 리신-128, 및 아르기닌-129 치환은 천연 성장 인자에 대해 유사한 수용체 결합 및 유사분열 생식활성을 보이
나, 세포 표면 헤파린-유형 저 친화도 결합 부위에 대한 감소된 친화도, 감소된 화학주성 활성, 및 배양된 내피 세포내 
유로키나제형 플라스미노겐 활성화제의 생성을 유발시키는 감소된 능력을 보이는 M6B-bFGF 로서 조사원에 의해, 표
시된 돌연변이를 이끈다는것을 알아내었다 (Presta, M., 일행, Biochem. Biophys. Res. Com. 185 : 1098-1107 (
1992)). 게다가, 돌연변이는 생체내 유의한 맥관형성 활성이 부족하다. 반면, 같은 연구자에 의한 FGF-2의 리신-12
8 및 아르기닌-129의 치환으로 다른 특성, 즉 세포 수용체 결합의 70％ 억제를 보이는 M6A-bFGF 로 표시되는 돌연
변이를 생성했다 (Eur. Pat. Ap, Pub. No. 363, 675 to Bergonzni, L. 일행)
    

    
FGF 서열에 관련된 합성 펩티드를 사용하는 연구로, FGF-2 (33-77) 및 (102-129)가 헤파린에 결합하고, FGF 활
성의 유사분열생식 검정에 있어서 약한 부분적 아고니스트 및 길항질로서 작용한다는것을 보였다 (Baird, A., 일행. P
roc. Nat. Acad. Sci. USA 85 : 2324-2328 (1988)). 같은 연구는 수용체 결합에 포함된 서열, FGF-2 (115-12
4)를 확인했다. FGF-2의 결정 구조로 부터, 염기성 잔기의 집락은 분자에 대한 음이온성 헤파린 설페이트의 결합에 
역할을 하는것으로 보인다 (Zhang, J., 일행, Droc. Nat. Acad. Sci. USA 88. 3446-3450 (1991) 및 Eriksson, E. 
A., 일행, Proc. Nat. Acas. Sci. USA 88 : 3441-3445 (1991)). 염기성 잔기의 두쌍, 각각 리신-128 과 리신-l
38, 및 아르기닌-129 과 리신-134 (그들이 총 길이 서열의 잔기 9-154에 상응하는 폴리펩티드의 활성 절단 형태를 
사용하기때문에 조사원에 의해 리신-119 와 리신-129, 및 아르기닌-120 과 리신-l25로 표시됨)은 결정 구조에서 
2차 설페이트 이온과 이온 접촉을 형성하는것으로 알려졌다 (Zhang, 상기 인용됨). 이들은 헤파린 설페이트 일부를 모
방할 수 있다. 그러므로, 두 결합 부위는 FGF에 결합하는 헤파린내에 포함되는것이 가능하다.
    

섬유아세포 성장 인자의 신규한 구조 동족체, 특별히 인간 섬유아세포 성장 인자-2의 동족체를 제공하는것이 본 발명
의 목적이다.

천연 인자에 비해, 세포 표면 수용체에 대한 유사한 결합을 보이나, 감소된 유사분열 생식 활성 같은 다른 생물학적 활
성을 보이는 섬유아세포 성장 인자 구조 유사체를 제공함으로써 섬유아세포 성장 인자 길항질을 제공하는 것이 본 발명
의 한층 더 특별한 목적이다. 섬유아세포 성장 인자 길항질은 잠재적 항맥관형성제, 항암제, 항종양제, 및 항증식제로서 
유용하다.

    
추정의 헤파린 결합 부위에 적어도 l점 돌연변이, 전형적으로 중성 또는 산성 잔기 같은 또 다른 잔기로의 염기성 잔기 
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치환 또는 결실을 가지는 섬유아세포 성장 인자 구조 동족체를 제공하는 이들 및 다른 목적은 본 발명에 의해 성취된다. 
몇몇 실시양태는 한 헤파린 설페이트 결합 부위에 적어도 l점 돌연변이를 가지고, 또 다른 헤파린 결합 부위에는 돌연변
이가 없다. 바람직한 동족체는 천연 성장 인자로 부터 다른 헤파린 결합 및 생물학적 활성을 보이고 ; 특별히 바람직한 
동족체는 헤파린에 대해 감소된 친화도 및 세포 증식 유발시키는 감소된 능력을 보인다. 몇몇 실시양태는 시험관내 검
정에서 감소된 맥관형성을 보인다. 몇몇 실시양태는 유로키나제형 플라스미노겐 활성제의 생성을 유발시키는 감소된 능
력을 보이고, 다른 실시양태는 증가된 능력을 보인다. 몇몇 실시양태는 천연 인자와 비교하여 배양된 내피 세포내에서 
관형 구조를 유발하는 감소된 능력을 보이나 ; 다른 실시양태는 같은 활성의 증가된 능력을 보인다.
    

특히 바람직한 동족체는 글루타민에 의해 치환된 리신 잔기같은 적어도 하나 또는 둘의 염기성 잔기를 가진다.

본 발명의 섬유아세포 성장 인자-2구조 동족체는, 글루타민 잔기에 의해 치환된, 리신-128, 또는 리신-138, 또는 리
신-128 및 리신-138, 또는 아르기닌 -129, 또는 리신 -134, 또는 아르기닌-129 및 리신-114 를 가지는 것들을 
포함한다. 특히 바람직한 섬유아세포-2 구조 동족체는 리신-128 또는 리신-138, 또는 글루타민에 의해 치환된 양쪽 
모두를 가진다.

본 발명은 또한 섬유아세포 성장 인자 유도체를 암호화하는 DNA, 이 DNA로 구성되는 생물학적 기능의 환형 플라스미
드 또는 비루스성 DNA 벡터, 및 숙주세포가 새로운 인자를 발현하도록 하는 방식으로 이 벡터로 변형되거나 감염된 이. 
콜리 같은 진핵 또는 원핵 숙주 세포를 제공한다.

제 1A 및 1B 도는 헤파린의 농도에 대한 FGF-2 (1A) 및 gln 128, 138 FGF-2 (1B)의 형광 강도를 도식한다.

제 2 도는 FGF-2 및 돌연변이의 농도에 대한 새끼 햄스터 신장 (BHK)에 대해 고 친화도 FGF-수용체에 결합된 125

I 표시된 FGF-2 과 연관된 방사능을 도식한다. 이후에 서술되는 바와 같이 열린 원형 및 사각형은 FGF-2 자료를 도
식하고 ; 밀폐된 사각형은 gln138 FGF-2 자료를 도식하고 ;

밀폐된 원형은 gln128, 138 FGF-2 자료를 도식하며 ; 밀폐된 삼각형은 gln 128 FGF-2 자료를 도식한다.

제 3A 및 3B 도는 FGF-2 및 돌연변이 농도의 함수로써 세포 수를 도식한다. 제 3A 도는 부위 1 돌연변이 (잔기 리신
-128 및 리신-138)를 보이고, 제 3B 도는 부위 2 돌연변이 (잔기 아르기닌-129 및 리신-134)를 보인다.

제 4도는 유로키나제-유형 플라스미노겐 활성제의 야생형 또는 돌연변이 FGF-2 (10ng/ml) 유발을 보인다.

제 5 도는 유형 I 콜라겐 겔상에 배양된 성장한 소 대동맥 내피 세포에 의한 관형 구조의 형성의 유발에 의해 측정된 야
생형 또는 돌연변이 FGF 2 (10ng/ml)의 시험관내 맥관형성 활성의 효능을 묘사하는 막대 그래프이다.

본 발명은 중성 잔기로의 섬유아세포 성장 인자내 특정 염기성 잔기의 치환은, 천연 인자에 비교하여 세포 표면 수용체
에 대해 유사한 친화도를 보이는 돌연변이를 제공한다는 발견을 기초로한다. 이들 유사체중 몇몇은 다른 헤파린 결합 
및 생물학적 활성을 보인다.

    
단백질은, 그것이 시험관내 또는 생체내 검정에서 FGF 활성을 보이고 헤파린 또는 헤파린 유형 물질과 결합한다면, 섬
유아세포 성장 인자 (FGF)로서 여기서 정의된다. " 헤파린" 은, 강력한 항응고 특성을 가지는, " 아글리칸 (aglycan)" 
같은 유리 형태로, 또는 " 프로테오글리칸(porteoglycan)" 같은 단백질 코어에 결합된, D-글루쿠론산 및 D-글루코사
민으로 구성되는 불균질 설페이트 음이온성 다당류를 의미한다. " 헤파린 유형" 물질은 헤파린에 관련된 과당류 구조를 
가지나, 항응고 활성을 가질 수 있거나 가질 수 있는 분자이다. 임의 유형의 섬유아세포 성장 인자 또는 돌연변이 인자 
(뮤테인 (mutein)) 또는 유도체, 특히 인간 섬유아세포 성장 인자는 본 발명에 포함된다.
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본 발명의 섬유아세포 성장 인자 동족체는 또 다른 잔기에 의해 치환되거나 결실된 적어도 하나의 염기성 아미노산 잔
기를 가지는 섬유아세포 성장 인자의 구조적 동족체이다. 전형적으로, 동족체는 추정의 헤파린 결합 부위에서 적어도 
하나의 l점 돌연변이를 가지고 ; 많은 동족체는 또 다른 헤파린 결합 부위에서 돌연변이가 없다. 예컨대, 특정 염기성 잔
기가 중성 잔기에 의해 치환되거나 결실된다면, 얻어진 동족체는 천연 성장 인자와 유사한 새끼 햄스터 신장 (BHK) 세
포 표면 수용체에 대한 결합 친화도를 보인다. 헤파린 결합 및 생물학적 활성이 천연 인자와 다르도록, 바람직한 동족체
는 약리학적으로 해리된 결합 및 생물학적 활성을 보인다. 하기에 매우 상세히 서술되는 바와 같인, 많은 경우에 동족체
에 의해 보이는 생물학적 활성은 약리학적으로 해리된다. 많은 돌연변이는 감소된 몇몇 생물학적 활성을 보이나, 다른
것들은 감소된 생물학적 활성을 보이지 않는다. 바람직한 실시양태는 천연 섬유아세포 성장 인자와 비교할때 새끼 햄스
터 신장 (BHK) 세포 수용체와 유사하거나 우수한 결합을 보인다.
    

    
특별히 바람직한 동족체는 글루타민같은 중성 잔기에 의해 치환된 하나 또는 둘의 염기성 잔기, 예컨대 리신, 아르기닌, 
또는 리신 및 아르기닌의 혼합물을 가진다. 몇몇 실시양태에서, 동족체는 천연 인자로부터 헤파린에 대해 감소된 친화
도를 보인다. 몇몇 실시양태는, 또한 시험관내 모관 형성을 유발하는 능력에 있어서의 감소로서 보여지는, 유로키나제
형 플라스미노겐 활성제 생성을 유발하는 감소된 능력 및 감소된 맥관형성을 보인다. 바람직한 실시양태는 세포 증식을 
유발시키는 감소된 능력으로서 보여지는 감소된 유사분열생식 활성을 보인다. 천연 인자와 비교하여 동족체에 의해 보
여지는 생물학적 활성 또는 결합 친화도에 있어서의 또 다른 차이가 이후에 토론된다.
    

    
FGF-2의 구조 동족체는 많은 실시양태에서 바람직하다. " FGF-2" 은 원래 단리되고 서열된 146-아미노산 폴리펩티
드, 현재 전체 폴리펩티드인 것으로 생각되는 154 아미노산 형태, 활성을 보이는 절단 형태, 태반 FGF 같은 연장 형태, 
문헌에서 서술된 고 분자량 형태, 및 이들 중 임의의 유도체 및 뮤테인을 포함하는 동족체를 포함하는, 생물학적 활성을 
보이는 임의 섬유아세포 성장 인자-2를 의미한다. 용어는 특별하게 임의 종으로 부터 이. 콜리, 또는 에스. 세르비시에 
내에서 클로닝된 DNA로 부터 발현되거나, 여기서 " 천연" FGF-2로서 표시되는 적당한 벡터로 곤충 또는 포유동물 세
포내에서 발현되는 재조합 폴리펩티드 뿐만아니라 포유동물 조직으로부터 추출된 천연 FGF-2를 포함한다.
    

    
인간 FGF-2는 많은 실시양태에서 바람직하다. 인간 FGF-2는, 상기 서술된 천연 FGF-2 뿐만 아니라 아미노산 첨가, 
아미노산 치환, 및 아미노 또는 카르복실 말단 부분의 결실을 포함하는 아미노산 결실을 가지는 것들 같은 앞서 서술된 
구조 동족체 및 또 다른 단백질의 N-도는 C-말단에서 FGF 를 함유하는 상상의 단백질 모두를 포함한다. 본 발명에 
따라 한층 더 변형될 수 있는 FGF-2S 예는, Eur. Pat. Ap. Pub. No. 281,822, Seno 일행에서 향상된 안정도를 가지
는것으로 제안되는 다른 산으로 치환된 아스파라긴산, 아르기닌, 글리신, 세린, 또는 발린, 또는 세린 같은 중성 아미노
산으로 치환되는 시스테인을 가지는 것들 ; 보다 안정한 동족체를 생성하기 위해 중성 FGF-2 내에서 발견되는 적어도 
하나 및 보다 바람직하게 둘의 시스테인을 다른 아미노산 잔기로 치환시킴으로써 형성되는 뮤테인(Eur. Pat. Ap. Pub. 
No. 320, 148, Arakawa 및 Fox) ; Eur. Pat, Ap. Pub. No. 326, 907, Seno 일행에서 카르복실 말단으로 부터 7-
46 아미노산이 부족하고, 임의로 활성을 보유하면서 개선된 안정도를 가지는 것으로 제안되는 아미노산 치환체를 가지
는 뮤테인 ; Eur. Pat. Ap. Pub. No. 298, 723, Fiddes 일행에서 제안된 N-말단 결실 또는 l점의 돌연변이를 가지는 
뮤테인 ; 상기 인용된 Eur. Pat. Ap. Pub. No. 363, 675, Bergonzoni 에서 공개된 결손 및 치환된 아미노산을 함유하
는 M1-bFGF-M6-bFGF 뮤테인 : 상기 인용된 Seddon 에서 서술된 바와 같은 Glu 로 재조합 FGF 의 Ala-3 및 S
er-5를 치환함으로써 제조되는 쉽게 발현된 FGF 및 그의 동족체 : 제 9 β-가닥으로부터 제 10 β-가닥까지 뻗어있
는 표면 루우프내에 아미노산 결실, 삽입, 또는 치환을 가지고, 이 출원과 동시에 출원되는 동시계류중인 미합중국 출원 
번호 O8/l26,973 에서 서술되는 바와 같은 원래 인자의 총 2차 및 3차 구조를 가지는 동족체 ; 등을 포함한다.
    

    
본 발명의 실행에서, 인간 FGF-2구조 동족체 같은 본 발명의 섬유아세포 성장 인자 유도체는 결실하거나, 바람직하게 
다른 잔기로 염기성 아미노산 잔기를 치환함으로써 제조된다. 전형적인 치환은 중성 또는 산성 아미노산 잔기같은 또 
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다른 잔기로의 리신 또는 아르기닌 아미노산 잔기의 치환을 포함한다. 치환 아미노산 잔기는 알라민, 글리신, 발린, 로
이신, 이소로이신, 아스파라긴산, 세린, 트레오닌 및 글루타민을 포함하나, 그에 제한되지 않는다. 글루타민은 한 실시
양태에서 사용된다.
    

    
바람직한 실시양태에서, 치환은 헤파린의 설페이트 부분의 걸합에서 관련된 염기성 잔기에서 일어난다. 바람직하게, 한 
추정의 헤파린 결합 부위에서 l점의 돌연병이가 일어나고 ; 많은 실시양태에서, 또 다른 헤파린 결합 부위에서 돌연변이
는 없다. 헤파린, 고 설페이트 음이온성 다당류는, 고온, 산성 조건, 및 프로테아제로 부터의 소화에 의한 불활성화로부
터 FGF-1 및 FGF-2 모두를 보호하고, FGF-1의 유사분열 생식 활성을 강력하게 한다. 세포 표면 프로테오글리칸과 
FGF 의 상호작용은 FGF-2이 고친화도 세포막 수용체에 대한 그의 결합, 따라서 FGF 활성의 조절에 필요한것으로 제
안되었다.
    

본 발명의 특별히 바람직한 FGF-2 구조 동족체는, 상기 인용된 Zhang 에 의해 서술된 설페이트에 대한 부위 2결합 부
위내 글루타민으로의 리신의 치환 같은 적어도 1 및 바람직하게 2 점 돌연변이를 가진다. 이리하여, 본 발명의 FGF-
2의 구조 동족체 예는, 글루타민에 의해 치환된 리신-l28을 가지는 FGF-2 (여기서 gln 128 FGF-2 로 표시됨), 글루
타민에 의해 치환된 리신-138을 가지는 FGF-2 (여기서 gln 138 FGF-2로 표시됨), 및 글루타민에 의해 치환된 리신
-128 및 리신-138 모두를 가지는 FGF-2 (여기서 gln 128, 138 FGF-2 로 표시됨)를 포함한다.

Gln128, 138 FGF-2는 한 실시양태에서 바람직하다. 세포 표면 수용체에 대한 이 동족체 및 다른것들의 결합 친화도는 
천연 또는 야생형 FGF-2의 것과 유사하나, 헤파린 결합 및 생물학적 활성에 있어서 유의한 변화가 또한 관찰된다. 예
컨대, gln128 FGF-2 및 gln 138 FGF-2 에 대한 헤파린 결합을 위한 해리상수는 약 10 배 증가하고, gln 128, 138 FG
F-2 에 대한 것은 약 100배 증가한다. 결합 친화도에 있어서 특징적 감소는 BHK 수용체 결합이 유의하게 영향을 미
치지 않기때문에 단백질의 구조적 통합성좌 교란을 초래하지 않는것으로 나타난다.

그러나, 감소된 헤파린 결합은 맥관형성 반응에 기여하는 FGF-2의 여러가지 생물학적 활성, 특히 배양된 내피 세포에 
의한 모관 유형 구조의 형성을 유발시키는 능력에 있어서 유의한 저하와 연관된다. 예컨대, gln 128 -FGF-2 및 gln 12
8, 138 -FGF-2의 유사분열 생식 활성은 야생형 단백질의 것보다 약 10배 작은 반면, gln 138 FGF-2의 것은 변하지 
않는다.

게다가, 성장한 소 대동맥 내피 (ABAE) 세포에 있어서 유로키나제형 플라스미노겐 활성제를 유발시키는 돌연변이 gl
n128, 138 FGF-2의 능력은 크게 감소된다. 이 동족체는 또한 이후에 보다 충분히 서술되는 시험관내 맥관형성 모텔에
서 모관 유형 구조를 형성 하기위해 ABAE 세포를 유발시키는 감소된 능력을 보인다. 반면, Gln 128 FGF-2는 천연 섬
유아세포 성장 인자와 유사한 관 형성 및 유로키나제-형 플라스미노겐 활성화제 활성을 보인다.

반면, 부위 1에서 l점의 돌연병치레를 가지는 FGF-2의 구조 동족체는 천연의 FGF-2와 보다 큰 유사성을 보인다. 예
컨대, 글루타민에 의해 치환된 아르기닌-129 를 가진 FGF-2 (여기서 gln 129 FGF-2 로 표시됨), 글루타민에 의해 
치한된 리신-134를 가지는 FGF-2 (여기서, gln 134 FGF-2 로 표시됨), 및 글루타민에 의해 치환된 아르기닌-129 
및 리신-134 모두를 가지는 FGF-2 (여기서 gln 129, l34 FGF-2 로 표시됨)는 천연의 FGF-2와 유사한 생물학적 활
성, 헤파린 결합 특성, 및 세포 표면 수용체에 대한 결합 친화도를 보인다.

본 발명의 구조 동족체는 구성하는 아미노산 또는 펩티드로 및 폴리펩티드 부터 폴리펩티드를 조합함으로써 제조하는
것과 같이, 당업자에게 공지된 임의 화학적 또는 생화학적 도구를 사용하여 제조될 수 있다.

대안적으로, 동족체는 동족체 FGF를 암호화하는 DNA 의 제조, 벡터로 상기 DNA 의 삽입, 숙주 세포에서 상기 벡터의 
발현, 및 이로써 생성된 재조합 FGF의 단리를 포함하는 재조합 단백질 합성에 의해 제조될 수 있다.

    
본 발명의 FGF 동족체를 암호하하는 DNA는 누클레오티드 결실, 누클레오티드 첨가, 및/또는 표준 방식을 사용하여 생
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성된 l점의 돌연변이에 의해 FGF 의 유전자를 변경시킴으로써 제조될 수 있다. 카셋트 돌연변이 유발을 사용하는 설명
은 이후에 제공된다. 유전적 암호의 퇴하때문에, 여러가지 코돈 변화 조합물은, 동족체를 압호화하는 DNA 를 초래하는 
임의 누클레오티드 결실, 첨가 및/또는 l점의 돌연변이가 본 발명에 포함되도록, FGF 동족체를 암호화하는 DNA를 형
성하도록 선택될 수 있다. 특정 코돈이 특정 유형의 유기체내에서 폴리펩티드 발현에 보다 효과적이기때문에, 본 발명
의 동족체에 대해 암호과는 DNA 물질을 생성하는 섬유아세포 유전자 변형의 선택은, 바람직하게 재조합 벡터의 숙주
로서 작용하는 유기체의 유형에서 가장 효과적인 발현을 생성하는 것들이다. 변형된 코돈 선택은 또한 벡터 구성물 고
려점에 의존할 수 있다.
    

    
본 발명의 FGF 동족체에 대해 암호하는 DNA 를 형성하도록 변형된 섬유아세포 성장 인자 DNA출발 물질은 중성의, 
재조합, 또는 합성일 수 있다. 이리하여, DNA 출발 물질은 조직 또는 조직 배양물로 부터 단리되고, 통상의 방법을 사
용하여 올리고누클레오티드로 부터 구성되고, 상업적으로 얻어지거나, 섬유아세로로 부터 FGF 를 암호화하는 RNA 를 
단리시키고, 상응하는 이중가닥 DNA 를 합성하기위해 주형으로서 사용되는 단일 가닥 cDNA 를 합성시키기위해 그렇
게 얻은 RNA 를 사용하여 제조된다.
    

    
본 발병은 실시예 1에서 구성되는 것과 같은 인간 FGF-2 동족체를 한정하는 클로닝된 상보 DNA 서열을 설명한다. 또
한, 여기서 서술된 상보 DNA 에 상동성 이거나 밀접하게 연관된 DNA 서열, 즉 특히 높은 빈도의 상보 염기 서열을 가
지는 핵산 단편사이에만 짝지음을 초래하는 엄한 조건하에, FGF 동족체 cDNA, 및 그에 상응하는 RNA 에 혼성화하는 
DNA 서열을 포함한다. FGF-암호화 서열외에, 본 발명에 의해 포함된 DNA는, 유전자의 발현을 쉽게하는, 벡터 구성 
서열에 의존하는 부가의 서열을 함유할 수 있다.
    

    
그리고나서, 본 발명의 FGF 동족체를 암호화하는 DNA, 또는 그에 상응하는 RNA 는 벡터, 예컨대 pBR, pUC, pUB 도
는 pET 시리즈 플라스미드, 및 미생물 숙주 유기체를 변형시키는데 사용되는 재조합 벡터 내에 삽입된다. 본 발병에서 
유용한 숙주 유기체는 세균 (예컨대, 이. 콜리 또는 비이. 서브틸리스 (B. Subtilis)), 효모 (예컨대, 에스. 세르비시에), 
포유동물 (예컨대, 생쥐 섬유아세포), 또는 곤충 세포이다. 이리하여, 본 발명은 또한 생성된 FGF 동족체를 서술하는 
RNA 및 DNA 서열을 혼입하는 신규한 생물학적 기능의 비루스성 및 환형 플라스미드 RNA 및 DNA 벡터를 제공한다. 
외인성 (外因性)의 벡터-운반 DNA 또는 RNA 서열의 대규모 발현이 용이한 조건하에 상기 벡터로 적합하게 변형되거
나 감염된 숙주 유기체의 배양, 및 성장 배지, 세포 용해질, 또는 세포막 기능으로부터 바라는 폴리펩티드의 단리는 바
라는 생성물을 생성한다. 이. 콜리내 FGF-2 동족체 발현의 예는 실시예 1 에서 제공된다.
    

    
본 발명은 선택된 비--포유류 숙주에 의한 발현에 적절한 코돈의 삽입, 제한 엔도누클레아제 효소에 의한 절개 부위의 
제공, 및 이미 발현된 벡터의 구성을 용이하게 하는 부가의 초기, 말단 또는 중간 DNA 서열의 제공자 같은 유리한 특성
을 포함하고, FGF-2 동족체를 암호화하는 DNA 서열의 전체 및/또는 부분 제조를 제공한다. 대응하여, 본 발명은 하
나 이상의 아미노산 잔기의 동일성 또는 위치 면에서 본원에 명확하게 서술된 형태 (즉, 사람 FGF-2를 특징짓는 잔기
를 전체 미만을 함유하는 결실 동족체, 및/또는 하나 이 상의 잔기가 폴리펩티드의 말단 또는 중간 부분에 첨가되는 치
환 동족체)와는 다르고, 본 원에 서술된 FGF-2 동족체의 생물학적 성질을 공유하는, FGF 동족체의 미생물 발현을 암
호화하는 DNA 서열의 제조 (및 cDNA 및 게놈 DNA의 부위 특이적 돌연변이 유발에 의한 발생)를 제공한다.
    

    
본 발명의 DNA(및 RNA) 서열은, (a) 본원에 서술된 바와 같은 FGF-2 동족체를 암호화하는 DNA 서열, 또는 상보 
가닥: (b) (a)에 정의된 DNA 서열에 혼성화하는 DNA 서열 또는 그들의 단편: 및 (c) 유전암호의 퇴화가 없다면, 상
기 (a) 및 (b)에 정의된 DNA 서열에 혼성화할 것인 DNA 서열에: 에 의해 파악되는 FGF 동족체의 생물학적 성질 하
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나 이상, 및 제 1차 구조적 형태의 적어도 한 부분을 갖는 폴리펩티드 생성물의 원핵 또는 진핵 숙주 세포내 발현을 안
전하게 하는데 유용한 모든 서열을 암호화 한다. FGF 동족체에 포함되는 대립형질 변이형을 암호화하는 게놈 DNA 서
열, 및 동족체 RNA, 이들의 단편, 및 비-척추동물 숙주내 메신저 RNA 의 RNA 복제 또는 전사를 용이하게 하는 코돈
을 삽입하는 RNA 또는 DNA 서열을 암호화하는 서열이 명확하게 파악된다.
    

본 발명에 의해 제공된 미생물 발현 폴리펩티드의 단리 및 정제는, 예를들면, 헤파린을 이용하는 실시예 1에 설명되는 
것과 같은 예비 크로마토그래피 분리, 및 모노클로날 및/또는 폴리클로날 항체 제조를 포함하는 면역학적 분리를 포함
하는 통상의 방법에 의한다.

상기에 요약되고 하기 실시예에 더욱 상세히 서술된 바에 의하면, FGF-2에 Lys-134 및 Arg-129 연루 돌연변이는 
헤파린 결합을 포함하는, 측정된 임의 변수에 대해 적은 변화를 결과시킨다. Lys∼138 연루 돌연변이는 헤파린 결합 
감소를 보이지만, 내피세포 증식에 있어 천연 인자에 비해 주목할만한 변화는 없다. 이중 돌연변이체 gln 129, 134 FG
F-2는 향상된 우로키나제(urokinase) 및 관-형성 활성을 명백히 보인다. 따라서 상기 동족체들은 FGF-2 아고니스
트(agonist)로서 사용될 수 있다. " 아고니스트" 란 자연 발생 물질에 의해 보통 자극되는 세포 수용체에 대한 친화도
를 가지고 상기 수용체의 생리적 활성을 자극하는 임의 물질을 의미한다. FGF 활성의 아고니스트인 FGF 동족체는 혈
관 신생, 세포생장, 및/또는 세포 생존을 촉진시킬 수 있고, 따라서 창상, 화상, 골절, 외과적 찰과상, 궤양, 등과 같은 
조직 회복 및 허혈 및 심근 경색증 동안의 조직 회복에 적용할 수 있다.

대조적으로, 상기에 요약되고 하기 실시예에 더욱 상세히 서술된 바에 의하면, gln 128, 138 FGF-2와 같은 Arg-128 
및 Lys-138 연루 돌연변이는 헤파린 결합 감소, 유사분열 활성 감소, 우로키나제-유형 플라스미노겐 (plasminogen) 
활성제를 유발시키는 능력 감소, 및 시험관내 맥관형성 감소를 보인다. 따라서, 헤파린 결합 감소는 세포 증식, 우로키
나제 생산, 및 시험관내 모세관 형성의 유발과 같은, FGF-2 활성을 발휘하는 신호 변환 경로내 결손을 야기시키는 것 
같다. 그것으로서, 동족체는 길항질 활성을 나타낸다고 예상된다.

    
" 길항질 (antagonist)" 이란, 예를들면 생물학적 반응을 이끌어내지 않으면서 세포 수용체에 결합하는 것으로서, 다른 
것의 작용을 무효화하는 경향이 있는 임의 물질을 의미한다. FGFs의 경우, 길항질은 FGF 수용체에 결합하지만, 섬유
아세포, 내피세포 및 대신경세포의 증식 또는 이동을 자극하지 않는 물질을 포함하되, 이에 제한되지는 않는다. FGF 길
항질은 종양의 맥관형성을 저해하는 귀중한 도구로서 및 항암제 및 항증식제로서 특정 신생물, 특히 맥관형성 신생물의 
치료에 유용하다. 길항질은 부가적으로 맥관형성 저해제로서 작용하고, 그러므로, 신생혈관화가 병리학적으로 우성인 
질병, 예컨대 눈의 망막증, 신생혈관 녹내장, 피부병, 만성염증, 변형관절염, 등의 치료에 유용하다. 본 원에서 사용된 
바에 따라, 용어 아고니스트 및 길항질은 제한적이지 않으며, 단일 인자가 천연 인자에 의해 중재된 하나의 생물학적 기
능에 대한 길항작용, 및 다른 기능에 대한 아고니즘(agonism)을 나타낼 수 있다. 이것이 발생하는 곳에서, 천연 인자의 
생물학적 활성은 동족체내에서 약리학적으로 해리될 것이라고 들 한다.
    

하기 실시예는 본 발명을 더 예증하고 설명하기 위해 제공되며 어떠한 점에서든 제한으로서 이해되서는 안된다.

실시예 1

사람의 FGF-2 동족체를 구성하고, 발현시키며 정제한다.

먼저 사람의 glu3.5 FGF-2를 암호화하는 유전자를 Seddon A.P., 일행, Annals N.Y. acad. Sci. 638: 98-108(199
1)에 서술된 바와같이 제조한다. 간단히 말해서, pUC 18 내로 클로닝된 사람 FGF-2의 155 아미노산 형을 암호화하
는 합성 유전자를 British Bio-technology, Oxford, UK로부터 구입한다. 변화될 누클레오티드 서열 (2-49)을 pUC 
l8로부터 제한 엔도누클레아제 Hind III 및 BspM II를 사용하여 절개하고 FGF-1의 처음의 5 N-말단 아미노산을 암
호화하고 내부 Ndel 부위를 함유하는 합성단편을 pUC 18내로 클로닝하여, 위치 3 및 5에서 글루타민산을 암호화하는 
구성물을 산출한다. 그다음 FGF-2 암호화 cDNA를 pUC l8로부터 Ndel 및 BamHl을 사용하여 절개시키고, pET--
3a의 유도체, 발현벡터 pET-(M13)ΔPS의 Ndel 및 BamHl 내로 클로닝한다.
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(Rosenberg, A.H,, 일행, Gene 56: 125-135 (1987))

단일-가닥 DNA 및 2개의 프라이머, 5'-GTCTAGAAAA TACACCAGTT GGTACGTAGC ACTGCAGCGA ACCGG
TCAGT ATAAA-3' (SEQ ID NO 1) 및 5'-CTTGGTTCCC AAACAGGGCC CGGGCAGAAA GCTA-3' (SEQ ID 
NO 2)를 사용하는 부위-지정 돌연변이 유발에 의해 플라스미드를 변형시켜 glu 128 -FGF-2 돌연변이체 유전자를 얻
고, 이 유전자는 각각, 새로 도입된 독특한 제한 부위 SnaBl, Pst 1 및 Apal (밑줄친 것)을 함유한다. Wells, 일행 (G
ene 34: 315-323 (1985))가 서술한 바와 같이 카셋트-지정 돌연변이 유발을 사용하여 짧은 합성 복식 DNA 카셋트
를 삽입시킬 수 있도록 플라스미드내 측면 제한 부위를 동종의 제한 효소로 소화시킨다.

어닐링된 올리고누클레오티드 5'-GTAGCACTTA AGCGTACGGG GCAGTATAAG CTTGGTTCCC AAACAGGGC
C-3' (SEQ ID NO 3) 및 5'-CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTTAAG TGCTAC-3' (SE
Q ID NO 4), 및 5'- GTAGCACTGC AGCGTACGGG GCAGTATAAG CTTGGTTCCC AAACAGGGCC-3' (SEQ 
ID NO 5) 및 5'-CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTGCAG TGCTAC-3 (SEQ ID NO 6)의 
2조 및 SnaBl 및 Apa 1을 사용하는 변이 유전자의 카셋트 지정 돌연변이 유발로, 각각, 새로운 제한 부위 Afl 2 및 H
ind 3 (밑줄친 것)을 갖는 돌연변이체 gln 138 FGF-2, 및 새로운 제한부위 Hind 3 (밑줄친 것)을 갖는 이중 돌연변이
체 gln128, 138 -FGF-2를 얻는다.

제한 부위 SnaBl 및 Hind 3 및 어닐링된 올리고누클레오티드 5'-GTAGCACTGC AGCAGACGGG GCAGTATC-3' 
(SEQ ID NO 7), 및 5'-AGCTGATACT GCCCCGTCTG CTGCAGTGCT AC-3' (SEQ ID NO 8)를 사용하는 glu 1
38 FGF-2의 카셋트 돌연변이 유발은, 새로운 제한부위 Pst 1 (밑줄친 것)을 갖는 4중 돌연변이체 glu 128,129,134,
138 FGF-2를 결과시켰다. 독특한 제한부위 SnaBl 및 Apa 1 및 어닐링된 올리고누클레오티드 5'-GTAGCACTTA A
GCAGACGGG GCAGTATCAG CTTGGTTCCA AAACAGGGCC-3' (SEQ ID NO 9), 및 5'-CTGTTTTGGA ACC
AAGCTGA TACTGCCCCG TCTGCTTAAG TGCTAC-3' (SEQ ID NO 10)을 사용하는 gln 128 -FGF-2-Kl38Q 
돌연변이체의 카셋트 돌연변이 유발은 새로운 제한부위 Af ℓ 2 (밑줄친 것)를 갖는 다른 이중 돌연변이체 gln l29, 1
34 FGF-2를 생산한다. 상기 돌연변이체를 더 사용하여 2이상의 돌연변이체를 생산하고, 다시 부위 Af ℓ 2 및 Apal 
및 어닐링된 올리고누클레오티드 5'-TAAGCAGAC GGGGCAGTAT AAGCTTGGTT CCAAAACAGG GCC 3' (SEQ 
ID NO 11) 및 5'-CTGTTTTGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TCTGC-3' (SEQ ID NO 12)를 사용하는 카셋
트 지정 돌연변이 유발에 의해 새로운 제한 부위 Hind 3 (밑줄친 것)를 가진 돌연변이체 gln 129 -FGF-2를 얻고, 5'
-TTAAGCGTAC GGGGCAGTAT CAGCTTGGTT CCAAAACAGG GCC-3' (SEQ ID NO 13), 5'-CTGTTTTGG
A ACCAAGCTGAT ACTGCCCCGT ACGC-3' (SEQ ID NO 14)를 사용하여 새로운 제한부위 Sp ℓ 1 (밑줄친 것)
를 가진 glnl34 FGF-2를 얻는다. 원하는 돌연변이체 플라스미드를 새로 도입된 제한 부위에서 절단에 대한 감수성을 
기준으로 선택하고 완전한 서열화에 의해 확인한다.

    
그다음 돌연변이체를 발현시키고 정제한다. 상기 서술된 7개의 돌연변이체를 암호화하는 유전자를 함유하는 플라스미
드를 적임의 이. 콜리 (E. coli) BL2l Plys S 내로 형질전환시키고 암피실린 50 ug/ml 및 클로르 암페니콜 30 ug/ml
를 함유하는 루리아 육즙 (Luria broth)내 37℃에서, 600 nm에서의 흡광도가 0.4가 될 때 까지 항온처리한다. 37℃
에서 2시간동안 2 mM 이소프로필티오갈락토시드의 첨가에 의해 재조합 단백질의 발현을 유발시킨다. 1리터 배양물로
부터의 세포를 원심분리에 의해 수확하고, 0.1 mM EDTA 및 0.6 M NaCl을 함유하는, 50 mM tris-HCl, pH 7.5 3
0ml에 재현탁시키며, 4℃에서 20분 동안 리소짐 (10 ug/ml)으로 처리하고나서 초음파처리 (6×3O초 펄스)한다. 용
해질을 원심분리(10,OOO×g, 20분)로 투명하게 하고, 상청액을 1시간동안 4℃에서 일정하게 회전시키면서 수소화 헤
파린 세파로스 (Pharmacia/LKB) 5ml로 항온 처리한다. 수지를 0.8 um 필터장치 (Nalgene) 상에서 여과시켜 단리시
키고, 0.6 M Nacl을 함유하는, 10 mM Tris-HCl pH 7.4로 광범하게 세척하며, 결합된 단백질을 3M Nacl (25 ml)
을 함유하는 트리스(Tris) 완충액으로 용리시킨다. 3M Nacl 용리제를 트리스 완충액으로 6-배 희석시키며 TSK 헤파
린 5PW 컬럼 (0.21 × 15 cm; the Nest Group, MA)상에 부하시키고 3 ml/분의 유량으로 90분내에 선형 구배(0.6
-2M NaCl)를 사용하여 컬럼을 전개시킨다.
    

돌연변이체를 잠복시킨 이. 콜리 (BL 21 Plys S)를 American Type Culture Collection (A.T.C.C)에 기탁하였다. 
gln128 -FGF-2 잠복 균주는 A.T.C.C. 기탁 번호 69419를 가지고, gln 138 -FGF-2 잠복 균주는 A.T.C.C, 기탁 번
호 6942O을 가지며, gln 128, 138 -FGF-2 잠복 균주는 A.T.C.C. 기탁 번호 694l8을 가진다.
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실시예 2

실시예 l의 FGF-2 동족체에 대한 헤파린 결합의 화학량론 및 헤파린 결합에 대한 열역학적 해리상수를 얻는다.

    
FGF-2는 위치 l23에 단일 트립토판 잔기를 함유한다. 결정학적 자료는, 이 트립토판 잔기가 헤파린 결합에 연루된 것
으로 보이는 염기성 잔기의 군과 근접하여 위치하였음을 시사하며 (Zhang, 상기 인용됨), 각종 리간드의 결합시 단백
질 형태에서의 변화를 알리기 위해 트립토판 잔기의 형광방출이 사용될 수 있다는 것을 시사한다. 그러므로, 헤파린 및 
헤파린 모의, β-시클로텍스트란 테트라데카설페이트 (BCDS)의 존재 및 부재하에 FGF-2 및 FGF-2 돌연변이체의 
형광성질을 본 실시예에서 평가한다.
    

각각, 290 nm 및 350nm의 흥분 및 방출 파장을 사용하는 Perkin-Elmer LS-5 플루오로스펙트로미터내에서 형강 
적정 측정을 수행한다. 디티오트레이톨 2mM을 함유하는, 10 mM Tris-HCl, pH 7.4 내 FGF 용액 2ml를 크벳에 넣
는다. 헤파린 (Hepar Industries, Franklin, OH) 또는 BCDS (American Maize-Products, Hammand, IN)의 소량
의 부분표본(∼2-5㎕)을 크벳에 첨가하고 각 시간 후 비교가능한 형광 세기를 얻고 동량의 헤파린 또는 BCDS가 각시
간에 첨가된 트립토판의 용액과 대비하여 용액의 형광세기를 읽는다. FGF-2 및 gln 128, 138 FGF-2의 농도는 각각, 
370 nM 및 280 nM 이다. 결과를 제 1A도 및 1B도에 구성하였고, 단백질 용액에 헤파린의 첨가시 트립토판 형광 방출
이 퀀칭된다는 것을 보인다.

당랑의 트립토판 잔기, Trpl22는, 유사한 형광 퀀칭을 얻는 산성 FGF(FGF-1)에 존재한다. 단백질 용맥에 BCDS의 
첨가는 FGF-2의 형광의 퀀칭을 결과시키는 반면, 비설페이트화 화합물(BCD)의 첨가는 또한 스펙트럼 효과를 보이지 
않는데, 이는 리간드의 설페이트화가 단백질의 결합 및 형광성질에 있어서의 변화를 요구한다는 것을 지적한다.

형광 세기 대 리간드 농도의 구성으로부터 열역학적 해리상수(KD )를 얻는다. 하기 방정식 1 사용에 의한 비-선형 회
구에 형광 세기 자료를 대입시키며, 이때 F0는 관찰된 형광세기, F1는 초기 세기, ΔF는 최종 및 초기 사이의 형광 세
기의 차이, Ct는 총 FGF 단백질 농도, K 0는 열역학적 해리 상수이고, Lt는 총 헤파린 농도이다. 방정식 l에서 복합체내 
FGF 및 헤파린의 화학량론이 1:1 이라고 가정한다. 자료 취급을 위해 그래픽 소프트웨어 Kaleidagraph를 사용한다.

    
그러나, 형광 적정 실험에서 제 1도에 도시된 적정 곡선을 방정식 1을 사용하여 직접 대입시킬 수 없다. 이는 단백질-
리가니드 복합체의 화학량론이 l에 해당하지 않는다는 것을 지적한다. 여기에 사용된 헤파린 제제는 사슬 당 평균 20개
의 설페이트화 단당류 단위로 구성되어 있기 때문에, 올리고당 사슬당 하나 이상의 FGF 분자가 결합되는 것 같다. 단백
질의 표면 상에서의 광범한 양전하 및 리간드의 강한 음전하는 이온 상호작용이 FGF에 대한 헤파린의 결합에 주요 구
동력인 것 같다고 제시한다. 더욱이, 달리 지적할 만한 임의 자료의 부재하에, 헤파린 상의 결합 부위는 무관하고 결합
친화성은 유사하다고 가정하는 것은 합리적이다. 동일한 표시에 의해, BCDS는 음전하를 띤 14개의 설페이트기를 가진 
7-원시클릭 다당류이고 FGF를 위한 몇몇의 결합부위를 소유할 수 있었다. 이러한 가정 하에, 실제 농도를 가능한 결
합 부위의 수로 곱함으로써 리간드의 유효 농도를 조정시킬 필요가 있다. n이 다당류 당 결합된 FGF 분자의 평균수이
면, 방정식 l을 변형시켜 하기를 얻을 수 있다:
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이때 리간드의 유효농도는 n배 만큼 증가된다.

제 l도에 따라 도시된 자료를 대입시키기 위해 방정식 2을 사용하고 두 변수, K D및 n의 값을 각 분자에 대해 적어도 3
개의 적정 곡선의 비-선형 회귀에 의해 결정한다. 헤파린과 상호작용하는 4개의 (n=4) FGF-2 분자의 평균을 얻는다. 
돌연변이체 glnl28, 138 FGF-2의 경우 각 헤파린 분자 상에 4개의 결합 부위를 취한다. 실험에 사용된 헤파린의 분자
량이 약 5000이며, 상기 헤파린은 평균 20개의 단당류 단위를 갖기 때문에, 약 4-6개의 단당류 단위가 각 FGF 분자
와 상호작용 할 수 있다. 2-4개의 FGF 분자는 하나의 BCDS (이론치 분자량 2226을 가짐)에 결합할 수 있다. 이러한 
평가는 Mach, 일행 (Biochemistry 32 : 5480-5489 (1993))에 의해 빛 산란 및 분석학적 초원심분리 분석을 포함
하는 각종 상이한 연구법에 의해 결정된 화학량론 1:4-6 이라고 보고된 것과 충분히 일치한다.

표 I은 헤파린 또는 BCDS를 사용하여 야생형 FGF 및 돌연변이체에 대한 형광 퀀칭 실험으로부터 얻어진 열역학적 해
리 상수를 제공한다.

표 1 FGF-2 및 돌연변이체에 대한 헤파린의 결합과 관련된 열역학적 해리상수 (K D )

부위 2에서 돌연변이된 단백질을 제외한 부위 l 돌연변이체의 경우 K D값이 극적으로 변한다는 것을 자료로부터 알 수 
있다. 헤파린에 대한 친화성은 돌연변이체 gln 128 - FGF-2 및 gln 138 FGF-2 의 경우 약 10배 감소하고 이중 돌연변
이체 gln128,138 -FGF-2의 경우 약 100-배 감소한다. BCDS에 있어서 유사한 결과를 얻는다.

헤파린 세파로스 수지로부터 FGF 및 돌연변이체 단백질을 용리시키기 위해 요구되는 NaCl의 농도에 관한 조사에서, 
gln128 FGF-2는 더욱 낮은 염농도를 요구하여 용리될 유일한 돌연변이체 단백질이다.

실시예 3

실시예 l에서 단리되고 정제된 FGF-2 돌연변이체를 사용하는 결합 및 관련 생물학적 활성 연구를 행한다.

Moscatelli (J. Cell Physiol. 131 : 123-130 (1987))에 의해 서술된 바와 같이, 높은 수의 FGF 수용체를 발현시키
는, 새끼 햄스터 신장(BHK) 세포에 대한125 I- FGF-2(Amersham Corp.)의 결합을 경쟁하는 단백질의 능력에 관해 
돌연변이체 단백질을 시험한다. 간단히, 24-웰 플레이트상에 도말된 세포를 실온에서 1시간 동안 비표식 FGF-2 또는 
돌연변이체의 계단 희석과 동시에 50 pM125 I-FGF-2 와 함께 항온처리한다. 그 다음 세포를 39분 동안 4℃에서 항
온처리하고, 인산염-완충 염수로 2회 세척하며 2M NaCl을 함유하는, 20 mM Hepes, pH 7.5로 처리하여 낮은 친화
성 헤파린 설페이트 결합 부위에 결합된125 I- FGF-2를 제거한다. 세포를 0.1 M 인산나트륨, pH 8 내 0.5％ Trito
n X-100으로 처리함으로써 수용체 결합 FGF-2를 회수하고 감마-계수기내에서 계수한다. 검정을 중복하여 수행한다. 
결과를 제 2도에 구성한다. 야생형과 비교할 대 임의의 FGF-2 돌연변이체의 경우 주목할 만한 차이가 관찰되지 않는
다.

    
FGF-2 및 돌연변이체의 유사분열 활성을 Gospardarowicz, 일행 (Proc. Nat. Acad. Sci. 81 : 6963∼6967 (1984)

 - 11 -



등록특허 10-0320803

 
에 의해 서술된 바와 같이 성장한 대동맥궁으로부터 유래된 소의 혈관 내피 세포를 사용하여 측정한다. 요약해서 페니
실린 (100 단위/ml), 스트렙토마이신 (100ug/ml) 및 L-글루타민 (2 mM)이 보강된 l0％ 송아지 혈청 (Hyclone, L
ogan, UT)를 함유하는 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 0.5 ml 내 24-웰 플레이트 당 8000 세포
의 초기 밀도로 세포를 시이드한다. 도말 2시간 후, DMEM내 FGF-2 및 돌연변이체의 계단 희석액의 부분표본 20 ㎕
를 첨가한다. 배양 5일 후, 중복의 플레이트에서 항트립신성을 파괴하고 세포밀도를 Coulter counter 내에서 세포 계
수함으로써 측정한다. 측정을 중복 수행한다. 결과를 제 3도에 구성한다.
    

ABAE 세포의 증식을 유발시키는 FGF-2 및 돌연변이체의 활성을 배양매질내 첨가된 FGF 농도의 함수로서 측정한다. 
부위 l군 내 돌연변이체 gln128 FGF-2 및 gln l28,138 FGF-2에 대한 EC50 값(제 3A도)은 0.5 ng/ml - 5.6 ng/ml의, 
약 10배 증가를 보이는 반면, 돌연변이체 gln 138 FGF-2 및 모든 부위-2 돌연변이체는 야생형 값과 비교해 주목할만
한 변화를 보이지 않는다 (제 3B도).

FGF 돌연변이체에 의한 우로키나제-타입 플라스미노겐 활성제 유발을 평가한다. 선장한 소의 대동맥 내피 (ABAE) 
세포를 96-웰 플레이트내 20,OOO세포/웰로 시이드하고 상이한 농도의 FGF-2 또는 돌연변이체 및 페니실린 (100 
단위/ml), 스트렙토마이신 (100 ug/ml) 및 L-글루타민 (2mM)이 보강된 10％ 송아지 혈청 (Hyclone, Logan, UT)
을 함유하는 DMEM 내에 유지시킨다. 24시간 후, 세포를 인산염-완충 염수로 세척하고 0.05％ Triton X-100을 함
유하는, 60 mM Tris-HCl, pH 8.5 내에서 세포용해시킨다. 세포-관련 무로키나제--유형 플라스미노겐 활성제 (u
PA) 활성을 플라스민 색소생성 기질 D-노르로이실-헥사히드로티로실-라이신 p-니트로아닐리드 아세테이트 (Ame
rican Diagnostics, Greencoich, CT)를 사용하여, 상기 인용된, Presta, 일행에 의해 서술된 바와 같이 측정한다. 세
포-관련 단백질 농도를 단백질에 결합하는 쿠마씨블루를 사용하여 측정한다. 결과를 제 4도에 구성한다. 돌연변이체 
gln128,138 - FGF-2는 두드러지게 감소된 uPA 유발 능력을 보이는 유일한 돌연변이체이다.

돌연변이체가 3-차원 콜라겐 겔 상에서 배양된 ABAE 세포내에서 모세관-같은 구조물을 유발시키는지의 여부를 관찰
하므로써 시험관내 맥관형성 평가를 행한다. 각 웰에 1 × DMEM을 함유하는 쥐-꼬리 I형 콜라겐 (Becton Dickinso
n Labwares, Bedford, MA) 0.7 mg/ml의 식힌 용액 0.5 ml를 첨가하고 NaHCO 3를 사용하여 중성 pH로 조정하므로
써 3-차원 콜라겐 겔 플레이트 (24-웰)을 제조한다. 콜라겐 겔 (약 1-2 mm 두께)의 형성 후, ABAE 세포를 50,00
0 세포/웰로 시이드한다. 배양물이 합류될 때 까지, 보통 세포가 겔 상에 단일층을 형성하는 시간인 5일 동안, 페니실린 
(100 단위/ml), 스트렙토마이신 (100 ug/ml) 및 L-글루타민 (2 mM)이 보강된 10％ 송아지 혈청 (Hyclone, Loga
n, UT)를 함유하는 DMEM 내 37℃에서 배양물을 유지시킨다. 그다음 매질을 상이한 농도의 FGF-2 또는 돌연변이체
를 함유하는 신선한 매질로 대체시킨다. 배양물을 37℃에서 48시간 동안 유지시킨 다음, 차가운 메탄올 (-20℃)로 고
정시킴으로써 중지시킨다.

ABAE 세포에 의해 형성된 모세관 같은 구조물의 존재비를, Hamanatsu C24OO 비디오카메라 및 Zeiss Axioshop 현
미경의 보조장치를 가진 Kontron IBAS Image Analyzer를 사용하여 분석한다. 비디오 카메라로 얻어진 각 필드의 위
상차 이미지를, 모세관-같은 구조물이 차지한 면적은 백색 이고 나머지는 검정색 배경인 이원 이미지로 전환시킨다. 그 
다음 시험관내 맥관형성 범위를 측정된 전체 면적으로 나뉘어진 백색 면적의 백분율로서 측정한다. 동일한 조건의 세포 
배양물을 중복 웰에 유지시킨다. 각 웰의 3-4 면적을 이미지 분석에 의해 조사하고 평균 값 및 표준 편차를 결정한다. 
상기 컴퓨터-보조 정량분석법으로부터의 결과를 제 5도에 진술한다. 돌연변이체 gln 128,138 FGF-2에 의해 유발된 
관 형성은 야생형 FGF-2 및 그밖의 돌연변이체에 의해 지적된것 보다 훨씬 더 적다.

상기 설명은 당업자들에게 본 발명의 실행법을 언지하기 위한 것이고, 숙련공이 설명을 읽으면 이해할 본 발명의 명백
한 변형 및 변이 모두를 상술할 의도는 아니다. 그러나, 그러한 모든 명백한 변형 및 변이는 특허 청구범위에 정의된 바
에 따라 본 발명의 범위내에 포함된다고 의도된다.

서열목록

(1) 일반 정보

(i) 출원인 : Lu Yuan Li
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Andrew P. Seddon

Yakov Gluzman

Peter Bohlen

(ii) 발명의 명칭 : 섬유아세포 성장인자의 헤파린 결합 부위 구조 동족체

(iii) 서열의 수 : 14

(iv) 통신주소 :

American Cyanamid Company

Patent Law Department

One Cyanamid Plaza

Wayne, NJ O747O-8426

(v) 컴퓨터 판독 행태

(A) 매체유형 : 5.25" 360 Kb 디스켓

(B) 컴퓨터 : IBM PC

(C) 운영 시스템 : MS DOS

(D) 소프트웨어 : 워드 프로세서

(viii) 대리인 정보

(A) 이름 : Estelle J, Tsevdos

(B) 등록번호 : 31145

(C) 서류번호 : 854-011

(ix) 통신정보

(A) 전화번호 : 201-831-3242

(B) 팩스번호 : 201-831-3305

(2) XEQ ID NO : l에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 55 염기
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(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : 구성물 제조에 사용된 프라이머

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 1:

GTCTAGAAAA TACACCAGTT GGTACGTAGC ACTGCAGCGA ACCGGTCAGT ATAAA

(3) SEQ ID NO: 2에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 34 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : 구성물 제조에 사용된 프라이머

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 2:

CTTGGTTCCC AAAGAGGGCC CGGGCAGAAA GCTA

(4) SEQ ID NO : 3에 대한 정보

(i) 서열특성
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(A) 길이 : 50 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 SEQ ID NO 4 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 3:

GTAGCACTTA AGCGTACGGG GCAGTATAAG CTTGGTTCCC AAACAGGGCC

(5) SEQ ID NO : 4에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 46 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보: SEQ ID NO 3와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 4:

CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTTAAG TGCTAC

(6) SEQ ID NO : 5에 대한 정보
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(i) 서열특성

(A) 길이 : 50 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : SEQ ID NO 6 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 5:

GTAGCACTGC AGCGTACGGG GCAGTATAAG CTTGGTTCCC AAACAGGGCC

(7) SEQ ID NO : 6에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이: 46 임기

(B) 유형: 핵산

(C) 가닥: 단일

(D) 형태: 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명: 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태: 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보: SEQ ID NO 5과 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) /,l쳔 서슬: SES ID NO 6:

CTGTTTGGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TACGCTGCAG TGCTAC
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(8) SEQ ID NO : 7에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 28 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : SEQ ID NO 8 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 7:

GTAGCACTGC AGCAGACGGG GCAGTATC

(9) SEQ ID NO : 8에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 32 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : SEQ ID NO 7 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 8:
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AGCTGATACT GCCCCGTCTG CTGCAGTGCT AC

(10) SEQ ID NO 9에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 50 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : SEQ ID NO 10 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 9:

GTAGCACTTA AGCAGACGGG GCAGTATCAG CTTGGTTCCA AAACAGGGCC

(11) SEQ ID NO : 10에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 46 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : SEQ ID NO 9 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨
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(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 10:

CTGTTTTGGA ACCAAGCTGA TACTGCCCCG TCTGCTTAAG TGCTAC

(12) SEQ ID NO : 11에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 43 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : SEQ ID NO 12 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 11:

TTAAGCAGAC GGGGCAGTAT AAGCTTGGTT CCAAAACAGG GCC

(13) SEQ ID NO : l2에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 35 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징
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(D) 정보 : SEQ ID NO 11 와 어닐링된 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 12:

CTGTTTTGGA ACCAAGCTTA TACTGCCCCG TCTGC

(14) SEQ ID NO : 13에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 43 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA

(ix) 특징

(D) 정보 : 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열서술 : SEQ ID NO 13:

TTAAGCATAC GGGGCAGTAT CAGCTTGGTT CCAAAACAGG GCC

(15) SEQ ID NO : 14에 대한 정보

(i) 서열특성

(A) 길이 : 34 염기

(B) 유형 : 핵산

(C) 가닥 : 단일

(D) 형태 : 선형

(ii) 분자형태

(A) 설명 : 올리고뉴클레오티드

(v) 단편형태 : 합성 DNA
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(ix) 특징

(D) 정보 : 구성물 제조에 사용됨

(xi) 서열 서술 : SEQ ID NO 14:

CTGTTTTGGA ACCAAGCTGAT ACTGCCCCGT ACGC

참고문헌

(57) 청구의 범위

청구항 1.

Glnl34 FGF-2 및 Gln l29,l34 FGF-2로 부터 선택된 FGF-2 구조 동족체를 포함하며, 천연 FGF-2와 거의 같거나 그
보다 우수한 세포 표면 수용체에 대해 결합 친화력, 헤파린 또는 헤파린-유사 다당류를 향한 친화력,및 유사분열생식 
활성을 나타내는 섬유아세포 성장 인자-2(FGF-2)아고니스트.

청구항 2.

Glnl38 FGF-2 및 Gln l28,l38 FGF-2로 부터 선택된 FGF-2 구조 동족체를 포함하며, 천연 FGF-2와 거의 같거나 그
보다 우수한 세포 표면 수용체에 대해 결합 친화력을 나타내나, 천연 FGF-2와 비교하였을때 헤파린 또는 헤파린-유
사 다당류를 향한 친화력의 감소, 및 천연 FGF-2와 비교하였을때 유사분열 생식 활성의 감소를 나타내는 섬유아세포 
성장 인자-2(FGF-2)길항질.

청구항 3.

제 11 항 또는 제 12 항의 FGF-2 구조 동족체을 암호하는 DNA 서열.
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청구항 4.

포유동물에서 조직 손상을 치료하기 위해 사용되며 Gln l29,l34 FGF-2구조 동족체을 포함하는 제 11항에 따른 FGF-
2 아고니스트.

청구항 5.

포유동물에서 맥관형성 신생물을 치료 또는 예방하기 위해 사용되며 Glnl28,l38 FGF-2구조 동족체을 포함하는 제 12
항에 따른 FGF-2길항질.

청구항 6.

ATTC 수탁 번호 69420하에 기탁된 Gln 138 FGF-2를 암호하는 숙주 세포.

청구항 7.

ATTC 수탁 번호 69418하에 기탁된 Gln 128,138 FGF-2를 암호하는 숙주 세포.

도면 1a

도면 1b
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