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하는 발현벡터, 이 벡터로 형질전환된 대장균 및 이 대장균을이용한 인간 인터루킨-16의 생산 방법

요약

    
본 발명은 꼬리 단백질과 인간 인터루킨-16의 융합 단백질, 이 단백질을 코딩하는 유전자, 이 유전자를 포함하는 발현 
벡터, 이 벡터로 형질전환된 대장균 및 이 대장균을 이용한 인간 인터루킨-16의 생산 방법에 관한 것으로, 상세하게는 
본 발명의 융합 단백질은 티오레독신(thioredoxin) 영역, 히스티딘이 풍부한 영역 및 엔테로카이네이즈(enterokinas
e)에 의해 절단되는 영역을 포함하는 꼬리 단백질의 C-말단에 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16이 융합된 것을 특징
으로 하며, 이 융합 단백질을 코딩하는 유전자를 포함하는 벡터로 형질전환된 대장균을 배양하고 균체를 파쇄한 후 원
심분리하여 상등액을 얻고; 이 상등액으로 1차 HIS-BIND 크로마토그래피를 수행하여 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 
인간 인터루킨-16의 융합 단백질을 포함하는 용출액을 얻고; 이 용출액을 엔테로카이네이즈와 반응시켜 상기 융합 단
백질을 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16으로 절단한 다음; 이 반응액으로 2차 HIS-BIND 크로마토그
래피를 수행하여 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16을 포함하고 수지와 결합하지 않는 분획을 얻고; 이 분획으로부터 
인간 인터루킨-16을 정제함으로써, C-말단 분비형 인간 인터루킨-16을 고효율로 생산할 수 있다.
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대표도
도 6

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 C-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA 유전자의 클로닝 과정을 나타내는 모식도이다.

도 2는 본 발명의 한 태양에 따른 발현 벡터 pET32-b(+)/IL-16의 제작 과정을 나타내는 모식도이다.

도 3은 본 발명의 대장균에서 발현된 융합 단백질의 구조를 나타내는 모식도이다.

도 4는 엔테로카이네이즈 처리 전과 후의 융합 단백질을 나타내는 SDS-PAGE 결과이다.

도 5는 엔테로카이네이즈에 의해 완전 절단된 융합 단백질의 2차 HIS-BIND 칼럼 크로마토크래피 결과를 보여주는 S
DS-PAGE이다.

도 6은 인터루킨-16에 의해 유도되는 세포 주화성 활성도를 나타낸 것이다.

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 인간 인터루킨-16의 생산에 유용한, 꼬리 단백질과 인간 인터루킨-16의 융합 단백질, 이 단백질을 코딩하
는 유전자, 이 유전자를 포함하는 발현 벡터, 이 벡터로 형질전환된 대장균 및 이 대장균을 이용한 인간 인터루킨-16
의 생산 방법에 관한 것이다.

인터루킨-16(Interleukin-16; IL-16)은 콘카나발린(concanavalin) A에 의해 활성화된 혈액 림프구 배양액에서 처
음으로 발견되어 분리된 단백질로, CD4 분자를 가진 T-세포, 대식세포 또는 호산구 등의 림프구를 염증 부위로 유인
하는 림프구 주화성 인자(Lymphocyte chemoattractant factor; LCF)로 알려져 왔다(Cruikshank & Center,J. Im
munology128, 2569 (1982)). 구체적인 유인 기작으로는, 염증 반응 부위에서 활성화된 혈소판, 비만 세포, 호염구 
세포 등이 세로토닌, 히스타민 같은 단백질을 분비하면, 그 주변에 위치한 CD8-세포에서 이미 합성되었던 인터루킨-
16의 분비가 유도되며, 이렇게 분비된 인터루킨-16은 CD4 분자를 가진 T-세포, 활성화된 약간의 대식세포 및 호산
구에 작용하여 이들을 염증 부위로 유인하여 면역 반응이 일어나게 한다.

또한, 인터루킨-16은 주화성 인자로서의 특징 외에도 CD4 분자를 갖는 T-세포의 성장 인자로서의 특징도 가지는 것
으로 알려져 있다(Cruikshank et al.,J. Immunology155, 2902 (1987)). 구체적인 기작으로는, 인터루킨-16이 휴
지기 상태(G0)의 CD4 양성 세포를 G1기로 전이시키면서 이 세포 표면의 MHC II와 IL-2 수용체의 합성을 촉진함으
로써 분열을 시작하게 하는 것이다.

    
한편, 아토피성 천식(atopic asthma), 수포성 유천포창(bullous pemphigoid), 유육종증(sarcoidosis)과 같은 질병
에서는, 특히 환자의 기도(airways), 점막하조직(sub mucosa)등에서 매우 과민하게 발생하는 염증 반응의 초기 단계
에, 인터루킨-16이 CD4 양성 T-세포 또는 호산구의 축적을 일으켜 이후의 반응을 지속시키므로, 상처를 치유하는 정
상적인 염증 반응과는 달리 질병의 증후로 나타난다. 따라서 이 반응에서 인터루킨-16을 억제하고자 하는 연구가 진행
되고 있다.
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최근 인간을 포함한 영장류의 인터루킨-16이 선천성 면역결핍 환자의 혈액내 CD8 양성 세포가 결여된 총 림프구에서 
선천성 면역결핍 바이러스의 증식을 억제한다고 보고된 바 있다. 이 과정에서 인터루킨-16의 작용 기전에 대하여는 알
려지지 않았지만 CD4 분자와의 결합 특성이 바이러스의 증식억제와 관련이 있을 것으로 생각되고 있다.

최근 밝혀진 인터루킨-16 유전자 cDNA는 2,376 bp로 이루어져 있고, 약 2.6 kb의 오픈리딩프레임(open reading f
rame; ORF)을 포함하며, 67 kDa 분자량을 가지는 프로 인터루킨-16 단백질(Pro-IL-16)을 발현하는 것으로 알려
져 있다(Baier et al.,Proc. Natl. Acad. Sci. USA.94, 5273 (1997)). 이 프로 인터루킨-16 단백질은 단백질 분해 
효소의 하나인 케스페이즈-3(caspase-3)에 의해 절단되어 17 kDa의 분자량을 갖는 인터루킨-16 단백질로 된 후 
세포 밖으로 분비되는데, 구체적인 분비 기작은 아직 알려져 있지 않다(Zhang et al.,J. Biol. Chem.273, 1144 (199
8)). 분비된 17 kDa의 인터루킨-16 단백질 네 분자는 비공유 결합하여 활성화된 인터루킨-16을 형성하여 CD4 분자
를 가지는 림프 세포들에 작용하게 된다.

대장균을 이용하여 인간 인터루킨-16을 생산하기 위해, 인터루킨-16 유전자를 발현 벡터 pQE30에 삽입하여 재조합 
벡터를 제조하고 이 벡터로 형질전환된 대장균을 파쇄한 후 폴리믹신-B(polymyxin-B) 칼럼과 젤 여과 칼럼을 사용
하여 정제하는 방법이 시도되었다(Idziorek et al.,Clin. Exp. Immunology,112, 84 (1998)). 그러나 이 방법은 복잡
한 정제 과정을 거치는 단점이 있었다.

인간 인터루킨-16을 생산하기 위한 다른 방법으로, 인터루킨-16 유전자를 히스티딘 영역과 트롬빈에 의해 절단되는 
영역을 포함하는 꼬리(tag) 단백질 유전자를 포함하는 발현 벡터 pET15b에 삽입하여 꼬리 단백질과 인터루킨-16의 
융합 단백질의 유전자를 포함하는 재조합 벡터를 제조하고, 이 벡터로 형질전환된 대장균을 배양하여 융합 단백질을 생
산한 후 Ni-칼럼 크로마토그래피를 수행하여 인터루킨-16을 얻는 방법이 시도되었다(Krautwald,J. Immunology,1
60, 5874 (1998)). 그러한 이 방법에 의해 얻어진 인터루킨-16에는 N-말단에 꼬리 단백질에서 유래하는 약 20 개
의 아미노산 잔기들이 부착되는 단점이 있었다.

이에 본 발명자들은 대장균을 이용하여 생물학적으로 활성인 인간 인터루킨-16을 대량 생산하는 방법을 개발하고자 
예의 연구하였다.

    발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서, 본 발명의 목적은 대장균을 이용한 인간 인터루킨-16의 생산에 유용한 꼬리 단백질과 인터루킨-16의 융합 단
백질을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 융합 단백질을 코딩하는 유전자를 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 유전자를 포함하는 발현 벡터를 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 발현 벡터로 형질전환된 대장균을 제공하는 데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 대장균을 이용한 인간 인터루킨-16의 생산 방법을 제공하는 데 있다.

    발명의 구성 및 작용

상기 목적에 따라, 본 발명에서는 티오레독신(thioredoxin) 영역, 히스티딘이 풍부한 영역 및 엔테로카이네이즈(ente
rokinase)에 의해 절단되는 영역을 포함하는 꼬리 단백질의 C-말단에 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16이 융합된 단
백질을 제공한다.

상기 다른 목적에 따라, 본 발명에서는 상기 융합 단백질을 코딩하는 유전자를 제공한다.

상기 또 다른 목적에 따라, 본 발명에서는 상기 유전자를 포함하는 발현 벡터를 제공한다.
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상기 또 다른 목적에 따라, 본 발명에서는 상기 발현 벡터로 형질전환된 대장균을 제공한다.

    
상기 또 다른 목적에 따라, 본 발명에서는 상기 대장균을 배양하고 균체를 파쇄한 후 원심분리하여 상등액을 얻고; 이 
상등액으로 1차 HIS-BIND 크로마토그래피를 수행하여 상기 융합 단백질을 포함하는 용출액을 얻고; 이 용출액을 엔
테로카이네이즈와 반응시켜 상기 융합 단백질을 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16으로 절단한 다음; 
이 반응액으로 2차 HIS-BIND 크로마토그래피를 수행하여 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16을 포함하는, 수지와 결
합하지 않는 분획을 얻고; 이 분획으로부터 인간 인터루킨-16을 정제하는 단계를 포함하는, C-말단 분비형 인간 인터
루킨-16의 생산 방법을 제공한다.
    

이하 본 발명을 더욱 상세히 설명한다.

    
본 발명의 융합 단백질은 티오레독신 영역, 히스티딘이 풍부한 영역 및 엔테로카이네이즈(enterokinase)에 의해 절단
되는 영역을 포함하는 꼬리(tag) 단백질의 C-말단에, C-말단 분비형 인간 인터루킨-16 단백질이 부착된 구조를 가
진다. 본 발명의 융합 단백질에서 꼬리 단백질내의 티오레독신 영역은 이와 융합된 단백질들이 대장균에서 합성될 경우 
더욱 쉽게 용해되어 후속하는 단백질 분리 공정을 더욱 용이하게 하며, 히스티딘이 풍부한 영역은 HIS-BIND 수지와 
결합하여 분리를 용이하게 하고, 엔테로카이네이즈에 의한 절단되는 영역은 대장균에서 생산된 융합 단백질로부터 엔테
로카이네이즈 처리에 의해 N-말단에 추가의 아미노산이 부착되지 않은 활성형 인터루킨-16이 생산되도록 한다. 상기 
티오레독신 영역은 서열번호: 1의 아미노산 서열을 가지며, 상기 히스티딘이 풍부한 영역(His.Tag)은 약 6 개의 연속
된 히스티딘 잔기가 포함된 영역이다. 또한 상기 엔테로카이네이즈 절단 영역은 서열번호: 2의 아미노산 서열을 갖는 
영역으로 꼬리 단백질의 C-말단에 위치하는 것이 바람직하다. 이러한 꼬리 단백질의 예로는, 서열번호: 3의 아미노산 
서열을 갖는 단백질을 들 수 있다. C-말단 분비형 인간 인터루킨-16 단백질은 서열번호: 4의 아미노산 서열을 가지며, 
예를 들어, 크루익스핵크 등에 의해(Cruikshank et al. PNAS, 91, 5109 (1994))에 공지되어 있다. 이러한 융합 단
백질의 대표적인 예로는 서열번호: 5의 아미노산 서열을 갖는 것을 들 수 있다. 그러나 상기 단백질의 아미노산 서열에
서 단백질의 기능에 영향을 미치지 않는 범위내에서 아미노산의 치환, 부가 또는 결실이 이루어질 수 있으며, 목적에 따
라 단백질의 일부만이 사용될 수도 있다. 그러한 변형된 아미노산 서열 역시 본 발명의 범위에 포함된다. 따라서 본 발
명은 상기 단백질과 실질적으로 동일한 아미노산 서열을 갖는 폴리펩티드 및 그의 단편을 역시 포함하며, 실질적으로 
동일한 폴리펩티드란 80% 이상, 바람직하게는 90% 이상, 가장 바람직하게는 95% 이상의 서열 상동성을 갖는 것들을 
의미한다.
    

상기 융합 단백질을 코딩하는 유전자(이하 " 융합 유전자" 라 함)는 유전자 코드(genetic code)에 따라 융합 단백질의 
아미노산 서열로부터 유추된 염기서열을 포함한다. 이러한 유전자의 대표적인 예로는 서열번호: 6의 염기서열을 갖는 
것을 들 수 있다.

    
상기 융합 유전자는 꼬리 단백질을 코딩하는 유전자와 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16 유전자를 차례로 연결하여 
얻을 수 있다. 상기 꼬리 단백질을 코딩하는 유전자는 공지의 DNA 합성 방법에 따라 합성할 수 있다. 또한 상기 C-말
단 분비형 인터루킨-16 유전자는 인간 조직으로부터 분리하거나, 공지의 DNA 합성 방법에 따라 합성할 수도 있다. 예
를 들어, 인터루킨-16 유전자는 진뱅크(GenBank)에 등록번호 제M90391호로 공지된 염기서열 정보를 토대로 제작한 
서열번호: 7 및 8의 프라이머와 함께 사람 혈액내 림프구의 총 RNA를 주형으로 사용하여 역전사 효소-중합효소 연쇄 
반응(RT-PCR)을 수행하여 C-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA를 얻을 수 있다.
    

    
또한, 본 발명의 발현 벡터는 상기 C-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA와 꼬리 단백질을 코딩하는 유전자의 융합 유전
자를 적절한 벡터에 삽입하거나, 꼬리 단백질을 코딩하는 유전자를 포함하는 공지의 벡터에 C-말단 분비형 인터루킨-
16 cDNA를 삽입하여 얻을 수 있다. 이러한 벡터의 예로는, C-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA를, 꼬리 단백질을 코
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딩하는 유전자를 포함하는 융합단백질 발현 벡터 pET-32b(+)(Novagen)에 삽입하여 얻은, 꼬리 단백질 유전자와 C
-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA의 융합 유전자를 포함하는 재조합 벡터 pET32-b(+)/IL-16을 들 수 있다.
    

    
이렇게 제조된 벡터를 적절한 대장균 세포에 도입시켜, 형질전환된 대장균을 얻는다. 특히, 숙주로는 티오레독신 환원 
효소 기능을 잃은 변이체인 대장균 AD494(DE3)pLysS(Novagen)이 바람직한데, 그 이유는 대장균 세포질 내에서 합
성되는 융합 단백질이 S-S 이중 결합을 형성하여 올바른 3차 구조를 갖는 활성화된 단백질이 되게 해주며, 세포질 내
에서 비용해 형태보다는 용해 형태를 형성하게 하여, 융합 단백질의 분리를 더욱 쉽게 해주기 때문이다. 본 발명자들은 
상기 재조합 벡터 pET32-b(+)/IL-16을 대장균 AD494(DE3)/pLysS에 도입하여 얻은 형질전환체를 대장균 AD49
4/pET32b(+)/IL-16으로 명명하였으며, 이를 생명공학연구소 부설 유전자 은행에 2000년 5월 9일자 기탁번호 제 
KCTC 0779BP 호로 기탁하였다.
    

얻어진 재조합 대장균으로부터 융합 단백질을 발현하기 위해, 형질전환체를 적절한 배지에 접종하고 진탕배양한 다음 
신선한 배지에 접종하고 진탕배양하여 600 ㎚ 파장에서 흡광도가 0.6 내지 0.8인 때에 여기에 이소프로필 β- D-티오
갈락토피라노사이드(isopropyl β- D-thiogalactopyranoside; IPTG)를 첨가하고 더 배양하여 융합 단백질의 발현
을 유도한다. 이때 발현되는 융합 단백질은 대장균의 전체 단백질의 50% 이상에 이르며 가용성이어서 분리가 용이하다.

    
융합 단백질의 발현이 유도된 대장균으로부터 인간 인터루킨-16을 얻기 위해, 상기 대장균 배양액을 원심분리하여 세
포를 회수하고 초음파 분쇄법으로 파쇄한 후 이를 원심분리하여 침전물과 상등액으로 분리한다. 이어서 상등액으로 1차 
HIS-BIND 크로마토그래피를 수행한다. 즉, HIS-BIND 크로마토그래피 키트(Novagen)를 사용하여, 수지를 주사기
에 충전하고 멸균된 증류수, 전하 완충액, 결합 완충액으로 활성화한 다음, 여기에 상기 상등액을 로딩하고, 결합 완충
액과 세척 완충액으로 세척한 후, 용출 완충액으로 용출한다. 용출된 분획을 적당한 완충액, 예를 들어, 20 mM Tris-
Cl(pH 7.4) 및 150 mM NaCl을 포함하는 완충액에서 투석한 다음, 엔테로카이네이즈를 처리하여 융합 단백질을 꼬리 
단백질과 인간 인터루킨-16으로 절단한다. 이어서 다시 2차 HIS-BIND 크로마토그래피를 수행하여 수지와 결합하지 
않은 부분을 수확한 후 인산화 완충 용액에 투석하여 최종산물로서 인간 인터루킨-16을 얻는다.
    

얻어진 인간 인터루킨-16은 세포 이동성 시험에서 Jurkat 세포주의 이동을 유인하므로, 생물학적 활성을 갖는 인간 인
터루킨-16임을 알 수 있다.

이하 본 발명을 하기 실시예에 의하여 더욱 상세하게 설명하고자 한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하기 위한 것
일 뿐, 본 발명의 범위가 이들만으로 한정되는 것은 아니다.

참조예 1: 단백질 정량

단백질 정량은 라우리(Lowry) 방법을 변형하여 다음과 같이 수행하였다. 단백질 용액을 200 ㎕의 증류수에 희석한 후, 
여기에 용액 C(용액 A(2% Na 2CO3 , 0.1N NaOH), 용액 B1(1% CuSO 4·5H2O) 및 용액 B2(2% NaK tartrate·4
H2O)를 100:1:1의 비율로 혼합하여 제조됨) 1 ㎖를 가하고 10 분 동안 방치한 다음, 2N 폴린-시오칼또 시약(Folin
-Ciocalteu's reagent; Sigma) 50 ㎕를 첨가하고 상온에서 30 분 이상 방치하였다. 흡광도 측정기(Spectrophotom
eter: Shimadzu)를 이용하여 550 ㎚ 파장에서 반응물의 흡광도를 측정하였다. 농도 표준 물질로서 소 혈청 알부민(b
ovine serum albumin)을 사용하였다.

참조예 2: SDS-PAGE
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SDS-PAGE는 램리의 방법(Laemmli, U. K.,Nature,227, 680-685 (1970))에 따라 수행하였다. 즉, 분리젤의 조성
은 12% 아크릴아미드(아크릴아미드:N,N'-메틸렌-비스-아크릴아미드=29.2:0.8), 0.375 M Tris-Cl (pH8.8) 및 
0.1% 소디움 도데실 설페이트(SDS)이었고, 스택킹 젤(stacking gel)의 조성은 5% 아크릴아미드, 0.125 M Tris-C
l(pH 6.8), 0.1% SDS이었다. 단백질 시료를 5X 램리 완충액(Laemli buffer; 60 mM Tris-Cl; pH 6.8, 25% 글리
세롤, 2% SDS, 5% β-머캅토에탄올, 0.1% 브로모페놀 블루)에 희석한 후 5 분 동안 중탕한 다음 젤에 로딩하여 전
기영동하였다. 이어서, 젤을 쿠마시 브릴리언트 블루(Coomassie Brilliant Blue) R250(Sigma)로 염색하였다.

실시예 1: C-말단 분비형 인터루킨-16의 발현 벡터의 제조

(단계 1) C-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA의 클로닝

실제 활성을 가지는 C-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA 유전자를 클로닝하기 위해, 사람 혈액내 림프구로부터 분리한 
총 RNA를 주형(template)으로 사용하고 서열번호: 7 및 8의 프라이머 25mer 및 20mer를 사용하여 RT-PCR을 수
행하였다. 이때 PCR 반응 조건으로는 94 ℃에서 1 분 동안 변성시키고 50 ℃에서 1 분 동안 결합(annealing)시킨 다
음 72 ℃에서 1 분 동안 연장(extension)시키는 반응 주기를 45 회 반복하였다. PCR 산물을 1 % 아가로스 젤에서 전
기영동하여 확인하였으며, 아가로스 젤 DNA 추출 키트(Agarose Gel DNA extraction Kit, Quiagen)를 사용하여 증
폭된 393 bp의 인터루킨-16 cDNA를 분리 및 정제하였다. 정제된 인터루킨-16 cDNA를HindIII로 절단하여 얻은 단
편을,HindIII로 절단한 수소결합되지않은 티미딘(thymidine) 한 분자가 5'- 및 3'-말단에 부착된 벡터 pCRIII와 T
4 DNA 리가제로 연결하여 재조합 벡터를 얻었으며, 이 벡터를 pCRIII/IL-16으로 명명하였다. 벡터 pCRIII/IL-16을 
대장균 DH5α(Life Technologies, Inc.)에 형질전환시켰으며, 얻어진 형질전환체를 대장균 DH5α/pCRIII/IL-16으
로 명명하였다.

도 1은 C-말단 분비형 인터루킨-16 cDNA 유전자의 클로닝 과정을 나타내는 모식도이다.

벡터 pCRIII/IL-16에 클로닝된 IL-16 cDNA의 염기서열을 생거(Sanger)의 디데옥시 시퀀싱(dideoxy sequencin
g)법에 따라 확인하였다.

(단계 2) 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인터루킨-16의 융합 단백질의 발현 벡터의 제조

꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인터루킨-16의 융합 단백질의 발현 벡터를 제조하기 위해, 단계 1에서 얻은 벡터 pCR
III/IL-16을HindIII로 절단하여 인터루킨-16 cDNA 단편을 얻고, 이 단편을HindIII로 절단된 융합단백질 발현 벡터 
pET-32b(+)(Novagen)와 T4 리가제로 연결하여 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인터루킨-16의 융합 단백질을 코
딩하는 서열번호: 6의 유전자를 포함하는 재조합 벡터를 얻었으며, 이 벡터를 pET32-b(+)/IL-16으로 명명하였다. 
벡터 pET32-b(+)/IL-16을 대장균 DH5α(Life Technologies, Inc.)에 형질전환하였으며, 형질전환 여부를 미니
-프렙(mini-prep.) 방법(Sambrook et al., Molecular Cloning, 2nd ed., 1989)에 따라 확인하였다.

도 2는 발현 벡터 pET32-b(+)/IL-16의 제작 과정을 나타내는 모식도이다.

얻어진 발현 벡터 pET32-b(+)/IL-16을 CaCl 2를 처리한 대장균AD494(DE3)/ pLysS(Novagen)에 형질전환시켰
다. 얻어진 형질전환체를 대장균 AD494/pET32b(+)/ IL-16으로 명명하였으며, 이를 생명공학연구소 부설 유전자 
은행에 2000년 5월 9일자 기탁번호 제 KCTC 0779BP 호로 기탁하였다.

실시예 2: 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인터루킨-16의 융합 단백질의 발현

    
실시예 1의 단계 2에서 얻은 대장균 AD494/pET32b(+)/IL-16을 50 ㎍/㎖ 앰피실린(ampicilin) 및 30 ㎍/㎖ 클로
람페니콜(chloramphenicol)이 포함된 LB 배지(1% NaCl, 0.5% 효모 추출물 및 1% 트립톤)(LAC 배지) 3 ㎖에 접종
한 후 37 ℃에서 16시간 동안 진탕배양하였다. 이 배양액 1 ㎖를 100 ㎖의 LAC 배지에 접종한 후 600 ㎚ 파장에서 흡
광도(optical density; OD)가 0.6 내지 0.8 정도가 될 때까지 배양한 다음 여기에 IPTG를 최종 농도 1 mM이 되도록 
첨가하고 3 시간 동안 배양하여 융합 단백질의 발현을 유도하였으며, 이렇게 얻어진 대장균 배양액을 후속하는 단백질 
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분석 과정에 사용하였다.
    

도 3은 대장균에서 발현된 융합 단백질의 구조를 나타내는 모식도이다.

실시예 3: 대장균의 전체 세포 단백질과 용해성 및 비용해성 분획의 분석

(단계 1) 대장균 전체 세포 단백질과 용해성 및 비용해성 분획 시료의 제조

대장균의 전체 세포 단백질 시료를 얻기 위해, 실시예 2에서 얻은 대장균 배양액을 7,000 rpm에서 5 분 동안 원심분리
하여 균체를 수확한 후 1/10 부피의 SDS-PAGE 로딩 완충액(12 mM Tris-Cl pH 6.8, 5% 글리세롤, 0.4% SDS, 
1% β-머캅토에탄올 및 0.02% 브로모페놀 블루)에 재현탁시켰다.

    
대장균의 용해성 및 비용해성 분획 시료를 얻기 위해, 상기와 동일한 방법으로 균체를 수확한 후 1/10 부피의 TE 완충
액(50 mM Tris-Cl pH 8.0, 2 mM EDTA)에 재현탁하고, 여기에 트리톤(Triton) X-100을 최종 농도가 0.1%가 되
게 가한 다음 상온에서 20 분 동안 방치하였다. 여기에 DNase I을 최종농도 1 ㎍/㎖가 되도록 가하고 다시 상온에서 
반응시켜 염색체 DNA를 제거하고, 이 반응액을 14,000 rpm으로 15 분 동안 원심분리한 다음 상등액과 침전물을 따로 
회수하였다. 상등액을 SDS-PAGE 로딩 완충액에 희석시켜 대장균의 용해성 분획 시료로 사용하였으며, 침전물을 SD
S-PAGE 로딩 완충액에 재현탁하여 대장균의 비용해성 분획 시료로 사용하였다.
    

(단계 2) 단백질 정량 및 SDS-PAGE

단계 1에서 얻어진 시료들을 이용하여 참조예 1의 방법에 따라 단백질을 정량하였으며, 참조예 2의 방법에 따라 SDS
-PAGE를 수행한 후 단백질의 양상을 비교하였다.

그 결과 발현된 전체 단백질 중 50 % 이상이 융합 단백질이었으며, 이 융합 단백질들은 용해성 분획에서 분리되었다. 
융합 단백질의 양은 대장균 시료 100 ㎖ 당 1 ㎎이었다.

실시예 4: 대장균에서 발현된 융합 단백질로부터 인간 인터루킨-16 단백질의 제조

(단계 1) 대장균 추출액의 제조

실시예 2에서 얻은 대장균 배양액 100 ㎖를 7,000 rpm에서 5분 동안 원심분리한 후 세포 침전물을 결합 완충액(bind
ing buffer; 5 mM 이미다졸, 0.5M NaCl, 20mM Tris-Cl pH 7.9; Novagen) 1 ㎖에 재현탁하고, 최종적으로 14,0
00 rpm에서 30 분 동안 원심분리하여 상등액을 대장균 추출액으로서 얻었다.

(단계 2) 1차 HIS-BIND 크로마토그래피

단계 1에서 얻은 대장균 추출액으로 HIS-BIND 크로마토그래피를 수행하여 융합 단백질을 분리하였다. 즉, HIS-BI
ND 크로마토그래피 키트(Novagen)를 사용하여, HIS-BIND 수지 2 ㎖를 끝을 유리 솜으로 막은 5 ㎖ 용량의 주사기
에 충전(packing)한 후, 여기에 3 배 부피의 멸균된 증류수를 가하여 수지를 세척하고, 이어서 5 배 부피의 전하 완충
액(charge buffer; 50 mM NiSO 4 )을 가하여 수지를 활성화시킨 다음, 마지막으로 3 배 부피의 상기 결합 완충액을 
가하여 수지를 세척하여 HIS-BIND 칼럼을 준비하였다. 이어서, 칼럼위에 단계 1에서 얻은 대장균 추출액을 로딩한 
후, 10 배 부피의 결합 완충액과 6 배 부피의 세척 완충액(wash buffer; 60 mM 이미다졸, 0.5 M NaCl 및 20 mM T
ris-Cl pH 7.9)을 차례로 가하여 세척하였다. 이어서 6 배 부피의 용출 완충액(elution buffer; 1 M imidazole, 0.5 
M NaCl 및 20 mM Tris-Cl pH 7.9)을 가하여 융합 단백질을 용출시켜 1 ㎖씩의 분획을 얻었다. 얻어진 분획 중의 단
백질을 참조예 1의 방법에 따라 정량하여 단백질 농도가 높은 분획을 확인하였다.
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(단계 3) 엔테로카이네이즈를 사용한 융합 단백질의 절단

단계 2에서 얻은 고농도 단백질 분획을 20 mM Tris-Cl(pH, 7.4) 및 50 mM NaCl를 포함하는 완충액에서 투석한 다
음, 투석된 용액에 CaCl2를 2 mM의 농도가 되게 첨가하고 엔테로카이네이즈(enterokinase, Novagen)를 단백질 50 
㎍ 당 10 단위, 0.5 단위 또는 0.001 단위의 비로 각각 가한 후 상온에서 16 시간 이상 반응시킨 다음 PMSF(Phenyl
methylsulfonyl fluoride)를 0.57 mM이 되게 가하여 반응을 종결시켰다. 얻어진 반응액을 사용하여 참조예 2의 방법
에 따라 SDS-PAGE를 수행하였다.

    
도 4는 엔테로카이네이즈 처리 전과 후의 융합 단백질을 나타내는 SDS-PAGE 결과이다. 도 4에서, 제M열은 분자량 
표지이고, 제1열은 엔테로카이네이즈 처리 전의 융합 단백질이며, 제2열은 0.001 단위/단백질 50 ㎍의 엔테로카이네
이즈에 의해 부분적으로 절단된 융합 단백질이고, 제3열은 0.5 단위/단백질 50 ㎍의 엔테로카이네이즈에 의해 완전히 
절단된 융합 단백질이며, 제4열은 10 단위/단백질 50 ㎍의 엔테로카이네이즈에 의해 과절단된 융합 단백질이다. 도 4
에서 보듯이, 부분 절단된 융합 단백질은 꼬리 단백질이 인터루킨-16에 결합되어 있으며, 완전 절단된 융합 단백질은 
꼬리 단백질과 인터루킨-16으로 완전 분리되었고, 과절단된 융합 단백질은 꼬리 단백질과 인터루킨-16 모두 과절단
되었다.
    

(단계 4) 2차 HIS-BIND 크로마토그래피

단계 3에서 얻어진, 엔테로카이네이즈에 의해 완전 절단된 인터루킨-16을 포함하는 반응액을 단계 2에서와 동일한 방
법으로 HIS-BIND 크로마토그래피를 수행하고 수지에 결합하지 않은 부분과 결합한 부분을 나누어 수확하였다. 이 부
분들을 각각 PBS에 12 시간 이상 투석하여 단백질을 정제하였다. 정제된 단백질을 참조예 1의 방법에 따라 정량하였
으며, 참조예 2의 방법에 따라 SDS-PAGE를 수행하였다.

    
도 5는 엔테로카이네이즈에 의해 완전 절단된 융합 단백질의 2차 HIS-BIND 칼럼 크로마토크래피 결과를 보여주는 S
DS-PAGE이다. 도 5에서 제M열은 분자량 표지이며, 제1열은 엔테로카이네이즈 처리 전 융합 단백질이고, 제2열은 2
차 HIS-BIND 칼럼 크로마토그래피에서 칼럼에 결합하지 않은 부분으로부터 정제된 인터루킨-16이고, 제3열은 2차 
HIS-BIND 칼럼 크로마토그래피에서 칼럼에 결합한 부분으로부터 정제된 꼬리 단백질이다. 도 5에서 보듯이, 엔테로
카이네이즈에 의해 완전 절단되어 분리된 인터루킨-16은 HIS-BIND 칼럼에 결합하지 않은 부분으로부터 정제하여 
약 80 %의 수율로 얻을 수 있으며, 꼬리 단백질은 HIS-BIND 칼럼에 결합한 부분으로부터 정제하여 얻을 수 있음을 
알 수 있다.
    

실시예 5: 인간 인터루킨-16에 의한 림프구 이동성 시험

실시예 4의 단계 4에서 얻은 인간 인터루킨-16 및 꼬리 단백질을 각각 RPMI 배지로 10 ㎍/㎖의 농도로 희석한 후 이 
희석액 20 ㎕ 및 100 ㎕를 각각 24 웰-플레이트에 넣었다. 1.5x10 6 /㎖의 세포주 jurkat(KCTC H154) 500 ㎕를 8 
㎛ 직경의 니트로셀룰로즈 막으로 제조된 눈크(Nunc)사의 조직 삽입물(tissue insert)위에 가한 후 이 조직 삽입물을 
인터루킨-16 또는 꼬리 단백질 시료가 들어있는 웰에 넣고, 5% CO 2 , 37℃의 조건으로 3 시간 동안 반응시킨 다음 막
을 통과하여 이동한 세포수를 계산하였다. 이때 대조구로는 RPMI 배지를 사용하였다.

도 6은 인터루킨-16에 의해 유도되는 세포 주화성 활성도를 나타낸 것이다. 도 6에서 보듯이, 본 발명의 인터루킨-1
6은 생체 세포에 대해 활성도를 가지고 있음을 알 수 있다.

    발명의 효과

본 발명에 따르면, 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16의 융합 단백질을 코딩하는 유전자를 대장균을 이
용하여 발현시킴으로써, 인터루킨-16을 간단한 공정에 의해 고효율로 대량 생산할 수 있으며, 이렇게 생산된 인터루킨
-16은 생물학적 활성을 가지므로, 인체내 면역 반응 활성화, 항 HIV 치료제로 유용하게 사용될 수 있다.
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(57) 청구의 범위

청구항 1.

티오레독신(thioredoxin) 영역, 히스티딘이 풍부한 영역 및 엔테로카이네이즈 (enterokinase)에 의해 절단되는 영역
을 포함하는 꼬리(tag) 단백질의 C-말단에 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16이 융합된 단백질.

청구항 2.

제 1 항에 있어서,

꼬리 단백질이 서열번호: 3의 아미노산 서열을 갖는 융합 단백질.

청구항 3.

제 1 항에 있어서,

서열번호: 5의 아미노산 서열을 갖는 융합 단백질.

청구항 4.

제 1 항의 융합 단백질을 코딩하는 유전자.

청구항 5.

제 4 항에 있어서,

서열번호: 6의 염기서열을 갖는 유전자.

청구항 6.

제 4 항의 유전자를 포함하는 발현 벡터.

청구항 7.

제 6 항에 있어서,

벡터 pET32-b(+)/IL-16.

청구항 8.

제 6 항의 발현 벡터로 형질전환된 대장균.

청구항 9.

제 8 항에 있어서,

대장균 AD494/pET32b(+)/IL-16(기탁번호 제 KCTC 0779BP 호).
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청구항 10.

    
제 8 항 또는 제 9 항의 대장균을 배양하고 균체를 파쇄한 후 원심분리하여 상등액을 얻고; 이 상등액으로 1차 HIS-B
IND 크로마토그래피를 수행하여 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16의 융합 단백질을 포함하는 용출액
을 얻고; 이 용출액을 엔테로카이네이즈와 반응시켜 상기 융합 단백질을 꼬리 단백질과 C-말단 분비형 인간 인터루킨
-16으로 절단한 다음; 이 반응액으로 2차 HIS-BIND 크로마토그래피를 수행하여 C-말단 분비형 인간 인터루킨-16
을 포함하고 수지와 결합하지 않는 분획을 얻고; 이 분획으로부터 인간 인터루킨-16을 정제하는 단계를 포함하는, 인
간 인터루킨-16의 생산 방법.
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도면

도면 1
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도면 2
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도면 3

도면 4
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도면 5
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도면 6

<110>    KOREA RESEARCH INSTITUTE OF BIOSCIENCE AND BIOTECHNOLOGY

<120>    FUSION PROTEIN OF TAG PROTEIN AND HUMAN INTERLEUKIN-16, GENE ENCO

         DING SAID FUSION PROTEIN, EXPRESSION VECTOR CONTAINING SAID GENE,

          E. COLI TRANSFORMED WITH SAID VECTOR AND PROCESS FOR PRODUCING H

         UMAN INTERLEUKIN-16 USING SAID E. COLI

<130>    301

<160>    8

<170>    KOPATIN 1.5

<210>    1

<211>    109

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    THIOREDOXIN
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<400>    1

Met Ser Asp Lys Ile Ile His Thr Thr Asp Asp Ser Phe Asp Thr Asp

  1               5                  10                  15    

Val Thr Lys Ala Asp Gly Ala Ile Thr Val Asp Phe Trp Ala Glu Trp

             20                  25                  30        

Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Ala Pro Ile Thr Asp Glu Ile Ala Asp

         35                  40                  45            

Glu Trp Gln Gly Lys Thr Thr Val Ala Lys Thr Asn Ile Asp Gln Asn

     50                  55                  60                

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Tyr Gly Ile Arg Gly Ile Pro Thr Thr Thr

 65                  70                  75                  80

Thr Phe Lys Asn Gly Glu Val Ala Ala Thr Lys Val Gly Ala Thr Ser

                 85                  90                  95    

Lys Gly Gln Leu Lys Glu Phe Thr Asp Ala Asn Thr Ala

            100                 105                

<210>    2

<211>    5

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    region restricted by enterotoxin

<400>    2

Asp Asp Asp Asp Lys

  1               5

<210>    3

<211>    174

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    tag protein

<400>    3

Met Ser Asp Lys Ile Ile His Thr Thr Asp Asp Ser Phe Asp Thr Asp

  1               5                  10                  15    

Val Thr Lys Ala Asp Gly Ala Ile Thr Val Asp Phe Trp Ala Glu Trp

             20                  25                  30        

Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Ala Pro Ile Thr Asp Glu Ile Ala Asp

         35                  40                  45            

Glu Trp Gln Gly Lys Thr Thr Val Ala Lys Thr Asn Ile Asp Gln Asn

     50                  55                  60                

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Tyr Gly Ile Arg Gly Ile Pro Thr Thr Thr

 65                  70                  75                  80

Thr Phe Lys Asn Gly Glu Val Ala Ala Thr Lys Val Gly Ala Thr Ser

                 85                  90                  95    

Lys Gly Gln Leu Lys Glu Phe Thr Asp Ala Asn Thr Ala Gly Ser Gly

            100                 105                 110        

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

        115                 120                 125            

Arg Gly Ser Gly Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gln

    130                 135                 140                

His Met Asp Ser Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met
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145                 150                 155                 160

Ala Ile Ser Asp Pro Asn Ser Ser Ser Val Asp Lys Leu Thr

                165                 170                

<210>    4

<211>    130

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    C-terminal secretory human interleukin-16

<400>    4

Met Pro Asp Leu Asn Ser Ser Thr Asp Ser Ala Ala Ser Ala Ser Ala

  1               5                  10                  15    

Ala Ser Asp Val Ser Val Glu Ser Thr Ala Glu Ala Thr Val Cys Thr

             20                  25                  30        

Val Thr Leu Glu Lys Met Ser Ala Gly Leu Gly Phe Ser Leu Glu Gly

         35                  40                  45            

Gly Lys Gly Ser Leu His Gly Asp Lys Pro Leu Thr Ile Asn Arg Ile

     50                  55                  60                

Phe Lys Gly Ala Ala Ser Glu Gln Ser Glu Thr Val Gln Pro Gly Asp

 65                  70                  75                  80

Glu Ile Leu Gln Leu Gly Gly Thr Ala Met Gln Gly Leu Thr Arg Phe

                 85                  90                  95    

Glu Ala Trp Asn Ile Ile Lys Ala Leu Pro Asp Gly Pro Val Thr Ile

            100                 105                 110        

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

        115                 120                 125            

Asp Ser

    130

<210>    5

<211>    304

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    fusion protien of tag protein and C-terminal secretory human inte

         rleukin-16

<400>    5

Met Ser Asp Lys Ile Ile His Thr Thr Asp Asp Ser Phe Asp Thr Asp

  1               5                  10                  15    

Val Thr Lys Ala Asp Gly Ala Ile Thr Val Asp Phe Trp Ala Glu Trp

             20                  25                  30        

Cys Gly Pro Cys Lys Met Ile Ala Pro Ile Thr Asp Glu Ile Ala Asp

         35                  40                  45            

Glu Trp Gln Gly Lys Thr Thr Val Ala Lys Thr Asn Ile Asp Gln Asn

     50                  55                  60                

Pro Gly Thr Ala Pro Lys Tyr Gly Ile Arg Gly Ile Pro Thr Thr Thr

 65                  70                  75                  80

Thr Phe Lys Asn Gly Glu Val Ala Ala Thr Lys Val Gly Ala Thr Ser

                 85                  90                  95    

Lys Gly Gln Leu Lys Glu Phe Thr Asp Ala Asn Thr Ala Gly Ser Gly

            100                 105                 110        
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Ser Gly His Met His His His His His His Ser Ser Gly Leu Val Pro

        115                 120                 125            

Arg Gly Ser Gly Met Lys Glu Thr Ala Ala Ala Lys Phe Glu Arg Gln

    130                 135                 140                

His Met Asp Ser Pro Asp Leu Gly Thr Asp Asp Asp Asp Lys Ala Met

145                 150                 155                 160

Ala Ile Ser Asp Pro Asn Ser Ser Ser Val Asp Lys Leu Thr Met Pro

                165                 170                 175    

Asp Leu Asn Ser Ser Thr Asp Ser Ala Ala Ser Ala Ser Ala Ala Ser

            180                 185                 190        

Asp Val Ser Val Glu Ser Thr Ala Glu Ala Thr Val Cys Thr Val Thr

        195                 200                 205            

Leu Glu Lys Met Ser Ala Gly Leu Gly Phe Ser Leu Glu Gly Gly Lys

    210                 215                 220                

Gly Ser Leu His Gly Asp Lys Pro Leu Thr Ile Asn Arg Ile Phe Lys

225                 230                 235                 240

Gly Ala Ala Ser Glu Gln Ser Glu Thr Val Gln Pro Gly Asp Glu Ile

                245                 250                 255    

Leu Gln Leu Gly Gly Thr Ala Met Gln Gly Leu Thr Arg Phe Glu Ala

            260                 265                 270        

Trp Asn Ile Ile Lys Ala Leu Pro Asp Gly Pro Val Thr Ile Val Ile

        275                 280                 285            

Arg Arg Lys Ser Leu Gln Ser Lys Glu Thr Thr Ala Ala Gly Asp Ser

    290                 295                 300                

<210>    6

<211>    914

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    gene encoding fusion protein of tag protein and C-terminal secret

         ory human interleukin-16

<400>    6

atgagcgata aaattattca cctgactgac gacagttttg acacggatgt actcaaagcg       60

gacggggcga tcctcgtcga tttctgggca gagtggtgcg gtccgtgcaa aatgatcgcc      120

ccgattctgg atgaaatcgc tgacgaatat cagggcaaac tgaccgttgc aaaactgaac      180

atcgatcaaa accctggcac tgcgccgaaa tatggcatcc gtggtatccc gactctgctg      240

ctgttcaaaa acggtgaagt ggcggcaacc aaagtgggtg cactgtctaa aggtcagttg      300

aaagagttcc tcgacgctaa cctggccggt tctggttctg gccatatgca ccatcatcat      360

catcattctt ctggtctggt gccacgcggt tctggtatga aagaaaccgc tgctgctaaa      420

ttcgaacgcc agcacatgga cagcccagat ctgggtaccg acgacgacga caaggccatg      480

gcgatatcgg atcgaattcg agctccgtcg acaagcttac catgcccgac ctcaactcct      540

ccactgactc tgcagcctca gcctctgcag ccagtgatgt ttctgtagaa tctacagcag      600

aggccacagt ctgcacggtg acactggaga agatgtcggc agggctgggc ttcagcctgg      660

aaggagggaa gggctcccta cacggagaca agcctctcac cattaacagg attttcaaag      720

gagcagcctc agaacaaagt gagacagtcc agcctggaga tgaaatcttg cagctgggtg      780

gcactgccat gcagggcctc acacggttgg aagcctggaa catcatcaag gcactgcctg      840

atggacctgt cacgattgtc atcaggagaa aaagcctcca gtccaaggaa accacagctg      900

ctggagactc ctag                                                        914

<210>    7

<211>    25
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    sense primer

<400>    7

taagcttacc atgcccgacc tcaac                                             25

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    antisense primer

<400>    8

ctaggagtct ccagcagctg                                                   20
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