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명 세 서

청구범위

청구항 1 

사망, 나이 관련된 질병 또는 장래의 신체 기능의 예측을 돕기 위한 위험 계산기에서 "GCC" FOXO3A 일배체형의

존재 또는 부존재의 용도.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 건강한 노화 및 장수를 증진하기 위하여 치료 및 개입을 예측하거나 계획하기 위하여 FOXO3A 다형성[0001]

및 일배체형을 사용하는 방법에 관한 것이다. 

배 경 기 술

관련 출원에 대한 교차 언급  [0002]

본 출원은 본 명세서에 참고문헌으로 포함된 2008년 8월 10일 출원된 미국 특허 가출원 번호 61/087,722호를 부[0003]

분적으로 기초로 하며 또 그를 우선권 주장하고 있다.  

연방 지원 연구 또는 개발에 관한 기술 [0004]

본 발명은 노화에 대한 국가연구소로부터 승인 1 R01 AG027060-01 (건강한 노화 표현형의 확인)하에 정부의 지[0005]

원으로  이루어졌다.  National  Heart,  Lung,  and   Blood  Institute로부터  계약  NOl-HC-05102,  National

Institute on Aging으로부터의 계약 NO1-AG4-2149 및 승인 5 UOl AG019349-05 및 K08 AG22788-02하에 미국 정

부의 지원에 의해 추가의 기금지원이 제공되었다. 미국 정부는 본 발명에 대하여 어느 정도의 권리를 가지고 있

다. 부가적인 지원은 Hawaii Community Foundation으로부터 승인 2004-0463 하에서 이루어졌다. 

본 발명의 배경  [0006]

FOXO3A 유전자는 뚜렷한 포크헤드(forkhead) 도메인을 특징으로 하는 전사 인자의 포크헤드 패밀리에 속한다.[0007]

이 유전자는 세포 치사에 필요한 유전자의 발현을 통하여 세포자살 유발제로서 작용한다. 상기 유전자의 MLL 유

전자에 의한 전좌(Translocation)는 이차 급성 백혈병과 관련된다.  다르게는, 동일 단백질을 암호화하는 스플

라이싱된 전사 변종이 관찰되었다. 

FOXO3A  유전자는  모델  생물  씨.  엘레간스(C.  elegans)(Murphy  CT  (2006)  The  search  for  DAF-16/FOXO[0008]

transcriptional targets: approaches and discoveries. Exp Gerontol 41 :910-921) 및 디. 멜라노가스터(D.

melanogaster)  (Giannakou  ME  et  al.  (2007)  Dynamics  of  the  action  of  dFOXO  on  adult  mortality  in

Drosophila.  Aging  Cell  6:429-438)에서  수명을  연장하기  위해  기재된  유전자인  DAF-16의  인간  상동체

(homologs) 중의 하나이다. 

FOXO3A 유전자는 인간 크로모좀 6q21 상의 위치 108, 987, 719 내지 109112664 (NCBI ver. 36) 상에 위치하며,[0009]

다르게 발현되어 동일한 단백질을 초래할 수 있는 4개의 엑손으로 구성된다(변종 #1은 파일 NM 001455.3에 의해

기재되고; 변종 #2는 파일 NM 201559.2에 의해 기재된다). FOXO3A 단백질은 673개 아미노산으로 구성되며 또 크

기는 71,277 Da이다. FOXO3A의 아미노산 서열은 NCBI에 파일 "NP 963853"으로 표시된 바와 같이 서열번호 1로

나타내며 다음과 같다;  
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[0010]

FOXO3A는 YWHAB/14-3-3-베타 및 YWHAZ/14-3-3-제타와 반응한다: UniProt:   the  Universal  Protein  Resource[0011]

(www.uniprot.org), 시토졸 분리에 필요. 산화적 스트레스시, STK4와의 상호작용은 YWHAB/14-3-3-베타와의 상

호작용을 파괴하여 핵 전좌를 초래한다. FOXO3A의 준세포(subcellular) 위치는 세포질 및 시토졸이다. 이것은

산화적 스트레스를 받을 때 및 생존 인자 부재하에서 핵으로 전좌된다. IGF-1과 같은 생존 인자의 존재하에서,

FOXO3A는 AKTl/PKB에 의해 Thr-32 및 Ser-253 상에서 인산화된다. 이러한 인산화된 형태는 14-3-3 단백질과 상

호작용하여 세포질 내에 유지된다. 생존 인자 제거는 탈인산화를 유도하고 또 탈인산화된 단백질이 표적 유전자

의 전사를 유도하여 세포자살을 유발하는 핵으로의 전좌를 증진시킨다. AKTl/PKB는 Ser-315를 직접적으로 인산

화하지 않는 것으로 보이지만, 상기 잔기에서 인산화를 유발하는 다른 키나아제를 활성화할 수도 있다. FOXO3A

는 산화적 스트레스시 Ser-209 상에서 STK4에 의해 인산화되어, YWHAB/14-3-3-베타로부터 분리 및 핵 전좌를 초

래한다.   

인간의 장수는 다수의 결정인자를 갖는 복잡한 표현형이다. 식이, 신체적 활성, 건강 습관 및 심리사회적 인자[0012]

를 비롯한 비-유전적 인자가 중요하지만,  인간 수명에서 50%  이하의 변화는 유전자 차이에 의해 설명될 수

있다.
1-5
  몇 개 연구는 평균 수명 집단에서 인간 수명 변화의 약 25%는 유전 인자에 의해 설명될 수 있지만, 다

수의 예외적 생존자 집단에서는 수명에 대한 유전적 기여는 훨씬 더 높을 수 있음을 제시한다. 예컨대, 90세 사

람들과 100세 사람들의 가족 연구는 복잡한 표현형에 대한 있을 수 있는 유전자 기여를 평가하기 위한 공통적인

방법인 형제자매 관련 위험
6
은 특히 높고 또 시발자(proband)의 연령이 증가함에 따라 증가함을 보여준다.

7-10  
그

러나, 인간에서 "장수 관련" 유전자 후보(이후 "장수 유전자"로 지칭) 연구는 일반적으로 실망스러웠다. ApoE

유전자를 제외하고는 집단을 통하여 몇 개의 복제가 관찰되었다.
3
 

대조적으로, 노화의 모델 생물에서 몇 가지 강인한 유전적 발견이 있었다.
11-13

 예컨대, 단일 유전자에서 변화는[0013]

특히 인슐린/IGF-1(IIS) 신호전달 경로의 일부로 간주되는 유전자를 갖는 모델 생물에서 수명의 실질적 차이를

초래할 수 있다.
14-18 

SIR-2 활성을 증가시키거나 또는 인슐린/IGF-1 신호전달을 증가시키는 돌연변이는 DAF-16/FOXO 단백질을 활성화[0014]

하는 것에 의해 씨. 엘레간스(C. elegans)의 수명을 증가시킨다.
19,20

 포유동물 세포에서, Sir2 상동체(homolog)

"SIRT1"는  스트레스에  대한  세포  반응을  비롯한  수명에  영향을  미치는  몇  가지  하류  전사(downstream

transcription) 이벤트에 영향을 준다. SIRT1은 IIS 경로에서 센서로서 작용하고 또 몇 가지 포유동물에서 장수

의 조절인자인 단백질 패밀리인 FOXO (포크헤드 박스 전사) 인자를 조절하는 것에 의해 상기를 달성한다.
17

포유동물(및 기타 종)에서 유전자 녹아웃(knock-out) 모델은 또한 IIS 가설을 지지하였다. 예를 들어, 지방 특[0015]

이적 인슐린 수용체 녹아웃(FIRKO)을 갖는 마우스는 지방 중량을 감소시켰고, 나이 관련 비만에 대한 보호를 하

고 또 장수를 연장시켰다.
21 

 IIS 경로에서 다수의 다른 돌연변이는 마우스에서 장수에 영향을 줄 수 있다. 이들

은 IGF-1 수용체,
22
 IRS-1,

22
 IRS-2,

23
 PAPP-A,

24
 에서 돌연변이 및 아메스 난장이(Ames Dwarf) 마우스 돌연변이

를 포함한다.   
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인슐린 신호전달의 기본 분자 경로는 진화를 통하여 보존되며, 그 증거는 효모, 파리, 애벌레, 설치류 및 인간[0016]

에서 볼 수 있다.
25
  애벌레에서 상기 경로의 주요 조절자는 전사인자 DAF-16(Abnormal DAuer Formation-16)이

며, 이것은 인슐린/IGF-1 신호전달을 억제하는 것에 의해 씨. 엘레간스에서 생긴 큰 수명 확대에 필요하다.
16

AMP 키나아제,
26
 14-3-3 단백질,

27
 lin-4 마이크로RNA,

28
 및 열쇼크 인자

29
와 같은 다수의 인자가 daf-16 의존적

방식으로 씨.엘레간스의 수명을 증대시키는 것으로 보인다. 몇 개 종에서 DAF-16의 상동체는 나이 표현형 및 장

수에 연결되어 있다.
30
  예를 들어, 스트레스 반응성 Jun-N-K 말단 키나아제(JNK) 경로는 초파리에서 수명을 연

장시키기 위하여 FOXO를 필요로 하는 것으로 보이며 또 파리가 DAF-16 올소로그(ortholog)인 dFOXO를 과발현하

면, 이것은 수명을 현저하게 증가시킬 수 있다.
32
  DAF-16/FOXO 상에서 다양한 신호 어레이와 같은 현저한 콘버

젼스(convergence)는 상기 단백질이 노화 및 장수에 영향을 주는 신호전달 네트워크에서 중요하고 진화적으로

보존된 "노드(node)" 임을 제시한다.  

DAF-16의 인간 상동체는 4개의 FOXO: FOXOl, FOXO3A, FOXO4 및 FOXO6를 포함한다. 따라서, FOXO 및 관련 유전[0017]

자에서 단일 뉴클레오티드 다형성(SNP) 형태의 공통되는 천연적 변화는 인간 장수에 영향을 줄 수 있다고 가정

할 수 있다. "FOXO3"은 FOXO3B가 염색체 17 상의 슈도-유전자이기 때문에 "F0X03A"과 동의어이다.

이것은 매력적인 가설이다. 인슐린, FOXO, 산화적 스트레스 및 인간 장수 사이의 연관이 특히 재미있는데 이는[0018]

산화적 스트레스가 노화의 최고 가상 메카니즘이었기 때문이다. 1956년 이후로, 노화의 자유 라디칼 이론은 노

화 결과가 반응성 산소분자
33
에 대한 축적 노출로부터 DNA, 세포 및 조직에 대한 손상으로부터 부분적으로 기인

한다고 가정되어 왔지만, 아직까지 보편적으로 수용되고 지지되는 증거는 수년에 걸쳐 축적되지 않고 있다.
34-35

따라서,  FOXO는  인슐린 시그널링,  자유 라디칼 및 인간 노화/장수 사이에 분지점 또는 브릿지를 제공할 수

있다. 

기능적으로 유의한 IGF-I 수용체 돌연변이를 예외적 장수에 연결하는 서(Suh) 등
38
에 의한 재미있는 최근의 보고[0019]

를 비롯하여 IIS 경로 중의 유전자를 인간 장수
36
'
37
에 연결하는 일부 종래 작업이 있었지만, 우리는 FOXO 유전

자와 인간 장수 사이의 연관의 공고된 보고를 발견하지 않았다. 종래 연구는 4-년 생존 및 중풍 우려
39
  뿐만 아

니라 조기 폐경
40
 을 비롯한 FOXO 유전자와 기타 노화 표현형 사이의 연결을 발견하였다. 

그러나, 인간 장수는 질병 특이적 위험뿐만 아니라 노화의 개별 속도를 포함하는 복잡한 표현형이다. 유전자 전[0020]

례의 연구는 도전적이다. 장수 연구는 작은 유전자 효과 크기, 집단 계층화 인공산물, 집단 헤테로유전자, 충분

한 수의 장수 연구 지원자의 부족 및 기타 문제에 의해 영향을 받을 수 있다.
3, 4, 41

 따라서, IIS 신호전달에 연

결된 유전자로부터 인간 장수에 대한 있을 수 있는 유전자 기여를 평가하기 위하여, 우리는 노화 표현형에 대하

여 아주 잘 특징화된 사람의 큰, 균일한 장수 집단을 선택하고 또 IIS 경로에 대한 연관을 갖는 5명의 후보자

장수 유전자의 코호트내 환자-대조군 연구(nested-case control study)를 실시하였다. 이들 유전자는 노화의 유

전자 녹아웃, 트랜스제닉, 돌연변종 및 기타 모델 생물
3
'
4
'
14-17,36,42

로부터 노화 표현형과의 이전 결합을 기초로

선택하였다. 인슐린 민감성 및 글루코오스 (에너지) 항상성에 관련된 유전자에 우선권이 주어졌다. 

집단의 신속한 노화는 만성 질병 및 장애의 증가된 만연으로 인하여 사회에 대하여 유례없는 도전을 줄 것이[0021]

다.
45
 우리가 어떻게 노화되는지에 대한 폭넓은 영향을 가질 수 있는 생물학적 경로를 비롯한 노화 메카니즘의

더욱 우수한 이해는 나이 관련된 질병 및 장애에 대한 우리의 우려를 저하시키기 위한 중요한 의의를 가질 수

있다. 인간 장수에 대한 생물학적으로 그럴듯한 후보자 유전자가 다수 있지만, ApoE 유전자의 다수 집단에서는

1개 발견만이 지금까지 널리 복제되어 왔다.
3
 이 유전자는 노화 표현형, 특히 심혈관 질병 및 치매에 대하여 폭

넓은 효과를 가지며, 또 길고 건강한 수명을 달성하는 능력에 영향을 준다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 요약[0022]

인간 노화 표현형 및 장수에 대하여 폭넓은 영향을 갖는 유전자 발견에서의 도전은 인간 연구를 실시하기 전에[0023]
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있을 수 있는 후보자를 확인하기 위하여 모델 생물을 이용하는데 유용할 수 있음을 제시한다.

과제의 해결 수단

따라서, 우리는 노화 또는 이전의 인간 연구의 모델 생물의 서열 및/또는 기능적 상동성을 기초로 인간 인슐린[0024]

/IGF-1 신호전달 경로 및/또는 산화적 스트레스 반응 시스템 내에서 몇 개의 후보 유전자를 연구하도록 선택하

였다. 우리는 신호전달 경로로부터 인간 후보 유전자 목록을 작성하고 또 일본 인구에서 약 10% 또는 그 이상의

빈도로 생기는 이들 후보 유전자에서 변이를 평가하였다. 제한된 공급으로 인하여, 분석을 위한 각 유전자로부

터 오직 3개의 SNP를 선택하였다. SNP는 가능하다면, 각 유전자의 최대 커버리지를 제공하기 위하여 연관 불균

형(LD)을 갖는 영역으로부터 선택하였다. 

일반적으로 본 발명은 FOXO3A "GCC" 일배체형(haplotype)을 검출하는 조성물 및 방법을 제공한다(예를 들어 인[0025]

간 검체가 부가적으로 15년 또는 그 이상 더 살아갈 가능성으로 정의되는 증가된 장수와 관련된 FOXO3A 일배체

형). 바람직한 구체예에서, 검출된 FOXO3A 일배체형은 더 오래살 가능성 증가 또는 감소와 관련되지만, 본 발명

은 반드시 더 오래살 가능성의 증가 또는 감소 및/또는 나이-관련 질병의 우려를 최소화하는 (예를 들어 "정상"

또는 "wt" 유전자형) 것과 관련된 FOXO3A 일배체형을 검출하는 물질과 방법을 필수적으로 포함한다. 나이-관련

질병은 관상동맥 질병, 중풍, 암, 만성 폐색성 폐질환 (COPD) 또는 기타 만성 폐질환, 파킨슨씨 병, 당뇨병, 비

만, 치매(및 일반적 인지 기능), 허약함(보행능력) 또는 기타 나이-관련 질병 또는 신체적 및/또는 인지 손상으

로 공지된 관상동맥 심장병(CHD)을 지칭한다. 이는 인간에서 비만과 결합될 수 있다. 

"GCC" 일배체형은 수십 킬로베이스의 DNA를 포함한다. 상기 영역에서 다른 SNP는 본 명세서에 기재된 3개의 SNP[0026]

와 연관 불균형을 나타낸다. 부가적 SNP는 장수와 건강한 노화와 연관성을 갖는 상기 GCC 일배체형 내에서 확인

될 것으로 예상되며, 또 나이 관련 질병을 예측하는데에도 유용할 수 있다. "GCC 일배체형"은 예외적 장수 및/

또는 건강한 노화를 예측하게 이끄는 궁극적으로 "기능적 변종"인 것으로 밝혀진 FOXO3A 유전자 내에 또는 그와

인접한 기타 유형의 DNA 변형에 대한 대용으로서 작용할 수 있다. 이들 기타 변형은 역위, 중복, 결실 형태일

수 있고, 또 이전에 알려지지 않은 다른 유전자 또는 전사물, 예를 들어 유전자 "LOC100130966"를 포함할 수 있

다. LOC100130966은 mif two 3 상동체의 SMT3 서프레서(suppressor)와 유사하며 2개는 "GCC" 일배체형 내에 있

는  FOXO3A  유전자의  엑손  2  내에  위치하는  것으로  확인되었다.  LOC100130966에  대한  DNA  서열은  GenBank

accession  ID#  "XM_OO  1725519"에 의해 기재되며 또 LOC100130966의 예측된 아미노산 서열은 GenBank  파일

"XP_OO 1725571"에 의해 기재된다. 

발명의 효과

일배체형 분석은 공격적 건강함 또는 질병 예방/치료 중재술에 의해 환자들이 이득을 볼 것이라는 예측을 하기[0027]

위해 이용될 수 있다. 일배체형 분석은 키트 형태로 제공될 수 있다. 위험 계산기(risk calculators)는 질병,

장애 또는 치사의 가능성을 평가하거나 또는 한 개인의 생존 연수 또는 무질병 생존 연수를 결정하기 위해 그러

한 정보를 이용할 수 있었다.  이러한 정보는 환자의 장기간 필요성에 대하여 안내를 제공하기 위하여 환자, 건

강 보험 회사, 장기간 요양 보험 회사 및 의사 또는 기타 건강 관리 제공자에게 중요할 것이다. 건강 또는 노화

에 관련된 질병에 영향을 주기 위하여 FOX3A 유전자의 작용을 변형하고, FOXO3A 단백질 및/또는 기타 단백질과

의 상호작용을 변형하거나, 또는 유전자에 의해 생성된 단백질의 양 또는 유형을 변형하는 약물이 개발될 수 있

다.  

마우스에서 상동 서열은 조기 난소 손상과 관련될 수 있다. Castrillon DH, Miao L, Kollipara R, Horner JW,[0028]

DePinho RA.  Suppression of ovarian follicle activation in mice by the 전사인자 Foxo3a. Science. 2003

Jul 11;301(5630):215-8. 따라서, 유사한 일배체형 분석은 수의과 용도에서 유용할 수 있다.

본 발명의 다른 특징은 예시적 목적으로 첨부한 도면 및 표를 참조하여 이하의 상세한 설명으로부터 분명할 것[0029]

이다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 표 10에 기재된 프라이머 및 조건을 이용하여 FOXO3A G/T 변종을 검출하기 위한 ARMS-PCR 에세이의 결과[0030]

를 도시한다.  

도 2는 표 10에 기재된 프라이머를 사용하여 FOXO3A G/T 변종을 검출하기 위한 ARMS-PCR 에세이의 대략적 개요

를 도시한다. 
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하기 표는 기재의 일부이다:  

표 1. 1991-93 (n=3,741)에서 HHP/HAAS 코호트의 기본 특징

표 2. 환자군-대조군 상태(Case-Control Status)에 의한 기본 특징 

표 3. 환자군 및 대조군에서 인간 장수 및 MAF에 대한 후보 유전자

표 4. 환자군-대조군 상태에 의한 FOXO 3A3 유전자형 

표 5. 기본에서 유전자형 그룹 사이의 건강 상태에서의 차이

표 6. F0X03A 유전자형에 따른 인슐린 민감성 표현형 

표 7. F0X03A 유전자형에 대한 노화-관련된 표현형의 유병률

표 8. 최대 도달 나이에 의한 유전자형 분포 

표 9. rs2802292 G-T 다형성을 확인하기 위한 프라이머  

표 10. rs2802292 G-T 다형성을 확인하기 위한 PCR 조건 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

발명의 상세한 설명  [0031]

A. 하와이 수명 연구[0032]

연구 집단  [0033]

이 호트내 환자군-대조군 연구는 하와이 수명 연구의 일부로서 호놀루루 심장 프로그램(HHP)과 호놀룰루 아시아[0034]

노화 연구(HAAS)의 원 집단으로부터 얻은 건강한 노화의 코호트 연구로서 실시되었다.  HHP는 1965년 시작된

8006명의 일본계 미국인남성 중에서 심혈관 질병의 집단-기준 예상 연구이다. HHP 지원자는 1900년 내지 1919년

사이에 태어나서 1965년 오아후 섬에 사는 정확한 접촉 정보를 지닌 9,877명으로부터 모집하였다.
61

연구 지원자는 양쪽 부모가 흔히 서부 및 남부 일본 출신이었다(중앙 지역 또는 서부 및 남부로부터 94%); 이들[0035]

의 49%는 히로시마 및 야마구치의 인접한 지역에 부모 기원이 있었다.
61
'
62
  대부분의 지원자들은 하와이에서 태

어났지만(88%), 지리적 기원으로 인한 대립유전자 빈도를 가진 환자군-대조군 상태의 이론적 혼동의 가능성이

존재한다.  따라서, 특정 분석의 경우, 환자군 및 대조군은 조건부 로지스틱 회귀 모델을 이용하여 부모의 도

(prefecture) 출신에 따라 계층화하였다.  분석에 의하면 데이터세트(데이터는 나타내지 않음)에서 집단 계층화

에 대한 증거는 나타내지 않았다.  

 HHP 코호트 모집, 디자인, 및 과정 다른 경우에 자세히 나타낸 바와 같다.
62
  간단히 밀해, 연구 등록 시기에[0036]

(1965-1968), 지원자들은 45 내지 68세(평균 연령, 54세)이었다. HHP 개시때부터, 부수하는 관상동맥 심장병과

중풍의 발병뿐만 아니라 모든 원인에 기인한 사망률에 대한 정보는 지역신문(영자판 및 일어판)의 부고란을 모

니터링하는 것에 의해 또 병원의 퇴원 기록을 감독하는 것을 통하여 얻었다.
61
  1991-1993 조사에서 추후 검사로

5명 만이 사망률 정보를 추적할 수 없음이 밝혀졌다.
63
 

현재 연구에 대한 모든 지원자는 2007년 8월에 업데이트된 연구 지원자 기록에서 뽑았다. 호놀룰루 아시아 노화[0037]

연구(HAAS)와 동시에 HHP(1991-1993)의 조사 4로부터 보존된 표현형 데이터 및 혈액 샘플을 이 코호트내 환자군

-대조군 연구에 대한 기본 조사로 이용하였다. HAAS는 노인에서 신경퇴화성 질병, 인지 기능 및 기타 노화 표현

형의 연구를 위한 HHP의 확대로서 시작되었다.
64
  지원자들은 조사 4에서 71 내지 93세의 3,741명 남성(평균 연

령 77.9±4.7세)을 포함하였고, 원래 HHP의 인원의 대략 절반이다.
64

현재의 코호트내 환자군-대조군 연구를 위하여, "환자증례"(장수 표현형)는 모집 시기로부터 1910년 미국 태생[0038]

코호트 특이적 생존 (최소 95세)의 적어도 상위 1%로 생존한 모든 HHP 지원자로 정의하였다.
65,66

 2007년 8월부로

적어도 95세 생존한 총 213명의 개인을 연구하였다.  이들 개인 중 176명은 죽었고(평균 사망연령 97.5;  SD

2.1; 95-106세 범위) 또 37명은 여전히 살아있었다(평균 연령 98.7, SD 2.1; 97-106세 범위).
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대조군은 중년 남성에 대한 특이적 생존(약 77세 연령) 1910년 미국 태생 코호트에 대한 평균 사망 연령 근처에[0039]

서 사망한 HHP/HAAS 코호트로부터 402명 개인으로 구성된다. 약 1:2의 환자군: 대조군 비율을 달성하기 위하여,

우리는 81세까지 사망한 대조군에 대하여 HHP/HAAS 연구 집단을 샘플링하였다. 우리의 대조군 집단에서 평균 연

령은 78.5세(SD 1.8, 73-81세 범위)였다. 이것은 미국 남성 집단의 값보다는 약간 더 높지만, 하와이에 사는 일

본계 미국인의 높은 평균 수명 예상치와 일치하며, 마지막 보고에서 백인 남성에 비하여 3.5세 더 길었다.
67
 모

든 환자군 및 대조군은 그 가족들이 주로 중앙-서부 일본 출신인 일본 인종이었다.
61
'
62

과정은 연구소 가이드라인에 따라 실시하였고 또 Institutional Review Board of Kuakini Medical Center에 의[0040]

해 인가되었다. 모든 연구 지원자로부터 사전동의서를 얻거나 또는 지원자가 동의서를 제공할 수 없었던 경우

가족 대표자로부터 얻었다.  

유전자형 판별(genotyping)[0041]

우리는 5개의 후보 유전자 각각으로부터 3개 SNP를 선택하였다. 우리는 모델 생물에서 노화 경로에 대한 잘 기[0042]

재된 영향을 갖는 유전자를 선택하였다. 모든 유전자는 IIS 경로에 대한 가상적 연관 및 에너지 항상성, 글루코

오스 및/또는 지질 대사에 대한 가능성 있는 연관을 기본으로 하여 선택하였다, 도 1 참조. SNP는 HapMap 또는

JSNP 데이터베이스에 보고된 최소의 대립유전자 빈도를 기초로 선택하였다(snp.ims.u-tokyo.ac.jp).

전체  세포  DNA는  피코그린  염색(PicoGreen  staining)을  이용하여  정량화된  순수한  유전자  시스템  (Gentra[0043]

Systems, Inc.)을 이용하여 단리하였고(Molecular Probes, Eugene, OR)  또 후보 유전자로부터 SNP는 대립유전

자 분별 에세이를 이용하여 유전자확인되었다. Taq Man
®
(Applied Biosystems, Inc.) 시약은 ABI로부터 구입하

였고 또 SNP는 일본인 집단에서 ≥ ~0.1 빈도로 선택하였다(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/). PCR

은 Taq Gold(Perkin-Elmer, Corp)를 이용한 표준 조건하에서 증폭하였고 또 1개 대립유전자에 대한 6-FAM-라벨

링된 FRET 프로브 및 다른 대립유전자에 대한 VIC-라벨링된 프로브를 사용한 Taq Man
®
 에세이에 의한 PCR 산물

의 검출은 에세이 검출을 향상시키기 위하여 최소 그루브 결합 (MGB) 켄처(quencher)를 이용하여 실시하였다.

PCR 산물은 ABI Prism 7000 Sequence Detection System에 의해 측정하였다. 

유전자형 데이터는 집적된 데이터베이스 시스템(MS Excel, Microsoft, Inc)을 통하여 처리되었다. 각 유전자형[0044]

플레이트 상의 모든 양성 대조군은 일관성에 대해 평가되었다. 양성 마커는 하디-바인버그(Hardy-Weinberg) 평

형으로부터 편차에 대해 시험하였다. 콜 레이트는 98%를 초과하였다. 

통계적  분석[0045]

SNP는 하디-와인버그 평형으로부터 편차에 대해 평가하였다. 소프트웨어 프로그램 StatXact
68
를 이용하여 동일[0046]

유전자형 빈도에 대한 환자군-대조군을 비교하기 위하여 피어슨 카이-스퀘어 시험을 이용하였다. 결합의 세기를

평가하기 위하여, SAS로부터의 로지스틱 회귀 모델을 이용하여 오즈비(odds ratio)를 평가하였다. 일반적 선형

모델 (GLM) 및 공분산의 분석(ANCOVA)을 이용하여 FOXO3A 유전자형에 의한 건강한 연구 지원자의 비율을 비교하

였다. 환자군 및 대조군에서 노화 표현형의 분석을 위하여, 비례하는 변수에 대한 연속적 변수 및 카이 스퀘어

의 분포를 비교하기 위하여 스투덴트 t 시험(Student's t test)을 실시하였다. 

결과[0047]

1991-1993 조사에서 HHP/HAAS 연구 집단의 기본적 특징은 표 1에 제시되어 있다. 평균 연령은 77.9세이고 또 집[0048]

단의 100%는 남성이고 일본계였다. 생물학적 특징, 일반적 유전자 상태, 유병률 및 기능적 상태를 제시한다.  
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표 1

[0049]

상기 1991-93 기본 집단으로부터, 우리는 2007년 경에, 95세 이상까지 생존한 모든 지원자를 "장수" 환자군으로[0050]

선택하였다(n=213). 우리는 81세 이전에 죽은 모든 지원자를 "평균" 생존 대조군으로 선택하였다(n=402). 환자

군 및 대조군의 기본적 특징은 표 2에 나타낸다. 생물학적 특징 면에서, 장수 환자군은 더 늙었고, 더 호리호리

했고(허리:엉덩이 비율이 더 낮음), 더 낮은 트리글리세리드(경계선), 더 낮은 글루코오스, 더 낮은 인슐린 레

벨을 가졌고 또 기본 조사에서 FOXO3A3 대립유전자의 높은 유병률을 가졌다. 상기 환자군은 또한 자신이 평가한

건강이 더 우수했고 심혈관 질병(CHD 및 중풍) 및 암의 유병률도 더 낮았다. 기능적으로 이들은 더 잘 걸을 수

있었지만 악력은 더 낮았다. 인지 점수에서는 현저한 차이가 없었다.  
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표 2

[0051]
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표 2(계속)[0052]

[0053]

*환자군(장수 표현형)은 2007년 8월경 95세에 도달했던 DNA 샘플(생존 및 치사)을 가진 모든 HHP/HAAS 지원자로[0054]

이루어졌다;  Gp  1:  생존,  n=37,  평균  연령  98.7세,  97-106세  범위;  Gp  2:  사망,  n=166,  평균  사망  연령

97.5세, 95-106세 범위); p 연속적 변수 및 카테고리 변수에 대한 카이 스퀘어에 대한 스투덴트 t 시험으로부

터 얻은 값;  공복값;  정상적으로 분포되지 않은 변수에 대해 실시된 로그 변환;  CASI (인지능력 스

크리닝 인스트루먼트)
43
 

5개 유전자를 조사하였다(ADIPOQ, FOXOlA, FOXO3A, SIRTl, 및 COQ7). 환자군 및 대조군에 대한 마이너 대립유[0055]

전자 빈도 및 기타 관련된 유전자 정보는 표 3에 나타낸다. 그러나, FOXO3A 유전자형 만은 p <0.05의 초기 컷-

오프값을 이용한 장수와 관련이 있었다. 
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표 3

[0056]

 변종 "rs2764264"는 이전에는 "rs12524491"로 지칭되었다. 서열번호 2로 확인된 SNP rs2764264("F0X03A1")의[0057]

DNA 서열은 다음과 같다: 
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[0058]

서열번호 3으로 확인된 SNP rs13217795("FOXO3A2")의 DNA 서열은 다음과 같다:  [0059]

[0060]

[0061]
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서열번호 4로 확인된 SNP rs2802292("FOXO3A3")의 DNA 서열은 다음과 같다: [0062]

[0063]

"GCC 일배체형"은 SNP rs2764264, rs 13217795, 및 rs2802292를 사용하여 기재될 수 있고 또 다음 유전자형의[0064]

조합을 함유하는 대립유전자이다: 

[0065]

염색체의 상부(유전자 지도 상의 낮은 뉴클레오티드 위치)에서부터 하부(유전자 지도 상의 높은 뉴클레오티드[0066]

위치)까지의  이들  변종을  보면  "GCC  일배체형"은  NCBI  명명법에  따라  SNP  rs2802292,  rs2764264,  및

rs13217795을 이용하여 기재되며, 또 하기 유전자형의 조합을 함유하는 대립유전자이다: 

[0067]

상기 데이터는 다음으로부터 얻었다:  [0068]

단일  뉴클레오티드  다형성의  데이터베이스(dbSNP).  Bethesda(MD):  National  Center  for  Biotechnology[0069]

Information,  National  Library  of  Medicine.  (dbSNP  Build  ID:  129,  NCBI  genome  build  36.3).

http:Vwww.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/로부터 입수가능
70

환자군 및 대조군 사이에서 FOXO3 A3의 유전자형 빈도를 비교하는 조사는 피어슨의 카이-스퀘어 통계의 순열분[0070]

포(permutation distribution)를 이용하여 0.00009의 정확한 p값에 의한 매우 유의한 차이를 밝혀내었다. 이들

결과를 표 4에 나타낸다. 상기 연구(표 3)에서 각 대립유전자 내에 3개 SNP를 갖는 5개 부위가 존재하였고 다중

대조를 위한 본페로니(Bonferroni) 조절은 15 x 0.00009 = 0.00135의 수정된 p값을 초래하였다. FOXO3A의 3개

SNP 사이의 높은 연관 LD로 인하여, 우리는 FOXO3A3 SNP(rs2802292)만을 더 조사하였다. 환자군 및 대조군 사이

의 FOXO3A3에 대한 동형접합 마이너 대 동형접합 메이저 대립유전자에 대한 오즈비(OR)는 2.75(95% CI: 1.51-

5.02,  p=0.0007)이었고, 또 환자군 및 대조군 사이의 이형접합 대 동형접합 메이저 대립유전자에 대한 OR은

1.91이었다(95% CI: 1.34-2.72, p=0.0003).  이들 결과는 장수에 대한 부가적 효과를 제시한다. 
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표 4

[0071]

 * n=402의 "평균 생존"한 검체의 인원수 및 % 감소된 대조군 (평균 도달연령 78.5세)  [0072]

n=213의 "장수" 환자군의 인원수 및 % (평균 도달연령 97.9세)[0073]

 환자군 및 대조군에서 유전형 빈도를 비교하는 정확한 피어슨 카이-스퀘어 시험으로부터 얻음[0074]

젊은 연령에서 장수 표현형에 대해 더욱 잘 이해하기 위하여, 우리는 윌콕스 등(2006)으로부터 건강한 생존의[0075]

정의를 이용하여 3개의 FOXO3A 유전자형 그룹 각각에 대하여 기본 조사(1991-93)에서 건강한 사람들의 비율을

비교하였다. 차이점은 매우 현저하였다(표 5). 1 이상의 G 대립유전자를 보유한 사람들은 메이저 (TT) 대립유전

자에 대한 동형접합인 사람들에 비하여 기본에서 더욱 건강할 것이었다. 마이너 대립유전자에 대한 동형접합의

약 75%는 기본 조사에서 건강하였던 반면에 메이저 대립유전자에 대한 동형접합의 약 57%가 건강하였다. 환자군

-대조군 상태에 대해 조절한 후, 차이점은 미미하나 유의하였다. 이것은 장기간 생존(환자군) 및 대조군의 카테

고리 내에서 건강 상태와 관련된 대립유전자의 연관성이 존재함을 제시한다. 

표 5

[0076]

* 6개 메이저 만성 질병의 부재로 정의된 "건강함"(CHD; 중풍, 암, PD, COPD 및 치료된 유형 2 DM, 높은 신체[0077]

기능(보행가능 1/2 마일) 및 높은 인지 기능(CASl 점수 >74). 

인슐린 민감성, 장수의 가능한 중간 표현형, 및 유전자형 사이에 관계가 있었는지 여부를 평가하기 위하여, 우[0078]

리는 공복 인슐린, 글루코오스, HOMA 및 유전자형 사이의 관계를 시험하였다(표 6). 비정상적으로 분포된 변수

의 경우, 우리는 정상 분포에 대한 로그 전환을 이용하였다. 인슐린, 로그 인슐린, HOMA 및 유전자형 사이에 상

당한 관계가 있었다.  G  대립유전자에 대한 동종접합은 대조군에서만 현저하게 낮은 인슐린,  로그 인슐린 및

HOMA 점수와 관련이 있었다. 
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표 6

[0079]

 * 환자군 및 대조군 내에서 GG 유전자형 및 기타 군 사이의 평균 값을 비교하는 스투덴트 t-시험에 대한 p값[0080]

우리는 연구 지원자의 몇 개의 만성 질병의 생애 유병률과 FOXO3A 유전자형 사이의 관계에 대해 시험하였다(표[0081]

7).
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표 7

[0082]

평균 생존 대조군(n= 402), 장수 환자군(n = 213) 및 모든 검체 (n = 615)에 대하여 다른 유전형에 대한 GG 유[0083]

전형의 빈도를 비교하는 카이-스퀘어 시험을 기본한 p값

CHD에 대한 G 대립유전자에 대한 동형접합 및 암 및 인지 기능에 대한 경계 관계에 대해 유의한 보호 관계가 밝[0084]

혀졌다. 마지막으로, 우리는 조합된 모든 지원자(환자군 및 대조군)에서 최대 도달연령에 의해 FOXO3A3 마이너

대립유전자 빈도 (MAF) 분포를 평가하였다. MAF는 초기의 환자군-대조군 분석에 의해 예상되는 바와 같이 연령

에 따라 현저하게 증가하였다(표 8).
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표 8

[0085]

5개의 후보 유전자의 분석은 1개 유전자가 가능한 인간 장수 유전자 - 분명히 FOXO3A 면에서 다른 것과는 분명[0086]

히 구별됨을 나타내었다. 인간 장수에 중요할 수 있는 상기 유전자는 몇 개의 증거에 의해 지지된다. 첫째, 코

호트내 환자군-대조군 분석에서, 상기 유전자 내에서 변이는 장수와 강하게 연관이 있었다. 환자군 및 대조군

사이의 FOXO3A3 대립유전자(rs 2802292)에 대한 동형접합 마이너 대 동형접합 메이저에 대한 오즈비(OR)는 2.75

이었고(95% CI: 1.51 - 5.02, p=0.0007), 또 환자군 및 대조군 사이의 이형접합 대 동형접합 메이저에 대한 OR

은 1.91이었다 (95% CI: 1.34 - 2.72, p=0.0003). 이들 결과는 장수에 대한 FOXO3A3 G 대립유전자의 부가적 효

과를 제시한다(즉, 2 카피의 G 대립유전자는 약 2배의 보호 효과를 전달하였다). 이와 일치하게, 마이너 대립유

전자 빈도는 연구 지원자의 연령에 따라 70대로부터 100세대로 현저하게 상승하였다(표 8).

둘째, 긴밀한 연관 불균형(LD)에 있는 FOXO3A 유전자에서 평가된 모든 3개 SNP는 장수 표현형과 강한 상관관계[0087]

가 있다. 이것은 상기 발견이 우연에 의한 것은 아닐 것이라는 것을 나타낸다. 셋째, 1 이상의 마이너 (G) 대립

유전자를 보유한 사람들은 메이저 (TT) 대립유전자에 대한 동형접합을 보유한 사람들에 비하여 약 15년 이전의

기본 조사에서 훨씬 더 건강할 가능성이 있었다. 마이너 대립유전자에 대한 동형접합을 갖는 사람의 약 75%는

메이저 (TT) 대립유전자에 대한 동형접합을 갖는 사람의 약 57%만이 건강한 것과 대조적으로 기본 조사에서 건

강하였다(표 5).

실제로, 기본 조사는 환자군이 평균 11세 더 노령임에도 불구하고 대조군에 비하여 현저하게 더 건강하였음을[0088]

제시하였다. 환자군은 현저하게 낮은 나이-관련 질병을 적게 가지며, 즉 CHD, 중풍, 및 암의 유병률이 낮았다.

이들은 또한 자가평가한 건강 레벨이 더 높았고 또 일반적으로 높은 신체 기능을 가졌고, 예컨대 보행의 어려움

이 적었다. 흥미롭게도, 대조군에 비하여 십여 년 더 고령임에도 불구하고, 장수 환자군은 유사한 인지 기능 수

준이었다. 이는 개인들이 인생의 후반기까지 주요한 임상 질환과 장애를 지연시키거나 피하는 "건강한 노화" 표

현형의 존재를 지지해준다. 환자군에서 우리가 관찰한 건강한 노화 표현형은 나이 매칭된 출생 코호트
46-48

 와 비

교할 때 더 젊은 나이에서 100세 사람 및 100세 사람의 자손에서 보고된 건강한 노화 표현형과 유사하다.
49
 장수

환자군은 또한 젊은 나이에서 더 높은 인슐린 민감성, 더 낮은 허리 대 엉덩이 비율, 더 낮은 글루코오스 레벨,

더 낮은 인슐린 레벨 및 더 낮은 HOMA 값을 나타낸 대사 특징을 가졌다(표 2 및 6). 몇 개의 표현형은 FOXO3A

유전자형에서 변이와 연관이 있었다.

놀랍게도, 환자군 및 대조군 사이에는 당뇨병 유병률에서 현저한 차이를 나타내지 않았다.  그러나, 환자군은[0089]

대조군에  비하여  10여년  더  노령이었기  때문에  또  당뇨병은  나이에  따라  현저하게  증가하는  경향이  있기

때문에, 당뇨병의 유병률은 그다지 현저히 상이하지 않음은 언급할 가치가 있다. 실제로, 환자군 및 대조군 모

두는 비교적 낮은 BMI에도 불구하고 높은 당뇨병 유병률(60% 근처)을 나타내었다. 2형 당뇨병이 비교적 낮은

BMI인 일본인에서 더욱 빈번한 경향이 있는지는 완전히 밝혀져 있지 않다.
50
 그러나, 백인이나 흑인에 비하여 낮

은 BMI인 아시아인에서 더 높은 내장지방을 갖는 일본인(및 일부 다른 아시아인)에서 대사성 차이가 있을 수 있
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다.
51
'
52
  실제로, 일본의 국가 가이드라인은 이러한 집단 차이를 반영하고 있고 또 BMI 25인 일본인을 비만으로

간주하고 있다.
53
  HHP/HAAS 코호트에서 높은당뇨병 유병률에 기여하는 다른 인자는 모든 지원자들이 몇 가지 다

른 임상 시험에 의해 당뇨병 시험을 받았고 또 몇 가지 사전 조사가 검출을 더욱 가능성있게 만든다는 사실을

포함한다. 

FOXO3A 유전자형은 혈장 인슐린 농도뿐만 아니라 CHD, 암 및 2형 당뇨병 유병률과 현저하게 연관되어 있었다.[0090]

이것은 세포 증식, 세포자살 및 대사를 비롯한 다양한 신체 기능에 대한 인슐린 및 인슐린-유사 성장인자의 효

과의 매개체로서 FOXO에 대한 공지 역할과 일치한다.
17
'
54 
 씨. 엘레간스 및 초파리에서 유전자 연구는 FOXO 단백

질이 대사와 장수를 조절하는 인슐린-유사 신호전달의 옛날 표적이라는 것을 나타낸다. 포유동물 세포에서 추가

의 작업은 FOXO 단백질이 단백질 키나아제의 표적이고, 세포 주기 진행에 영향을 주며 또 시험관내에서 산화적

스트레스에 대한 내성을 조절함을 나타내었다.
54
 생체내 연구는 FOXO가 인슐린에 반응하여 간 글루코오스 출력을

조절하고 또 기타 대사 작용을 매개함을 나타내었다.
54
  이것은 FOXO 단백질이 대사시 인슐린 효과를 매개하고

또 인간의 장수에 영향을 줄 수 있는 증거를 강화시킨다.  

전체적으로, 증거 전체는 인간 건강, 노화 및 장수에서 F0X03A의 역할을 지지한다.  인슐린 민감성, CHD, 암, 2[0091]

형 당뇨병 및 장수를 비롯한 다양한 노화 표현형에 대한 FOXO의 연관성은 IIS 경로에서 "문지기" 역할을 예시한

다. FOXO3A가 인간 노화에 영향을 줄 수 있는 중요한 하류 메카니즘은 우리가 어떻게 노화되는가에 대한 오래된

이론인 산화적 스트레스의 변형을 통하고 있지만, 우리는 현재 연구에서 이것에 대한 직접적인 증거를 갖지 않

는다. 그러나, FOXO 유전자는 세포를 산화적 스트레스로부터 보호하는 씨. 엘레간스 DAF-16의 가장 가까운 인간

상동체이며, 이것은 인간 노화의 변형에 대한 가능한 작용 메카니즘이다. 씨. 엘레간스에서, DAF-16은 초산화물

을 손상이 덜한 과산화수소로 전환시키고 또 다른 "항노화"효과 중에서 자유 라디칼
55
에 대한 강력한 내생 보호

인자인 SOD2(manganese superoxide dismutase)의 발현을 증가시킨다. 생체내 연구는 DNA, 단백질 및 기타 조직

에서 산화적 병반은 나이에 따라 축적되며 또 설치류
56
 및 인간

57
 에 대한 칼로리 제한된 식사공급(강력한 인슐린

증감제)은 이러한 손상을 감소시킴을 보여준다. 

FOXO는 분명히 장수와 연관이 있었지만 우리는 환자군-대조군에서 인슐린 민감성에 대한 유전자형의 강한 효과[0092]

를 관찰하지 못했다. 그러나, GG 유전자형은 환자군 및 대조군 모두에서 유사하게 낮은 혈장 인슐린 농도를 나

타내었고, 양쪽 그룹에서 인슐린 레벨에 대한 유전자형의 조절 효과와 일치하였다. 환자군은 이들의 유전자형에

관계없이 더 큰 인슐린 민감성을 나타내었기 때문에 이들은 FOXO 이외에 인슐린 민감성에 대한 다수의 메카니즘

을 갖는 것으로 추정할 수 있다. 이것은 대부분의 장수 유전자는 중간 정도 또는 작은 효과 크기를 갖는다는 가

설과 일치할 것이다. 작은 샘플 크기는 환자군에서 차이를 검출하는 우리의 능력을 제한할 수 있다. 한편, IRS-

1
58
 또는 IRS-2

23
 에서 돌연변이를 갖는 장수 마우스는 실질적으로 인슐린 내성이어서, 인슐린 민감성은 더 큰 장

수를 부여할 수 있는 IIS 경로에서 돌연변이에 대한 필요 조건이 아니다. 

그러나, 씨. 엘레간스에서, 그 자체가 수명에 대하여 작은 효과를 가질 수 있는 몇 개의 유전자는 "마스터 유전[0093]

자" DAF-16를 조절하는 전사에 의해 영향을 받을 수 있다는 것은 흥미로운 것이다.
59
  검출하기 곤란할 수 있는

FOXO3A에서 미차는 DNA 결합, 단백질- 단백질 상호작용, 세포 주기 진행, 세포자살 및 대사에 관련된 몇 개의

하류 유전자를 이론적으로 변형시킬 수 있다. 이렇게 하여, FOXO3A에 의한 작은 변형 효과는 노화 표현형 및 장

수에 대하여 더 크고, 부가적인 하류 효과를 가질 수 있다. 

인간 노화 및 장수에서 인슐린-신호전달의 역할을 지지하는 증거가 축적되기 시작하고 있지만, 이들 효과를 매[0094]

개할  수  있는  유전자들은  알려져  있지  않다.  이전의  연구는  몇  개의  노화  표현형과  관련된  이탈리아인
36
,

일본인,
37
'
42
 네덜란드인

60
 및 중동부유럽 유대인

38
의 장수자에서 인슐린-IGF-1 신호전달 경로로부터 단일 뉴클레

오티드 다형성(SNP)의 과대 또는 과소 표현이 발견되었다.  이들 발견의 일부는 작은 효과 크기 및 미미한 통계

적 유의성에 의해 제한되었지만, 서(Suh) 등
38 
에 의한 연구는 또한 100세 사람과 같은 일부 장수인에서는 IGF-I

수용체에 기능적으로 중요한 돌연변이가 존재함을 나타내었다.   

지금까지, 인간에서 노화의 FOXO 유전자 및 표현형의 연구는 거의 없었다. 최근의 2개 연구는 FOXO 유전자가 더[0095]

조사할 가치가 있다는 것을 보여준다. 첫째, 노령 네덜란드 남성 및 여성의 종적 연구는 FOXO1A 일배체형이 4-

년 생존을 예측하고 또 FOXO3A 일배체형은 중풍의 우려를 예측함을 발견하였다.
39
 둘째, 광범위 게놈 관련 분석
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에서 프라밍햄(Framingham) 연구에 의해  FOXO3A SNP가 여성(p=0.00003)의 자연적 폐경에서 나이와 강하게 관련

됨이 밝혀졌다. 그러나, 네덜란드인에서 발견된 것은 다수의 대조로 해석하고 양쪽 연구가 복제를 필요로 할 때

통계적으로 유의하지 않았다. 현재의 연구는 지지되며 또 인간 장수 및 인슐린 민감성에 대한 FOXO3A의 연관성

을 연장한다. 

현재 연구의 주요 이점 중의 하나는 코호트내 환자군-대조군 디자인을 이용하는 것이다. 이 연구 디자인은 종적[0096]

으로 수집된 데이터를 이용하여 현재 진행중인 코호트 연구로부터 환자군 및 대조군을 선택한다. 따라서, 관심

을 두고 있는 몇 개의 표현형(예를 들어 유병률, 건강 상태, 기능)은 지원자가 더 젊을 때 직접적 임상 조사에

의해 얻으므로, 데이터는 리콜 바이어스(recall bias)에 대한 영향을 덜 받는다. 과거 일을 기억하는데 어려움

으로 인하여 연구 결과의 정확도가 덜한 리콜 바이어스는 더 나이가 많은 어른에 대하여는 현저한 도전일 수 있

다.  

실제로, 더 느린 노화를 나타내는 표현형에 대한 증거를 발견하였던 100세 사람과 같은 예외적 생존자의 연구는[0097]

상당한 리콜 바이어스로 인하여 고통을 받을 수 있다. 즉, 더 나이 많은 지원자는 그들의 과거의 의학 이력과

그들의 과거 기능 상태를 정확하게 기억하지 못할 수 있다. 그러나, 현재 연구에서, 주요 질병은 이환률과 사망

률에 의해 판결되며 또 신체적 기능 및 인지 기능의 성능을 기본한 측정은 자가 보고를 보충하기 위해 이용되었

고 또 이러한 건강한 노화 표현형에 대한 증거가 밝혀졌다. 이것은 이전의 과거 작업에 대한 유망한 지원을 준

다. 

상기 연구에는 몇 개의 다른 힘이 존재한다. 첫째, 분석에 선택된 후보 유전자는 가설 주도 기준을 기본으로 한[0098]

과거경험을 기초로 선택하였다. 즉, 다양한 방법, 특히 녹아웃을 적용하는 노화의 모델 생물의 연구는 IIS 경로

가 노화 및 장수에 대해 중요함을 나타내었다. 많은 기능이 진화적으로 보존되는 것으로 보인다. 둘째, 상기 발

견은 강하고, 매우 현저하며 또 FOXO3A 유전자에서 몇 개의 인접 SNP를 포함한다. 셋째, 상기 발견은 생물학적

으로 가능하며 또 노화의 동물 모델에서 이전의 발견을 지지하며 또한 제한된 이전의 인간 연구를 지지한다. 넷

째, 장수에 대한 환자군-대조군 연관은 오랜 기간의 추적 동안 높은 이벤트 레이트(사망)를 갖는 코호트내 환자

군-대조군 분석을 이용하여 검출하였다. 다섯째, HHP 코호트는 매우 균일한 코호트이며 또 우리의 연구 지원자

에서는 어떠한 집단 계층도 검출되지 않았다. 

가능한 결점은 환자군 및 대조군이 11년의 평균 나이 차이를 가지기 때문에, 출생 코호트를 혼동인자로서 배제[0099]

할 수 없다. 그러나 지원자 시이에 출생 연도에서 최대 19년 차이가 존재하였기 때문에 있음직하지 않다. 또한

서브분석에 의하면 환자군과 대조군 사이의 교육 및 직업(데이터는 도시되지 않음)에서의 차이는 어떠한 차이도

나타내지 않았다. 또한, 95세 이상까지 살 것처럼 보였던 지원자는 기본조사에서 더 늙은 지원자였으므로 장수

표현형을 얻는다. 대부분의 코호트 효과는 더 젊은 코호트에 대한 건강 이점을 나타낸다. 다른 가능한 결점은

상기 연구가 1개의 집단에서만 실시되어 그의 일반화를 평가하기 위해서는 다른 집단에서 반복되어야 하는 점이

다. 

요컨대, 우리는 FOXO3A 유전자내에서 공통되는 천연 유전자 변이는 인간 장수와 강하게 관련있다는 것을 발견하[0100]

였다. 보호성 대립유전자의 유병률은 나이에 따라서 현저하게 증가하였다. 장수 환자군은 암 및 심혈관 질환의

더 낮은 유병률, 더 우수한 자가보고된 건강, 높은 기능 상태를 비롯한 건강한 노화와 관련된 몇 개의 부가적인

표현형을 보유할 것으로 보이며 또 이들은 기본 조사에서 더 큰 인슐린 민감성을 제시하는 몇 개의 생물학적 마

커를 나타내었다. 마지막으로, FOXO3A 유전자 내의 특정 변종은 인슐린 민감성, 장수의 가상의 즉각적인 표현형

을 비롯한 몇 개의 이들 노화 표현형과도 관련되었다. 

B. 환자(인간 및 비-인간)에서 대립유전자의 검출[0101]

다형성 위치에서 특정 대립유전자를 검출하는 다수의 방법이 존재한다. 특정 다형성 대립유전자를 검출하기 위[0102]

하여 바람직한 방법은 부분적으로 다형성의 분자 성질에 따라 다를 것이다. 예를 들어, 다형성 위치의 다양한

대립유전자 형태는 DNA의 단일 염기쌍이 상이할 수 있다. 이러한 단일 뉴클레오티드 다형성(또는 SNP)은 모든

공지된 다형성의 80%를 포함한 유전자 변이에 대한 주요 원인이며, 또 인간 게놈에서 이들의 밀도는 1,000 염기

쌍 당 평균 1로 추산된다. SNP는 2개의 상이한 형태에서만 생기는 가장 흔한 양대립유전자(biallele)이다(DNA에

서  생기는  상이한  4개의  뉴클레오티드  염기에  상응하는  SNP의  4개  까지의  상이한  형태가  이론적으로

가능하지만). 그럼에도 불구하고, SNP는 다른 다형성에 비하여 돌연변이에 더 적합하여서, 마커 및 미공지 변종

사이의 연관 불균형을 이용하여 질병 유발 돌연변이를 맵핑하는 관련 연구에 적합하게 만든다. 또한, SNP는 전

형적으로 2개의 대립유전자만을 갖기 때문에, 이들은 길이 측정보다는 간단한 플러스/마이너스 에세이에 의해

유전자형 구별될 수 있으므로, 자동화에 더 적합하다. 
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개인에서 특정 단일 뉴클레오티드 다형성 대립유전자의 존재를 검출할 수 있는 다양한 방법이 가능하다. 이 분[0103]

야에서 진보는 정확하고, 용이하며 저렴한 대규모 SNP 유전자형을 제공하였다. 가장 최근에, 예를 들어, 동적

대립유전자-특이적 하이브리다이제이션(DASH), 마이크로플레이트 어레이 대각선 겔 전기영동(MADGE), 파이로서

열결정,  올리고뉴클레오티드-특이적 결찰,  TaqMan  시스템뿐만 아니라 Affymetrix  SNP  칩과 같은 다양한 DNA

"칩" 기술을 비롯한 몇 개의 신규 수법이 기재되어 있다. 이들 방법은 전형적으로 PCR에 의해 표적 유전자 영역

의 증폭을 필요로 한다. 침습적 절단에 이은 질량 분광계 또는 고정화된 패드록(padlock) 프로브 및 롤링-써클

증폭에 의한 소형 시그널 분자의 생성을 기본으로 한 기타 새로이 개발된 방법은 궁극적으로 PCR의 필요성을 제

거할 것이다. 특정 단일 뉴클레오티드 다형성을 검출하기 위한 당해 분야에 공지된 몇 개 방법을 이하에 요약한

다.  본 발명의 방법은 모든 이용가능한 방법을 포괄하는 것으로 이해된다.  

단일 뉴클레오티드 다형성의 분석을 실시하기 위하여 몇 개의 방법이 개발되었다. 일 구체예에서, 단일 염기 다[0104]

형성은 예를 들어, Mundy, C. R.(미국 특허번호 4,656,127)에서 기재된 바와 같이 특수 엑소뉴클레아제-내성 뉴

클레오티드를 사용하는 것에 의해 검출될 수 있다. 상기 방법에 따르면, 다형성 부위에 대하여 바로 3'인 대립

유전자  서열에  상보적인  프라이머는  특정  동물  또는  인간으로부터  얻은  표적  분자에  하이브리다이즈

(hybridized)되도록 허용된다. 표적 분자 상의 다형성 부위가 특정 엑소뉴클레아제-내성 뉴클레오티드 유도체에

상보적인 뉴클레오티드를 함유하면, 그 유도체는 하이브리다이즈된 프라이머의 말단에 혼입될 것이다. 이러한

혼입으로 프라이머는 엑소뉴클레아제 내성으로 되므로, 그의 검출이 허용된다. 샘플의 엑소뉴클레아제-내성 유

도체의 정체가 알려져 있기 때문에, 프라이머가 엑소뉴클레아제에 대하여 내성으로 되었다는 발견은 표적 분자

의 다형성 부위에 존재하는 뉴클레오티드가 반응에 사용된 뉴클레오티드 유도체의 그것에 상보적이라는 것을 나

타낸다. 이 방법은 다량의 이물질 서열 데이터의 결정을 필요로 하지 않는 이점을 갖는다. 

본 발명의 다른 구체예에서, 다형성 부위에서 뉴클레오티드 정제를 결정하기 위하여 용액을 기본한 방법이 이용[0105]

된다. Cohen, D. 등(프랑스 특허 2,650,840호; PCT 출원번호 WO91/02087호).  미국 특허번호 4,656,127호의 문

디 방법에서와 같이, 다형성 부위에 대한 바로 3'인 대립유전자 서열에 상보적인 프라이머가 사용된다. 이 방법

은 다형성 부위의 뉴클레오티드에 대한 상보성이면 프라이머의 말단에 혼입될 라벨링된 디데옥시뉴클레오티드를

사용하여 상기 부위의 뉴클레오티드의 정체를 결정한다. 

Genetic  Bit  Analysis  또는  GBA
TM
로  공지된  다른  방법은  Goelet,  P.  등에  의해  기재되었다(PCT  출원번호[0106]

92/15712호).  Goelet, P. 등에 의한 방법은 다형성 부위에 대한 3' 서열에 대하여 상보적인 라벨링된 터미네이

터 및 프라이머으 혼합물을 사용한다. 혼입된 라벨링된 터미네이터는 평가될 표적 분자의 다형성 부위에 존재하

는 뉴클레오티드에 의해 및 그에 상보적 뉴크레오티드에 의해 결정된다. 코헨 등의 방법(프랑스 특허 2,650,840

호;  PCT  출원번호  WO91/02087호)과  대조적으로  Goelet,  P.  등의  방법은  바람직하게는  이질상(heterogenous

phase) 에세이이며, 여기서 프라이머 또는 표적 분자는 고상에 고정된다.  

최근,  DNA에서  다형성을 에세이하기 위한 몇  개의 프라이머-가이드된 뉴클레오티드 혼입 과정이 기재되었다[0107]

(Komher, J. S. et al., Nucl. Acids. Res. 17:7779-7784 (1989); Sokolov, B. P., Nucl. Acids Res. 18:3671

(1990); Syvanen, A.-C, et al., Genomics 8:684-692 (1990); Kuppuswamy, M. N. et al., Proc. Natl. Acad.

Sci. (U.S.A.) 88:1143-1147 (1991); Prezant, T. R. et al., Hum. Mutat. 1 :159-164 (1992); Ugozzoli, L.

et al., GATA 9:107-112 (1992); Nyren, P. et al., Anal. Biochem. 208:171-175 (1993). 이들 방법은 이들이

모두 다형성 부위에 있는 염기를 구별하기 위하여 라벨링된 데옥시뉴클레오티드의 혼입에 의존하는 점에서 GBA

와 구별된다. 이러한 포맷에서, 신호는 혼입된 데옥시뉴클레오티드의 수에 비례하기 때문에, 동일 뉴클레오티드

에서 생기는 다형성은 그의 길이에 비례하는 신호를 초래할 수 있다(Syvanen, A.-C, et al., Amer. J. Hum.

genet. 52:46-59 (1993)).

단백질 번역의 조기 종료를 생성하는 돌연변이의 경우, 단백질 절단 시험 (PTT)은 효과적인 진단 방법을 제공한[0108]

다(Roest, et. al., (1993) Hum. MoI genet. 2:1719-21; van der Luijt, et. al., (1994) Genomics 20:1-4).

PTT의 경우, RNA는 유용한 조직으로부터 단리된 다음 역전사되고 또 목적하는 절편은 PCR에 의해 증폭된다. 역

전사 PCR의 산물은 RNA 중합효소 프로모터 및 진핵생물 번역을 개시하기 위한 서열을 함유하는 프라이머를 사용

한 코호트내 PCR 증폭용 주형으로서 사용한다.  목적하는 영역의 증폭 후, 프라이머에 혼입된 독특한 모티프

(motif)는 PCR 산물의 시험관내에서 순차적 전사 및 번역을 허용한다. 번역산물의 소듐 도데실 설페이트-폴리아

크릴아미드 겔 전기영동시, 번역의 조기 종료를 초래하는 돌연변이의 존재하에서 절단된 폴리펩티드 시그널의

출현을 초래한다. 상기 수법의 변형으로, DNA(RNA와 대향되는)는 목적하는 표적 영역이 단일 엑손으로부터 유도

될 때 PCR 주형으로서 사용된다. 
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본 명세서에 기재된 진단에 사용하기 위한 핵산 샘플을 얻기 위하여 임의 세포 유형 또는 조직이 이용될 수 있[0109]

다. 바람직한 구체예로서, DNA 샘플은 체액으로부터 공지 수법에 의해 (예를 들어 정맥채혈) 얻은 혈액 또는 타

액으로부터 얻는다. 다르게는, 핵산 시험은 건조 샘플(예를 들어 모발 또는 피부) 상에서 실시될 수 있다. RNA

또는 단백질을 사용할 때, 이용될 수 있는 세포 또는 조직은 FOXO3A 유전자를 발현해야 한다. 

생체조직 검사 또는 절제술로부터 얻은 환자의 조직의 조직 부분(고정 및/또는 냉동)에 대해 직접적으로 진단[0110]

과정을 실시하여 핵산 정제는 필요하지 않다.  핵산 시약은 그 자리에 과정에 대한 프로브 및/또는 프라이머로

서  사용될  수  있다  (예를  들어,  Nuovo,  G.  J.,  1992,  PCR  in  situ  hybridization:  protocols  and

applications, Raven Press, N. Y. 참조).

1개의 핵산 서열의 검출에 주로 집중한 방법 이외에, 이러한 검출방법으로 프로필을 평가할 수 있다. 핑거프린[0111]

트 프로필은 차등 표시 과정, 노던 분석 및/또는 RT-PCR을 이용하는 것에 의해 생성될 수 있다. 

바람직한 검출 방법은 FOXO3A 일배체형의 적어도 1개 대립유전자 영역과 중첩되고 또 돌연변이 주변 또는 다형[0112]

성 영역에서 약 5, 10, 20, 25 또는 30개 뉴클레오티드를 갖는 프로브를 사용한 대립유전자 특이적 하이브리다

이제이션법이다. 본 발명의 바람직한 구체예에서, 다른 대립유전자 변종에 특이적으로 하이브리다이즈할 수 있

는 몇 개의 프로브는 고상 지지체, 예를 들어, "칩" (약 250,000 이하의 올리고뉴클레오티드로 유지될 수 있음)

상에 부착된다. 올리고뉴클레오티드는 리소그래피를 비롯한 다양한 방법에 의해 고체 지지체에 결합될 수 있다.

"DNA 프로브 어레이"로도 불리는 올리고뉴클레오티드를 포함하는 이들 칩을 사용한 돌연변이 검출 분석은 예를

들어, Cronin et al. (1996) Human mutation Human Mutation 7:244에 기재되어 있다.  일 구체예에서, 칩은 유

전자의 적어도 1개의 다형성 영역의 모든 대립유전자 변종을 포함한다. 고상 지지체는 시험 핵산과 접촉하여 특

정 프로브의 하이브리다이제이션이 검출된다. 따라서, 1 이상의 유전자의 수많은 대립유전자 변종의 확인은 간

단한 하이브리다이제이션 실험으로 확인될 수 있다. 

이들 수법은 분석하기 전에 핵산을 증폭하는 단계를 또한 포함할 수 있다. 증폭 수법은 당업자에게 공지되어 있[0113]

지만, 특정 대립유전자(ASA)의 클로닝, 중합효소 연쇄반응(PCR), 중합효소 연쇄반응, 리가아제 연쇄반응(LCR),

코호트내 중합효소 연쇄반응, 자가 유지된 서열 복제(Guatelli, J. C. et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci.

USA  87:1874-1878),  전사 증폭 시스템 (Kwoh,  D.  Y.  et  al.,  1989,  Proc.  Natl.  Acad.  Sci.  USA  86:1173-

1177), 및 Q-베타 레플리카아제(Lizardi, P. M. et al, 1988, Bio/Techno로그y 6:1197)에 제한되지 않는다. 

증폭 산물은 크기 분석, 크기 분석에 이은 제한 분해, 반응 산물에서 특정의 태깅된 올리고뉴클레오티드 프라이[0114]

머를 검출하는 것, 대립유전자-특이적 올리고뉴클레오티드(ASO) 하이브리다이제이션, 대립유전자 특이적 5' 엑

소뉴클레아제 검출, 서열결정, 하이브리다이제이션, 등을 비롯한 다양한 방식으로 에세이될 수 있다.

PCR을 기본한 검출 수단은 복수의 마커의 복수 증폭을 동시에 포함할 수 있다. 예를 들어, 크기에서 중복되지[0115]

않고 동시에 분석될 수 있는 PCR 산물을 생성하기 위한 PCR 프라이머를 선택하는 것은 당해 분야에 잘 공지되어

있다. 다르게는, 상이하게 라벨링되어 있으므로 차등적으로 검출될 수 이는 프라이머를 사용하여 상이한 마커를

증폭할 수 있다. 물론, 하이브리다이제이션을 기본한 검출 수단은 1개 샘플에서 다수의 PCR 산물의 차등적 검출

을 허용한다. 복수의 마커의 다수 분석을 허용하는 다른 수법도 당해 분야에 공지되어 있다. 

단순한 예시적 구체예로서, 상기 방법은 (i) 환자로부터(타액, 볼에서 면봉으로 채취한 샘플(cheek swab), 혈액[0116]

또는 기타 체액 또는 성분으로부터) 얻은 세포 샘플을 수집하는 단계, (ii) 상기 샘플 세포로부터 핵산(예를 들

어, 게놈, mRNA 또는 양쪽 모두)을 단리하는 단계, (iii) 상기 핵산 샘플을 대립유전자의 하이브리다이제이션과

증폭이 생기는 조건하에서 FOXO3A 일배체형의 적어도 1개의 대립유전자에 특이적으로 5' 및 3' 하이브리다이즈

하는 1 이상의 프라이머와 접촉시키는 단계, 및 (iv) 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함한다. 이들 검출 방법은

분자가 매우 작은 숫자로 존재하면 핵산 분자의 검출에 특히 유용하다. 

본 에세이의 바람직한 구체예에서, FOXO3A 일배체형의 대립유전자는 제한효소 절단 패턴에서 변화를 주는 것에[0117]

의해 확인된다. 예를 들어, 샘플 및 대조 DNA를 단리하고, 증폭(경우에 따라)하며, 1 이상의 제한 엔도뉴클레아

제를 사용하여 분해하며, 또 단편 길이는 겔 전기영동에 의해 결정한다.  

다른 구체예에서, 당해 분야에 공지된 다수의 서열결정 반응을 이용하여 대립유전자를 직접적으로 서열결정화할[0118]

수  있다.  예시적  서열결정화  반응은  맥심 및  길버트((1977)  Proc.  Natl  Acad  Sci  USA  74:560)  또는  생거

(Sanger  et  al  (1977)  Proc.  Nat.  Acad.  Sci  USA  74:5463)에  의해  개발된  수법을  기본으로  한  방법을

포함한다.  본 에세이를 실시할 때 다수의 자동화된 서열결정화 과정도 이용될 수 있음을 고려할 수 있다(예를

들어 질량 분광분석에 의한 서열결정화(예를 들어 PCT 공보 WO 94/16101; Cohen et al. (1996) Adv Chromatogr
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36:127-162; and Griffm et al. (1993) Appl Biochem Biotechnol 38:147-159)를 비롯한 Biotechniques (1995)

19:448)).  특정 구체예의 경우, 서열결정화 반응에서 핵산 염기의 오직 1개, 2개 또는 3개가 결정될 필요가 있

는 것도 당업자에게 분명할 것이다.  예를 들어, 예를 들어, 오직 1개의 핵산이 검출되면 A-트랙 등이 실시될

수 있다.  

다른  구체예에서,  RNA/RNA  또는  RNA/DNA  또는  DNA/DNA  헤테로듀플렉스(heteroduplex)에서  미스매치된[0119]

(mismatched) 염기를 검출하기 위하여 절단제(뉴클레아제, 히드록실아민 또는 사산화 오스뮴 및 피페리딘과 같

은)로부터 보호를 이용할 수 있다(Myers, et al. (1985) Science 230:1242). 일반적으로, "미스매치 절단" 관

련 기술은 야생형 대립유전자를 함유하는 (라벨링된) RNA 또는 DNA를 샘플과 함께 하이브리다이즈하는 것에 의

해 형성된 헤테로듀플렉스를 제공하는 것에 의해 개시된다. 대조용 가닥과 샘플 가닥 사이에 염기쌍 미스매치에

기인한 이중가닥 듀플렉스는 듀플렉스의 단가닥 영역을 절단하는 물질에 의해 처리된다. 예를 들어, RNA/DNA 듀

플렉스는 RNase로 처리되고 또 DNA/DNA 하이브리드는 S1 뉴클레아제에 의해 처리되어 미스매치된 영역을 효소적

으로 분해한다. 다른 구체예에서, DNA/DNA 또는 RNA/DNA 듀플렉스는 미스매치된 영역을 분해하기 위하여 히드록

실아민 또는 사산화 오스뮴에 의해 처리되고 또 피페리딘에 의해 처리된다. 미스매치된 영역을 분해한 후, 생성

한 물질은 돌연변이 부위를 결정하기 위하여 변성 폴리아크릴아미드 겔 상에서 크기에 의해 분리한다. 참고, 예

를  들어,  Cotton  et  al  (1988)  Proc.  Natl  Acad  Sci  USA  85:4397;  and  Saleeba  et  al  (1992)  Methods

Enzymol. 217:286-295. 바람직한 구체예로서, 대조용 DNA 또는 RNA는 검출을 위해 라벨링될 수 있다.

또 다른 구체예에서, 미스매치 절단 반응은 이중가닥 DNA에서 미스매치된 염기쌍을 인식하는 1 이상의 단백질을[0120]

이용한다(소위 "DNA 미스매치 수선" 효소). 예를 들어, 대장균의 mutY 효소는 G/A 미스매치에서 A를 절단하고

또  HeLa  세포로부터의  티미딘  DNA  글리코실라아제는  G/T  미스매치에서  T를  절단한다(Hsu  et  al.  (1994)

Carcinogeneis 15:1657-1662). 예시적 구체예에 따르면, FOXO3A 좌위(locus) 일배체형의 대립유전자를 기본한

프로브는 시험 세포로부터 얻은 cDNA 또는 기타 DNA 산물에 하이브리다이즈한다. 이러한 듀플렉스는 DNA 미스매

치 수선 효소에 의해 처리되며, 또 그 절단 산물은 전기영동 등의 수법에 의해 검출될 수 있다. 참조, 예를 들

어, 전체적으로 본 명세서에 참고문헌으로 포함된 미국 특허번호 5,459,039호.

다른 구체예에서, 전기영동 이동도에서 변화는 FOXO3A 좌위 대립유전자를 확인하기 위해 이용될 수 있다. 예를[0121]

들어, 단가닥 형태 다형성(SSCP)을 이용하여 돌연변종와 야생형 핵산 사이의 전기영동 이동도에서 차이를 검출

할  수  있다  (Orita  et  al.  (1989)  Proc  Natl.  Acad.  Sci  USA  86:2766,  참조:  Cotton  (1993)  Mutat  Res

285:125-144; and Hayashi (1992) genet Anal Tech Appl 9:73-79). 샘플의 단가닥 DNA 단편 및 대조용 FOXO3A

좌위 대립유전자는 변성된 다음 재생될 수 있다. 단가닥 핵산의 이차 구조는 서열에 따라 다양하며, 그에 따른

전기영동 이동도에서 변화는 단일 염기 변화라도 검출할 수 있도록 한다. DNA 단편은 라벨링되거나 또는 라벨링

된 프로브에 의해 검출될 수 있다. 에세이의 민감성은 RNA(DNA 보다는)를 사용하는 것에 의해 향상될 수 있고,

이때 이차 구조는 서열에서 변화에 더욱 민감하다. 바람직한 구체예에서, 상기 방법은 전기영동 이동에서 변화

를  기초로  이중가닥  헤테로듀플렉스  분자를  분리하기  위하여  헤테로듀플렉스  분석을  이용한다(Keen  et  al.

(1991) Trends genet 7:5).

다른 구체예에서, 변성제(denaturant)의 구배를 함유하는 폴리아크릴아미드 겔에서 대립유전자의 이동은 변성[0122]

구배 겔 전기영동(DGGE)을 이용하여 에세이된다 (Myers et al. (1985) Nature 313:495).  DGGE가 상기 분석 방

법으로서 이용되면, DNA는, 예를 들어 PCR에 의해 고융점의 GC-가 풍부한 DNA의 약 40 bp의 GC 클램프(clamp)를

부가하는 것에 의해, 그것이 완전히 변성되지 않음을 확실히 보여주기 위해 변성될 것이다. 다른 구체예에서,

대조용 및 샘플 DNA의 이동성에서 차이를 확인하기 위하여 변성제 구배 대신에 온도 구배를 이용한다(Rosenbaum

and Reissner (1987) Biophys Chem 265:12753).

대립유전자를 검출하는 다른 수법의 예는 비제한적으로 선택적 올리고뉴클레오티드 하이브리다이제이션, 선택적[0123]

증폭, 또는 선택적 프라이머 연장을 포함한다. 예를 들어, 공지된 돌연변이 또는 뉴클레오티드 차이(예를 들어,

대립유전자 변종에서)가 중앙에 존재하는 올리고뉴클레오티드 프라이머를 제조한 다음 완전한 매치가 발견되면

하이브리다이제이션을  허용하는  조건하에서  표적  DNA에  하이브리다이즈된다(Saiki  et  al.  (1986)  Nature

324:163); Saiki et al (1989) Proc. Natl Acad. Sci USA 86:6230).  이러한 대립유전자 특이적 올리고뉴클레

오티드 하이브리다이제이션 수법은 올리고뉴클레오티드가 PCR 증폭된 표적 DNA 또는 다수의 상이한 돌연변이에

하이브리다이즈될 때 반응당 1개의 돌연변이 또는 다형성 영역 또는 올리고뉴클레오티드가 하이브리다이징 막에

부착되어 라벨링된 표적 DNA와 하이브리다이즈할 때 다형성 영역을 시험하기 위해 이용될 수 있다.  

다르게는, 선택적 PCR 증폭에 따라 다른 대립유전자 특이적 증폭 기술은 본 발명과 조합되어 이용될 수 있다.[0124]

공개특허 10-2016-0102081

- 23 -



특이적 증폭을 위한 프라이머로서 사용된 올리고뉴클레오티드는 분자의 중심에서 목적하는 돌연변이 또는 다형

성  영역을  갖거나  (증폭이  상이한  하이브리다이제이션에  따라  달라지도록)  (Gibbs  et  al  (1989)  Nucleic

Acids(?) Res. 17:2437-2448) 또는 적절한 조건하에서 1개의 프라이머의 3' 말단에서, 미스매치가 방지되거나

또는 중합효소 연장을 감소시킨다(Prossner (1993) Tibtech 11 :238.  또한 돌연변이 영역에 신규 제한 부위를

도입하여 절단을 기본한 검출을 생성하는 것이 바람직할 수 있다(Gasparini  et  al (1992) MoI. Cell Probes

6:1). 특정 구체예에서 증폭은 증폭을 위한 Taq 리가아제를 사용하여 실시될 수 있음을 예상할 수 있다(Barany

(1991) Proc. Natl. Acad. Sci USA 88:189). 이러한 경우, 결찰은 5' 서열의 3' 말단에서 완전한 매칭이 있을

때에만 생길 것이므로 증폭의 존재 또는 부재를 보는 것에 의해 특정 부위에서 공지된 돌연변이의 존재를 검출

할 수 있다. 

다른 구체예에서, 대립유전자 변종의 확인은 예를 들어 미국 특허번호 4,998,617호 및 Landegren, U. et al.[0125]

((1988) Science 241 :1077-1080에 기재된 바와 같이 올리고뉴클레오티드 결찰 에세이(OLA)를 이용하여 실시한

다. OLA 수법은 표적의 단일 가닥의 인접서열에 하이브리다이즈(hybridize)할 수 있도록 디자인된 2개의 올리고

뉴클레오티드를 사용한다. 올리고뉴클레오티드의 하나는 분리 마커에 연결되고, 예를 들어 비오티닐화되고, 나

머지 하나는 검출가능하게 라벨링된다. 정확하게 상보적인 서열이 표적 분자에서 발견되면, 상기 올리고뉴클레

오티드들은 이들의 말단이 인접하도록 하이브리다이즈되어 결찰 물질을 생성할 것이다. 상기 결찰은 상기 라벨

링된 올리고뉴클레오티드가 애비딘 또는 다른 비오틴 리간드를 이용하여 회수되도록 한다. Nickerson, D. A. 등

은 PCR 및 OLA의 조합한 핵산 검출 에세이를 기재하였다(Nickerson, D. A. et al.(1990) Proc. Natl. Acad.

Sci. USA 87:8923-27). 이 방법에서, PCR은 표적 DNA의 지수적 증폭을 달성하기 위하여 사용된 다음 OLA를 사용

하여 검출되었다.  

상기 OLA 방법을 기본으로 한 몇 가지 수법이 개발되었고 또 FOXO3a 좌위 일배체형의 대립유전자를 검출하기 위[0126]

하여 사용될 수 있었다. 예를 들어, 미국 특허번호 5,593,826호는 3'-아미노기 및 5'-인산화된 올리고뉴클레오

티드를 갖는 올리고뉴클레오티드를 사용하여 포스포르아미데이트 결합을 갖는 콘쥬게이트를 형성하는 OLA를 기

재한다. 토베 등(1996)에 의한  Nucleic Acids Res 24: 3728에 기재된 OLA의 다른 변형에서, PCR과 조합된 OLA

는 단일 마이크로티터 웰에서 2개의 대립유전자의 분류를 허용한다. 독특한 합텐(hapten), 즉 디곡시게닌 및 플

루오레세인을 사용하여 대립유전자 특이적 프라이머 각각을 표식하는 것에 의해, 각 OLA 반응은 상이한 리포터

(reporters), 알칼리성 포스파타아제 또는 서양고추냉이 퍼옥시다아제에 의해 라벨링된 합텐 특이적 항체에 의

해 검출될 수 있다. 상기 시스템은 2개의 상이한 색의 생성을 초래하는 고 처리량 포맷을 이용하여 2개의 대립

유전자의 검출을 허용한다. 

본 발명의 다른 구체예는 가까운 장래에 장수 가능성 또는 건강의 필요성 또는 진단 중재술을 검출하기 위한 키[0127]

트에 관한 것이다.  이 키트는 FOXO3A 좌위 일배체형의 적어도 1개 대립유전자에 대하여 5' 및 3' 하이브리다이

즈하는 5' 및 3' 올리고뉴클레오티드를 비롯한 1 이상의 올리고뉴클레오티드를 함유한다. PCR 증폭 올리고뉴클

레오티드는 후속 분석에 편리한 크기의 PCR 산물을 생성하기 위하여 25 내지 2500 염기쌍, 바람직하게는 약 100

내지 약 500 염기쌍을 하이브리다이즈해야 한다. 

 특히 바람직한 프라이머는 서열번호 2 내지 9에 기재된 뉴클레오티드 서열을 포함한다. 이들 유전자에서 인간[0128]

다형성의 검출을 위해 적합한 프라이머는 프라이머 서열의 디자인 및 최적화를 위한 당해 기술에 공지된 서열

정보 및 표준 수법을 이용하여 용이하게 디자인될 수 있다. 이러한 프라이머 서열의 최적 디자인은 예를 들어

Primer 2.1, Primer 3 또는 Gene Fisher와 같은 시중에서 입수가능한 프라이머 셀렉션 프로그램을 이용하는 것

에 의해 달성될 수 있다. 

"GCC 일배체형"을 검출하기 위한 간단한 방법의 일례는 상기 단락 [0067]에 기재된 것과 유사하게 목적하는 특[0129]

정 뉴클레오티드를 증폭하는 대립유전자-특이적 프라이머를 사용하는 것을 포함한다.  이 방법은 올리고뉴클레

오티드 프라이머는 PCR하는 동안 이들 프라이머를 연장하는 DNA 중합효소에 대한 이들의 3' 말단에서 완전하게

어닐링(annealed)되어야 한다는 사실을 이용한다. 특정 DNA 포인트 차이만을 매칭하는 올리고뉴클레오티드 프라

이머를 디자인하는 것에 의해, T-형 대립유전자와 결합하지 않는 rs2802292 다형성-프라이머에서 그러한 프라이

머는 다형성 대립유전자를 구별할 수 있다. 주어진 샘플로부터 생성물 생성의 부족이 단순히 PCR 반응의 부진에

기인한 것이 아니라 에세이를 프로빙하는 "G" 변종의 부족에 기인한 것이라는 것을 확실히 하기 위하여 동일 튜

브에서 제어 반응 및 증폭 내성 돌연변이 시스템 반응(ARMS)를 설계할 필요가 있다. 상기 목적에 사용된 올리고

뉴클레오티드는 바깥쪽 순방향 ("rs2802292_FO"),  서열번호 5로 확인된 5'-GAAACTGAGGCTAACAGCTGGGTCTGGCCC-

3';  바깥쪽 역방향("rs2802292_RO"),  서열번호 6으로 확인된 5'-AGCTGATGCTCCTCAACGAAACCACCTTAC-3';  역방향

G-특이적 ("rs2802292_RG"), 서열번호 7로 확인된 5'-GGACCCCTTCATCTGTCACACAGAGGCTcC-3'; 및 순방향 T-특이적
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("rs2802292_FT"), 서열번호 8로 확인된 5'-CTGTTGCTCACAAGAGCTCAGGGCTGGGcT-3'를 포함하며, 후자의 2개 프라

이머 중의 밑줄 친 마지막 염기는 G-T 차이 부위에서 어닐링되는 반면에, 3' 말단(하부 케이스)으로부터 두번째

염기쌍은 대립유전자 특이성을 최대화하기 위하여 의도적으로 미스매치시킨 것이다. 상기 예시적 예에서 4개 프

라이머는 하기 표 9에 나타낸다. 

표 9

[0130]

(표 9는 서열번호 5-8을 각각 출현 순으로 기재한다)[0131]

PCR 산물 표시 프라이머 및 G/T 변종(소스 Genbank AL391646.12)의 DNA 서열은 다음과 같다: [0132]

[0133]

이러한 방식으로 생성된 암플리콘이 아가로오스 겔에 용해되면,  G-형 프라이머는 생성된 186-bp 산물을 갖는[0134]

것으로 밝혀질 수 있는 반면에, T-형 프라이머는 132-bp 산물을 생성할 수 있다.  바깥쪽 프라이머는 반응이 정

확하게 진행됨을 보장하기 위하여 모든 반응에 존재해야 하는 288-bp 산물을 생성한다.  

증폭에 대한 대표적인 시약 및 조건은 하기 표 10에 나타낸다. [0135]
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표 10

[0136]

PCR 조건은 94℃에서 15분간 이어, 94℃에서 30초, 60℃에서 30초, 72℃에서 30초간의 30주기, 이어 72℃에서 7[0137]

분간  최종  배양하는  것을  포함한다.  실시예에  나타낸  결과는  MJ  연구  모델  "PTC200"  써모사이클러

(thermocycler) 상에서 실시하였다. 

증폭된 단편은 도 1에 도시된 바와 같이 3% 아가로오스 겔에 용해될 수 있다. 도 1은 상기에 기재한 프라이머[0138]

및 조건을 이용하여 FOXO3A G/T 변종을 검출하기 위한 ARMS-PCR 에세이의 결과를 나타낸다. 트랙 1은 "T" 대립

유전자(132 bp)에 대한 동형접합을 갖는 검체를 나타내고; 트랙 2 및 3은 "G" 대립유전자(186 bp)에 대한 동형

접합을 갖는 검체를 나타내며; 또 트랙 4 및 5는 "T" 및 "G" 대립유전자 (132 + 186 bp)에 대한 이형접합을 갖

는 검체를 나타내고 또 M은 100 bp DNA 래더(ladder)이다 (Invitrogen, Paisley, United Kingdom).

요컨대,  도  2는  에세이의  개략도를  도시한다.  프라이머  "rs2802292_FO"  및  "rs2802292_RO"는  다형성  좌위[0139]

rs2802292와  측면(flank)에  접하고  또  모든  경우에서  대조용  288-bp  밴드를  생성해야  한다.  프라이머

"rs2802292_OF"  및  "rs2802292_RG"는  186-bp  G-특이  산물을  생성하고  또  프라이머  "rs2802292_FT"  및

"rs2802292_OR"는 132-bp T-특이 산물을 생성한다. 

키트에 사용하기 위하여, 올리고뉴클레오티드는 다양한 천연 및/또는 합성  조성일 수 있고, 예컨대 합성 올리[0140]

고뉴클레오티드, 제한 단편, cDNA, 합성 펩티드 핵산(PNA) 등이다. 에세이 키트 및 방법은 또한 에세이에서 확

인을 용이하게 하기 위하여 라벨링된 올리고뉴클레오티드를 적용한다.  이용될 수 이는 라벨의 예는 방사능-라

벨, 효소, 형광 화합물, 스트렙트애비딘, 애비딘, 비오틴, 자성 잔기, 금속 결합 잔기, 항원 또는 항체 잔기 등

을 포함한다. 

상기 키트는 경우에 따라 DNA 샘플링 수단을 포함할 수 있다. 상기 DNA 샘플링 수단은 당업자에게 잘 공지되어[0141]

있지만, 여과지, AmpliCard (University of Sheffield, Sheffield, England SlO 2 J F; Tarlow, J W, et al,

J of Invest. Dermatol. 103:387-389 (1994)) 등과 같은 기질; DNA 정제 시약, 예컨대 뉴클레온 키트, 용균 완

충액, 단백질분해효소 용액 등; PCR 시약,  예컨대 완충액, 열안정성 중합효소, dNTPs 등; 및 대립유전자 검출

수단 예컨대 Hinfl 제한효소, 대립유전자 특이적 올리고뉴클레오티드, 건조된 혈액으로부터 코호트내 PC용 올리

고뉴클레오티드 프라이머를 포함한다. 

C. 게놈약학[0142]

단독 또는 특정 질병 또는 상태에 관여하는 다른 유전자 결함에 대한 정보와 조합된 특정 질병 또는 상태를 발[0143]

병할 가능성과 관련된 특정 대립유전자의 지식은 "게놈약학"의 목적인 개인의 유전자 프로필에 따른 예방 또는

치료의 맞춤화를 허용한다. 따라서 건강한 노화에 대한 집단 프로필에 대한 개인의 FOXO3A 프로필의 대조는 특
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정 환자 또는 환자 집단(즉, 동일한 유전자 변화를 갖는 환자 그룹)에 대해 안전하고 효과적일 것으로 기대되는

약물 또는 기타 치료 처방의 선택 또는 디자인을 허용한다.     

본 발명에 기재된 특정 대립유전자의 지식은 세포 배양 및 조직 시스템에서 세포 거동의 차이를 조사하고 또 세[0144]

포 또는 조직 배양 시스템에 부가되는 화학물질 또는 생물학적 물질의 반응을 측정하기 위해 이용될 수 있다.

세포 거동 및 반응에서 차이는 건강을 향상시키거나 또는 수명을 연장하기 위하여 실시될 수 있는 약물 또는 기

타 약리학적 물질을 확인하기 위하여 또는 유전자 또는 유전자 발현에 대한 독성 또는 효과에 대하여 새로운 화

합물을 시험하기 위하여 유전자형 사이에서 비교될 수 있다. 

또한, 유전자 프로필을 기본으로하여 최고 임상적 효과를 나타낼 것으로 기대되는 표적 집단에 대한 능력은 다[0145]

음을 가능하게 할 수 있다: 1) 이미 시판되는 약물의 재평가; 2) 안정성 또는 효능 제한의 결과로서 임상개발이

중단되었던 약물 후보의 구조; 및 3) 후보 치료제 및 더욱 최적인 약물 라벨링을 위해 촉진되고 비용이 덜한 개

발(예를 들어 원인이 되는 돌연변이에 대한 다양한 투여량의 효능 측정이 효과적인 투여량을 최적화하는데 유용

하기 때문). 

특정 치료제에 의한 개인의 치료는 장수와 관련된 유전자의 발현 수준을 측정하는 것에 의해 모니터링될 수 있[0146]

다.  발현 정도는 단백질(예를 들어 FOXO3A), mRNA 및/또는 전사 수준을 결정하는 것에 의해 측정될 수 있다.

검출된 수준에 따라서, 치료제 처방은 유지되거나 조절될 수 있다(투여량이 증가되거나 또는 감소됨). 바람직한

구체예에서, 검체를 약물로 치료하는 효능은 다음 단계를 포함한다: (i) 약물을 투여하기 전에 환자로부터 투여

전 샘플을 얻는 단계; (ii)  투여전 샘플에서 단백질, mRNA 또는 게놈 DNA의 수준 또는 양을 검출하는 단계;

(iii)  치료제를 투여한 후 검체로부터 1 이상의 투여 후 샘플을 얻는 단계; (iv) 투여 후 샘플에서 단백질,

mRNA 또는 게놈 DNA의 발현 정도 또는 활성을 검출하는 단계; (v) 투여 전 샘플 중의 단백질, mRNA 또는 게놈

DNA의 발현 정도 또는 활성을 투여 후 샘플에서 단백질, mRNA 또는 게놈 DNA의 발현 정도 또는 활성과 비교하는

단계; 및 (vi) 검체에 대한 약물 투여를 변경시키는 단계. 

처리제가 유해할 수 있는 유전자의 발현을 증가시키거나 감소시키지 않는 것을 확인하기 위하여 FOXO3A 유전자[0147]

이외의 유전자의 발현 정도를 검출하기 위하여 치료제를 투여하기 전 및 후에 검체의 세포를 얻을 수 있다. 이

것은 예를 들어 전사 프로파일링 방법을 이용하는 것에 의해 실시할 수 있다. 따라서, 생체내에서 치료제에 노

출된 세포로부터 얻은 mRNA와 치료제에 노출되지 않았던 동일 유형의 세포로부터 얻은 mRNA는 역전사되어 다수

의 유전자로부터 DNA를 함유하는 칩에 하이브리다이즈되어 세포내에서 처리된 유전자의 발현과 치료제로 처리되

지 않은 유전자의 발현을 비교하였다. 

사망 및 나이 관련된 질병(심장병, 중풍, 암, COPD 또는 기타 만성 폐질환, 파킨슨씨병, 및 당뇨병 및 치매) 및[0148]

장래의 신체 기능(보행능력, 인지 기능)의 예측에서 도움을 주는 위험 계산기에 "GCC" 일배체형이 사용될 수 있

다. 이 정보는 공중, 의사, 건강관리 회사 및 보험회사에 흥미로울 수 있다. 공지된 위험 계산기의 예는 본 명

세서에 참고문헌으로 포함되어 있는 2007년 5월 24일 공개된 펄스의 미국 특허출원 공개 번호 US 2007/0118398

호에 기재된 시스템 및 방법을 포함한다. 위험 계산기는 예를 들어 의사 사무실에 수기(handheld) 또는 온라인

으로 제공될 수 있다. 어떤 사람이 얼마나 오래 살 수 있을지 예측하는데 관심을 가진 개인, 건강관리 전문가,

보험 회사, 건강관리 조직은 자신의 유전자형을 컴퓨터에 입력하여 노화 관련된 위험 점수, 남아있는 삶의 건강

한 연수, 및 전체 잔존 수명의 연수를 얻는다.

특정 점수를 기초로, 의사 또는 건강 전문가는 환자에게 건강한 삶 또는 상기 질병 및 사망에 대한 위험 감소,[0149]

특히 FOXO3A 유전자의 보호 버젼을 덜 갖는 사람에게 조언을 할 수 있다. 일부 예시적 선택은 다음을 포함한다:

식품 선택(예를 들어 레드 와인, 콩 제품, 및 FOXO3A 유전자의 활성에 영향을 줄 수 있는 화합물을 함유하는 기

타 식품) 또는 체중 감소 또는 신체적 활성 증가와 같은 집약적 위험 인자 변형에 관한 충고. 

FOXO3A 및 특히 GCC 일배체형을 건강한 노화 및 장수의 예측자로서 확인하는 것은 약학적 스크리닝 및 시험에[0150]

유용한  생물  및  표적의  공급원을  제공한다.  예를  들어,  나이  관련된  질병의  감소에  예상된  건강  이점에서

FOXO3A 유전자에 의해 생성된 유전자 산물 또는 단백질 또는 기타 활성 화합물의 합성 버젼을 취할 수 있다. 유

전사 산물을 취하는 수단은 음식물섭취, 주사, 경피 투여 및 약학 분야에 공지된 기타 방법을 포함할 수 있다.

FOXO3A에 의해 생성된 유전자 산물, 특히 GCC 일배체형의 유형, 활성 또는 양에 영향을 주는 화합물을 스크리닝

할 수 있다. 

본 발명은 나이관련된 질병을 예방하거나 치료하기 위하여 FOXO3A를 조절하는 방법을 포함한다. 본 발명은 또한[0151]

FOXO3A이 관여된 질병 또는 상태, 예를 들어 나이 관련된 질병을 치료 또는 예방하는 방법 또는 검체에서 장수
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를 개선하는 방법을 포함한다. 본 명세서에 사용된 바와 같은 "검체"는 인간 및 비-인간 동물을 지칭한다. 용어

"비-인간 동물"은 모든 척추동물, 예를 들어 비인간 영장류(특히 고등 영장류)와 같은 포유류, 말, 젖소, 비손,

버팔로, 염소, 돼지 및 양과 같은 농장 포유류, 닭, 오리 및 거위; 개, 고양이와 같은 반려 동물, 토끼, 기니아

피그, 설치류, 및 파충류, 그리고 실험실 동물을 포함한다. 바람직한 구체예에서, 상기 검체는 인간이다. 다른

구체예에서, 상기 검체는 실험 동물 또는 질병 모델로 적합한 트랜스제닉 동물이다. 조절 및 치료 방법은 본 명

세서에 참고문헌으로 포함되어 있는, 2007년 5월 10일 공개된 기사만 등에 의해 출원된 미국 특허출원 공개번호

US 2007/0105109 Al호에 기재된 바와 같이 당업자에게 잘 공지되어 있다. 

본 발명에 의해 개시된 대립유전자 변이의 서열 또는 유전자 산물의 많은 기타 진단 및 치료 용도는 당업자에게[0152]

분명할  것이다.  일부  예는  작은  분자  스크린,  안티센스  올리고뉴클레오티드,  이중가닥의  siRNA(small

interfering RNA)에서의 용도를 포함하며, 이는 당업자에게 분명할 것이다.  FOXO 활성에 관한 진단 및 치료용

도를 개발하기 위한 몇 개 방법은 2006년 3월 30일 공개된 골드버그 등에 의해 출원된 미국 특허출원번호 US

2006/0069049 A1호에 기재되고 있고, 또 관련 경로에 대해서는 2006년 11월 30일 공개된 티벤바움 등에 의해 출

원된 미국 특허출원 번호 US 2006/0272039호에 기재되어 있고, 상기 양쪽 문헌은 본 명세서에 참고문헌으로 포

함되어 있다. 

상기 기재된 명세서는 당업자들이 본 발명을 실시하기에 충분한 것으로 간주된다. 당업자들은 본 발명의 특정[0153]

구체예에 상응하는 다수의 등가물을 알고 있거나 또는 간단한 통상적인 방법을 이용하는 것에 의해 확인할 수

있다. 이들 등가물은 이하의 특허청구범위에 포함된다. 실제로, 본 명세서에 도시되고 기재된 예 이외에 본 발

명의 다양한 변형은 상술한 기재로부터 당업자들에게 명백해지며 또 이들은 첨부되 특허청구범위에 속한다. 
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도면1

도면2

서 열 목 록

                               SEQUENCE LISTING

<110> KUAKINI MEDICAL CENTER

 

<120> USE OF FOXO3A POLYMORPHISMS AND HAPLOTYPES TO PREDICT AND 

      PROMOTE HEALTHY AGING AND LONGEVITY

<130> KMC-P1

<140><141><150> 61/087,722

<151> 2008-08-10

<160> 9     

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 673

<212> PRT

공개특허 10-2016-0102081

- 32 -



<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Ala Glu Ala Pro Ala Ser Pro Ala Pro Leu Ser Pro Leu Glu Val 

1               5                   10                  15      

Glu Leu Asp Pro Glu Phe Glu Pro Gln Ser Arg Pro Arg Ser Cys Thr 

            20                  25                  30          

Trp Pro Leu Gln Arg Pro Glu Leu Gln Ala Ser Pro Ala Lys Pro Ser 

        35                  40                  45              

Gly Glu Thr Ala Ala Asp Ser Met Ile Pro Glu Glu Glu Asp Asp Glu 

    50                  55                  60                  

Asp Asp Glu Asp Gly Gly Gly Arg Ala Gly Ser Ala Met Ala Ile Gly 

65                  70                  75                  80  

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Thr Leu Gly Ser Gly Leu Leu Leu Glu Asp 

                85                  90                  95      

Ser Ala Arg Val Leu Ala Pro Gly Gly Gln Asp Pro Gly Ser Gly Pro 

            100                 105                 110         

Ala Thr Ala Ala Gly Gly Leu Ser Gly Gly Thr Gln Ala Leu Leu Gln 

        115                 120                 125             

Pro Gln Gln Pro Leu Pro Pro Pro Gln Pro Gly Ala Ala Gly Gly Ser 

    130                 135                 140                 

Gly Gln Pro Arg Lys Cys Ser Ser Arg Arg Asn Ala Trp Gly Asn Leu 

145                 150                 155                 160 

Ser Tyr Ala Asp Leu Ile Thr Arg Ala Ile Glu Ser Ser Pro Asp Lys 

                165                 170                 175     

Arg Leu Thr Leu Ser Gln Ile Tyr Glu Trp Met Val Arg Cys Val Pro 

            180                 185                 190         

Tyr Phe Lys Asp Lys Gly Asp Ser Asn Ser Ser Ala Gly Trp Lys Asn 

        195                 200                 205             

Ser Ile Arg His Asn Leu Ser Leu His Ser Arg Phe Met Arg Val Gln 

    210                 215                 220                 

Asn Glu Gly Thr Gly Lys Ser Ser Trp Trp Ile Ile Asn Pro Asp Gly 
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225                 230                 235                 240 

Gly Lys Ser Gly Lys Ala Pro Arg Arg Arg Ala Val Ser Met Asp Asn 

                245                 250                 255     

Ser Asn Lys Tyr Thr Lys Ser Arg Gly Arg Ala Ala Lys Lys Lys Ala 

            260                 265                 270         

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

        275                 280                 285             

Ser Lys Trp Pro Gly Ser Pro Thr Ser Arg Ser Ser Asp Glu Leu Asp 

    290                 295                 300                 

Ala Trp Thr Asp Phe Arg Ser Arg Thr Asn Ser Asn Ala Ser Thr Val 

305                 310                 315                 320 

Ser Gly Arg Leu Ser Pro Ile Met Ala Ser Thr Glu Leu Asp Glu Val 

                325                 330                 335     

Gln Asp Asp Asp Ala Pro Leu Ser Pro Met Leu Tyr Ser Ser Ser Ala 

            340                 345                 350         

Ser Leu Ser Pro Ser Val Ser Lys Pro Cys Thr Val Glu Leu Pro Arg 

        355                 360                 365             

Leu Thr Asp Met Ala Gly Thr Met Asn Leu Asn Asp Gly Leu Thr Glu 

    370                 375                 380                 

Asn Leu Met Asp Asp Leu Leu Asp Asn Ile Thr Leu Pro Pro Ser Gln 

385                 390                 395                 400 

Pro Ser Pro Thr Gly Gly Leu Met Gln Arg Ser Ser Ser Phe Pro Tyr 

                405                 410                 415     

Thr Thr Lys Gly Ser Gly Leu Gly Ser Pro Thr Ser Ser Phe Asn Ser 

            420                 425                 430         

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

        435                 440                 445             

Gln Thr Ile Gln Glu Asn Lys Pro Ala Thr Phe Ser Ser Met Ser His 

    450                 455                 460                 

Tyr Gly Asn Gln Thr Leu Gln Asp Leu Leu Thr Ser Asp Ser Leu Ser 

465                 470                 475                 480 
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His Ser Asp Val Met Met Thr Gln Ser Asp Pro Leu Met Ser Gln Ala 

                485                 490                 495     

Ser Thr Ala Val Ser Ala Gln Asn Ser Arg Arg Asn Val Met Leu Arg 

            500                 505                 510         

Asn Asp Pro Met Met Ser Phe Ala Ala Gln Pro Asn Gln Gly Ser Leu 

        515                 520                 525             

Val Asn Gln Asn Leu Leu His His Gln His Gln Thr Gln Gly Ala Leu 

    530                 535                 540                 

Gly Gly Ser Arg Ala Leu Ser Asn Ser Val Ser Asn Met Gly Leu Ser 

545                 550                 555                 560 

Glu Ser Ser Ser Leu Gly Ser Ala Lys His Gln Gln Gln Ser Pro Val 

                565                 570                 575     

Ser Gln Ser Met Gln Thr Leu Ser Asp Ser Leu Ser Gly Ser Ser Leu 

            580                 585                 590         

Tyr Ser Thr Ser Ala Asn Leu Pro Val Met Gly His Glu Lys Phe Pro 

        595                 600                 605             

Ser Asp Leu Asp Leu Asp Met Phe Asn Gly Ser Leu Glu Cys Asp Met 

    610                 615                 620                 

Glu Ser Ile Ile Arg Ser Glu Leu Met Asp Ala Asp Gly Leu Asp Phe 

625                 630                 635                 640 

Asn Phe Asp Ser Leu Ile Ser Thr Gln Asn Val Val Gly Leu Asn Val 

                645                 650                 655     

Gly Asn Phe Thr Gly Ala Lys Gln Ala Ser Ser Gln Ser Trp Val Pro 

            660                 665                 670         

Gly 

    

<210> 2

<211> 1001

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

tatttcactg gccaggacct ccaatacatt gttgaatagc agtggtgaaa gcagagatcc       60
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ttaccatttt tctcatctta aggggaaagc attcagtctt tcactgttaa gtatcatgtt      120

aggtgtaagt ttgtcacata tttcctttat caggctgagg tagttttctc tattcctatg      180

tgttgagtag tttttgtttt ttaaattatg agtggatatt gaattttgtc agatgctttt      240

tcctcacctg ttgagaagat cagatggttt ttctttttca gtcttttaat atgatgaaat      300

acattgactg atttgcaatg ttaaaccaac cttacattcc tgggataaat cccacctggt      360

cttgatatgt taccatgaga ttcaagtagc taaaattttg ttaaggattt ttgtgtctgt      420

cttcatgagg aatattgatc tatacatttc ttataatatc tttgcctgtt tttggtacca      480

gggtaatggt ggtcttataa yatgagttgg aaagtgttcc ctgttctgct ctggtagcac      540

tgtagtatct cttccttaaa tgtttggtag aattcaacgg cagttaagcc atcagagcct      600

ggagtttttt tgtgtgtgag gaaatgttta actgctaatt caatttattt catagataca      660

atgctgttgg cttgtctgtt tcttcttgaa tgagttttgg tagtctgtgt cttttaagga      720

atttgcccat tttatttaag ttgtctaatt tatgggcata aagtcattta taatgttctc      780

ttattatcct tttaatagat atatcatctg tagtgatttc attttcattc ctgatgttga      840

taatttgtct taactccctt tccccctcat tccttatctg tttagtgcct tgcaatttca      900

ttgatctttt aaacgaatta acatttgctt ccactgactt ttcccccgtt acttttatgt      960

ttttacttcc attgattttt tttttctctt ttaatctttt a                         1001

<210> 3

<211> 601

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 3

caccaccacc cactagacaa attgcttaac ctttctgcac ctcagtttcc tcctgacagg       60

cttgtttaga aaataaaatg agatcaaatt tgtcaagcac agagcattgg ccctggtagg      120

caccacatac atgaatttcc ttcagattgt aggtgaagta gacttgattt gggatttctc      180

ttgttaccta ggtgcttgtg tagaggagac tttagaacca gaatgtgtta tttgtggttt      240

tgagtgtgcc tgggactctg agccaactga attaccaagt aatgggggcc ccatggcatc      300

ycatgacagg tggagagccg gctcttcacc ctggatggac ctgaaatgcc tgctaaggcc      360

ttgctccacc gagtagcaca caccctatca gtttgccctt ctttccatct cttattctag      420

agaccttaaa gcctacttgt tggtatatat tttcaggttt ttggaaattg ggctgtttaa      480

ttgaagttaa taccagtgat gagacttttc aacctgagaa caacctagat gctacttcac      540

attttgcagt ggaagcttac ttccatcttc actcatgtag gacattcttt ggtctcaatg      600
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t                                                                      601

<210> 4

<211> 667

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

tgaagcaggg catcagggaa tgggagttgg tgaggaaatt acattaacat ttattgagca       60

ccattctcac tataaacctg aacgtaaata ttattattat tattattatt attattatta      120

ttattattat tattattatt ttagtagaga tgaggccttg ctgtgttgcc tagactggtc      180

ttgaactcct gggctcaagc aatcctctca ccttggcctc tcaaagtgcc tctcaaaggt      240

gtgagccacc atgcccagcc tattcgtttt taatttctga agaaactgag gctaacagct      300

gggtctggcc catgactggt tcagttggta tttggtggac caagttgacc aagctcaccc      360

agcttctgag tgacagagtg aatataaacc cagcctgctc actccatttc ctagttttct      420

cacctctacc agggtctctg ttgctcacaa gagctcaggg ctgggakaag cctctgtgtg      480

acagatgaag gggtcctgct gctctctagg gaagaatcgg tcccaaattg ctcaagggag      540

taaggtggtt tcgttgagga gcatcagcta gggggattga tgggaatagg tgtcaggcag      600

ccagtggaaa ttttgtgtgc ccacctgtgg cacatgtatt atgcaaattc atgcaaaaat      660

atatata                                                                667

<210> 5

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic primer

<400> 5

gaaactgagg ctaacagctg ggtctggccc                                        30

<210> 6

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic primer

<400> 6

agctgatgct cctcaacgaa accaccttac                                        30
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<210> 7

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic primer

<400> 7

ggaccccttc atctgtcaca cagaggctcc                                        30

<210> 8

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220><223> Description of Artificial Sequence: Synthetic primer

<400> 8

ctgttgctca caagagctca gggctgggct                                        30

<210> 9

<211> 288

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

gaaactgagg ctaacagctg ggtctggccc atgactggtt cagttggtat ttggtggacc       60

aagttgacca agctcaccca gcttctgagt gacagagtga atataaaccc agcctgctca      120

ctccatttcc tagttttctc acctctacca gggtctctgt tgctcacaag agctcagggc      180

tgggakaagc ctctgtgtga cagatgaagg ggtcctgctg ctctctaggg aagaatcggt      240

cccaaattgc tcaagggagt aaggtggttt cgttgaggag catcagct                   288
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