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본 발명은 골 형성 과정에서 인간 작은 류신 지퍼 단백질의 용도에 관한 것으로, 보다 상세하게는 sLZIP이 Runx2

의 전사활성을 증가시키고 PPARγ2의 전사활성을 억제하여 조골세포 분화를 증가시킴으로써 sLZIP이 골 형성과정

에 중요한 역할을 하며, 이로부터 골 질환 치료 및 치료제 신약 개발을 위한 표지자로 사용될 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

분화 조절제로, 인간 작은 류신 지퍼 단백질(human small leucine-zipper protein)을 포함하는 중간엽 줄기세

포에서 조골세포로의 분화 촉진용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서,

인간 작은 류신 지퍼 단백질은 SEQ ID: 1에 기재된 아미노산 서열로 표시되는 중간엽 줄기세포에서 조골세포로

의 분화 촉진용 조성물.

 

청구항 3 

인간 작은 류신 지퍼 단백질(human small leucine-zipper protein)을 포함하는 골 질환 예방 또는 치료용 조성

물.

청구항 4 

제3항에 있어서,

인간  작은  류신  지퍼  단백질은  SEQ  ID:  1에  기재된  아미노산  서열로  표시되는  골  질환  예방 또는 치료용

조성물.

청구항 5 

제3항에 있어서,

인간 작은 류신 지퍼 단백질은 천연 또는 재조합 단백질 형태, 또는 인간 작은 류신 지퍼 단백질을 과발현하는

형질전환 줄기세포 형태로 포함되는 골 질환 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 6 

제3항에 있어서,

골 질환은 골이형성증, 골다공증 또는 골연화증을 포함하는 골 질환 예방 또는 치료용 조성물.

청구항 7 

인간 작은 류신 지퍼 단백질(human small leucine-zipper protein)의 유전자를 후보물질과 인체 외에서 접촉시

키고, 

상기 후보물질이 상기 유전자의 발현을 촉진하는지 또는 억제하는지를 판단하는 것을 포함하는 골 질환의 예방

또는 치료용 의약의 스크리닝 방법.

청구항 8 
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인간 작은 류신 지퍼 단백질(human small leucine-zipper protein)을 후보물질과 인체 외에서 접촉시키고, 

상기 후보물질이 상기 단백질의 기능 또는 활성을 증진하는지 또는 억제하는지를 판단하는 것을 포함하는 골 질

환의 예방 또는 치료용 의약의 스크리닝 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 중간엽 줄기세포의 조골세포 분화에서 인간 작은 류신 지퍼 단백질의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

세포 치료는 환자의 부족한 의료 요구를 충족할 수 있는 유망한 접근 방식이다. 최근 중간엽 줄기세포가 다양한[0002]

임상 실험에 이용되고 있지만 의학적 치료를 위해서는 중간엽 줄기세포의 분화 조절과 같은 문제점을 해결해야

한다.

지방세포와 조골세포는 중간엽 줄기세포로부터 분화되며, 이러한 분화는 전사인자로부터 조절된다. 중간엽 줄기[0003]

세포에서 조골세포와 지방세포의 분화 균형은 회복, 재생, 항상성 유지에 매우 중요하다. 이러한 중간엽 줄기세

포 분화조절 균형의 실패는 퇴행성 관절염, 골다공증과 같은 문제를 일으킨다. PPARγ2는 중간엽 줄기세포에서

지방세포로 분화 시 발현되고 지방세포관련 유전자 발현조절에 관여한다. 또한 Runx2는 조골세포 분화 시 발현

되며 조골세포 관련 유전자 발현에 관여한다. 따라서 지방세포와 조골세포 분화에서 전사인자의 조절 메커니즘

이해는 매우 중요하다. 

PPARγ는 전사인자 PPAR 패밀리에 속하며, PPARα, PPARγ, PPARδ를 포함하고 있다. PPARγ는 지방생성, 지질[0004]

생합성, 염증, 포도당 대사에 주요 조절자이며, 얼터너티브 스플라이싱(alternative splicing)을 통해 PPARγ1,

PPARγ2 두 가지 변이체로 생성된다. PPARγ2는 PPARγ1 보다 N-말단에 30개의 아미노산이 추가로 포함되어 있

고, 주로 대식세포와 지방세포에 발현되며, 골수 기질세포에도 일부 발현된다. PPARγ1은 근육, 지방조직, 뼈

등 다양한 조직에서 발현된다. PPARγ는 peroxisome proliferator-activated response element(PPRE) DNA 서열

에 결합하고 RXR과 이형 복합체를 형성한다. 이러한 요소는 지질 저장에 관련된 ap2와 콜레스테롤 수송에 관여

하는 CD36 프로모터에 발견된다. PPARγ과 RXR 이형복합체는 리간드가 없을 시 HDAC과 NCoR, SMRT와 같은 억제

보체와 결합하고 있으며, 리간드 결합 시 배좌 변화(conformational  change)를 통해 P160/SRC,  PBP,  PGC-1,

CBP  등과 같은 도움인자로 대체된다. 많은 전사인자와 리간드들이 PPARγ의 발현과 기능에 조절에 관여한다.

C/EBP는  PPARγ  프로모터에  직접적으로  결합하여  전사를  촉진하고,  천연  PPARγ  리간드인  프로스타글란딘

J2(Prostaglandin J2)와 로시글리타존(rosiglitazone), 피오글리타존(pioglitazone)과 같은 합성시약인 TZD 역

시 PPARγ 전사활성을 증가시킨다. 음성조절자로서 RB와 사이클린 D1은 PPARγ의 전사활성을 억제한다. 

LZIP은 bZIP  패밀리의 구성원으로서 CREB/ATF  유전자 패밀리에 속한다.  LZIP은 기본 DNA-결합 도메인(basic[0005]

DNA-binding domain)과 류신지퍼 도메인을 가지고 있고, cAMP-responsive element(CRE)와 AP-1 element에 결합

한다. 인간 LZIP은 HCF-1 결합 단백질로 밝혀졌으며, 세포 증식과 세포성 형질전환을 촉진한다. N-말단 92개의

아미노산은  강력한  전사활성  도메인이고  2개의  LxxLL-전사  도움인자  결합  모티프를  포함하고  있다.  LZIP은

CREB3(LZIP, Luman), CREB3L1 (OASIS), CREB3L2(BBF2H7), CREB3L3(CREB-H), CREB3L4(AIbZIP) 5개의 구성원으

로 되어있으며, 이들은 상동성을 가지고 있으나 전사인자의 기능은 다르다. 보고된 LZIP의 기능은 CCR1에 결합

하여 Lkn-1 의존성 세포이동을 조절하고, CCR2 프로모터에 결합하며 CCR2의 발현을 조절하며, 단핵구의 이동을

증가시킨다. 

최근 LZIP의 이소 폼인 small LZIP을 발견했으며, 막관통(transmembrane) 도메인부분이 없는 354 아미노산으로[0006]

구성된다. sLZIP은 LKN-1 의존성 세포 이동에 관여하지 않고 HDACs을 활성화함으로써, 글루코코티코이드 수용체

(Glucocorticoid receptor)의 전사활성을 억제한다. 

이에 본 발명자들은 PPARγ와 Runx2의 전사활성을 조절하는 sLZIP의 조절 메커니즘을 중간엽 줄기세포에서 조골[0007]

세포와 지방세포의 분화의 관련하여 연구함으로써 본 발명을 완성하였다. 
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선행기술문헌

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  1. Weixi Zhang et al. The Journal of Biological Chemistry vol.283(8), pp.4723-4729,[0008]

2008.02.22 

(비특허문헌 0002)  2. Jesang Ko  et al. Mol Endocrinol, vol. 23(11), pp.1746-1757, 2009.11 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 중간엽 줄기세포의 조골세포로의 분화에서 인간 작은 류신 지퍼 단백질(human small leucine-[0009]

zipper protein, 약어로 'sLZIP'라 함)의 역할을 규명함으로써 줄기세포의 분화 조절자로서의 용도를 제공하는

것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 sLZIP의 골 질환 예방 또는 치료적 용도를 제공하는 것이다.[0010]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 sLZIP의 골 질환의 예방 또는 치료적 의약의 스크리닝 용도를 제공하는 것이다.[0011]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 분화 조절제로, 인간 작은 류신 지퍼 단백질(human small leucine-[0012]

zipper protein)을 포함하는 중간엽 줄기세포에서 조골세포로의 분화 촉진용 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한 인간 작은 류신 지퍼 단백질을 포함하는 골 질환 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다.[0013]

또한, 본 발명은 골 질환 예방 또는 치료용 조성물의 제조를 위한 인간 작은 류신 지퍼 단백질의 용도를 제공한[0014]

다.

또한, 본 발명은 약제학적 유효량의 인간 작은 류신 지퍼 단백질을 포함하는 골 질환 예방 또는 치료용 조성물[0015]

을 개체에 투여하는 단계를 포함하는 동물의 골 질환 치료 방법을 제공한다. 

본 발명은 또한 인간 작은 류신 지퍼 단백질의 유전자를 후보물질과 인체 외에서 접촉시키고, 상기 후보물질이[0016]

상기 유전자의 발현을 촉진하는지 또는 억제하는지를 판단하는 것을 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 의약

의 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명은 또한 인간 작은 류신 지퍼 단백질을 후보물질과 인체 외에서 접촉시키고, 상기 후보물질이 상기 단백[0017]

질의 기능 또는 활성을 증진하는지 또는 억제하는지를 판단하는 것을 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 의

약의 스크리닝 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따르면, 인간 작은 류신 지퍼 단백질(sLZIP)은 억제보체의 결합을 증가시킴으로써 PPARγ의 전사활성[0018]

을 억제하고, Runx2의 전사활성을 증가시켜 중간엽 줄기세포에서 지방세포와 조골세포의 분화 균형을 조절하는

조절자임을 제공한다.

따라서, sLZIP는 골이형성증, 골다공증, 골연화증 등의 골 질환 치료적 용도로 사용하거나, 치료제 신약 개발을[0019]

위한 표지자로 이용될 수 있다.
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도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 sLZIP의 PPARγ의 전사활성에 대한 효과를 나타낸 것으로, A내지 C는 PPARγ2의 리간드[0020]

인 로시글리타존(RZD)(A), 피오글리타존(PZD)(B) 및 트로글리타존(TZD)(C) 처리 시 sLZIP에 의한 PPARγ2의 전

사활성을 측정한 결과이고, (D)는 si-sLZIP에 의한 PPARγ2의 전사활성을 측정한 결과이며, (E)는 sLZIP를 과발

현하는 중간엽 줄기세포의 분화 시 PPARγ2의 전사활성을 측정한 결과이다. 

도 2는 본 발명에 따른 sLZIP의 PPARγ의 결합능을 조사한 결과로, A 및 B는 GST-sLZIP 및 Myc-PPARγ2(A)와

GST-PPARγ2 및 Flag-sLZIP(B)로 트랜스펙션 된 293T 세포에서 sLZIP과 PPARγ2의 결합능을 조사한 결과이고,

C는 항-PPARγ2와 항-His 항체를 사용하여 His-sLZIP와 PPARγ2의 결합 여부를 측정한 면역 블랏팅 결과이며, D

는 C3H10T1/2 세포에서 발현된 GFP-PPARγ2 및 Flag-sLZIP의 핵 내 위치 측정 결과이다.

도 3은 본 발명에 따른 sLZIP 및 PPARγ2의 유전자 지도와 결합 부위 분석 결과로 A는 sLZIP를, B는 PPARγ2를

나타낸 것이다.

도 4는 본 발명에 따른 sLZIP에 의한 PPARγ2의 전사활성 억제에서 HDAC3의 역할 규명결과를 나타낸 것으로, A

는 HDAC의 저해제인 TSA를 처리한 후 PPARγ2의 전사활성 효과를, B는 HDAC si-RNA를 통해 발현을 억제한 후

PPARγ2의 전사활성 효과를, C는 HDAC3 과발현 시 PPARγ2의 전사활성 효과를, D는 HDAC3와 sLZIP의 핵 내 위치

를 측정한 결과를, E는 GST 풀-다운 분석에 따른 HDAC3와 sLZIP의 결합을 보여주는 결과이다. 

도 5는 본 발명에 따른 sLZIP에 의한 PPARγ2의 억제보체 유도 결과를 나타낸 것으로, A는 PPARγ2 리간드 의존

적 sLZIP과 PPARγ2의 결합을 보여주며, B는 시간대별 PPARγ2 리간드 처리에 따른 sLZIP과 PPARγ2의 결합 효

과를, C는 PPARγ2 리간드 하에서 PPARγ2의 억제자인 HDAC3와 sLZIP의 결합 효과를, D는 sLZIP와 PPARγ2 및

HDAC3  복합체의 결합 효과를, E는 NCoR1 처리에 따른 sLZIP와 PPARγ2 및 HDAC3 복합체의 결합 효과를, F는

sLZIP 결실 돌연변이체를 이용하여 PPARγ2와의 리간드 의존적 결합에 대한 sLZIP의 조절 메카니즘과 관련성 조

사 결과를 나타낸 것이다. 

도 6은 PPARγ2 및 HDAC3 간의 결합 시 본 발명에 따른 sLZIP의 효과를 조사한 결과로, A는 PPARγ2 및 HDAC3

간의 결합 시 sLZIP의 효과를, B는 sLZIP에 의한 HDAC3의 유비퀴틴화 결과를, C는 sLZIP의 PPARγ2 도움인자에

대한 효과를 나타낸 것이다. 

도 7은 본 발명에 따른 sLZIP의 Runx2 전사활성의 조절 효과를 나타낸 것으로, A는 sLZIP의 Runx2 전사활성 조

절 효과를, B는 PPARγ2 및 sLZIP의 Runx2 전사활성 조절 효과를, C는 HDAC3의 Runx2 전사활성 조절 효과를, D

는 중간엽 줄기세포 및 전구세포에서 sLZIP의 분화 조절 효과를, E는 MEF 세포에서 sLZIP의 분화 조절 효과를,

F는 E17.5일령의 야생형 및 sLZIP TG 마우스 배아의 알시안 블루(연골 염색용) 및 알리자린 레드(뼈 염색용) 염

색 결과를 나타낸 것이다.

도 8은 연골 발달 과정에서 본 발명에 따른 sLZIP의 역할을 규명한 결과로, A 및 B는 연골세포에 sLZIP를 함량

별로 처리한 후 RT-PCR(A)  및 실시간 PCR(B)  분석 결과를,  C는 배아에서 연골 발달 시 sLZIP  효과를,  D는

sLZIP의 파골세포 분화 조절 효과를 나타낸 것이다. 

도 9는 중간엽 줄기세포의 본 발명에 따른 sLZIP의 분화 조절 효과를 도시하는 모식도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 구성을 구체적으로 설명한다.[0021]

본 발명은 분화 조절제로, 인간 작은 류신 지퍼 단백질을 포함하는 중간엽 줄기세포에서 조골세포로의 분화 촉[0022]

진용 조성물에 관한 것이다.

본 발명자들은 중간엽 줄기세포에서 조골세포로 분화하는 과정에서 sLZIP이 Runx2의 전사활성을 증가시키고 억[0023]

제보체의 결합을 증가시킴으로써 PPARγ2의 전사활성을 억제하여 조골세포 분화를 증가시키고, sLZIP 형질전환

마우스를 이용한 실험에서 sLZIP 형질전환 마우스의 골 형성이 증가한다는 사실을 확인함으로써 본 발명을 완성

하였다.

일반적으로,  sLZIP는  LZIP의  이소  폼으로  막관통(transmembrane)  도메인부분이  없는  354  아미노산으로[0024]

구성되며,  LKN-1  의존성  세포  이동에  관여하지  않고  HDACs을  활성화함으로써,  글루코코티코이드  수용체
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(Glucocorticoid receptor)의 전사활성을 억제하는 단백질이다. 

상기 결과로부터, 본 발명은 sLZIP가 지방세포와 조골세포의 분화 균형을 조절하는 중간엽 줄기세포의 분화 조[0025]

절자임을 최초로 제시하는 것이다.

본 발명의 일 구체예에 따르면, sLZIP는 농도 의존적인 방식으로 PPARγ2 전사활성을 억제한다. PPARγ2의 전사[0026]

활성의 억제는 sLZIP가 PPARγ2와 직접적으로 결합함으로써 일어났다. sLZIP와 PPARγ2의 결합은 핵 내에서 이

루어진다. PPARγ2와 결합하는데 필요한 sLZIP의 도메인을 조사하기 위해, 다양한 sLZIP 결실 돌연변이체들, 예

컨대,  N-말단 결실 돌연변이체(1-228),  C-말단 결실 돌연변이체(229-354)  및  CC-말단 결실 돌연변이체(297-

354)을 만들어 PPAR 결합 도메인을 분석한 결과, 야생형 sLZIP 및 sLZIP의 C 및 CC 도메인은 PPARγ2와 결합하

나, sLZIP N 도메인은 PPARγ2와 결합하지 않았다. 이는 프롤린이 풍부한 영역을 포함하는 sLZIP의 CC-말단 도

메인이 PPARγ2와의 결합에 중요함을 알 수 있다. 또한, sLZIP과 결합하는데 필요한 PPARγ2의 도메인을 시험한

결과, PPARγ2의 리간드 결합 도메인(AF-2)이 sLZIP과 결합하는데 필수적이었다. 상기 결과는 PPARγ2가 sLZIP

과 결합하나, sLZIP의 LxxLL 모티프는 결합능에 필수적인 것은 아님을 입증한 것이다. 

PPARγ의 전사활성은 도움인자와 억제보체에 의해 조절되고, 휴지기 상태에서 PPARγ2는 억제보체 복합체, 예컨[0027]

대, HDAC3, SMRT 및 NCoR과 결합하는 것으로 알려져 있으므로, HDACs에 의한 PPARγ2의 전사활성에 대한 sLZIP

의  효과를 조사하였다.  그  결과,  HDACs  억제제가 없는 상태에서,  sLZIP는  PPARγ2의  전사활성을 억제하나,

HDACs 억제제가 처리된 세포에서는 sLZIP가 PPARγ2의 전사활성을 감소하지 않았다. 이러한 PPARγ2의 전사활성

의 억제는 클래스 1 HDACs 중 HDAC3에만 한정된 것이었다. 또한, sLZIP는 HDAC3와 결합하였는바 sLZIP가 HDAC3

와 결합하여 PPARγ2의 전사활성을 부정적으로 조절함을 알 수 있었다. 억제보체 복합체는 핵 수용체와 리간드

결합 시 도움인자에 의해 대체되므로 PPARγ2 리간드 처리에 의한 sLZIP 및 PPARγ2 간의 결합을 조사한 결과,

sLZIP는 리간드가 없을 때는 PPARγ2와 결합하나, 리간드가 있는 경우에는 시간 의존적 방식으로 PPARγ2로부터

분리되었다. 다음으로, PPARγ2의 억제보체 복합체와의 결합에 대한 sLZIP의 효과를 조사한 결과, sLZIP는 PPAR

γ2 리간드가 없는 경우 PPARγ2 억제보체 복합체에서 HDAC3와 결합하였다. 또한, LZIP는 N-말단 활성 도메인

(1-220)을 포함하고, cAMP-반응 요소(CREs)-함유 리포터 유전자의 전사활성에 관여하는 것으로 보고되어 있고,

상기 LZIP의 이소 폼인 sLZIP는 PPARγ2와 결합하고, 아마도 FABP4 프로모터 영역에 결합하여 그것의 전사활성

을 조절하는 것으로 보여 이러한 조절 메카니즘을 이해하기 위해 PPARγ2 및 HDAC3 간의 결합 시 sLZIP의 효과

를 조사하였다. 그 결과, sLZIP는 리간드가 있는 경우 PPARγ2 및 HDAC3 간의 결합을 향상시키나, PPARγ2는 리

간드가 없는 경우 HDAC3 같은 억제보체와 결합하고, PPARγ2 리간드 첨가로 PPARγ-억제보체 복합체의 분리가

일어나 유비퀴틴/프로테오좀 경로에 의한 분해를 유도한다. 또한, sLZIP는 리간드 처리 시 HDAC3 유비퀴틴화를

억제하였다. 더욱이, sLZIP는 PPARγ2에 대한 도움인자 PGC-1α의 보충을 억제하였다. 즉, sLZIP이 PPARγ2와

결합하여 PPARγ2의 전사활성을 조절하고, 억제보체 복합체 형성을 향상시킴을 알 수 있다. 

상술한 바와 같이, sLZIP가 PPARγ2의 전사활성을 억제하므로 중간엽 줄기세포의 조골세포 또는 지방세포 중 어[0028]

느 하나로의 분화에서 주요 전사 인자인 Runx2 전사활성에 영향을 주는지 확인하였다. 그 결과, sLZIP는 대략 4

배 정도로 Runx2의 전사활성을 증가하였다. 즉, PPARγ2는 Runx2의 전사활성을 억제하나, sLZIP는 Runx2의 활성

을 회복시켰다. 또한, HDAC3는 Runx2 전사활성을 감소시키나, sLZIP는 Runx2의 전사활성을 회복시켰다. 따라서,

sLZIP는 사람의 원발성 MSCs 및 C3H10T1/2 세포에서 조골세포 분화를 증가시켰다. 또한, MEFs에서 sLZIP는 조골

세포 분화 및 골결절 형성을 촉진하였다. 생체 내에서 골화 역시 촉진하였다. 

상기 결과를 바탕으로 sLZIP가 매개하는 골 형성이 연골 발달과 연관되어 있는 지를 조사한 결과, sLZIP는 연골[0029]

세포 분화 마커 유전자, 예컨대 Sox9 및 ColIIIA1의 발현에 영향을 주지 않았다. 

또한, 척추동물에서 골 항상성은 조골세포에 의한 뼈 형성과 조골세포에 의한 골 흡수 간의 균형에 의해 유지된[0030]

다. 조골세포는 골 형성뿐만 아니라 파골세포 형성을 조절한다. 따라서, sLZIP가 파골세포 분화를 조절하는지를

측정한 결과, 파골세포 마커, 예컨대, Oscar, Ctsk 및 TARP는 야생형 및 sLZIP TG 마우스 간에 차이가 없었다.

따라서, sLZIP는 다능성 중간엽 전구세포에서 지방세포 형성을 억제하고, 조골세포 형성을 유도하나, 골 형성에

서 연골세포 형성 및 파골세포 형성에는 영향을 주지 않음을 알 수 있었다. 

본 발명의 분화 촉진용 조성물은 sLZIP를 천연형 또는 재조합 sLZIP, 또는 이들과 실질적으로 동등한 생리 활성[0031]

을 갖는 sLZIP를 포함할 수 있다. 상기 실질적으로 동등한 생리 활성을 갖는 단백질에는 천연형/재조합 sLZIP과

그 기능적 동등물(functional equivalent) 및 기능적 유도체(functional derivative)가 포함된다. 

상기 "기능적 동등물"에는 천연형 단백질의 아미노산 중 일부 또는 전부가 치환되거나, 아미노산의 일부가 결실[0032]

공개특허 10-2014-0129616

- 6 -



또는 부가된 아미노산 서열 변형체로서 천연형 sLZIP과 실질적으로 동등한 생리활성을 갖는 것을 말한다. 

"기능적 유도체"는 상기 sLZIP의 물리 화학적 성질을 증가 또는 감소시키기 위한 변형을 가한 단백질로서 천연[0033]

형 sLZIP과 실질적으로 동등한 생리 활성을 갖는 것을 의미한다. 

본  발명의  sLZIP는  포유동물,  바람직하게는  사람에서  기원하는  단백질이며,  예컨대,  사람  유래의  GenBank[0034]

accession no. FJ263669 등으로 공지된 서열을 가진 단백질을 말한다. 보다 구체적으로, SEQ ID: 1에 기재된 아

미노산 서열로 표시되는 것일 수 있다. 

일 구체예에 따르면, 본 발명에 사용된 sLZIP는 GenBank accession no. FJ263669 등으로부터 당업자에 공지된[0035]

유전공학적 방법으로 제조할 수 있다.

천연형의 sLZIP는 유전자 재조합 방법에 의하여 단백질을 제조하는 경우 대장균이나 곤충 세포를 이용하는 것보[0036]

다 포유동물 세포를 이용하는 경우가 단백질의 활성도나 용해성 측면에서 천연형의 것과 유사할 것으로 여겨진

다.

상기 재조합 sLZIP는 통상의 컬럼 크로마토그래피 방법 등을 이용하여 분리할 수 있다. 또한 단백질의 정제 정[0037]

도는 소듐 도데실 술페이트-폴리아크릴아마이드 젤 전기영동(SDS-PAGE) 등으로 확인할 수 있다.

본 발명의 분화 촉진용 조성물은 시험관내(in vitro)에서 중간엽 줄기세포 배양 시 분화 조절 인자로 첨가될 수[0038]

있다. 예컨대, 중간엽 줄기세포의 분화 유도 배양 시 천연형 또는 재조합 sLZIP를 부가하여 이들의 양적 변화를

통해 조골세포의 수를 조절할 수 있다. 

본 발명의 분화 촉진용 조성물은 상기 sLZIP 외에 중간엽 줄기세포의 분화를 유도하는 공지의 분화 유도 인자를[0039]

더  포함할  수  있다.  예컨대,  ciliary  neurotrophic  factor(CNTF),  bone  morphogenetic  proteins(BMPs),

transforming growth factor(TGFα) 또는 neuregulin-1 (Nrg1)/glial growth factor-2(GGF2) 등을 사용할 수

있다.

본 발명은 또한 인간 작은 류신 지퍼 단백질을 포함하는 골 질환 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.[0040]

또한, 본 발명은 골 질환 예방 또는 치료용 조성물의 제조를 위한 인간 작은 류신 지퍼 단백질의 용도를 제공한[0041]

다.

상기 sLZIP는 중간엽 줄기세포에서 조골세포로의 분화를 촉진하여 골 형성 과정에서 중요한 역할을 하므로 골이[0042]

형성증, 골다공증, 골연화증 등의 골 질환 예방 또는 치료제로 사용할 수 있다. 

본 발명의 골 질환 예방 또는 치료용 조성물에 사용되는 sLZIP는 포유동물, 바람직하게는 사람에서 기원하는 단[0043]

백질이며, 예컨대, 사람 유래의 GenBank accession no. FJ263669 등으로 공지된 서열을 가진 단백질을 말한다.

보다 구체적으로, SEQ ID: 1에 기재된 아미노산 서열로 표시되는 것일 수 있다. 

상기 sLZIP는 천연형 또는 재조합 단백질 형태, 또는 sLZIP를 과발현하는 형질전환 줄기세포 형태로 포함될 수[0044]

있다. 

상기 천연형 또는 재조합 sLZIP를 과발현하는 형질전환 줄기세포는 공지의 방법을 통해 천연형 또는 재조합[0045]

sLZIP를 발현하는 벡터를 줄기세포에 도입하여 제조된 것일 수 있다.

본 발명은 또한 약제학적 유효량의 sLZIP를 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 조성물을 개체에 투여하는 단[0046]

계를 포함하는 동물의 골 질환의 치료 방법을 제공한다. 

상기 골 질환의 치료 방법에 사용되는 약제학적 조성물 및 투여 방법은 상기에서 설명하였으므로, 이 둘 사이에[0047]

공통된 내용은 본 명세서의 과도한 복잡성을 피하기 위하여, 그 기재를 생략한다. 

한편, 상기 골 질환의 예방 또는 치료용 약제학적 조성물을 투여할 수 있는 개체는 모든 동물을 포함한다. 예를[0048]

들어, 개, 고양이, 생쥐와 같은 인간을 제외한 동물일 수 있다.

또한, 본 발명의 약제학적 조성물은 약제학적으로 허용 가능한 담체를 더 포함할 수 있다. [0049]

상기 약제학적으로 허용 가능한 담체는 의약 분야에서 통상 사용되는 담체 및 비히클을 포함하며, 구체적으로[0050]

이온  교환  수지,  알루미나,  알루미늄  스테아레이트,  레시틴,  혈청  단백질(예,  사람  혈청  알부민),  완충

물질(예, 각종 인산염, 글리신, 소르브산, 칼륨 소르베이트, 포화 식물성 지방산의 부분적인 글리세라이드 혼합
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물), 물, 염 또는 전해질(예, 프로타민 설페이트, 인산수소이나트륨, 인산수소캄륨, 염화나트륨 및 아연 염),

교질성 실리카, 마그네슘 트리실리케이트, 폴리비닐피롤리돈, 셀룰로즈계 기질, 폴리에틸렌 글리콜, 나트륨 카

르복시메틸셀룰로즈, 폴리아릴레이트, 왁스, 폴리에틸렌 글리콜 또는 양모지 등을 포함하나 이에 제한되지 않는

다. 

또한, 본 발명의 약제학적 조성물은 상기 성분들 이외에 윤활제, 습윤제, 유화제, 현탁제, 또는 보존제 등을 추[0051]

가로 포함할 수 있다.

한 양태로서, 본 발명에 따른 조성물은 비경구 투여를 위한 수용성 용액으로 제조할 수 있으며, 바람직하게는[0052]

한스 용액(Hank's solution), 링거 용액(Ringer's solution) 또는 물리적으로 완충된 염수와 같은 완충 용액을

사용할 수 있다. 수용성 주입(injection) 현탁액은 소듐 카르복시메틸셀룰로오스, 솔비톨 또는 덱스트란과 같이

현탁액의 점도를 증가시킬 수 있는 기질을 첨가할 수 있다.

본 발명의 약제학적 조성물은 전신계 또는 국소적으로 투여될 수 있으며, 이러한 투여를 위해 공지의 기술로 적[0053]

합한 제형으로 제제화될 수 있다. 예를 들어, 경구 투여 시에는 불활성 희석제 또는 식용 담체와 혼합하거나,

경질 또는 연질 젤라틴 캡슐에 밀봉되거나 또는 정제로 압형하여 투여할 수 있다. 경구 투여용의 경우, 활성 화

합물은 부형제와 혼합되어 섭취형 정제, 협측 정제, 트로키, 캡슐, 엘릭시르, 서스펜션, 시럽, 웨이퍼 등의 형

태로 사용될 수 있다. 

주사용, 비경구 투여용 등의 각종 제형은 당해 기술 분야 공지된 기법 또는 통용되는 기법에 따라 제조할 수 있[0054]

다. sLZIP는 식염수 또는 완충액에 잘 용해되므로 냉동 건조 상태로 보관한 후, 유효량의 sLZIP을 정맥내 주입,

피하 주입, 근육 주입, 복강 주입, 경피 투여 등에 적합한 형태로 식염수 또는 완충액에 투여 직전에 용액으로

제제화하여 투여할 수도 있다. 

본 발명의 약제학적 조성물의 유효성분의 유효량은 질환의 예방, 억제 또는 경감 효과를 이루는데 요구되는 양[0055]

을 의미한다. 

따라서, 질환의 종류, 질환의 중증도, 조성물에 함유된 유효 성분 및 다른 성분의 종류 및 함량, 제형의 종류[0056]

및 환자의 연령, 체중, 일반 건강 상태, 성별 및 식이, 투여 시간, 투여 경로 및 조성물의 분비율, 치료 기간,

동시 사용되는 약물을 비롯한 다양한 인자에 따라 조절될 수 있다. 이에 제한되는 것은 아니나, 예컨대, 본 발

명의 sLZIP는 1일 1회 내지 수회 투여 시, 성인의 경우 0.1ng/kg 내지 10g/kg의 용량으로 투여할 수 있다.

본 발명은 또한 인간 작은 류신 지퍼 단백질의 유전자를 후보물질과 인체 외에서 접촉시키고, 상기 후보물질이[0057]

상기 유전자의 발현을 촉진하는지 또는 억제하는지를 판단하는 것을 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 의약

의 스크리닝 방법에 관한 것이다.

본 발명은 또한 인간 작은 류신 지퍼 단백질을 후보물질과 인체 외에서 접촉시키고, 상기 후보물질이 상기 단백[0058]

질의 기능 또는 활성을 증진하는지 또는 억제하는지를 판단하는 것을 포함하는 골 질환의 예방 또는 치료용 의

약의 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명의 스크리닝 방법에 따르면, 먼저 상기 유전자 또는 단백질을 포함하는 골 질환 세포에 분석하고자 하는[0059]

후보물질을 접촉시킬 수 있다. 

상기 후보물질은 통상적인 선정방식에 따라 sLZIP 유전자 염기서열에서 mRNA, 단백질로의 전사, 번역을 촉진하[0060]

거나 억제하는 물질 또는 sLZIP 단백질의 기능 또는 활성을 증진하거나 억제하는 의약으로서의 가능성을 지닌

것으로 추정되거나 또는 무작위적으로 선정된 개별적인 핵산, 단백질, 펩타이드, 기타 추출물 또는 천연물, 화

합물 등이 될 수 있다.

이후,  후보물질이  처리된  세포에서  상기  유전자의  발현양,  단백질의  양  또는  단백질의  활성을  측정할  수[0061]

있으며, 측정 결과, 상기 유전자의 발현양, 단백질의 양 또는 단백질의 활성이 증가 또는 감소하는 것이 측정되

면 상기 후보물질은 골 질환을 예방 또는 치료할 수 있는 물질로 판단할 수 있다.

상기에서 유전자의 발현양, 단백질의 양 또는 단백질의 활성을 측정하는 방법은 당업계에 공지된 다양한 방법을[0062]

통해  수행될  수  있는데,  예를  들면,  이에  제한되지는  않으나,  역전사  중합효소  연쇄반응(reverse

transcriptase-polymerase  chain  reaction),  실시간  중합효소  연쇄반응(real  time-polymerase  chain

reaction),  웨스턴  블럿,  노던  블럿,  ELISA(enzyme  linked  immunosorbent  assay),  방사선면역분석(RIA:
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radioimmunoassay), 방사 면역 확산법(radioimmunodiffusion) 및 면역침전분석법(immunoprecipitation assay)

등을 이용하여 수행할 수 있다.

본 발명의 스크리닝 방법을 통해 얻은, 유전자 발현을 증진시키거나 단백질의 기능을 증진시키는 활성을 나타내[0063]

는 후보물질이 골 질환 치료제 후보물질이 될 수 있다.

이와 같은 골 질환 치료제 후보물질은 이후의 골 질환 치료제 개발과정에서 선도물질(leading compound)로서 작[0064]

용하게 되며, 선도물질이 sLZIP 유전자 또는 그로부터 발현되는 단백질의 기능을 촉진 또는 억제효과를 나타낼

수 있도록 그 구조를 변형시키고 최적화함으로써, 새로운 골 질환 치료제를 개발할 수 있다.

이하, 본 발명을 실시예에 의해 상세히 설명한다. 단, 하기 실시예는 본 발명을 예시하는 것일 뿐, 본 발명의[0065]

내용이 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 

<제조예>[0066]

Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)는 GIBCO technologies, Inc(Gaithersburg)에서 구입하였고, 우태아[0067]

혈청은 HyClone Laboratory(Logan, UT)에서 구입하였다. 항-PPARγ2, 항-HDAC1, 2, 3, 4, 6, 8 및 9, 항-β-액

틴 및 항-GST 항체는 Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA)에서 구입하였다. 항-마우스 및 항-토끼 페록

시다아제 결합된 2차 항체는 Pierce(Madison, WI)에서 구입하였다. β-글리세로포스페이트 및 아스코르브산은

Sigma(St. Louis, MO)에서 구입하였다.

(세포배양 및 분화)[0068]

사람의 원발성 중간엽 줄기세포(MSCs), C3H10T1/2, 293T 및 MEF 세포는 열로 불활성화시킨 10% FBS와 페니실린[0069]

(100U/mL)/스트렙토마이신(100㎍/mL)이 첨가된 DMEM에서 배양하였다. 모든 세포 타입들은 CO2%를 포함하는 습식

배양기에서 37℃ 온도 조건에서 배양하였다. 조골세포 분화를 유도하기 위해, C3H10T1/2 세포는 50㎍/mL 아스코

르브산, 10mM β-글리세로포스페이트 및 10% FBS를 포함하는 DMEM으로 8일 동안 바꿔주었다. 분화 배지는 2일

마다 바꿔주었다. 

(일시적 발현 및 바이러스 감염)[0070]

C3H10T1/2 및 293T 세포를 2×10
5
 세포/웰의 밀도로 12-웰 배양 접시에 플레이팅하였다. 24시간 동안 인큐베이[0071]

션한 후, 제조업체의 설명서에 따라 리포펙타민 2000 또는 진펙틴(Genefectine)을 이용하여 0.2㎍의 리포터 유

전자와  0.1~0.5㎍의  실험용  플라스미드로  세포를  트렌스펙션  시켰다.  24시간  후,  10nM  로시글리타존

(rosiglitazone)이  있거나 없이 무혈청 DMEM에서 세포를 배양하였다.  sLZIP  및  HDAC  표적 서열을 이용하여

siRNAs를 만들었다(표 1). RNA 간섭 실험을 위해, 제조업체의 설명서에 따라 리포펙타민 2000을 이용하여 뒤섞

인 대조군 RNA 및 적당한 siRNAs로 세포를 트랜스펙션 시켰다. 사람 MSC 및 C3H10T/1/2 세포는 사람 sLZIP에 대

한 cDNA를 포함하는 아데노바이러스 벡터 또는 빈 벡터로 감염시켰다. 2시간 후 감염 배지를 신선 배지로 바꿔

주었다. 

표 1

siRNA 서열(+dTdT)[0072]

Forward Reverse

대조군 CCUACGCCACCAAUUUGGU ACGAAAUUGGUGGCGUAGG

sLZIP GGACCCAGAUGACUCCACAGCAUAU AUAUGCUGUGGAGUCAUCUGGGUCC

HDAC1 CGACUGUUUGAGAACCUUA UAAGGUUCUCAAACAGUCGCU

HDAC2 GGUCAAUAAGACCAGAUAA UUAUCUGGUCUUAUUGACCG

HDAC3 GCCGGUUAUCAACCAGGUA UACCUGGUUGAUAACCGGC

HDAC8 CAUUCAGGAUGGCAUACAA UUGUAUGCCAUCCUGAAUGGG
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(반-정량적 RT-PCR 및 실시간 PCR)[0073]

제조업체의 설명서에 따라 TRIzol 시약(Invitrogen, Carlsbad, CA)을 부가하여 배양 접시에서 세포를 직접적으[0074]

로 용해시켰다. Accupower RT PreMix(BioNeer, Daejeon, Korea)를 사용하여 2㎍의 총 RNA로부터 cDNA를 합성하

였다. 반응은 42℃에서 60분 동안 그리고 94℃에서 5분간 시행하였다. PCR 증폭은 표 2에 나열된 올리고머를 이

용하여 Hipi PCR Mix Kit(ELPIS)를 사용하여 수행하였다. 내부 대조군으로서 GAPDH를 증폭하였다. PCR 산물은

0.5㎍/mL 에티디움 브로마이드를 포함하는 1-2% (w/v) 아가로오스 젤에서 전기영동을 하고, 1 kb DNA 래더 마커

(Invitrogen)와 비교하여 PCR 산물의 크기를 측정하였다. RT-PCR에 따라 증폭된 각 밴드의 강도는 MultiImage
TM

Light Cabinet(version 5.5, Alpha Innotech Corp., San Leandro, CA)를 사용하여 분석하였다. 

실시간 PCR은 SYBR 그린 마스터 믹스(Roche, Mannheim, Germany)를 사용하여 LightCycler 480에서 수행하였다.[0075]

β-액틴은 내부 대조군으로 사용하였다. β-액틴에 대한 표적 유전자 발현 수준 비율은 횮T 방법을 사용하여 계

산하였고, 상기 CT 값은 형광 신호가 표적의 고정된 한계 비율에 도달하는 PCR 사이클의 횟수로 정의한다. 각

실험은 실험마다 3회 기술적 반복으로 3반복 실험을 수행하였다.

표 2

반-정량적 RT-PCR용 프라이머 서열[0076]

Forward Reverse

sLZIP AGCAGCAGCATGTACTCCTCT CTAGCCTGAGTATCTGTCCT

GAPDH CCATCACCATCTTCCAGGAG CCAGGAAATCATGTGCAATC

FABP4 GTG GGA ACC TGG AAG CTT GTC CTT CAC CTT CCT GTC GTC TGC

mLZIP ATGGATCCTGGTGGTCAG CT AAC CTG AAT ACC TGC C

PPARγ2  AT GGG TGA AAC TCT GGG AGA  CT AAT ACA AGT CCT TGT AGA

TG mice

genotype

GGACGATGATGACAAGGACT GTCAGAGGAGTACATGCTGCT

표 3

실시간 RT-PCR용 프라이머 서열[0077]

Forward Reverse

FABP4 CATCAGCGTAAATGGGGATT TCGACTTTCCATCCCACTTC

C/EBPα TGGACAAGAACAGCAACGAG TCACTGGTCAACTCCAGCAC

LPL GGGCTCTGCCTGAGTTGTAG CCATCCTCAGTCCCAGAAAA

Sox9 CTGAAGGGCTACGACTGGAC TACTGGTCTGCCAGCTTCCT

Col2A1 GCCAAGACCTGAAACTCTGC GCCATAGCTGAAGTGGAAGC

OSCAR CACACACACCTGGCACCTAC GAGACCATCAAAGGCAGAGC

CTSK CCAGTGGGAGCTATGGAAGA AAGTGGTTCATGGCCAGTTC

TARP TCCTGGCTCAAAAAGCAGTT ACATAGCCCACACCGTTCTC

TG mice sLZIP TCGATTCCAGGCTTATGGAG AGTCGCTCGGTACCTCAGAA

hGAPDH GACAAGCTTCCCGTTCTCAG GAGTCAACGGATTTGGTCGT

mGAPDH ACCCAGAAGACTGTGGATGG CACATTGGGGGTAGGAACAC

(웨스턴 블랏 분석)[0078]

세포를 수득하고, 차가운 PBS로 2회 세척하였다. RIPA 버퍼(10mM HEPES, 10mM NaCl, 0.1mM EDTA, 0.1mM EGTA,[0079]

1%  NP-40,  0.5mM  PMSF,  0.1mM  DTT,  0.1mM  Na3VO4,  및  프로테아제  억제제)을  사용하여  세포  추출물을

준비하였다. 현탁액은 4℃에서 16,000×g, 20분간 원심분리 하였다. 상등액을 모아 샘플 버퍼와 혼합하였다. 단

백질 샘플은 SDS-PAGE(8-15%)에서 분리하고, 니트로셀룰로오스 멤브레인으로 옮겼다. 멤브레인과 적당한 항체를

4℃에서 오버나이트 동안 인큐베이션 하였다. 그 후 각 면역 블랏은 서양고추냉이의 페록시다아제 표지된 2차

항체에서 인큐베이션 하였다. 면역 표지된 단백질은 ECL 분석(Amersham)을 사용하여 관찰하였고, X-선 필름을

사용하여 ECL 반응을 현상하였다. 상기 블랏을 벗긴 후 항-β-액틴을 다시 반응시켜 내부 대조군으로 사용하였

다. 
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(루시퍼라아제 리포터 유전자 활성 분석)[0080]

적절히 트랜스펙션 된 세포를 차가운 PBS로 2회 세척하고, 리포터 라이시스 버퍼(Promega)를 사용하여 배양 접[0081]

시에서 용해시켰다. 루시퍼라아제 분석은 루시퍼라아제 분석 시스템(Promega Corporation, Madison, WI)을 사용

하여  수행하였다.  루시퍼라아제  활성은  제조업체의  설명서에  따라  Luminometer  20/20
n
(Turner  BioSystems,

Sunnyvale, CA)에서 기록하였다. 루시퍼라아제 활성은 β-갈락토시다아제 활성으로 표준화하였다. β-갈락토시

다아제 분석을 위해, CMV-β-갈락토시다아제를 루시퍼라아제 리포터 유전자와 함께 트랜스펙션 시켰다. 모든 데

이터는 적어도 3회 독립 실험에서 평균±표준편차로 나타내었다. 

(공-면역침전 분석)[0082]

293T 세포를 수득하고, 차가운 PBS로 세척하였다. IP 라이시스 버퍼[25mM Tris-HCl(pH 7.4), 150mM NaCl, 1mM[0083]

EDTA, 1% NP-40 및 5% 글리세롤, 및 프로테아제 억제제]에서 세포를 재현탁하였다. 현탁액을 4℃에서 16,000×g

으로 20분간 원심분리 하였다. 상등액을 수집하고, 0.5㎍의 적당한 항체 및 25㎕의 단백질 A/G-아가로오스 또는

GST Sepharose 4B 비드와 4℃에서 24시간 동안 인큐베이션 하였다. 단백질 복합체는 차가운 IP 라이시스 버퍼로

1,000×g로 1분간 원심분리 하여 5회 세척하였다. 최종 펠렛은 5% β-머캅토에탄올을 포함하는 50㎕의 SDS-샘플

버퍼로 재현탁하고, 100℃에서 10분간 끓였다. 단백질 샘플을 SDS-PAGE(8-10%)에서 분리하고, 니트로셀룰로오스

멤브레인으로 옮겼다. 함께 침전된 단백질은 특이 항체를 사용하여 웨스턴 블랏팅에 따라 검출하였다. 

(형광 현미경 분석)[0084]

C3H10T1/2 세포는 Flag-sLZIP, GFP-PPARγ2 또는 GFP-sLZIP으로 일시적으로 함께 트랜스펙션 시키고, HDAC3는[0085]

커버 슬립에서 배양하였다. 24시간 후, 4% 파라포름알데히드로 10분간 세포를 고정하고, 0.2% Triton-X 100로 5

분간 침투시켰다. 세포는 1% BSA와 1시간 동안 인큐베이션 하고 나서, 항-Flag 및 항-HDAC3 항체들과 4℃에서

오버나이트 동안 인큐베이션 하였다. PBS로 세척한 후, 세포를 텍사스 레드가 결합된 항체와 2시간 동안 인큐베

이션 하였다.  PBS로 커버 슬라이드를 세척하고,  장착하고,  LSM  510  META  공초점 현미경(Carl  Zeiss,  Jena,

Germany)를 사용하여 시험하였다. 

(His-sLZIP 단백질의 정제)[0086]

sLZIP는  pET-28a(+)  벡터에  클로닝하였다.  His-sLZIP  단백질은  T7  isopropyl-β-D-[0087]

thiogalactopyranoside(IPTG)-유도 시스템을 사용하여 대장균(Escherichia  coli  BL21)  세포에서 발현하였다.

IPTG-유도된 세포는 초음파 처리에 따라 파쇄하고, 세포 용해물은 원심분리 하여 맑게 하였다. His-sLZIP 단백

질을 니켈-니트릴로트리아세트산 비드 컬럼(Bio-Rad, Richmond, CA)에 넣었다. 다량의 라이시스 버퍼와 10mM 이

미다졸로  상기  컬럼을  세척하고  나서,  Ni-NTA  용출  버퍼(Bio-Rad  Laboratories,  Hercules,  CA)에서

용출하였다. His-sLZIP 단백질을 포함하는 분획을 10% 글리세롤에 대해 투석시키고, -80℃에서 저장하였다. 단

백질 정제는 10% SDS-PAGE/쿠마시 블루 염색에 따라 평가하였고, 보통 >98%의 순도를 나타내었다. 

(sLZIP 형질전환 마우스 생산)[0088]

사람의 sLZIP  형질전환(TG)  마우스를 생산하기 위해,  sLZIP  유전자를 pCMV-flag  발현 벡터에 클로닝하였다.[0089]

sLZIP TG 마우스는 Macrogen, Inc(Seoul, Korea)에서 생산하였다. 형질전환 창시자(Transgenic founders)를 야

생형 C57BL/6 마우스와 교미시켜 F1 이형접합체(heterozygote)를 생산하였다. F1-F4 세대는 2주령째에 트랜스유

전자에 대해 유전학적으로 스크리닝 하였다. 하기 2개의 프라이머는 야생형과 TG 마우스를 동정하기 위한 게놈

DNA를 증폭하는데 사용하였다: 5'- GGA CGA TGA TGA CAA GGA CT -3' 및 5'- GTC AGA GGA GTA CAT GCT GCT -3'.

(통계 분석)[0090]

데이터는 평균±표준편차로 나타내었다. 통계 평가는 one-way ANOVA를 사용하여 시행하였다. 데이터는 p<0.05일[0091]

때 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다. 모든 통계 분석은 컴퓨터 프로그램 Prism(GraphPad  Software,  La
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Jolla, CA)에 따라 수행하였다. 

<실시예 1> sLZIP의 PPARγ 전사활성에 대한 효과[0092]

핵 수용체 PPARγ는 MSCs에서 지방세포 분화의 중요한 양성 조절자로, 조골세포 발생에서는 음성 조절자로 작용[0093]

한다. 선행 연구에서, sLZIP는 많은 종류의 핵 수용체 전사활성, 예컨대, GR, 에스트로겐 수용체(ER) 및 안드로

겐 수용체(AR)에 관련되어 있는 것으로 알려져 있다. 또한, 사람의 sLZIP는 핵 수용체들과 결합하기 위한 필수

적이고 충분한 2개의 LxxLL 모티프를 포함한다. 따라서, 본 발명자들은 sLZIP 및 PPARγ2 간의 관계에 초점을

맞추었다. 

PPARγ2의 전사활성에 대한 sLZIP의 효과를 조사하기 위해, 293T  세포를 PPARγ2(0.5㎍),  β-갈락토시다아제[0094]

(0.1㎍), FABP4-Luc 리포터 유전자(0.2㎍) 및 함량 별 sLZIP(0.1-0.5㎍)으로 일시적으로 함께 트랜스펙션 시켰

다.  트랜스펙션 후,  10nM의 로시글리타존(RZD)(도 1A),  피오글리타존(PZD)(도 1B),  및 트로글리타존(TZD)(도

1C)이  있거나  없는  상태에서  세포를  자극하였다.  트랜스펙션  24시간  후,  세포에  리간드  처리하거나  그렇지

않고, 루시퍼라아제 상대 활성을 분석하였다. 또한, 293T 세포를 함량별로 si-sLZIP(50 및 100nM)로 일시적으로

트랜스펙션 하고, 세포에 RZD(도 1D)를 처리하거나 그렇지 않았다. FABP4-Luc 안정한 C3H10T1/2 세포를 sLZIP

발현 아데노바이러스로 감염시킨 후 4일 동안 지방세포로 분화시켰다(도 1E). 루시퍼라아제 활성은 β-갈락토시

다아제 활성에 대해 표준화하였고, 상대 활성(배수 변화)으로 표시하였다. 모든 실험은 3반복으로 수행하였고,

그래프 내 막대 표시는 평균±표준편차를 나타낸다. *, P<0.05; **, P<0.01  

도 1A 내지 C에 나타난 바와 같이, sLZIP는 농도 의존적인 방식으로 PPARγ2의 전사활성을 억제하였다. PPARγ2[0095]

의 전사활성은 대조군과 비교하여 다양한 PPARγ2 리간드 유무에 따라 sLZIP에 의해 하향-조절되었다. 

PPARγ2의 전사활성에 대한 sLZIP의 효과를 확인하기 위해, sLZIP에 대한 siRNA(si-sLZIP)를 사용하여 sLZIP[0096]

발현을 넉다운 시킨 결과, si-sLZIP에 의한 sLZIP 발현 억제는 PPARγ2의 전사활성을 향상시켰다(도 1D). 

또한, 세포 내 PPARγ2의 전사활성이 sLZIP에 의해 조절되는지를 조사하기 위해, FABP4 리포터 유전자를 안정하[0097]

게 발현하는 C3H10T1/2 세포를 sLZIP 발현 아데노바이러스로 감염시키고 나서, 지방세포로 분화시킨 결과, 도

1E에 나타난 바와 같이, PPARγ2의 전사활성은 지방세포에서 sLZIP에 의해 감소하였다. 

<실시예 2> sLZIP 및 PPARγ2의 결합능 조사[0098]

PPARγ2의 전사활성이 sLZIP와의 결합에 의해 조절되는지를 조사하기 위해, sLZIP와 PPARγ2의 결합을 시험하였[0099]

다. 이를 위해, GST-sLZIP 및 Myc-PPARγ2를 293T 세포에 트랜스펙션 시켰다. 세포 용해물을 수득하고, 글루타

티온 4B 비드를 사용하여 GST 풀-다운 분석을 수행하였다. 단백질 복합체는 SDS-PAGE로 분석하고 나서 특정 항

체(도 2A)를 사용하여 면역 블랏팅을 수행하였다. 293T세포를 GST-PPARγ2 및 Flag-sLZIP로 트랜스펙션 시키고,

GST-풀 다운 분석에 따라 확인하였다(도 2B). PPARγ2는 TNT 번역 시스템(Promega)에 의해 시험관 내에서 번역

되었고, His-sLZIP 단백질은 IPTG-유도 시스템을 사용하여 BL21 세포에서 발현되었다. 정제된 His-sLZIP 단백질

은 His 풀-다운 분석을 실시하였다. 비드에 결합된 단백질은 SDS-PAGE에서 분석하고 나서 항- PPARγ2, 항-His

항체를 사용하여 면역 블랏팅 하였다(도 2C). GFP-PPARγ2 및 Flag-sLZIP 구조물은 C3H10T1/2 세포에서 발현되

었고, 마우스 항-Flag  및 텍사스 레드 결합된 항-마우스 항체를 사용하여 형광 현미경에서 분석하였다. 핵은

DAPI로 염색하였다(도 2D). 

도 2A에 나타난 바와 같이, sLZIP는 PPARγ2와 결합하였다. [0100]

상기 결합을 확인하기 위하여 GST-PPARγ2와 Flag-sLZIP를 293T 세포에 트랜스펙션 시키고, GST 풀-다운 분석을[0101]

수행한 결과 PPARγ2는 sLZIP과 결합하였다(도 2B). 

sLZIP가 직접적으로 PPARγ2와 결합하는지를 시험한 결과, 도 2C에 나타난 바와 같이, PPARγ2는 직접적으로[0102]

sLZIP에 결합하였다. 

또한, sLZIP와 PPARγ2 간의 결합을 특성 규명하기 위해, sLZIP와 PPARγ2의 세포 내 위치를 시험하였다. sLZIP[0103]

는 PPARγ2와 함께 핵에 위치하였다(도 2D). 

상기 결과로부터 sLZIP가 PPARγ2와의 직접 결합을 통해 PPARγ2의 전사활성을 부정적으로 조절함을 알 수 있었[0104]
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다. 

많은 핵 수용체들의 활성화는 도움인자들의 보충에 달려있다. 따라서, PPARγ2와 결합하는데 필요한 sLZIP의 도[0105]

메인을 조사하였다. 이를 위해, GST-전장 sLZIP (1-354), N-말단 결실 돌연변이체 sLZIP(1-228), C-말단 결실

돌연변이체 sLZIP(229-354),  CC-말단 결실 돌연변이체 sLZIP(297-354)  및 PPARγ2를 293T  세포에 트랜스펙션

시켰다. 세포 용해물을 수득하고, 글루타티온 4B 비드를 사용하여 GST 풀-다운 분석을 수행하였다. 단백질 복합

체는 SDS-PAGE에서 분석하고 나서, 특정 항체를 사용하여 면역 블랏팅을 하였다(도 3A). 293T 세포를 Flag-전장

PPARγ2, 전장 PPARγ2, N-말단 결실 돌연변이체 PPARγ2(1-310),  C-말단 결실 돌연변이체 PPARγ2(139-505)

및 GST-sLZIP으로 트랜스펙션 시켰다. 세포 용해물을 수득하고, GST 풀-다운 분석을 수행하였다. 단백질 복합체

는 SDS-PAGE에서 분석하고 나서, 항-GST 및 항-Flag 항체를 사용하여 면역 블랏팅을 하였다(도 3B).

도 3A에 나타난 바와 같이, 야생형 sLZIP 및 sLZIP의 C 및 CC 도메인은 PPARγ2와 결합하나, sLZIP N 도메인은[0106]

PPARγ2와 결합하지 않았다. 이는 프롤린이 풍부한 영역을 포함하는 sLZIP의 CC-말단 도메인이 PPARγ2와의 결

합에 중요함을 알 수 있다. 

또한, sLZIP과 결합하는데 필요한 PPARγ2의 도메인을 시험한 결과, 도 3B에 나타난 바와 같이, PPARγ2의 리간[0107]

드 결합 도메인(AF-2)이 sLZIP과 결합하는데 필수적이었다. 

즉, PPARγ2가 sLZIP과 결합하나, sLZIP의 LxxLL 모티프는 결합능에 필수적인 것은 아님을 입증한 것이다. [0108]

<실시예 3> sLZIP에 의한 PPARγ2 전사활성 억제에서 HDAC3의 역할 규명[0109]

PPARγ의 전사활성은 도움인자와 억제보체에 의해 조절된다. 일반적으로, 휴지기 상태에서 PPARγ2는 억제보체[0110]

복합체, 예컨대, HDAC3, SMRT 및 NCoR과 결합하는 것으로 생각된다. 그러나, 리간드에 의한 활성화 시 억제보체

복합체는 도움인자, 예컨대, p300/CBP, p160, 및 PGC-1으로 대체되어, 표적 유전자의 전사 개시를 이끈다. 선행

연구에서 sLZIP는 HDACs를 모집 및 활성화하여 GR 전사활성을 감소시킴을 보여준바 있다. HDAC3는 또한 모든 클

래스 1 HDACs 중에서 LZIP와 특이적으로 결합한다. 따라서, HDACs에 의한 PPARγ2 전사활성에 대한 sLZIP의 효

과를 이해하기 위해, HDACs 억제제인 트리코스테인 A(trichostain A, TSA)를 사용하여 HDACs가 sLZIP에 의한

PPARγ2 전사활성 억제에 관여하는 지를 시험하였다. 

이를 위해, 293T 세포를 PPARγ2(0.5㎍), β-갈락토시다아제(0.1㎍), FABP4-Luc 리포터 유전자(0.2㎍) 및[0111]

sLZIP(0.1㎍)으로 함께 일시적으로 트랜스펙션 시켰다. 트랜스펙션 후, 10nM의 RZD 및 10nM의 TSA 유무 하에서

세포를 자극하였다(도 4A). 프로모터 활성은 루시퍼라아제 분석에 따라 측정하였다. 293T 세포에서 FABP4-Luc

리포터 유전자, sLZIP, PPAR, β-갈락토시다아제, 및 대조군에 대한 100nM의 si-RNAs, 및 HDAC1, 2, 3 및 8를

발현시켰다. 트랜스펙션 후 10nM의 RZD 유무 하에서 세포를 자극하였고, 프로모터 활성을 측정하였다(도 4B).

293T 세포를 FABP4-Luc 리포터 유전자, PPARγ2, β-갈락토시다아제, HDAC3(0.5㎍) 및 sLZIP(0.1㎍)로 함께 순

간적으로 트랜스펙션 시켰다. 트랜스펙션 후 10nM의 RZD 유무 하에서 세포를 자극하였고, 루시퍼라아제 분석을

수행하였다(도 4C).  루시퍼라아제 활성은 β-갈락토시다아제 활성에 대해 표준화 하였고, 상대 강도(배수 변

화)로  표시하였다.  모든  실험은 3반복으로 수행하였고,  그래프 내 막대 표시는 평균±표준편차를 나타낸다.

GFP-sLZIP 발현 구조물을 C3H10T1/2 세포에서 발현시키고, 토끼 항-HDAC3 항체 및 텍사스 레드-결합된 항-토끼

항체를 사용하여 형광 현미경에서 분석하였다.  핵은  DAPI로  염색하였다(도  4D).  293T  세포를 GST-HDAC3  및

Flag-sLZIP로 함께 트랜스펙션 시켰다. 세포 용해물을 글루타티온 4B 비드를 사용하여 풀-다운시켰다. 단백질

복합체는 SDS-PAGE에서 분석하고, 항-GST 및 항-Flag 항체를 사용하여 면역 블랏팅 하였다(도 4E). *, P<0.05;

**, P<0.01 

도 4A에 나타난 바와 같이, TSA가 없는 상태에서, sLZIP는 PPARγ2 전사활성을 억제하나, TSA가 처리된 세포에[0112]

서 sLZIP는 PPARγ2 전사활성을 감소하지 않았다. 

다음으로, sLZIP가 매개하는 PPARγ2 전사활성의 억제가 클래스 1 HDACs 중 HDAC3에만 한정된 것인지를 조사한[0113]

결과, 도 4B에 나타난 바와 같이, HDAC1, 2 및 8에 대한 siRNA는 sLZIP가 매개하는 PPARγ2 조절에 관여하지 않

았다. 그러나, HDAC3의 넉다운 결과 sLZIP가 매개하는 PPARγ2 전사활성을 극적으로 향상시켰다. 

이 결과를 확인하기 위해, sLZIP 및 HDAC3 발현 구조물로 세포를 트랜스펙션 시킨 결과 sLZIP가 매개하는 PPAR[0114]

γ2 전사활성의 억제는 sLZIP 및 HDAC3 둘 다를 트랜스펙션 하여 상당히 하향-조절되었다(도 4C). 
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다음으로, sLZIP 및 HDAC3의 세포 내 위치를 시험한 결과, sLZIP는 HDAC3과 함께 핵에 위치하였다(도 4D). [0115]

HDAC3는 LZIP과 특이적으로 결합한다고 보고되어 있기 때문에, sLZIP 및 HDAC3 간의 결합을 시험한 결과, sLZIP[0116]

는 HDAC3와 결합하였다(도 4E). 

즉, sLZIP가 HDAC3와 결합하여 PPARγ2 전사활성을 부정적으로 조절함을 알 수 있다. [0117]

<실시예 4> sLZIP의 PPARγ2와 억제보체의 복합체 형성에 대한 효과[0118]

억제보체 복합체는 핵 수용체와 리간드 결합 시 도움인자에 의해 대체된다. 따라서, 리간드 처리에 의한 sLZIP[0119]

및 PPARγ2 간의 결합을 조사하였다. 

이를 위해, 293T 세포를 GST-PPARγ2 및 Flag-sLZIP로 트랜스펙션 시키고, 10nM RZD를 24시간 동안 처리하거나[0120]

그렇지 않았다. 세포 용해물을 수득하고, 글루타티온 4B 비드를 사용하여 GST 풀-다운 분석(도 5A)과 면역침전

(도 5B)을 실시하였다. 단백질 복합체는 SDS-PAGE에서 분석하고, 항-GST 및 항-Flag 항체를 사용하여 면역 블랏

팅하였다. GST- PPARγ2 및 Flag-sLZIP를 293T 세포에서 발현시키고, 시간대 별로 세포에 10nM RZD를 처리하였

다. 세포 용해물은 GST 풀-다운 분석하였다(도 5C). 293T 세포를 GST-HDAC3 및 Flag-sLZIP으로 트랜스펙션 시

키고,  10nM  RZD로  24시간 동안 처리하거나 그렇지 않았다.  세포 용해물은 GST  풀-다운 분석하였다(도 5D).

Flag-sLZIP를 293T 세포에 발현시키고, 세포에 10nM RZD를 24시간 처리하였다. 세포 용해물에 대해 항-NCoR1 항

체를 사용하여 면역 침전 분석을 실시하였다. 단백질 복합체는 SDS-PAGE에서 분석한 후 항-NCoR1 및 항-Flag 항

체를 사용하여 면역 블랏팅하였다(도 5E). 293T 세포는 PPARγ2(0.5㎍), β-갈락토시다아제(0.1㎍), FABP4-Luc

리포터 유전자(0.2㎍) 및 sLZIP의 다양한 결실 돌연변이체(0.1㎍)로 함께 일시적으로 트랜스펙션 시켰다. 트랜

스펙션 후, 10nM의 RZD를 처리하거나 그렇지 않고 세포를 자극하였다(도 5F). 루시퍼라아제 활성은 β-갈락토시

다아제 활성에 대해 표준화하였고, 상대 활성(배수 변화)으로 표현하였다. 모든 실험은 3반복으로 수행하였고,

평균±표준편차로 나타내었다. *, P<0.05; **, P<0.01

GST 풀-다운 실험 결과, sLZIP는 리간드로 자극하지 않는 경우 PPARγ2와 결합하였다(도 5A). 그러나, 리간드[0121]

처리 시 sLZIP는 PPARγ2로부터 분리되었다. 

면역 침전 분석을 사용하여 Flag-sLZIP 및 GST-PPARγ2를 발현하는 세포에서 sLZIP 및 PPARγ2 간의 결합을 시[0122]

험한 결과, 도 5B에 나타난 바와 같이, 리간드 처리 시 PPARγ2는 sLZIP에서 분리되었다. 

리간드 의존적인 분리를 확인하기 위해, RZD에 대한 반응에서 sLZIP 및 PPARγ2 간의 결합의 시간 의존성을 시[0123]

험한 결과, sLZIP는 시간 의존적인 방식으로 PPARγ2에서 분리되었다(도 5C). 

다음으로, PPARγ2의 억제보체 복합체와의 결합에 대한 sLZIP의 효과를 시험한 결과, sLZIP는 RZD를 처리하지[0124]

않는 경우 PPARγ2 억제보체 복합체에서 HDAC3와 결합하였다(도 5D). 비록 RZD 처리로 PPARγ2가 sLZIP에서 분

리하나 HDAC3는 sLZIP에 결합된 채로 남아있었다(도 5D). 그러나, NCoR1은 RZD 처리 시 sLZIP에서 약간 분리되

었다(도 5E). 

또한, PPARγ2와의 리간드-의존적 결합에서 sLZIP의 조절 메카니즘과 PPARγ2 전사활성 조절에서 그것의 관련성[0125]

을 조사한 결과, sLZIP는 RZD를 처리한 경우 PPARγ2에서 분리되었고, 여전히 PPARγ2 전사활성을 억제하였다

(도 5F). PPARγ2 전사활성은 PPARγ2와 결합하지 않는 sLZIP의 결실 돌연변이체(1-220)에 의해 억제되었다(도

5F). 

LZIP는 N-말단 활성 도메인(1-220)을 포함하고, cAMP-반응 요소(CREs)-함유 리포터 유전자의 전사활성에 관여하[0126]

는 것으로 보고되어 있다. 즉, sLZIP가 PPARγ2와 결합하고, 아마도 FABP4 프로모터 영역에 결합하여 그것의 전

사활성을 조절하는 것으로 보인다. 

따라서, FABP4 프로모터 영역에 결합함에 따른 PPARγ2 전사활성에서 sLZIP의 조절 메카니즘을 이해하기 위해[0127]

PPARγ2 및 HDAC3 간의 결합 시 sLZIP의 효과를 조사하였다. 이를 위해, 293T 세포를 GST-HDAC3, Myc-PPARγ2

및 Flag-sLZIP로 트랜스펙션 시키고, 10nM RZD를 24시간 동안 처리하거나 그렇지 않았다. 세포 용해물은 글루타

티온 4B 비드를 사용하여 GST 풀-다운 분석을 실시하고, 단백질 복합체는 SDS-PAGE에서 분석한 후 항-GST, 항-

Myc  및  항-Flag  항체를 사용하여 면역 블랏팅하였다(도 6A).  GST-HDAC3,  GST-PPARγ2,  Myc-PPARγ2,  Flag-

sLZIP 및 Ha-UB를 293T 세포에서 발현시키고, 10nM RZD를 세포에 24시간 동안 처리하였다. 세포 용해물은 GST

풀-다운 분석을 실시하였다(도 6B). GST-PPARγ2 및 Flag-sLZIP를 293T 세포에서 발현시키고, 10nM RZD를 24시
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간 동안 처리하였다. 세포 용해물은 GST 풀-다운 분석을 실시하고, 단백질 복합체는 SDS-PAGE에서 분석한 후 항

-PGC1α, 항-GST 및 항-Flag 항체를 사용하여 면역 블랏팅 하였다(도 6C).

도 6A에 나타난 바와 같이, GST 풀-다운 분석 결과 sLZIP는 리간드 처리 시 PPARγ2 및 HDAC3 간의 결합을 향상[0128]

시켰다. 

PPARγ2는 리간드를 처리하지 않는 경우 HDAC3 같은 억제보체와 결합하고, PPARγ2 리간드, 로시글리타존의 첨[0129]

가로  PPARγ-억제보체  복합체의  분리가  일어나  유비퀴틴/프로테오좀  경로에 의한 분해를 유도한다.  sLZIP가

HDAC3 유비퀴틴화에 관여하는 지를 측정한 결과, sLZIP는 리간드 처리 시 HDAC3 유비퀴틴화를 억제하였다(도

6B). 

또한, sLZIP는 PPARγ2에 대해 도움인자 PGC-1α의 보충을 억제하였다(도 6C). [0130]

상기 결과로부터 sLZIP이 PPARγ2와 결합하여 PPARγ2 전사활성을 조절하고, 억제보체 복합체 형성을 향상시킴[0131]

을 알 수 있다. 

<실시예 5> sLZIP의 Runx2 전사활성에 대한 효과[0132]

PPARγ는 중간엽 계대 측정 시 중요한 역할을 담당하는 것으로 보고되어 있다. MSCs의 조골세포 또는 지방세포[0133]

중 어느 하나로의 분화는 2가지 주요 전사 인자인 Runx2 및 PPARγ2에 의해 전사적으로 조절된다. PPARγ2의 활

성화는 Runx2가 매개하는 전사를 억제하고, 로시글리타존 같은 TZD는 동시에 조골세포 분화를 억제한다. 

따라서, PPARγ2 전사활성을 억제하여 Runx2 전사활성에서 sLZIP의 잠재적 역할을 특성 규명하기 위해, Runx2[0134]

전사활성을 시험하였다. 이를 위해, 293T 세포를 Runx2(0.5㎍), β-갈락토시다아제(0.1㎍), 6 카피 수의

Runx2 반응 요소(0.2㎍) 및 함량별 sLZIP(0.1㎍-0.5㎍)로 일시적으로 함께 트랜스펙션 시켰다(도 7A). PPARγ

2(0.5㎍), β-갈락토시다아제, Runx2, 6 카피 수의 Runx2 반응 요소 및 sLZIP(0.5㎍)를 293T 세포에서 발현시

켰다(도 7B). 293T 세포는 HDAC3 (0.5㎍), Runx2, β-갈락토시다아제, 6 카피 수의 Runx2 반응 요소 및 함량별

sLZIP(0.25 및 0.5㎍)으로 일시적으로 함께 트랜스펙션 시켰다(도 7C). 프로모터 활성은 루시퍼라아제 분석에

따라 측정하였다. 루시퍼라아제 활성은 β-갈락토시다아제 활성에 대해 표준화하였고, 상대 활성(배수 변화)으

로  표시하였다.  모든  실험은  3반복으로  수행하였고,  평균±표준편차로  나타내었다.  사람의  원발성  MSCs  및

C3H10T1/2  세포는  50㎍/mL의  아스코르브산,

10 mM β-글리세로포스페이트 및 10% FBS를

포함하는 분화 배지로 8일 동안 바꿔주었다(도 7D). MEF 세포는 50㎍/mL의 아스코르브산, 10mM β-글리세로포스

페이트 및 10% FBS를 포함하는 분화 배지로 8일 동안 바꿔주었다. 세포는 알리자린 레드 용액으로 염색하고, 광
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학 현미경으로 관찰하였다(도 7E). E17.5에서 야생형 및 sLZIP TG 마우스 배아의 알시안 블루(연골 염색용) 및

알리자린 레드(뼈 염색용) 염색(F).  *, P<0.05; **, P<0.01

도 7A에 나타난 바와 같이, sLZIP는 대략 4배 정도로 Runx2의 전사활성을 증가하였다. [0135]

다음으로, PPARγ2 및 Runx2의 전사활성 조절에서 sLZIP의 역할을 시험한 결과, 도 7B에 나타난 바와 같[0136]

이, PPARγ2는 Runx2의 전사활성을 억제하나, sLZIP는 Runx2의 활성을 회복시켰다. 

HDAC3가 sLZIP에 의해 조절된 Runx2 전사활성에 영향을 주는지 시험한 결과, 비록 HDAC3가 Runx2 전사활성을 감[0137]

소시키기는 하나,  sLZIP는 Runx2의 전사활성을 회복시켰다(도 7C).  따라서, sLZIP는 사람의 원발성 MSCs  및

C3H10T1/2 세포에서 조골세포 분화를 증가시켰다(도 7D). 

또한, MEFs에서 조골세포 분화를 시험한 결과, 알리자린 레드 염색 결과, sLZIP는 조골세포 분화 및 골결절 형[0138]

성을 촉진하였다(도 7E). 

시험관 내 결과를 확증하기 위해, 생체 내에서 골화에 대한 sLZIP의 효과를 시험한 결과, 도 7F에 나타난 바와[0139]

같이, E17.5에서 연골 특이 알시안 블루(Alcian  Blue)  및 뼈 특이 알리자린 레드(Alizarin  Red) 염색 결과,

sLZIP TG 마우스 배아의 두개골 및 다리(limb)는 야생형 한배 새끼(littermate)와 비교하여 촉진된 골화를 나타

냈다. 

배아 동안 뼈가 처음 발달하기 시작할 때, 연골이 형성되어 소위 골화(또는 골 형성) 과정에 의해 뼈로 경화된[0140]

다. sLZIP가 매개하는 골 형성이 연골 발달과 연관되어 있는 지를 조사하기 위해, 연골세포 분화 시 sLZIP의 효

과를 시험하였다. 이를 위해, ATDC5 세포를 함량별 sLZIP(0.1㎍-0.5㎍)로 일시적으로 트랜스펙션 시켰다. 세포

에서 총 RNA를 추출하고, RT-PCR 분석(도 8A) 및 실시간 PCR(도 8B)을 사용하여 연골세포 마커의 mRNA 발현 수

준을 측정하였다. GAPDH는 내부 대조군으로 사용하였다. 실험은 3반복으로 수행하였다. 알시안 블루(연골 염색

용) 염색은 E12.5에서 야생형 및 sLZIP  TG  마우스 배아에서 수행하였다(도 8C). sLZIP TG 마우스 BMMs(bone

marrow macrophages) 유래의 성숙 파골세포는 RANKL (100ng/mL) 및 M-CSF(30ng/mL)와 함께 a-MEM + 10% FBS에

서 배양하였다. 상기 배지는 3일 마다 교체하였다. 성숙 파골세포에서 총 RNA를 추출하고, 실시간 PCR을 사용하

여 파골세포 마커의 mRNA 발현 수준을 측정하였다(도 8D). GAPDH는 내부 대조군으로 사용하였다. 모든 실험은 3

반복으로 수행하였고, 평균±표준편차로 나타내었다. *, P<0.05; **, P<0.01

도 8A 및 B에 나타난 바와 같이, 인슐린과의 반응에서 sLZIP는 연골세포 분화 마커 유전자, 예컨대 Sox9 및[0141]

ColIIIA1의 발현에 영향을 주지 않았다. 

상기 결과를 확인하기 위해 배아에서 연골 발달 시 sLZIP의 효과를 측정한 결과, 도 8C에 나타난 바와 같[0142]

이, E12.5에서 연골-특이 알시안 블루 염색 결과, sLZIP TG 마우스 배아의 가지 및 꼬리는 야생형과 비교하여

차이가 없었다. 

척추동물에서 골 항상성은 조골세포에 의한 뼈 형성과 조골세포에 의한 골 흡수 간의 균형에 의해 유지된다. 조[0143]

골세포는  골  형성뿐만  아니라  파골세포  형성을  조절한다.  sLZIP가  파골세포  분화를  조절하는지를  측정하기

위해, sLZIP TG 마우스에서 분리한 골수 대식세포를 파골세포로 분화시켰다. 그 결과, 파골세포 마커, 예컨대,

Oscar, Ctsk 및 TARP는 야생형 및 sLZIP TG 마우스 간에 차이가 없었다(도 8D). 

상기 결과로부터 도 9와 같이, sLZIP는 다능성 중간엽 전구세포에서 조골세포 형성을 유도하나, 골 형성에서 연[0144]

골세포 형성 및 파골세포 형성에는 영향을 주지 않음을 알 수 있었다. 
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서 열 목 록

<110>    Korea University Research and Business Foundation

<120>    Use of human small leucine-zipper protein in osteogenesis

<130>    P130098

<160>    2

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    354

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens leucine zipper protein isoform (CREB3)

<400>    1

Met Glu Leu Glu Leu Asp Ala Gly Asp Gln Asp Leu Leu Ala Phe Leu

  1               5                  10                  15 

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

             20                  25                  30 

Ala Pro Leu Asp Trp Ala Leu Pro Leu Ser Glu Val Pro Ser Asp Trp

         35                  40                  45 

Glu Val Asp Asp Leu Leu Cys Ser Leu Leu Ser Pro Pro Ala Ser Leu
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     50                  55                  60 

Asn Ile Leu Ser Ser Ser Asn Pro Cys Leu Val His His Asp His Thr

 65                  70                  75                  80 

Tyr Ser Leu Pro Arg Glu Thr Val Ser Met Asp Leu Glu Ser Glu Ser

                 85                  90                  95 

Cys Arg Lys Glu Gly Thr Gln Met Thr Pro Gln His Met Glu Glu Leu

            100                 105                 110 

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

        115                 120                 125 

Leu Leu Glu Lys Glu Gly Leu Ile Leu Pro Glu Thr Leu Pro Leu Thr

    130                 135                 140 

Lys Thr Glu Glu Gln Ile Leu Lys Arg Val Arg Arg Lys Ile Arg Asn

145                 150                 155                 160 

Lys Arg Ser Ala Gln Glu Ser Arg Arg Lys Lys Lys Val Tyr Val Gly

                165                 170                 175 

Gly Leu Glu Ser Arg Val Leu Lys Tyr Thr Ala Gln Asn Met Glu Leu

            180                 185                 190 

Gln Asn Lys Val Gln Leu Leu Glu Glu Gln Asn Leu Ser Leu Leu Asp

        195                 200                 205 

Gln Leu Arg Lys Leu Gln Ala Met Val Ile Glu Ile Ser Asn Lys Thr

    210                 215                 220 

Ser Ser Ser Ser Met Tyr Ser Ser Asp Thr Arg Gly Ser Leu Pro Ala

225                 230                 235                 240 

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

                245                 250                 255 

Pro Tyr Gln Leu Glu Leu Pro Ala Leu Gln Ser Glu Val Pro Lys Asp

            260                 265                 270 

Ser Thr His Gln Trp Leu Asp Gly Ser Asp Cys Val Leu Gln Ala Pro

        275                 280                 285 

Gly Asn Thr Ser Cys Leu Leu His Tyr Met Pro Gln Ala Pro Ser Ala

    290                 295                 300 

Glu Pro Pro Leu Glu Trp Pro Phe Pro Asp Leu Phe Ser Glu Pro Leu
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305                 310                 315                 320 

Cys Arg Gly Pro Ile Leu Pro Leu Gln Ala Asn Leu Thr Arg Lys Gly

                325                 330                 335 

Gly Trp Leu Pro Thr Gly Ser Pro Ser Val Ile Leu Gln Asp Arg Tyr

            340                 345                 350 

Ser Gly

       

<210>    2

<211>    1062

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens leucine zipper protein isoform (CREB3)

<400>    2

atggagctgg aattggatgc tggtgaccaa gacctgctgg ccttcctgct agaggaaagt         60

ggagatttgg ggacggcacc cgatgaggcc gtgagggccc cactggactg ggcgctgccg        120

ctttctgagg taccgagcga ctgggaagta gatgatttgc tgtgctccct gctgagtccc        180

ccagcgtcgt tgaacattct cagctcctcc aacccctgcc ttgtccacca tgaccacacc        240

tactccctcc cacgggaaac tgtctccatg gatctagaga gtgagagctg tagaaaagag        300

gggacccaga tgactccaca gcatatggag gagctggcag agcaggagat tgctaggcta        360

gtactgacag atgaggagaa gagtctattg gagaaggagg ggcttattct gcctgagaca        420

cttcctctca ctaagacaga ggaacaaatt ctgaaacgtg tgcggaggaa gattcgaaat        480

aaaagatctg ctcaagagag ccgcaggaaa aagaaggtgt atgttggggg tttagagagc        540

agggtcttga aatacacagc ccagaatatg gagcttcaga acaaagtaca gcttctggag        600

gaacagaatt tgtcccttct agatcaactg aggaaactcc aggccatggt gattgagata        660

tcaaacaaaa ccagcagcag cagcatgtac tcctctgaca caagggggag cctgccagct        720

gagcatggag tgttgtcccg ccagcttcgt gccctcccca gtgaggaccc ttaccagctg        780

gagctgcctg ccctgcagtc agaagtgccg aaagacagca cacaccagtg gttggacggc        840

tcagactgtg tactccaggc ccctggcaac acttcctgcc tgctgcatta catgcctcag        900

gctcccagtg cagagcctcc cctggagtgg ccattccctg acctcttctc agagcctctc        960

tgccgaggtc ccatcctccc cctgcaggca aatctcacaa ggaagggagg atggcttcct       1020

actggtagcc cctctgtcat tttgcaggac agatactcag gc                          1062
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