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명 세 서

청구범위

청구항 1 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질과 Fc 도메인이 융합된 LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 1 또는 2로 표시되는 아미노산 서열로 이루어진 것을 특징으로

하는, LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 LRG1 당단백질은 서열번호 4 또는 5로 표시되는 염기서열로 암호화되는 것을 특징으로 하

는, LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 Fc 도메인은 IgG(Immunoglobulin G)로부터 유래한 것을 특징으로 하는, LRG1-Fc 융합 단

백질.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 IgG는 IgG1, IgG2, IgG3 및 IgG4로 이루어진 군으로부터 선택된 1종 이상인 것을 특징으

로 하는, LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 6 

제4항에 있어서, 상기 IgG의 Fc 도메인은 서열번호 3으로 표시되는 아미노산 서열로 이루어진 것을 특징으로 하

는, LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 7 

제4항에 있어서, 상기 IgG의 Fc 도메인은 서열번호 6으로 표시되는 염기서열로 암호화되는 것을 특징으로 하는,

LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 융합 단백질은 링커를 포함하는 것을 특징으로 하는, LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 9 

제1항에 있어서, 상기 융합 단백질은 서열번호 7 또는 8로 표시되는 아미노산 서열로 이루어진 것을 특징으로

하는, LRG1-Fc 융합 단백질.

청구항 10 

제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드. 

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 폴리뉴클레오티드는 서열번호 9 또는 10으로 표시되는 염기서열로 이루어진 것을 특징으

로 하는, 폴리뉴클레오티드.

청구항 12 

제10항의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터. 
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청구항 13 

제12항의 벡터로 형질전환된 세포. 

청구항 14 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질 또는 제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합

단백질을 포함하는 발기부전 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 15 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질 또는 제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합

단백질을 포함하는 발기부전 예방 또는 개선용 식품 조성물.

청구항 16 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질 또는 제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합

단백질을 포함하는 발기부전 예방 또는 개선용 의약외품 조성물. 

청구항 17 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질 또는 제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합

단백질을 포함하는 허혈성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 18 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질 또는 제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합

단백질을 포함하는 허혈성 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물. 

청구항 19 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질 또는 제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합

단백질을 포함하는 말초 신경질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 20 

LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질 또는 제1항 내지 제9항 중 어느 한 항의 LRG1-Fc 융합

단백질을 포함하는 말초 신경질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 LRG1 당단백질을 포함하는 융합 단백질 및 이를 유효성분으로 포함하는 발기부전, 허혈성 질환 또는[0001]

말초 신경질환의 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다. 

배 경 기 술

발기부전은 남성 성기능 장애의 일종으로서, 남성의 성기가 발기되지 않거나 발기 상태가 지속되지 않아 성행위[0002]

를 할 수 없는 현상이다. 발기부전의 원인은 크게 심인성 원인과 기질성 원인으로 구별된다. 심인성 발기부전은

심리적, 정신적 영향에 의한 교감신경의 과다한 작용으로 인한 노르아드레날린(noradrenaline)의 과도한 분비,

음경해면체 평활근 긴장도 증가, 신경 전달물질의 분비 억제 등에 기인한다. 

기질성 발기 부전은 그 원인에 따라, 신경인성, 혈관성 및 내분비성 발기부전으로 분류된다. 상기 혈관성 및 신[0003]

경인성 발기부전은 고지질혈증, 당뇨, 고혈압, 흡연, 전신 심혈관질환, 척수손상, 음경신경손상 등으로 인해서

음경 해면체 및 혈관내피세포, 음경신경세포가 손상되어 이들 세포에서 일산화질소(nitric oxide: NO) 등의 이

완성 물질의 분비가 원활하지 않아 생기는 장애이다. 

최근 발기부전에 관한 연구는 기질성 원인에 더 비중을 두고 있고, 그의 치료로서 주로 비아그라(viagra, 성분[0004]

명: 실데나필)를 포함한 경구용 PDE-5(phosphodiesterase-5) 저해제가 전세계적으로 사용되고 있다. 이러한 경
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구용 약물은 음경해면체에 특이적으로 분포하는 PDE-5의 저해에 의한 cGMP의 농도를 증가시킴으로써 음경해면체

내 혈류를 증대시켜 발기를 유도하여 발기부전의 치료효과가 있는 것으로 알려져 있다. 그러나 비아그라와 같은

PDE-5 저해제 계열의 약물들은 두통, 안면홍조, 소화불량, 및 심장마비 등 여러 가지 부작용을 가지고 있다고

보고되고 있을 뿐만 아니라, 분자적 수준에서 일시적인 단백질 발현 및 관련 인자들을 조절하는 것으로 근본적

인 치료라 할 수 없다. 더욱이 당뇨 또는 음경신경손상에 의한 발기부전의 경우, 이와 같은 치료 효과가 잘 나

타나지 않을 뿐만 아니라, 설령 효과가 있다 해도 그 효능이 장기간 지속되지 못한다는 단점이 있다. 따라서,

발기부전 음경 내의 비정상화된 해면체 구조를 근본적으로 치료하고, 그 효능도 장시간 지속되는 발기부전 치료

제의 필요성이 요구되고 있는 실정이다.

한편, 허혈(Ischemia)이란 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급 감소 상태를 말하며, 궁극적으로 비가역적[0005]

인 손상, 즉 세포 및 조직의 괴사로 이어지게 된다. 특히, 심장, 신장, 뇌는 혈류 공급 부족에 가장 민감한 신

체 기관으로서, 예를 들어, 뇌졸중 또는 두부 손상 등에 의하여 뇌 조직 상에 허혈이 발생하면 허혈성 캐스캐이

드라고 불리우는 일련의 과정들이 촉발되어 뇌 조직이 영구적으로 손상된다. 허혈은 여러 가지 원인에 의하여

야기될 수 있으며, 예를 들면, 심장의 비정상적인 빠른 박동, 저혈압, 혈관 외부로부터의 혈관 압박(예를 들어,

혈관 외부의 암에 의한 혈관 압박), 혈전, 색전증, 일과성 허혈 발작(transient ischemic attack), 일과성 심장

발작, 사고로 인한 뇌혈관 손상, 뇌일혈, 뇌경색, 동정맥 기형, 말초 동맥 폐색 질환 등에 의하여 허혈 증상이

나타날 수 있다.

허혈성 질환이란, 상기와 같은 허혈 증상을 나타내는 질환으로서, 관련되는 신체기관에 따라 뇌허혈, 심장허혈,[0006]

망막허혈, 심한사지허혈(critical limb ischemia), 허혈성 대장염, 허혈성 급성 신부전증 및 심근비대증 등을

포함할 수 있다. 구체적으로, 심장 근육에 혈류 공급이 불충분할 때 발생하는 심장 허혈은 협심증과 같은 가슴

통증, 심부전(cardiac failure)을 일으킬 수 있고, 뇌에 불충분한 혈류 공급으로 인하여 발생하는 뇌 허혈은 급

성 허혈성 뇌졸중 또는 만성 뇌 허혈로 인한 혈관성 치매(vascular dementia)의 원인이 될 수 있다. 대장 또는

소장의 허혈은 허혈성 대장염 또는 장간막허혈을 야기할 수 있고, 피부로의 혈류 공급이 감소한 경우 반점성 피

부 변색이 발생할 수 있다. 또한, 혈관이 부실함에 기인하여 신체 말단으로의 혈류공급이 불충분하여 사지절단

술을  받아야만  하는  심한  사지  허혈(critical  limb  ischemia)을  야기할  수  있고,  근위축성  측삭  경화증

(amyotrophic  lateral  sclerosis),  당뇨성 신경장애(diabetic  neuropathy),  당뇨병성 혈관심장질환을 포함할

수 있다. 상기와 같은 허혈성 질환의 치료를 위하여 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급 감소 상태를 해소

하기 위한 혈관생성(angiogenesis)을 이용하는 방법이 연구되어 왔다.

한편, 신경병증이란 신경계의 구조적 혹은 기능적 이상으로 발생되는 질환이다. 신경계는 뇌, 척수에 분포하여[0007]

그 기능의 조절에 관여하는 중추신경계와 뇌, 척수를 제외한 체내의 거의 모든 기관에 분포하여 그 기능의 조절

에 관여하는 말초신경계로 나뉘어 진다. 말초신경계는 다시 운동신경계, 감각신경계, 자율신경계로 분류된다.

뇌와 척수에서 신경돌기(neurite)들이 뻗어 나와 몸통, 팔, 다리로 가게 되는데 이를 말초신경이라고 한다. 말

초신경은 손, 발, 청각기관에서 느낀 감각을 중추신경(뇌와 척수)에 전하고, 중추신경의 명령을 근육에 전달하

는 역할을 한다.

말초신경은 여러 가지 원인에 의해서 손상을 받게 되는데 이러한 경우를 통칭하여 말초 신경병증(peripheral[0008]

neuropathy)이라고 한다. 하나의 말초신경만 손상을 받는 경우를 단신경병증(mono neuropathy)이라고 하고, 여

러 말초신경이 비슷한 정도로 손상되는 경우를 다발성 신경병증(multiple neuropathy)이라고 한다. 신경병증의

원인은  여러  가지가  있는데  크게  나누어  보면  대사성  질환(당뇨병,  신부전증,  갑상선  기능저하증),

약물(항암제, 결핵약)이나 독성물질중독(납, 유기용매), 영양결핍(비타민 부족, 알코올중독), 결체조직질환(류

마티스성 관절염, 전신성 홍반성 낭창 등), 염증성 질환(길랑-바레 증후군), 유전성 신경병 등이 있다. 그 외에

암과도 연관되어 나타나기도 한다. 

한편, LRG1은 8개의 류신 중복성 부위 (leucine-rich repeat; LRR)를 가지는 혈청 당단백질로, LRR 모티프를[0009]

가진 단백질의 경우, 신호전달 및 세포 부착 등 다양한 세포 내 작용에 관여함이 알려져 있다. 세포 내 여러 다

양한 작용을 하는 다른 LRR 패밀리 단백질과는 달리, LRG1 당단백질에 대한 기능은 거의 알려진 바가 없고, 다

양한 염증성 질환 및 과립구 (granulocyte)의 분화 과정 동안 그 발현이 증가됨이 보고되어 있을 뿐이다. 최근

에는 마우스 망막혈관에서 LRG1 당단백질이 TGF를 매개로 하는 신호전달 경로에 작용하여 혈관 내피세포의 증식

및 이동을 통한 혈관생성을 유도함이 보고되었다 (X Wang et al., Nature, 499 (7458), pp306-311, 2013). 그

러나 LRG1 당단백질과 음경발기의 관계 및 이의 발기부전 예방 또는 치료 효과에 대해서는 알려진 바 없으며,

이에 대한 연구도 전무한 상태이다. 
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이에 본 발명자들은 새로운 단백질 의약품 개발하기 위해 연구를 수행한 결과, LRG1 당단백질 및 Fc 도메인과[0010]

융합된 LRG1-Fc 융합 단백질이 음경 해면체 내피세포 및 신경 세포의 재생을 유도하여 음경 발기력을 증가시키

고, 우수한 혈관 및 신경 재생 효과를 보임을 확인하고, 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질과 Fc 도메인이 융합된 LRG1-Fc 융합[0011]

단백질을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 발기부전, 허혈성 질환 또는 말[0012]

초 신경질환의 예방 또는 치료용 조성물을 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질과 Fc 도메인[0013]

이 융합된 LRG1-Fc 융합 단백질을 제공한다. 

또한, 본 발명은 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드를 제공한다. [0014]

또한, 본 발명은 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 제공한다. [0015]

또한, 본 발명은 상기 벡터로 형질전환된 세포를 제공한다. [0016]

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 발기부전 예방 또는 치료용 약학적[0017]

조성물을 제공한다. 

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 발기부전 예방 또는 개선용 식품 조[0018]

성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 발기부전 예방 또는 개선용 의약외[0019]

품 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 허혈성 질환의 예방 또는 치료용 약[0020]

학적 조성물을 제공한다. 

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 허혈성 질환의 예방 또는 개선용 식[0021]

품 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 말초 신경질환의 예방 또는 치료용[0022]

약학적 조성물을 제공한다. 

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 말초 신경질환의 예방 또는 개선용[0023]

식품 조성물을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질은 내피세포 및 신경세포 특이적인 단백질의 수준을 증[0024]

가시켜 음경 해면체 내피세포 및 신경세포의 재생을 유도하고 음경 발기력을 증가시키는 등 우수한 발기부전 개

선 효과를 가지고 있는바, 발기부전의 예방 또는 치료에 유용하게 이용될 수 있다. 또한, 본 발명에 따른 LRG1

당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질은 혈관 및 신경 재생 효과를 가지고 있어, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환

의 예방 또는 치료에 유용하게 이용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 재조합 벡터를 곤충세포에서 발현시킨 후, 분리한 LRG1-Fc 융합 단백질을 SDS-PAGE를 통해 확인한 결과[0025]

를 나타낸 도이다.

도 2는 재조합 벡터를 포유동물 세포에서 발현시킨 후, 분리한 LRG1-Fc 융합 단백질을 SDS-PAGE를 통해 확인한

결과를 나타낸 도이다.
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도 3은 인간 유래 LRG1 당단백질을 인간 IgG1의 Fc 도메인과 링커로 연결한 LRG1-Fc 융합 단백질의 개략도이다

(신호 펩타이드(1~28)-인간 LRG1(29~340)-링커 (AAA)(341~343)-Fc 도메인(344~570, 인간 IgG1)).

도 4는 마우스 유래 LRG1 당단백질을 인간 IgG1의 Fc 도메인과 링커로 연결 한 LRG1-Fc 융합 단백질의 개략도이

다 (신호 펩타이드(1~28)-마우스 LRG1(29~338)- 링커(AAA)(339~341)-Fc 도메인(342~568, 인간 IgG1)).

도 5는 당뇨성 발기부전 마우스 모델에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 투여에 의한 음경신경 전기자극에 따른 음

경해면체 내압(발기력) 측정 결과를 나타낸 도이다.

도 6은 음경신경손상 발기부전 마우스 모델에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 투여에 의한 음경신경 전기자극에 따

른 음경해면체 내압(발기력) 측정 결과를 나타낸 도이다.

도 7은 당뇨성 발기부전 마우스 모델의 음경해면체 조직에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 투여에 의한 혈관내피세

포 특이적 단백질인 혈소판-내피세포 부착 분자- 1(PECAM-1: Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molucule-1)

및 증식 세포 표지 인자인 BrdU (5-bromo-2-deoxyuridine)의 발현 정도를 공초점 현미경으로 분석한 결과를 나

타낸 도이다.

도 8은 당뇨성 발기부전 마우스 모델 음경 조직의 배부신경에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 투여에 의한 신경성

산화질소생성효소(neuronal nitric oxide synthase, nNOS)의 발현 정도를 공초점 현미경으로 분석한 결과를 나

타낸 도이다.

도 9는 당뇨성 발기부전 마우스 모델 음경 조직의 음경해면체 내에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 투여에 의한 신

경성산화질소생성효소(neuronal nitric oxide synthase, nNOS)의 발현 정도를 공초점 현미경으로 분석한 결과를

나타낸 도이다.

도 10은 당뇨성 발기부전 마우스 모델 음경 조직의 음경해면체 내에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 투여에 의한

다양한 신경재생 특이적 단백질 및 그 수용체의 발현 정도를 웨스턴블롯으로 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 11은 고혈당으로 허혈을 유도한 HUVEC 및 마우스 음경해면체 내피세포(MCECs: Mouse Cavernous Endothelial

Cells)에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 처리에 따른 튜브 형성 정도를 현미경으로 관찰한 결과를 나타낸 도이다. 

도 12는 고혈당으로 허혈을 유도한 대동맥 절편 (aortic ring)에서 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 처리에 따른 미세

혈관신생 정도를 현미경으로 관찰한 결과를 나타낸 도이다.

도 13은 정상 마우스의 주골반신경절(major pelvic ganglion, MPG)을 고혈당 조건에서 배양함으로써 말초 신경

질환  모델을  만든  후,  인간  LRG1-Fc  융합  단백질  처리에  따른  신경세포  특이적인  단백질인  신경미세섬유

(neurofilament) 및 베타-III 튜뷸린의 발현 정도를 공초점 현미경으로 분석한 결과를 나타낸 도이다. 

도 14는 정상 마우스의 후근신경절(dorsal root ganglion, DRG)을 고혈당 조건에서 배양함으로써 말초 신경질환

모델을 만든 후, 인간 LRG1-Fc 융합 단백질 처리에 따른 신경세포 특이적인 단백질인 베타-III 튜뷸린의 발현

정도를 공초점 현미경으로 분석한 결과를 나타낸 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명에 대해 상세히 설명한다. [0026]

본 발명은 LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질과 Fc 도메인이 융합된 LRG1-Fc 융합 단백질[0027]

을 제공한다. 

본  발명에서  “LRG1(Leucine-Rich  alpha-2-Glycoprotein  1)”은  8개의  류신  중복성  부위  (leucine-rich[0028]

repeat; LRR)를 가지는 혈청 당단백질을 의미하는 것으로, 인간, 마우스 등 다양한 포유동물 유래의 LRG1 당단

백질을 모두 포함하며, 이에 제한되지 않는다. 본 발명에 따른 LRG1 당단백질은 바람직하게는 인간 또는 마우스

유래로서 예를 들어, 서열번호 1 또는 2로 표시되는 아미노산 서열로 이루어질 수 있으며, 상기 단백질의 기능

적 동등물을 포함한다.

상기 "기능적 동등물"이란 아미노산의 부가, 치환 또는 결실의 결과, 상기 서열번호 1 또는 2로 표시되는 아미[0029]

노산 서열과 적어도 70% 이상, 바람직하게는 80% 이상, 더욱 바람직하게는 90% 이상, 더 더욱 바람직하게는 95%

이상의 서열 상동성을 갖는 것으로, 서열번호 1 또는 2로 표시되는 아미노산 서열로 이루어진 단백질과 실질적

으로 동질의 생리활성을 나타내는 단백질을 말한다.
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본 발명의 LRG1 당단백질에는 이의 천연형 아미노산 서열을 갖는 단백질뿐만 아니라 이의 아미노산 서열 변이체[0030]

가 본 발명의 범위에 포함된다. 상기 LRG1 당단백질의 변이체란 LRG1 당단백질의 천연 아미노산 서열과 하나 이

상의 아미노산 잔기가 결실, 삽입, 비보전적 또는 보전적 치환 또는 이들의 조합에 의하여 상이한 서열을 가지

는 단백질을 의미한다. 분자의 활성을 전체적으로 변경시키지 않는 단백질 및 펩타이드에서의 아미노산 교환은

당해 분야에 공지되어 있다. 상기 LRG1 당단백질 또는 이의 변이체는 천연에서 추출하거나 합성 (Merrifleld,

J. Amer. chem. Soc. 85:2149-2156, 1963) 또는 DNA 서열을 기본으로 하는 유전자 재조합 방법에 의해 제조될

수 있다 (Sambrook et al, Molecular Cloning, Cold Spring Harbour Laboratory Press, New York, USA, 2판,

1989). 

본 발명의 LRG1 당단백질은 서열번호 4 또는 5로 표시되는 염기서열로 암호화될 수 있으며, 상기 뉴클레오티드[0031]

와 기능적으로 동등한 작용을 할 수 있는 변이체가 본 발명의 범위 내에 포함된다.

상기 “기능적으로 동등한”이란 염기의 부가, 치환 또는 결실의 결과, 서열번호 4 또는 5로 표시되는 염기서열[0032]

과 적어도 70% 이상, 바람직하게는 80% 이상, 더욱 바람직하게는 90% 이상, 더 더욱 바람직하게는 95% 이상의

서열 상동성을 갖는 것으로, 서열번호 4 또는 5로 표시되는 염기서열에 의해 코딩된 단백질과 실질적으로 동질

의 생리활성을 나타내는 단백질을 코딩할 수  있는  염기서열을 의미한다.  예를  들어,  일부  염기서열이 결실

(deletion), 치환(substitution) 또는 삽입(insertion)에 의해 변형되었지만, 상기 LRG1 당단백질을 코딩하는

핵산 분자와 기능적으로 동일한 작용을 할 수 있는 변이체(variants)를 포함하는 개념이다.

본 발명에서 “Fc 도메인”은 Ig(immunoglobulin, 면역글로불린)의 Fc 도메인을 의미한다. 상기 Ig의 Fc 도메인[0033]

은 Ig의 중쇄와 경쇄 가변영역, 중쇄 불변영역 1(CH1)과 경쇄 불변영역(CL1)을 제외한, 중쇄 불변영역 2(CH2)

및 중쇄 불변영역 3(CH3) 부분을 의미하며, 중쇄 불변영역에 힌지(hinge) 부분이 포함될 수 있다. 상기 Ig의 Fc

도메인은 천연형과 실질적으로 동등하거나 향상된 효과를 갖는 한, Ig의 중쇄와 경쇄 가변영역만을 제외하고,

일부 또는 전체 중쇄 불변영역 1(CH1) 및/또는 경쇄불변영역 1(CL1)을 포함하는 확장된 Fc 영역일 수 있다. 또

한, CH2 및/또는 CH3에 해당하는 상당히 긴 일부 아미노산 서열이 제거된 영역일 수도 있다. 또한, 상기 Ig의

Fc 도메인에는 이황화 결합을 형성할 수 있는 부위가 제거되거나, 천연형 Fc에서 N-말단의 몇몇 아미노산이 제

거되거나 또는 천연형 Fc의 N-말단에 메티오닌 잔기가 부가될 수도 있는 등 다양한 종류의 유도체가 포함된다. 

본 발명에서, Ig는 IgA,  IgD, IgE, IgG 또는 IgM을 포함하며, 바람직하게는 IgG이다. 상기 IgG는 인간 또는[0034]

소, 염소, 돼지, 마우스, 토끼, 햄스터, 랫트, 기니피그 등의 포유동물 유래일 수 있으며, 바람직하게는 인간

유래이다. 상기 IgG는 IgG1, IgG2, IgG3 또는 IgG4를 포함하며, 바람직하게는 IgG1이다. 

본 발명에 따른 일실시예에서는 서열번호 3으로 표시되는 아미노산 서열로 이루어진 인간 IgG1의 Fc 도메인을[0035]

이용하였다. 상기 인간 IgG1의 Fc 도메인은 서열번호 6으로 표시되는 염기서열로 암호화될 수 있으며, 상기 뉴

클레오티드와 기능적으로 동등한 작용을 할 수 있는 변이체가 본 발명의 범위 내에 포함된다.

본 발명의 융합 단백질은 LRG1 (Leucine-Rich alpha-2-Glycoprotein 1) 당단백질과 Fc 도메인이 링커로 연결된[0036]

형태일 수 있다. 

본 발명에서, "링커(linker)"란 기본적으로는 두 개의 서로 다른 융합 파트너(예를 들어, 생물학적 고분자 등)[0037]

를 수소 결합, 정전기적 상호작용, 반데르 바알스력, 이황화 결합, 염 브릿지, 소수성 상호작용, 공유결합 등을

이용하여 연결할 수 있는 연결체를 의미하는데, 바람직하게는 펩타이드 링커이다. 

상기 펩타이드 링커는 임의의 아미노산 서열을 가진 펩타이드로서, 기능기를 갖지 않으며 크기가 작은 아미노산[0038]

이 적합하며, 바람직하게는 알라닌, 글라이신 및 이들의 조합으로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상의 아미

노산으로 이루어진 펩타이드 링커일 수 있다. 상기 펩타이드 링커는 LRG1 당단백질 및 Fc 도메인과의 결합능을

방해하지 않으며, 적절한 배양성을 유지할 수 있도록 유연성을 줄 수 있는 개수의 아미노산으로 이루어질 수 있

으며, 예를 들어, 1 내지 수십개의 아미노산으로 이루어질 수 있고, 바람직하게는 1 내지 10개의 아미노산으로

이루어질 수 있으나 이에 제한되지 않는다. 

본 발명에 따른 LRG1-Fc 융합 단백질은 예를 들어, 서열번호 7 또는 8로 표시되는 아미노산 서열로 이루어질 수[0039]

있으며, 상기 단백질의 기능적 동등물을 포함한다.

본 발명에 따른 Fc 도메인은 혈관내피세포 표면의 FcRN(neonatal  Fc-receptor)과 결합하는데, 낮은 pH에서는[0040]

FcRN에 결합하고 중성 pH에서는 분리되는 특성을 가진다. 이러한 특성에 의하여 Fc 도메인을 포함하는 융합 단

백질은 혈관내피세포로 엔도시토시스 되고, 다시 엑소시토시스 되어 혈액 내로 배출되는 특성을 가지고, 이로
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인해 융합 단백질의 혈액 내 반감기가 현저히 늘어나는 장점을 가진다. 또한, Fc 도메인을 포함하는 융합 단백

질은 Fc 도메인과의 융합에 의해 수용성 및 안전성을 개선하는 효과를 내며, 약물의 생산 측면에서도 정제 및

분리가 간편하여 생산비용을 절약할 수 있는바, LRG1 당단백질만을 이용할 때에 비해 장점을 가지고 있다.

또한, 본 발명은 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드를 제공한다. [0042]

상기 폴리뉴클레오티드는 전사, 번역 과정을 거쳐 본 발명의 LRG1-Fc 융합 단백질을 암호화하는 것이라면 제한[0043]

없이 본 발명의 범위 내에 포함된다. 

본 발명의 폴리뉴클레오티드는 추가적으로 발현된 단백질의 분비를 위한 신호 펩타이드를 암호화하는 서열을 포[0044]

함할 수 있다. 상기 신호 펩타이드 서열은 단백질의 발현 및 정제 과정 후에는 절단되어 제거되는 것이 바람직

하다. 

본 발명에 따른 LRG1-Fc 융합 단백질은 예를 들어, 서열번호 9 또는 10으로 표시되는 염기서열로 이루어질 수[0045]

있으며, 상기 폴리뉴클레오티드와 기능적으로 동등한 작용을 할 수 있는 변이체가 본 발명의 범위 내에 포함된

다.

또한, 본 발명은 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 제공한다. [0047]

본 발명의 벡터는 바람직하게는 발현벡터이며, 상기 발현벡터란, 목적하는 숙주세포에서 목적 단백질을 발현할[0048]

수 있는 재조합 벡터로서, 유전자 삽입물이 발현되도록 작동하게 연결된 필수적인 조절 요소를 포함하는 유전자

제작물을 의미한다. 상기 발현 벡터는 개시코돈, 종결코돈, 프로모터, 오퍼레이터 등의 발현조절 요소들을 포함

하는데, 상기 개시 코돈 및 종결 코돈은 일반적으로 폴리펩타이드를 암호화하는 뉴클레오티드 서열의 일부로 간

주되며,  유전자  제작물이  투여되었을  때  개체에서  반드시  작용을  나타내야  하며  코딩  서열과  인프레임(in

frame)에 있어야 한다. 벡터의 프로모터는 구성적 또는 유도성일 수 있다.

상기 발현 벡터는 융합 단백질의 검출을 용이하게 하기 위하여, 임의로 엔도펩티아이제를 사용하여 제거할 수[0049]

있는 단백질 태그를 추가로 포함할 수 있다. 

본 발명에서 "태그(tag)"란, 정량 가능한 활성 또는 특성을 나타내는 분자를 의미하며, 플로오레세인과 같은 화[0050]

학적 형광물질(fluoracer), 형광 단백질(GFP) 또는 관련 단백질과 같은 폴리펩타이드 형광물질을 포함한 형광

분자일 수도 있고; Myc 태그, 플래그(Flag) 태그, 히스티딘 태그, 루신 태그, IgG 태그, 스트랩타비딘 태그 등

의 에피톱 태그일 수도 있다. 특히, 에피톱 태그를 사용할 경우, 바람직하게는 6개 이상의 아미노산 잔기로 구

성되고, 보다 바람직하게는 8개 내지 50개의 아미노산 잔기로 구성된 펩타이드 태그를 사용할 수 있다.

본 발명에 이용될 수 있는 벡터는 당업계에서 종종 사용되는 플라스미드(pUC18, pBAD, pIDTSAMRT-AMP 등), 대장[0051]

균 유래 플라스미드(pYG601BR322, pBR325, pUC118, pUC119 등), 바실러스 서브틸리스 유래 플라스미드(pUB110,

pTP5 등), 효모-유래 플라스미드(YEp13, YEp24, YCp50 등), 파지 DNA(Charon4A, Charon21A, EMBL3, EMBL4, λ

gt10, λgt11, λZAP 등), 동물 바이러스 벡터(레트로바이러스(retrovirus), 아데노바이러스(adenovirus), 백

시니아 바이러스(vaccinia virus) 등), 곤충 바이러스 벡터(배큘로바이러스(baculovirus) 등)를 조작하여 제작

될 수 있다.

본 발명의 벡터 시스템은 당업계에 공지된 다양한 방법을 통해 구축될 수 있으며, 이에 대한 구체적인 방법은[0052]

Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press(2001)에

개시되어 있으며, 이 문헌은 본 명세서에 참조로서 삽입된다.

또한, 본 발명은 상기 벡터로 형질전환된 세포를 제공한다. [0054]

상기 형질전환은 다양한 방법에 의하여 수행될 수 있는데, 본 발명의 융합 단백질을 생산할 수 있는 한, 특별히[0055]

이에 제한되지 않으나, CaCl2 침전법, CaCl2 침전법에 DMSO(dimethyl sulfoxide)라는 환원물질을 사용함으로써

효율을 높인 Hanahan 방법, 전기천공법(electroporation), 인산칼슘 침전법, 원형질 융합법, 실리콘 카바이드

섬유를 이용한 교반법, 아그로박테리아 매개된 형질전환법, PEG를 이용한 형질전환법, 덱스트란 설페이트, 리포

펙타민 및 건조/억제 매개된 형질전환 방법 등이 사용될 수 있다. 
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상기 세포는 본 발명의 융합 단백질을 생산할 수 있는 한, 특별히 이에 제한되지 않으나, 대장균(E. coli), 스[0056]

트렙토마이세스, 살모넬라 티피뮤리움 등의 박테리아 세포; 사카로마이세스 세레비지애, 스키조사카로마이세스

폼베 등의 효모 세포; 피치아 파스토리스 등의 균류 세포; 드로조필라, 스포도프테라 Sf9 세포 등의 곤충 세포;

CHO, COS, NSO, 293, 보우 멜라노마 세포 등의 동물 세포; 또는 식물 세포가 될 수 있다.

본 발명에 따른 LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질은 내피세포 및 신경세포 특이적인 단백질의 수준을 증[0058]

가시켜 음경 해면체 내피세포 및 신경세포의 재생을 유도하고 음경 발기력을 증가시키는 등 우수한 발기부전 개

선 효과를 가지고 있다. 또한, 본 발명에 따른 LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질은 혈관 및 신경 재생

효과를 가지고 있다. 따라서, 본 발명의 LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질은 발기부전, 허혈성 질환 또

는 말초 신경질환의 예방 또는 치료에 유용하게 이용될 수 있다. 

이에 본 발명은 LRG1 당단백질을 유효성분으로 포함하는 발기부전 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다. [0059]

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 허혈성 질환의 예방 또는 치료용 조[0060]

성물을 제공한다. 

또한, 본 발명은 LRG1 당단백질 또는 상기 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 말초 신경질환의 예방 또는 치료용[0061]

조성물을 제공한다. 

상기 조성물은 약학적 조성물, 의약외품 조성물 또는 식품 조성물을 포함한다. [0062]

본 발명에서 용어, "예방"은 본 발명의 LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 조성물을 이용하여[0063]

발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의 증상을 차단하거나, 발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의

증상을 억제 또는 지연시키는 모든 행위를 말한다.

본 발명에서 용어, "치료"는 본 발명의 LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질을 포함하는 조성물을 이용하여[0064]

발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의 증상이 호전되거나 이롭게 되는 모든 행위를 말한다.

본 발명에서 용어, "발기부전"은 성생활에 충분한 발기가 되지 않거나 유지되지 않은 상태를 의미하며, 일반적[0065]

으로 이러한 상태가 3개월 이상 지속되었을 경우 발기부전으로 정의한다. 상기 발기부전은 심리적인 요인에 기

인하는 심인성 발기부전과 육체적인 장애에 기인하는 기질성 발기부전으로 크게 나눌 수 있으며,  본 발명의

LRG1 당단백질 또는 LRG1-Fc 융합 단백질은 궁극적으로 음경의 기능을 개선시켜 심인성 및 기질성 발기부전을

모두 치료할 수 있다. 상기 기질성 발기부전은 당뇨병, 음경조직손상, 관상동맥질환, 신장병증, 신경병증, 고혈

압, 동맥경화 또는 고지혈증 등의 질병에 의한 것일 수 있으나, 상기 예시에 한정되는 것이 아니며 발기에 영향

을 줄 수 있는 질병이라면 제한 없이 포함된다. 

본 발명에서 용어, "해면체"는 포유류의 음경이나 음핵의 주체를 이루는 발기조직으로, 주위가 탄성섬유를 함유[0066]

하는 두껍고 튼튼한 결합조직의 막으로 쌓여 있으며, 이 막이 내부로 들어가 있어 해면상의 작은 방을 이루고

있다. 남성의 음경 내부에는 좌우에 2개의 음경 해면체와 그 아래쪽에 1개의 요도 해면체가 있고, 여성에게는

음경 해면체와 비슷한 구조를 가진 음핵 해면체와 요도 해면체가 있다. 해면체에 정맥혈이 가득차게 되면 음경

이 발기하게 된다. 음경 해면체 평활근과 음경 혈관은 평상시 아드레날린성 교감 신경에 의해 수축 상태에 있으

며, 이완에 의한 발기 반응 후, 아드레날린성 교감 신경계의 자극에 의해 다시 수축 상태로 되돌아온다. 이렇듯

발기조직은 평상시 수축 상태를 유지하지만, 성적 각성시 뇌 중추에서 보내는 신호와 신경계의 자극, 체 내 및

발기조직 내의 여러 신경 전달 물질 및 호르몬 등에 의해 발기조직이 이완되고, 발기가 시작되며, 발기가 유지

된다. 이러한 발기반응이 끝난 후, 다시 발기조직은 수축 상태를 유지하게 된다.

본 발명에서 용어, “허혈성 질환”은 신체기관, 조직 또는 부위로의 혈류 공급 감소 상태를 나타내는 질환을[0067]

의미하는 것으로, 관련되는 신체 기관 또는 원인에 따라 심근경색, 뇌경색, 허혈성 급성신부전증, 허혈성 급성

간부전증, 당뇨성 족부궤양, 당뇨성 신증, 허혈성 대장염, 심근비대증, 외과수술 부작용에 기인한 허혈성 질환

또는 기관 조직 손상 등이 포함되며, 이에 제한되지 않는다. 상기 외과수술 부작용에 기인한 허혈성 질환은 허

혈성 심부전, 허혈성 신부전, 허혈성 간부전 또는 허혈성 뇌졸중 등이 포함되며, 이에 제한되지 않는다. 상기

기관 조직 손상은 허혈 후 재관류를 동반하는 장기 수술 또는 이식, 외상성 절단사지 재접합으로 인한 것을 포

함한다. 상기 장기는 신장, 간장, 췌장, 폐 또는 심장 등을 포함하며, 이에 제한되지 않는다. 

본 발명에서 용어, “말초 신경질환”은 말초 신경의 손상 또는 사멸에 의해 발생하는 질환을 의미하는 것으로,[0068]

말초신경손상, 당뇨성 신경병증(당뇨성 말초신경병증) 등이 포함되며, 이에 제한되지 않는다. 상기 당뇨성 신경
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병증은 당뇨 합병증의 하나로 고혈당에 동반되는 신경세포의 대사 이상 또는 영양 혈관의 장애 등에 의해 발생

하며, 대칭성 말초성 다발신경장애, 당뇨병성 근육위축증, 단신경장애형 신경장애, 자율신경장애, 무통성 심근

허혈, 운동 장애등의 증상을 나타낸다. 

본 발명의 조성물이 발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의 예방 또는 치료를 목적으로 약학적 조성물로[0069]

제형화 될 경우, 약학적 조성물의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 더 포함할 수

있다. 또한, 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸 등의 경구형 제

형, 외용제, 좌제 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 당해 기술 분야에 알려진 적합한 제

제는 문헌 (Remington's Pharmaceutical Science, 최근, Mack Publishing Company, Easton PA)에 개시되어 있

는 것을 사용하는 것이 바람직하다. 상기 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락토오스, 덱스

트로오스, 수크로오스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤

라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로오스, 메틸 셀룰로오스, 미정질 셀룰로오스, 폴리비닐 피롤리

돈, 물, 메틸히드록시 벤조에이트, 프로필히드록시 벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유 등이

있다. 상기 조성물을 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제

등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐

제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 상기 조성물에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 칼슘카보네

이트 (calcium carbonate), 수크로오스, 락토오스, 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마

그네슘  스테아레이트,  탈크  같은  윤활제들도  사용된다.  경구투여를  위한  액상  제제로는  현탁제,  내용액제,

유제, 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를

들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수

성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제, 좌제가 포함된다. 비수성용제, 현탁제로는 프로필렌글리콜 (propylene

glycol), 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등

이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔 (witepsol), 마크로골, 트윈 (tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글

리세로제라틴 등이 사용될 수 있다. 

본 발명에서 용어, "투여"는 임의의 적절한 방법으로 개체에게 소정의 본 발명의 조성물을 제공하는 것을 의미[0070]

한다.

본 발명의 약학적 조성물의 바람직한 투여량은 환자의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간[0071]

에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 상기 조성물의 투여는 하루에 한 번 투여할 수도

있고, 수 회 나누어 투여할 수도 있다. 

본 발명의 약학적 조성물은 개체에게 다양한 경로로 투여될 수 있다. 투여의 모든 방식은 예상될 수 있는데, 예[0072]

를 들면, 경구, 직장, 정맥, 근육, 피하, 또는 뇌혈관 내 주사에 의해 투여될 수 있다. 그러나 경구 투여 시,

단백질은 소화가 되기 때문에 경구용 조성물은 활성 약제를 코팅하거나 위에서의 분해로부터 보호되도록 제형화

하는 것이 바람직하다. 본 발명의 조성물은 바람직하게는 주사제 형태로 투여될 수 있다.

본 발명의 조성물은 LRG1 당단백질과 함께 발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의 예방 또는 치료 효과를[0073]

갖는 공지의 유효성분을 1종 이상 더 함유할 수 있다. 

본 발명의 조성물은 발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의 예방 및 치료를 위하여 단독으로, 또는 수술,[0074]

방사선 치료, 호르몬 치료, 화학 치료 및 생물학적 반응 조절제를 사용하는 방법들과 병용하여 사용할 수 있다.

본 발명의 조성물은 발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의 예방 또는 개선을 목적으로 의약외품 조성물[0076]

에 첨가될 수 있다. 

본 발명의 조성물을 의약외품 조성물로 사용할 경우, 상기 유효성분을 그대로 첨가하거나 다른 의약외품 성분과[0077]

함께 사용할 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 유효 성분의 혼합양은 사용 목적(예방,

건강 또는 치료적 처치)에 따라 적합하게 결정될 수 있다.

또한, 본 발명의 조성물은 발기부전, 허혈성 질환 또는 말초 신경질환의 예방 또는 개선을 목적으로 건강기능식[0079]

품에 첨가될 수 있다. 

본 발명에서 용어, '건강기능식품'이란 질병의 예방 및 개선, 생체방어, 면역, 병후의 회복, 노화 억제 등 생체[0080]
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조절기능을 가지는 식품을 말하는 것으로, 장기적으로 복용하였을 때 인체에 무해하여야 한다.

상기 건강기능식품에는 식품학적으로 허용 가능한 식품 보조 첨가제를 포함할 수 있으며, 건강기능식품의 제조[0081]

에 통상적으로 사용되는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 더욱 포함할 수 있다.

본 발명의 조성물을 식품 첨가물로 사용할 경우, 상기 유효성분을 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품 성분[0082]

과 함께 사용될 수 있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 유효성분의 혼합양은 사용 목적 (예

방, 건강 또는 치료적 처치)에 따라 적합하게 결정될 수 있다. 일반적으로, 식품 또는 음료의 제조 시에 본 발

명의 조성물은 원료에 대하여 15중량 % 이하, 바람직하게는 10중량 % 이하의 양으로 첨가된다. 그러나 건강 및

위생을 목적으로 하거나 또는 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취의 경우에는 상기 범위 이하일 수 있으

며, 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 유효성분은 상기 범위 이상의 양으로도 사용될 수 있다.

본 발명의 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 전해질, 풍미제, 착색제, 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의[0083]

염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알코올, 탄산 음료에 사용되는

탄산화제 등을 포함할 수 있다. 이러한 첨가제의 비율은 크게 중요하진 않지만 본 발명의 조성물 100 중량부 당

0.01 내지 0.1 중량부의 범위에서 선택되는 것이 일반적이다.

이하 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예 및 실험예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예 및 실험예는[0085]

본 발명을 보다 쉽게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 실시예 및 실험예에 의해 본 발명의 내용이 한정되는

것은 아니다.

실시예 1. LRG1 당단백질의 제조[0087]

LRG1 당단백질은 공지된 인간 유래 LRG1 당단백질 또는 마우스 유래 LRG1 당단백질의 아미노산 서열 정보를 기[0088]

반으로 합성 및 정제하여 이용하였다. 실험에 이용된 인간 유래 LRG1 당단백질의 아미노산 서열은 서열번호 1로

표시되며, 마우스 유래 LRG1 당단백질의 아미노산 서열은 서열번호 2로 표시된다. 이때, LRG1 당단백질의 오리

지널 신호 펩타이드의 서열은 MSSWSRQRPKSPGGIQPHVSRTLFLLLLLAASAWG(서열번호 13)인데, 발현을 용이하게 하기

위해 발현벡터의 신호 펩타이드인 MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSSSGGS(서열번호 11)를 상기 서열번호 1 또는 2의 아

미노산 서열에 붙여 사용하였다.

실시예 2. LRG1 당단백질 및 Fc 도메인을 포함하는 융합 단백질의 제조[0090]

Fc 도메인은 혈관내피세포 표면의 FcRN(neonatal Fc-receptor)과 결합하는데, 낮은 pH에서는 FcRN에 결합하고[0091]

중성 pH에서는 분리되는 특성을 가진다. 이러한 특성에 의하여 Fc 도메인을 포함하는 융합 단백질은 혈관내피세

포로 엔도시토시스 되고, 다시 엑소시토시스 되어 혈액 내로 배출되는 특성을 가지고, 이로 인해 융합 단백질의

혈액 내 반감기가 현저히 늘어나는 장점을 가진다. 또한, Fc 도메인을 포함하는 융합 단백질은 Fc 도메인과의

융합에 의해 수용성 및 안전성을 개선하는 효과를 내며, 약물의 생산 측면에서도 정제 및 분리가 간편하여 생산

비용을 절약할 수 있는바, LRG1 당단백질만을 이용할 때에 비해 장점을 가지고 있다.

상기와 같은 배경하에서, 실시예 1의 LRG1 당단백질의 의약 용도로서의 활용 가능성을 높이기 위하여 Fc 도메인[0092]

과의 융합 단백질을 제조하였으며, 이를 위해 하기와 같은 실험을 수행하였다. 

2-1. 곤충 세포에서의 발현 및 분리[0094]

먼저, 신호 펩타이드, LRG1 당단백질 및 인간 IgG1의 Fc 도메인을 포함하는 유전자를 pVL1391 벡터에 삽입하였[0095]

다. 이때 LRG1 당단백질과 인간 IgG1의 Fc 도메인은 링커(AAA)로 연결하였다. 신호 펩타이드로는 발현벡터의 신

호 펩타이드인 MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSSSGGS(서열번호 11)를 이용하였다. 상기 융합 단백질을 코딩하는 재조합

유전자가 삽입된 재조합 벡터 및 SF9 세포를 활용하여 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질 생산용 배큘로바이러스를

제작하였다. 상기 재조합 배큘로바이러스를 단백질 발현용 Hi5 세포에 감염시켰다. 4일 후 Hi5 세포에서 발현된

LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질이 배지로 분비되었으며, 이를 분리, 정제하였다. 보다 구체적으로, LRG1-Fc 도메

인의 융합 단백질이 포함된 Hi5 세포의 배양배지를 Protein A 레진에 로딩하였다. 레진에 결합한 LRG1-Fc 도메
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인의 융합 단백질을 0.1M 글라이신 완충액(pH 2.7)으로 용출하였다. LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질이 포함된 용

출 분획을 1M  Tris  완충액(pH8.0)으로 중화하였다(최종 Tris  pH8.0  완충액의 농도는 100mM임).  정제 분리된

LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 농축하고, 탈염 컬럼(desalting column)을 이용하여 PBS로 완충액 교환을 수행

하였다. 최종적으로 농도 2mg/ml의 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 이후 실험에 이용하였다. 상기 레진에 결합

한 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 용출한 후, SDS-PAGE를 통해 확인하였다. 이를 도 1에 나타내었다. 

2-2. 포유동물 세포에서의 발현 및 분리[0097]

먼저, 신호펩타이드, LRG1 당단백질 및 인간 IgG1의 Fc 도메인을 포함하는 유전자를 pcDNA3.1 벡터에 삽입하였[0098]

다. 이때 LRG1 당단백질과 인간 IgG1의 Fc 도메인은 링커(AAA)로 연결하였다. 신호 펩타이드로는 발현벡터의 신

호 펩타이드인 MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSSSGGS (서열번호 11)를 이용하였다. 상기 융합 단백질을 코딩하는 재조

합 유전자가 삽입된 재조합 벡터를 Expi293F  세포에 트렌스펙션하였다.  4일  후,  Expi293F  세포에서 발현된

LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질이 배지로 분비되었으며, 이를 분리, 정제하였다. 보다 구체적으로, LRG1-Fc 도메

인의 융합 단백질이 포함된 Expi293F 세포의 배양배지를 Protein A 레진에 로딩하였다. 레진에 결합한 LRG1-Fc

도메인의 융합 단백질을 0.1M 글라이신 완충액(pH 2.7)으로 용출하였다. LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질이 포함

된 용출 분획을 1M Tris 완충액(pH9.0)으로 중화하였다(최종 Tris pH9.0 완충액의 농도는 100mM임). 정제 분리

된 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 투석을 통해 PBS로 완충액 교환을 수행하였으며, 최종적으로 농도 2.8mg/ml

가 되도록 농축하고 이후 실험에 이용하였다. 상기 용출한 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 SDS-PAGE를 통해 확

인하였다. 이를 도 2에 나타내었다. 

2-3. 서열 분석[0100]

상기 실시예 2-1 또는 2-2와 동일한 방법으로 인간 유래 LRG1 당단백질(서열번호 1) 및 인간 IgG1의 Fc 도메인[0101]

(서열번호 3)을 포함하는 융합 단백질과, 마우스 유래 LRG1 당단백질(서열번호 2) 및 인간 IgG1의 Fc 도메인(서

열번호 3)을 포함하는 융합 단백질을 각각 제조하였으며, 이의 아미노산 서열 분석을 수행하였다. 

인간 유래 LRG1 당단백질을 인간 IgG1의 Fc 도메인과 링커로 연결한 융합 단백질은 서열번호 7의 아미노산 서열[0102]

로 표시되며, 마우스 유래 LRG1 당단백질을 인간 IgG1의 Fc 도메인과 링커로 연결한 융합 단백질은 서열번호 8

의 아미노산 서열로 표시된다. 상기 서열에는 28개의 아미노산(MVSYWDTGVLLCALLSCLLLTGSSSGGS, 서열번호 11)으

로 구성된 신호 펩타이드는 포함되어 있지 않으며, 신호 펩타이드는 LRG1 당단백질의 N-말단의 앞쪽에 위치해있

다. 상기 융합 단백질의 개략도를 도 3 및 도 4에 나타내었다. 

실험예 1. LRG1 당단백질의 발기부전 치료 효과 검증 [0104]

1-1. 당뇨성 발기부전 동물모델의 디자인[0105]

생후 2개월 된 수컷 마우스(C57BL/6)에 스트렙토조토신 (streptozotocin)을 투여하여 당뇨병에 의한 발기부전을[0106]

유도하였으며, 하기와 같이 총 4 개의 군으로 나누어 실험을 진행하였다 (N = 10/군): 

1군- 정상 마우스; [0107]

2군- 스트렙토조토신을 이용한 당뇨 유도[50 mg/kg 농도로 5일 연속으로 복강 내 투여 후 8주째 된 마우스]; [0108]

3군- 스트렙토조토신을 이용한 당뇨 유도[50 mg/kg 농도로 5일 연속으로 복강 내 투여 후 8주째 된 마우스] +[0109]

음경해면체에 PBS(phosphate-buffered solution)[20 μL]를 투여한 마우스; 

4군- 스트렙토조토신을 이용한 당뇨 유도[50 mg/kg 농도로 5일 연속으로 복강 내 투여 후 8주째 된 마우스] +[0110]

음경해면체에 실시예 2에서 수득한 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 2번 주사[day -3, 0; 5 μg/20 μL]한

마우스. 

1-2. 음경 신경손상 발기부전 동물모델의 디자인[0112]

생후 3개월 된 수컷 마우스(C57BL/6)에 겸자로 양측 음경신경에 약 2분간 압착손상을 가해서 음경신경손상에 의[0113]
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한 발기부전을 유도하였으며, 하기와 같이 총 3 개의 군으로 나누어 실험을 진행하였다 (N = 6/군):

1군- 샴 수술 [sham operation] 마우스; [0114]

2군- 음경신경손상 마우스 + 음경해면체에 PBS(phosphate-buffered solution)[20 μL]를 투여한 마우스; [0115]

3군- 음경신경손상 마우스 + 음경해면체에 실시예 2에서 수득한 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 2번 주사[0116]

[day -3, 0; 5 μg/20 μL]한 마우스.

1-3. 전기 자극에 따른 발기력 측정[0118]

상기 실시예 1-1 및 1-2과 같이 발기부전 동물모델의 음경해면체에 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 주사[0119]

하고 2주 후에 음경해면체의 신경을 자극하고 발기력을 측정하였다. 보다 구체적으로, 발기력 측정을 위하여,

각 마우스의 하복부에서 좌측 표피부분을 개복하고, 전립선의 후외측에 위치한 음경해면체신경(음경신경)이 잘

보이도록 준비하였다. 음경신경의 전기자극을 위해서 백금 전극을 음경신경에 위치시킨 후, 5 볼트, 12 헤르츠

의 강도로 약 1분 동안 전기 자극을 가하였다. 전기자극을 가하게 되면, 음경은 발기를 하게 된다. 이때 발기

시 음경 내부의 압력(음경해면체 내압)을 음경해면체에 삽입된 카테터를 통해 컴퓨터와 연결되어 있는 압력 전

달기(바이오스팩 시스템, 미국)를 이용하여 측정하였다. 그 결과를 도 5 및 도 6에 나타내었다.

도 5A 및 6A에서의 세로축의 ICP (Intracavernous Pressure: 음경해면체내 압력)는 발기 시 음경 내부의 압력[0120]

(음경해면체 내압)을 의미하며, 일반적으로 발기력을 나타내는 지표이다. 도 5A 및 6A에서의 가로축은 전기자극

후의 시간을 나타내며, 1분간의 전기자극 기간은 가로축에 검정색 막대로 표시하였다. 

또한, 도 5B 및 6B는 최고 음경해면체 내압 (Maximal ICP)을 평균 수축기 혈압 (MSBP)으로 나눈 값을 나타낸 것[0121]

이고, 도5C  및 6C는 음경해면체 내압 곡선의 면적 (Total  ICP[area  under  the  curve])을 평균 수축기 혈압

(MSBP)으로 나눈 값을 나타낸 것으로 이는 혈압 자체가 음경해면체 내압에 영향을 줄 수 있기 때문에 발기력을

측정하기 위해 확인하는 값이다.

도 5에 나타낸 바와 같이, 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 투여한 군(LRG1)은 비처리 당뇨군(NT) 및 PBS[0122]

투여군(PBS)에 비해 높은 발기력 개선효과를 보였으며, 정상 대조군(Control)의 약 90% 정도까지 발기력이 회복

됨을 확인하였다. 특히, 음경발기와 관련한 두 가지 변수, 즉 최고 음경해면체 내압과 음경압력곡선의 면적이

LRG1 당단백질 투여 후 현저한 상승 효과를 나타냄을 확인하였다. 

또한, 도 6에 나타낸 바와 같이, 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 투여한 군(LRG1)은 음경신경손상 발기부[0123]

전 동물모델에서도 당뇨성 발기부전 동물모델의 결과와 마찬가지로 최고 음경해면체 내압과 음경압력곡선의 면

적이 증가하는 등 샴 (Sham) 수술군에 비해 현저하게 개선된 발기력을 보임을 확인하였다. 

1-4. 음경해면체 및 음경 배부 신경에서 혈관내피세포 특이적 단백질 및 신경성산화질소생성효소의 발현에 미치[0125]

는 영향 분석

음경은 음경발기의 기능을 담당하는 해면체 조직과 이에 영양을 공급하는 소혈관들로 이루어져 있다. 그러나 당[0126]

뇨, 고지질증, 신경손상 등에 의한 병적 조건하에서는 이러한 혈관과 신경을 포함한 해면체 조직에 병변이 생기

고 상기 조직의 구조가 비정상적으로 되어 발기부전을 초래한다. 

상기 실시예 1-1의 당뇨성 발기부전 동물모델의 음경해면체 및 음경 배부 신경에서 혈관내피세포 특이적 단백질[0127]

인 혈소판-내피세포 부착 분자-1(PECAM-1), 세포 증식 표지 인자인 BrdU(5-bromo-2-deoxyuridine), 및 신경성

산화질소생성효소(nNOS)의 발현 정도를 분석하기 위하여, 면역조직화학염색 후 공초점 현미경을 이용하여 혈관

내피세포의 양적 변화, 혈관내피세포의 핵 속에 표지 된 BrdU의 양적 변화 및 신경성산화질소생성효소의 양적

변화를 조사하였다.

보다 구체적으로, 각 마우스의 음경 조직으로부터 음경 배부 신경 및 음경 해면체를 분리한 후, 이를 4% 파라포[0128]

름알데히드에서 4℃, 24 시간 동안 고정하였다. 상기 조직을 동결용 포매제를 이용하여 고정시킨 후, 동결 절편

기에서 7㎛ 두께로 잘라 조직 절편을 준비하였다. 다음으로, 준비된 조직 절편을 슬라이드 상에 올리고 PECAM-

1, BrdU 및 nNOS의 발현 분석을 위해 4% 파라포름알데히드에서 약 5분간 고정시켰다. 고정된 음경조직 절편을

세척 버퍼(2% FBS + 0.1% Sodium Azide in PBS)로 3회 세척한 후, 비특이적 단백질 차단 버퍼(5% BSA in PBS)
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로 1시간 동안 블락킹하였다. 그 후, 1차 항체(항-PECAM-1 햄스터 항체, 항-BrdU 랫트 항체, 1:100, 항-nNOS

랫트 항체)와 함께 4℃에서 16시간 동안 반응시킨 후, 남아 있는 항체를 제거하기 위해서 세척 버퍼로 3회 세척

한 다음, 2차 항체(FITC-표지된 항-햄스터 항체 또는 TRITC-표지된 항-랫트 항체, 1:1000)와 함께 상온에서 2시

간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후, 남아있는 항체를 제거하기 위해 세척 버퍼로 다시 2회 세척한 후 DAPI

(4',6-diamidino-2-phenylindole; 2 ㎍/㎖)를 넣고 5분간 상온에서 반응시켜서 세포 핵을 염색시켰다. 다시 세

척 완충액으로 2 회 세척한 후에 공초점 현미경을 이용하여 분석하였다. 그 결과를 도 7 내지 9에 나타내었다. 

도 7에 나타낸 바와 같이, 비처리 당뇨군(DM) 또는 PBS 투여군(DM+PBS)의 음경해면체 조직에서는 정상 마우스[0129]

(Control)에 비해 혈관내피세포의 수가 현저하게 감소되어 있으나, 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 투여

한 군(DM+LRG1)의 음경해면체 조직에서는 대조군(DM 또는 DM+PBS)에 비해 혈관내피세포 특이적 단백질인 PECAM-

1의 발현이 증가함을 확인하였다. 

또한, 도 8 및 도 9에 나타낸 바와 같이, 비처리 당뇨군(DM) 또는 PBS 투여군 (DM+PBS)의 음경 배부신경과 음경[0130]

해면체 조직에서는 정상 마우스(Control)에 비해 신경성산화질소생성효소(nNOS)의 발현이 현저하게 감소되어 있

으나, 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 투여한 군(DM+LRG1)의 음경 배부신경과 음경해면체 조직에서는 대

조군(DM 또는 DM+PBS)에 비해 신경성산화질소생성효소의 발현이 증가함을 확인하였다. 

1-5. 음경해면체 조직에서 신경 재생 관련 단백질 발현에 미치는 영향 분석[0132]

인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질이 신경재생에 미치는 영향을 규명하기 위하여, 상기 실험예 1-1의 당뇨성[0133]

발기부전  동물모델의  음경해면체  조직에서  신경성장인자  (nerve  growth  factor,  NGF),  뉴로트로핀-3

(neurotrophin-3, NT-3), 뇌-유래 신경영양인자 (brain-derived neutrophic factor, BDNF), 및 신경성장인자의

수용체인 TrkA 단백질 발현 정도를 확인하였다. 

보다 구체적으로, 각 마우스로부터 분리한 음경 해면체 조직을 PBS로 완전하게 세척한 다음 단백질 분해효소 저[0134]

해제 혼합물(protease inhibitor cocktail)이 포함된 세포 분해 완충액(RIPA buffer)을 넣고 용해시킨 후, 4℃

에서 13,000rpm으로 15분간 원심분리하여 상층액만 회수하였다. 소혈청알부민(bovine  serum  albumin,  BSA)을

이용하여 상기 용해물 내 단백질 농도를 측정하였다.  추출된 단백질들을 SDS-PAGE(sodium  dodecyl  sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis)를 이용하여 전기영동한 후, 겔 속에 있던 단백질들을 니트로셀로로오스

막(nitrocellulose membrane)으로 이동시키고, 5% 탈지유(skim milk)로 차단(blocking) 하였다. 그리고 신경성

장인자 (nerve  growth  factor,  NGF),  뉴로트로핀-3  (neurotrophin-3,  NT-3),  뇌-유래 신경영양인자 (brain-

derived neutrophic factor, BDNF), 및 신경성장인자의 수용체인 TrkA에 대한 1차 항체와 함께 4℃에서 16시간

반응시켰다. 그 후 남아 있는 항체를 제거하기 위해서 세척 완충액으로 다시 3회 세척한 다음, 2차 항체(HRP-

labeled anti-mouse or HRP-labeled anti-rabbit antibody, 1:200)와 함께 상온에서 3시간 동안 반응시켰다.

반응이 끝난 후, 남아있는 항체를 제거하기 위해 세척 완충액으로 다시 3회 세척한 후에 발색시켰다. 단백질 발

현 정량을 위한 하우스키핑 단백질로는 β-액틴을 이용하였다. 그 결과를 도 10에 나타내었다. 

도 10에 나타낸 바와 같이, PBS 투여군(DM+PBS)의 음경해면체 조직에서는 정상 마우스 (Control)에 비해 신경성[0135]

장인자, 뉴로트로핀-3, 뇌-유래 신경영양인자 및 신경성장인자의 수용체인 TrkA의 발현이 감소되어 있으나, 인

간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질을 투여한 군(DM+LRG1)의 음경해면체 조직에서는 상기 신경재생 특이적 단백질

의 발현이 현저하게 증가함을 확인하였다.

이상의 실험 결과를 통하여, LRG1 당단백질은 당뇨 또는 음경 손상 등에 의하여 감소된 신경세포의 재생을 유도[0136]

함으로써, 그에 따라 발기력 회복 효과를 나타냄을 확인하였다. 

실험예 2. LRG1 당단백질의 허혈성 질환 치료 효과 검증[0138]

2-1. 혈관내피세포를 이용한 혈관 형성 유도 효과 분석[0139]

관형성 (tube formation) 단계는 혈관신생 과정 중 이동, 증식한 내피세포들이 분열을 계속하여 속이 빈 튜브[0140]

모양으로 성장하여 최종 혈관으로 분화하고 여기에 혈액이 들어가 혈관 생성이 완성되는 단계이다. 

LRG1 당단백질이 발기부전뿐 아니라 다른 다양한 허혈성 질환의 치료에 이용될 수 있는지를 확인하기 위하여,[0141]

관형성능(tube  formation)에  미치는  영향을  분석하였다.  이를  위해  HUVEC과  마우스  음경해면체  내피세포
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(MCECs: Mouse Cavernous Endothelial Cells)를 사용하여 실험을 수행하였다. 각 세포는 정상 범위의 혈당 수

치와 유사한 5mM 글루코스 (Normal glucose), 및 고혈당 수치에 해당하는 30 mM 글루코스(High glucose) 조건

에서 48 시간 동안 노출시켰으며, 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질(0.2 ㎍/㎖ 또는 2 ㎍/㎖)을 글루코스와

동시에 48 시간 동안 처리하였다. 대조군은 글루코스와 동시에 PBS를 처리하였다. 여기서 고농도 글루코스는 허

혈성 질환의 원인 중 하나로서 in vitro에서 허혈성 질환 모델을 제조하기 위한 공지 방법 중의 하나이다. 

보다 구체적으로, 마트리겔(Matrigel)이 코팅된 세포 배양 접시에 정상 농도 글루코스, 고농도 글루코스, 그리[0142]

고 고농도 글루코스와 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질에 노출시킨 HUVEC 및 마우스 음경해면체 내피세포를

3 × 10
5 
cells/㎠만큼 넣고, 튜브 형성을 위해 각각 8 시간 또는 16 시간 동안 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 배양

한 후, 현미경을 통해 관찰하였다. 그 결과를 도 11에 나타내었다. 

도 11에 나타낸 바와 같이, 고농도 글루코스에 노출된 HUVEC 및 마우스 음경해면체 내피세포(MCECs)는 정상 농[0143]

도 글루코스(Normal glucose) 처리군에 비해 튜브 형성 정도가 현저하게 감소되어 있었다. 반면, 고농도 글루코

스와 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질에 함께 노출된 HUVEC 및 마우스 음경해면체 내피세포(MCECs)에서는 튜

브 형성이 현저하게 증가하였다. 이는 LRG1 당단백질이 당뇨로 인해 활성이 저해된 혈관내피세포 또는 해면체

내피세포의 분화에 영향을 주어 혈관 및 해면체 형성을 유도한다는 것을 의미한다. 

2-2. 대동맥 절편을 이용한 혈관 형성 유도 효과 분석[0145]

대동맥 절편을 이용한 혈관신생 효과 평가(arotic ring angiogenesis assay)는 치료 후보물질의 혈관신생 능력[0146]

을 평가하는데 널리 사용되고 있는 방법이며, 이 결과를 토대로 치료 후보물질이 다양한 허혈성 질환에 사용될

수  있는지를  객관적으로  평가할  수  있는  중요한  실험방법이다 (Baker  M  et  al,  Nature  Protocol,  7:  89,

2012). 

LRG1 당단백질의 허혈성 질환 치료 효과를 확인하기 위하여, 대동맥 절편에서 혈관신생에 미치는 영향을 분석하[0147]

였다. 이를 위해 생후 2개월 된 수컷 마우스(C57BL/6)의 대동맥 절편을 사용하여 실험을 수행하였다. 각 대동맥

절편을 정상 범위의 혈당 수치와 유사한 5 mM 글루코스 (Normal glucose) 및 고혈당 수치에 해당하는 30 mM 글

루코스 (High glucose)의 조건에 3일 및 6일간 동안 노출시켰으며, 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질(0.2 ㎍/

㎖)을 글루코스와 동시에 3일 또는 6일간 처리하였다. 대조군은 글루코스와 동시에 PBS를 처리하였다.

보다 구체적으로, 마트리겔(Matrigel)이 코팅된 조직 배양 접시에 정상 농도 글루코스, 고농도 글루코스, 그리[0148]

고 고농도 글루코스와 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질에 노출시킨 대동맥 절편을 넣고, 각각 3일 또는 6일

동안 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 배양한 후, 현미경을 통해 대동맥 절편으로부터 미세 혈관신생을 관찰하였다.

그 결과를 도 12에 나타내었다. 

도 12에 나타낸 바와 같이, 고농도 글루코스에 노출된 대동맥 절편(PBS)은 정상 농도 글루코스(Normal glucose)[0149]

처리군에 비해 미세 혈관신생 정도가 현저하게 감소되어 있음을 알 수 있었다. 반면, 고농도 글루코스와 인간

LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질에 함께 노출 시켰던 대동맥 절편에서는 미세 혈관신생이 현저하게 증가하였음을

확인하였다. 

이상의 실험 결과를 통하여, LRG1 당단백질은 우수한 혈관신생 유도 효과를 가지고 있는바, 발기부전 치료뿐만[0150]

아니라 다양한 허혈성 질환의 치료에도 이용될 수 있음을 확인하였다. 

실험예 3. LRG1 당단백질의 말초 신경질환 치료 효과 검증[0152]

주골반신경절 (major pelvic ganglion, MPG)으로부터 음경발기조직을 지배하는 음경신경이 유래되며 이는 발기[0153]

신호와 관련된 신호전달의 주된 역할을 한다. 한편, 척수의 후근신경절 (dorsal root ganglion)은 중추 구심성

(afferent) 신경경로로서 치료 후보물질의 신경재생 또는 보호 능력을 평가하는 데 널리 사용되고 있는 방법이

며, 이 결과를 토대로 치료 후보물질이 다양한 말초 신경질환에 사용될 수 있는지를 객관적으로 평가할 수 있는

중요한 실험방법이다 (Jin GZ et al., Neuroscience Letter, 501: 10, 2011).

LRG1 당단백질이 발기부전뿐 아니라 다른 다양한 허혈성 질환의 치료에 이용될 수 있는지를 확인하기 위하여,[0154]

주골반신경절 및 후근신경절에서 신경 재생 효과를 확인하였다. 이를 위해, 정상 마우스로부터 주골반신경절 및
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후근신경절을 분리하였다. 적출한 주골반신경절 및 후근신경절을 배양 접시에 놓고 마트리겔을 덮어 37℃, 5%

CO2 조건의 배양기에서 15분간 배양하여 마트리겔을 굳혔다. 마트리겔이 굳으면 정상 농도 글루코스 (5 mM 글루

코스,  normal  glucose)를  처리하거나,  고농도 글루코스 (30  mM  글루코스,  high  glucose)  하에  PBS와  인간

LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질 (0.2 μg/mL)을 각각 처리하였다. 여기서 고농도 글루코스는 말초 신경질환의 원

인 중 하나로서 in vitro에서 말초 신경질환 모델을 제조하기 위한 공지 방법 중의 하나이다. 여기에 2% B-27

혈청-프리 보충제(Supplement), 0.5 mM GlutaMAX-I 보충제가 포함된 neurobasal 배지를 첨가한 후 3일 (주골반

신경절) 또는 7일 (후근신경절) 동안 배양하였다. 배양 후 신경미세섬유(neurofilament) 및 βIII-튜뷸린의 발

현 분석을 위해 4% 파라포름알데히드에서 약 15분간 고정하였다. 고정 후 비특이적 단백질 차단 버퍼 (5% BSA

in PBS)로 1시간 동안 블락킹 하였다. 그 후 1차 항체 (항-neurofilament 마우스 항체, 항-βIII-tubulin 치킨

항체)와 함께 4℃에서 16시간 동안 반응시킨 후, 남아 있는 항체를 제거하기 위해서 세척 버퍼로 3회 세척한 다

음, 2차 항체(FITC-표지된 항-마우스 항체 또는 TRITC-표지된 항-치킨 항체, 1:200)와 함께 상온에서 2시간 동

안 반응시켰다. 반응이 끝난 후, 남아있는 항체를 제거하기 위해 세척 버퍼로 다시 2회 세척한 후, 공초점 현미

경을 이용하여 분석하였다. 그 결과를 도 13 및 14에 나타내었다.

도  13에  나타낸  바와  같이,  고농도  글루코스(High  glucose)에  노출된  주골반신경절은  정상  농도  글루코스[0155]

(Normal glucose) 처리군에 비해 신경세포의 증식이 현저하게 감소되어 있음을 확인하였다. 반면, 고농도 글루

코스와 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질에 함께 노출된 주골반신경절은 신경세포의 증식이 현저하게 증가하

였다.

또한, 도 14에 나타낸 바와 같이, 고농도 글루코스(High glucose)에 노출된 후근신경절은 정상 농도 글루코스[0156]

(Normal glucose) 처리군에 비해 신경세포의 증식이 현저하게 감소되어 있음을 확인하였다. 반면, 고농도 글루

코스와 인간 LRG1-Fc 도메인의 융합 단백질에 함께 노출된 후근신경절은 신경세포의 증식이 현저하게 증가하였

다. 이는 LRG1 당단백질이 당뇨로 인해 저해된 신경세포의 분화에 영향을 주어 신경세포의 재생을 유도한다는

것을 의미하다. 

이상의 실험 결과를 통하여, LRG1 당단백질은 고농도 글루코스에 의해 유도되는 신경 손상 및 사멸을 억제하는[0157]

바, 발기부전 치료뿐만 아니라 다양한 말초 신경질환의 치료에도 이용될 수 있음을 확인하였다.

종합적으로 본 발명에 따른 LRG1 당단백질 및 Fc 도메인이 융합된 융합 단백질은 내피세포 및 신경세포 특이적[0159]

인 단백질의 수준을 음경 해면체 내피세포 및 신경세포의 재생을 유도하고 음경 발기력을 증가시키는 등 우수한

발기부전 개선 효과를 가지고 있다. 또한, 본 발명에 따른 LRG1 당단백질 및 Fc 도메인이 융합된 융합 단백질은

혈관 및 신경 재생 효과를 가지고 있다. 따라서 본 발명에 따른 LRG1 당단백질 및 Fc 도메인이 융합된 융합 단

백질은 발기부전, 허혈성 질환 및 말초 신경질환의 예방 또는 치료에 사용될 수 있다. 

이하 본 발명에 따른 약학적 조성물 및 식품 조성물의 제제예를 설명하나, 이는 본 발명을 한정하고자 함이 아[0161]

닌 단지 구체적으로 설명하고자 함이다.

제제예 1. 약학적 조성물의 제조 [0163]

1-1. 캡슐제의 제조[0164]

LRG1 당단백질 10 mg[0165]

결정성 셀룰로오스 3 mg[0166]

락토오스 14.8 mg[0167]

마그네슘 스테아레이트 0.2 mg[0168]

통상의 캡슐제 제조방법에 따라 상기의 성분을 혼합하고 젤라틴 캡슐에 충전하여 캡슐제를 제조한다.[0169]

1-2. 주사제의 제조[0171]
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LRG1 당단백질 10 mg[0172]

만니톨 180 mg[0173]

주사용 멸균 증류수 2974 mg[0174]

Na2HPO42H2O 26 mg[0175]

통상의 주사제의 제조방법에 따라 1 앰플당 (2 ml) 상기의 성분 함량으로 제조한다.[0176]

1-3. 액제의 제조[0178]

LRG1 당단백질 20 mg[0179]

이성화당 10 g[0180]

만니톨 5 g[0181]

정제수 적량[0182]

통상의 액제의 제조방법에 따라 정제수에 각각의 성분을 가하여 용해시키고 레몬향을 적량 가한 다음 상기의 성[0183]

분을 혼합한 다음 정제수를 가하여 전체를 정제수를 가하여 전체 100 ml로 조절한 후 갈색병에 충진하여 멸균시

켜 액제를 제조한다.

제제예 2. 식품 조성물의 제조[0185]

2-1. 건강식품의 제조[0186]

LRG1 당단백질 100 mg[0187]

비타민 혼합물 적량[0188]

비타민 A 아세테이트 70 μg [0189]

비타민 E 1.0 mg[0190]

비타민 B1 0.13 mg[0191]

비타민 B2 0.15 mg[0192]

비타민 B6 0.5 mg[0193]

비타민 B12 0.2 μg [0194]

비타민 C 10 mg[0195]

비오틴 10 μg [0196]

니코틴산아미드 1.7 mg[0197]

엽산 50 μg [0198]

판토텐산 칼슘 0.5 mg[0199]

무기질 혼합물 적량[0200]

황산제1철 1.75 mg[0201]

산화아연 0.82 mg[0202]

탄산마그네슘 25.3 mg[0203]

제1인산칼륨 15 mg[0204]

제2인산칼슘 55 mg[0205]

공개특허 10-2018-0013738

- 18 -



구연산칼륨 90 mg[0206]

탄산칼슘 100 mg[0207]

염화마그네슘 24.8 mg[0208]

상기의 비타민 및 미네랄 혼합물의 조성비는 비교적 건강식품에 적합한 성분을 바람직한 실시예로 혼합 조성하[0209]

였지만, 그 배합비를 임의로 변형 실시하여도 무방하며, 통상의 건강식품 제조방법에 따라 상기의 성분을 혼합

한 다음, 과립을 제조하고, 통상의 방법에 따라 건강식품 조성물 제조에 사용할 수 있다.

도면

도면1

도면2

도면3
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도면14

서 열 목 록

<110>    Inha University Research and Business Foundation

         Korea Advanced Institute of Science and Technology

<120>    Composition for preventing or treating erectile dysfunction,

         ischemic disease or peripheral neurological disorder comprising

         fusion protein comprising LRG1 protein

<130>    204-1

<150>    KR 1020160096355

<151>    2016-07-28

<160>    13

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    312

<212>    PRT
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<213>    Homo sapiens

<400>    1

Val Thr Leu Ser Pro Lys Asp Cys Gln Val Phe Arg Ser Asp His Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Ser Ile Ser Cys Gln Pro Pro Ala Glu Ile Pro Gly Tyr Leu Pro

             20                  25                  30 

Ala Asp Thr Val His Leu Ala Val Glu Phe Phe Asn Leu Thr His Leu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Ser Ser Asn Gly Leu Glu Ser Leu Ser Pro Glu Phe Leu Arg Pro Val

 65                  70                  75                  80 

Pro Gln Leu Arg Val Leu Asp Leu Thr Arg Asn Ala Leu Thr Gly Leu

                 85                  90                  95 

Pro Ser Gly Leu Phe Gln Ala Ser Ala Thr Leu Asp Thr Leu Val Leu

            100                 105                 110 

Lys Glu Asn Gln Leu Glu Val Leu Glu Val Ser Trp Leu His Gly Leu

        115                 120                 125 

Lys Ala Leu Gly His Leu Asp Leu Ser Gly Asn Arg Leu Arg Lys Leu

    130                 135                 140 

Pro Pro Gly Leu Leu Ala Asn Phe Thr Leu Leu Arg Thr Leu Asp Leu

145                 150                 155                 160 

Gly Glu Asn Gln Leu Glu Thr Leu Pro Pro Asp Leu Leu Arg Gly Pro

                165                 170                 175 

Leu Gln Leu Glu Arg Leu His Leu Glu Gly Asn Lys Leu Gln Val Leu

            180                 185                 190 

Gly Lys Asp Leu Leu Leu Pro Gln Pro Asp Leu Arg Tyr Leu Phe Leu

        195                 200                 205 

Asn Gly Asn Lys Leu Ala Arg Val Ala Ala Gly Ala Phe Gln Gly Leu

    210                 215                 220 

Arg Gln Leu Asp Met Leu Asp Leu Ser Asn Asn Ser Leu Ala Ser Val
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225                 230                 235                 240 

Pro Glu Gly Leu Trp Ala Ser Leu Gly Gln Pro Asn Trp Asp Met Arg

                245                 250                 255 

Asp Gly Phe Asp Ile Ser Gly Asn Pro Trp Ile Cys Asp Gln Asn Leu

            260                 265                 270 

Ser Asp Leu Tyr Arg Trp Leu Gln Ala Gln Lys Asp Lys Met Phe Ser

        275                 280                 285 

Gln Asn Asp Thr Arg Cys Ala Gly Pro Glu Ala Val Lys Gly Gln Thr

    290                 295                 300 

Leu Leu Ala Val Ala Lys Ser Gln

305                 310        

<210>    2

<211>    310

<212>    PRT

<213>    Mus musculus

<400>    2

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

  1               5                  10                  15 

Cys His Gly Pro Thr Glu Phe Pro Ser Ser Leu Pro Ala Asp Thr Val

             20                  25                  30 

His Leu Ser Val Glu Phe Ser Asn Leu Thr Gln Leu Pro Ala Ala Ala

         35                  40                  45 

Leu Gln Gly Cys Pro Gly Leu Arg Glu Leu His Leu Ser Ser Asn Arg

     50                  55                  60 

Leu Gln Ala Leu Ser Pro Glu Leu Leu Ala Pro Val Pro Arg Leu Arg

 65                  70                  75                  80 

Ala Leu Asp Leu Thr Arg Asn Ala Leu Arg Ser Leu Pro Pro Gly Leu

                 85                  90                  95 

Phe Ser Thr Ser Ala Asn Leu Ser Thr Leu Val Leu Arg Glu Asn Gln

            100                 105                 110 

Leu Arg Glu Val Ser Ala Gln Trp Leu Gln Gly Leu Asp Ala Leu Gly

        115                 120                 125 
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His Leu Asp Leu Ala Glu Asn Gln Leu Ser Ser Leu Pro Ser Gly Leu

    130                 135                 140 

Leu Ala Ser Leu Gly Ala Leu His Thr Leu Asp Leu Gly Tyr Asn Leu

145                 150                 155                 160 

Leu Glu Ser Leu Pro Glu Gly Leu Leu Arg Gly Pro Arg Arg Leu Gln

                165                 170                 175 

Arg Leu His Leu Glu Gly Asn Arg Leu Gln Arg Leu Glu Asp Ser Leu

            180                 185                 190 

Leu Ala Pro Gln Pro Phe Leu Arg Val Leu Phe Leu Asn Asp Asn Gln

        195                 200                 205 

Leu Val Gly Val Ala Thr Gly Ser Phe Gln Gly Leu Gln His Leu Asp

    210                 215                 220 

Met Leu Asp Leu Ser Asn Asn Ser Leu Ser Ser Thr Pro Pro Gly Leu

225                 230                 235                 240 

Trp Ala Phe Leu Gly Arg Pro Thr Arg Asp Met Gln Asp Gly Phe Asp

                245                 250                 255 

Ile Ser His Asn Pro Trp Ile Cys Asp Lys Asn Leu Ala Asp Leu Cys

            260                 265                 270 

Arg Trp Leu Val Ala Asn Arg Asn Lys Met Phe Ser Gln Asn Asp Thr

        275                 280                 285 

Arg Cys Ala Gly Pro Glu Ala Met Lys Gly Gln Arg Leu Leu Asp Val

    290                 295                 300 

Ala Glu Leu Gly Ser Leu

305                 310

<210>    3

<211>    227

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    3

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
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             20                  25                  30 

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His

         35                  40                  45 

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val

     50                  55                  60 

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr

 65                  70                  75                  80 

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly

                 85                  90                  95 

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile

            100                 105                 110 

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

        115                 120                 125 

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser

    130                 135                 140 

Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu

145                 150                 155                 160 

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro

                165                 170                 175 

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val

            180                 185                 190 

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met

        195                 200                 205 

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

    210                 215                 220 

Pro Gly Lys

225        

<210>    4

<211>    936

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    4
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gtcaccctga gccccaaaga ctgccaggtg ttccgctcag accatggcag ctccatctcc         60

tgtcaaccac ctgccgaaat ccccggctac ctgccagccg acaccgtgca cctggccgtg        120

gaattcttca acctgaccca cctgccagcc aacctcctcc agggcgcctc taagctccaa        180

gaattgcacc tctccagcaa tgggctggaa agcctctcgc ccgaattcct gcggccagtg        240

ccgcagctga gggtgctgga tctaacccga aacgccctga ccgggctgcc ctcgggcctc        300

ttccaggcct cagccaccct ggacaccctg gtattgaaag aaaaccagct ggaggtcctg        360

gaggtctcgt ggctacacgg cctgaaagct ctggggcatc tggacctgtc tgggaaccgc        420

ctccggaaac tgccccccgg gctgctggcc aacttcaccc tcctgcgcac ccttgacctt        480

ggggagaacc agttggagac cttgccacct gacctcctga ggggtccgct gcaattagaa        540

cggctacatc tagaaggcaa caaattgcaa gtactgggaa aagatctcct cttgccgcag        600

ccggacctgc gctacctctt cctgaacggc aacaagctgg ccagggtggc agccggtgcc        660

ttccagggcc tgcggcagct ggacatgctg gacctctcca ataactcact ggccagcgtg        720

cccgaggggc tctgggcatc cctagggcag ccaaactggg acatgcggga tggcttcgac        780

atctccggca acccctggat ctgtgaccag aacctgagcg acctctatcg ttggcttcag        840

gcccaaaaag acaagatgtt ttcccagaat gacacgcgct gtgctgggcc tgaagccgtg        900

aagggccaga cgctcctggc agtggccaag tcccag                                  936

<210>    5

<211>    930

<212>    DNA

<213>    Mus musculus

<400>    5

ctcaaggaat gcctgatact gcagtcggct gagggtagca ccgtctcctg ccatggtccc         60

accgagtttc cgagctccct ccctgccgac actgtccatc tgtcggtgga attctccaac        120

ctgacgcagc tgcccgccgc cgccctgcaa gggtgtccgg gtctgcggga gctgcacctc        180

tcgagcaatc gcctgcaggc gctgtctccc gagttgctgg cgcccgtgcc ccggctgcgc        240

gccctggatc tgacccgcaa tgctctccgc agcctgcccc ccgggttgtt cagcacctcg        300

gccaacctga gcaccctggt cctgagggag aaccagctgc gggaggtgag cgcgcaatgg        360

cttcagggcc tggacgccct gggccacttg gacctggcgg agaaccagct gagttcgctg        420

ccctccgggc tcctcgccag cctcggcgcc ctgcacaccc tcgaccttgg gtacaacctg        480

ctggagtcgc tgcccgaggg actcctgcgg ggcccaaggc ggctgcagcg cctgcacctg        540

gaagggaacc gactgcagag gctggaggat agcctgcttg cgccccaacc gttcctgcgc        600
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gtcctgttcc tgaatgacaa ccagttggtc ggggtggcga ccggctcctt ccagggccta        660

cagcacctgg atatgttgga tctgtccaat aactctctgt ccagcacgcc cccgggcctg        720

tgggcgttcc tggggaggcc gacccgcgac atgcaggacg gcttcgacat ctcccacaac        780

ccctggatct gtgacaagaa cctggcggac ctttgccgct ggctggtcgc caaccgaaac        840

aagatgttct cacagaacga cacgcgctgt gcggggcccg aggccatgaa gggtcagcgg        900

ctgctggacg tggcagagct ggggtccctg                                         930

<210>    6

<211>    681

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    6

gacaaaactc acacatgccc accgtgccca gcacctgaac tcctgggggg accgtcagtc         60

ttcctcttcc ccccaaaacc caaggacacc ctcatgatct cccggacccc tgaggtcaca        120

tgcgtggtgg tggacgtgag ccacgaagac cctgaggtca agttcaactg gtacgtggac        180

ggcgtggagg tgcataatgc caagacaaag ccgcgggagg agcagtacaa cagcacgtac        240

cgtgtggtca gcgtcctcac cgtcctgcac caggactggc tgaatggcaa ggagtacaag        300

tgcaaggtct ccaacaaagc cctcccagcc cccatcgaga aaaccatctc caaagccaaa        360

gggcagcccc gagaaccaca ggtgtacacc ctgcccccat cccgggagga gatgaccaag        420

aaccaggtca gcctgacctg cctggtcaaa ggcttctatc ccagcgacat cgccgtggag        480

tgggagagca atgggcagcc ggagaacaac tacaagacca cgcctcccgt gctggactcc        540

gacggctcct tcttcctcta cagcaagctc accgtggaca agagcaggtg gcagcagggg        600

aacgtcttct catgctccgt gatgcatgag gctctgcaca accactacac gcagaagagc        660

ctctccctgt ctccgggtaa a                                                  681

<210>    7

<211>    542

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Human LRG1/Linker/Human IgG1 Fc domain

<400>    7

Val Thr Leu Ser Pro Lys Asp Cys Gln Val Phe Arg Ser Asp His Gly

  1               5                  10                  15 

Ser Ser Ile Ser Cys Gln Pro Pro Ala Glu Ile Pro Gly Tyr Leu Pro
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             20                  25                  30 

Ala Asp Thr Val His Leu Ala Val Glu Phe Phe Asn Leu Thr His Leu

         35                  40                  45 

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

     50                  55                  60 

Ser Ser Asn Gly Leu Glu Ser Leu Ser Pro Glu Phe Leu Arg Pro Val

 65                  70                  75                  80 

Pro Gln Leu Arg Val Leu Asp Leu Thr Arg Asn Ala Leu Thr Gly Leu

                 85                  90                  95 

Pro Ser Gly Leu Phe Gln Ala Ser Ala Thr Leu Asp Thr Leu Val Leu

            100                 105                 110 

Lys Glu Asn Gln Leu Glu Val Leu Glu Val Ser Trp Leu His Gly Leu

        115                 120                 125 

Lys Ala Leu Gly His Leu Asp Leu Ser Gly Asn Arg Leu Arg Lys Leu

    130                 135                 140 

Pro Pro Gly Leu Leu Ala Asn Phe Thr Leu Leu Arg Thr Leu Asp Leu

145                 150                 155                 160 

Gly Glu Asn Gln Leu Glu Thr Leu Pro Pro Asp Leu Leu Arg Gly Pro

                165                 170                 175 

Leu Gln Leu Glu Arg Leu His Leu Glu Gly Asn Lys Leu Gln Val Leu

            180                 185                 190 

Gly Lys Asp Leu Leu Leu Pro Gln Pro Asp Leu Arg Tyr Leu Phe Leu

        195                 200                 205 

Asn Gly Asn Lys Leu Ala Arg Val Ala Ala Gly Ala Phe Gln Gly Leu

    210                 215                 220 

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

225                 230                 235                 240 

Pro Glu Gly Leu Trp Ala Ser Leu Gly Gln Pro Asn Trp Asp Met Arg

                245                 250                 255 

Asp Gly Phe Asp Ile Ser Gly Asn Pro Trp Ile Cys Asp Gln Asn Leu

            260                 265                 270 

Ser Asp Leu Tyr Arg Trp Leu Gln Ala Gln Lys Asp Lys Met Phe Ser
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        275                 280                 285 

Gln Asn Asp Thr Arg Cys Ala Gly Pro Glu Ala Val Lys Gly Gln Thr

    290                 295                 300 

Leu Leu Ala Val Ala Lys Ser Gln Ala Ala Ala Asp Lys Thr His Thr

305                 310                 315                 320 

Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe

                325                 330                 335 

Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro

            340                 345                 350 

Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val

        355                 360                 365 

Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr

    370                 375                 380 

Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val

385                 390                 395                 400 

Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys

                405                 410                 415 

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

            420                 425                 430 

Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro

        435                 440                 445 

Ser Arg Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val

    450                 455                 460 

Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly

465                 470                 475                 480 

Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp

                485                 490                 495 

Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp

            500                 505                 510 

Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His

        515                 520                 525 
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Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    530                 535                 540 

<210>    8

<211>    540

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mouse LRG1/Linker/Human IgG1 Fc domain

<400>    8

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

  1               5                  10                  15 

Cys His Gly Pro Thr Glu Phe Pro Ser Ser Leu Pro Ala Asp Thr Val

             20                  25                  30 

His Leu Ser Val Glu Phe Ser Asn Leu Thr Gln Leu Pro Ala Ala Ala

         35                  40                  45 

Leu Gln Gly Cys Pro Gly Leu Arg Glu Leu His Leu Ser Ser Asn Arg

     50                  55                  60 

Leu Gln Ala Leu Ser Pro Glu Leu Leu Ala Pro Val Pro Arg Leu Arg

 65                  70                  75                  80 

Ala Leu Asp Leu Thr Arg Asn Ala Leu Arg Ser Leu Pro Pro Gly Leu

                 85                  90                  95 

Phe Ser Thr Ser Ala Asn Leu Ser Thr Leu Val Leu Arg Glu Asn Gln

            100                 105                 110 

Leu Arg Glu Val Ser Ala Gln Trp Leu Gln Gly Leu Asp Ala Leu Gly

        115                 120                 125 

His Leu Asp Leu Ala Glu Asn Gln Leu Ser Ser Leu Pro Ser Gly Leu

    130                 135                 140 

Leu Ala Ser Leu Gly Ala Leu His Thr Leu Asp Leu Gly Tyr Asn Leu

145                 150                 155                 160 

Leu Glu Ser Leu Pro Glu Gly Leu Leu Arg Gly Pro Arg Arg Leu Gln

                165                 170                 175 

Arg Leu His Leu Glu Gly Asn Arg Leu Gln Arg Leu Glu Asp Ser Leu

            180                 185                 190 
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Leu Ala Pro Gln Pro Phe Leu Arg Val Leu Phe Leu Asn Asp Asn Gln

        195                 200                 205 

Leu Val Gly Val Ala Thr Gly Ser Phe Gln Gly Leu Gln His Leu Asp

    210                 215                 220 

Met Leu Asp Leu Ser Asn Asn Ser Leu Ser Ser Thr Pro Pro Gly Leu

225                 230                 235                 240 

Trp Ala Phe Leu Gly Arg Pro Thr Arg Asp Met Gln Asp Gly Phe Asp

                245                 250                 255 

Ile Ser His Asn Pro Trp Ile Cys Asp Lys Asn Leu Ala Asp Leu Cys

            260                 265                 270 

Arg Trp Leu Val Ala Asn Arg Asn Lys Met Phe Ser Gln Asn Asp Thr

        275                 280                 285 

Arg Cys Ala Gly Pro Glu Ala Met Lys Gly Gln Arg Leu Leu Asp Val

    290                 295                 300 

Ala Glu Leu Gly Ser Leu Ala Ala Ala Asp Lys Thr His Thr Cys Pro

305                 310                 315                 320 

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe

                325                 330                 335 

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val

            340                 345                 350 

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe

        355                 360                 365 

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro

    370                 375                 380 

Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr

385                 390                 395                 400 

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val

                405                 410                 415 

Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala

            420                 425                 430 

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg
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        435                 440                 445 

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly

    450                 455                 460 

Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro

465                 470                 475                 480 

Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser

                485                 490                 495 

Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln

            500                 505                 510 

Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His

        515                 520                 525 

Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

    530                 535                 540

<210>    9

<211>    1629

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Human LRG1/Linker/Human IgG1 Fc domain

<400>    9

gtcaccctga gccccaaaga ctgccaggtg ttccgctcag accatggcag ctccatctcc         60

tgtcaaccac ctgccgaaat ccccggctac ctgccagccg acaccgtgca cctggccgtg        120

gaattcttca acctgaccca cctgccagcc aacctcctcc agggcgcctc taagctccaa        180

gaattgcacc tctccagcaa tgggctggaa agcctctcgc ccgaattcct gcggccagtg        240

ccgcagctga gggtgctgga tctaacccga aacgccctga ccgggctgcc ctcgggcctc        300

ttccaggcct cagccaccct ggacaccctg gtattgaaag aaaaccagct ggaggtcctg        360

gaggtctcgt ggctacacgg cctgaaagct ctggggcatc tggacctgtc tgggaaccgc        420

ctccggaaac tgccccccgg gctgctggcc aacttcaccc tcctgcgcac ccttgacctt        480

ggggagaacc agttggagac cttgccacct gacctcctga ggggtccgct gcaattagaa        540

cggctacatc tagaaggcaa caaattgcaa gtactgggaa aagatctcct cttgccgcag        600

ccggacctgc gctacctctt cctgaacggc aacaagctgg ccagggtggc agccggtgcc        660

ttccagggcc tgcggcagct ggacatgctg gacctctcca ataactcact ggccagcgtg        720
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cccgaggggc tctgggcatc cctagggcag ccaaactggg acatgcggga tggcttcgac        780

atctccggca acccctggat ctgtgaccag aacctgagcg acctctatcg ttggcttcag        840

gcccaaaaag acaagatgtt ttcccagaat gacacgcgct gtgctgggcc tgaagccgtg        900

aagggccaga cgctcctggc agtggccaag tcccaggcgg ccgccgacaa aactcacaca        960

tgcccaccgt gcccagcacc tgaactcctg gggggaccgt cagtcttcct cttcccccca       1020

aaacccaagg acaccctcat gatctcccgg acccctgagg tcacatgcgt ggtggtggac       1080

gtgagccacg aagaccctga ggtcaagttc aactggtacg tggacggcgt ggaggtgcat       1140

aatgccaaga caaagccgcg ggaggagcag tacaacagca cgtaccgtgt ggtcagcgtc       1200

ctcaccgtcc tgcaccagga ctggctgaat ggcaaggagt acaagtgcaa ggtctccaac       1260

aaagccctcc cagcccccat cgagaaaacc atctccaaag ccaaagggca gccccgagaa       1320

ccacaggtgt acaccctgcc cccatcccgg gaggagatga ccaagaacca ggtcagcctg       1380

acctgcctgg tcaaaggctt ctatcccagc gacatcgccg tggagtggga gagcaatggg       1440

cagccggaga acaactacaa gaccacgcct cccgtgctgg actccgacgg ctccttcttc       1500

ctctacagca agctcaccgt ggacaagagc aggtggcagc aggggaacgt cttctcatgc       1560

tccgtgatgc atgaggctct gcacaaccac tacacgcaga agagcctctc cctgtctccg       1620

ggtaaatga                                                               1629

<210>    10

<211>    1623

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mouse LRG1/Linker/Human IgG1 Fc domain

<400>    10

ctcaaggaat gcctgatact gcagtcggct gagggtagca ccgtctcctg ccatggtccc         60

accgagtttc cgagctccct ccctgccgac actgtccatc tgtcggtgga attctccaac        120

ctgacgcagc tgcccgccgc cgccctgcaa gggtgtccgg gtctgcggga gctgcacctc        180

tcgagcaatc gcctgcaggc gctgtctccc gagttgctgg cgcccgtgcc ccggctgcgc        240

gccctggatc tgacccgcaa tgctctccgc agcctgcccc ccgggttgtt cagcacctcg        300

gccaacctga gcaccctggt cctgagggag aaccagctgc gggaggtgag cgcgcaatgg        360

cttcagggcc tggacgccct gggccacttg gacctggcgg agaaccagct gagttcgctg        420

ccctccgggc tcctcgccag cctcggcgcc ctgcacaccc tcgaccttgg gtacaacctg        480

ctggagtcgc tgcccgaggg actcctgcgg ggcccaaggc ggctgcagcg cctgcacctg        540
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gaagggaacc gactgcagag gctggaggat agcctgcttg cgccccaacc gttcctgcgc        600

gtcctgttcc tgaatgacaa ccagttggtc ggggtggcga ccggctcctt ccagggccta        660

cagcacctgg atatgttgga tctgtccaat aactctctgt ccagcacgcc cccgggcctg        720

tgggcgttcc tggggaggcc gacccgcgac atgcaggacg gcttcgacat ctcccacaac        780

ccctggatct gtgacaagaa cctggcggac ctttgccgct ggctggtcgc caaccgaaac        840

aagatgttct cacagaacga cacgcgctgt gcggggcccg aggccatgaa gggtcagcgg        900

ctgctggacg tggcagagct ggggtccctg gcggccgccg acaaaactca cacatgccca        960

ccgtgcccag cacctgaact cctgggggga ccgtcagtct tcctcttccc cccaaaaccc       1020

aaggacaccc tcatgatctc ccggacccct gaggtcacat gcgtggtggt ggacgtgagc       1080

cacgaagacc ctgaggtcaa gttcaactgg tacgtggacg gcgtggaggt gcataatgcc       1140

aagacaaagc cgcgggagga gcagtacaac agcacgtacc gtgtggtcag cgtcctcacc       1200

gtcctgcacc aggactggct gaatggcaag gagtacaagt gcaaggtctc caacaaagcc       1260

ctcccagccc ccatcgagaa aaccatctcc aaagccaaag ggcagccccg agaaccacag       1320

gtgtacaccc tgcccccatc ccgggaggag atgaccaaga accaggtcag cctgacctgc       1380

ctggtcaaag gcttctatcc cagcgacatc gccgtggagt gggagagcaa tgggcagccg       1440

gagaacaact acaagaccac gcctcccgtg ctggactccg acggctcctt cttcctctac       1500

agcaagctca ccgtggacaa gagcaggtgg cagcagggga acgtcttctc atgctccgtg       1560

atgcatgagg ctctgcacaa ccactacacg cagaagagcc tctccctgtc tccgggtaaa       1620

tga                                                                     1623

<210>    11

<211>    28

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Signal Peptide

<400>    11

Met Val Ser Tyr Trp Asp Thr Gly Val Leu Leu Cys Ala Leu Leu Ser

  1               5                  10                  15 

Cys Leu Leu Leu Thr Gly Ser Ser Ser Gly Gly Ser

             20                  25            

<210>    12

<211>    84

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Signal Peptide

<400>    12

atggtcagct actgggacac cggggtcctg ctgtgcgcgc tgctcagctg tctgcttctc         60

acaggatcta gttcaggtgg atcc                                                84

<210>    13

<211>    35

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Signal peptide

<400>    13

Met Ser Ser Trp Ser Arg Gln Arg Pro Lys Ser Pro Gly Gly Ile Gln

  1               5                  10                  15 

Pro His Val Ser Arg Thr Leu Phe Leu Leu Leu Leu Leu Ala Ala Ser

             20                  25                  30 

Ala Trp Gly

         35
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