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본  발명은  조혈전구세포  및  조혈작용을  조절하는  유전자  TC1(C8orf4)의  용도에  관한  것이다.  본  발명은

TC1(C8orf4) 단백질 발현 또는 활성 억제제를 유효성분으로 포함하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성

물을 제공한다. 또한, 본 발명은 TC1(C8orf4) 유전자 또는 TC1(C8orf4) 단백질을 포함하는 세포에 시험물질을 접

촉시키는 단계; 상기 시험물질을 접촉한 세포에서 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도를 측정하는 단계;

및 대조구 시료와 비교하여 상기 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도가 감소한 시험물질을 선별하는 단계

를 포함하는 항진균제 스크리닝 방법을 제공한다. 본 발명의 TC1(C8orf4) 단백질은 조혈작용 억제 조절자로서 조

혈 촉진용 약물 개발에 매우 유용한 타겟으로 활용될 것으로 사료된다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

TC1(C8orf4) 단백질 발현 또는 활성 억제제를 유효성분으로 포함하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조

성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 TC1(C8orf4) 단백질 발현 억제제는 TC1(C8orf4) 유전자의 mRNA에 상보적으로 결합하는 안

티센스 뉴클레오타이드,  작은 간섭 RNA(small  interfering  RNA;  siRNA)  및 짧은 헤어핀 RNA(short  hairpin

RNA; shRNA)로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진용 약

학 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 TC1(C8orf4) 단백질 활성 억제제는 TC1(C8orf4) 단백질에 특이적으로 결합하는 화합물,

펩티드, 펩티드 미메틱스, 앱타머, 항체 및 천연물로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하

는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 조혈작용 촉진은 조혈전구세포(hematopoietic progenitor cells)의 증식 또는 분화를 촉

진하는 것을 특징으로 하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 약학 조성물은 라테신(latexin; Lxn)의 발현을 하향 조절하는 것을 특징으로 하는 조혈작

용(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성물.

청구항 6 

제5항에  있어서,  상기  라테신(latexin;  Lxn)은  조혈전구세포의  음성조절자인  것을  특징으로  하는  조혈작용

(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서, 상기 TC1(C8orf4) 단백질은 서열번호 1로 표시된 것을 특징으로 하는 조혈작용(Hematopoiesis)

촉진용 약학 조성물.

청구항 8 

제1항에 있어서, 상기 약학 조성물은 재생 불량성 빈혈, 악성 림프종 또는 백혈병, 만성 간 장애, 신부전, 중증

감염증, 골수 장애성 혈소판 감소증, 특발성 혈소판 감소성 자반병(ITP), 혈소판 무력증, 림프구감소증, 호중구

감소증, 단핵구감소증, 과립구감소증 및 골수 증식성 질환으로 이루어진 군에서 선택되는 질환을 치료하기 위한

것을 특징으로 하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성물.

청구항 9 

TC1(C8orf4) 유전자 또는 TC1(C8orf4) 단백질을 포함하는 세포에 시험물질을 접촉시키는 단계;

상기 시험물질을 접촉한 세포에서 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도를 측정하는 단계; 및 

대조구 시료와 비교하여 상기 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도가 감소한 시험물질을 선별하는 단계를

포함하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진제 스크리닝 방법.

공개특허 10-2015-0046708

- 3 -



청구항 10 

제9항에  있어서,  상기  TC1(C8orf4)  단백질의  발현  또는  활성  정도는  역전사  중합효소  연쇄반응(Reverse

Transcription-Polymerase  chain  Reaction,  RT-PCR),  효소면역분석법(ELISA),  면역조직화학,  웨스턴  블랏

(Western Blotting) 및 유세포 분석법(FACS)으로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나로 측정하는 것을 특징으

로 하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진제 스크리닝 방법.

청구항 11 

제9항에 있어서, 상기 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진제는 재생 불량성 빈혈, 악성 림프종 또는 백혈병, 만성 간

장애, 신부전, 중증 감염증, 골수 장애성 혈소판 감소증, 특발성 혈소판 감소성 자반병(ITP), 혈소판 무력증,

림프구감소증, 호중구감소증, 단핵구감소증, 과립구감소증 및 골수 증식성 질환으로 이루어진 군에서 선택되는

질환을 치료하기 위한 것을 특징으로 하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진제 스크리닝 방법.

청구항 12 

조혈작용(Hematopoiesis)이 촉진된 TC1(C8orf4) 유전자 결핍 마우스.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 조혈전구세포 및 조혈작용을 조절하는 유전자 TC1(C8orf4)의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

조혈작용(Hematopoiesis)은  잘  조직된  복합  공정으로  엄격한  조절하에서  이루어진다.  소량의  조혈모세포[0002]

(hematopoietic stem cells; HSC)로부터 다양한 여러 계통의 수많은 성숙 혈액 세포가 매일 생산되는데, 이는

내부적 요구 및 외부적 자극에 반응하는 것이다. 독립적으로 또는 조합에 의해 기능할 수 있는지에 따른 전사

인자 세트의 구분에 의해 각 계통으로의 분화가 조절된다. 또한, 골수 사이토카인은 조혈 조절에 있어서 위치적

으로 중요한 역할을 한다. 조혈모세포/조혈전구세포(hematopoietic stem/progenitor cells; HSPC) 및 조혈작용

의 조절은 여러 동물 생체 내(in vivo) 연구를 포함하는 생의학 분야에서는 매우 광범위하게 연구되었다. 하지

만, 복잡한 조절과정에 대한 이해는 한계가 있고, 여전히 많은 부분이 밝혀지지 않고 있다.  

TC1(C8orf4)은 척추동물의 유전자로서, 다른 종들 사이에서 잘 보존되어 있다. 제브라피시(zebrafish) 배아에서[0003]

는, 두 개의 상동체(homologues)가 각각 조혈세포 및 혈관에 연관되어 발현된다. TC1(C8orf4)은 여러 암과 관련

되어 있다. 복제수 변이는 급성 골수성 백혈병 및 여러 혈액암과 관련되어 있는데, 이는 조혈작용의 조절에 잠

재적인 역할을 하는 것으로 나타났다.  

TC1의 생물학적 기능이 밝혀지기 시작했는데, 이는 천연적으로 비정형 단백질(disordered protein)이고, 급격한[0004]

프로테아좀 분해(proteosomal degradation)을 겪는다. 열 충격, 세포 스트레스 및 IL-1β 및 TNF-α와 같은 염

증 사이토카인은 발현 및 핵 전좌(translocation)를 촉진한다. TC1은 암세포에서 Wnt/β-카테닌 신호전달을 향

상시킨다. 또한 염증 활성화를 유도하는 내피세포에서의 NF-kB 신호전달을 향상시킨다. 

생체 내(in vivo)에서의 생물학적 역할을 연구하기 위해서, 본 발명자들은 유전자-표적 마우스 라인을 제작하였[0005]

다. TC1은 조혈작용에 대한 신규 조절자인 것으로 밝혀졌다. 

   [0006]

한편, 한국공개특허 제2010-0062737호는 TC1 단백질 억제제를 유효성분으로 포함하는 동맥경화증 예방 및 치료[0007]

용 약학조성물에 관한 것으로, 보다 상세하게는 TC1 단백질은 동맥경화증에서 내피세포의 염증 조절제로서 중요

한 역할을 수행함으로써 TC1 단백질의 하향 조절에 의해 동맥경화증을 예방하거나 치료할 수 있을 뿐 아니라,

TC1 단백질의 발현 수준을 분석함으로써 동맥경화증 진단용 키트를 개발할 수 있고, 동맥경화증 치료제를 스크

리닝할 수 있다고 개시하고 있지만, 본원발명의 TC1(C8orf4) 단백질의 조혈전구세포 및 조혈작용의 조절 용도에

대한 언급은 없다.
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따라서, 본 발명자들은 TC1(C8orf4)-결핍 마우스를 제작하였고, 상기 TC1(C8orf4)-결핍 마우스의 혈구에서 백혈[0008]

구 세포, 특히 골수세포가 증가하고, 적혈구 세포도 소량 증가한다는 결과를 확인하였다. 또한, TC1(C8orf4)-결

핍 마우스는 라테신(latexin) 발현을 하향 조절한다는 것을 밝혀냈다. 따라서 TC1(C8orf4)은 조혈작용 억제 조

절자라는 사실을 확인하고 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본  발명의  목적은  TC1(C8orf4)  단백질  발현  또는  활성  억제제를  유효성분으로  포함하는  조혈작용[0009]

(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성물을 제공하는 데에 있다.

본 발명의 다른 목적은 TC1(C8orf4) 유전자 또는 TC1(C8orf4) 단백질을 포함하는 세포에 시험물질을 접촉시키는[0010]

단계; 상기 시험물질을 접촉한 세포에서 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도를 측정하는 단계; 및 대조

구 시료와 비교하여 상기 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도가 감소한 시험물질을 선별하는 단계를 포

함하는 조혈작용(Hematopoiesis) 촉진제 스크리닝 방법을 제공하는 데에 있다. 

본 발명의 또 다른 목적은 조혈작용(Hematopoiesis)이 촉진된 TC1(C8orf4) 유전자 결핍 마우스를 제공하는 데에[0011]

있다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 TC1(C8orf4) 단백질 발현 또는 활성 억제제를 유효성분으로 포함하는[0012]

조혈작용(Hematopoiesis) 촉진용 약학 조성물을 제공한다. 상세하게는 상기 TC1(C8orf4) 단백질은 서열번호 1로

표시된 것을 특징으로 한다(NCBI accession no. NP_064515.1). 한편, 상기 TC1(C8orf4) 유전자는 서열번호 2로

표시된 것을 특징으로 한다(NCBI accession no. NM_020130.4).

상세하게는, 상기 TC1(C8orf4) 단백질 발현 억제제는 TC1(C8orf4) 유전자의 mRNA에 상보적으로 결합하는 안티센[0013]

스 뉴클레오타이드, 작은 간섭 RNA(small interfering RNA; siRNA) 및 짧은 헤어핀 RNA(short hairpin RNA;

shRNA)로 구성된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하고, 상기 TC1(C8orf4) 단백질 활성 억제제는

TC1(C8orf4) 단백질에 특이적으로 결합하는 화합물, 펩티드, 펩티드 미메틱스, 앱타머, 항체 및 천연물로 구성

된 군으로부터 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 한다. 

상세하게는, 상기 조혈작용 촉진은 조혈전구세포(hematopoietic progenitor cells)의 증식 또는 분화를 촉진하[0014]

는 것을 특징으로 한다.

상세하게는, 약학 조성물은 라테신(latexin;  Lxn)의 발현을 하향 조절하는 것을 특징으로 하고, 상기 라테신[0015]

(latexin; Lxn)은 조혈전구세포의 음성조절자인 것을 특징으로 한다.

본 발명에서 용어 "안티센스 뉴클레오타이드"란 특정 mRNA의 서열에 상보적인 핵산 서열을 함유하고 있는 DNA[0016]

또는 RNA 또는 이들의 유도체를 의미하고, mRNA내의 상보적인 서열에 결합하여 mRNA의 단백질로의 번역을 저해

하는 작용을 한다.

본 발명에서 용어 "작은 간섭 RNA(small interfering RNA; siRNA)"는 RNA 방해 또는 유전자 사일런싱을 매개할[0017]

수 있는 핵산 분자를 의미한다. siRNA는 표적 유전자의 발현을 억제할 수 있기 때문에 효율적인 유전자 넉다운

방법으로서 또는 유전자치료 방법으로 제공된다.

본 발명에서 용어 "짧은 헤어핀 RNA(short hairpin RNA; shRNA)"는 목적유전자 siRNA 염기서열의 sense와 상보[0018]

적인 nonsense 사이에 3-10개의 염기 linker를 연결하는 올리고 DNA를 합성한 후 프라스미드 벡터에 클로닝하거
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나 또는 shRNA를 레트로바이러스인 렌티바이러스(lentivirus) 및 아데노바이러스(adenovirus)에 삽입하여 발현

시키면 loop가 있는 헤어핀 구조의 shRNA (short hairpin RNA)가 만들어지고 세포 내의 Dicer에 의해 siRNA로

전환되어 RNAi 효과를 나타내는 것을 말한다. 상기 shRNA는 siRNA에 비해 비교적 장기간 RNAi 효과를 나타낸다.

본 발명에서 용어 "펩티드 미메틱스(Peptide  Mimetics)"는 TC1(C8orf4) 활성을 이끄는 TC1(C8orf4)  단백질의[0019]

결합 도메인을 억제하는 펩티드 또는 비펩티드이다.

본 발명에서 용어 "앱타머(Aptamer)"는 그 자체로 안정된 삼차구조를 가지면서 표적분자에 높은 친화성과 특이[0020]

성으로 결합할 수 있는 특징을 가진 단일가닥 핵산(DNA, RNA 또는 변형핵산)이다. 앱타머는 고유의 높은 친화성

(보통 pM 수준)과 특이성으로 표적분자에 결합할 수 있다는 특성 때문에 단일 항체와 비교가 되고, 특히 "화학

항체"라고 할 만큼 대체 항체로서의 높은 가능성이 있다.

본 발명의 "항체"는 TC1(C8orf4) 주입을 통해 제조된 것 또는 시판되어 구입한 것이 모두 사용 가능하다. 또한,[0021]

상기 항체는 다클론 항체, 단클론 항체 및 에피토프와 결합할 수 있는 단편 등을 포함한다. 

다클론 항체는 상기 TC1(C8orf4)을 동물에 주사하고, 해당 동물로부터 채혈하여 항체를 포함하는 혈청을 수득하[0022]

는 종래의 방법에 의해 생산할 수 있다. 이러한 다클론 항체는 당업계에 알려진 어떠한 방법에 의해서든 정제될

수 있고, 염소, 토끼, 양, 원숭이, 말, 돼지, 소, 개 등의 임의의 동물 종 숙주로부터 만들어질 수 있다.

단클론 항체는 연속 세포주의 배양을 통한 항체 분자의 생성을 제공하는 어떠한 기술을 사용하여도 제조할 수[0023]

있다. 이러한 기술로는 이들로 한정되는 것은 아니지만 하이브리도마 기술, 사람 B-세포주 하이브리도마 기술

및 EBV-하이브리도마 기술이 포함된다.

또한, 상기 약학 조성물은 재생 불량성 빈혈, 악성 림프종 또는 백혈병, 만성 간 장애, 신부전, 중증 감염증,[0024]

골수 장애성 혈소판 감소증, 특발성 혈소판 감소성 자반병(ITP), 혈소판 무력증, 림프구감소증, 호중구감소증,

단핵구감소증, 과립구감소증 및 골수 증식성 질환으로 이루어진 군에서 선택되는 질환을 치료할 수 있지만, 이

에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 약학 조성물은 화학물질, 뉴클레오타이드, 안티센스, siRNA 올리고뉴클레오타이드 및 천연물 추출물[0025]

을 유효성분으로 포함할 수 있다. 본 발명의 조혈작용 촉진용 의약 조성물 또는 조혈작용 촉진 복합 제제는 유

효 성분 이외에 약제학적으로 적합하고 생리학적으로 허용되는 보조제를 사용하여 제조될 수 있으며, 상기 보조

제로는 부형제, 붕해제, 감미제, 결합제, 피복제, 팽창제, 윤활제, 활택제 또는 향미제 등의 가용화제를 사용할

수 있다. 본 발명의 조혈작용 촉진용 의약 조성물은 투여를 위해서 유효 성분 이외에 추가로 약제학적으로 허용

가능한 담체를 1 종 이상 포함하여 의약 조성물로 바람직하게 제제화할 수 있다. 액상 용액으로 제제화되는 조

성물에 있어서 허용 가능한 약제학적 담체로는, 멸균 및 생체에 적합한 것으로서, 식염수, 멸균수, 링거액, 완

충 식염수, 알부민 주사용액, 덱스트로즈 용액, 말토 덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올 및 이들 성분 중 1 성분

이상을 혼합하여 사용할 수 있으며, 필요에 따라 항산화제, 완충액, 정균제 등 다른 통상의 첨가제를 첨가할 수

있다. 또한 희석제, 분산제, 계면활성제, 결합제 및 윤활제를 부가적으로 첨가하여 수용액, 현탁액, 유탁액 등

과 같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 과립 또는 정제로 제제화할 수 있다. 

본 발명의 의약 조성물의 약제 제제 형태는 과립제, 산제, 피복정, 정제, 캡슐제, 좌제, 시럽, 즙, 현탁제, 유[0026]

제, 점적제 또는 주사 가능한 액제 및 활성 화합물의 서방출형 제제 등이 될 수 있다. 본 발명의 의약 조성물은

정맥내, 동맥내, 복강내, 근육내, 동맥내, 복강내, 흉골내, 경피, 비측내, 흡입, 국소, 직장, 경구, 안구내 또

는 피내 경로를 통해 통상적인 방식으로 투여할 수 있다. 본 발명의 의약 조성물의 유효성분의 유효량은 질환의

예방 또는 치료 요구되는 양을 의미한다. 따라서, 질환의 종류, 질환의 중증도, 조성물에 함유된 유효 성분 및

다른 성분의 종류 및 함량, 제형의 종류 및 환자의 연령, 체중, 일반 건강 상태, 성별 및 식이, 투여 시간, 투

여 경로 및 조성물의 분비율, 치료 기간, 동시 사용되는 약물을 비롯한 다양한 인자에 따라 조절될 수 있다. 이

에 제한되는 것은 아니나, 예컨대, 성인의 경우, 1일 1회 내지 수회 투여시, 본 발명의 저해제는 1일 1회 내지
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수회 투여시, 화합물일 경우 0.1ng/kg~10g/kg, 폴리펩타이드, 단백질 또는 항체일 경우 0.1ng/kg~10g/kg, 안티

센스 뉴클레오타이드, siRNA, shRNAi, miRNA일 경우 0.01ng/kg~10g/kg의 용량으로 투여할 수 있다. 

또한, 본 발명은 TC1(C8orf4) 유전자 또는 TC1(C8orf4) 단백질을 포함하는 세포에 시험물질을 접촉시키는 단계;[0027]

상기 시험물질을 접촉한 세포에서 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도를 측정하는 단계; 및 대조구 시료

와 비교하여 상기 TC1(C8orf4) 단백질의 발현 또는 활성 정도가 감소한 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는

조혈작용(Hematopoiesis) 촉진제 스크리닝 방법을 제공한다. 

바람직하게는  상기  TC1(C8orf4)  단백질의  발현  또는  활성  정도는  역전사  중합효소  연쇄반응(Reverse[0028]

Transcription-Polymerase  chain  Reaction,  RT-PCR),  효소면역분석법(ELISA),  면역조직화학,  웨스턴  블랏

(Western Blotting) 또는 유세포 분석법(FACS)으로 측정할 수 있지만, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 스크리닝 방법을 언급하면서 사용되는 용어 "시험물질"은 유전자의 발현량에 영향을 미치거나, 단백[0029]

질의 발현 또는 활성에 영향을 미치는지 여부를 검사하기 위하여 스크리닝에서 이용되는 미지의 후보 물질을 의

미한다. 상기 시료는 화학물질, 뉴클레오타이드, 안티센스-RNA, siRNA(small interference RNA) 및 천연물 추

출물을 포함하나, 이에 한정되는 것은 아니다.

또한, 본 발명은 조혈작용(Hematopoiesis)이 촉진된 TC1(C8orf4) 유전자 결핍 마우스를 제공하는데, 바람직하게[0030]

는 129 strain ES cell에 형질감염된 네오마이신R(neomycinR) 삽입 표적 구조체(construct)를 이용하여 제작되

었다. 특정 병원체 부재(specific pathogen-free; SPF) 동물 시설에서 C57BL/6 마우스와 10세대 동안 역교배하

여 제작할 수 있다.

발명의 효과

본 발명은 조혈전구세포 및 조혈작용을 조절하는 유전자 TC1(C8orf4)의 용도에 관한 것으로서, TC1(C8orf4)-결[0031]

핍 마우스를 제작하였고, 상기 TC1(C8orf4)-결핍 마우스의 혈구에서 백혈구 세포, 특히 골수세포가 증가하고,

적혈구 세포도 소량 증가한다는 결과를 확인하였다. 또한, TC1(C8orf4)-결핍 마우스는 라테신(latexin) 발현을

하향 조절한다는 것을 밝혀냈다. 따라서 TC1(C8orf4)는 조혈작용 억제 조절자로서 조혈 촉진용 약물 개발에 매

우 유용한 타겟으로 활용될 것으로 사료된다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 TC1-표적화 과정을 나타낸다. 야생형 유전자, 표적화 구조체 및 표적화된 유전자의 제한효소 지도를 나[0032]

타낸다. 서던 블랏(Southern blot) 분석에 사용된 프로브(probe)를 표시하였다. 상부 라인은 TC1의 야생형 유전

자의 구조 및 일부 제한효소 지도를 나타낸다. 중간 및 하부 라인은 표적화 구조체 및 표적화된 유전자의 예측

구조를 각각 나타낸다. 도 1b는 서던 블랏팅(Southern blotting)에 의한 TC1-표적화 마우스 스크리닝 결과를 나

타낸다. ScaI으로 처리된 마우스 꼬리 DNA를 이용하여, TC1
+/-
×TC1

+/-
 교배를 통한 새끼의 유전자형을 나타낸다.

8.5- 및 4.6-kb 밴드는 야생형 및 돌연변이 TC1(C8orf4) 형질을 각각 나타낸다.

도 2는 TC1
-/- 

마우스에서 혈액 세포가 증가된 것을 나타내는 결과이다. (a) 백혈구(white blood cell; WBC), 림

프구(lymphocytes;  Lym) 및 호중구(Neutrophils; Neut)의 수, (b) 전체 WBC 당 림프구 및 호중구의 백분율,

(c) 단핵구(monocytes; Mono) 및 호산구(eosinophils; Eos)의 수, (d) 대조군 및 TC1-결핍 마우스 유래 말초

혈액에서의 적혈구(red blood cells; RBC) 수, 평균 적혈구 용적(mean corpuscular volume; MCV), 평균 적혈구

헤모글로빈(mean  corpuscular  hemoglobin;  MCH),  적혈구 용적율(hematocrit;  HCT)  및 적혈구 분포 계수(red

cell distribution width; RDW). 데이터는 수컷 14 마리, 7-9 주령 TC1
-/- 

마우스와 성별- 및 나이-조합된 14 마

리 대조군 마우스로 5번 이상 독립적 실험을 통해 평균 ± s.d.로 나타냈다. *p<0.05; **p< 0.01; ***p< 0.001

도 3은 TC1이 골수 세포를 조절한다는 것을 나타낸다. (a) 야생형 및 TC1
-/- 

마우스에서 Cd11b 발현을 비교한 마

우스 혈액 단핵 세포의 대표적인 유세포 분석 결과이다. (b) 야생형 및 TC1
-/- 

마우스에서 Cd11b 및 F4/80 발현

을 비교한 마우스 혈액 단핵 세포의 대표적인 유세포 분석 결과이다. (c) 왼쪽: 마우스 혈액 단핵 세포(PBMC)에

공개특허 10-2015-0046708

- 7 -



서 Trem-1 발현을 qPCR로 분석한 결과이다. 데이터는 수컷 6 마리, 8 주령 TC1
-/- 

마우스와 성별- 및 나이-조합

된 6 마리 대조군 마우스로 3번 이상 독립적 실험을 통해 평균 ± s.d.로 나타냈다. 오른쪽: TC1-형질감염된

HL-60 세포 및 벡터-형질감염된 대조군에서의 TREM-1 발현을 qPCR로 분석한 결과이다. 발현 데이터는 3번 독립

적 실험을 통해 평균 ± s.d.로 나타냈다. (d) 1시간 동안의 지질다당체(lipopolysaccharide; LPS) 자극 유무

에 따른 TC1
-/- 

및 야생형 마우스 유래 혈액 호중구(Neutrophils)에서 산화-특이적 DHR123 형광 염료를 이용하여

측정된 상대적 활성산소종(reactive  oxygen species; ROS)의 대표적인 유세포 분석 결과이다. 어두운 부분은

LPS 자극이 없는 대조군을 나타낸다. *p<0.05; **p< 0.01. (e) 전기천공법(electroporation)을 이용한 HL-60

세포의 TC1-형질감염 결과이다. 전기천공법은 4mm cuvette을 이용하여 175V, 1000uF 조건에서 수행하였다. qPCR

측정 결과는 3번 독립적 실험을 통해 평균 ± s.d.로 나타냈다.  

도 4는 세포 내(In vitro) 콜로니-형성 단위(colony-forming unit; CFU) 분석 결과이다. TC1
-/- 

및 야생형 마우

스 유래 골수 세포를 메틸 셀룰로스 플레이트(methyl cellulose plates)에 배양하였고, 콜로니들은 현미경 하에

서 계수하였다. 데이터는 수컷 8 마리, 8 주령 TC1
-/- 

마우스와 성별- 및 나이-조합된 8 마리 대조군 마우스로 3

번 이상 독립적 실험을 통해 10
5
 배양된 세포 당 콜로니 수를 평균 ± s.d.로 나타냈다. (a) CFU-과립구-대식세

포(CFU-granulocyte-macrophage;  CFU-GM).  (b)  CFU-과립구-적혈구-단핵구-거핵구(granulocyte-erythroid-

monocyte-megakaryocyte; GEMM). (c) CFU-적혈구(CFU-erythroid; CFU-E). (d) 버스트-형성 단위-적혈구(Burst-

forming unit-erythroid; BFU-E). ***P < 0.001

도 5는 TC1-결핍 및 야생형 대조군 마우스 유래 대표적인 CFUs를 나타낸다. 골수 세포는 메틸 셀룰로스 플레이

트에서 배양되었고, 콜로니들은 역상 현미경 하에서 계수되었다.

도 6은 골수에서의 TC1 발현을 나타낸다. (a) 척추뼈(Vertebral bones)의 대표적인 조직학 이미지를 나타낸다.

(b) 야생형 마우스의 골수에서 TC1-양성 세포의 공초점 현미경 이미지를 나타낸다. DNA 염색은 Hoechst 33342를

사용하여 수행하였다. 흰색 스케일 바는 10um를 나타낸다. (c) 야생형 C57BL/6 마우스 유래 Lin
-
 골수 세포의

TC1, c-Kit 및 Sca-1 발현에 대한 대표적인 유세포 분석 결과이다. Gated TC1
+
Sca-1

hi
 (R1) 및 TC1

+
Sca-1

int
 (R2)

세포는 사이드-스캐터(side-scatter;  SSC)/포워드-스캐터(forward  scatter;  FSC)  및 Cd45/Sca-1  발현에 대해

각각  플롯팅하였다.  (d)  Lin
-
Sca-1

+
,  Lin

-
c-Kit

+
 및  총  Lin

-  
세포에서  TC1-발현  세포의  백분율을  계산한

결과이다. 데이터는 수컷 6 마리, 8 주령 C57BL/6 마우스로 3번 이상 독립적 실험을 통해 평균 ± s.d.로 나타

냈다. (e) C57BL/6 마우스 유래 Lin
-
 골수 세포의 Lxn, TC1 및 Sca-1 발현에 대한 대표적인 유세포 분석 결과이

다. Gated Lyn
+
TC1

-
 (Q1) 및 Lyn

+
TC1

+
 (Q2) 세포는 TC1/Scal-1 발현에 대해 각각 플롯팅하였다.

도 7은 TC1
-/-

 마우스의 골수에서 Lxn 발현 감소와 함께 HSPC 군이 확대되는 것을 나타낸 결과이다. (a) TC1
-/-

및 야생형 마우스 유래 계통-음성 세포의 c-Kit 및 Sca-1에 대한 대표적인 유세포 분석 결과이다. LSK 군의 총

Lin
- 
세포 당 백분율을 R1으로 표시하였다. (b) 2개의 대퇴골(femurs) 및 경골(tibias) 유래 마우스 당 총 LSK

세포의 수를 계산한 결과이다. 데이터는 수컷 4 마리, 6-7 주령 TC1
-/-  

마우스와 성별- 및 나이-조합된 4 마리

대조군 마우스로 2번 이상 독립적 실험을 통해 평균 ± s.d.로 나타냈다. (c)  Tc1
-/-  

및 야생형 마우스 유래

gated LSK 세포 (R1)의 CD150 및 CD48 발현에 대한 대표적인 유세포 분석 결과이다. (d) 대조군 및 TC1-녹아웃

마우스의 Lin
-
 분획에서의 Lxn 발현을 qPCR로 분석한 결과이다. 데이터는 수컷 6 마리, 9 주령 TC1

-/- 
마우스와

성별- 및 나이-조합된 6 마리 대조군 마우스로 3번 이상 독립적 실험을 통해 평균 ± s.d.로 나타냈다. *p<0.05

(e) TC1
-/- 

및 야생형 마우스 유래 gated LSK 세포 (R1)의 Lxn, c-Kit 및 Sca-1 동시-발현에 대한 대표적인 유세

포 분석 결과이다.

도 8은 조혈작용에 대한 주요 전사 인자의 발현에 대해 나타냈다. (a) TC1
-/- 

및 야생형 마우스의 전체 Lin
-
 세포

(왼쪽) 또는 분리된 Lin
-
Sca-1

+
 분획(오른쪽)에 있어서 Pu.1  발현에 대한 qPCR  분석결과이다. 데이터는 전체

Lin
-
 세포 분석에 대해서 수컷 6 마리, 8 주령 TC1

-/- 
마우스와 성별- 및 나이-조합된 6 마리 대조군 마우스로 3

번 이상 독립적 실험을 하였고, 분리된 Lin
-
Sca-1

+
 분획 분석에 대해서 수컷 10 마리, 8-9 주령 TC1

-/- 
마우스와
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성별- 및 나이-조합된 10 마리 대조군 마우스로 2번 이상 독립적 실험을 통해 각각 평균 ± s.d.로 나타냈다.

(b) Lin
-
 세포에서의 c-Myc 및 Ccnd1 발현에 대한 qPCR 분석결과이다. 데이터는 수컷 6 마리, 9 주령 TC1

-/- 
마

우스와 성별- 및 나이-조합된 6 마리 대조군 마우스로 3번 이상 독립적 실험을 통해 각각 평균 ± s.d.로 나타

냈다. (c) Lin
-
 세포에서의 Klf4 발현에 대한 qPCR 분석결과이다. 데이터는 수컷 6 마리, 9 주령 TC1

-/- 
마우스

와 성별- 및 나이-조합된 6 마리 대조군 마우스로 3번 이상 독립적 실험을 통해 각각 평균 ± s.d.로 나타냈다.

**p< 0.01; ***p< 0.001. (d) 및 (e) TC1
-/-  

및 야생형 마우스의 계통-음성 골수 세포의 qPCR 분석 결과이다.

(d) Cebp. (e) Gata-1. 데이터는 수컷 6 마리, 9 주령 TC1
-/- 

마우스와 성별- 및 나이-조합된 6 마리 대조군 마

우스로 3번 이상 독립적 실험을 통해 각각 평균 ± s.d.로 나타냈다.

도 9는 TC1
-/- 

및 야생형 마우스 유래 전체 골수 세포의 G-CSF, GM-CSF 및 M-CSF에 대한 qPCR 분석 결과이다. 데

이터는 수컷 6 마리, 9 주령 TC1
-/- 

마우스와 성별- 및 나이-조합된 6 마리 대조군 마우스로 3번 이상 독립적 실

험을 통해 각각 평균 ± s.d.로 나타냈다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다.  이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0033]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1 : TC1-결핍 마우스에서의 골수 세포 과형성 [0034]

1. 마우스 [0035]

TC1-결핍 마우스는 129 strain ES cell에 형질감염된 네오마이신R(neomycinR) 삽입 표적 구조체(construct)를[0036]

이용하여 제작되었다. 표적 TC1 유전자 및 단백질의 NCBI accession number는 NP_081207.1, NM_026931.2이다.

아산생명과학연구원(서울,  대한민국)의   특정  병원체  부재(specific  pathogen-free;  SPF)  동물  시설에서

C57BL/6 마우스와 10세대 동안 역교배하였다. 모든 동물 연구는 실험동물 사육 및 사용에 대한 가이드라인에 따

른 승인 후 수행되었다. 모든 실험에서, 7- 내지 9-주령 TC1-결핍 마우스와 성별- 및 나이-조합 대조군 마우스

를 사용하였다.

2. 말초 혈액 세포 분석[0037]

말초 혈액 샘플은 26 게이지 바늘과 혈액응고방지제로서 헤파린 나트륨(heparin sodium, Sigma Aldrich, St.[0038]

Louis, USA)이 함유된 1mL 실린지를 이용하여 하대 정맥(inferior vena cava) 천자(puncture)를 통해 마취시킨

마우스로부터 얻었다. 일반 혈액 검사(complete blood counts; CBC) 및 백혈구(white blood cell; WBC) 감별

계산은 아산병원 내 병리검사실에서 ADVIA 2120i Hematology System (Siemens Healthcare, Erlangen, German

y)을 사용하여 분석하였다. 혈액 도말(Blood  smears)을 하였고, diffQuick (Merck, Darmstadt, Germany)으로

염색하였다. 

3. 결과[0039]

TC1-결핍 마우스는 제작되었고(도 1a 및 도 1b), C57BL/6 마우스와 10세대 동안 역교배하였다. TC1-결핍 동형접[0040]

합체(homozygotes)는 특정 병원체 부재(specific pathogen-free; SPF) 환경 하에서 외부 또는 행동상 표현형에

특별한 차이 없이 잘 자랐다. 하지만, 혈액학적 프로파일은 현저하게 변했다. 

백혈구(white blood cell; WBC) 감별 계산에 따른 일반 혈액 검사(complete blood counts; CBC)에서, 나이- 및[0041]

성별-조합된 야생형 대조군과 비교하여 총 WBC는 다 자란 TC1-결핍 마우스에서 평균 56.3% 증가했다(p<0.001,

도 2a). 호중구(Neutrophils)는 야생형 대조군 평균에 비해 2.8 배나 크게 증가하였다. 또한, 림프구는 평균

44.1% 증가하였다. 하지만, 총 WBC 내의 림프구 백분율은 대조군과 비교해서 11.1% 더 감소하였는데(p<0.001,
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도 2b), 이는 호중구(neutrophils), 단핵구(monocytes) 및 호산구(eosinophils)가 더 급격히 증가했다는 것을

나타낸다(도 2a, c). 

총 적혈구(red blood cells; RBC)는 대조군과 비교하여 TC1-결핍 마우스에서 평균 6.86% 증가하였다(p<0.001,[0042]

도  2d).  하지만,  평균  적혈구  용적(mean  corpuscular  volume;  MCV)  및  평균  적혈구  헤모글로빈(mean

corpuscular  hemoglobin;  MCH)은  상당히  감소하였고,  적혈구  용적율(hematocrit;  HCT)은  변화가  없었다(도

2d). 평균 적혈구 헤모글로빈 농도(mean corpuscular hemoglobin concentration; MCHC) 역시 변화가 없었다.

RBC의 크기 차이 정도를 나타내는 적혈구 분포 계수(red cell distribution width; RDW)는 대조군보다 TC1-결

핍 마우스에서 더 높았다(도 2d). 상기 결과는 TC1-결핍 마우스의 RBCs 크기가 더 작고, 크기에 있어 변화가 더

많다는 것을 나타낸다.   

실시예 2 : 기능적으로 활성화된 TC1-결핍 마우스 내의 골수세포[0043]

1. 유세포 분석[0044]

단일 세포 현탁액을 얼음에 차갑게 만든 FACS buffer (5% FBS 포함된 PBS)에 녹여 제조하였고, 분석 당 1ug의[0045]

항체와 함께 10
6
 세포 이상으로 하여 FACSCantoII (Becton Dickinson, San Jose, CA) 유세포 분석기로 분석하였

다. FITC-접합 항-Cd11b, PE-접합 F4/80 (BD Pharmingen, San Jose, CA), FITC-접합 Sca-1, PE-접합 c-Kit,

APC-Cy7-접합 Cd45 (BioLegend, San Diego, CA) 및 Alexa Fluor 647-접합 Pu.1 (Cell Signaling Technology,

Danvers,  MA)이  사용되었다.  세포  내  염색을  위해,  세포들을  Cytofix/Cytoperm  kit  (BD  Biosciences,  San

Jose, CA)을 사용하여 4℃, 20분 동안 고정시켰다.  Alexa Fluor 594-접합 항-rabbit IgG (Life Technologies,

Calsbad, CA) 또는 PerCP-접합 항-rabbit IgG 2차 항체 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)는 항-

TC1 (anti-TC1, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)에 대해 사용되었고, PerCP-접합 항-goat IgG 2차

항체(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)는 항-Lxn (Everest Biotech, Oxfordshire, UK)에 대해 사용

되었다. FACSDiva software (BD) 및 FlowJo (Tree Star)는 데이터 수집 및 분석을 위해 각각 사용되었다.

2. 호중구에서의 활성 산소종 측정[0046]

마우스 전체 혈액 100ul는 최종 부피 600ul이 되도록 Hank's Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma-Aldrich,[0047]

St.  Louis,  MO)과  혼합하였고,  37℃,  5분  동안  수조에서  미리  따뜻하게  하였다.  다하이드로로다민

123(Dihydrorhodamine123; DHR123, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 및 지질다당체(lipopolysaccharide; LPS,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)는 100ng/ml 농도로 첨가되었다. 세포들은 60분 동안 수조에서 반응시켰고, 반

응을 중단시키기 위해서 얼음으로 옮겨 10분 동안 두었다. 세포들은 425xg, 5분 동안 원심분리시켰고, 1ml RBC

lysis buffer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)를 첨가하였으며, 적혈구(erythrocyte) 용해를 위해 얼음에서 유

지시켰다. 세포들은 HBSS로 두번 씻어냈고, 0.5% 포름알데히드(formaldehyde)가 포함된 300ul FACS 고정 용액으

로  재현탁하였다.  상대적인  로다민(rhodamine)  형광  세기를 측정하기  위해서,  세포들을 유세포  분석기(FL-1

channel with 488-nm Laser)에 의해 분석하였다.

3. 정량 RT-PCR[0048]

Trizol  reagent  (Invitrogen,  Carlsbad,  CA)를  사용하여  총  RNA를  추출하였고,  cDNA는  Premium  reverse[0049]

transcriptase (Thermo Scientific, Marietta, OH)를 사용하여 합성하였다. 연속적인 형광을 검출할 수 있는

thermal cycler ABI PRISM
®
 7000 Sequence Detection System (ABI, Foster city, CA) 및 SYBR

®
 Green real-

time PCR master mix (Toyobo, Osaka, Japan)를 사용하여 정량 PCR을 수행하였다. 내부 대조군으로 β-액틴을

사용하여 3번 반복하여 측정하였다. PCR 프라이머의 서열은 표 1과 같다.

공개특허 10-2015-0046708

- 10 -



표 1

[0050] Genes sequences (5' to 3') Amplicon

Forward Reverse (bp)

Human ACTB GGCACCCAGCACAATGAAG

(서열번호3)

GCCGATCCACACGGAGTACT

(서열번호4)

67

TC1 CAAGCCATCATCATGTCCAC

(서열번호5)

GTTGCCCACGGCTTTCTTAC

(서열번호6)

86

PU.1 GACACGGATCTATACCAACGCC

(서열번호7)

CCGTGAAGTTGTTCTCGGCGAA

(서열번호8)

145

TREM-1 AAGGAGCCTCACATGCTGTT

(서열번호9)

CACAGTTCTGGGGCTGGTAT

(서열번호10)

160

Mouse Actb GATCATTGCTCCTCCTGAGC

(서열번호11)

ACATCTGCTGGAAGGTGGAC

(서열번호12)

83

Ccnd-1 CCCAACAACTTCCTCTCCT

(서열번호13)

TCCAGAAGGGCTTCAATCTG

(서열번호14)

110

Cebpα TTACAACAGGCCAGGTTT

(서열번호15)

CTCTGGGATGGATCGATT

(서열번호16)

232

Flt3l CGCTGGATAGAGCAACTGAAGA

(서열번호17)

TGTTGGTCTGGACGAATCGCAG

(서열번호18)

138

Gata-1 ACTGTGGAGCAACGGCTA

(서열번호19)

TTCCTCGTCTGGATTCCA

(서열번호20)

301

G-CSF ATGCCGAAGGCTTCCCTG

(서열번호21)

AGGAGACCTTGGTAGAGG

(서열번호22)

98

GM-CSF AACCTCCTGGATGACATG

(서열번호23)

AAATTGCCCCGTAGACCC

(서열번호24)

133

TC1 ACCAGCATGTCCTCGTCTCT

(서열번호25)

ATGTTGCCCACAGCTTTCTT

(서열번호26)

89

Klf4 CTATGCAGGCTGTGGCAAAACC

(서열번호27)

TTGCGGTAGTGCCTGGTCAGTT

(서열번호28)

150

Lxn GCCTGCGGTTATGTAATGTGGC

(서열번호29)

CTGCGATGCAATGTCGTGGAGT

(서열번호30)

144

M-CSF GCCTCCTGTTCTACAAGT

(서열번호31)

ACTGGCAGTTCCACCTGT

(서열번호32)

125

Myc AGTGCTGCATGAGGAGACAC

(서열번호33)

GGTTTGCCTCTTCTCCACAG

(서열번호34)

103

Pou5f1 CAGCAGATCACTCACATCGCC

(서열번호35)

GCCTCATACTCTTCTCGTTGGG

(서열번호36)

128

Pu.1 TACCAACGTCCAATGCATGA

(서열번호37)

GCTGGGGACAAGGTTTGATA

(서열번호38)

302

Sox2 AACGGCAGCTACAGCATGATGC

(서열번호39)

CGAGCTGGTCATGGAGTTGTAC

(서열번호40)

138

Trem-1 TTTCCTCTCCTGGTCTTGGA

(서열번호41)

TCATCCAAATGTCCTCTTTGTG

(서열번호42)

155

4. TC1-형질감염된 HL-60 세포[0051]

인간 전골수성 백혈병(promyelocytic leukemia) 세포주 HL-60은 10% FBS, 100U/ml 페니실린 및 100ug/ml 스트[0052]

렙토마이신(Gibco,  Carlsbad,  CA)이  첨가된  RPMI  배지에서  37℃,  5%  CO2  조건에서  배양되었다.  패시지

(passages) 4-8의 세포를 사용하여 실험을 수행하였다. 낮은 수준의 발현을 위하여, HL-60은 TC1를 포함하는

pCAGGS 포유류 발현 벡터(Addgene, Cambridge, MA)로 형질감염되었다. 1x10
7
의 HL-60 세포는 지수성장기에 수확

되었고, Gene Pulser Electroporation buffer (Bio-Rad, Hercules, CA)에 재현탁되었다. 세포들은 DNA와 함께

혼합되었고, Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems (Bio-Rad, Hercules, CA)의 4mm cuvette을 이용하

여 175V, 1000uF 조건으로 충격을 주었다. 
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5. 통계 처리[0053]

모든 측정 결과는 평균 +/- s.d로 나타냈다. 통계 분석은 SPSS version 20 (SPSS Inc., Chicago, IL)에 의한[0054]

two-tailed t -tests로 수행하였다.

  [0055]

6. 결과[0056]

본 발명의 결과는 TC1이 주로 골수세포에서의 조혈작용에 대한 조절자라고 밝혀졌다. 유세포 분석결과, 넓은 범[0057]

위의  골수세포  마커인,  Cd11b의  발현이  야생형  대조군과  비교하여  TC1
-/-

 마우스의  혈액  단핵  세포(blood

mononuclear cells)에서 증가되었는데(도 3a), 이는 골수 조절에 대한 TC1의 역할을 뒷받침한다. Cd11b-양성 세

포는 TC1
-/-

 마우스에서 수가 증가하였으나, 형광 세기는 야생형 대조군과 유사하게 나타났다. 또한, Cd11b 및

대식세포/단핵구 마커인 F4/80을 동시에 발현하는 세포도 유사하게 증가하였다(도 3b). 

본 발명자들은 TC1-결핍 마우스에서 WBCs가 기능적으로 활성화되는지 확인하였다. Trem-1은 활성화된 호중구[0058]

(neutrophils)  및 단핵구에서 선택적으로 발현되고 염증 반응에서 증폭되는 Ig  수퍼패밀리 그룹 수용체이다.

qPCR 분석에 따른 Trem-1의 발현은 대조군과 비교하여 TC1
-/-

 마우스의 혈액 단핵 세포에서 상향-조절되는데(도

3c), 이는 정상 조건 하의 야생형 상대만큼이나 기능적으로 활성화되어 있다는 것을 나타낸다. 조혈 세포 내

TREM-1  발현에 대한 TC1의 역할을 확인하기 위해서,  인간 전골수성 백혈병(promyelocytic  leukemia)  세포주

HL-60을 TC1  발현 벡터를 사용하여 일시적으로 형질감염시켰다. HL-60  세포는 배양 조건하에서는 최소한으로

TC1을 발현했다. 전기천공법(electroporation) 24시간 후에, 형질감염된 TC1은 HL-60 세포 내에서 잘 발현되었

다(도  3e).  TREM-1은  TC1-형질감염된  HL-60  세포에서  벡터-형질감염된  대조군에  비해  하향-조절되었는데(도

3c), 이는 TC1이 골수 세포 활성을 조절하는데 잠재적인 역할을 한다는 것을 나타낸다.

호중구(neutrophils)는  활성화에  따라  활성  산소종(reactive  oxygen  species;  ROS)을  기하급수적으로[0059]

발현한다. 본 발명자들은 산화-특이적 형광 염료인 DHR123을 사용하여 TC1
-/-  

및 야생형 마우스의 호중구에서

ROS  생성을  측정하였다.  60분  동안  박테리아  지질다당체(lipopolysaccharide;  LPS)를  이용하여  활성화시킨

결과, TC1
-/-

 마우스 내의 호중구는 ROS를 대조군 마우스만큼 생성하였는데(도 3d), 이는 TC1-결핍 마우스의 골

수 세포가 기능적으로 활성화되어 있다는 것을 뒷받침한다. 

실시예 3 : TC1-결핍 마우스에서 콜로니 형성 단위(CFU)의 증가[0060]

1. 골수세포 분리[0061]

골수 샘플은 6- 내지 8-주령 TC1-결핍 마우스와 성별- 및 나이-조합된 대조군 마우스로부터 준비되었다. 골수[0062]

세포는 26  게이지 바늘을 이용하여 대퇴골(femurs)  및 경골(tibias)로부터 얻었고,  100-um  nylon  mesh  (BD

Biosciences, San Jose, CA)의 세포 여과기(strainer)을 통하여 여과하였다. 단핵세포는 Ficoll-Plaque Plus

density  solution  (GE  Healthcare,  Piscataway  Township,  NJ)으로  분리하였다.  계통-음성  분획(lineage-

negative  fractions)을  얻기 위해서,  Ter119,  Gr-1,  CD11b,  CD41,  CD3e  및 B220을  포함하는 Lineage  Cell

Depletion Kit (Miltenyi Biotec, Gladbach, Germany)을 이용하여 분리된 단핵세포로부터 성숙 조혈 세포를 제

거하였다.  HSC  마커들로는,  FITC-접합  Sca-1  (D7)  및  PE-접합 c-Kit  (2B8)에 대한 항체들이 사용되었다(BD

Pharmingen, San Jose, CA). FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA) 유세포 분석기를 이용하여, Lin
-

Sca-1
+
 세포는 Sca-1 염색된 Lin

-
 분획으로부터 분리되었다.

2. 콜로니-형성 단위 분석[0063]

콜로니  형성  분석을  위해,  2%  FBS가  첨가된  Iscove's  Modified  Dulbecco's  Medium(Life  Technologies,[0064]

Carlsbad, CA)을 사용하여 씻어낸 대퇴골(femurs) 및 경골(tibias)에서 골수 세포를 얻었다. 8-주령 TC1-결핍
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마우스와 성별- 및 나이-조합된 대조군 마우스 유래 골수 세포로 각 실험을 수행하였다. 3번의 독립적인 실험을

2번  반복하여  수행하였고,  듀얼-챔버  슬라이드에서  배양하였다.  각  실험에  있어서  제조사의  지시에  따라

(StemCell  Technologies,  Vancouver,  BC,  Canada),  CFU-GM,  CFU-GEMM  및 BFU-E  분석을 위해 재조합 마우스

SCF, rmIL-3, 재조합 인간 IL-6 및 rhEpo가 포함된 조건에서 MethoCult GF M3434의 35-mm dish cell에 4x10
4

세포를 배양하였고, CFU-E 분석을 위해 rhEpo가 포함된 조건에서 MethoCult M3334에 2x10
5
 세포를 배양하였다.

37℃, 5% CO2 및 95% 습도 조건에서 CFU-E 분석을 위해서는 배양 2일 후에, CFU-GM, CFU-GEMM 및 BFU-E 분석을

위해서는 7-12일 후에 현미경을 이용하여 콜로니들을 계수하였다. 

3. 결과[0065]

TC1은 인간 및 마우스에서 체계적으로 발현되지만, 혈액 백혈구(leukocytes)에서의 발현은 노던(Northern) 및/[0066]

또는 닷 블랏(dot blot)으로 쉽게 검출할 수는 없다. 이에 비해, 인간 골수 및 제브라피시 배아에서 개발된 조

혈세포에서는 발현을 확인할 수 있다. 본 발명자들은 TC1-결핍 마우스에서의 골수세포 과형성이 골수에서의 조

혈 활성 향상을 나타내는 것인지 메틸 셀룰로오스(methyl cellulose) 플레이트에서의 콜로니 형성 단위(colony

forming unit; CFU) 분석을 통해 알아보았다.

CFU-과립구-대식세포(granulocyte-macrophage;  GM)  및  CFU-과립구-적혈구-단핵구-거핵구(granulocyte-[0067]

erythroid-monocyte-megakaryocyte; GEMM)는 TC1
-/-
 마우스에서 야생형 대조군에 비해 각각 3배 및 2배 더 증가

하였다(도 4a,b 및 도 5).  또한, CFU-E도 TC1
-/-

 마우스에서 상당히 증가하였으나(도 4c),  CFU-GM 또는 CFU-

GEMM  만큼은  아니었다.  CFU-E  보다  상부  계층에서  적혈구  조혈  활성을  나타내는  버스트-형성  단위(Burst-

forming unit;BFU)-E는 대조군에 비해 증가하지 않았다(도 4d). 따라서, 본 발명의 결과는 TC1이 마우스에서 조

혈 작용의 조절자로서 역할을 수행한다는 것을 뒷받침한다. 

실시예 4 : 원시 조혈세포에서의 TC1 특이적 발현[0068]

1. 골수 조직[0069]

가공 및 파라핀 포매(paraffin embedding) 전에, 척추뼈(Vertebral bones)는 10% 완충된 포르말린(formalin)에[0070]

고정하였고, 석회질을 제거하였다. 조직 절편을 만들었고, H&E로 염색하였다.   

2. 공초점 면역형광 현미경[0071]

공초점 현미경 분석을 위해, PBS에 현탁된 1.2x10
5
의 세포들을 유리 슬라이드에 도말하고, 1,000rpm으로 1분 동[0072]

안 세포원심분리하였다. 사이토스핀(Cytospin)된 슬라이드를 상온에서 공기-건조하였고, 100% 메탄올에 -20℃,

10분 동안 고정하였다. 세포들은 항-TC1 항체 (1:50 희석)를 사용하여 3시간 동안 면역염색되었다. PBS로 세척

후에, Alexa Fluor 594-접합 항-rabbit IgG 2차 항체를 1:200으로 희석하여 1시간 동안 반응시켰다. Hoechst

33342 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)을 사용하여 핵 염색을 수행하였다. inverted zeiss LSM 710 confocal

microscopy (Carl Zeiss, Thornwood, NY)을 사용하여 세포들을 관찰하였다.

3. 결과[0073]

TC1-결핍 마우스의 골수는 야생형 대조군과 유사한 정상 세포질, 조성 및 골 형성을 나타냈다(도 6a). 본 발명[0074]

자들은 야생형 C57BL/6 마우스의 골수에서 TC1의 정상적인 발현을 관찰하였다. TC1 mRNA은 골수 단핵 세포에서

낮게 발현되었다. 면역 형광 현미경 분석 결과, TC1은 주로 원시 골수 세포에서 여러 염색 세기로  발현되었다

(도 6b). 형태에 있어서는 조혈모세포와 일치하는, 지름 6-8um의 원형 핵과 적은 세포질을 가진 골수세포에서는

세포질 과립 염색은 거의 보이지 않았다(도 6b 상단). 크기가 큰 미분화세포는 약한 핵 염색 뿐만 아니라 강한

세포질 염색도 나타냈다(도 6b 하단). 암세포에서 다양한 세포 자극에 따른 TC1의 핵 전좌(translocation)는 이
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미 보고되어 있다. 또한, 링-형태의 핵을 가진 세포는 야생형 마우스의 골수에서도 면역염색되었다. 링-형태의

핵을 가진 골수 세포는 마우스에서 보고되었으나 인간에서는 보고되지 않았다. 분절핵(segmented nuclei)을 가

진 분화된 골수 세포는 대부분 면역염색되지 않았다.   

실시예 5 : Sca-1, c-Kit 및 Lxn을 동시에 발현하는 TC1-양성 골수 세포[0075]

TC1의 발현은 C57BL/6 마우스 골수의 계통-음성 세포에서 유세포 분석기를 이용하여 더 연구되었다. TC1-발현[0076]

세포는 빈도가 낮은 것으로 나타났는데(도 5c),  이는 전체 계통 음성 세포의 1%  미만으로 보여진다(도 5d).

TC1
+
 세포의 대부분은 c-Kit 및/또는 Sca-1을 동시-발현하는데(도 5c), 이는 대부분이 HSPC 군에 속한다는 것을

뒷받침한다. 흥미롭게도, Lin
-
TC1

+
 군은 2개의 다른 서브그룹인 Sca-1

hi
 및 Sca-1

int
으로 구성되는데, 이는 Sca-1

발현 수준에 따라 달라진다(도 5c). 스캐터 플롯팅(scatter plotting)에 의하면, TC1
+
Sca-1

hi
 세포는 TC1

+
Sca-

1
int

 세포에 비해 포워드(forward)- 및 사이드(side)-스캐터가 덜 나타나는 경향이 있는데, 이는 TC1
+
Sca-1

hi
 세

포의  평균  크기가  더  작다는  것을  보여준다.  TC1
+
Sca-1

hi
 세포는  Cd45를  발현하는데,  이는  내피전구세포

(endothelial progenitor cells) 또는 초소형 배아 유사(very small embryonic-like; VSEL) 세포와 같은 비조

혈 원시 골수 세포에 비해 HSPC에 더 많이 속한다는 것을 뒷받침한다.

그 후,  본 발명자들은 HSPC의 음성 조절자인 라테신(latexin;  Lxn)과 TC1의 발현을 함께 조사하였다. Lxn은[0077]

Lin
-
 세포의 소수 부분에서 발현되었는데, 이는 많은 소집단이 TC1을 동시-발현한다는 것이다(도 5e). Lxn

+
TC1

-

세포가 아닌 Lxn
+
TC1

+
 세포는 Sca-1를 높은 빈도로 발현하였는데, 이는 TC1이 Lin

-
Lxn

+
 세포 중 Sca-1

+
 조혈 세

포에 있어 특이적으로 발현된다는 것을 나타낸다.  또한,  TC1/Sca-1  플롯에 의하면(도  5c),  Lxn
+
TC1

+
 세포는

Sca-1
hi
 및 Sca-1

int
 소집단으로 이루어졌는데(도 5e), 이는 TC1, Lxn 및 Sca-1을 모두 발현하는 HSPC이라는 것

을 나타낸다. 역으로, TC1
+
Sca-1

hi
 및 TC1

+
Sca-1

int
 세포는 Lxn을 높은 빈도로 발현시켰다.

실시예 6 : TC1-결핍 마우스에서 HSPC 군의 확대 및 HSPC에서 Lxn을 조절하는 TC1[0078]

본 발명자들은 Lin
-
c-Kit

+
Sca-1

+
 (LSK)  세포군을 조사하였는데, 이는 TC1

-/-
 및 야생형 마우스에서 전형적으로[0079]

HSPC인 것으로 나타났다.  TC1
-/-

 마우스의 계통-음성 골수 세포에 있어서, c-Kit
+
Sca-1

+
 이중 양성군은 야생형

대조군에 비해 명백하게 확대되었는데(도 7a), 이는 생체 내(in vivo) HSPC 상에서 TC1이 조절자 역할을 한다는

것을 뒷받침한다. 계산된 마우스 전체 LSK 세포의 수는 대조군 보다 TC1
-/-  

마우스에서 상당히 높았다(도 7b).

본 발명자들은 CD150 및 CD48 항체를 이용하여 LSK 세포의 부분 모집단(subpopulation)을 분석하였다. gated

LSK  세포에서, CD150
-
CD48

+
 세포는 비례하여 확대된 반면, CD150

+
CD48

-
/CD150

+
CD48

+
/CD150

-
CD48

-  
세포는 그렇지

않았는데, 이는 Tc1
-/-

 마우스에서 확대된 상기 세포군이 HSC 또는 다분화능 전구세포(multipotent progenitor;

MPP) 수준이라기보다는 대다수가 계통제한 조혈전구세포(lineage restricted hematopoietic progenitor cells)

수준이라는 것을 나타낸다(도 7c). TC1-결핍 마우스 및 야생형 대조군에 있어서, Lin
-
c-Kit

+
Sca-1

+
 세포군에서의

Lxn의 발현이 분석되었다. TC1
-/-

 마우스의 Lin
-
c-Kit

+ 
및 Lin

-
Sca-1

+ 
세포에서는 Lxn-발현군이 크게 감소하였다.

qPCR  분석 결과,  Lxn  발현은 대조군에 비하여 TC1
-/-

 마우스의 계통-음성 골수 세포에서 상당히 낮았는데(도

7d), 대조군 마우스 내, Lin
-
c-Kit

+
 및 Lin

-
Sca-1

+
 세포의 많은 분획들에서 Lxn이 발현되었다(도 7e). 이는 Lxn

발현에 대한 TC1-의존적 조절 작용을 뒷받침하는 것이다. 따라서, 상기 결과는 HSPC 조절에 있어서, Lxn이 TC1

의 하위 조절자라는 것을 뒷받침한다.
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실시예 7 : TC1-결핍 마우스에서의 조혈 전사 조절자들[0080]

본 발명자들은 TC1-결핍 마우스의 골수에서 계통 분화에 관여하는 주요 전사 조절자들의 발현에 대해 조사하였[0081]

다. 유세포 분석을 통해 측정한, LSK 세포에서 골수세포형성(myelopoiesis)과 관련된 전사 조절자인 Pu.1의 발

현은 TC1
-/-
 및 야생형 마우스 사이에 큰 변화가 없었다. qPCR 결과, TC1

-/-
 마우스로부터 분리된 Lin

-
Sca-1

+
 세포

뿐만 아니라 전체 계통-음성 세포에서도 Pu.1  발현은 야생형 마우스 대조군에 비해 하향-조절되었다(도 8a).

PU.1 발현은 TC1-형질감염된 HL-60 세포에서도 벡터-형질전환된 대조군에 비해 크게 변하지 않았다. 또한 qPCR

결과, 골수세포형성(myelopoiesis)에 또 다른 주요 조절자인 Cebpα도 TC1
-/-
 마우스의 계통-음성 골수 세포에서

대조군에 비해 약간 하향-조절되었다(p<0.07)(도 8d). 따라서, 상기 결과는 TC1-결핍 마우스에서의 골수세포 과

형성이 Pu.1 또는 Cebpα의 기능이 상향 조절되어 나타나는 것이 아니라는 것을 뒷받침한다. 적혈구 세포 운명

에 관여하는 주요 조절자인 Gata-1의 발현은 TC1
-/-
 마우스에서 상향-조절되는 것으로 나타났으나, 그 차이에 통

계학적 유의성은 없었다(도 8e). 

Wnt 신호전달은 HSPC 및 조혈작용의 조절에 보통 필요하다. TC1은 암세포에서 Wnt/β-카테닌(catenin) 신호전달[0082]

을 조절한다. Wnt 신호전달의 전형적인 하위 유전자인 c-Myc 및 cyclin d1(Ccnd1)의 발현을 qPCR을 이용하여 조

사하였다.  c-Myc는  TC1
-/-

 마우스의 계통-음성 골수 세포에서 대조군에 비해 상향-조절되었다(도 8b).  또한,

Ccnd1은 일정하게 상향-조절되었으나, 그 차이에 통계학적 유의성은 없었다. 세포 증식에 있어 c-Myc 및 Ccnd1

의 필요성을 고려해 볼 때, TC1-결핍 마우스에서의 HSPC 확대가 Wnt 신호전달의 잠재 조절자 역할을 할 것으로

나타났다. TC1은 형질전환된 상피세포에서 Wnt 신호전달을 상향-조절하였다. 이는 Wnt 신호전달에 대한 TC1-매

개 조절이 세포 문맥(cell context)에 의존적이라는 것을 나타낸다. 

또한, c-Myc는 만능줄기세포(pluripotent stem cells; PSC)의 조절에 관여한다. qPCR 결과, PSC의 또 다른 조[0083]

절자인 Klf4는 야생형 대조군에 비해 TC1
-/-

 마우스의 Lin
-
 세포에서 상향-조절되었다(도 8c). 그러나, Sox2 및

Pou5f1(Oct4로 알려짐)의 발현은 반복적인 qPCR 분석에서도 분명하게 검출되지는 않았는데, 이는 TC1-의존 줄기

세포 조절이 골수 조혈 세포에 특이적이라는 것을 나타낸다.

실시예 8 : 골수에서의 사이토카인 발현[0084]

1. 사이토카인 분석[0085]

사이토카인 분석 염색은 이전에 보고한 대로 수행하였다(J. Immunol. 183, 3996-4002 (2009)). 추출된 골수 세[0086]

포는 serum-free RPMI 1640 (Gibco, Carlsbad, CA) media로 상온에서 10분 동안 조심스럽게 씻어냈다. 그 후,

300xg에서 세포 원심분리에 의해 배지를 회수하였다. Bradford 분석에 의해 측정된 250ug의 총 단백질을 제조사

의 지시에 따라 마우스 사이토카인 분석 (Raybiotech, Norcross, GA)에 사용하였다.

2. 결과[0087]

조혈 계통 결정(Hematopoietic lineage commitment)은 콜로니 자극 인자(colony stimulating factors; CSF)를[0088]

포함하는 사이토카인에 의해 크게 영향을 받는다. 골수에서 다양한 사이토카인의 발현을 사이토카인 분석을 이

용하여 측정하였다. 대조군 마우스와 비교하여 TC1
-/-

 마우스에서 발현된 사이토카인은 큰 차이가 없었다. 과립

구-CSF(Granulocyte-CSF; G-CSF) 및 과립구/단핵구-CSF(granulocyte/monocyte-CSF; GM-CSF)는 사이토카인 분석

에 의해 검출 가능한 수준으로 발현되지 않았다. 총 골수 세포의 qPCR 분석에 따르면, G-CSF, GM-CSF 또는 단핵

구-CSF(monocyte-CSF; M-CSF)의 발현은 야생형 대조군과 비교하여 TC1
-/-

 마우스에서 차이를 보이지 않았다(도

9).

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서 이러한[0089]
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구체적인 기술은 단지 바람직한 구현 예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다.

따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 등가물에 의하여 정의된다고 할 것이다.

도면

도면1a

도면1b
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도면2
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도면3
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도면4
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도면5
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도면6
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도면8
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도면9

서 열 목 록

<110>    University of Ulsan Foundation For Industry Cooperation

<120>    Use of the TC1(C8orf4) gene regulating hematopoietic progenitor cells and hematopoiesis

<130>    ADP-2014-0117

<160>    42

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    106

<212>    PRT

<213>    Homo sapiens

<400>    1

Met Lys Ala Lys Arg Ser His Gln Ala Ile Ile Met Ser Thr Ser Leu

  1               5                  10                  15 

Arg Val Ser Pro Ser Ile His Gly Tyr His Phe Asp Thr Ala Ser Arg

             20                  25                  30 

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

         35                  40                  45 

Glu Arg Leu Phe Arg Asn Ser Gly Asp Lys Lys Ala Glu Glu Arg Ala

     50                  55                  60 

Lys Ile Ile Phe Ala Ile Asp Gln Asp Val Glu Glu Lys Thr Arg Ala

 65                  70                  75                  80 
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Leu Met Ala Leu Lys Lys Arg Thr Lys Asp Lys Leu Phe Gln Phe Leu

                 85                  90                  95 

Lys Leu Arg Lys Tyr Ser Ile Lys Val His

            100                 105    

<210>    2

<211>    321

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    2

atgaaagcaa agcgaagcca ccaagccgtc atcatgtcca cgtcgctacg agtcagccca         60

tccatccatg gctaccactt cgacacagcc tctcgtaaga aagccgtggg caacatcttt        120

gaaaacacag accaagaatc actagaaagg ctcttcagaa actctggaga caagaaagca        180

gaggagagag ccaagatcat ttttgccata gatcaagatg tggaggagaa aacgcgtgcc        240

ctgatggcct tgaagaagag gacaaaagac aagcttttcc agtttctgaa actgcggaaa        300

tattccatca aagttcactg a                                                  321

<210>    3

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ACTB forward primer

<400>    3

ggcacccagc acaatgaag                                                      19

<210>    4

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ACTB reverse primer

<400>    4

gccgatccac acggagtact                                                     20

<210>    5

<211>    20

<212>

    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HESIR forward primer

<400>    5

caagccatca tcatgtccac                                                     20

<210>    6

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HESIR reverse primer

<400>    6

gttgcccacg gctttcttac                                                     20

<210>    7

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PU.1 forward primer

<400>    7

gacacggatc tataccaacg cc                                                  22

<210>    8

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PU.1 reverse primer

<400>    8

ccgtgaagtt gttctcggcg aa                                                  22

<210>    9

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TREM-1 forward primer

<400>    9

aaggagcctc acatgctgtt                                                     20

<210>    10

<211>    20
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TREM-1 reverse primer

<400>    10

cacagttctg gggctggtat                                                     20

<210>    11

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Actb forward primer

<400>    11

gatcattgct cctcctgagc                                                     20

<210>    12

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Actb reverse primer

<400>    12

acatctgctg gaaggtggac                                                     20

<210>    13

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Ccnd-1 forward primer

<400>    13

cccaacaact tcctctcct                                                      19

<210>    14

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Ccnd-1 reverse primer

<400>    14

tccagaaggg cttcaatctg                                                     20
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<210>    15

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cebp alpha forward primer

<

400>    15

ttacaacagg ccaggttt                                                       18

<210>    16

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Cebp alpha reverse primer

<400>    16

ctctgggatg gatcgatt                                                       18

<210>    17

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Flt3l forward primer

<400>    17

cgctggatag agcaactgaa ga                                                  22

<210>    18

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Flt3l reverse primer

<400>    18

tgttggtctg gacgaatcgc ag                                                  22

<210>    19

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Gata-1 forward primer
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<400>    19

actgtggagc aacggcta                                                       18

<210>    20

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Gata-1 reverse primer

<400>    20

ttcctcgtct ggattcca                                                       18

<210>    21

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    G-CSF forward primer

<400>    21

atgccgaagg cttccctg                                                       18

<210>    22

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    G-CSF reverse primer

<400>    22

aggagacctt ggtagagg                                                       18

<210>    23

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GM-CSF forward primer

<400>    23

aacctcctgg atgacatg                                                       18

<210>    24

<211>    18

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GM-CSF reverse primer

<400>    24

aaattgcccc gtagaccc                                                       18

<210>    25

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hesir forward primer

<400>    25

accagcatgt cctcgtctct                                                     20

<210>    26

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Hesir reverse primer

<400>    26

atgttgccca cagctttctt                                                     20

<210>    27

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Klf4 forward primer

<400>    27

ctatgcaggc tgtggcaaaa cc                                                  22

<210>    28

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Klf4 reverse primer

<400>    28

ttgcggtagt gcctggtcag tt                                                  22

<210>    29
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<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Lxn forward primer

<400>    29

gcctgcggtt atgtaatgtg gc                                                  22

<210>    30

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Lxn reverse primer

<400>    30

ctgcgatgca atgtcgtgga gt                                                  22

<210>    31

<211

>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    M-CSF forward primer

<400>    31

gcctcctgtt ctacaagt                                                       18

<210>    32

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    M-CSF reverse primer

<400>    32

actggcagtt ccacctgt                                                       18

<210>    33

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Myc forward primer

<400>    33
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agtgctgcat gaggagacac                                                     20

<210>    34

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Myc reverse primer

<400>    34

ggtttgcctc ttctccacag                                                     20

<210>    35

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Pou5f1 forward primer

<400>    35

cagcagatca ctcacatcgc c                                                   21

<210>    36

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Pou5f1 reverse primer

<400>    36

gcctcatact cttctcgttg gg                                                  22

<210>    37

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Pu.1 forward primer

<400>    37

taccaacgtc caatgcatga                                                     20

<210>    38

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Pu.1 reverse primer
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<400>    38

gctggggaca aggtttgata                                                     20

<210>    39

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Sox2 forward primer

<400>    39

aacggcagct acagcatgat gc                                                  22

<210>    40

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Sox2 reverse primer

<400>    40

cgagctggtc atggagttgt ac                                                  22

<210>    41

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Trem-1 forward primer

<400>    41

tttcctctcc tggtcttgga                                                     20

<210>    42

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Trem-1 reverse primer

<400>    42

tcatccaaat gtcctctttg tg                                                  22
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