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본 발명은 줄기세포에서 심근세포로의 분화 모니터링을 위한 재조합 발현벡터에 관한 것으로, 구체적으로 심근세

포 특이적 발현을 유도하는 프로모터 및 이와 작동가능하게 연결된 리포터 유전자를 포함하는 심근세포로의 분화

모니터링용 재조합 발현벡터 및 이를 이용한 심근세포로의 분화 모니터링 방법에 관한 것이다.

본 발명에 따르면 줄기세포가 심근세포계통으로 분화되었는가를 탐지할 수 있는 심근세포 특이 프로모터 서열에

리포터유전자가 부착된 발현벡터들을 구축할 수 있으며, 구축된 발현벡터를 줄기세포로 도입한 후 5-아자시티딘

처리에 의해 심근세포로 분화를 유도하고, 이어 리포터유전자의 발현이 심근세포로 분화된 세포에서만 발현되어

짐을 면역염색법에 의해 입증함으로써, 줄기세포가 심근세포계통으로 분화되었는가를 탐지할 수 있음을 확인하였

다.

대 표 도 - 도3
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특허청구의 범위

청구항 1 

심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터 및 이와 작동가능하게 연결된 리포터 유전자를 포함하는 심근세포로

의 분화 모니터링용 재조합 발현벡터.

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터는 서열번호 1을 갖는 마우스 미오신 경쇄 2v

프로모터, 서열번호 2를 갖는 래트 미오신 경쇄 2v 프로모터 또는 서열번호 3의 심근 트로포닌I 프로모터인 것

을 특징으로 하는 재조합 발현벡터.

청구항 3 

제 1항에 있어서, 상기 리포터 유전자는 녹색형광단백질(green  fluorescence  protein),  청색형광단백질(blue

fluorescence  protein),  황색형광단백질(yellow  fluorescence  protein)  및 적색형광단백질(red  fluorescence

protein)의 유전자로 구성된 군으로부터 선택된 것을 특징으로 하는 재조합 발현벡터.

청구항 4 

제 1항에 있어서, 상기 발현벡터는 도 3의 개열지도를 갖는 pDsRed-Express-1/mMLC, 도 4의 개열지도를 갖는

pDsRed-Express-1/rMLC, 도 5의 개열지도를 갖는 pEGFP-1/cTn-1 및 도 6의 개열지도를 갖는 pDsRed-Express-

1/cTn-1으로 구성된 군으로부터 선택된 것을 특징으로 하는 재조합 발현벡터.

청구항 5 

제 1항에 따른 재조합 발현벡터가 형질도입되어 심근세포로의 분화 시 리포터 유전자가 발현되는 골수유래 중간

엽 줄기세포.

청구항 6 

하기 단계들을 포함하는 심근세포로의 분화를 모니터링하는 방법:

a) 중간엽 줄기세포를 준비하는 단계;

b) 제 1항에 따른 재조합 발현벡터를 상기 준비된 줄기세포에 형질도입 시키는 단계; 및

c) 상기 형질도입된 줄기세포에서 리포터 유전자의 발현 여부를 확인하는 단계.

청구항 7 

서열번호 4 및 5를 갖는 마우스 미오신 경쇄 2v 프로모터를 증폭하기 위한 프라이머 세트.

청구항 8 

서열번호 6 및 7을 갖는 래트 미오신 경쇄 2v 프로모터를 증폭하기 위한 프라이머 세트.

청구항 9 

서열번호 8 및 9를 갖는 심근 트로포닌I 프로모터를 증폭하기 위한 프라이머 세트.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 줄기세포에서 심근세포로의 분화를 모니터링하는 재조합 발현벡터에 관한 것으로, 더욱 구체적으로<1>

심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터 및 이와 작동가능하게 연결된 리포터 유전자를 포함하는 심근세포

로의 분화 모니터링용 재조합 발현벡터 및 이를 이용한 심근세포의 분화를 모니터링하는 방법에 관한 것이다.
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    배 경 기 술

본 발명에 의해 개발된 심근세포 특이 프로모터에 기반한 분화 모니터링 시스템은 기내에서 심근세포로의 분화<2>

연구에 이용될 수 있을 뿐만 아니라 분자영상 기술을 적용하면 생체내로 이식된 세포의 분화 추적을 위해 유용

하게 사용될 수 있다.

본 발명은 심근세포로 분화된 세포만을 모니터링할 수 있는 시스템을 구축하기 위해 심근세포 특이적 프로모터<3>

에 리포터유전자가 부착된 발현벡터를 구축하고, 구축된 발현벡터의 작용 특이성을 마우스 골수로부터 분리한

Sca-1+ 중간엽 줄기세포내로 도입 후에 검증하는 기술 개발에 관한 것이다.

심근경색을 비롯한 심장질환은 미국과 유럽을 비롯한 서구에서뿐 아니라 우리나라에서도 식습관의 변화, 운동<4>

부족, 고령화 사회로의 진입에 따른 노년층의 증가 등으로 인해 심혈관계 질환에 의한 사망자수가 급격히 증가

하는 추세에 있다. 그러나 궁극적인 치료 방법인 약물 요법 및 심장이식은 비용 및 공여자의 한계로 제약을 받

고 있는 실정이다. 최근 성인의 골수를 비롯한 성체 조직에서도 다양한 세포 계통으로 분화할 수 있는 성체 줄

기세포가 존재한다는 연구 결과가 보고 되면서 줄기세포를 이용한 심혈관질환의 치료 가능성에 대한 관심이 고

조되고 있고, 실제 동물모델 및 임상에서 시도되어 손상된 심장조직의 재생 및 심기능이 개선되었다는 긍정적인

연구 결과가 보고 되고 있다.

심혈관질환의 세포 치료는 Tomita S 등(1999, Circulation 00:11247-11256)이 쥐의 골수에서 분리한 중간엽 줄<5>

기세포를 심근 경색모델 동물내로 이식한 후 심장 기능이 개선되었다는 첫 동물 실험 결과 이후 Lin-/c-kit+인

조혈모 줄기세포 (Orlic D 등, Nature 2001, 410:701-705), 조혈모 줄기세포 특성을 나타내는 사이드 파퓨레이

션(side population) 세포(Jackson KA 등 2001, J. Clin Invest 107:1395-1402) 및 CD34+인 혈관 내피 전구세

포(Kocher AA 등 2001, Nature Med 7:430-636) 등과 같은 다양한 줄기세포를 심혈관 질환 모델동물내로 이식한

후 이식된 세포가 심근세포, 혈관내피세포 및 혈관평활근세포 등으로 분화하고, 혈관의 생성과 증식, 좌심실 기

능의 개선이 이루어졌다는 희망적인 연구 결과들이 많은 동물 실험을 통해 입증되고 있다.

골수 간엽 줄기세포를 이용한 첫 임상실험은 Strauer BE 등(2002, Circulation 106:1913-1918)이 10명의 환자<6>

를 대상으로 자가 골수 간엽세포를 심근 경색부위의 동맥을 통하여 이식한 후 세포 이식 요법을 받은 환자들이

대조군에 비해 경색 부위가 감소하였고, 경색 지역에서 혈류 속도의 증가 및 좌심실의 기능이 개선되었다고 보

고한 이후 자가 골수 간엽줄기세포 및 자가 혈액 전구세포 (Assmus B 등 2002, Circulation 106:3009-3017),

자가 골격근아세포 (skeletal myoblast, Menasche 등 2001, Lancet 357:279-280) 등을 이식한 후 좌심실의 기

능이  개선되었으며,  경색된  심장에서의  대사  작용이  증진되었다고  보고하고  있다.  최근에는  싸이토카인(G-

CSF)을 주사하여 심혈관질환자의 골수로부터 말초혈액으로 가동화된 단핵구세포를 회수한 후 이식하였을 때 좌

심실의 수축력과 운동 능력 등이 개선되었다고 보고하고 있다(Kang HJ 등 2004, Lancet 363:751-756). 

그러나, 자가 골격근아세포를 이식한 후 이식한 세포와 주변세포와의 전기생리적인 연결의 부재에 의한 부정맥<7>

발생 보고와 G-CSF 투여 후 세포 이식한 환자에서 스텐트-관동맥 재협착이 발견되었다는 보고 등으로 인해 줄기

세포를 이용한 심장 질환의 치료 효과와 함께 안전성에 대한 연구의 필요성이 제기되고 있는 실정이다.

최근 심혈관 질환 모델동물 내로 골수유래 조혈모 줄기세포를 이식하였을 때 초기 연구보고와는 달리 심근세포<8>

로 분화하지 않고 혈액세포계통으로만 분화하여 혈관신생성에 의한 심장 기능의 개선은 이루어지나 심근세포로

의 교차분화(transdifferentiation)는 이루어지지 않는다는 주장이 제기되고 있다(Balsam LB 등 2004, Nature

428:668-673). 또한, 일부 연구진에서는 줄기세포가 심근세포로 분화하는 비율은 극히 미미하고 심장내에 존재

하는 심근세포와 이식된 줄기세포와의 세포융합(cell fusion)에 의해 심근세포로 분화된 것처럼 보인다고 주장

하고 있다(Nygren JM 등 2004, Nat Med 10:494-501). 한편, 동물모델에서 줄기세포 이식 후 이식한 세포가 혈

관이나 심근세포로 분화하는 비율은 극히 미미하고, 이식된 세포에서 분비된 인자들에 의해 손상받은 심장 내의

세포들의  생존성,  증식  및  분화가  촉진되어  심장  기능의  개선이  이루어진다는  패러크라인  효과(paracrine

effect)와 관련된 연구보고들도 많은 상황이다.

심혈관 질환의 세포치료 효과가 미미한 상황임에도 불구하고 줄기세포 연구의 중요성을 인식하고 생명공학 및<9>

의학 분야의 선진국에서는 정부 차원에서 주도적으로 줄기세포 연구에 관한 경제적, 정치적, 법률적 측면에서

지원을 아끼지 않고 있다. 심혈관질환의 줄기세포 치료시장 규모는 2010년 38억 달러에서 2015년 59억 달러에

이를 것으로 전망되고 있으며(A Jain PharmaBiotech Report 2005), 미국의 심장질환 분야 줄기세포 연구 잠재적

수혜 대상 및 규모는 5,800만 명으로 예상되고 있다(D. Perry 2000, "Patients' Voices: The powerful Sound

in the Stem Cell Debate", Science 287:1423). 줄기세포 치료 분야는 바이오벤처를 중심으로 상업화임상이 활
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발히 진행되고 있고 최근에는 다국적 제약기업이 벤처간의 인수, 합병을 통한 세포 치료분야에 진출하고 있는

실정이다.

따라서 심혈관질환의 세포 치료가 임상에 적용되기 위해서는 세포 이식후 심기능의 개선과 더불어 이식된 세포<10>

의 생존성, 운명, 분화, 이동성, 종양세포로의 분화 가능성 등 효능과 안전성을 확보하는 기술 개발이 당업계에

요구된다.

이에 본 발명에서는 심혈관 질환의 세포치료를 위해 이식된 줄기세포가 기능적인 심근 세포로 분화하는가를 기<11>

내 및 생체 내에서 모니터링하는 기술을 개발함으로써 논란이 되고 있는 교차분화, 세포융합과 관련한 기술적

인 문제를 해결하고 줄기세포 치료의 효능 및 안전성 확보에 기여하고자 한다.

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

따라서, 본 발명의 주된 목적은 심혈관 질환의 세포치료를 위해 이식된 줄기세포가 기능적인 심근세포로 분화하<12>

였는지의 여부를 확인할 수 있는 심근세포로의 분화 모니터링용 재조합 발현벡터를 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 재조합 발현벡터를 이용한 심근세포 분화 모니터링 방법을 제공하는데 있다.<13>

        과제 해결수단

본 발명의 한 양태에 따르면, 본 발명은 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터 및 이와 작동가능하게 연결<14>

된 리포터 유전자를 포함하는 심근세포로의 분화 모니터링용 재조합 발현벡터를 제공한다.

본 발명에서, 상기 발현벡터는 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터(promoter) 및 이와 작동가능하게 연<15>

결된 리포터 유전자(reporter gene)가 삽입 또는 도입될 수 있는 벡터를 의미한다. 또한 상기 리포터 유전자는

심근세포 특이적 프로모터에 작동 가능하게 연결될 수 있으며, 상기 작동 가능하게 연결된 리포터 유전자 서열

과 프로모터 서열은 선택 마커 및 복제 개시점(replication origin)을 같이 포함하고 있는 하나의 발현 벡터 내

에 포함될 수 있다.

상기 “작동 가능하게 연결(operably linked)”된다는 것은 적절한 유전자 서열이 프로모터 서열에 결합될 때<16>

유전자 발현을 가능하게 하는 방식으로 연결된다는 것을 의미한다. 따라서 상기 발현벡터는 전사를 실시하기 위

한 프로모터, 전사를 조절하기 위한 임의의 오퍼레이터 서열, 코딩서열의 인프레임(in frame)을 맞추기 위한 서

열, 적합한 mRNA 리보좀 결합 부위를 코딩하는 서열 및 전사/해독의 종결을 조절하는 서열을 포함할 수 있다.

본 발명에서, 상기 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터는 심근세포에서 특이적으로 발현하는 마커 단백<17>

질들의 프로모터, 즉 이들 프로모터에 전사인자가 결합하여 심근세포 특이적 단백질을 발현시킬 수 있는 프로모

터를 의미한다.

본 발명에서는 래트 미오신 경쇄-2v에 상응하는 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모터 영역을 확보하기 위하여 래트<18>

미오신 경쇄-2v 프로모터 서열과 마우스 유전자은행의 정보(NT_078458.5)를 토대로 염기서열의 상보성을 확인한

결과 래트 염기서열에 약 90%의 일치성을 나타내는 327 bp 크기의 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모터 영역을 선정

하였다. 리포터유전자로의 클로닝을 고려하여 특정한 제한효소 서열을 포함하는 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모

터 고유의 프라이머 쌍을 제작하여 마우스 게놈 DNA를 주형으로 하여 PCR에 의해 증폭한 후 TA 클로닝 벡터에

동정하였다(도 1 및 2). 염기서열 검정을 통하여 유전자은행에 보고된 서열과 동일한 프로모터 영역이 정확하게

클로닝되었음을 확인하였다. 다음 단계로 TA 클로닝 벡터내로 동정된 327 bp 크기의 마우스 미오신 경쇄-2v 프

로모터를 리포터유전자를 갖고 있는 pDsRed-Express-1 내로 클로닝한 후 제한효소 처리에 의해 클로닝 방향 및

크기를 확인하였다(도 3).

본 발명에서, 심근세포 분화를 반영할 수 있는 래트 미오신 경쇄-2v 프로모터 영역을 기존 연구 보고와 래트 유<19>

전자은행(GenBank #RNU26708)의 정보를 토대로 하여 리포터유전자로의 클로닝을 고려하여 특정한 제한효소 서열

을 포함하는 고유의 프라이머 쌍을 제작하여 게놈 DNA를 주형으로 하여 PCR에 의해 증폭한 후 TA 클로닝 벡터에

동정하였다(도 1 및 2). 또한, 염기서열 검정을 통하여 유전자은행에 보고된 서열과 동일한 프로모터 영역이 정

확하게 클로닝 되었음을 확인하였다. 다음 단계로 TA 클로닝 벡터내로 동정된 309 bp 크기의 래트 미오신 경쇄-

2v 프로모터를 리포터유전자인 DsRed를 포함하지만 벡터자체의 프로모터를 갖고 있지 않는 pDsRed-Express-1 내

로 클로닝한 후 제한효소 처리에 의해 클로닝 방향 및 크기를 확인하였다(도 4).
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심근세포 분화를 반영할 수 있는 심근 트로포닌-I 프로모터 영역을 기존 연구보고와 마우스 유전자은행의 정보<20>

(#NT_039413.7)를 토대로 하여 리포터유전자로의 클로닝을 고려하여 특정한 제한효소 서열을 포함하는 고유의

프라이머 쌍을 제작하여 게놈 DNA를 주형으로 하여 PCR에 의해 증폭한 후 TA 클로닝 벡터에 동정하였다(도 1 및

2). 또한, 염기서열 검정을 통하여 유전자은행에 보고된 서열과 동일한 프로모터 영역이 정확하게 클로닝되었음

을 확인하였다. 다음 단계로 TA 클로닝 벡터내로 동정된 388 bp 크기의 심근 트로포닌-I 프로모터를를 리포터

유전자인  EGFP와  DsRed를  포함하지만  벡터자체의  프로모터를  갖고  있지  않는  벡터  (pEGFP-1  또는  pDsRed-

Express-1)내로 클로닝한 후 제한효소 처리에 의해 클로닝 방향 및 크기를 확인하였다(도 5 및 도 6).

본 발명의 재조합 발현벡터에 있어서, 상기 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터는 줄기세포에서 심근세<21>

포로 분화 시에만 특이적인 어떠한 유전자의 프로모터일 수 있으나, 바람직하게는 서열번호 1을 갖는 마우스 심

근 미오신 경쇄 2v 프로모터, 서열번호 2를 갖는 래트 심근 미오신 경쇄 2v 프로모터 또는 서열번호 3을 갖는

마우스 심근 트로포닌I 프로모터인 것을 특징으로 한다.

본 발명에서, 상기 리포터 유전자는 유전자가 전사되어 번역된 단백질을 in vivo 또는 in vitro에서 확인할 수<22>

있는 어떠한 리포터 유전자도 될 수 있으나, 바람직하게는 형광단백질을 코딩하는 리포터 유전자가 발현된 단백

질의 유무를 별도의 과정을 거치지 않고 확인할 수 있어서 좋다.  상기 형광단백질의 예로서 녹색형광단백질

(green fluorescence protein, GFP), 청색형광단백질(CFP), 황색형광단백질(YFP) 또는 적색형광단백질(DsRed)

등이 있다. 녹색형광단백질은 에쿠오레아 빅토리아(Aequorea Victoria)라는 발광 해파리에서 유래하였고, 이를

유전공학적으로 돌연변이시켜 다른 여기 및 방출파장을 갖도록 조작된 청색(CFP), 황색(YFP), 적색(DsRed) 형광

단백질 등이 사용될 수 있다. 본 발명의 바람직한 실시예 2에서는 형광단백질로 녹색형광단백질 EGFP(enhanced

GFP)를, 실시예 3에서는 적색형광단백질 DsRed를 각각 사용하였는데 EGFP 유전자의 염기서열(GenBank Accession

No U55761)과 DsRed 유전자의 염기서열(GenBank Accession No AF506025)은 당업계에서 잘 알려져 있다. 적색형

광단백질 DsRed는 558 ㎚에서 최고의 여기파장(excitation)과 583 ㎚에서 최고의 방출파장(emission)을 나타내

고, 녹색형광단백질 GFP는 488 ㎚에서 최고의 여기파장과 507 ㎚에서 최고의 방출파장을 나타낸다. 이러한 형광

단백질의 유전자를 리포터 유전자로서 이용하는 경우 면역염색 또는 공초점 현미경 등을 이용하는 방법을 사용

함으로써, 줄기세포에서 혈관내피세포로의 분화를 세포를 죽이지 않고도 (또는 비침습적으로) 쉽게 모니터링 할

수 있다.

본 발명의 재조합 발현벡터에 있어서, 상기 리포터 유전자는 유전자가 전사되어 번역된 단백질을 in vivo 또는<23>

in  vitro에서  확인할  수  있는  어떠한  리포터  유전자일  수  있으나,  녹색형광단백질(green  fluorescence

protein,  GFP),  청색형광단백질(blue  fluorescence  protein,  BFP),  황색형광단백질(yellow  fluorescence

protein, YFP) 및 적색형광단백질(red fluorescence protein, RFP)의 유전자로 구성된 군으로부터 선택된 것이

바람직하다. 본 발명에 사용된 EGFP 유전자의 염기서열(GenBank Accession No. U55761)과 DsRed 유전자의 염기

서열(GenBank Accession No. AF506025)은 당업계에서 잘 알려져 있다. 상기 적색형광단백질 DsRed는 558 ㎚에

서 최고의 여기파장(excitation)과 583 ㎚에서 최고의 방출파장(emission)을 나타내고, 녹색형광단백질 GFP는

488 ㎚에서 최고의 여기파장과 507 ㎚에서 최고의 방출파장을 나타낸다. 이러한 형광단백질의 유전자를 리포터

유전자로서 이용하는 경우 면역염색 또는 공초점 현미경 등을 이용하는 방법을 사용함으로써, 줄기세포에서 심

근세포로의 분화를 세포를 죽이지 않고도 (또는 비침습적으로) 쉽게 모니터링 할 수 있다.

본 발명의 재조합 발현벡터에 있어서, 상기 발현벡터는 도 3의 개열지도를 갖는 pDsRed-Express-1/mMLC, 도 4의<24>

개열지도를 갖는 pDsRed-Express-1/rMLC, 도 5의 개열지도를 갖는 pEGFP-1/cTn-1 및 도 6의 개열지도를 갖는

pDsRed-Express-1/cTn-1으로 구성된 군으로부터 선택된 것이 바람직하다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 상기 재조합 발현벡터가 형질도입되어 심근세포로의 분화 시 리포터<25>

유전자가 발현되는 골수유래 중간엽 줄기세포를 제공한다.

상기 재조합 발현벡터를 숙주 세포에 도입하는 방법으로는, 염화칼슘 (CaCl2) 및 열쇼크 (heat shock) 방법, 입<26>

자 총 충격법 (particle gun bombardment), 실리콘 탄화물 위스터 (Silicon carbide whiskers), 초음파 처리

(sonication),  전기천공법  (electroporation)  및  PEG  (polyethylenglycol)에  의한  침전법  등을  사용할  수

있다. 

상기 본 발명의 재조합 발현벡터가 도입된 줄기세포는 세포치료를 필요로 하는 환자에 이식한 후, 이식된 줄기<27>

세포가 심근세포로의 분화가 어느 정도 진행되었는지를 확인하는데 이용될 수 있다. 이를 위해서 상기 재조합

발현벡터가 도입된 줄기세포는 심혈관 질환 환자의 심장 부위에 직접 투여 또는 이식할 수 있으며, 심장 조직의
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혈관을 이용하여 이식할 수 있다. 동물의 경우, 꼬리 정맥내로 줄기세포를 주입 후 손상 받은 심장에서 분비되

는 가동화 반응(예를 들면 가장 잘 알려진 세포 가동화인자인 SDF-1 분자가 손상 받은 심장에서 고농도로 발현

되면 SDF-1의 수용체인 CXCR4를 발현하는 골수, 말초혈액 등으로부터 줄기세포가 손상 받은 심장내로 이동하여

손상된 조직의 재생에 관여한다는 가설)의 확인을 위한 연구에도 이용할 수 있다. 또한 줄기세포의 생착율을 증

진시키기 위하여 다양한 봉매제(embedding materials), 예컨대 sodium alginate, hyaluronic acid, collagen

등과 줄기세포를 복합체로 형성시킨 후 이를 이용할 수 있다. 상기 재조합 발현벡터가 도입된 줄기세포를 환자

에 이식한 후, 혈액이나 극소량의 조직 샘플을 채취하여 이식된 세포의 분화 진행 여부 및 정도를 확인할 수 있

다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 하기 단계들을 포함하는 심근세포로의 분화를 모니터링하는 방법을<28>

제공한다:

a) 중간엽 줄기세포를 준비하는 단계;<29>

b) 상기 본 발명의 재조합 발현벡터를 상기 준비된 줄기세포에 형질도입 시키는 단계; 및<30>

c) 상기 형질도입된 줄기세포에서 리포터 유전자의 발현 여부를 확인하는 단계.<31>

본 발명의 심근세포로의 분화를 모니터링 방법에 있어서, 상기 a)단계에서 중간엽 줄기세포를 준비하는 방법으<32>

로서, 본 발명에서는 중간엽 줄기세포의 특징적 마커 부재로 인한 줄기세포 연구의 제한점을 해결하기 위하여

중간엽 줄기세포를 고순도로 분리할 수 있는 특정한 마커인 Sca-1를 사용하였다. 종래 보고 된 쥐, 동물 및 인

간 유래 골수 중간엽 줄기세포는 CD29+, CD44+, CD90+이고, 조혈모세포 마커인 CD34-, CD45-는 발현하지 않는

것으로 보고 되고 있으나, 세포 표면 단백질의 발현에 대한 상이성이 보고 되는 등 완전히 확립되지 않고 있다.

비록 CD29, CD44, CD90과 같은 세포 표면 단백질이 중간엽 줄기세포에 양성을 나타내지만, 이들 마커들은 조혈

모세포를 분리하는 데 있어서 많이 이용되고 있는 CD34, CD117, CD133과 같은 특징적인 마커들과는 달리 일반세

포에서도 세포 접촉, 인지 등과 관련하여 발현되는 것으로 보고 되고 있다. 따라서 본 발명에서는 골수세포를

분리한 후 세포용기에 부착된 세포들의 세포 표면 특성을 파악한 후 골수 중간엽 줄기세포를 순도 높게 분리할

수 있는 특정한 세포 표면 마커로서, Sca-1을 마커로서 사용하였다.

본 발명에서, 상기 c)단계의 리포터 유전자의 발현 여부를 확인하는 과정은 상기 리포터 유전자 예컨대, 형광단<33>

백질의 발현 여부를 면역염색 또는 공초점 현미경 등으로 확인함으로써 줄기세포에서 심근세포로의 특이적 분화

를 모니터할 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 4 및 5를 갖는 마우스 미오신 경쇄 2v 프로모터를 증폭하기<34>

위한 프라이머 세트를 제공한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 6 및 7을 갖는 래트 미오신 경쇄 2v 프로모터를 증폭하기<35>

위한 프라이머 세트를 제공한다.

본 발명의 다른 양태에 따르면, 본 발명은 서열번호 8 및 9를 갖는 심근 트로포닌I 프로모터를 증폭하기 위한<36>

프라이머 세트를 제공한다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하기로 한다. 이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위한<37>

것이므로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

실시예 1. Sca-1+ 골수 중간엽 줄기세포의 고순도 분리 및 세포 표면 특성 분석<38>

1-1. 골수 세포의 분리<39>

마우스 대퇴골로부터 주사기를 사용하여 관류함으로써 내부의 골수세포를 분리한 후 70 μm 세포 메쉬를 사용하<40>

여  조직파편  등을  제거하고  개개의  분리된  세포만을  회수하였다.  골수  세포는  DMEM(Dulbecco's  Modified

Eagle's Media) + 10% 우태아혈청 + 100 U/ml 페니실린, 100 μg/ml 스트렙토마이신 배지를 사용하여 0.1% 젤

라틴 코팅된 세포용기(10cm)에서 3일 동안 배양하였다. 배양 3일후에 세포용기에 부착되지 않은 세포를 제거하

기 위하여 배양액을 교환한 후 세포밀도가 배양 용기의 80% 이상 될 때 까지 6-7일간 더 배양하였다.

1-2. 자석 활성법에 의한  Sca-1+ 골수 중간엽 줄기세포의 분리<41>

세포 배양 용기에 부착된 골수 세포에서 Sca-1+ 골수 중간엽 줄기세포는 자석 활성법을 사용하여 분리하였다.<42>
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구체적으로 계대배양 3회 후에 골수세포를 PE-결합된 Sca-1 항체(D7 단일클론항체, BD Pharmingen, San Diego,

CA, USA)와 15분 동안 4℃에서 반응, 세정액(PBS + 0.5% BSA + 2mM EDTA)으로 세정, 항-PE 미크로비드(anti-PE

microbeads, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Germany)와 15분 동안 4℃에서 반응, 세정액으로 세정

후  자석활성법  칼럼(Miltenyi  Biotec  GmbH,  Bergisch  Gladbach,  Germany,  MACS  Separation  Column,  LS

Columns Cat # 130-042-401)을 통과시켜 Sca-1+ 세포만을 분리하였다. 세포 분리순도를 증진시키기 위하여 자석

활성법 칼럼을 통과시키는 단계를 4회 반복하였다.

실시예 2. 마우스 심근 미오신 경쇄-2v 프로모터에 DsRed 리포터유전자가 부착된 발현벡터의 제작<43>

2-1. DsRed 리포터유전자 발현벡터로의 클로닝을 위한 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모터의 증폭<44>

마우스 C57BL/6J 게놈 DNA로부터 PCR을 통해 미오신 경쇄-2v 프로모터 염기서열(유전자은행 #NT_078458.5) 중<45>

심근세포로 분화 시에 특이적인 발현을 유도할 수 있는 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모터 부분을 증폭하기 위해

새로운 프라이머 쌍을 아래와 같이 제작한 후 PCR을 수행하였다. PCR 반응은 마우스 게놈 DNA에 XhoI 제한효소

서열을 포함하는 서열번호 4로 기재되는 프라이머, EcoRI 제한효소 서열을 포함하는 서열번호 5로 기재되는 프

라이머, dNTP, 10× PCR 버퍼 및 Taq 중합효소를 첨가하여 94℃에서 5분 동안 반응하고, 94℃에서 30초, 56℃에

서 40초, 72℃에서 40초동안 반응을 35회 수행한 후, 72℃에서 7분 동안 반응시켰다. 상기 PCR 반응 후 얻은 반

응 산물을 전기영동한 결과 유전자은행 염기서열 정보에 상응하는 327 bp 크기의 DNA 절편임을 확인하였다(도

1).

마우스 MLC-2v 1F-XhoI : 5'-ctcgagTCCTCCTCCTCCTGGGTTAC-3' (서열번호 4)<46>

마우스 MLC-2v 1R-EcoRI : 5'-gaattcCCTCTGGAGAGTTCGAGGAG-3' (서열번호 5)<47>

PCR에 의해서 증폭된 327 bp의 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모터 유전자 단편을 pGEM-T Easy 벡터(Promega) 내로<48>

클로닝하였다. 도 2는 클로닝을 확인하기 위해 제한효소로 절단 후 327 bp 크기의 마우스 미오신 경쇄-2v 유전

자 단편이 정확하게 클로닝 되었음을 확인한 것이고, T7/SP6 프라이머 위치를 이용하여 염기서열 분석을 한 결

과, 미오신 경쇄-2v 프로모터 서열로 기재되는 염기서열을 가짐을 확인하였다.

2-2. 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모터를 DsRed 리포터유전자 발현벡터로의 클로닝<49>

상기 실시예 2-1에서 증폭한 마우스 미오신 경쇄-2v 프로모터 유전자를 프로모터가 없는 pDsRed-Express-1 벡터<50>

(Clontech, #632412)에 클로닝하였다. 구체적으로, 상기 실시예 2-1에서 증폭한 마우스 미오신 경쇄-2v 단편을

XhoI 및 EcoRI로 절단한 후 젤 회수 키트(gel elution kit, Quiagen)를 사용하여 정제한 후, 동일한 제한효소

로 절단한 pDsRed-Express-1 벡터와의 리게이션(T4 DNA ligase, Promega)을 수행하여 마우스 미오신 경쇄-2v

프로모터와 리포터유전자인 DsRed를 포함하는 발현벡터를 제작하였다(도 3). 또한 발현벡터 내로 프로모터가 도

입되었는지를 전기영동을 수행하여 확인하였으며, 그 결과를 도 7에 나타내었다. 

실시예 3. 래트 심근 미오신 경쇄-2v 프로모터에 DsRed 리포터 유전자가 부착된 발현벡터의 제작<51>

3-1. DsRed 리포터유전자 발현벡터로의 클로닝을 위한 래트 미오신 경쇄-2v 프로모터의 증폭<52>

래트(Sprague-Dawley  rat)  게놈  DNA로부터  PCR을  통해  미오신  경쇄-2v  프로모터  염기서열(유전자은행<53>

#RNU26708) 중 심근세포로 분화 시에 특이적인 발현을 유도할 수 있는 래트 미오신 경쇄-2v 프로모터 부분을 증

폭하기 위해 새로운 프라이머 쌍을 아래와 같이 제작한 후 PCR을 수행하였다. PCR 반응은 래트 게놈 DNA에 XhoI

제한효소 서열을 포함하는 서열번호 6으로 기재되는 프라이머, EcoRI 제한효소 서열을 포함하는 서열번호 7로

기재되는 프라이머, dNTP, 10× PCR 버퍼 및 Taq 중합효소를 첨가하여 94℃에서 5분 동안 반응하고, 94℃에서

30초, 56℃에서 40초, 72℃에서 40초 동안 반응을 35회 수행한 후, 72℃에서 7분 동안 반응시켰다. 상기 PCR 반

응 후 얻은 반응 산물을 전기영동한 결과 유전자은행 염기서열 정보에 상응하는 309 bp 크기의 DNA 절편임을 확

인하였다(도 1). 

래트 MLC-2v 1F-XhoI : 5'-ctcgagTCCCTTCCTGGGTTACTTT-3' (서열번호 6)<54>

래트 MLC-2v 1R-EcoRI : 5'-gaattcAGAATTCAAGGAGCCTGCTG-3' (서열번호 7)<55>

PCR에 의해서 증폭된 309 bp의 래트 미오신 경쇄-2v 프로모터 유전자 단편을 pGEM-T Easy 벡터내로 클로닝하였<56>

다. 도 2는 클로닝을 확인하기 위해 제한효소로 절단 후 309 bp 크기의 래트 미오신 경쇄-2v 유전자 단편이 정

확하게 클로닝 되었음을 확인한 것이고, T7/SP6 프라이머 위치를 이용하여 염기서열 분석을 한 결과, 미오신 경

쇄-2v 프로모터 서열로 기재되는 염기서열을 가짐을 확인하였다.
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3-2. 래트 미오신 경쇄-2v 프로모터를 DsRed 리포터유전자 발현벡터로의 클로닝<57>

상기 실시예 3-1에서 증폭한 래트 미오신 경쇄-2v 프로모터 유전자를 프로모터가 없는 pDsRed-Express-1 벡터에<58>

클로닝하였다. 구체적으로, 상기 실시예 3-1에서 증폭한 래트 미오신 경쇄-2v 단편을 XhoI 및 EcoRI로 절단한

후 젤 회수 키트를 사용하여 정제한 후, 동일한 제한효소로 절단한 pDsRed-Express-1 벡터와의 리게이션을 수행

하여 래트 미오신 경쇄-2v 프로모터와 리포터유전자인 DsRed를 포함하는 발현벡터를 제작하였다(도 4). 또한 발

현벡터 내로 프로모터가 도입되었는지를 전기영동을 수행하여 확인하였으며, 그 결과를 도 7에 나타내었다.

실시예 4. 마우스 심근 트로포닌-I 프로모터에 EGFP 리포터유전자가 부착된 발현벡터의 제작<59>

4-1. EGFP 리포터유전자 발현벡터로의 클로닝을 위한 심근 트로포닌-I 프로모터의 증폭<60>

마우스  C57BL/6J  게놈  DNA로부터  PCR을  통해  마우스  심근  트로포닌-I  프로모터  염기서열(유전자은행<61>

#NT_039413.7) 중 심근세포로 분화 시에 특이적인 발현을 유도할 수 있는 마우스 심근 트로포닌-I 프로모터 부

분을 증폭하기 위해 새로운 프라이머 쌍을 아래와 같이 제작한 후 PCR을 수행하였다. PCR 반응은 마우스 게놈

DNA에 SacI 제한효소 서열을 포함하는 서열번호 8로 기재되는 프라이머, KpnI 제한효소 서열을 포함하는 서열번

호 9로 기재되는 프라이머, dNTP, 10× PCR 버퍼 및 Taq 중합효소를 첨가하여 94℃에서 5분 동안 반응하고, 94

℃에서 30초, 56℃에서 40초, 72℃에서 40초 동안 반응을 35회 수행한 후, 72℃에서 7분 동안 반응시켰다. 상기

PCR 반응 후 얻은 반응 산물을 전기영동한 결과 유전자은행 염기서열 정보에 상응하는 388 bp 크기의 DNA 절편

임을 확인하였다(도 1).

cTn-I 1F-SacI : 5'-agtagagctcGGCATGGATTTCTGGGTATG-3' (서열번호 8)<62>

cTn-I 1R-KpnI : 5'-atagggtaccCTCCAGAGGCAGAGAACAGG-3' (서열번호 9)<63>

PCR에 의해서 증폭된 388 bp의 심근 트로포닌-I 프로모터 유전자 단편을 EcoRV 제한효소로 절단 후 CIAP 처리된<64>

pBlueScript II SK(+) 벡터(Stratagene)내로 클로닝 하였다. 도 2는 클로닝을 확인하기 위해 제한효소로 절단

후 388 bp 크기의 심근 트로포닌-I 유전자 단편이 정확하게 클로닝 되었음을 확인한 것이고, T7/SP6 프라이머

위치를 이용하여 염기서열 분석을 한 결과, 심근 트로포닌-I 프로모터 서열로 기재되는 염기서열을 가짐을 확인

하였다.

4-2. 심근 트로포닌-I 프로모터를 EGFP 리포터유전자 발현벡터로의 클로닝<65>

상기 실시예 4-1에서 증폭한 심근 트로포닌-I 프로모터 유전자를 프로모터 없이 리포터유전자 서열로만 구성된<66>

pEGFP-1 벡터에 클로닝하였다. 구체적으로, 상기 실시예 4-1에서 증폭한 심근 트로포닌-I 단편을 XhoI 및 BamHI

으로 절단한 후 젤 회수 키트를 사용하여 정제한 후, 동일한 제한효소로 절단한 pEGFP-1 벡터와의 리게이션을

수행하여 심근 트로포닌-I 프로모터와 리포터유전자인 EGFP를 포함하는 발현벡터를 제작하였다(도 5). 또한 발

현벡터 내로 프로모터가 도입되었는지를 전기영동을 수행하여 확인하였으며, 그 결과를 도 7에 나타내었다.

실시예 5. 마우스 심근 트로포닌-I 프로모터에 DsRed 리포터유전자가 부착된 발현벡터의 제작<67>

상기 실시예 4-2를 통해 구축된 심근 트로포닌-I 프로모터에 EGFP가 부착된 발현벡터에서 SacI/EcoRI 제한효소<68>

처리에 의해 심근 트로포닌-I 프로모터 부분(SacI-cTn-I-EcoRI)을 절단한 후 젤 회수 키트를 사용하여 정제하였

다. 동일한 제한효소로 절단한 pDsRed-Express-1 벡터와의 리게이션을 수행하여 388 bp 심근 트로포닌-I 프로모

터를 리포터유전자인 pDsRed-Express-1의 SacI/EcoRI에 삽입된 발현벡터를 제작하였다(도 6). 또한 발현벡터 내

로 프로모터가 도입되었는지를 전기영동을 수행하여 확인하였으며, 그 결과를 도 7에 나타내었다.

실시예 6. Sca-1+ 골수 중간엽세포 내로 심근세포 특이 발현벡터의 도입 후 심근세포 분화의 특이성 검증<69>

DNA 도입효율을 증진시키기 위해 항생제를 포함하지 않은 10% 우태아혈청을 함유한 DMEM 배지를 사용하여 실시<70>

예 1에 의해 분리한 Sca-1+ 골수 중간엽 줄기세포(2× 10
4
 세포/well)를 0.1% 젤라틴 코팅된 커버슬립이 놓인

24-well 세포 용기에 접종하였다. 배양 24 시간 후에 도 3, 4, 5에서 구축한 각각 1 ug 농도의 심근세포 프로모

터 발현벡터(mMLC-DsRed, rMLC-DsRed, cTn-I-EGFP)를 50 ul의 Opti-Mem 배양액(Invitrogen)에 혼합한 후 5분

동안 반응시켰다. 2 ul의 리포펙타민 (Lipofectamine 2000, Invitrogen) 용액과 50 ul의 Opti-Mem 배양액을 혼

합한 후 5분 동안 반응시켰다. 발현벡터와 리포펙타민 용액을 혼합한 후 상온에서 20분 동안 반응시킨 후 Sca-

1+ 골수 중간엽 줄기세포가 접종된 배양용액 내로 첨가한 후 48시간 동안 배양하였다. 48시간 후에 DMEM + 10%

우태아혈청을 포함한 배양액으로 2회 세정 후에 1 μM 농도로 5-아자시티딘을 처리한 후 14일 동안 배양하여 심

근세포로의 분화를 유도하였다. 5-아자시티딘을 함유한 배양액은 3일마다 교환하였다.
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심근세포 프로모터에 발현되는 리포터 유전자가 심근세포로 분화된 세포에서만 특이적인 발현을 나타내는가를<71>

확인하기 위해 0.1% 젤라틴 코팅된 커버슬립위에 부착된 Sca-1+ 골수 중간엽 줄기세포를 심근세포 특이 항체를

사용한 면역염색법에 의해 확인하였다. 구체적으로 분화 처리된 Sca-1+ 골수 중간엽 줄기세포를 2% 파라포름알

데히드 고정액으로 15분 처리, PBS + 0.1% Tween20(PBST) 용액으로 세정, 0.25% Triton X-100 용액으로 30분

동안 처리, PBST 용액으로 세정, 5% 염소 혈청으로 1시간 배양, 1차 항체인 미오신 경쇄-2v 항체 (Simga) 및

트로포닌-IC 항체(Santa Cruz Biotechnology)를 사용하여 1시간 배양, PBST 용액으로 세정, 2차 항체인 Alexa

488 항체(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 또는 Cy3 항체(Zymed Laboratories Inc., San Francisco, US

A)와 1시간 배양, PBST 용액으로 세정, 핵염색을 위해 DAPI 용액과 1시간 배양, PBST 용액으로 세정 후 형광현

미경하에서 형광신호의 강도를 유지하기 위한 마운팅 용액을 사용하여 시료를 준비한 후 형광현미경하에서 관

찰하였다(도 8).

        산업이용 가능성

이상 설명한 바와 같이, 본 발명에 따르면 줄기세포가 심근세포계통으로 분화되었는가를 탐지할 수 있는 심근<72>

세포 특이 프로모터 서열에 EGFP 또는 DsRed 리포터유전자가 부착된 발현벡터들을 구축할 수 있으며, 구축된

발현벡터를 줄기세포로 도입한 후 5-아자시티딘 처리에 의해 심근세포로 분화를 유도하고, 이어 리포터유전자

의 발현이 심근세포로 분화된 세포에서만 발현되어짐을 면역염색법에 의해 확인함으로써, 줄기세포가 심근세포

계통으로 분화되었는가를 탐지할 수 있음을 입증하였다. 따라서 본 발명에서 구축한 심근세포 특이적 발현벡터

는 심근세포의 분화를 특이적으로 반영할 수 있음을 나타내어 심혈관질환의 세포 치료 연구에 크게 기여할 것

으로 생각된다. 또한, 본 발명에 의해 개발된 심근세포 분화 탐지 기술과 분자영상 기술과의 접목에 의해 비침

습적인 생체 내 줄기세포 분화, 운명 연구 등을 통해 줄기세포 치료의 효능 및 안전성 확보에 크게 기여할 수

있을 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명에 따른 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터(mMLC, cTn-I, rMLC)를 게놈 DNA를 사용하여<73>

PCR에 의해 증폭한 후, 예측된 크기의 DNA 절편이 생성되었음을 전기영동에 의해 확인한 사진이다: 레인 M은

100 bp DNA 래더 사이즈 마커.

도 2는 본 발명에 따른 PCR에 의해 증폭된 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터(mMLC, cTn-I, rMLC)들이<74>

TA 클로닝벡터인 pGEM-T Easy 내로 클로닝 되었음을 제한효소로 절단 후 전기영동에 의해 확인한 사진이다: 레

인 M은 100 bp DNA 래더 사이즈 마커.

도 3은 본 발명에 따른 재조합 발현벡터 pDsRed-Express-1/mMLC의 개열지도이다.<75>

도 4는 본 발명에 따른 재조합 발현벡터 pDsRed-Express-1/rMLC의 개열지도이다.<76>

도 5는 본 발명에 따른 재조합 발현벡터 pEGFP/cTn-1의 개열지도이다.<77>

도 6은 본 발명에 따른 재조합 발현벡터 pDsRed-Express-1/cTn-1의 개열지도이다.<78>

도 7은 pEGFP-1 또는 pDsRed-Express-1 벡터내로 클로닝 된 심근세포 프로모터 (mMLC, rMLC, cTn-I)를 제한효<79>

소를 사용하여 절단한 후 전기영동에 의해 확인한 사진이다: pDsRed-Express-1 벡터 내로 클로닝 된 레인 M은

λ/HindIII 사이즈 마커. pEGFP-1 벡터내로 클로닝 된 레인 M은 100 bp DNA 래더 사이즈 마커.

도 8은 본 발명에 따른 심근세포 특이적 발현을 유도하는 프로모터(mMLC, rMLC, cTn-I)에 표지유전자인 DsRed<80>

와 EGFP가 부착된 발현벡터를 Sca-1+ 중간엽 줄기세포 내로 도입한 후 5-아자시티딘 처리에 의해 심근세포로의

분화를 유도한 후 리포터 유전자를 발현하는 세포가 심근세포 특이항체들과 동시에 염색되어지는 것을 검증하

기 위해 면역염색을 실시한 사진이다.
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<110>    Korea University Industry and Academy Cooperation Foundation

<120>    Expression vectors for monitering differentiation of mesenchymal
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         stem cell into the cardiomyogenic lineage, and monitering methods

         of differentiating into the cardiomyogenic lineage by using the

         same

<160>    9

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    327

<212>    DNA

<213>    Mus musculus

<400>    1

tcctcctcct cctgggttac tcttccccat tagacaatgg cagggaagag agcacacccc         60

atcatcccca ggccaggccc cagccactga ctctttaacc ttgaaggcat ttttgggtct        120

cacgtgtcca cccaggcggg tggccgcctt tgagcagctc ttacttcaga agaacggcat        180

ggagtggggg gtggggggct taggtggcct ccgcctcacc tacaactgcc aaaagtggtc        240

atggggttat ttttaacccc aggggagagg tatttattgt tccacagcag gggcagaggc        300

cagcaggctc ctcgaactct ccagagg                                            327

<210>    2

<211>    309

<212>    DNA

<213>    Rattus norvegicus

<400>    2

tccccttcct gggttacttt tccccattag acaatggcag gacccagagc acagagcatc         60

gttcccaggc caggccccag ccactgtctc tttaaccttg aaggcatttt tgggtctcac        120

gtgtccaccc aggcgggtgt cggactttga acggctctta cttcagaaga acggcatggg        180

gtgggggggc ttaggtggcc tctgcctcac ctacaactgc caaaagtggt catggggtta        240
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tttttaaccc cagggaagag gtatttattg ttccacagca ggggccggcc agcaggctcc        300

ttgaattct                                                                309

<210>    3

<211>    388

<212>    DNA

<213>    Mus musculus

<400>    3

ggcatggatt tctgggtatg aacatgggaa gctgaagtct agactcttgg atttgagaga         60

agagggacct tgctccgggt tttcctaagt ttgagggagg agggagctgg ggcgctagag        120

tcaaaggagg aggggtgtag atcctgggca ccttggttga cccaactgga gctttgcaca        180

cggctcccct cacaccctgt tatcgcttat cctgggcagg ggaggagaca gcagtatatt        240

tagtctttgt cctcgcccct tatctcagtg tcctcagtga ggcttgagca gcccagagga        300

aacccaacct ctagagacct ccaaggtcac cagggacacc cttccaggac cctccaggaa        360

tctccgatcc tgttctctgc ctctggag                                           388

<210>    4

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    forward primer for mMLC

<400>    4

ctcgagtcct cctcctcctg ggttac                                              26

<210>    5

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220>

<223>    reverse primer for mMLC

<400>    5

gaattccctc tggagagttc gaggag                                              26

<210>    6

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    forward primer for rMLC

<400>    6

ctcgagtccc ttcctgggtt acttt                                               25

<210>    7

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    reverse primer for rMLC

<400>    7

gaattcagaa ttcaaggagc ctgctg                                              26

<210>    8

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    forward primer for cTn-I

<400>    8
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agtagagctc ggcatggatt tctgggtatg                                          30

<210>    9

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    reverse primer for cTn-I

<400>    9

atagggtacc ctccagaggc agagaacagg                                          30
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