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요약

    
본 발명은 세포침투성 C3 트랜스페라제의 Tat과의 융합단백질, 이 융합단백질을 코딩하는 재조합 폴리뉴클레오타이드, 
이 융합단백질의 발현벡터 및 Tat-C3 트랜스페라제 융합단백질을 세포 내로 도입하는 방법에 관한 것으로서, 좀더 자
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세히는 재조합 벡터를 이용하여 C3 트랜스페라제의 N말단측에 6개의 히스티딘 잔기와 9개의 HIV-1 Tat 단백질이 결
합된 융합단백질을 제조, 정제함으로써 높은 효율로 세포 내로 투과되어 세포 내에서 기능을 나타내는 C3 트랜스페라
제에 관한 것이다.
    

Tat-C3 트랜스페라제는 대식세포의 대식작용을 저해하였고, 세포 내의 RhoA를 변화시켰으며, 시험관 내의 실험에서
도 Tat-C3 트랜스페라제는 RhoA를 변형시켰다. 결론적으로 Tat-C3 트랜스페라제는 효과적으로 세포 내로 이동하여 
세포 내의 RhoA를 변형시켜 저해하고 RhoA와 관련된 대식세포의 탐식작용을 저해하였다. 이를 이용하면 Tat-C3 트
랜스페라제는 특별한 세포 안에서 RhoA의 기능을 알아보기 위하여 세포 속으로 효과적으로 도입될 수 있다.

대표도
도 4

색인어
Tat, C3 트랜스페라제, RhoA, 대식작용

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 C3 와 Tat-C3의 pET15b 벡터로의 삽입을 나타내는 개열지도.

pETC3 또는 pET-Tat C3 의 플라스미드 지도 (A). pET-C3와 Tat-C3는 아가로즈 젤 전기이동으로 확인되었다. 
레인 1, 3: intact plasmids, 레인 2, 4: pET, C3 와 Tat-C3 프래그먼트(B). C3 또는 Tat-C3는 His-결합 수지 컬
럼으로 정제되었다. 그리고 SDS-PAGE (C, D)와 항-C3 항체를 이용한 웨스턴 블랏(E)으로 확인되었다.

도 2는 Tat-C3의 J774A.1 대식세포 안으로의 이동을 나타낸 웨스턴 블랏 결과이다.

배지 안에 J774A.1 세포(5x10 5 )에 20-60ug/ml의 Tat-C3 또는 C3 단백질을 37℃에서 1시간동안 배양했다. 세포
의 표면에 붙어있는 단백질들은 트립신으로 제거하고, 세포 안으로 이동된 단백질만을 SDS-PAGE 와 항-His 항체로 
확인하였다.

도 3은 대식세포의 대식작용에서 C3 또는 Tat-C3의 효과를 보여주는 그래프이다.

대식작용의 결합정도(association)는 37℃에서 C3 (□) 또는 Tat-C3 (■) 를 50 ug/ml 으로 처리한 후 다양한 시간
별로 형광 광도계(fluorescence spectrophotometer)를 이용하여 확인하였고, 대식작용은 3mM의 크리스탈 바이올렛
을 더해줌으로써 확인하였다.

도 4는 J774A.1 세포에서의 RhoA의 ADP-리보실화를 나타낸 전기이동 및 웨스턴 블랏 사진이다.

배지 안에 있는 대식세포는 C3(50 ug/ml) 또는 tat-C3(50 ug/ml)로 37℃에서 24시간동안 처리되었다. 세포 용균액
의 부유물은 SDS-PAGE(14% 젤)(A)와 변성시키지 않은 PAGE(14% 젤)(B)에 전기이동되었다. Rho 단백질은 항
-RhoA 항체를 이용한 웨스턴 블랏으로 확인되었다.

도 5는 시험관 내(In vitro)에서 Tat-C3 트랜스페라제에 의한 RhoA 의 ADP-리보실화를 나타낸 전기이동 및 웨스
턴 블랏 사진이다.

시험관 내 어세이를 위해서, 총 50 ul 완충용액(50mM 트리에탄올아민 HCl, pH 7.5, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT an
d 0.2 mM PMSF) 안에 30 ug/ml C3 또는 Tat-C3, 3 uM NAD+, 6 uM GDP, 60 ng/ml GST-RhoA를 얼음에 혼
합했다. GST-RhoA 단백질을 넣음으로써 ADP-리보실화 반응이 시작되었고, 37℃에서 1시간동안 배양했다. Rho는 
변성시키지 않은 PAGE(A)와 SDS-PAGE(B)로 분석되었고, 항-RhoA 항체를 이용한 웨스턴 블랏으로 확인되었다.
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도 6은 Tat-C3 융합단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오타이드 서열이다.

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

    
본 발명은 세포침투성 C3 트랜스페라제(C3 transferase; 이하 본 명세서에서 " C3 트랜스페라제" , " C3" 를 혼용하
였음, 모두 동일한 의미임)의 융합단백질, 이 융합단백질을 코딩하는 재조합 폴리뉴클레오타이드, 이 융합단백질의 발
현벡터 및 Tat-C3 트랜스페라제 융합단백질을 세포 내로 도입하는 방법에 관한 것으로서, 좀더 자세히는 재조합 벡터
를 이용하여 C3 트랜스페라제의 N말단측에 6개의 히스티딘 잔기와 9개의 HIV-1 Tat 단백질이 결합된 융합단백질을 
제조, 정제함으로써 높은 효율로 세포 내로 투과되어 세포 내에서 기능을 나타내는 C3 트랜스페라제에 관한 것이다.
    

    
대식세포에 의한 병원균의 대식작용으로 면역반응은 시작된다. 보체 (Complement) 수용체와 이뮤노글로불린(immu
noglobulin) 수용체는 병원균의 침입에 대한 주요한 대식작용 수용체들이다. Rho 단백질은 대식작용의 두가지 방식에
서 매우 주요한 조절 작용을 한다. 이뮤노글로불린 수용체에 의한 대식작용은 Cdc42와 Rac에 의해 조절되고, 보체 수
용체에 의한 대식작용은 RhoA에 의해 조절된다. (Caron and Hall, 1998; Massol et al., 1998). Ras와 연관된 Rho
A는 E. coli에서 발현된 재조합 C3 트랜스페라제에 의해 ADP-리보실레이션되어 고유의 활성을 잃는다. 따라서 이러
한 작용은 대식세포에서 RhoA에 의해 조절되는 대식작용을 저해할 수 있다. 하지만, C3 트랜스페라제는 쉽게 세포막
을 통해 세포 속으로 이동하지 못한다.
    

세포의 기능은 RhoA에 의하여 조절 되는 경우가 많다. 이때 RhoA가 세포의 특정 기능을 알아보기 위하여 RhoA를 저
해시켜 보는데 이때 특이적으로 RhoA를 저해시키는 것은 C3-트랜스페라제이다. 그러나 C3자체로는 세포 내로 용이
하게 들어 가지 않고 시판되는 C3는 값이 너무 고가이므로 많은 양을 처리할 수도 없는 단점을 가지고 있다. 현재까지 
RhoA의 기능으로는 다음과 같은 것들이 알려져 있다.

    
RhoA의 활성형 돌연변이인 RhoA V14을 피브로블라스트(fibroblast) 세포에 도입하면 스트레스 파이버(stress fibe
r)와 병소 유착(focal adhesion)이 형성된다(Ridley and Hall, 1992). Rac과 Rho는 엔도사이토시스(endocytosis)
의 조절에도 관여한다. Rac과 Rho의 활성형 돌연변이를 세포 내로 도입하면 트랜스페린(transferrin) 수용체의 수용
체-매개 엔도사이토시스가 저해된다(Lamaz et al., 1996). Rho는 세포 주기의 조절에도 관여한다. Rho가 저해되면 
Ras는 세포를 증식시키기 보다는 오히려 사이클린-의존성-키나아제 억제제(cyclin-dependent-kinase inhibitor; 
CDKI) p21Waf1/Cip1의 합성을 유도하여 세포주기에서 DNA 합성기로 들어가는 것을 막는다. 반면에 Rho가 활성화
되면 Ras에 의한 p21Waf1/Cip1의 유도가 억제되고 Ras는 DNA합성을 유도한다. p21Waf1/Cip1가 결여된 세포는 R
as에 의한 DNA의 합성에 Rho 활성화가 필요치 않다. 이것으로 보아 Ras가 일단 활성화 되면 Rho의 신호는 p21Waf
1/Cip1를 억제하는 역할을 한다는 것을 알 수 있다 (Olson et al., 1998).
    

    
조직 내와 혈액-뇌 장벽(blood-brain barrier)을 지나 단백질이 전달되는 것은 단백질의 생화학적 성질과 크기에 의
해 심각하게 제한된다. 그러나 HIV Tat 단백질은 세포막을 쉽게 통과할 수 있다고 보고되었다(Green, M., and Loew
enstein). 따라서 Tat과 단백질들을 결합시켜 세포 내로 도입하려는 시도가 진행되었다. HIV의 Tat 단백질의 이동 단
백질과 결합된 120kDa의 β-갈락토시다아제 단백질을 쥐의 복강 내에 투여하면 쥐 안의 모든 조직에 β-갈락토시다
아제가 전달된다고 보고되었다. 이러한 결과들은 실험동물의 유전적인 실험은 물론 단백질 치료에 있어 환자들에게 단
백질의 직접적인 투여를 위해 새로운 가능성들을 열었다. Tat의 36-아미노산 도메인과 화학적으로 교차 결합한 비균
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질한(heterologous) 단백질은 세포 속으로 이동할 수 있다(Frankel, A. D., and Pabo).
    

    
다른 세포내 도입 도메인들(transduction domains)은 초파리(Drosophila)의 안테나피디아(Antennapedia; Antp) 
단백질(Derossi et al., 1996)과 HSV의 HSV VP22 단백질이 있다. 비록 세포막을 통과하는 정확한 이동기작은 명확
하지 않지만, 작은 Antp 펩타이드가 수용체 없이도 4℃와 37℃에서는 세포속으로 들어갈 수 있다는 것은 수용체 없이 
세포막을 이동할 수 있다는 것을 암시한다. 우리는 아직 세포속으로 Tat 단백질이 어떻게 들어가는지 명확하게 알지 못
한다.
    

    
최근에 Tat-RhoA14V, -RhoA19N을 이용하여 골파괴세포(osteoclast)의 세포골격의 조절에 RhoA의 효과를 분석
하는 데 이용하였으며, 또한 RhoA를 저해하기 위해서 스트렙토라이신(streptolysin) O를 처리하여 골파괴세포에 C3 
트랜스페라제를 도입시켰다는 보고가 있다(Chellaiah et al., 2000). 그러나, 스트렙토라이신 O는 세포를 부분적으로 
분해해서 세포 안의 단백질이 새어 나올 수 있다. 그러므로, Tat-C3 트랜스페라제가 C3 트랜스페라제를 세포 속으로 
이동시키기 위한 보다 안전한 방법이라 생각된다.
    

    발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명은 C3 트랜스페라제를 세포 내로 도입하거나 발현시킴에 있어서 종래 기술의 문제점을 해결하고 고효율로 세포 
내로 도입시키고 세포 내에서 활성을 가지도록 하려는 것이다.

또한, 본 발명은 소량의 Tat-C3 트랜스페라제를 세포에 처리함으로 RhoA를 저해하여 RhoA의 세포 내 기능을 알아보
려는 것이다.

상기 목적을 달성하기 위하여 본 발명자들은 Tat 단백질의 단백질 형질도입 부위와 C3 트랜스페라제를 융합시켜 이 융
합단백질이 효과적으로 세포 내로 투과되는지를 확인하였다. 또한, 대식세포 내에서의 Tat-C3 트랜스페라제의 생리학
적 효과를 조사하였다.

    발명의 구성 및 작용

본 발명은 대식세포의 대식작용에 관여하는 C3 트랜스페라제를 세포 내로 운반하고 세포 내에서 기능을 하도록 하기 
위하여 HIV-1 Tat 단백질과 융합시킨 융합단백질 Tat-C3, 이 융합단백질 Tat-C3를 제조하는 벡터, 이 융합단백질
을 세포 내로 도입시키는 방법을 제공한다.

이를 위하여 Tat-C3 융합단백질을 과다 발현시키고 쉽게 정제할 수 있는 Tat-C3 발현 벡터를 개발하였다. 이 발현 
벡터 (pET-Tat-C3)는 C3 트랜스페라제, Tat 형질도입부위의 9개 아미노산 (Tat 49-57) 그리고 아미노산 말단부
분에 6개의 히스티딘(histidine) 잔기를 발현시킬 수 있는 cDNA를 포함하고 있다.

이 발현벡터를 이용하여 Tat-C3 융합단백질을 대장균에서 과다 발현시켰으며 변성상태 및 자연상태에서 금속 킬레이
팅 친화 크로마토그래피(metal-chelating affinity chromatography)법으로 쉽고 편리하게 정제하였다.

변성된 Tat-C3 융합단백질은 배양된 대식세포에 시간 및 농도 의존적으로 운반되는 것을 웨스턴 블랏(Western blo
t)으로 확인하였다. 반면, 자연상태에서 정제한 Tat-C3와 대조단백질로 사용한 C3는 세포 내로 운반되지 않았다.

Tat-C3 트랜스페라제는 효과적으로 세포 내로 이동하여 세포 내의 RhoA를 변형시켜 저해하고 RhoA와 관련된 대식
세포의 탐식작용을 저해하였다.
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본 발명은 C3 트랜스페라제 또는 그의 유도체의 아미노 말단에 HIV-1 Tat 형질도입부위 49~57 잔기(Tat 49-57)
가 공유결합된 세포침투성 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 C3 트랜스페라제 또는 그의 유도체 cDNA의 5' 측에 HIV-1 Tat 형질도입부위 49~57 잔기(Tat 49
-57) 코딩 DNA 서열이 결합되어 상기 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 코딩하는 재조합 폴리뉴클레오타이드에 
관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 융합 단백질을 발현시키기 위하여 상기 재조합 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 도 1A의 제한지
도와 같이 구성되는 세포침투성 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 발현시키는 벡터에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 상기 벡터를 미생물에서 발현시키는 단계;

발현된 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 6M 우레아를 이용하여 변성상태로 되게 하여 정제하는 단계;

변성상태의 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 세포에 가하는 단계;로 구성되는 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질
을 세포 내로 도입시키는 방법에 관한 것이다.

    
TAT-C3 융합 단백질을 유효성분으로 함유하는 약제학적 조성물은 약제학적 분야에서 통상적으로 허용되는 담체와 
함께 배합하여 통상적인 방법에 의해 경구 또는 주사형태로 제형할 수 있다. 경구용 조성물로는, 예를 들면 정제 및 젤
라틴 캡슐이 있으며, 이들은 활성 성분 이외에도 희석제(예: 락토스, 텍스트로스, 수크로스, 만니톨, 솔비톨, 셀룰로즈 
및/또는 글리신), 활탁제(예: 실리카, 탤크, 스테아르산 및 그의 마그네슘 또는 칼슘염 및/또는 폴리에틸렌 글리콜)를 
함유하고, 정제는 또한 결합제(예: 마그네슘 알루미늄 실리케이트, 전분 페이스트, 젤라틴, 메틸셀루로스, 나트륨 카복
시메틸셀룰로스 및/또는 폴리비닐피롤리돈)를 함유하며, 경우에 따라서 붕해제(예: 전분, 한천, 알긴산 또는 그의 나트
륨 염) 또는 비등 혼합물 및/또는 흡수제, 착색제, 항미제 및 감미제를 함유하는 것이 바람직하다. 주사용 조성물은 등
장성 수용액 또는 현탁액이 바람직하고, 언급한 조성물은 멸균되고/되거나 보조제(예: 방부제, 안정화제, 습윤제 또는 
유화제 용액 촉진제, 삼투압 조절을 위한 염/또는 완충제)를 함유한다. 또한, 이들은 기타 치료적으로 유용한 물질을 함
유할 수 있다.
    

이와 같이 제조된 약제학적 제제는 목적하는 바에 따라 경구로 투여하거나, 비경구 방식 즉, 정맥내, 피하, 복강내 투여 
또는 국소적용할 수 있으며, 용량은 일일 투여량이 0.1~100 ㎎/㎏의 양을 1 내지 수회에 나누어 투여할 수 있다. 특정 
환자에 대한 투여용량 수준은 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 투여시간, 투여방법, 배설율, 질환의 중증도 등에 따
라 변화될 수 있다.

이하에서는 본 발명의 구성을 실시예를 통하여 상세히 설명한다. 그러나, 본 발명의 범위가 아래의 실시예에 한정되는 
것은 아니다.

재료

    
자이모산 A 과립(Zymosan A particles)와 FITC(fluorescein isothiosyanate)는 Sigma chemicals에서, Anti-R
hoA, anti-His와 anti-C3 트랜스페라제는 Santa Cruz에서, Ni2+-젤과 컬럼은 Novagen에서 구입하였다. GST-R
hoA 단백질을 과발현시키기 위해서, pGEX2T-RhoA 플라스미드(plasmid)로 형질전환시킨 대장균(DH5α)에 0.1m
M 이소프로필티오-β-D- 갈락토시드(isopropylthio-β-D-galactoside)를 첨가하여 GST-RhoA 단백질 발현을 
유도한 후, 초음파처리(sonication)로 파쇄하여, 글루타치온-세파로즈 4B 비드(glutathione-sepharose4B beads; 
Pharmacia)로 정제하였다.
    

실시예 1: 발현벡터의 조제
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C3 트랜스페라제을 HIV1-Tat의 주요부분(amino acids 49-57)에 결합시킨 단백질을 발현시키기 위해서 다음과 같
이 pTat-C3를 제작하였다. 우선, HIV-1 Tat의 주요부분인 9개의 아미노산을 암호화하고 있는 두가닥의 올리고뉴클
레오타이드를 생성하기 위해 두개의 올리고뉴클레오타이드를 합성하였다.

상위 쇄(top strand) : 5'-TAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAC-3',

하위 쇄(bottom strand) : 5'-TCGAGTCTTCGTCGCTGTCTCCGCTTCTTCC-3'.

NdeI-XhoI로 pET15b (Invitrogen, Carlsbad, CA)의 6His 오픈 리딩 프레임(open reading frame) 지역을 잘라서 
합성된 두가닥의 올리고뉴클레오타이드를 연결하여 HisTat이 발현되는 pHisTat을 제작하였다.

형광 자동 서열분석기(fluorescence-based automated sequencer model 373A; Applied Biosystems, Inc.)를 사
용하여 pHisTat의 염기서열을 분석하였다. 다음으로, 완전한 C3 트랜스페라제을 염기서열로 가지고 있는 플라스미드
를 Pfu DNA 중합효소(Clontech)를 사용하여 중합효소 연쇄반응(polymerase chain reaction; PCR)을 수행하였다.

센스 프라이머(sense primer): 5'-CTCGAGTATTCAAATACTTACCAGGAG-3',

안티센스 프라이머(antisense primer): 5'-GGATCCTTATTTAGGATTGATAGCTGTGCC-3'.

PCR 산물은 XhoI-BamHI으로 처리한 후, pHisTat 벡터의 XhoI-BamHI 위치에 삽입하였다. 위와 같이 제작된 플라
스미드를 pTat-C3로 명명하였다. 유사한 방법으로, XhoI-BamHI을 처리한 PCR 산물을 pET15b의 XhoI-BamHI의 
지역에 삽입하여 pC3를 제작하였다.

기대되는 삽입체(insert)를 가진 클론을 XhoI-BamHI으로 처리하여 선별한 후 염기서열 분석을 수행하였다(Sambro
ok et al., 1989).

실시예 2: Tat-C3 융합단백질의 발현 및 정제

순수한 C3와 Tat-C3 트랜스페라제를 얻기 위해, C3 와 Tat-C3는 pET-15b 플라스미드 벡터에 클로닝하여 박테리
아 세포에서 발현시켰다. 이러한 His-태그(tag)를 가진 단백질들은 Ni2+-컬럼을 사용하여 정제하였다.

pC3 또는 pTat-C3로 형질전환된 BL21 대장균 (Pharmacia)은 100 ug/ml의 앰피실린이 포함되어 있는 LB에서 37
℃로 하루동안 배양했다. 이것을 다시 신선한 LB로 10배 희석하여 O.D 600 =1.0이 될 때까지 260rpm에 37℃로 4시
간동안 더 배양했다. 단백질 발현은 5시간동안 0.1mM의 농도로 IPTG를 넣어주어서 유도했다. 변성된 Tat-C3 트랜
스페라제 융합 단백질을 얻기 위해 유도된 세포를 모아서 6M의 우레아와 프로테아제 억제제(protease inhibitors) (
20mg/ml 콩 트립신 억제제(soybean trypsin inhibitor), 2mg/ml 아프로티닌(aprotinin), 5mg/ml 류펩틴(leupept
in), 100mg/ml PMSF(phenyl methyl sulfonyl fluoride))가 포함되어 있는 결합 완충액(5mM 이미다졸, 500mM 
NaCl, 20mM Tris-HCl, pH 7.9)에서 초음파처리에 의해 파쇄하였다. 원심분리하여 세포의 잔해들을 제거한 후에, 
깨끗해진 세포 추출물(cell extract)은 Ni2+-IDA 컬럼에 로딩했다. 컬럼은 처음에는 6M 우레아가 없는 결합 완충액
으로, 그 다음에 세척 완충액(80mM 이미다졸, 0.5M NaCl, 20mM Tris-HCl, pH 7.9)로 씻어냈다. 단백질은 용출 
완충액(eluting buffer; 1M 이미다졸, 0.5M NaCl, 20mM Tris-HCl pH 7.9)으로 정제하여 PD10 컬럼(Amersham)
으로 탈염화시켰다. 전형적인 Tat-C3 융합 단백질은 상기와 동일한 방법으로 변성약품을 첨가하고 획득했다.

각 분획의 단백질 농도는 우혈청 알부민(bovine serum albumin; BSA)을 기준으로 한 SDS-PAGE에 의해 분리한 후 
밀도분석기를 통한 분석(densitometric analysis)으로 정량했다. 단백질 정량은 브래드포드 단백질 어세이 킷트(Bio
rad 사)로 정량했다. 스탠다드는 BSA를 사용했다. 정제된 C3 융합단백질은 20% 글리세롤이 포함되어 있는 PBS에 녹
여서 사용할 만큼의 양으로 분주한 후 -80℃에 보관했다.

정제된 C3와 tat-C3는 각각 35 kDa의 단일밴드를 나타낸다. Tat-C3 트랜스페라제는 Tat 펩타이드가 붙어 있어 C3 
트랜스페라제의 크기보다 약간 더 큰 것으로 SDS-PAGE 상에 나타난다(도 1)
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실시예 3: 세포배양 및 Tat-C3융합 단백질의 도입

대식세포로 Tat-C3 트랜스페라제의 이동을 확인하기 위해서, 이동된 Tat-C3는 단백질의 His-태그 부분을 인식하는 
항-His 항체를 사용하여 웨스턴 블랏으로 확인하였다. 단백질을 처리하고 세포 안으로 이동하지 않고 남아 있는 단백
질을 제거 하기 위하여 트립신을 처리하였다.

대식세포(Macrophage) J774A.1 세포주(cell line)는 5mM NaHCO 3 , 10% 우태혈청(FBS)을 포함하는 20mM HE
PES/NaOH(pH 7.4) 그리고 항생제(100 U/ml 스트렙토마이신, 100U/ml 페니실린)를 함유하고 있는 DMEM(Dulbe
cco's Modified Eagle's Medium)에 37℃에서 5% CO 2로 배양하였다. J774A.1 세포에는 다양한 농도의 Tat-C3가 
처리됐다. 처리후 시간별로, 세포를 트립신-EDTA(Gibco BRL)로 떼어서 PBS(phosphate buffered saline)로 세 번 
세척하였다. 세포는 웨스턴 블랏 분석을 수행하기 위한 세포 추출물을 얻기 위해 수확하였다.

Tat-C3 트랜스페라제는 세포 안에서 보이는 반면에 C3는 세포 안에서 확인되지 않았다(도 2), 이는 Tat-C3 트랜스
페라제가 쉽게 세포 안으로 이동되었음을 나타낸다.

실시예 4: FITC-자이모산(zymosan)의 조제

자이모산 A 과립은 FITC로 레이블(label)해서 원심분리 후 침전물을 거두어서 FBS(5 x 10 8자이모산 과립/ml가 되도
록 조절함)에 재현탁(resuspend)시킨 후, 70℃에 분주하여 보관하였다.

실시예 5: 대식작용의 조사

    
이동된 Tat-C3 트랜스페라제가 정상적인 생리적 기능을 갖는지 조사하기 위해서 대식세포의 탐식작용을 측정하였다. 
이미 C3 트랜스페라제는 RhoA의 ADP-리보실화에 의한 RhoA 활성을 저해하고, 대식세포의 대식작용은 RhoA가 관
여하는 것으로 알려져있다. 탐식작용은 세포 안으로 함입된 FITC-자이모산의 형광의 강도를 측정하였다. 또한 세포 
내로 도입되지 않고 세포 표면에 들러붙은 FITC-자이모산의 형광은 크리스탈 바이올렛(crystal violet)을 첨가하여 
제거하였다.
    

세포는 2 x 105세포의 밀도로 35mm 디쉬에 배양하여, 5 x 10 5의 FITC-결합된 자이모산(FITC-conjugated zym
osan) 과립을 30min 간 37℃에서 배양한 후, PBS로 세번 세척하고 PBS 1ml에 부유시켰다. FITC는 490 nm에서 여
기시키고, FITC 형광을 즉시로 520 nm에서 형광광도계를 이용하여 측정하였다. 세포 내로 도입되지 않고 들러붙은 F
ITC 과립은 3 mM 의 크리스탈 바이올렛(crystal violet)을 가하여 제거하였다.

C3는 대식세포의 탐식작용을 저해하지 않는데 반해 Tat-C3 트랜스페라제는 대식세포와의 자이모산 결합과 대식작용 
모두에서 감소하였다(도 3). Tat과 결합한 C3 트랜스페라제는 정상으로 RhoA를 ADP-리보실화시킴으로써 RhoA의 
활성을 저해하였다. 하지만, Tat-C3는 탐식작용을 완전히 저해하지는 못했다. 이는 Tat-C3 트랜스페라제가 세포 안
에서 RhoA를 완전히 저해하지 못했거나 또는 Rho와 무관한 다른 경로의 탐식작용이 관여했다고 보여진다.

실시예 6: Tat-C3 트랜스페라제에 의한 RhoA 단백질의 ADP-리보실화(ribosylation)

Tat-C3 트랜스페라제가 RhoA의 ADP-리보실화에 의한 RhoA의 활성을 저해하는지를 조사하기 위해서, Tat-C3 트
랜스페라제를 처리한 대식세포로부터 RhoA를 PAGE 또는 SDS-PAGE를 통하여 분석하였다.

Tat-C3 트랜스페라제가 RhoA의 ADP-리보실화를 직접적으로 유도하는지 알아보기 위해서 정제된 GST-RhoA를 
NAD+ 와 C3-트랜스페라제와 함께 보관하고, 변형된 RhoA는 전기영동을 통해 분석하였다.
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대식세포(Macrophage cells)에 37℃에서 24시간동안 10-50 ug/ml의 C3 또는 tat-C3를 처리하였다. 세포 용균액
(Cell lysates)의 상청액은 SDS-PAGE 와 변성시키지 않은(nondenaturing) PAGE (14% 젤)로 분석했다. Rho 단
백질은 항-RhoA 항체를 사용하여 웨스턴 블랏으로 확인했다. 시험관 내(in vitro) 실험을 위하여 30ug/ml C3 (또는 
Tat-C3), 3 uM NAD, 6 uM GDP, 60 ng/ml GST-RhoA를 완충액(50 mM 트리에탄올아민 HCl, pH 7.5, 2 mM M
gCl2 , 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF) 에 총 50ul 부피로 넣고 얼음위에서 보관하였다. ADP-리보실화(ribosylation) 
반응은 GST-RhoA 단백질을 넣음으로써 시작되었고, 37℃에서 1시간동안 보관하였다. 변형된 RhoA는 항-RhoA 항
체를 사용하여 변성시키지 않은 PAGE와 SDS-PAGE를 이용하여 웨스턴 블랏으로 확인하였다.

ADP-리보실화로 변형된 RhoA는 변성되지 않은 PAGE에서 빠른 이동율을 보인다(Med. Enzymol; Sehr et al., 19
98). Tat-C3를 처리한 세포의 RhoA는 PAGE에서 느린 이동을 보이고 또는 SDS-PAGE 상에서는 빠른 이동율을 보
였다. 이는 Tat-C3 가 C3와 마찬가지로 RhoA의 변형을 일으킬 수 있음을 의미한다 (도 4).

C3 트랜스페라제는 NAD+의 존재하에서 RhoA를 변형시켰고, 전기영동에서 Rho의 이동을 변화시켰다(도 5). C3 트
랜스페라제와 같이, Tat-C3는 SDS-PAGE RhoA의 이동을 지연시켰고, PAGE에서 RhoA의 이동을 빠르게 했다. 이
는 ADP-리보실화로 변형된 아르기닌 잔기가 RhoA의 전하를 변화시켰음을 나타내어 준다(Selkine, et al., 1989).

    발명의 효과

본 발명에 따르면 Tat-C3와 같은 농도의 C3 트랜스페라제는 세포 속으로 이동되지 못했으며(도 2), 대식작용의 효과 
또한 저해하지 못했고(도 3), Tat-C3 트랜스페라제와 같은 농도에서 세포 안의 RhoA를 변화시키지 못했다(도 4).

반면, Tat-C3 트랜스페라제는 C3 트랜스페라제보다 세포 안의 RhoA를 저해시키기 위해 훨씬 더 효과적이다. Tat-
C3 트랜스페라제는 대식세포의 대식작용을 저해하였고, 세포 내의 RhoA를 변화시켰으며, 시험관 내의 실험에서도 T
at-C3 트랜스페라제는 RhoA를 변형시켰다. 결론적으로 Tat-C3 트랜스페라제는 효과적으로 세포 내로 이동하여 세
포 내의 RhoA를 변형시켜 저해하고 RhoA와 관련된 대식세포의 탐식작용을 저해하였다.

C3 트랜스페라제 단백질은 세포 내로 쉽게 이동되지 못해서 사용하기에 한계를 가지고 있었으나 본 발명은 C3 트랜스
페라제에 Tat을 결합하여 이와 같은 문제를 해결하였다.

이를 이용하면 Tat-C3 트랜스페라제는 특별한 세포 안에서 RhoA의 기능을 알아보기 위하여 세포 속으로 효과적으로 
도입될 수 있다.

또한, 본 발명은 C3 트랜스페라제 및 RhoA 단백질이 관련된 질병의 예방과 치료에 유용할 것이다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

C3 트랜스페라제 또는 그의 유도체의 아미노 말단에 HIV-1 Tat 형질도입부위 49~57 잔기(Tat 49-57)가 공유결합
된 세포침투성 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질.

청구항 2.

C3 트랜스페라제 또는 그의 유도체 cDNA의 5'측에 HIV-1 Tat 형질도입부위 49~57 잔기(Tat 49-57) 코딩 DNA 
서열이 결합되어 상기 제1항의 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 코딩하는 서열번호 5 또는 그 등가물 재조합 폴리
뉴클레오타이드.

청구항 3.

상기 제1항의 융합 단백질을 발현시키기 위하여 상기 제2항의 재조합 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 세포침투성 Ta
t-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 발현시키는 벡터.
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청구항 4.

제3항에 있어서, 발현벡터는 도 1A의 제한지도와 같이 구성되는 것을 특징으로 하는 세포침투성 Tat-C3 트랜스페라
제 융합 단백질을 발현시키는 벡터.

청구항 5.

상기 제3항 또는 제4항의 벡터를 미생물에서 발현시키는 단계;

발현된 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 변성상태로 정제하는 단계;

변성상태의 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 세포에 가하는 단계;로 구성되는 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질
을 세포 내로 도입시키는 방법.

청구항 6.

제5항에 있어서, Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 6M 우레아를 이용하여 변성상태로 되게 하는 것을 특징으로 하
는 Tat-C3 트랜스페라제 융합 단백질을 세포 내로 도입시키는 방법.

청구항 7.

제1항의 TAT-C3 융합단백질을 유효성분으로 하고 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 것을 특징으로 하는 약제학
적 조성물.

도면
도면 1
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도면 2

도면 3
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도면 4

도면 5
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도면 6

<110>    CHOI, SOO YOUNG         PARK, JAE-BONG         PARK, JIN-SEO         WON, 

MOO-HO         

LEE, JAE-YONG<120>    Cell-transducing HIV-1 Tat-C3 transferase fusion protein, express  

       

ion vector of the fusion protein and the analysing method of Rhop         rotein using 

the fusion protein&l

t;130>    wjtj-shk-tatc3<160>    6<170>    KopatentIn 1.55<210>    1<211>    

29<212>    DNA<213>    Human immunodeficiency virus type 1<400>    1taggaagaag cg

gagacagc gacgaagac                                           29<210>    2<211>    

31<212>    D

NA<213>    Human immunodeficiency virus type 1<400>    2tcgagtcttc gtcgctgtct ccgcttcttc 

c                                        

31<210>    3<211>    27<212>    DNA<213>    Clostridium botulinum<400>    

3ctcgagtatt caaatactta ccaggag                                             27<210>    

4<211>    30<

212>    DNA<213>    Clostridium botulinum<400>    4ggatccttat ttaggattga tagctgtgcc      

                                    

30<210>    5<211>    673<212>    DNA<213>    Artificial Sequence<220>&

lt;223>    recombinant polynucleotide fused polynucleotide coding HIV-1 Tatp         

rotein and polynu

cleotide coding Human C3 transferase<400>    5taggaagaag cggagacagc gacgaagact 

cgagtattca aatac

ttacc aggagtttac         32taatattgat caagcaaaag cttggggtaa tgctcagtat aaaaagtatg 

gactaagcaa         92atcag

aaaaa gaagctatag tatcatatac taaaagcgct agtgaaataa atggaaagct        152aagacaaaat 

aagggagtta tcaatggatt tc

cttcaaat ttaataaaac aagttgaact        212tttagataaa tcttttaata aaatgaagac ccctgaaaat 

attatgttat ttagaggcga        

272cgaccctgct tatttaggaa cagaatttca aaacactctt cttaattcaa atggtacaat        

332taataaaacg gcttttgaaa aggct

aaagc taagttttta aataaagata gacttgaata        392tggatatatt agtacttcat taatgaatgt 

ttctcaattt gcaggaagac caat
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tattac        452aaaatttaaa gtagcaaaag gctcaaaggc aggatatatt gaccctatta gtgcttttgc       

 512aggacaactt gaa

atgttgc ttcctagaca tagtacttat catatagacg atatgagatt        572gtcttctgat ggtaaacaaa 

taataattac agcaacaatg a

tgggcacag ctatcaatcc        632taaataagga tcc                                            

               645<210>    

6<211>    9<212>    PRT<213>    Human immunodeficiency virus type 1<400>    

6Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg  1               5
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