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요약

본 발명은 개괄적으로 혈관 내피 증식 인자와 유사한 성질을 지닌 분자 분리물 및 이를 암호하는 유전자 서열에 관한 
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것이다. 이 분자는 증진되거나 감소된 혈관구조 및/또는 혈관 투과성을 요하는 질환의 치료, 예방 및/또는 진단에 유

용한 일정 범위의 치료법 및 진단법의 개발에 유용할 것이다. 또한, 본 발명의 분자는 주신경원 및 중추 신경원의 유용

한 작동인자이며 대교세포의 증식을 유도할 수 있다.

명세서

기술분야

본 발명은 개괄적으로 혈관 내피 증식 인자(vascular endothelial growth factor)와 유사한 성질을 지닌 분리된 분자 

및 이를 암호하는 유전자 서열에 관한 것이다. 이 분자는 증진되거나 감소된 혈관구조 및/또는 혈관 투과성을 필요로 

하는 질환의 치료, 예방 및/또는 진단에 유용한 일정 범위의 치료법 및 진단법의 개발에 유용할 것이다. 또한, 본 발명

의 분자는 주 신경 뉴론 및 중추 신경 뉴론의 유용한 작동인자(effector)이며 대교세포(astroglial cell)의 증식을 유도

할 수 있다.

배경기술

본원에서 인용한 공개 문헌들의 구체적인 목록은 본원 명세서의 마지막 부분에 기재하고 있다. 본원에서 사용된 뉴클

레오티드 서열 및 아미노산 서열번호는 상기 목록의 내용에 따라 정의된 것이다.

본원 명세서 전체에서 사용된 '포함'이라는 용어는 별다른 표시가 없는 한, 기술된 인자 또는 그 전체를 포함하지만 임

의의 다른 인자 또는 그 전체 또는 인자들이나 전체들의 군을 배제하는 것은 아니라는 의미로 이해되어야 할 것이다.

혈관작용 투과성 인자라고도 알려진 혈관 내피 증식 인자(Vascular Endothelial Growth Factor)(이후, 'VEGF'라고 

약칭함)는 내피 조직을 특이적으로 활성화시키는 분비형의 공유 결합된 동종이량체(homodimer) 당단백질이다(Seng

er 등., 1993). 황체 형성(Yan 등., 1993) 및 태반 발육(Sharkey 등., 1993), 혈관 투과성 조절(Senger 등., 1993), 염

증성 혈관형성(Sunderkotter 등., 1994) 및 자가이식(Dissen 등., 1994)을 비롯한 일반적인 혈관형성 및 종양 촉진성

혈관형성(Folkman amp; Shing, 1992), 류마티스양 관절염(Koch 등., 1994) 및 당뇨병 관련성 망막증(Folkman amp

; Shing, 1992)을 비롯한 인체 질환과 같은 광범위한 기능들이 VEGF와 관련있다.

따라서, VEGF는 이 VEGF를 주성분으로 한 치료제, 예방제 및 진단제에 대한 연구 또는 그 활성에 대한 연구의 표적

이 되는 매우 중요한 분자이다, 또한,VEGF에 대한 대체물로서 사용하거나 VEGF와 함께 병용하기 위한 동족체 또는 

다른 관련 분자에 대한 동정이 요구되고 있다.

본 발명 이전까지 본 발명자들은 복합 내분비선 신생물 제 I 형 감수성 유전자(Multiple Endocrine Neoplasia type I 

susceptibility gene)(MEN1)에 대해 연구를 지속해왔다. 그 결과 놀랍게도, 본 발명자들은 MEN1 유전자의 가능성에

서 제외된 유전자 서열이 VEGF와 일부 유사성을 지닌 새로운 증식 인자라는 것을 발견하였다. 더우기, 본 발명의 증

식 인자는 주 신경 뉴론 및 중추 신경 뉴론의 작동 분자이다.

발명의 상세한 설명

따라서, 본 발명의 한 면은 아미노산 서열이 (i) 서열 번호 2의 아미노산 서열과 약 15% 이상 유사하고; (ii) 서열번호 

2의 아미노산 서열과 5% 이상 유사하지 않은 생물학적으로 분리된 단백 분자(proteinaceous molecule)를 포함한다.

본 발명의 다른 면은 (i) 서열번호 2의 아미노산 서열 전체 또는 일부와 약 15% 이상 유사하지만 약 5% 이상은 유사

하지 않은 아미노산 서열을 포함하고; (ii) VEGF와 공통된 특성을 1가지 이상 나타내는 것을 특징으로 하는 생물학적

으로 분리된 단백 분자를 제공한다.

본 발명의 관련된 면은 (i) 서열번호 2의 아미노산 서열과 약 15% 이상 유사하지만 약 5% 이상 유사하지 않은 아미노

산 서열을 포함하고, (ii) (a) 혈관 내피 세포의 증식 유도능력: (b) flt-1/flk-1 수용체류와의 상호반응능력; 및 (c) 세

포 이동, 세포 생존 및/또는 알칼리 포스파타제 세포내 농도의 증가를 유도하는 능력중 한가지 이상의 특성을 나타내

는 것을 특징으로 하는 생물학적으로 분리된 단백 분자에 관한 것이다.

'생물학적으로 분리된'이란 용어의 의미는 분자가 생물원으로부터 1단계 이상의 정제 단계를 거친 것임을 의미하는 

것이다. 이 분자는 또한 생물학적으로 순수한 것으로, 조성물내에 존재하는 다른 화합물에 대해 중량, 활성 또는 다른 

편리한 수단으로 측정시 상기 조성물내 분자의 함량이 약 20% 이상, 보다 바람직하게는 약 40% 이상, 보다 더 바람

직하게는 약 65% 이상, 훨씬 더욱 바람직하게는 약 80 내지 90% 이상인 것을 의미한다. 가장 바람직한 것은 분자가 

서열상 순수한 것이다.

본 발명의 다른 바람직한 면은, 상기 분자를 재조합 형태로 제공하는 것이다.

이러한 본 발명의 양태에 따라, (i) 서열 번호 2의 아미노산 서열과 약 15% 이상 유사하고; (ii) 서열 번호 2의 아미노

산 서열과 5% 이상 유사하지 않은 아미노산 서열을 포함하는 재조합 분자를 제공한다.

이와 관련된 본 발명의 양태는 (i) 서열 번호 2의 아미노산 서열 전체 또는 일부와 약 15% 이상 유사하지만 약 5% 이

상 유사하지 않은 아미노산 서열을 포함하고; (ii) VEGF와 공통된 특성을 1가지 이상 나타내는 것을 특징으로 하는 

재조합 분자에 관한 것이다.

또다른 본 발명의 관련 양태는 (i) 서열 번호 2의 아미노산 서열과 약 15% 이상 유사하지만 약 5% 이상 유사하지 않
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은 아미노산 서열을 포함하고; (ii) (a) 혈관 내피 세포의 증식 유도능력; (b) flt-1/flk-1 수용체류와의 상호반응능력; 

및 (c) 세포 이동, 세포 생존 및/또는 알칼리 포스파타제 세포내 농도의 증가를 유도하는 능력중 한가지 이상의 특성을

나타내는 것을 특징으로 하는 재조합 분자에 관한 것이다.

또한, 본 발명은 서열 번호 1의 아미노산 서열과 약 15% 이상 유사하지만 약 5% 이상 유사하지 않은 단백 분자를 암

호하는 게놈 클론 또는 부분 게놈 클론에 관한 것이다.

서열 번호 2에 기술된 아미노산 서열은 인체 VEGF에 상응하는 것이다(이하, 'VEGF 165 '라고 약칭함). 따라서, 본 

발명의 분자는 VEGF의 아미노산 서열과 유사하지만 동일하지는 않은 아미노산 서열을 포함하는 VEGF-유사체 또는

VEGF 동족체이 다. 본 발명은 인체 VEGF-유사 분자를 사용하여 설명하고 있지만, 가축류(예, 양, 돼지, 말 및 소), 

애완 동물(예, 개 및 고양이) 및 실험실용 시험 동물(예, 쥐, 래트, 래빗 및 기니피그)과 같은 다른 포유류, 뿐만 아니라

조류(예, 가금류), 어류 및 파충류와 같은 비포유류 유래의 동종 분자 및 암호 서열도 본 발명에 포함된다. 가장 바람

직한 양태는 VEGF-유사 분자가 인체 유래의 것으로서, 염색체 11q13에 위치한 유전자에 의해 암호되는 것이다. 따

라서, 본 발명은 상기 VEGF-유사 분자를 암호하는 게놈 서열 또는 그 일부까지도 포함한다.

유사율(similarity)은 최적 정렬(optimal alignment)후 서열 번호 2의 아미노산 서열 전체 또는 그 일부와의 유사율이

약 30% 이상인 것이 바람직하고, 보다 바람직하게는 약 40% 이상, 보다 더 바람직하게는 약 50% 이상, 보다 더욱더 

바람직하게는 약 60 내지 70%, 가장 바람직하게는 약 80 내지 95% 이상인 것이다.

특히 바람직한 양태에서 본 발명의 VEGF-유사 분자는 서열번호 4의 아미노산 서열을 포함하거나, 또는 그 일부, 단

편, 유도체 또는 유사체를 포함한다. 특히 바람직한 유사율은 약 19 내지 20% 및 29 내지 30%이다. 또한 본원에서 

사용된 유도체란 스플라이스(splice) 변형체를 포함하는 것이다. 따라서, 본 발명은 SOM175의 스플라이스 변형체도 

포함한다. 본 발명에 포함되는 스플라이스 변형체의 예로는 서열 번호 6, 서열 번호 8 및/또는 서열 번호 10 중 어느 

하나 이상의 서열과 실질적으로 같은 아미노산 서열을 지닌 변형체 또는 이것의 변이체 또는 유도체 또는 또다른 스

플라이스 변형체를 포함하지만, 이것들에 국한되는 것은 아니다.

또 다른 양태는 (i) 서열 번호 4와 실질적으로 동일한 아미노산 서열, 또는 이 아미노산 서열이 서열 번호 2의 아미노

산 서열 전체 또는 일부와 약 5% 이상 유사하지 않다면 서열 번호 4의 아미노산 서열 전체 또는 일부와 약 15% 이상

의 유사율을 갖는 아미노산 서열을 가지며; (ii) VEGF와 공통된 생물학적 특성을 한가지 이상 나타내는 것을 특징으

로 하는 재조합 분자를 제공한다.

또 다른 양태는 (i) 서열 번호 6과 실질적으로 동일한 아미노산 서열, 또는 이 아미노산 서열이 서열 번호 2의 아미노

산 서열 전체 또는 일부와 약 5% 이상 유사하지 않다면, 서열 번호 6의 아미노산 서열 전체 또는 일부와 약 15% 이상

의 유사율을 지닌 아미노산 서열을 가지며; (ii) VEGF와 공통된 생물학적 특성을 한가지 이상 나타내는 것을 특징으

로 하는 재조합 분자를 제공한다.

또 다른 양태는 (i) 서열 번호 8과 실질적으로 동일한 아미노산 서열, 또는 이 아미노산 서열이 서열 번호 2의 아미노

산 서열 전체 또는 일부와 약 5% 이상 유사하지 않다면, 서열 번호 8의 아미노산 서열 전체 또는 일부와 약 15% 이상

의 유사율을 지닌 아미노산 서열을 가지며; (ii) VEGF와 공통된 생물학적 특성을 한가지 이상 나타내는 것을 특징으

로 하는 재조합 분자를 제공한다,

또 다른 양태는 (i) 서열 번호 10과 실질적으로 동일한 아미노산 서열, 또는 이 아미노산 서열이 서열 번호 2의 아미노

산 서열 전체 또는 일부와 약 5% 이상 유사하지 않다면, 서열 번호 10의 아미노산 서열 전체 또는 일부와 약 15% 이

상의 유사율을 지닌 아미노산 서열을 가지며, (ii) VEGF와 공통된 생물학적 특성을 한가지 이상 나타내는 것을 특징

으로 하는 재조합 분자를 제공한다.

VEGF의 특성으로는 (a) 혈관 내피 세포의 증식 유도능력; (b) flt-1/flk-1 수용체류와의 상호반응능력; 및 (c) 세포 

이동, 세포 생존 및/또는 알칼리 포스파타제 세포내 농도의 증가를 유도하는 능력중 한가지 이상의 특성을 포함한다.

본 발명에 따르면, 바람직한 유사율은 약 40% 이상이고, 보다 바람직하게는 약 50% 이상이며, 보다 더 바람직하게는

약 65% 이상이다.

본 발명의 또 다른 양태는 서열 번호 4의 아미노산 서열 일부 또는 서열 번호 6, 서열 번호 8 또는 서열 번호 10에 기

재된 것과 같은 스플라이스 변형체 또는 이의 화학적 등가체에 상응하는 펩티드 단편을 포함한다. 본 발명의 생물학

적으로 분리된 분자 또는 재조합 분자는 자연적으로 글리코실화되거나 또는 이것이 분리 또는 합성된 세포 종류에 따

라 변화된 글리코실화 패턴을 포함할 수 있다. 예컨대, 원핵 세포중에서 재조합 수단에 의해 생성된다면, 이 분자는 글

리코실화되지 않을 것이다. 상기 분자는 완전한 길이의 자연에 존재하는 형태이거나, 또는 절두형(truncated form) 

또는 다른 유도체화된 형태일 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 본원에 기술된 VEGF-유사 분자를 암호하는 핵산 분자에 관한 것이다. 특히, 본 발명은 서

열 번호 3과 실질적으로 동일한 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 분자, 또는 이 핵산 서열이 서열 번호 3의 뉴클레

오티드 서열과 15% 이상 유사하지만 30% 이상 유사하지 않은 경우에는 서열 번호 3의 뉴클레오티드 서열을 역전사

한 보체(Complement)에 대해 낮은 스트린젠시 조건(low stringency condition)하에 하이브리드화할 수 있거나 상기

핵산 서열 전체 또는 일부와 15% 이상의 유사성을 갖는 핵산 분자를 제공한다. 여기서 뉴클레오티드 서열을 역전사

한 보체(complement)란 뉴클레오티드 서열의 상보적인 서열로서, 해당 서열에서 뉴클레오티드의 서열에 상보적인 

뉴클레오티드의 서열이다. 상보적인 뉴클레오티드란 어떤 뉴클레오티드에 결합하는 다른 뉴클레오티드를 말한다. 따

라서, A의 보체는 T이고, C의 보체는 G이고, T의 보체는 A이고, G의 보체는 C이다. 또한, 서열번호 3의 뉴클레오티

드 서열은 본원에서 'SOM175'라고 명명하였다. 비유사율은 약 35%인 것이 바람직하고, 보다 바람직하게는 약 39%, 

가장 바람직하게는 약 40 내지 50% 이상인 것이다.

스트린젠시율(the level of stringency)은 본원에 참고 인용되는 문헌[Sambrook 등(1989), p. 9.47-9.51]에 개시된

높은 스트린젠시(high stringency)로 간주되는 세척 단계를 이용하여 용이하게 조성할 수 있다. 본원에서 정의된 낮
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은 스트린젠시(low stringency)는 4-6X SSC/0.1-0.5% w/v SDS를 사용하여 37-45℃에서 2 내지 3시간 동안 수행

하는 것이다. 하이브리드화와 관련된 핵산 원료 및 농도에 따라 다른 스트린젠시 조건을 사용할 수 있으며, 예컨대, 본

원에서 1-4X SSC/0.25-0.5% w/v SDS를 사용하여 45℃ 이상에서 2 내지 3시간동안 수행하는 것인 중간 스트린젠

시 조건(medium stringent condition) 또는 본원에서 0.1-1X SSC/0.1% w/v SDS를 사용하여 60℃에서 1 내지 3시

간동안 수행하는 것인 높은 스트린젠시가 있다.

또한, 본 발명은 서열 번호 3과 15% 이상의 뉴클레오티드 서열 상동성을 갖는 전술한 바와 같은 VEGF-유사 분자를 

암호하는 핵산 분자를 포함한다. 바람직한 상동성율(level of homology)은 약 40% 이상, 보다 바람직하게는 약 60 

내지 70%이다.

본 발명은 또한, 인체 VEGF에 대응하는 쥐(murine)의 동족체에 관한 것이다(이하 'mVRF'라고 명명함). mVRF는 인

체 VEGF와 비교하여 전체 암호 영역상의 아미노산 잔기에 대해 92%의 보존성(conservation) 및 약 85%의 동일성(i

dentity)을 갖고 있다. mVRF는 도 9와 실질적으로 동일한 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산 분자에 의해 암호화된

다.

본 발명의 VEGF-유사 분자는 단독물로서 또는 VEGF와 같은 다른 분자와의 복합물로서 소정의 치료제 및/또는 진

단제 개발에 유용할 것이다. 따라서, 본 발명은 VEGF-유사 분자 또는 그 일부분, 단편, 유도체, 동족체 또는 유사체 

및 1종 이상의 약학적 허용성 담체 및/또는 희석제를 함유하는 약학 조성물도 포함한다. 더욱이, 본 발명은 서열 번호 

3의 핵산 서열, 또는 이것과 약 15% 이상의 유사율, 보다 바람직하게는 약 40%, 보다 더 바람직하게는 약 60 내지 7

0%의 유사율을 갖고 있지만 30% 이상, 보다 바람직하게는 약 39%의 비유사율을 갖는 핵산 서열을 함유하는 벡터 및

이를 함유하는 숙주 세포도 포함한다. 또한, 본 발명은 서열 번호 3을 근거로 하는 안티센스 분자 및 리보자임 뿐만 아

니라 VEGF-유사 분자에 대한 중화 항체도 포함한다. 이러한 분자들은 예컨대, 종양에 의한 혈관신생 또는 혈관형성

을 유도하는 VEGF-유사 유전자의 과잉발현 효과를 경감시키는데 유용할 수 있다.

본 발명의 다른 양태는 (i) 서열번호 2의 아미노산 서열과 약 15% 이상 유사하지만 약 5% 이상은 유사하지 않은 아미

노산 서열을 포함하고; (ii) 혈관 내피 증식인자(VEGF)와 공통된 특성을 1가지 이상 나타내는 것을 특징으로 하는 재

조합 단백분자를 포유류에게 유효량 투여하는 것으로 구성되어, 포유류내에서 대교세포 증 식을 유도하는 방법을 제

공하며, 이 때 투여는 대교세포의 증식(astroglial proliferation)을 유도하기에 충분한 시간과 조건하에서 수행한다.

재조합 단백 분자는 서열 번호 3 또는 서열 번호 6의 아미노산 서열을 함유하는 것이 바람직하다.

본 발명의 다른 양태는 (i) 서열번호 2의 아미노산 서열과 약 15% 이상 유사하지만 약 5% 이상은 유사하지 않은 아미

노산 서열을 포함하고; (ii) 혈관 내피 증식인자(VEGF)와 공통된 특성을 1가지 이상 나타내는 것을 특징으로 하는 재

조합 단백분자를 포유류에게 유효량 투여하는 것으로 구성되어, 포유류내의 신경 생존 및/또는 증식을 촉진시키는 방

법을 제공하며, 이 때 투여는 대교세포의 증식을 유도하기에 충분한 시간과 조건하에서 수행한다.

재조합 단백 분자는 서열 번호 3 또는 서열 번호 6의 아미노산 서열을 포함하는 것이 바람직하다.

본 발명은 또한 진단제로서 사용할 수 있는, VEGF-유사 분자를 암호하는 유전자에 대한 핵산 프로브 또는 VEGF-유

사 분자에 대한 항체를 포함한다.

더욱이, 본 발명은 도면 및/또는 실시예를 통해 보다 상세히 설명되며, 본 발명의 범위가 이것에 국한되는 것은 아니

다.

도면의 간단한 설명

도 1은 VEGF 165 의 뉴클레오티드 서열[서열 번호 1] 및 이에 상응하는 아미노산 서열[서열 번호 2]이다.

도 2는 SOM 175의 뉴클레오티드 서열[서열 번호 3] 및 이에 상응하는 아미노산 서열[서열 번호 4]이다.

도 3은 SOM175 단백질 서열을 이용한 BLAST 서치(search) 결과이다.

도 4는 VEGF cDNA 및 SOMl75 cDNA의 BESTFIT 배열이다.

도 5는 복수 정렬된 VEGF 165 와 SOM175 및 이것의 뉴클레오티드 수준에서의 스플라이스 변형체(splice variant)

이다.

도 6은 복수 정렬된 VEGF 165 와 SOM175 및 이것의 아미노산 수준에서의 스플라이스 변형체이다.

도 7은 SOM 175 및 이것의 스플라이스 변형체의 모식도이다.

도 8a는 엑손/인트론 지도(exon/intron map)를 도시한 인체 SOM175의 게놈 구조의 모식도이다.

도 8b는 엑손/인트론 경계를 도시한 인체 SOM175의 게놈 구조의 모식도이다.

도 9는 mVRF cDNA 클론으로부터 유래된 뉴클레오티드 서열 및 이로부터 추정되는 펩티드 서열이다. 뉴클레오티드

의 번호는 개시 코돈의 A에서부터 번호를 부여하여 좌측에 표시하였다. 아미노산은 추정상의 시그널 펩티드를 제거

한 후 예상되는 성숙 단백질의 제1 잔기에서부터 번호를 부여하여 우측에 표시하였다. 교호적으로 스플라이스되는 영

역은 이중으로 밑줄이 그어져 있고 각 mRNA로부터 산출되는 펩티드 서열도 표시하였다. 가능성이 있는 폴리아데닐

화 시그널은 볼드체 활자로 나타내었다. 또한 mVRF 167 및 mVRF 186 의 개시 코돈 및 종지 코돈에 밑줄을 그었고 3

' UTR내의 다형성 AC 반복 서열은 점각 박스로 표시하였다. 인트론/엑손 경계의 위치는 화살촉 모양으로 표시되어 

있다.

도 10은 인간 및 쥐의 VRF 단백질 이소형태(isoform)의 BESTFIT 정렬도이다. A: mVRF 167 및 hVRF 167 , B: 각

각 167 아미노산 이소형태로부터 벗어난 서열의 지점에서부터 mVRF 186 및 hVRF 186 서열, 아미노산 동일성은 수

직 단선으로 표시하였고, 보존되는 아미노산은 콜론으로 표시하였다. 화살표는 인간 및 마우스 VRF의 예상되는 시그

널 펩타이드 절단 부위를 표시한 것이다.
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도 11은 mVRF 167 및 mVEGF 188 (Breier 등, 1992) 펩티드 서열의 BESTFIT 정렬도이다. mVEGF의 시그널 펩티

드 절단 부위는 화살표로 표시하였다. 동일한 아미노산은 수직 단선으로, 보존적 치환은 콜론으로 표시하였다. 아미노

산 번호는 도 9에서 설명한 바와 같다.

도 12는 VRF(마우스 및 인간 동족체의 인트론/엑손 구조는 거의 동일하므로 일반적인 VRF 유전자를 도시함) 및 다

른 인간 VEGF/PIGF/PDGF 유전자 군간의 유전자 구조를 비교한 것이다. 엑손은 박스로 표시하였다. 단백질 암호 영

역 및 비해 독 영역은 각각 빗금친 구역과 빈 구역으로 표시하였다. VRF내에 평행선이 그어진 영역은 VRF 186 이소

형태의 교호적 스플라이싱(alternate splicing)으로 형성된 또다른 3' UTR 서열을 나타낸다. 각 유전자의 가능한 교

호 스플라이스 생성물도 도시하고 있다.

도 13은 mVRF cDNA 클론과 하이브리드화되는 여러 성숙 마우스의 조직(표시 됨)에서 추출한 전체 RNA의 노던 블

롯(Northern blot)의 방사선사진이다. 모든 샘플 중에서 1.3kb의 주요 전사체가 검출되었다.

도 14는 마우스에 존재하는 mVRF 및 mRNA의 발현 패턴을 나타내는 필름 방사선사진(A-C) 및 암시야(dark-field)

현미경사진(D-E)이다. E14 마우스배아(A)에 있어서, 발생하는 심장(Ha) 및 대뇌피질(Cx)상에서 양성의 시그널이 나

타났다. 또한, 그 구역내 다른 조직들에 대해서도 낮은 배경 시그널이 나타났다. E17 배아(B) 및 심장(Ha)은 강한 하

이브리드화 시그널로 인해 뚜렷하게 관찰되었다. 이와 동등한 강한 시그널이 흡착 주위 및 후면에 있는 갈색 지방 조

직(Fa)에서도 나타났다. 척수(SC) 및 혀(T)에서는 중간정도의 하이브리드화 시그널이 나타났다. E14 배아에 비해 배

경 시그널의 강도는 감소하였다. 어린 성숙 마우스(C-D)에 있어서, 심장(Ha)과 흉곽 주위의 지방 조직(Fa)상에서 양

성의 시그널이 나타나는 반면, 예컨대, 허파(Lu)는 표지되지 않았다. 심장에 대한 하이브리드화 시그널은 유두 근육(

D)을 비롯하여 좌심실 전체상에 균일하게 분포한다. 과량의 비방사능성 프로브(cold probe)와 하이브리드화된 E17 

심장에서 양성의 시그널은 나타나지 않았다(E). 크기 바아 = 0.5mm(A), 1.2mm(B), 1mm(C), 0.3mm(D), 0.1mm(E).

도 15는 마우스 지방 조직(A-B) 및 척수(C-D)내에서의 mVRF mRNA 형질 발현을 나타내는 암시야(dark-field)(A 

및 C) 및 명시야(bright-field)(B 및 D) 현미경사진이다. 수단 블랙으로 염색된 구역(B)에서 강한 표지화로 표시되는 

바와 같이, 강한 하이브리드화 시그널이 지방(A)상에서 나타났다. 또한, 골격근(A-B중의 M)에서는 약한 시그널이 나

타났다. 성숙한 척수(C)에서 mVRF 프로브는 회백질상에 있어 서의 뉴론 염색 패턴을 나타냈다. 톨로우딘 대비염색(c

ounterstaining)은 mVRF mRNA가 주로 양성으로 나타나는 중심관 주위 및 배면각의 심부내에 존재하는 인터뉴론(i

nterneuron)(도시되지 않음), 복측각내의 운동뉴론(D)을 나타내고 있다. 크기 바아 = 0.1mm(A), 0.1mm(B), 0.25m

m(C), 0.015mm(D).

도 16은 생존율%, 신경돌기 과성장율% 및 평균 신경돌기 길이(㎛)로 측정되는 바와 같은, 배아발생 8일(E8)째의 병

아리 감각뉴론에 대한 VEGF의 효과를 나타낸다.

도 17은 병아리 신경교에 대한 VEGF 및 SOM175의 효과를 나타낸다. CNS 신경교, 말초 신경교 및 CNS 희돌기교세

포도 시험하였다.

도 18은 마우스의 대교세포에 대한 각종 SOM 175 단백질의 효과를 나타낸다. ■ 3 H(cpm)

1. FGF-2(10ng/ml) 양성 대조군

2. SOM △ X6 
* 1 ng/ml

3. SOM △ X6 10 ng/ml

4, SOM △ X6 100 ng/ml

5. SOM △ X6 1000 ng/ml

6. SOM △ X6 1000 ng/ml, 헤파린 무첨가

7. SOMX6 ** 1 ng/ml

8. SOMX6 10 ng/ml

9. SOMX6 100 ng/ml

10. SOMX6 1000 ng/ml

11. SOMX6 1000 ng/ml, 헤파린 무첨가
* 이것은 엑손 6이 없는 SOM175를 나타낸다:
** 이것은 SOM 175를 나타낸다.

도 19는 마우스의 희돌기교세포에 대한 각종 SOM175 단백질의 효과를 나타낸다. ■ 3 H(cpm)

1. FGF-2(10ng/ml) 양성 대조군

2. SOM △ X6 
* 1 ng/ml

3. SOM △ X6 10 ng/ml

4. SOM △ X6 100 ng/ml

5. SOM △ X6 1000 ng/ml

6. SOM △ X6 1000 ng/ml, 헤파린 무첨가

7. SOMX6 ** 1 ng/ml

8. SOMX6 10 ng/ml

9. SOMX6 100 ng/ml

10. SOMX6 1000 ng/ml

11. SOMX6 1000 ng/ml, 헤파린 무첨가
* 이것은 엑손 6이 없는 SOM175를 나타낸다:
** 이것은 SOM 175를 나타낸다.

도 20은 마우스의 전뇌 뉴론에 대한 각종 SOM175 단백질의 효과를 나타낸다. ■생존율%



등록특허  10-0414615

- 6 -

1. FGF-2(10ng/ml) 양성 대조군

2. SOM △ X6 
* 1 ng/ml

3. SOM △ X6 10 ng/ml

4. SOM △ X6 100 ng/ml

5. SOM △ X6 1000 ng/ml

6. SOM △ X6 1000 ng/ml, 헤파린 무첨가

7. SOMX6 ** 1 ng/ml

8. SOMX6 10 ng/ml

9. SOMX6 100 ng/ml

10. SOMX6 1000 ng/ml

11. SOMX6 1000 ng/ml, 헤파린 무첨가
* 이것은 엑손 6이 없는 SOM175를 나타낸다:
** 이것은 SOM175를 나타낸다.

[표 1]

실시예

실시예 1

인간 cDNA 클론

오리지날 SOM175 cDNA는 코스미드 D11S750을 이용하여 인간 태아 뇌 라이브러리( λ zapII, 스트라타진)를 스크
리닝하므로써 분리하였다[참조: Larsson 등(1992)]. 상기 플라스미드는 '생체 내에서' 절단하였으며, 단일 1.1 kb c

DNA를 수득하였다. 또한, 3개의 독립적인 SOM175 cDNA 클론은 인간 태아 비장 라이브러리(스트라타진, 유니-잽)

로부터 상기 SOM175 삽입물을 프로브로 사용하여 분리하였다. 3개의 독립적인 클론, 즉 SOM175-4A, SOM175-5

A 및 SOM175-6A를 수득하였다. SOM175-5A는 엑손 4가 없는 교대로 스플라이스된 클론이었다(SOM175-e4). 이

들 라이브러리 스크린은 상기 라이브러리 제조업자(스트라타진)에 의해 추천된 하이브리드화 조건 및 SOM175의 무

작위 프라임된 삽입물(random primed insert)을 이용하여 수행하였다.

또한, 두 개의 부분적인 인체 SOM175 cDNA는 λ GT11 인간 흑색종 세포주 A2058 라이브러리(클론테크)로부터 
분리하였다. cDNA 라이브러리 스크린은 문헌[참조: Church 와 Gilbert, (1984)]에 기재된 하이브리드화 조건을 이

용하여 수행하였다. 각각의 경우에서, 프로브는 SOM175로부터 유도된 PCR 생성물(18f-700r)의 무작위 프라이밍(r
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andom priming)에 의해 생성하였다.

마우스 cDNA 클론

또한, 인체 SOM175를 사용하여 생후 1개월 이내의 마우스 전뇌(全腦) cDNA 라이브러리(유니잽, 스트라타진)를 스

크린하였다. 4개의 비키메라성 클론, 즉 M175-A, M175-B, M175-C 및 M175-D를 분리하였다. 모든 클론은 부분 

cDNA였으며, M175-C는 몇몇 인트론을 함유하였다. 이들 cDNA 중 3개의 cDNA는 엑손 6이 없었다.

M1이라 칭한 다른 클론은 서열이 완전히 결정되었으며, 전장 개방 해독 프레임 + 5'utr 의 부분 및 전체의 3'utr을 함

유하는 것으로 확인되었다.

실시예 2

DNA 서열 분석

cDNA 클론(SOM175)의 전체 서열을 해독하였으며, 상기 서열은 그의 상응하는 아미노산 서열과 함께 도 2에 제시하

였다. 상기 서열은 MAP 프로그램(GCG, 위스콘신 대학)을 이용하여 개방 해독 프레임(open reading frame)에 대해 

스크린하였다. 672 bp인 단일 개방 해독 프레임이 관찰되었다(참조: 도 2). 약간의 5' 미해독 서열(2 bp)이 존재하는 

것으로 생각된다. 3' 미해독 부분은 완전한 것으로 생각되는데, 그 이유는 3' 미해독 부분이 폴리아데닐화 시그널 및 

폴리-A-테일을 포함하기 때문이다.

데이터베이스 상동성 검색(homology search)은 BLAST 알고리듬(미국, NCBI에서 운용함)을 이용하여 수행하였다.

이 분석은 VEGF의 몇몇 포유류형에 대한 상동성을 확인시켜 준다(참조: 도 3). SOM175 및 인체 VEGF 165 사이의 

상동성의 양은 BESTFIT 프로그램(GCG, 위스콘신 대학; 참조: 도 4 및 도 5)을 이용하여 수행하였다. BESTFIT 분

석을 이용하여 뉴클레오티드 상동성은 69.7%로 산정하였으며, 단백질 상동성은 33.3% 이상 동일성 및 52.5% 보존

성을 갖는 것으로 산정하였다. 뉴클 레오티드 서열에 대한 BLAST 분석으로 인간의 발현된 서열 태그 EST06302에 

거의 완전히 부합되는 것을 확인하였다(Adams 등, (1993)).

이들 데이터는 SOM175가 VEGF와 구조적 유사성을 갖는 증식 인자를 암호화한다는 것을 나타내고 있다. 양 유전자 

모두 개시 및 종결 코돈을 유사한 위치에서 나타내며, 불연속 상동성 블록을 공유하고 있다. 모두 8개의 시스테인 뿐

만 아니라 이량체화에 관여하는 것으로 생각되는 기타 VEGF 잔기의 수는 보존된다. 이들 잔기는 시스테인-47, 프롤

린-70, 시스테인-72, 발린-74, 아르기닌-77, 시스테인-78, 글리신-80, 시스테인-81, 시스테인-82, 시스테인-89, 

프롤린-91, 시스테인-122 및 시스테인-124이고, 이들은 도 6에 나타냈다. VEGF와 SOM175 유전자 생성물 사이에

구조적 보존이 이루어지는 경우, 이들은 기능적 유사성도 공유할 가능성이 있다. SOM175는 VEGF와 몇몇 특성을 공

유하나, 자신의 독특한 특성을 보유한 VEGF-유사 분자를 암호화하는 것으로 제안되었다. VEGF 165 의 뉴클레오티

드 서열 및 상응하는 아미노산 서열은 도 1에 제시하였다.

실시예 3

VEGF 165 류와 SOM175 류(단백질) 사이의 유사성(similarity)(%) 및 발산성(divergence)(%)은 미국, 위스콘신에 

소재하는 멕알리안 소프트웨어 DNASTAR를 사용하는 클러스탈법(Clustal method)을 이용하여 분석하였다. 분석 결

과는 하기 표 2a 및 2b에 나타냈다. SOM175의 교호적으로 스플라이스된 형태는 모든 엑손 6이 결실된 경우, SOM1

75-e6; 모든 엑손 6amp;7이 결실된 경우, SOM175-e6amp;7; 모든 엑 손 4가 결실된 경우, SOM175-e4로 약식 표

기하였다. SOM175의 스플라이스된 형태는 도 7에 도시하였다. 인트론/엑손 경계를 나타내는 SOM175의 게놈 지도

는 도 8a 및 8b에 나타냈다.
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[표 2a]
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[표 2b]

실시예 4

SOM175의 기능을 결정하기 위한 생분석(hioassay)

본 분석을 수행하여 SOM175가 내피 세포 기능, 혈관 생성 및 상처 치료에 대해 VEGF와 유사한 활성을 보유하는지 

여부를 평가하였다. 기타 분석은 수용체 결합분포 연구 결과에 근거하여 수행하였다.

내피 세포 기능 분석

내피 세포 증식. 내피 세포 성장은 문헌[Ferrara amp; Henzel (1989) 및 Gospodarowicz 등(1989)]에 기재된 바와 

같이 분석하였다.

혈관 투과성 분석. 기니아 피그 내에서 마일즈 테스트(Miles test)를 이용하는 본 분석은 문헌[Miles amp; Miles (19

52)]에 기재된 바와 같이 수행하였다.

세포 접착 분석. 내피 세포에 대한 다형체의 접착에 대한 SOM175의 영향을 분석하였다.

화학주성. 이는 표준 보이덴 챔버 화학주성 분석법(Boyden chamber chemotaxis assay)을 이용하여 수행하였다.

플라스미노겐 활성제(activator) 분석. 내피 세포는 플라스미노겐 활성제 및 SOM175 첨가시 플라스미노겐 활성제 

억제제 생성에 대해 테스트하였다(Pepper 등(1991)).

내피 세포 이동 분석. 이동하여 관을 형성하기 위해 내피 세포를 자극할 수 있는 SOM175의 능력은 문헌[Montesano

등 (1986)]에 기재된 바와 같이 분석하였다.

혈관 생성 분석

병아리 융모요막에서 혈관 생성 반응의 SOM175 유도는 문헌[Leung 등(1989)] 에 기재된 바와 같이 수행하였다.

SOM175의 가능한 향신경성 작용은 하기 분석을 이용하여 평가하였다:

신경돌기 과성장 분석 및 유전자 유도(PC12 세포)
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PC12 세포(크롬친화성세포종 세포주)는 교감신경 뉴론의 특성을 발현시키므로써 NGF 및 기타 향신경성 인자에 반

응하는데, 상기 반응에는 초기 및 후기 유전자의 유도 및 신경돌기의 신장이 포함된다. 이들 세포를 SOM175에 노출

시켰으며, 그들의 반응을 모니터하였다[Drinkwater 등 (1991); Drinkwater 등 (1993)].

말초 신경계(PNS) 유래의 배양된 뉴론

하기 PNS 뉴론의 초기 배양물을 SOM175에 노출시켰으며, 임의의 반응에 대해 모니터하였다:

- 신경릉(神經綾) 및 후근 신경절로부터 취한 감각 뉴론

- 교감신경 쇄 신경절로부터 취한 교감신경 뉴론

- 결절성 신경절로부터 취한 판 유래의 감각 뉴론

- 척수로부터 취한 운동 뉴론

상기 분석은 문헌[Suter 등 (1992) 및 Marinou 등 (1992)]에 기재되어 있다.

시험관 내에서 반응이 관찰되는 경우, 흡수 및 역 전달과 같은 특성에 대한 생체내 분석은 문헌[Hendry 등 (1992)]

에 기재된 바와 같이 수행하였다.

신경 재생 (PNS)

SOM175의 향신경성 효과가 관찰되는 경우, 축삭절단된 감각 뉴론, 교감신경 뉴론 및 운동 뉴론의 재생에서 그의 가

능한 역할은 문헌[Otto 등 (1989); Yip 등(1984) 및 Hendry 등 (1976)]에 기재된 방법을 이용하여 분석하였다.

CNS 뉴론에 대한 SOM175의 작용

중추 신경계 뉴론의 생존을 촉진시킬 수 있는 SOM175의 능력은 문헌[Hagg 등 (1992); Williams 등 (1986); Hefti (

1986) 및 Kromer (1987)]에 기재된 바와 같이 분석하였다.

상처 치료

상처 치료에 조력할 수 있는 SOM175의 능력은 문헌[Schilling 등 (1995) 및 Hunt 등 (1967)]에 기재된 바와 같이 

이용할 수 있는 대부분의 임상적으로 적당한 모델에서 테스트하였다.

조혈 시스템

조혈 시스템의 특정 세포군에 대한 여러 가지 시험관내 및 생체내 분석을 이용하였으며, 그 개요를 설명하면 다음과 

같다:

간상 세포

쥐 (murine)

여러 가지 신규의 시험관내 쥐의 줄기 세포(stem cell) 분석법이 FACS-정제된 세포를 이용하여 개발되어 왔다:

(a) 줄기 세포의 재증식

이들은 치명적으로 방사선 조사된 마우스의 골수를 재생시킬 수 있는 세포들이며, 표현형은 Lin - , Rh hi , Ly-6A/E
+ , c-kit + 이었다. 테스트 물질은 이들 세포 상 에서 단독 또는 다수의 인자와 동시 항온처리한 후, 3 H 티미딘 혼

입에 의해 세포 증식을 측정하여 시험하였다.

(b) 후기 줄기 세포

비교적, 이들은 골수 재생 능력이 거의 없었으나, D13 CFU-S를 생성할 수 있는 세포들이었다. 이들 세포들의 표현형

은 Lin - , Rh hi , Ly-6A/E + , c-kit + 이었다. 테스트 물질은 일정 기간 동안 이들 세포와 함께 배양하였으며, 치

명적으로 방사선 조사된 수용체에 주사하였으며, D13 비장 콜로니의 수를 계수하였다.

(c) 선조 세포(progenitor)-풍부한 세포

이들은 시험관 내에서 단일 증식 인자에 반응하는 세포들이며, 이들의 표현형은 Lin - , Rh hi , Ly-6A/E + , c-kit 
+ 이었다. 본 분석은 SOM175가 조혈 선조 세포에 직접 작용할 수 있는지 여부를 확인시켜줄 것이다. 테스트 물질은 

한천 배양물 내에서 이들 세포와 함께 항온처리하였으며, 7 내지 14일후 콜로니의 수를 계수하였다.

동맥경화증

평활근 세포는 동맥경화증의 발생 및 진전에 결정적인 역할을 수행하는데, 이역할 수행에는 수축 상태로부터 합성 상

태로의 표현형의 변화를 필요로 한다. 마크로 파지, 내피 세포, T 임파구 및 혈소판 모두는 평활근 세포의 증식 및 표

현형 조절에 영향을 미침으로써 동맥경화성 플라크의 진전에 일익을 담당한다. 다세포성 환경 내에서 평활근 세포의 

증식 속도 및 표현형 조절을 측정하는 임의의 시험관내 분석법을 이용하여 평활근 세포에 대한 SOM175의 효과를 평

가하였다. 상기 시스템은 상이한 세포 형태가 마주하는 커버슬립(coverslip) 상에 접종되는 변형된 로즈 챔버(modifi

ed Rose chamber)를 이용하였다.

뼈에 대한 SOM175의 효과

골아세포의 증식을 조절할 수 있는 SOM175의 능력은 문헌[Lowe 등(1991)]에 기재된 바와 같이 분석하였다. 뼈 재

흡착에 대한 임의의 효과는 문헌[Lowe 등 (1991)]에 기재된 바와 같이 분석하였다. 세포내 분자 내에서 골아세포 이

동 및 변화에 대한 효과(예를 들어, cAMP 축적, 알칼리 포스파타제 농도)는 문헌[Midy 등 (1994)]에 기재된 바와 같

이 분석하였다.

골격근 세포에 대한 효과

근아세포의 증식 및 근관의 발육에 대한 SOM175의 효과는 문헌[Ewton 등(1980) 및 Gospodarowicz 등 (1976)]에

기재된 바와 같이 결정할 수 있다.

실시예 5

쥐의 VEGF DNA 클로닝

cDNA의 분리

쥐의 VRF(mVRF) 클론은 λ Zap 신생 전뇌 cDNA 라이브러리(스트라타진)로부터 선택하였다. 고밀도 필터(5 x 10 
4 pfu/평판)로부터 취한 초기 파지는 이미 기술한 바와 같이 hVRF cDNA(pSOM175)로부터 PCR에 의해 생성된 682
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bp 32 P-표지된 프로브를 이용하여 하이브리드화하므로써 동정하였다. 하이드리드화 및 나일론막(하이본 드-N)의 

강한 세척은 문헌[Church amp; Gilbert (1984)]에 기재된 조건 및 65℃에서 수행하였다. 양성 플라크를 취하고, 정

제하고, 생체 내에서 절단하여 p블루 스크립트 SK- 내에 cDNA 클론을 함유하는 박테리아 콜로니를 생성하였다.

게놈 클론의 분리

게놈 클론은 λ Fix II 벡터(스트라타진) 내에서 클론된 마우스 균주 SV 129 라이브러리로부터 분리하였다. 고밀도 
필터(5 × 10 4 pfu/필터)는 mVRF cDNA 의 뉴클레오티드 233-798 부위의 PCR 증폭에 의해 생성된 563 bp 32 P-

표지된 프로브를 이용하여 스크린하였다(참조: 도 9). 양성 클론은 모으고, 400 내지 800 pfu를 함유하는 필터를 이

용하여 재스크린하였다. 큰 규모의 파지 제제는 퀴아젠(QIAGEN) λ 키트 또는 ZnCl 2 정제를 이용하여 제조하였다[
Santos, (1991)].

뉴클레오티드 서열 결정 및 분석

cDNA는 제조업자의 사양에 따라 어플라이드 바이오시스템 인코오포레이티드(ABI) 염료 종결자(terminator) 서열결

정 키트를 사용하고, 여러 가지 벡터계 및 내부 프라이머를 이용하여 양 스트랜드로부터 서열결정하였다. 서열은 ABI

모델 373A 자동화 DNA 서열결정기로 분석하였다. 펩티드 상동체 배열은 프로그램 BESTFIT(GCG, 위스콘신)을 이

용하여 수행하였다.

인트론/액손 경계의 확인

엔손 경계 및 인접 부위의 확인은 마우스 게놈 DNA 또는 mVRF 게놈 λ 클론을 주형으로 사용하는 PCR을 이용하여 
수행하였다. 인트론을 확인하기 위해 PCR에 사 용한 프라이머는 hVRF 서열로부터 유도하였으며, 가능한 인간-마우

스 서열 미스매치(mismatch)를 허용하기 위해 예상된 Tm 보다 5 내지 10℃ 낮은 어닐링(annealing) 온도를 사용하

였다. 모든 PCR 생성물은 아가로오즈 겔 전기영동으로 크기를 결정하고 QIA퀵 스핀 칼럼(퀴아젠)을 이용하여 겔을 

정제하고, 인트론/엑손 경계는 이들 생성물로부터 직접 서열결정하였다. 또한, 몇몇 스플라이스 접합부는 MVRF의 서

브클로닝된 게놈 단편으로부터 서열결정하였다. 인트론/엑손 경계는 cDNA와 게놈 DNA 서열을 비교하므로써 확인

하였다.

노던 분석

총 세포성 RNA는 문헌[Chomczynski 및 Sacchi (1987)]의 방법을 이용하여 새로운 정상적인 성체 마우스 조직(뇌, 

신장, 간, 근육) 패널로부터 제조하였다. 총 RNA 20 ㎍을 전기영동하고, 나일론 막(하이본드-N, 아메르샴)으로 이동

시키고, 표준 조건하에서 하이브리드화하였다(Church 및 Gilbert (1984)). 필터는 65℃에서 0.1 x SSC(20xSSC 는 

3 M NaCl/0.3 M 시트르산 삼나트륨이다), 0.1% SDS 로 세척하고, 강화 스크린을 이용하여 -70℃에서 1 내지 3일 

동안 X-선 필름에 노출시켰다.

mVRF cDNA의 특정화

쥐의 VRF 상동체는 hVRF cDNA 클론을 이용하여 쥐의 cDNA 라이브러리를 스크리닝하므로써 분리하였다. 크기가 

0.8 내지 1.5 kb인 5개의 클론을 회수하고, 서열결정하였다. 상기 cDNA 서열을 편집하여 전체적인 개방 해독 프레임

(스플라이스 형태에 따라 621 bp 또는 564 bp; 하기 참조) 및 3' UTR(379 bp), 뿐만 아니라 163 bp의 5' UTR을 포

함하는 전장 1041 bp의 cDNA 서열을 수득하였다(참조: 도 9).

추정되는 개시 코돈은 hVRF 내의 개시 코돈의 위치와 부합되었다. 하나의 다른 아웃-오브 프레임(out of frame) AT

G 는 -47에 위치하였으며, 두 개의 종결 코돈은 상류(각각 -9 위치 및 -33 위치)에서 관찰되었고 추정되는 개시 코

돈과 인-프레임 (in-frame)상태였다.

hVRF의 추정되는 N-말단 시그널 펩티드는 81%의 동일성으로 mVRF 내에 존재하는 것으로 생각된다(17/21 아미노

산). mVRF 내에서의 펩티드 절단은 잔기 21 이후에서 발생하는 것으로 생각된다(참조: 도 10). 이들 데이터는 성숙

한 mVRF가 분비되고, 따라서 이는 생각컨대 증식 인자로서 작용할 수 있음을 암시하는 것이다.

hVRF에 있어서, 두 개의 개방 해독 프레임(ORF)은 라이브러리 스크리닝에 의해 분리된 cDNA에서 검출하였다. 5개

중 4개의 클론은 교대로 스플라이스되었으며, hVRF의 엑손 6에 상동성인 101 bp의 단편이 없는 것으로 확인되었다.

mVRF의 2가지 이소형태(isoform)의 추정 펩티드 서열이 결정되었으며, 이는 상응하는 인체 이소형태와 나란히 배열

되었다(참조: 도 10).

mVRF 186 을 암호화하는 메시지는 엑손 7의 말단을 향해 위치 +622에서 종결되는 암호화 서열을 갖는 621 bp OR

F를 함유한다(참조: 도 9). mVRF 167 을 암호화하는 더 작은 메시지는 실질적으로 +622 TAG의 하류에서 종결되는

데, 그 이유는 101 bp 엑손 6으로부터의 스플라이싱으로 인한 프레임 전이 및 엑손 8의 개시 위치 근처인 +666 위치

에 종결 코돈(TGA)의 도입 때문이다(참조: 도 9).

mVRF 168 단백질은 VEGF의 아미노부 및 중심부와 강한 상동성을 갖는 한편, 카 르복실 단부는 알라닌이 풍부한 완

전히 발산성이었다. mVRF 167 은 이들 유사성을 보유하고, 또한 C-말단에 대해 mVEGF에 대한 상동성을 유지하였

다(참조: 도 11). hVRE 167 에 대한 mVRF 167 의 전체적인 상동성은 각각 85% 동일성 및 92% 유사성이었다(참조: 

도 10). 유사하게, mVRF 167 및 mVEGF 간의 상동성[Breier 등(1992)]은 각각 49% 동일성 및 71% 보존적 아미노

산 치환이었다(참조: 도 11).

그러나, 표준 척추동물 폴리아데닐화 시그널(AATAAA)[참조: Brinstiel 등(1986)]은 mVRF cDNA 내에 존재하지 

않지만, 매우 부합하는 서열 GATAAA가 마우스 및 인간 VRF cDNA 둘다에서 유사한 위치에 존재하였다(참조: 도 9

). hVRF와는 대조적으로, mVRF는 3'UTR의 3' 최단부(뉴클레오티드 위치 998 내지 1011; 참조: 도 9)에 AC 디뉴클

레오티드 반복부를 함유하는 것으로 확인되었다. 이 반복부의 다형태는 디뉴클레오티드의 수가 7 에서 11 사이에서 

변함에 따라 몇몇 mVRF cDNA 사이에서 관찰되었다.

mVRF의 게놈 특정화
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인트론/엑손 경계(참조: 표 3)는 상응하는 hVRF의 경계에 상동성을 갖는 서열이 인접해 있는 프라이머를 이용하여 

매핑(mapping)하였다. mVRF의 인트론 I, III, IV 및 VI(참조: 표 3과 도 12)는 hVRF 개재서열(intervening sequenc

e) 보다 더 작았다. 완전한 게놈 서열은 mVRF의 5' UTR로부터 가장 큰 개재 부분(2.2kb)인 인트론 VI 까지 mVRF의

증폭된 인트론 및 클로닝된 게놈부를 서열결정하므로써 편집하였다. mVRF와 hVRF 사이의 게놈 구조에는 한 가지 

중요한 차이점이 존재하는 데, 이는 mVRF의 엑손 7/인트론 VI 경계가 cDNA 서열에 대해 추가로 10 bp 하류에 위치

하므로써, mVRF의 엑손 7은 hVRF 내의 상응하는 엑손 보다 10 bP 더 길다는 점이었다.

엑손 6amp;7은 인간 상동체 내에서 존재하는 것으로 확인된 바와 같이 mVRF내에서 인접해 있다. mVRF의 엑손 6과

hVRF 간의 강한 서열 상동성(참조: 도 10)은 이 서열이 유지된 인트론 서열이 아니라 오히려 VRF 186 이소형태의 

작용부를 암호화함을 암시하는 것이다.

일반적인 인트론/엑손 구조는 VEGF 유전자류(VEGF, PICF, hVRF)의 여러가지 구성원 사이에서 보존된다. 따라서, 

mVRF 유전자의 전체적인 게놈 구조가 이들 유전자와 매우 유사하다는 것이 놀라운 일은 아니다(참조: 도 12).

이전의 비교 지도화 연구 결과, 염색체 11q13 상에 인간 다중 내분비 종양의 타입 1 병소 주위의 부위는 마우스 염색

체 19의 인접 단편과 동일 염색분체 상에 존재하는 것으로 확인되었다[Rochelle 등 (1992)]. 본 발명자들은 1 kb의 

인간 MEN1 병소 내에서 hVRF 유전자를 지도화하였기 때문에(상기 참조), 쥐 VRF 유전자는 염색체 19의 동원체 근

처에서 지도화되었다.

mVRF의 발현 연구

성체 마우스 조직(근육, 심장, 폐 및 간)으로부터 취한 RNA의 노던 분석은 발현이 편재하는 것으로 생각되며, 주로 크

기가 약 1.3 kb인 주 밴드로서 존재하는 것으로 보여진다(참조: 도 14). 이는 2.0 및 5.5 kb의 두 개의 주 밴드가 모든

조 사된 조직 내에서 확인된, hVRF에 대해 관찰된 패턴과는 다소 상이하다. 아마도 1.3 kb의 쥐의 메시지는 더 짧은 

인간 전사체에 상응하며, 이러한 크기 차이는 각각의 5'UTRs의 길이 차이에 기인하는 것으로 생각된다.

실시예 6

출생전 및 출생후 마우스에서 쥐 VEGF의 발현

동물

임신한 마우스(n=4) 및 어린 성체 마우스(n=2)(스웨덴, ALAB의 C57 양육 마우스)를 이산화탄소로 죽이고, 관련 조

직을 적출하고, 꺽쇠 상에서 냉동하였다. 조직은 추가 사용할 때까지 -70℃로 보관하였다. 본 연구에는 두 개의 임신

기간을 사용하였다; 태아일 8(E8), 14 및 E17.

인시투(in situ) 하이브리드화 조직 분석

인시투 하이브리드화는 문헌[참조: Dagerlind 등 (1992)]에 기술된 바와 같이 수행하였다. 간략히 설명하면, 횡 단편

(14 ㎛)을 저온 유지 장치(cryostat)(독일 마이크롬) 내에서 절단하고, 프로브-온 슬라이드(Probe-On slides)(미국 

피셔 사이언티픽) 상에서 해동하고, 사용할 때까지 흑색의 밀봉된 상자에서 저장하였다. mVRF를 암호화화는 mRNA

에 상보적인 합성 42량체 올리고뉴클레오티드의 서열은 ACCACCACCTCCCTGGGCTGGCATGT GGCACGTGCA

TAAACG[서열 번호: 11](뉴클레오티드 120-161에 상보적임) 및 AGTTGTTT GACCACATTGCCCATG AGTTC

CATGCTCAGAGGC[서열 번호: 12](뉴클레오티드 162-203에 상보적임)이었다. 2개의 교호적으로 스플라이스된 

형태를 검출하기 위해, 올리고뉴클레오티드 GATCCTGGGGCTGGAGTGGGATGGATGATGTCAGCTGG[서열 번

호: 13] (뉴클레오티드 xxx-xxx에 상보적임) 및 GCGGGCAGAGGATCCTGGGGCTGTCTGG CCTCACAGCACT[

서열 번호: 14]를 사용하였다. 프로브는 말단 데옥시뉴클레오티딜 트랜스퍼라아제(미국 IBI)로 비활성(specific activ

ity) 7-10 x 10 8 cpm / ㎍ 까지 3'-말단에 데옥시아데노신-알파[티오]트리포스페이트[ 35 S](미국 NEN)으로 표

지하였으며, 42℃에서 16-18 시간 동안의 예비처리없이 상기 단편에 하이브리드화하였다. 하이브리드화 혼합물은 5

0% v/v 포름아미드, 4xSSC(1xSSC = 0.15 M NaCl 및 0.015 M 나트륨 시트레이트), 1 x 덴하르트 용액(각각 0.02%

폴리비닐피롤리돈, BSA 및 피콜), 1% v/v 사르코실(N-라우로일사르코신; 시그마), 0.02 M 인산염 완충용액(pH 7.0

), 10% w/v 덱스트란 설페이트(스웨덴 파마시아), 250 ㎍/㎖ 효모 tRNA(시그마), 500 ㎍/㎖ 전단 처리 및 열 변성된 

연어 정자 DNA(시그마) 및 200 mM 디티오트레이톨(DTT: 스웨덴 LKB)을 포함하였다. 대조용 단편에서, 양 프로브

의 특이성은 상기 하이브리드화 혼합물에 20배 초과량의 미표지된 프로브를 첨가하므로써 조사하였다. 또한, 인접 단

편은 상이한 발현 패턴을 제공하는, 본 연구와는 무관한 프로브와 하이브리드화하였다. 하이브리드화후, 상기 단편을 

1 x SSC 로 55℃에서 수회 세척하고, 에탄올 내에서 탈수하고, NTB2 핵 트랙 에멀젼(nuclear track emulsion)(미국

코닥)내에 침지하였다. 3 내지 5주후, 상기 단편은 D-19 현상액(미국 코닥) 내에서 현상하고, 커버 슬립으로 덮었다. 

몇몇 경우, 단편을 에멀젼 침지하기 전에 자동방사능 필름(영국 베타-맥스 오토라디오그래피 필름 아메르샴 리미티

드)에 노출시켰다.

4개의 상이한 프로브는 조사한 모든 조직에서 동일한 하이브리드화 패턴을 제공하였다. 마우스 VRF 발현은 이미 E8

배에서 관찰되었으며, 양성 시그널은 신경관에 가장 상응할 것 같은 구조에 대해 기록하였다. E14 마우스 배의 시상

봉합부에서, 가장 강한 하이브리드화 시그널이 심장과 신경계, 특히 대뇌 피질에 존재하였다(참조: 도 14A). 발현은 

모든 다른 조직에서 낮게 나타났다. 후기 임신 기간 E17에서, 높은 mVRF mRNA 시그널은 심장, 등의 갈색 지방 조

직 및 목 주위에 국한되었다(참조: 도 14B). 명백히 양성인 하이브리드화 시그널은 척수의 회백질 및 혀 내에 존재하

였다(참조: 도 14B). 대뇌 피질의 발현은 14일에 비해 명백히 감소하였다. 예를 들어, 근육 내에서 E14 배 내에서 나

타난 약한 배경(background) 발현은 이 임신기간에서 감소하였다. 강한 mVRF mRNA 하이브리드화 시그널은 단지 

어린 성체 마우스의 심장 및 갈색 지방 내에서만 존재하였다(참조: 도 l4C) 심장에 대한 시그널은 유두 근육을 포함하

는 전체적인 심실벽에 분포하였다(참조: 도 l4D), 과량의 비방사성 프로브와 하이브리드화하는 심장 조직 단편에서, 

배경 시그널 이상의 특이적인 표지화는 전혀 기록되지 않았다(참조: 도 14E).
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심장을 제외하고, mVRF mRNA 시그널은 갈색 지방과 형태학적으로 유사한 흉곽 외부의 어떤 조직에 존재하였다. 이

는 동일한 부분에서 강한 염색을 나타내는 수단 블랙 대응염색으로 확인하였다(참조: 도 15A 및 도 15B), 성체 마우

스 척수의 횡단편에서, mVRF 프로브는 회백질 부분에 대해 신경 염색 패턴을 제공하였다(참조: 도 15C). 톨루이딘을

이용하는 대응염색(참조: 도 15D)은 복부 혼(ventral horn)(참조: 도 15C 및 15D), 등 혼(dorsal horn)의 저부 및 중

심 도관 주변의 인 터뉴론(참조: 도 15C)이 mVRF mRNA에 대해 큰 양으로 양성인 것으로 나타났다.

실시예 7

병아리 감각 뉴론에 대한 VEGF 및 SOM175 단백질의 효과

E8 병아리 김각 뉴론에 대한 VEGF 및 SOM175 단백질의 효과는 문헌[참조: Nurcombe 등 (1992)]에 기재된 방법

을 이용하여 측정하였다. 뉴론 분석은 1개의 분석 웰 당 2000 개의 세포를 이용하여 48 시간째에 판독하였다. 결과는
3 H-티미딘 계수를 이용하여 얻었다. 뉴론의 생존율(%), 신경돌기 외성장 및 평균 신경돌기 길이(㎛)는 양성 대조용

으로 NGF를 이용하고, VEGF, 헤파린 존재 하에서의 VEGF 및 헤파린 및 5 μ M의 5'-플루오로우라실(5FU) 존재 
하에서 VEGF의 농도를 변화시키면서 측정하였다. 5FU는 신경교질 세포를 사멸시켰다.

상기 측정 결과는 도 16에 나타냈다. 상기 결과로부터 확인할 수 있는 바와 같이, VEGF는 뉴론 생존을 촉진하는데 

효과적이었으나, 상기 효과에는 신경교질 세포의 존재를 필요로 하였다. 도 17은 3개 타입의 병아리 신경교에 대한 V

EGF 및 SOM175의 효과를 측정한 결과를 나타낸다. 테스트한 신경교는 CNS 신경교, 말초 신경교 및 CNS 희돌기교

세포(稀突起膠細胞)였다. 헤파린은 모든 배양물에서 10 ㎍/㎖ 이었으며, 분석은 24시간째에 판독하였다. 결과는 1개

의 웰당 2000개의 세포를 이용하는 3 H-티미딘 계수로 측정하였다.

상기 결과로부터 확인할 수 있는 바와 같이, 병아리 중추 뉴론 및 말초 뉴론에 있어서, 대교세포는 헤파린 존재 하에서

SOM175에 의해 현저히 자극되어 증식하 지만, 병아리 희돌기교세포는 분열 속도 증가가 무시할 수 있을 정도로 나

타났다.

실시예 8

마우스 초기 뉴론 및 중추 뉴론에 대한 SOM175 단백질의 효과

실시예 7의 결과로부터 확인할 수 있는 바와 같이, VEGF 이소형태는 대교세포의 작용을 통해 병아리 초기 뉴론 및 

중심 뉴론에 대한 효과를 보유하였다. 유사한 실험을 마우스 세포에서 반복 수행하였다.

배양 조건

문헌[참조: 'Methods in Neurosciences(Vol. 2): Cell Culture' Ed. P.M. Conn, Academic Press, San Diego (199

0)]의 대교세포에 대해서는 pp33-46, 희돌기교세포에 대해서는 pp56-74 및 중추 뉴론에 대해서는 pp87-102에 기

재된 바와 같이 모든 시험관내 실험에서 뉴론 세포 및 신경교 세포를 제조하고, 배양하였다.

세포는 폴리-L-오르니틴(0.1 mg/㎖, 1hr)으로 피복한 24-웰 배양 클러스터(Nunc) 상에서 2,000 세포/웰의 밀도로 

평판배양하였다. 배양 개시후 48 시간이 경과한 후, 널리 알려진 기법[참조: Maruta 등 (1993)]을 이용하여 역상 광 

하에서 상기 웰 내의 뉴론을 계수하였다. 신경교질 세포는 하기 하는 바와 같이 세포 분열 속도를 모니터하기 위해 [ 
3 H]티미딘 흡수를 이용하여 평가하였다 헤파린(10 ㎍/㎖, 저분자량 분획, 시그마 케미칼 코오포레이숀)은 특별히 언

급되는 경우를 제외하고, 배양중 항상 존재하였다. 뉴론 배양물은 5 mM 5-플루오로-2-데옥시우리딘(시그마)으로 

보충하여 배경 신경교질 성장을 억제하였다.

신경교질 세포 증식에 대한 3 H-티미딘 혼입 분석

상기 세포는 표준 배지 내의 저장 농도 0.1 mCi/㎖로부터 3 H-티미딘(비활성 103 μ Ci/㎍)을 이용하여 14 시간 동
안 펄스처리하고, 최종 배양 부피를 20 ㎕ 웰로 하였다. 상기 웰의 내용물을 수거하고, 니트로셀룰로오즈 페이퍼(타이

터텍, 플로우)상에 흡수하였다. 잔류하는 흡착 세포는 트립신/베르센(오스트레일리아, 빅토리아 CSL 리미티드)과 함

께 5분 동안 배양하여 제거하였다. 상기 과정을 2회 반복하였다. 니트로셀룰로오즈 디스크는 표준 타이터텍 회수기(

플로우)내에서 처음에는 증류수, 그 다음에는 메탄올을 이용하여 세척하였다. 상기 니트로셀룰로오즈 디스크를 건조

하고, 신틸레이션(scintillation) 유체(5% v/v 트리톤-X를 함유함)를 첨가하고, 상기 디스크는 신틸레이션 계수기 상

에서 계수하였다.

가장 큰 활성은 헤파린과 함께 전달되는 경우 그들의 증식에 현저한 자극이 존재하는 마우스 대교세포 배양물 상에서

엑손 6이 없는 SOM175 의 제조물을 이용하여 확인하였다(참조: 도 16). 희돌기교세포의 증식에 대한 

자극은 거의 없었으며(참조: 도 17), 분리된 전뇌 뉴론의 생존 반응의 식별할 수 있는 가능성은 매우 희박했다(참조: 

도 18). 모두 세 개의 그래프에서 각각의 점에 대한 표준 오차는 8% 미만이었다.

뉴론의 생존 가능성은 신경교질 세포 증식을 촉진하므로써 유지할 수 있다. 또한, 은 대교세포 증식의 양

호한 인듀서(inducer)이며, 중추 신경계 내피 세포 상에서 대교세포 무수신경섬유의 형성과 함께 발현될 수 있다.

당업자는 본원에 기술된 본 발명이 본 명세서에 상세히 기술된 것과는 다르게 변형 실시될 수 있음을 인식할 것이다. 

본 발명은 이러한 모든 변형 실시를 포함하는 것으로 이해하여야 할 것이다. 또한, 본 발명은 본원에 언급 또는 제시된

모든 단계, 특징, 조성물 및 화합물을 개별적으로 또는 총괄하여 포함하며, 상기 단계 또는 특징중 임의의 두 개 이상

의 모든 조합을 포함한다.
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[표 3]
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(57) 청구의 범위

청구항 1.
(i) 혈관 내피 세포의 증식 유도 능력:

(ii) flt -1/ flk -1 수용체류와의 상호 반응 능력: 및/또는
(iii) 세포 이동. 세포 생존 및/또는 알칼리 포스파타제의 세포내 농도 증가를 유도할 수 있는 능력

중 1가지 이상의 특성을 나타내는 생물학적으로 분리된 단백 분자로서,

상기 단백 분자는 (a) 서열번호 3, 서열번호 5, 서열번호 7, 서열번호 9 또는 서열번호 16에 나타낸 바와 같은 뉴클레

오티드 서열에 의해 암호화되는 아미노산 서열: 또는 (b) 서열번호 4, 서열번호 6, 서열번호 8, 서열번호 10, 서열번호

17 또는 서열번호 18에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 것인 생물학적으로 분리된 단백 분자.

청구항 2.
제 1 항에 있어서, 서열번호 4에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 것인 단백 분자.

청구항 3.
제 1 항에 있어서, 서열번호 6에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 것인 단백 분자.

청구항 4.
제 1 항에 있어서, 서열번호 8에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하 는 것인 단백 분자.

청구항 5.
제 1 항에 있어서, 서열번호 10에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 것인 단백 분자.

청구항 6.
서열번호 4에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열의 분리된 또는 재조합된 펩티드 단편.

청구항 7.
서열번호 6에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열의 분리된 또는 재조합된 펩티드 단편.
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청구항 8.
서열번호 8에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열의 분리된 또는 재조합된 펩티드 단편.

청구항 9.
서열번호 10에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열의 분리된 또는 재조합된 펩티드 단편.

청구항 10.
서열번호 3, 서열번호 5, 서열번호 7, 서열번호 9 또는 서열번호 16에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열, 또는 서

열번호 3, 서열번호 5, 서열번호 7, 서열번호 9 또는 서열번호 16에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열에 상보적인 

뉴클 레오티드 서열을 포함하는 분리된 핵산 분자.

청구항 11.
(i) 혈관 내피 세포의 증식 유도 능력;

(ii) flt -1/ flk -1 수용체류와의 상호 반응 능력; 및/또는
(iii) 세포 이동, 세포 생존 및/또는 알칼리 포스파타제의 세포내 농도 증가를 유도할 수 있는 능력

중 1가지 이상의 특성을 나타내는 단백 분자를 암호화하는 뉴클레오티드 서열 또는 상기 서열과 상보적인 뉴클레오

티드 서열을 포함하는 분리된 또는 재조합된 핵산 분자로서,

상기 뉴클레오티드 서열은 서열번호 4, 서열번호 6, 서열번호 8, 서열번호 10, 서열번호 17 또는 서열번호 18에 나타

낸 바와 같은 아미노산 서열을 암호화하는 것인 분리된 또는 재조합된 핵산 분자.

청구항 12.
제 10 항에 있어서, 서열번호 3에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것인 핵산 분자.

청구항 13.
제 10 항에 있어서, 서열번호 5에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것인 핵산 분자.

청구항 14.
제 10 항에 있어서, 서열번호 7에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포 함하는 것인 핵산 분자.

청구항 15.
제 10 항에 있어서, 서열번호 9에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것인 핵산 분자.

청구항 16.
제 11 항에 있어서, 서열번호 4에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 단백 분자를 암호화하는 것인 핵산 분

자.

청구항 17.
제 11 항에 있어서, 서열번호 6에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 단백 분자를 암호화하는 것인 핵산 분

자.

청구항 18.
제 11 항에 있어서, 서열번호 8에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 단백 분자를 암호화하는 것인 핵산 분

자.

청구항 19.
제 11 항에 있어서, 서열번호 10에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 단백 분자를 암호화하는 것인 핵산 

분자.

청구항 20.
제 11 항에 있어서, 상기 단백 분자의 성숙 형태(mature form)를 암호화하는 것인 핵산 분자.

청구항 21.
제 1 항에 있어서, 서열번호 3에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화되는 아미노산 서열을 포함하는 

것인 단백 분자.

청구항 22.
제 1 항에 있어서, 서열번호 5에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화되는 아미노산 서열을 포함하는 

것인 단백 분자.

청구항 23.
제 1 항에 있어서, 서열번호 7에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화되는 아미노산 서열을 포함하는 

것인 단백 분자.

청구항 24.
제 1 항에 있어서, 서열번호 9에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화되는 아미노산 서열을 포함하는 

것인 단백 분자.

청구항 25.
제 1 항에 있어서, 상기 단백 분자는 리더 서열(leader sequence)이 없는 단백 분자의 성숙 형태(mature form)인 것

인 단백 분자.

청구항 26.
제 10 항의 핵산 분자와 하이브리드화하는 안티센스 분자.

청구항 27.
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제 1 항에 있어서, 서열번호 16에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열에 의해 암호화되는 아미노산 서열을 포함하는

것인 단백 분자.

청구항 28.
제 1 항에 있어서, 서열번호 17에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 것인 단백 분자.

청구항 29.
제 1 항에 있어서, 서열번호 18에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 것인 단백 분자.

청구항 30.
제 1 항에 있어서, 상기 단백 분자는 대교세포 증식을 유도하고/하거나, 신경생존 및/또는 증식을 촉진시킬 수 있는 

것인 단백 분자.

청구항 31.
제 10 항에 있어서, 서열번호 16에 나타낸 바와 같은 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것인 핵산 분자.

청구항 32.
제 11 항에 있어서, 서열번호 17에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 단백 분자를 암호화하는 것인 핵산 

분자.

청구항 33.
제 11 항에 있어서, 서열번호 18에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열을 포함하는 단백 분자를 암호화하는 것인 핵산 

분자.

청구항 34.
제 11 항의 핵산 분자를 포함하는 것인 재조합 벡터.

청구항 35.
제 1 항의 단백 분자를 제조하는 방법으로서,

상기 단백 분자를 합성하는 데 효과적인 조건하에서 성장하는 적당한 숙주 세포 내에서 제 1 항의 단백 분자를 암호

화하는 핵산 분자를 발현시키는 단계를 포함하는 방법.

청구항 36.
포유 동물에 있어서 대교세포 증식을 유도하거나, 신경 생존 및/또는 증식을 촉진시키기 위한 약제로서, 제 34 항의 

벡터 또는 제 1 항의 생물학적 활성 단백 분자를 활성 성분으로 포함하는 것인 약제.

청구항 37.
서열번호 17에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열의 분리된 또는 재조합된 펩티드 단편.

청구항 38.
서열번호 18에 나타낸 바와 같은 아미노산 서열의 분리된 또는 재조합된 펩티드 단편.
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