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요약

면역학적인 자극의 존재하에 말초혈 단핵구로부터 발현되고 세포유주활성을 갖는 분리된 신규한 CC형 케모카인 유형의

단백질, 해당 단백질을 코드하는 DNA, 해당 DNA를 함유하는 발현 벡터 및 형질전환체, 및 해당 형질전환체를 이용하는

재조합 단백질의 제조방법, 및 해당 단백질을 함유하는 의약 조성물.

대표도

도 1

명세서

기술분야

본 발명은 신규한 CC형 케모카인 유형의 단백질, 그것을 코드하는 DNA, 해당 DNA를 함유하는 벡터, 해당 벡터를 함유하

는 형질전환체에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 상기의 신규한 단백질의 용도, 및 상기 단백질을 함유하는 의약 조성물, 예

컨대 항염증제, 면역응답조절제, 염증 및/또는 면역 관련 질환의 진단약에 관한 것이다. 본 발명은 또한 해당 단백질의 단

클론 항체 및 해당 항체를 생산할 수 있는 하이브리도마에 관한 것이다.

배경기술

물리적, 화학적, 또는 생물학적인 기작에 의해 일어나는 외래성 또는 내인성의 여러가지 조직장해, 침습, 항원폭로 등은 강

한 염증반응이나 면역반응을 유도한다. 이들의 반응은 중요한 생체방어반응이지만, 때로는 급성 또는 만성 질환의 원인으

로도 될 수 있다. 염증반응이나 면역반응을 유발하는 원인이 조직에 가해지면, 우선 호중구, 과립구, 림프구, 혹은 매크로

파지 등과 같은 염증성 세포 혹은 면역담당세포의 혈관내피세포로의 흡착 및 혈관외로의 이동, 및 침습 혹은 장해된 조직

이나 항원이 존재하는 조직에서의 집적이 일어난다. 이러한 일련의 세포유주반응을 유도하는 물질로서 1군의 케모택틱

(chemotactic) 사이토킨, 즉 케모카인이 존재한다. 케모카인은 유주반응(케모택틱 반응)을 유도하는 1군의 사이토킨이고,

지금까지 인간에서는 적어도 18종의 케모카인이 보고되어 있다. 이들 케모카인은 아미노산 서열의 유사성으로 인해 구조

적으로 서로 밀접히 관련되어 있는 것으로 알려져 있다.

공통으로 보존된 4개의 시스테인 잔기중의 최초 2개의 배열에 기준하여, 케모카인은 α 혹은 CXC형(2개의 시스테인이 1개

의 아미노산에 의해 분리되어 있음) 및 β 혹은 CC형(2개의 시스테인이 연속되어 있음)으로 대별된다. CXC형 케모카인으

로서, 인간에서는 IL-8, β-TG, PF-4, MGSA/CRO, ENA-78, NAP-2, GCP-1, GCP-2, IP-10 등이 알려져 있고, 이들은

주로 호중구의 활성화와 유주를 유도한다. 한편, CC형 케모카인으로서, 인간에서는 MIP-1α, MIP-1β, RANTES, MCP-

1, MCP-2, MCP-3, I-309 등이 알려져 있고, 이들은 주로 단핵세포/매크로파지의 활성화와 유주를 유도한다. 또한, CC

형 케모카인에는 T세포, 호염기구, 호산구 등에 대하여 활성화와 유주 유도를 나타내는 것이 알려져 있다(J. J. Oppenheim

등, Annu. Rev. Immunol. 9: 617-648, 1991; M. Baggiolini ＆ C. A. Dahinden, Immunol. Todey 15: 127-133, 1994).

더우기 최근에는 이들 두 가지의 케모카인 그룹중 어디에도 속하지 않는 γ형 혹은 C형이라고 생각되는 케모카인 SCM-1

의 존재가 보고되어 있다(T. Yoshida등, FEBS Letters 360: 155-159, 1995).

전술한 바와 같이, 케모카인은 생체의 방어반응에 깊게 관여하고 있기 때문에, 신규한 케모카인을 동정하여 활성을 밝힘으

로써 그 케모카인이 관여하는 면역응답의 해명 뿐만아니라, 관련되는 증상이나 이상의 치료, 예방 또는 진단방법의 개발

등에 크게 공헌할 수 있다. 그와 같은 목적에는 인간 유래의 케모카인이 유용하지만, 필요한 동물실험을 하기 위해서는 인

간 이외의 동물, 바람직하게는 마우스 유래의 케모카인을 이용할 필요가 있다. 따라서, 신규한 인간 유래 케모카인 및 대응

하는 마우스 유래의 케모카인을 얻는 것이 바람직하다. 그러나, 미량으로 활성을 나타내는 많은 생리활성물질과 마찬가지

로, 신규한 케모카인을 얻는 것은 용이하지 않다.

본 발명자들은 케모카인이 구조상의 유사성을 갖는 분비 단백질인 점에 착안하여, 시그널 서열 트랩법에 의해 신규인 케모

카인을 얻기 위해서 예의 연구를 계속하였다.
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즉, 독자적으로 제작한 시그널 서열 트랩 벡터(Yoshida등, FEBS Letters 360:155-159, 1995)를 이용하여 마이토젠으로

자극한 정상인 말초혈 단핵구(단핵세포)로부터 분비단백질이나 I형 막단백질을 코드하는 cDNA 단편을 다수 분리하여, 그

의 염기 서열을 기존의 데이터베이스와 비교하여 CC형 케모카인에 특징적인 배열을 코드할 가능성이 있는 cDNA 단편을

찾아내었다. 이어서, 그 cDNA 단편을 이용하여 전장 cDNA를 분리하여 염기 서열을 결정하고 동정하였다. 이렇게하여, 최

종적으로, 시그널 서열을 갖고, 시그널 서열이 분리된 후에는 성숙형의 CC형 케모카인에 속하는 분비 단백질을 코드하는

DNA를 얻는데 성공하였다.

이 신규한 DNA를 적당한 발현 벡터에 삽입하고 해당 벡터로 적당한 숙주세포를 형질전환시키고 형질전환체를 배양하면,

해당 형질전환체는 HUT78 세포등에 대하여 세포유주활성을 나타내는 CC형 인간 케모카인 유형의 단백질을 생산하였다.

이어서, 이 인간 유래 케모카인 유형의 단백질을 코드하는 DNA를 이용하여 대응하는 마우스의 게놈 DNA 및 cDNA를 얻

고, 최종적으로 형질전환체에 발현시키는데 성공하였다. 신규한 인간 유래의 CC형 케모카인 유형의 단백질을 코드하는

DNA의 염기 서열 및 추정된 아미노산 서열은 서열번호 1에, 마우스 유래의 CC형 케모카인 유형의 단백질을 코드하는

DNA의 염기 서열 및 추정된 아미노산 서열은 서열번호 2에 각각 기재되어 있다.

발명의 개요

본 발명은, (1) 면역학적인 자극의 존재하에 말초혈 단핵세포로부터 발현이 유도되고, (2) 비자극하에 흉선으로부터 주로

발현되며, 또한 비장으로부터는 발현되지 않고, (3) CC형 케모카인에 특징적인 연속적인 2개의 시스테인 잔기를 갖는 특

징이 있는 단백질을 제공하는 것이다.

본 발명의 신규한 CC형 케모카인 유형의 단백질은, 면역학적인 자극의 존재하에 말초혈 단핵구로부터 발현되지만, 파이토

헤마글루티닌(PHA) 및 액성면역(humoral immunity)의 유도조건하에서 보다 잘 발현된다. 특히, 단구로부터의 발현은 액

성면역의 유도에 관여하는 GM-CSF, IL-3 및 IL-4로부터 선택되는 사이토킨의 존재하에 가장 잘 유도된다. 그러나, 이 단

백질은 세포성면역을 유도하는 사이토킨인 TFN-α, IFN-γ, 또는 LPS에 의해서는 유도되지 않는다고 하는 특징을 갖는다.

본 발명자들은 본 발명의 신규한 단백질을 구성적으로 발현하고 있는 장기가 흉선이고 면역학적 자극에 응답하여 그 생산

이 유도된다고 하는 성상에 근거하여, 해당 단백질을 TARC(Thymus and Activation-Regulated Chemokine)로 명명하

였다. 따라서, 본 명세서에서는 이 신규한 단백질을 TARC 또는 TARC 단백질로, 또한 그것을 코드하는 DNA를 TARC

DNA로 호칭한다. TARC는 인간 및 마우스 유래의 TARC를 포함하지만, 필요에 따라 인간 유래의 TARC를 인간 TARC

또는 hTARC로, 또한 마우스 유래의 TARC를 마우스 TARC 또는 mTARC로 호칭한다. 또한, 이들 단백질을 코드하는

DNA를 각각 인간 TARC DNA, hTARC DNA, 마우스 TARC DNA, mTARC DNA로 호칭한다. 그러나, 인간 TARC 및 그

것을 코드하는 DNA를 가리키는 경우에는, 간단히 TARC 및 TARC DNA로 칭하기도 한다. 또, 본 명세서에서는 TARC에

관해서 그것을 코드하는 DNA 또는 유전자라는 어구를 상호 변환가능하게 사용한다. 또한, DNA는 합성된 DNA 또는 천연

의 DNA중 어느 것이라도 좋다.

또한, 본 발명에 의해서 TARC를 코드하는 DNA가 밝혀졌기 때문에, 당업자라면 해당 기술분야에서 이미 알려진 방법에

의해 용이하게 1개 이상의 아미노산의 치환, 삽입 또는 결실에 의해 상기 아미노산 서열을 갖는 TARC와 실질적으로 동등

한 기능 또는 활성을 갖는 TARC 변이체를 얻을 수 있다. 따라서, 그와 같이 얻어진 변이체도 또한 본 발명의 TARC에 포

함되는 것으로 한다.

따라서, 본 발명은 또한 서열번호 1의 아미노산 잔기 24∼94의 아미노산 서열을 갖는 인간 CC형 케모카인 유형의 단백질,

또는 이 서열에 아미노산 또는 아미노산 서열의 치환, 삽입, 결실이 포함된 서열을 갖는 동시에 해당 인간 CC형 케모카인

유형의 단백질과 실질적으로 동등한 기능 또는 활성을 갖는 그의 변이체를 제공하는 것이다.

또한, 본 발명은 서열번호 1의 아미노산 잔기 1∼94의 아미노산 서열을 갖는 인간 CC형 케모카인 유형의 단백질 또는 이

서열에 아미노산 또는 아미노산 서열의 치환, 삽입, 결실이 포함된 서열을 갖는 동시에 해당 인간 CC형 케모카인 유형의

단백질과 실질적으로 동등한 기능 또는 활성을 갖는 그의 변이체를 제공하는 것이다.

더우기, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 잔기 24∼93의 아미노산 서열을 갖는 마우스 CC형 케모카인 유형의 단백질 또

는 이 서열에 아미노산 또는 아미노산 서열의 치환, 삽입, 결실이 포함된 서열을 갖는 동시에 해당 마우스 CC형 케모카인

유형의 단백질과 실질적으로 동등한 기능 또는 활성을 갖는 그의 변이체를 제공하는 것이다.
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또한, 본 발명은 서열번호 2의 아미노산 잔기 1∼93의 아미노산 서열을 갖는 마우스 CC형 케모카인 유형의 단백질 또는

이 서열에 아미노산 또는 아미노산 서열의 치환, 삽입, 결실이 포함된 서열을 갖는 동시에 해당 마우스 CC형 케모카인 유

형의 단백질과 실질적으로 동등한 기능 또는 활성을 갖는 그의 변이체를 제공하는 것이다.

본 명세서에서, TARC의 변이체는 명세서에 기재된 아미노산 서열을 갖는 TARC와 기능 또는 활성이 실질적으로 동등하

면, 화학적 또는 생화학적인 개변, 또는 천연 또는 비천연의 아미노산을 포함하고 있더라도 관계없다.

도면의 간단한 설명

도 1은 인간 TARC의 cDNA의 염기 서열과 추정된 아미노산 서열을 도시한 도면이다.

도 2는 본 발명의 인간 TARC 단백질과 이미 알려져 있는 7종의 인간 CC형 케모카인의 아미노산 서열을 비교한 결과를 도

시한 도면이다.

도 3은 정상인 말초혈구 단핵구를 PHA로 자극한 후의 시간 및 hTARC mRNA의 발현을 노던 블롯(Northern blot)에 의해

해석한 결과(A) 및 각종 인간 조직에서의 hTARC mRNA의 발현을 노던 블롯에 의해 해석한 결과(B)를 각각 나타내는 사

진이다.

도 4는 재조합 벡터 pVL-TARC의 유전자지도이다.

도 5에 있어서, A는 곤충세포에서 생산된 인간 TARC의 최종 정제품의 코스모 실(Cosmosil) 5C4-300 컬럼[나칼라이 테

스크(Nacalai Tesque)]으로부터의 용출패턴을 나타내고, B는 SDS-PAGE의 결과를 나타내는 전기영동 사진이다.

도 6은 발현 벡터 pGEMEX-TARC의 유전자지도이다.

도 7은 대장균에서 발현시킨 인간 TARC의 각 정제단계에서의 SDS-PAGE의 결과를 나타내는 전기영동 사진이다.

도 8은 마우스 TARC의 cDNA의 염기 서열과 추정된 아미노산 서열을 도시한 도면이다.

도 9는 재조합 벡터 pVL-mTARC의 유전자지도이다.

도 1O에서, A는 곤충세포에서 생산된 마우스 TARC의 최종 정제품의 코스모 실 5C4-300 컬럼(나칼라이 테스크)으로부

터의 용출패턴을 도시한 도면이고, B는 SDS-PAGE의 결과를 나타내는 전기영동 사진이다.

도 11은 곤충세포에서 생산되어 정제한 마우스 TARC를 Balb/C 마우스의 피하에 주사한지 24시간 후의 세포침윤상을 헤

마토크실린-에오신으로 염색한 조직의 형태를 도시한다.

도 12는 PBS만을 Balb/C 마우스에 피하 주사한지 24시간 후의 세포침윤상을 헤마토크실린-에오신으로 염색한 경우의

조직의 형태를 나타내는 사진이다.

도 13은 125I 표식 TARC의 각종 세포로의 특이적 결합의 결과를 나타내는 막대그래프이다.

도 14에 있어서, A는 125I 표식 TARC의 농도를 변화시킨 경우의 Jurkat 세포로의 특이적 결합량의 변화를 나타내는 그래

프이고, B는 그의 스캣챠드(Scatchard) 그래프이다.

도 15에 있어서, A는 125I TARC의 농도를 고정하고 비표식 TARC의 농도를 변화시킨 경우의 Jurcat 세포로의 특이적 결

합량의 변화를 나타내는 그래프이고, B는 125I 표식 TARC 농도를 일정하게 한 경우에 있어서, 비표식 케모카인 비존재하

또는 200nM의 다른 케모카인 또는 TARC의 존재하에서의 Jurcat 세포로의 125I 표식 TARC의 결합량을 나타내는 그래

프이다.

도 16은 125I 표식 TARC의 농도를 고정하고 비표식의 다른 케모카인 혹은 TARC의 농도를 변화시킨 경우의 적혈구로의

특이적 결합량의 변화를 나타내는 그래프이다.
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도 17은 도 16에 나타낸 그래프의 스캣챠드 그래프이다.

도 18은 HUT78세포의 유주활성에 대한 TARC 농도의 영향을 나타내는 그래프이다.

도 19는 과립구의 유주활성에 대한 TARC 농도의 영향을 나타내는 그래프이다.

도 20은 단구의 유주활성에 대한 TARC 농도의 영향을 나타내는 그래프이다.

도 21은 PHA, 항CD3항체 및 LPS에 의한 자극하의 정상인 말초혈 단핵구로부터의 TARC 발현의 경시변화를 나타내는 그

래프이다.

도 22는 각종 사이토킨{IL-1α[알앤드디(R＆D) 제품], IL-2[시오노기제약(Shionogi Pharmaceutical Co.) 제품], IL-

3[젠자임(Genzyme) 제품], IL-4[페프로테크(PeproTech, Inc.) 제품], IL-7[페프로테크 제품], IL-1O[젠자임 제품],

GM-CSF[젠자임 제품], TNF-α[페프로테크 제품], IFN-γ[시오노기제약 제품], M-CSF 및 PHA[알앤드디 제품]}의 자

극하에서 정상인 말초혈 단핵구로부터의 TARC의 발현량을 나타내는 그래프이다.

도 23은 사이토킨의 농도와 정상인 말초혈 단핵구로부터의 TARC 발현량의 관계를 나타내는 그래프이다.

도 24는 정상인 말초혈 단핵구로부터 분리한 CD14 양성 단구와 CD14 음성 림프구에 있어서의, PHA, PHA/PMA, GM-

CSF, IL-3, IL-4에 의한 TARC의 발현유도효과를 나타내는 그래프이다.

도 25는 인간 말초혈 단핵구를 PHA[깁코-비알엘(GIBC0-BRL) 제품], LPS[L4391, 시그마(Sigma Chemical Co.) 제

품], IL-4[페프로테크 제품], IL-3[젠자임 제품] 또는 GM-CSF[젠자임 제품]로 자극한 경우의, 해당 세포에 있어서의

TARC mRNA의 발현을 노던 블롯으로 해석한 결과를 나타낸다.

도 26의 A는 사이토킨(IL-4, IL-3 또는 GM-CSF)에 의한 자극하에 정상인 말초혈 단구로부터 분비되는 TARC의 T세포

주 HUT78에 대한 유주활성을 나타내는 그래프이고, 도 26의 B는 HUT78에 대한 유주활성이 항TARC 항체에서만 소실

하는 것을 나타내는 그래프이다.

도 27은 사이토킨 자극하의 정상인 말초혈 단핵구로부터의 TARC 발현에 대한 사이토킨 IFN-γ 및 IL-1O의 발현억제효

과를 나타내는 그래프이다.

도 28은 TARC를 SEAP와의 융합단백으로서 발현시키기 위한 재조합 벡터 pDREF-TARC-SEAP (His)6의 유전자지도이

다.

도 29는 TARC-SEAP의 농도를 1nM로 고정시키고 비표식 TARC의 농도를 변화시킨 경우의, CCR4를 발현시킨 293/

EBNA-1세포로의 TARC-SEAP의 특이적 결합량의 변화를 나타내는 그래프이다.

도 30은 TARC-SEAP의 농도를 1nM로 고정시킨 경우의, CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1세포로의 TARC-SEAP의 결

합에 대한 TARC을 포함하는 각종 비표식 인간 케모카인 200nM에 의한 저해작용을 나타내는 그래프이다.

도 31은 CCR4을 발현시킨 293/EBNA-1세포의 유주활성에 대한 TARC, RANTES 및 MIP-1α 농도의 영향을 나타내는

그래프이다.

발명의 상세한 설명

본 발명의 TARC에 대하여 여러가지 검토를 행한 결과, 하기와 같이 이미 알려진 CC형 케모카인과 다른 성질을 갖는 신규

한 단백질임이 분명해졌다.

(1) 인간 TARC는 유전자레벨에서는 94개의 아미노산으로 이루어지는 단백질이지만, 구조상의 해석에 의해 성숙단백에서

는 23번 및 24번 위치의 알라닌 사이에서 시그널 서열이 절단되어 71개의 아미노산으로 이루어지는 분자량 약 8kDa의 염

기성 단백질인 것으로 추정된다.
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(2) 성숙형의 TARC는 CC형의 케모카인과 상당한 상동성을 나타내고, 특히 CC형 케모카인에 보존되어 있는 4개의 시스

테인이 전부 보존되어 있다(도 2 참조).

(3) 기존의 CC형 케모카인과의 상동성은 30% 미만이며, 가장 높은 RANTES에 대하여도 29% 정도이다.

(4) 조직으로서는, 기존의 CC형 케모카인과 달리 대부분 흉선에서만 구성적으로 발현한다.

(5) 면역학적인 자극하에 말초혈 단핵구(PBMC)에 의해 발현된다.

(6) PBMC에 의한 발현과 관련하여 예컨대 이하의 특징적인 성질을 갖는다.

① T세포 특이적인 항CD3 항체보다도 비특이적인 파이토헤마글루티닌(PHA)에 의해 보다 강하게 자극되지만, 통상의 케

모카인에 대하여 발현유도활성을 갖는 LPS에 의해서는 유도되지 않는다.

② 생리적 조건의 농도의 사이토킨(GM-CSF, IL-3, IL-4)에 의해 발현이 유도된다.

③ 이미 알려진 케모카인의 발현을 유도하는 TNF-α, IFN-γ에 의해서는 유도되지 않는다.

④ TARC mRNA의 발현도 PHA, GM-CSF, IL-3 및 IL-4에 의해 유도된다.

⑤ GM-CSF, IL-3, IL-4 자극에 의해 단구에서만 분비되고, PHA, PHA/PMA 자극에 의해서는 반대로 림프구에서만 분비

되며, PHA 자극에 의한 발현유도는 PMA를 가함으로써 현저히 억제된다.

⑥ TARC의 mRNA는 미자극 및 LSP 자극의 인간 말초혈 단핵구에서는 거의 발현되지 않지만, GM-CSF, IL-3 자극에 의

해 약 400배, IL-4, PHA 자극에 의해 약 40배의 발현유도가 확인된다.

(7) 마우스 TARC는 인간 TARC과 마찬가지의 특징을 갖지만, 유전자레벨에서는 93개의 아미노산으로 이루어지는 단백

질이고, 구조상의 해석에 의해 성숙단백에서는 23번 및 24번 위치의 알라닌 사이에서 시그널 서열이 절단되어 70개의 아

미노산으로 이루어지는 분자량 약 8kDa의 염기성 단백질인 것으로 추정된다.

(8) 인간 TARC과 마우스 TARC와의 상동성은 약 64.4%로 높다.

(9) 백혈구 침윤작용을 갖는다(케모카인 유형의 활성을 나타낸다).

(1O) TARC의 수용체는 특정 T세포(Jurcat, Molt3, CEM, Hut78, MT2, MT4, Hut102), 말초혈 림프구, 활성화 말초혈 T

세포에 발현하고 있다.

(11) 세포상의 TARC 수용체는 다른 케모카인의 수용체와 독립하고 있어, TARC의 결합은 다른 케모카인에 의해서 저해

되지 않는다.

(12) 적혈구상의 케모카인 수용체중 하나인 DARC와 특이적으로 결합한다.

(13) IL-3 및 GM-CSF로 자극한 정상인 말초혈 단구의 배양액은 HUT78세포의 강한 유주를 야기시키지만, 미자극 혹은

IL-4로 자극한 배양액은 유주를 야기하지 않는다. 또한, GM-CSF 처리된 배양상청액의 Hut78세포에 대한 유주활성은 모

르모트(guinea pig) 항TARC 항체처리로 거의 소실된다.

(14) IL-4에 의해 유도되는 액성면역을 억제하는 IFN-γ, 면역반응전반을 억제하는 IL-10에 의해서, GM-CSF, IL-3, IL-

4 자극에 의한 말초혈 단핵구에서의 TARC의 발현유도는 억제된다.

(15) MIP-1α, RANTES, MCP-1의 수용체인 것으로 보고되어 있는[파워(C. A. Power) 등, J. Bio1. Chem. vo1. 270,

No. 33, 19495-19500, 1995] CCR4와 특이적으로 결합한다(이 문헌에는, 크세노푸스 라에비스(Xenopus laevis) 알세

포에 발현된 CCR4의 실험이 보고되어 있다).
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(16) CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1세포에 대하여 유주활성을 나타낸다.

이상으로부터, 본 발명의 TARC는 CC형 케모카인에 속하는 신규의 사이토킨인 것이 분명하다. 또한, TARC는 면역학적

자극에 의해 생산이 유도되고, 더구나 거의 흉선에서만 구성적으로 발현하고 있으며, 또한 말초에서는 특정 사이토킨

(GM-CSF, IL-3 또는 IL-4)에 의해 자극된 말초혈 단구로부터 발현된다.

따라서, TARC는 미숙한 T세포의 흉선조직으로의 유주나 흉선조직에서의 T세포의 분화성숙에 관여하고 있는 것으로 추

측된다. 또한 말초의 단핵구를 면역자극함으로써 생산이 유도되기 때문에, 염증 및 면역반응에서 중요한 작용을 하는 것으

로 추측된다. 따라서, TARC는 생체내의 염증반응 및 면역반응에 있어서 백혈구의 유주와 활성화를 유도하는 동시에 흉선

에서의 T세포의 분화성숙등에도 중요한 역할을 하여, 의학상 중요한 단백질인 것으로 생각된다.

상기 TARC의 발현에 있어서의 기존의 CC형 케모카인과의 현저한 차이는 TARC의 생리학적 기능의 특이성을 나타내는

것이다. 예컨대, T세포 특이적인 항CD3 항체보다도 비특이적인 파이토헤마글루티닌(PHA)에 의해 보다 강하게 자극되는

것은, TARC가 T세포로부터 직접 분비되기 보다는 오히려 T세포로부터 분비된 사이토킨의 자극하에 말초혈 단핵구

(PBMC)로부터 발현되어야 함을 보이고 있다. 이것은, 이미 알려진 케모카인의 대부분의 발현을 유도하는 단구에서의

LPS 자극에 의해서는 TARC가 발현되지 않았다는 점에서도 명백하다.

구체적으로는, TARC의 발현은 여러가지의 사이토킨에 의해 유도되는데, 특히GM-CSF, IL-3 및 IL-4에 의해서 강하게

유도된다. 이들 사이토킨중 앞의 2개는 또한 항상적인 면역계의 유지에 관여하고, IL-4는 알레르기등의 액성면역의 유도

에 관여하고 있기 때문에, TARC도 그와 같은 액성면역을 유도하는 상황하에서 기능하는 것으로 추측된다. 또, 이미 알려

진 케모카인의 발현을 유도하는 TNF-α, IFN-γ에 의해서는 유도되지 않은 것도, TARC가 다른 케모카인과는 다른 상황에

서 발현하여 기능하는 것을 입증한다. 그러나, 이들 사실은 정상인 말초 단구 이외에 림프구에서도 TARC가 발현될 가능성

을 부정하는 것은 아니다.

또한, 대부분의 케모카인은 PHA와 함께 PMA(포르볼 미리스테이트 아세테이트)를 첨가하면 발현이 보다 강하게 유도되

지만, TARC의 경우에는 발현이 감소했다. 이것은 TARC의 발현이 IL-4의 발현과 동일한 제어하에 있음을 시사하고 있고,

IL-4와 동일한 액성면역에 관여한다는 추측을 뒷받침하는 것이다.

또한, 정상인 말초혈 단구를 GM-CSF, IL-3 자극하여 수득된 배양액은 재조합TARC와 마찬가지로 HUT78세포에 대해서

세포유주활성을 나타내었다. 또한, GM-CSF자극하여 수득된 배양액의 유주활성은 항TARC 항체에 의해 중화되었다. 이

것은 재조합 TARC와 마찬가지로 정상인 말초혈 단구에서 분비되는 TARC도 TARC 특이적 수용체를 발현하고 있는 세포

에 대해서 세포유주활성을 지님을 시사하고 있다.

전술한 바와 같이, TARC는 다른 케모카인과는 달리 말초혈 단핵구를 액성면역 유도했을 때에 발현이 유도된다. 액성면역

은 IL-4로 유도되고 IFN-γ로 억제되며, 반대로 세포성 면역은 IFN-γ로 유도되고 IL-4로 억제된다. 또한, 면역전반은 IL-

10에 의해 억제된다. TARC의 GM-CSF, IL-3 및 IL-4에 의한 정상인 말초혈 단구로부터의 발현이 IFN-γ 및 IL-10으로

억제된 것은, TARC가 면역반응의 유도로 발현되고 또한 액성 면역상태에서 유도되며, 반대로 세포성 면역상태에서는 억

제됨을 나타내고 있다. 따라서, TARC는 특히 알레르기, 아토피, 천식 등의 액성면역 상태에서 발현되어 기능하는 것으로

생각된다.

본 발명의 TARC는 그 기능의 해명에 의해 흉선의 기능, T세포의 분화와 성숙, 염증반응 및 면역반응의 제어등을 해명하

는데 유용하고, 이로써 염증반응 또는 면역반응을 유도하거나 혹은 억제하기 위한 새로운 수단을 제공하기 위해서 유용하

다. 또한, 본 발명의 TARC를 코드하는 유전자(DNA) 및 항TARC 항체는 TARC의 유전자 변이 및 그의 mRNA 및 단백질

의 발현상태를 해석하는데 유용하고 혈액계질환 및 면역계질환의 원인규명이나 진단에 새로운 수단을 제공할 수 있어, 혈

액계질환 및 면역계질환의 진단 및 치료방법의 새로운 개발에 유용하다.

또한, 본 발명의 TARC를 코드하는 유전자(DNA)는 적당한 벡터에 삽입되어 엑스 비보(ex vivo)로 배양세포에 도입하고

나서 혹은 직접 체내에 투여함으로써 TARC의 유전자의 이상에 의한 유전성질환, 각종 암, 및 AIDS 같은 치사성 감염성질

환 등을 대상으로 한 유전자치료의 개발에 유용할 수 있다.

그외, TARC의 혈중농도를 측정함으로써 알레르기, 아토피, 천식 등의 진단도 가능하다고 생각된다. 또한, TARC의 발현

이나 활성을 억제함으로써 알레르기, 아토피, 천식 등의 치료 또는 예방도 가능하고, TARC의 발현이나 활성을 유도함으로

써 액성면역상태를 유도하여 세포성면역을 억제하는 것도 가능하다고 생각된다.
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따라서, 본 발명은 본 발명의 TARC 또는 그의 변이체를 포함하는 의약조성물을 제공한다. 본 발명의 의약조성물은 예방

약, 치료약 및 진단약을 포함하고, 그의 투여량 및 투여경로는 통상적인 방법에 의해서 사용목적, 투여대상의 질환 상태 등

으로부터 적절하게 결정할 수 있다. 또 본 발명의 TARC 단백질은 본래 생체내활성물질이므로, 해당 단백질의 활성이 발생

하는 양, 즉 본 발명의 의약조성물의 사용량의 범위내에서 그의 급성독성이 문제되지 않음은 용이하게 이해될 것이다.

이들 여러가지 목적에는, TARC 및 그의 활성부분을 포함하는 단편, 해당 TARC 또는 그의 단편에 대한 단클론 또는 다클

론 항체, TARC와 특이적으로 결합하는 수용체 등도 유용하다고 생각된다.

따라서, 본 발명은 TARC에 특이적인 단클론 항체 및 그것을 생산하는 하이브리도마를 제공하는 것이다. 그와 같은 항체

및 하이브리도마는 후술의 실시예에 기재된 바와 같이 해당 기술분야에서 확립된 공지 방법으로 제조할 수 있다.

또한, 본 발명의 TARC 단백질의 작용에 비추어보아, 해당 단백질의 작용물질 또는 길항물질을 검출할 수 있으면, TARC

에 관련되는 질환이나 이상의 치료, 예방 또는 진단에 유용하다고 생각된다. 그와 같은 물질의 스크리닝은 본 발명에서 명

백해진 TARC 단백질의 정량법, 수용체 특이성 등을 이용하여 실행할 수 있다.

따라서, 본 발명은 TARC 단백질의 작용물질 또는 길항물질을 스크리닝하는 방법으로서, 해당 작용물질 또는 길항물질을

함유하는 것으로 추정되는 시료, 해당 단백질을 분비하는 세포 및 해당 단백질의 분비를 유도하는 사이토킨을 혼합하여 해

당 단백질의 분비량을 측정하는 공정을 포함하는 방법을 제공하는 것이다.

TARC 단백질의 정량은 예컨대 후술의 실시예에 표시되어 있는 단백질 정량법에 따라서 실행할 수 있다.

또한, 상기의 방법에 이용할 수 있는 사이토킨으로서는 GM-CSF, IL-3 및 IL-4를 예시할 수 있고, TARC를 분비하는 세

포로서는 말초혈 단핵구를 들 수 있다.

뿐만 아니라, 본 발명은 TARC 단백질의 작용물질 또는 길항물질을 스크리닝하는 방법으로서, 해당 작용물질 또는 길항물

질을 함유하는 것으로 추정되는 시료와 해당 단백질에 특이적인 수용체를 반응시켜 그의 결합활성 및/또는 반응성을 측정

하는 공정을 포함하는 방법을 제공하는 것이다.

상기의 방법에 이용할 수 있는 수용체로서는 CCR4을 들 수 있고, 결합활성 또는 반응성의 측정은 후술의 실시예에 기재된

방법으로 실행할 수 있다.

이어, 본 발명의 TARC의 제조 방법, 동정법 등을 설명한다. 이하의 기재는 예시하기 위한 것이고, 특별히 지시하지 않는

한, 당업자에게 공지된 유전자재조합 기술, 숙주세포의 형질전환 및 형질전환체에 의한 재조합 단백질의 생산 기술, 발현

한 단백질의 분리정제법 및 분석법, 및 면역학적 방법 등을 적절히 이용할 수 있다.

I. TARC 단백질을 코드하는 DNA의 서열결정

본 발명의 TARC 단백질을 코드하는 DNA를 포함하는 DNA 단편은 예컨대 파이토헤마글루티닌(PHA)으로 자극한 정상인

말초혈 단핵구(PBMC)유래의 cDNA 라이브러리로부터 얻을 수 있다.

(1) 프로브의 조제

cDNA 라이브러리로부터 TARC 단백질을 코드하는 유전자를 클로닝하기 위한 프로브를 이하의 방법으로 조제한다.

TARC는 분비단백질이기 때문에, 그의 mRNA의 5' 말단에는 시그널 서열을 코드하는 영역이 있다. 따라서, 우선 PHA 자

극 PBMC로부터 퀵프레프(QuickPrep) mRNA 정제 키트(kit)[파마시아(Pharmacia) 제품]를 사용하여 poly(A)+RNA를

추출한다. 이 mRNA로부터 랜덤 프라이머(깁코-비알엘 제품)를 이용하여 단일가닥 DNA를 제작하고, 3' 말단에 올리고

(dC) 앵커(앵커)를 부착시킨다.

이어, 올리고(dG) 프라이머로 이중가닥 DNA를 합성하고, 초음파처리에 의해 분해하여, T4 폴리머라제로 복원시킨다. 이

것을 유니-앰프 어댑터(Uni-amp adapter)[클론테크(C1ontech) 제품]와 결합시키고, 아가로스 전기영동시킨 후, 5' 말

단 서열이 풍부한 300-600bp의 단편을 추출한다. 얻어진 단편을 시그널 서열 트랩 벡터 pDREF-CD4ST(요시다 등,

FEBS Letters 360: 155-159, 1995)에 삽입한다. 이 벡터는 엡스타인-바르(Epstein-Barr) 비루스(EBV)의 복제기점을
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가지는 셔틀벡터이고, EBNA-1 단백질의 존재하에 자기복제할 수 있다. 또한 강력한 EF-1α 프로모터의 하류에 시그널 서

열이 없는 인간의 CD4를 코드하는 DNA가 삽입되어 있고, 이 사이에 시그널 서열을 코드하는 미지의 cDNA 단편이 정확

하게 삽입된 경우, 형질감염된 Raji 세포에서 CD4가 발현하게 된다고 하는 특징을 갖는다.

상기 단편을 삽입한 벡터 pDREF-CD4ST에서 Raji 세포를 형질감염시키고, CD4 양성으로 된 Raji 세포를 분류하여 농축

시킨 후, 이로부터 플라스미드를 회수한다. 이어서, 개개의 플라스미드를 다시 Raji 세포에 도입하여 CD4의 발현을 확인함

으로써 최종적으로 시그널 서열을 코드하는 것으로 생각되는 cDNA 단편이 삽입된 플라스미드를 분리한다. 이들 플라스미

드의 삽입 cDNA의 염기 서열을 결정하고 기존의 데이터베이스와 비교함으로써 CC형 케모카인에 특징적인 서열을 코드

하는 cDNA 단편을 선택한다. 이것은 원하는 신규 단백질을 코드하고 있을 가능성이 있으므로, 완전한 길이의 cDNA를 얻

기 위해서 32P 등으로 표식하여 통상의 PHA 자극 인간 PBMC 유래의 cDNA 라이브러리의 스크리닝을 위한 프로브로서

사용한다.

cDNA 라이브러리는 예컨대 이하의 방법에 따라 통상적인 방식으로 구축된다. PHA 자극 인간 PBMC로부터 퀵프레프 마

이크로(QuickPrep Micro) mRNA 정제 키트(파마시아 제품)를 이용하여 poly(A)+RNA를 추출하고, 이 poly(A)+RNA로

부터 올리고(dT)를 프라이머로 하여 역전사효소에 의해 cDNA를 합성하고, 예컨대 pSPORT1 벡터(깁코-비알엘 제품)에

삽입한다. 라이브러리의 스크리닝은 앞 단락에서 얻어진 프로브를 이용하여, 재조합 파지 플라크의 플라크 하이브리다이

제이션(hybridization) 및 재조합 대장균의 콜로니 하이브리다이제이션 등 당업자에게 공지된 임의의 방법으로 실행된다.

이어서, 얻어진 재조합 플라스미드의 삽입 cDNA의 염기 서열을 결정한다. 서열결정은 예컨대 아래와 같이 실행된다. 우

선, 삽입단편을 해당 단편의 내부에 존재하는 제한효소부위를 이용하여 절단하고, 각 cDNA 단편을 각각 적당한 서열결정

벡터, 예컨대 pBluescript[스트라타진(Stratagene) 제품]에 서브클로닝한다. 다음에 클로닝한 단편의 염기 서열을, 예컨

대 상거(Sanger) 방법[상거(F. Sanger) 등, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74: 5463-5467, 1977]에 의해서 결정한다.

II. 재조합형 TARC 단백질의 발현

본 발명의 TARC 단백질을 코드하는 DNA를 적당한 발현 벡터에 도입시키고, 얻어진 발현 벡터를 적당한 숙주세포, 예컨

대 세균, 효모, 곤충세포 또는 동물세포에 도입하여 형질전환체를 얻는다.

본 발명의 TARC DNA의 발현에 적절한 발현 벡터로서, 숙주세포가 세균인 경우에는 pRSET, pGEVEX 및 pKK233-2가,

효모인 경우에는 pYES2가, 곤충세포인 경우에는 pVL1393이, 또한 동물세포인 경우에는 pEF-BOS, pSRα 및 pDR2 등이

예시되지만, 이들에 한정되지 않는다.

TARC DNA는, 대장균등의 원핵미생물의 경우에는, 강력한 프로모터(예컨대 T7 프로모터)의 지배하에, 원핵미생물에 의

해서 분비되는 단백질의 천연 전구물질에서 유래되는 시그널 서열(예컨대 시그널 펩티드 OMPa)과 성숙형 TARC 단백질

로 이루어지는 전구체 단백질로서 발현시킬 수 있다.

효모의 경우에는, 효모에 의해서 분비되는 단백질의 천연 전구물질에서 유래되는 서열(예컨대 페로몬α의 prepro-서열)과

성숙형 TARC 단백질로 이루어지는 전구체 단백질로서 발현시킬 수 있다.

동물세포의 경우에는, TARC 단백질 유전자를 적당한 발현 벡터의 강력한 프로모터(예컨대 EF-1α 프로모터)의 하류에 삽

입하고, 효과적인 선택 마커(예컨대 디히드로폴레이트 리덕타제)와 함께 동물세포(예컨대 CH0 dhfr- 세포)에 도입하여,

약제(이 경우에는 메토트렉세이트)에 대한 내성에 의해 세포를 선택함으로써 고발현의 세포주를 수립할 수 있다.

인간세포의 경우에는, TARC 단백질 유전자를 비루스 또는 레트로비루스에 도입하고 이 재조합 비루스를 세포에 감염시

킨다. 이렇게 하여 얻어진 형질전환체를 TARC의 발현에 알맞은 조건하에서 배양하면, 형질전환체에 의해서 TARC 단백

질이 생산된다. 또한, 성숙형 TARC 단백질은, 예컨대 고상법을 이용하고 2개의 디설파이드 결합의 존재에 주의하면서 공

지 방법으로 전합성할 수 있다.

따라서, 본 발명은 상기 유전자공학적으로 또는 화학적으로 합성된 TARC를 포함한다.

III. 항TARC 항체의 제작
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전술한 바와 같이, 본 발명의 TARC에 특이적인 항체는 TARC가 관여하는 생리학적인 현상의 해명, TARC 활성이 관여하

는 이상이나 질환의 치료, 예방 또는 진단에 유용하다. 따라서, 본 발명은 또한 TARC 단백질에 대한 항체를 제공하는 것이

다.

단백질에 대한 항체(다클론 및 단클론)의 제조방법은 해당 기술분야에 널리 공지되어 있다.

예컨대, 서열번호 1 또는 2에 기재된 TARC의 아미노산 서열의 일부에 기초하여, 통상의 펩티드 합성기로 합성한 합성 펩

티드나 TARC를 발현하는 벡터로 형질전환시킨 세균, 효모, 동물세포, 곤충세포 등에 의해 생산된 TARC 단백질을 통상의

단백질 화학적 방법으로 정제하고, 이들을 면역원으로서, 마우스, 래트, 햄스터, 토끼 등의 동물을 면역화시킴으로써 그 혈

청 유래의 다클론 항TARC 항체를 제작할 수 있다.

다르게는, 면역화된 마우스나 래트의 비장 또는 림프절에서 세포를 취출하여 골수종 세포와 융합시키고, 코흘러(Kohler)

및 밀스타인(Milstein)의 방법[Nature, 256, 495-497(1975)] 또는 그의 개량법인 우에다(Ueda) 등의 방법[Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 79, 4386-4390(l982)]에 따라서 하이브리도마를 제작한 후, 해당 하이브리도마로부터 단클론 항TARC

항체를 생산시킬 수 있다. 단클론 항체 조제를 위한 공정을 이하에 예시한다.

(a) TARC 단백질에 의한 마우스의 면역화;

(b) 면역화된 마우스의 비장의 제거 및 비장세포의 분리;

(c) 분리된 비장세포 및 마우스 골수종 세포의 융합촉진제(예컨대 폴리에틸렌 글리콜)의 존재하에서의 상기 코흘러 등에

기재된 방법에 의한 융합;

(d) 미융합 골수종 세포가 성장하지 않는 선택배지에서의, 얻어진 하이브리도마 세포의 배양;

(e) ELISA법 및 면역전기이전법 등에 의한 원하는 항체를 생산하는 하이브리도마 세포의 선택 및 한정희석법 등에 의한

클로닝; 및

(f) TARC 단클론 항체를 생산하는 하이브리도마 세포의 배양 및 배양물부터의 단클론 항체의 분리.

IV. TARC mRNA 및 TARC 단백질의 검출

본 발명의 TARC mRNA 및 TARC 단백질의 존재는 각각 통상의 특이적인 mRNA 검출법 및 단백질 검출법을 이용하여 검

출할 수 있다.

mRNA는 예컨대 안티센스 RNA 또는 cDNA를 프로브에 이용한 노던 블롯 해석이나 동일 반응계(in situ) 하이브리다이제

이션법에 의해 검출할 수 있다. 또한, mRNA를 역전사효소에 의해 cDNA내로 변환한 후, 적당한 프라이머의 조합에 의한

폴리머라제 연쇄반응법(이하, PCR이라 칭한다)에 의해서도 검출할 수 있다.

단백질은 상기 III에서 얻어진 TARC 특이항체를 이용한 통상의 면역침강법이나 웨스턴 블롯법에 의해 그 존재를 확인할

수 있다.

V. TARC 단백질의 면역학적 정량법

예컨대, 방사성 동위원소, 퍼옥시다제나 알칼라인 포스파타제와 같은 효소, 혹은 형광색소 등으로 표식한 일정량의 TARC

에, 농도를 알고 있는 비표식 TARC, 및 혈청유래의 항TARC 다클론 항체 또는 단클론 항체를 가하여 항원항체경합반응을

수행한다. 비표식 항원의 농도를 적당히 변화시킨 후, 항체와 결합한 표식 항원과 항체에 결합하지 않는 표식 항원을 적당

한 방법으로 분리하고, 항체와 결합한 표식 항원의 방사능량, 효소활성 또는 형광강도를 측정한다. 비표식 항원량이 늘어

남에 따라 항체와 결합하는 표식 항원의 양은 감소한다. 이 관계를 그래프로 그려 표준곡선을 얻는다. 또한, TARC 단백질

상의 다른 에피토프를 인식하는 두가지의 단클론 항체중 하나를 고상화시키고 다른 하나를 상기 임의의 방법으로 표식하

여 고상화 항체에 결합한 TARC의 양을 표식 항체로 검출정량하는, 소위 샌드위치법에 의해서도 가능하다.
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이어, 상기 반응계에 농도를 알고 있는 비표식 항원 대신 미지량의 항원을 포함하는 시료를 가하여 이것을 반응시킨 후에

얻어지는 방사능량, 효소활성 또는 형광강도를 표준곡선과 비교해보면, 시료중의 항원, 즉 TARC 단백질의 양을 알 수 있

으므로, 염증반응이나 면역반응 또는 T세포의 분화성숙을 모니터링하기 위한 새로운 방법이 제공될 수 있다.

VI. TARC 단백질의 케모카인 활성의 확인

본 발명의 TARC 단백질의 케모카인 활성은 예컨대 시험관내에서는 일정한 직경의 공극을 갖는 필터에 의해 구획이 나뉘

어진 배양용기의 한쪽에 TARC를 넣고 다른쪽에 표적세포를 넣어, 일정시간후에 필터의 공극을 통과하여 TARC가 존재하

는 쪽으로 이동한 세포수를 랜덤 이동수와 비교함으로써 확인할 수 있다. 또한, 생체내에서는 정제한 TARC 단백질을 동물

의 피하에 투여하여 세포의 침윤과 집합을 조직학적 방법으로 검출함으로써도 확인할 수 있다.

본 발명을 이하의 실시예에 의해 더욱 상세하게 설명한다.

실시예

실시예 1 인간 TARC을 코드하는 DNA의 단리

1. 인간 TARC cDNA의 클로닝

(1) 파이토헤마글루티닌 자극 인간 말초혈 단핵세포 유래의 cDNA 라이브러리의 제작

파이토헤마글루티닌(PHA)으로 자극한 정상인 말초혈 단핵세포의 cDNA 라이브러리는 깁코-비알엘의 제품인 cDNA 합

성 시스템 및 cDNA 클로닝 시스템을 이용하여, 문헌[샘브룩(J. Sambrook) 등, Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, 제2판, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1989)]에 공지되어 있는 통상적인 방법에 따라 아래와 같

이 제작하였다.

우선, 퀵프레프 마이크로 mRNA 정제 키트(파마시아 제품)를 이용하여, PHA로 자극한 정상인 말초혈 단핵세포로부터

poly(A)+RNA를 추출하였다. PHA로 72시간 자극한 인간 말초혈 단핵세포 2x107개를 키트에 첨부된 세포용해액에 의해

용해하였다. 이어, 올리고-dT 수지를 가하여 3분 혼화시키고 poly(A)+RNA를 올리고-dT 수지에 결합시킨 후, TOMY 원

심기 MRX-150[도미정공(TOMY Seiko) 제품]에서 12000회전으로 1분간 원심분리하였다. 얻어진 침전물을 염농도가 높

은 세정액으로 3회, 염농도가 낮은 세정액으로 5회 세정한 후, 용출액으로 용출하였다. 이 용출액에, 0.1배량의 3M 아세

트산나트륨과 2배량의 에탄올을 가하여 -80℃에서 1시간 냉각시키고 TOMY 원심기 MRX-150(도미정공 제품)에서

12000회전으로 5분간 원심분리시킨 다음, 침전된 poly(A)+RNA를 멸균증류수에 용해하였다. 그리고, 파장 260nm에서

의 흡광도를 측정함으로써 회수한 poly(A)+RNA의 양을 계산하였다. PHA 자극 인간 말초혈 단핵세포로부터 10μg의

poly(A)+RNA를 얻을 수 있었다.

다음에, 정제한 poly(A)+RNA를 주형으로서 사용하여 cDNA의 합성을 아래와같이 행하였다. 우선, 4μg의 poly(A)+RNA

를 주형으로서, 역전사효소 SUPER SCRIPT II(깁코-비알엘 제품)를 이용하여 반응완충액(50mM Tris-HC1, pH 8.3,

75mM KC1, 3mM MgC12, 10mM DTT, 500μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 50μg/ml NotI 프라이머-어댑터

(깁코-비알엘 제품) 및 2만U/ml 역전사효소 SUPER SCRIPT II RT)중에서 37℃에서 1시간 반응시켜, 단일가닥 DNA를

합성하였다. 또, NotI 프라이머-어댑터의 서열을 서열표의 서열번호 3에 나타낸다. 이 단일가닥 DNA를 주형으로서, 반응

완충액(25mM Tris-HCl, pH 7.5, 100mM KC1, 5mM MgC12, 10mM (NH4)2SO4, 1.2mM DTT, 0.15mM β-NAD+,

250μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 65U/ml DNA 리가제, 250U/ml DNA 폴리머라제 I 및 13U/ml RNase H)중

에서 16℃에서 2시간 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 다음에, T4 DNA 폴리머라제를 최종농도가 65U/ml가 되도록 첨가

하고 16℃에서 5분간 반응시켜 이중가닥 DNA를 수득하였다. 이 이중가닥 DNA를 반응완충액(55mM Tris-HCl, pH 7.6,

1OmM MgCl2, 1mM DTT, 1mM ATP, 5% PEG 8000, 200μg/ml SalI 어댑터(깁코-비알엘 제품) 및 100U/ml의 T4

DNA 리가제)중에서 16℃에서 16시간 반응시켜 SalI 어댑터에 결합시켰다. 또, SalI 어댑터는 서열표의 서열번호 4 및 5에

나타내는 DNA가 어닐링된 이중가닥 DNA이다. 이렇게 해서 완성한 cDNA를 pSPORT1 벡터의 NotI 및 SalI 부위 사이에

삽입하여 cDNA 라이브러리를 제작하였다.

(2) 시그널 서열 트래핑용 cDNA 라이브러리의 제작
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시그널 서열 트랩 라이브러리는, PHA 자극 인간 말초혈 단핵세포로부터 mRNA의 5' 말단 근방을 농축한 cDNA를 조제하

고 깁코-비알엘 제품인 cDNA 합성 시스템, 5' RACE 시스템 및 cDNA 클로닝 시스템을 이용하여 문헌[샘브룩 등,

Molecular Cloning: A Laboratory Manua1, 제2판, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1989)]에 기재된 통

상적인 방법에 따라서 제작하였다.

우선, PHA 자극 인간 말초혈 단핵세포로부터 얻어진 poly(A)+RNA를 주형으로 하여 mRNA의 5' 말단 근방을 농축한

cDNA를 아래와 같이 합성하였다. 5μg의 poly(A)+RNA를 주형으로서, 역전사효소 SUPER SCRIPT II RT(깁코-비알엘

제품)를 이용하여 반응완충액(50mM Tris-HC1, pH 8.3, 75mM KCl, 3mM MgC12, 10mM DTT, 500μM dNTP(dATP,

dGTP, dCTP, dTTP), 150ng 랜덤 프라이머(깁코-비알엘 제품) 및 2만U/ml 역전사효소 SUPER SCRIPT II RT)중에서

37℃에서 1시간 반응시켜 단일가닥 DNA를 합성하였다. 이 반응액에 6N NaOH를 최종농도가 0.4N로 되도록 첨가하고

65℃에서 30분간 반응시켜, 주형 poly(A)+RNA를 가수분해한 후, 6N 아세트산을 최종농도가 0.4N로 되도록 가하여 중

화하였다. 다음에, 등량의 10mM Tris-HC1, pH 8.0 포화 페놀과 클로로포름 혼합액(1:1)을 가하여 교반한 다음, TOMY

원심기 MRX-150에서 12000회전으로 5분간 원심분리하였다. 그의 수층을 제거하고 0.2배량의 3M 아세트산나트륨, 2배

량의 에탄올을 가하여 -80℃에서 1시간 냉각시킨 후, 다시 TOMY 원심기 MRX-150(도미정공 제품)에서 12000회전으로

5분간 원심분리하여, 그 침전물을 멸균증류수에 용해하였다. 이 단일가닥 DNA를 반응완충액(20mM Tris-HC1, pH 8.4,

50mM KCl, 1.5mM MgCl2, 200μM dCTP, 및 40OU/ml 말단 데옥시뉴클레오티딜 트랜스퍼라제)중에서 37℃에서 10분

간 반응시켜, 3' 말단에 올리고dC 테일(tail)을 결합시켰다. 이어, 70℃에서 5분간 처리하여 말단 데옥시뉴클레오티딜트랜

스퍼라제를 실활시켰다. 이 올리고-dC 테일을 결합시킨 단일가닥 DNA를 반응완충액(25mM Tris-HC1, pH 7.5,

100mM KCl, 5mM MgCl2, 10mM (NH4)2SO4, 1.2mM DTT, 0.15mM β-NAD+, 250μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP,

dTTP), 500ng 앵커 프라이머(서열표의 서열번호 6), 65U/ml DNA 리가제, 250U/ml DNA 폴리머라제 I 및 13U/ml

RNase H)중에서 16℃에서 2시간 반응시켜, 이중가닥 DNA를 합성하였다. 또, 앵커 프라이머는 DNA 합성기[사이클론 플

러스 DNA 신테사이저(Cyclone Plus DNA Synthesizer), 밀리젠(Milligen)/바이오써치(Biosearch) 제품]에서 합성하였

다. 합성에는 밀리젠/바이오써치 제품인 β-결합된 베타-시아노에틸포스포아미다이트 시약을 이용하였다. 합성 후, 암모

니아수(28%, 나칼라이 테스크 제품) 2ml로 합성 컬럼으로부터 합성 올리고뉴클레오티드를 용출한 후, 60℃에서 5시간 처

리함으로써 보호기를 이탈시켰다. 탈보호한 올리고뉴클레오티드를 10배량의 부탄올을 첨가하여 TOMY 원심기(도미정공

제품)에서 3000회전으로 10분간 원심분리함으로써 침전시켜 회수하였다. 회수한 올리고뉴클레오티드를 멸균수에 용해하

고, 파장 260nm에서의 흡광도를 측정함으로써 그 양을 결정하였다.

이 이중가닥 DNA를 빙냉시키면서 TOMY 초음파 파쇄장치 UD-201(도미정공 제품)에서 50초간 최대출력으로 부분분해

시키고, T4 DNA 폴리머라제를 최종농도가 65U/ml로 되도록 가하고 16℃에서 5분간 반응시킨 다음, 반응완충액(50mM

Tris-HC1, pH 7.6, 10mM MgCl2, 1mM DTT, 1mM ATP, 5% PEG 8000, 200μg/ml UNI-Amp 어댑터 및 10OU/ml의

T4 DNA 리가제)중에서 16℃에서 16시간 반응시켜 UNI-Amp 어댑터(클론테크 제품)에 결합시켰다. 또, UNI-Amp 어댑

터는 서열표의 서열번호 7 및 8에 나타내는 DNA가 어닐링된 것이다. 이렇게 하여 수득된 부분분해 이중가닥 DNA를 주형

으로서, 반응완충액(10mM Tris-HC1, pH 8.3, 50mM KCl, 1.5mM MgC12, 0.1% 젤라틴, 200μM dNTP(dATP, dGTP,

dCTP, dTTP), 400nM UAP 프라이머(깁코-비알엘 제품), 400nM UNI-Amp 프라이머(클론테크 제품) 및 100U/ml

AmpliTaq DNA 폴리머라제 I)중에서 PCR 반응을 수행하였다. 또, UAP 프라이머와 UNI-Amp 프라이머의 서열을 서열표

의 서열번호 9와 10에 각각 나타낸다. PCR은 다까라주조에서 구입한 앰플리택 키트(AmpliTaq Kit)를 이용하여 DNA 써

말 사이클러(Thermal Cycler)[퍼킨-엘머(퍼킨-엘머) 제품]에서 행하였다. 반응은, 94℃에서 3분간 전처리한 후, 94℃애

서 45초간, 58℃에서 45초간, 72℃에서 2분간의 반응사이클을 30회 반복하고, 최후에 72℃에서 3분간 처리하여 행하였

다.

이렇게 해서 완성한 mRNA의 5' 말단 근방을 농축한 cDNA를 별도로 제작한 pDREF-CD4ST 벡터(요시다 등, FEBS

Letters 360: 155-159, 1995)의 SalI 및 XbaI 부위 사이에 삽입하여, 시그널 서열 트랩 라이브러리를 제작하였다. 이 시

그널 서열 트랩 라이브러리를 아래와 같이 인간 B 세포주 Raji에 도입하고 세포표면에 CD4를 발현시킬 수 있는 클론을 동

정함으로써 시그널 서열을 가지는 유전자의 단편을 선택하였다.

(3) 시그널 서열 트래핑

상기 (2)에서 조제한, PHA 자극 인간 말초혈 단핵세포 유래의 mRNA의 5' 말단 근방을 농축한 cDNA로 이루어지는 시그

널 서열 트랩 cDNA 라이브러리 10μg을 500μl의 PBS에 현탁하고, 전기영동법에 의해 1x107개의 Raji 세포에 도입하였

다. 전기영동은 바이오라드(BioRad) 제품인 진 펄서(Gene Pulser)에서 전압 250V, 정전용량 500μF로 행하였다. cDNA

라이브러리가 도입된 Raji 세포는, 하이그로마이신(200μg/ml) 존재하에 1주간 배양하여 약제내성을 나타내는 세포를 선

택함에 의해얻어졌다. 이 약제내성을 나타내는 세포를 마우스 항인간 CD4 항체(OKT4, ATCC로부터 입수)와 4℃에서 30
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분간 반응시키고 세정한 다음, 자기 비드(bead) 표식 양 항마우스 IgC 항체[다이나비드(Dynabeads), 다이날(Dynal)로부

터 구입]로 40℃에서 30분간 반응시켰다. 이 자기 비드로 표식한 세포표면에 CD4를 발현하는 세포를 자기분리기를 이용

하여 분리하였다. 이 자기분리를 3회 실행하여, 최종적으로 45%의 세포가 세포표면에 CD4를 발현하는 세포집단을 얻었

다.

이 세포집단으로부터 Magic Minipreps DNA 정제시스템[프로메가(Promega) 제품]에 의해서 플라스미드 DNA를 회수

하고 다시 대장균 DHlOB에 도입하였다. 이 대장균을 LB-암피실린-아가-플레이트(10g 트립톤, 5g 효모 추출물, 1Og

NaC1, 15g 아가, 50μg/ml 암피실린/증류수 1리터)에 도말하고, 밤새 37℃에서 배양하였다. 플레이트상에 발생된 대장균

의 각 콜로니를 5ml의 LB-암피실린 배지(10g 트립톤, 5g 효모 추출물, 1Og NaC1, 50μg/ml 암피실린/증류수 1리터)에서

밤새 37℃에서 배양하였다. 이들 배양액으로부터 Magic Minipreps DNA 정제시스템(프로메가 제품)에 의해서 플라스미

드 DNA를 정제하고, 다시 500μl의 PBS에 현탁한 1x1O7개의 Raji 세포에 전기영동법에 의해 도입하였다. 이들 Raji 세포

를 마우스 항CD4 항체(OKT4, ATCC로부터 입수)와 4℃에서 30분간 반응시키고 세정한 후, 다시 FITC 표식 토끼 항마우

스 IgG(Fab')2 항체(Dako로부터 구입)와 4℃에서 30분간 반응시켰다. 이 FITC로 표식한 세포표면에 CD4를 발현하는 세

포를 FacStar Plus[벡턴-디킨슨(Becton-Dickinson) 제품]를 이용하여 동정하였다. 1OO개의 대장균의 콜로니를 조사하

여, 최종적으로 세포표면으로의 CD4의 발현을 유도한 42개 클론을 얻었다.

이들 클론의 염기 서열을 상거의 방법에 의해 파마시아 제품인 오토리드 시퀀스 키트(Autoread Sequence Kit)와 A. L. F.

II 자동 서열 결정기를 이용하여 결정하였다. 이들 클론의 서열을 기존의 데이터베이스와 비교한 결과, 클론 98은 추정상의

시그널 서열 절단부위의 9개 아미노산 하류에 2개의 연속한 시스테인을 갖고 있고, 세포유주성 사이토킨의 1종으로서 CC

형 케모카인의 특징과 일치하는 구조상의 특징을 가짐을 알았다.

(4) 인간 TARC의 전체 길이 cDNA의 클로닝

다음에, 클론 98의 전체 길이 cDNA를 얻기 위해서, 207bp의 클론 98의 cDNA 단편을 프로브로 하여 멀티프라임 DNA 표

식 시스템(Multiprime DNA Labeling System)[애머샴 저팬(Amersham Japan) 제품]에 의해 32P로 표식하고, 이것을 이

용하여 (1)에서 제작한 PHA 자극 인간 말초혈 단핵세포의 cDNA 라이브러리를 콜로니 하이브리다이제이션법에 의해 스

크리닝하였다. 콜로니 하이브리다이제이션법은 문헌[샘브룩 등, Molecular Cloning: A Laboratory Manua1, 제2판,

Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1989)]에 기재된 공지 방법으로 행하였다.

인간 PHA 활성화 말초혈 단핵세포 cDNA 라이브러리를 함유하는 대장균 DH1OB를 LB-암피실린-아가 플레이트(10g 트

립톤, 5g 효모 추출물, 1Og NaC1, 15g 아가, 50μg/ml 암피실린/증류수 1리터)에 도말하여 밤새 37℃에서 배양하였다. 플

레이트상에 발생된 대장균의 콜로니를 나일론 막(Hybond-N+, 애머샴 저팬 제품)에 전사한 후, SDS 처리(1O% SDS), 알

칼리 변성(0.5N NaOH, 1.5M NaCl), 그리고 세정(2xSSC)의 조작을 행하였다. 32P 표식 클론 98을 프로브로서 사용하여

이 막을 하이브리다이제이션하였다. 하이브리다이제이션 용액은 6xSSC(1xSSC는 0.15M NaC1, 0.015M 시트르산나트

륨으로 이루어짐), 50% 포름아미드, 0.5% SDS, 5배의 덴하르트 용액 및 100μg/ml 연어정자 DNA를 이용하여 42℃에서

밤새 하이브리다이제이션 하였다. 막의 세정은 2xSSC, 0.1% SDS의 완충액으로 실온에서 10분간, 0.2xSSC, 0.1% SDS

의 완충액으로 60℃에서 30분간으로 2회 수행한 후, X선 필름[코닥(Kodak) 제품]에 감광시키고 그것들을 현상하여 프로

브와 반응하는 콜로니를 동정함으로써 최종적으로 1개의 cDNA 클론(클론 D34)을 얻었다. 이 클론 D34에 삽입되어 있는

cDNA의 서열을 상거 방법에 의해 파마시아 제품인 오토리드 시퀀스 키트와 A. L. F. II 자동 서열결정기를 이용하여 결정

하고, 후술의 여러가지 검토를 가한 결과, 해당 cDNA는 원하는 신규한 CC형 케모카인 유형의 단백질(TARC)을 코드하고

있음을 확인하였다.

II. 인간 TARC의 구조결정

(1) hTARC cDNA의 염기 서열 및 그것이 코드하는 아미노산 서열의 해석

상기 I. (4)에서 얻은 클론 D34의 염기 서열을 상거 방법에 의해 파마시아 제품인 오토리드 시퀀스 키트와 A. L. F. II 자동

서열결정기를 이용하여 결정하였다. cDNA 클론 D34의 염기 서열 및 내부에 번역 종료 코돈을 가지지 않는 오픈 리딩 프

레임(open reading frame)의 아미노산 서열을 도 1에 나타낸다.

도 1에 표시되어 있는 바와 같이, 클론 D34에 삽입되어 있는 유전자는 94개의 아미노산으로 이루어지는 오픈 리딩 프레임

을 갖고, N 말단에 시그널 펩티드에 특징적인 소수성이 강한 아미노산 서열을 갖는 유전자인 것으로 밝혀졌다. 이 94개의
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아미노산으로 이루어지는 단백질의 분자량 계산치는 10,507이다. 또한, 추정상의 시그널 펩티드 절단부위는 계산에 의하

면 Ala-23과 Ala-24의 사이에 있고, 도 1에는 세로막대로 표시되어 있다. 이 절단부위로부터 9개 아미노산 하류에 CC형

케모카인의 특징인 2개의 연속하는 시스테인이 표시되어 있다.

또한, 시그널 펩티드 절단 후의 71개의 아미노산으로 이루어진 추정상의 성숙형 단백질은 분비단백질인 것으로 추정된다.

이 71개의 아미노산으로 이루어진 추정상의 성숙형 분비단백질의 분자량 계산치는 8,083이고, 등전점은 계산에 의하면

9.7이다.

(2) CC형 케모카인류와의 서열상의 유사성

FASTA 및 Clustal V 프로그램을 이용하여, hTARC의 아미노산 서열과 공지의 CC형 케모카인의 아미노산 서열을 비교하

였다. 결과를 도 2에 나타낸다. 도 2에서, hTARC를 포함해서 모든 CC형 케모카인에 보존되어 있는 아미노산은 실선으로

둘러싸서 빗금쳐진 반면, 대부분의 케모카인에 보존되어 있는 아미노산에는 단지 빗금만 쳐져 있다. 또한, hTARC와 다른

CC형 케모카인과의 상동성의 정도를 %로 우측에 보이고 있다.

도 2로부터, hTARC의 성숙형 분비단백질의 아미노산 서열은 CC형 케모카인에 속하는 RANTES와 29%, MIP-1a와

26%, MIP-1b와 28%, I-309와 24%, MCP-1과 24%, MCP-2와 24%, MCP-3와 28%의 상동성이 있는 것으로 밝혀졌다.

또한, 모든 CC 케모카인에 보존되어 있는 4개의 시스테인은 hTARC에도 보존되어 있음이 분명해졌다. 이상의 결과는 얻

어진 아미노산 서열이 신규의 인간 CC형 케모카인의 것임을 시사하고 있다.

III. 노던 블롯 해석에 의한 hTARC mRNA의 발현 해석

각종의 인간조직으로부터 단리한 poly(A)+RNA 2μg을 아가로스 겔 전기영동에 걸고 이를 나일론 막에 전사한 것[다중

조직 블롯(multiple tissue blot)]은 클론테크로부터 구입하였다. 또한 인간 말초혈 단핵세포를 PHA로 자극하고, 0, 4, 24

및 72시간 후에, QuickPrep Micro mRNA 정제 키트(파마시아 제품)를 이용하여 poly(A)+RNA를 추출하였다. 단리한

poly(A)+RNA 1μg을 0.66M 포름알데히드를 포함하는 1% 아가로스 겔 중에서 전기영동에 걸어, 나일론 막(Hybond-

N+)(애머샴 저팬 제품)에 전사하였다. 멀티프라임 DNA 표식 시스템(애머샴 저팬 제품)에 의해 32P로 표식한 hTARC의

cDNA 클론 D34의 SmaI-PstI 단편을 프로브로 하여 이들 막을 하이브리다이제이션 하였다. 하이브리다이제이션 용액은

5xSSPE(1xSSPE는 0.18M NaCl, 0.01M 인산나트륨, pH 7.5, 1mM EDTA로 이루어짐), 50% 포름아미드, 2% SDS, 10x

덴하르트 용액, 100μg/ml 연어정자 DNA를 이용하여 42℃에서 밤새 하이브리다이제이션을 수행하였다. 막의 세정은

2xSSC, 0.1% SDS의 완충액으로 실온, 10분간, 0.2xSSC, 0.1% SDS의 완충액으로 60℃, 30분간으로 2회 행한 후, X선

필름(코닥 제품)에 감광시키고 그것들을 현상하여 해석하였다. PHA로 자극한 후의 시간 및 TARC mRNA의 발현 결과를

도 3A에, 각종 인간조직에서의 TARC mRNA의 발현을 도3B에 나타낸다.

도 3A에서는, hTARC의 mRNA가 미자극의 인간 말초혈 단핵세포에서는 발현하지 않지만, PHA로 자극하면 4시간 후에

는 아직 검출되지 않지만, 24시간 후에는 거의 최대가 되도록 유도되고, 72시간 후에도 소량의 발현이 지속하는 것으로 표

시되어 있다.

또한, 도 3B에서는, hTARC의 mRNA가 흉선에 있어서 대량으로 발현하고, 폐, 대장 및 소장에서는 극히 소량 발현하고 있

지만, 다른 조직에서는 거의 검출되지 않음을 알 수 있다.

이들 결과는, hTARC가 다른 CC형 케모카인과는 달리 흉선에서만 구성적으로 발현하고 있고, 그 생산이 면역학적 자극에

의해 유도되는 것을 보이고 있다.

실시예 2 재조합 인간 TARC의 누에세포에서의 발현

(1) 누에세포에 있어서의 hTARC DNA의 발현을 위한 재조합 벡터 pVL-TARC의 구축

양단에 EcoRI 및 NotI 부위를 갖고, hTARC의 번역 개시 코돈으로부터 번역 종료 코돈까지를 포함하는 0.5kb의 DNA 단

편을, 실시예 1에 기재된 클론 D34를 EcoRI와 NotI로 동시에 소화함으로써 얻었다. 이 DNA 단편을 재조합형 바쿨로비루

스의 제작에 이용하는 pVL1393[인비트로젠(Invitrogen) 제품]의 EcoRI 부위와 NotI 부위 사이에 삽입하여 재조합 벡터

pVL-TARC를 얻었다. 이 재조합 벡터 pVL-TARC의 유전자지도를 도 4에 나타낸다.

(2) 형질전환체의 배양
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다음에, 재조합 벡터 pVL-TARC와 치사적인 결실을 갖는 직선상의 AcNPV의 DNA를 Sf9 곤충세포에 동시에 도입하여

재조합 바쿨로비루스를 얻었다. 얻어진 재조합 바쿨로비루스는 한계희석법에 의해 순화하고, 또한 Sf9 곤충세포에

M.0.I.= 0.1로 감염시켜 종 비루스(seed virus)를 얻었다. 이러한 종 비루스를 Tn5B-4 곤충세포[인비트로젠(Invitrogen)

제품](150cm2의 플라스크당 12x107개)에 M.O.I.= 10 내지 20으로 감염시켜, EX-CELL 400 무혈청배지[제이알에이치

바이오사이언스(JRH Biosciences) 제품](150cm2의 플라스크당 30ml)에서 27℃에서 2일간 배양하였다.

(3) 생성물의 단리, 정제

배양상청을 회수하고 0.22μm의 필터 막에서 여과하였다. 이 여액에 1/10 부피의 500mM MES(pH 6.5)를 가하고, A 완충

액(50mM MES(pH 6.5)/100mM NaC1)으로 평형화시킨 1ml의 리소스-에스(Resouce-S) 컬럼(파마시아 제품)에 걸었

다. 이 hTARC 단백질이 결합한 컬럼을 A 완충액으로 세정한 후, A 완충액 및 B 완충액(50 mM MES(pH 6.5)/1.0M

NaC1)을 이용한 NaC1의 염농도의 구배에 의해 용출하였다. hTARC 단백질을 포함하는 분획은 SDS-PAGE와 은염색을

이용하여 동정하였다. SDS-PAGE의 결과를 도 5B에 나타낸다. 도 5B에서, F는 FPLC 분획(최종단계 하나 앞의 정제단

계), H는 HPLC 분획에 대한 결과를 각각 보이고 있다.

이 hTARC 단백질을 포함하는 분획에 최종농도가 O.1%로 되도록 TFA를 가한 다음, A 완충액(0.1% TFA)으로 평형화시

킨 코스모실 5C4-300 컬럼(나칼라이 테스크 제품)에 걸고, A 완충액 및 B 완충액(0.1% TFA, 60% 아세토니트릴)을 이용

한 아세토니트릴의 농도구배에 의해 용출하였다. hTARC 단백질의 용출패턴을 도 5A에 나타낸다. hTARC 단백질을 포함

하는 분획을 모아 진공건조시킴으로써 아세토니트릴을 휘발시키고, 내독소를 함유하지 않는 PBS에 대하여 투석하여 최종

적인 정제품을 얻었다. 단백질의 농도는 BCA 키트[피어스(Pierce) 제품]를 이용하고 BSA를 대조용으로 하여 결정하였

다. 배양상청 30Oml로부터 300μg의 정제 hTARC 단백질을 얻었으며 발현량은 양호했다. 혼입하고 있는 내독소의 양은

Limulus amoebocyte lysate assay[QCL-1000, 바이오 휘태커(Bio Whitaker) 제품]를 이용하여 정량하고, 4pg/μg 이하

였다. 정제 hTARC 단백질의 N 말단 아미노산 서열은 아미노산 서열결정기[시마즈(Shimazu) 제품]를 이용하여 결정하

고, ARGTNVGRE였다. 도 5C에 표시되어 있는 바와 같이, 이 아미노산 서열은 염기 서열로부터 예측된 시그널 펩티드가

절단되어 발생될 수 있는 71개의 아미노산으로 이루어지는 성숙형 분비단백질의 N 말단 아미노산 서열과 일치하였다.

정제된 TARC 단백질의 활성은 세포 유주 시험에 의해 평가하였다. HUT78 세포, 과립구 및 단핵세포를 이용하여 얻어진

결과는 각각 도 18 내지 20에 도시되어 있다. 이들 결과는, 정제 TARC 단백질이 T세포주 HUT78에 대해 유주활성을 나

타냄을 표시한다.

실시예 3 재조합 인간 TARC의 대장균에서의 발현

(1) 대장균에 있어서의 hTARC DNA의 발현을 위한 재조합 벡터 pGEMEX-TARC의 구축

양단에 NdeI 및 NotI 부위를 갖고 hTARC의 성숙형의 개시 코돈으로부터 번역 종료 코돈까지를 포함하는 0.2kb의 DNA

단편을 실시예 1에 기재된 클론 D3A를 주형으로 하여 PCR법에 의해 얻었다. PCR에 이용한 2개의 올리고뉴클레오티드의

서열을 서열표의 서열번호 11 및 12에 나타낸다. PCR은 다까라주조에서 구입한 앰플리택 키트를 이용하여 DNA 써말 사

이클러(퍼킨-엘머 제품)에서 행하였다. 반응은 클론 D3A의 DNA를 주형으로 하여 반응완충액(1OmM Tris-HC1, pH

8.3, 50mM KC1, 1.5mM MgC12, 0.1% 젤라틴, 200μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 400μM 프라이머 및

10OU/ml 앰플리택 DNA 폴리머라제 I)중에서 행하였다. 반응은, 94℃에서 3분간 전처리한 후, 94℃에서 45초간, 55℃에

서 45초간, 72℃에서 1분간의 반응 사이클을 15회 반복하고 최후에 72℃에서 3분간 처리하여 행하였다. 이 반응생성물을

NdeI와 NotI로 동시에 소화시키고, pGEMEX1(프로메가 제품)의 NdeI 부위와 NotI 부위 사이에 삽입하여, 발현 벡터

pGEMEX-TARC를 얻었다. 이 벡터의 유전자지도를 도 6에 나타낸다.

(2) 형질전환체의 배양

발현 벡터 pGEMEX-TARC를 도입한 대장균 BL21주를 이용하여, 성숙형 hTARC의 아미노 말단에 메티오닌이 부가된 단

백질로서 발현시켰다. 대장균 BL21주의 배양은 IPTG를 1mM이 되도록 가한 LB 배지에서 실행하고, 37℃에서 3시간 배

양하였다.

(3) 생성물의 단리, 정제
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대장균을 트리스완충액(50mM Tris-HCl, pH 8.0, 1mM EDTA, 1mM 2-ME, 50mM NaC1, 0.2mM PMSF)에 현탁시키

고, 동결융해를 5회 행하였다. 이어서, DNaseI를 10μg/ml, MgCl2를 10mM이 되도록 가하여, 실온에서 10분간 방치하였

다. 10,000회전, 15분간, 4℃의 조건에서 원심분리시키고, 침전된 hTARC 단백질을 세정액(0.5% Triton X-100, 1OmM

EDTA)으로 3회 세정하여, 부분정제한 재조합형 hTARC 단백질을 얻었다. hTARC의 정제를 나타내는 SDS-PAGE 영동

의 결과를 도 7에 나타낸다. 도 7에서, S는 원심분리한 상청에 대하여, W1, W2, W3는 원심분리에 의해 얻어진 침전을 세

정액으로 각각 1, 2 및 3회 세척했을 때의 용출물에 대하여, P는 hTARC를 포함하는 세정 후의 침전에 대한 결과이다.

실시예 4 마우스 TARC를 코드하는 DNA의 단리

I. 마우스 TARC 게놈 DNA의 클로닝

마우스 TARC의 게놈 DNA를 얻기 위해서, 실시예 1에 기재된 인간 TARC의 cDNA 클론 D3A의 SmaI-PstI 단편을 프로

브로 하여 멀티프라임 DNA 표식 시스템(애머샴 저팬 제품)에 의해 32P로 표식하고, 이것을 이용하여 Balb/C 마우스 유래

의 게놈 DNA 라이브러리(클론테크 제품)를 플라크 하이브리다이제이션법에 의해 스크리닝하였다. 플라크 하이브리다이

제이션법은 문헌[샘브룩 등, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 제2판, Cold Spring Harbor Laboratory, New

York (1989)]에 기재된 방법에 따라서 행하였다.

Balb/C 마우스 유래의 게놈 DNA 라이브러리의 파지 용액과 대장균 LE392를 LB-플레이트(1Og 트립톤, 5g 효모 추출물,

1Og NaC1, 15g 아가/1L 증류수)에 도말하여 밤새 30℃에서 배양하였다. 플레이트상에 발생된 파지의 플라크를 나일론

막(Hybond-N+, 애머샴 저팬 제품)에 전사한 후, SDS 처리(10% SDS), 알칼리 변성(0.5N NaOH, 1.5M NaC1), 그리고

세정(2xSSC)의 조작을 수행하였다. 32P로 표식한 hTARC의 cDNA 클론 D3A의 SmaI-PstI 단편을 프로브로 하여 이 막

을 하이브리다이제이션하였다. 하이브리다이제이션 용액은 5xSSPE(1xSSPE는 0.18M NaC1, 0.0lM 인산나트륨, pH

7.5, 1mM EDTA로 이루어짐), 30% 포름아미드, 2% SDS, 1Ox덴하르트 용액, 1OOμg/ml 연어정자 DNA를 이용하여

42℃에서 밤새 하이브리다이제이션을 행하였다. 막의 세정은 2xSSC, 0.1% SDS로 실온에서 10분간, 2xSSC, 0.1% SDS

로 60℃에서 30분간으로 2회 행한 다음, X선 필름(코닥 제품)에 감광시키고 그것들을 현상하여, 프로브와 반응하는 플라

크를 동정하였다. 최종적으로 8개의 게놈 DNA 클론을 수득하였다.

그중 1개의 클론(클론 #3)의 4234개의 염기 서열을 상거 방법에 의해 파마시아 제품인 오토리드 시퀀스 키트와 A. L. F. II

자동 서열결정기를 이용하여 결정하였다. 3개의 영역에서, 인간 TARC와 동일성이 높은 부위가 확인되었다. 이 3개의 영

역을 엑손(exon)인 것으로 추정하였고, 연결한 염기 서열은 93개의 아미노산으로 이루어지는 오픈 리딩 프레임을 갖고,

인간 TARC와 64.4%의 높은 동일성을 나타내었다. 따라서, 이 DNA를 마우스 TARC의 게놈 DNA인 것으로 판단하였다.

II. 마우스 TARC cDNA의 클로닝

(1) PHA 자극 Balb/C 마우스 비장세포 유래의 cDNA 라이브러리의 제작

PHA로 자극한 Balb/C 마우스 비장세포 유래의 cDNA 라이브러리는 문헌[샘브룩 등, Molecular Cloning: A Laboratory

Manua1, 제2판, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1989)]의 기재에 따라서 깁코-비알엘 제품인 cDNA 합성

시스템 및 cDNA 클로닝 시스템을 이용하여 아래와 같이 제작하였다.

우선, QuickPrep Micro mRNA 정제 키트(파마시아 제품)를 이용하여 PHA로 자극한 Balb/C 마우스 비장세포로부터

poly(A)+RNA를 추출하였다. PHA로 4시간 자극한 Balb/C 마우스 비장세포 2x107개를 키트에 첨부된 세포용해액에 의

해 용해하였다. 다음에, 올리고-dT 수지를 첨가하여 3분동안 혼화하여 poly(A)+RNA를 올리고-dT 수지에 결합시킨 후,

TOMY 원심기 MRX-150(도미정공 제품)에서 12000회전으로 1분간 원심분리하였다. 얻어진 침전물을 염농도가 높은 세

정액으로 3회, 염농도가 낮은 세정액으로 5회 세정한 후, 용출액으로 용출하였다. 이 용출액에 0.1배량의 3M 아세트산나

트륨과 2배량의 에탄올을 가하여 -80℃에서 1시간 냉각시키고 TOMY 원심기 MRX-150(도미정공 제품)에서 12000회전

으로 5분간 원심분리하여, 침전된 poly(A)+RNA를 멸균 증류수에 용해하였다. 그리고, 파장 260nm에서의 흡광도를 측정

함으로써 회수한 poly(A)+RNA의 양을 계산하였다. PHA 자극 Balb/C 마우스 비장세포로부터 10μg의 poly(A)+RNA를

수득하였다.

다음에, 정제한 poly(A)+RNA를 주형으로 하여 cDNA의 합성을 아래와 같이 행하였다. 우선, 4μg의 poly(A)+RNA를 주

형으로서, 역전사효소 SUPER SCRIPT II RT(깁코-비알엘 제품)를 이용하여 반응완충액(50mM Tris-HC1, pH 8.3,

75mM KCl, 3mM MgCl2, 10mM DTT, 500μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 50μg/ml NotI 프라이머-어댑터(깁
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코-비알엘 제품) 및 2000OU/ml 역전사효소 SUPER SCRIPT II RT)중에서 37℃에서 1시간 반응시켜 단일가닥 DNA를

합성하였다. 또, NotI 프라이머-어댑터의 서열을 서열표의 서열번호 3에 나타낸다. 이 단일가닥 DNA를 주형으로서, 반응

완충액(25mM Tris-HC1, pH 7.5, 100mM KC1, 5mM MgC12, 10mM (NH4)2SO4, 1.2mM DTT, 0.15mM β-NAD+,

250μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 65U/ml DNA 리가제, 250U/ml DNA 폴리머라제 I 및 13U/ml RNase H)중

에서 16℃에서 2시간 반응시켜 cDNA를 합성하였다. 다음에, T4 DNA 폴리머라제를 최종농도가 65U/ml가 되도록 첨가

하고 16℃에서 5분간 반응시켜 이중가닥 DNA를 수득하였다. 이 이중가닥 DNA를 반응완충액(50mM Tris-HCl, pH 7.6,

1OmM MgC12, 1mM DTT, lmM ATP, 5% PEG 8000, 200μg/ml EcoRI 어댑터(파마시아 제품) 및 10OU/ml T4 DNA

리가제)중에서 16℃에서 16시간 반응시켜, EcoRI 어댑터에 결합시켰다. 또, EcoRI 어댑터는 서열표의 서열번호 13 및 14

에 나타내는 DNA가 어닐링된 이중가닥이다. 이렇게 해서 완성한 cDNA를 λ ExCel1 벡터(파마시아 제품)의 NotI 부위와

EcoRI 부위 사이에 삽입하여, cDNA 라이브러리를 제작하였다.

(2) 프로브의 제작

상기 (1)에서 조제한 PHA 자극 Balb/C 마우스 비장세포 유래의 cDNA 라이브러리를 주형으로 하여 반응완충액(10mM

Tris-HC1, pH 8.3, 50mM KC1, 1.5mM MgCl2, 0.1% 젤라틴, 200μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 40OnM

mG98 엑손 상부 프라이머, 400nM mG98 엑손 하부 프라이머 및 1O0U/ml 앰플리택 DNA 폴리머라제 I)중에서 폴리머라

제 연쇄반응(PCR)을 행하였다. 또, mG98 엑손 상부 프라이머와 mG98 엑손 하부 프라이머는 상기 I에서 얻은 마우스 게

놈 DNA에 근거하여 설계되었다. 이들 각 프라이머의 서열을 각각 서열표의 서열번호 15와 16에 나타낸다. mG98 엑손 상

부 프라이머와 mG98 엑손 하부 프라이머는 DNA 합성기(사이클론 플러스 DNA 신테사이저, 밀리젠/바이오써치 제품)에

서 합성하였다. 합성에는 밀리젠/바이오써치 제품인 β-연결된 β-시아노에틸포스포아미다이트 시약을 이용하였다. 합성

후, 암모니아수(28%, 나칼라이 테스크 제품) 2ml으로 합성 컬럼으로부터 합성 올리고뉴클레오티드를 용출한 후, 60℃, 5

시간 처리에 의해 보호기를 이탈시켰다. 탈보호한 올리고뉴클레오티드를 10배량의 부탄올을 첨가하여 TOMY 원심기(도

미정공 제품)에서 3000회전으로 10분간 원심분리함으로써 침전시켜 회수하였다. 회수한 올리고뉴클레오티드를 멸균수에

용해하여 파장 260nm에서의 흡광도를 측정함으로써 그 양을 결정하였다. PCR은 다까라주조에서 구입한 앰플리택 키트

를 이용하여 DNA 써말 사이클러(퍼킨-엘머 제품)에서 행하였다. 반응은 94℃에서 3분간 전처리한 후, 94℃에서 45초간,

60℃에서 45초간, 72℃에서 1분간의 반응사이클을 40회 반복하고 최후에 72℃에서 3분간 처리하여 행하였다. 얻어진

321bp의 DNA 단편은 마우스 TARC의 전체길이 cDNA를 얻기 위한 프로브로서 이용하였다.

(3) 마우스 TARC의 전체길이 cDNA의 클로닝

마우스 TARC의 전체길이 cDNA를 얻기 위해서, 상기 (2)에서 얻은 321bp의 DNA 단편을 프로브로 하여 멀티프라임

DNA 표식 시스템(애머샴 저팬 제품)에 의해 32P로 표식하고, 이것을 이용하여 (1)에서 제작한 PHA 자극 Balb/C 마우스

비장세포 유래의 cDNA 라이브러리를 플라크 하이브리다이제이션법에 의해 스크리닝하였다. 플라크 하이브리다이제이션

법은 문헌[마니아티스(T. Maniatis) 등, Molecular Cloning: A Laboratory Manua1, 제2판, Cold Spring Harbor

Laboratory, New York (1989)]에 기재된 방법에 따라서 아래와 같이 행하였다.

PHA 자극 Balb/C 마우스 비장세포 유래의 cDNA 라이브러리의 파지용액과 대장균 LE392를 LB-플레이트(10g 트립톤,

5g 효모 추출물, lOg NaCl, 15g 아가/1L 증류수)에 도말하고 밤새 30℃에서 배양하였다. 플레이트상에 발생된 파지의 플

라크를 나일론 막(Hybond-N+, 애머샴 저팬 제품)에 전사한 후, SDS 처리(10% SDS), 알칼리 변성(0.5N NaOH, 1.5M

NaCl) 및 세정(2xSSC)의 조작을 하였다. 32P 표식한 321bp의 DNA 단편을 프로브로 하여 이 막을 하이브리다이제이션

하였다. 하이브리다이제이션 용액은 5xSSPE(1xSSPE는 0.18M NaC1, 0.01M 인산나트륨, pH 7.5, 1mM EDTA로 이루

어짐), 50% 포름아미드, 2% SDS, 1Ox덴하르트용액, 1OOμg/ml 연어정자 DNA를 이용하여 42℃에서 밤새 하이브리다이

제이션하였다. 막의 세정은 2x SSC, O.1% SDS로 실온에서 10분간, O.2xSSC, 0.1% SDS로 60℃에서 30분간으로 2회

행한 다음, X선 필름(코닥 제품)에 감광시키고 그것들을 현상하여, 프로브와 반응하는 플라크를 동정하였다. 최종적으로 1

개의 cDNA 클론(클론 #1)을 얻었다. 이 클론 #1에 삽입되어 있는 cDNA의 염기 서열을 상거 방법에 의해 파마시아 제품

인 오토리드 시퀀스 키트와 A. L. F. II 자동 서열결정기를 이용하여 결정하고, 후술의 여러가지 검토를 가한 결과, 해당

cDNA는 원하는 신규한 CC형 케모카인 유형의 단백질(mTARC)을 코드하고 있음을 확인하였다.

III. 마우스 TARC의 구조결정

(1) mTARC cDNA의 염기 서열 및 그것이 코드하는 아미노산 서열의 해석

상기 II. (3)에서 얻은 마우스 cDNA 클론 #1의 염기 서열 및 내부에 번역 종료 코돈을 가지지 않는 오픈 리딩 프레임의 아

미노산 서열을 도 8에 나타낸다.
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도 8에 표시되어 있는 바와 같이, 클론 #1에 삽입되어 있는 유전자는 93개의 아미노산으로 이루어지는 오픈 리딩 프레임

을 갖고 N 말단에 시그널 펩티드에 특징적인 소수성이 강한 아미노산 서열을 갖는 유전자임이 밝혀졌다. 이 93개의 아미

노산으로 이루어지는 단백질의 분자량 계산치는 10,466이고, 추정상의 시그널 펩티드의 절단부위는 계산에 의하면 Ala-

23과 Ala-24 사이에 있고 도 8에는 세로막대로 표시되어 있다. 이 절단부위로부터 9개 아미노산 하류에 CC형 케모카인의

특징인 2개의 연속하는 시스테인이 표시되어 있다.

또한, 시그널 펩티드 절단 후의 70개의 아미노산으로 이루어지는 추정상의 성숙형 단백질은 분비단백질인 것으로 추정되

었다. 이 70개의 아미노산으로 이루어지는 추정상의 성숙형 분비단백질의 분자량 계산치는 7,916이다. 이 70개의 아미노

산으로 이루어지는 추정상의 성숙형 분비단백질의 등전점은 계산에 의하면 10.2이다.

(2) 인간 TARC와의 유사성

성숙형 분비 마우스 TARC 단백질의 아미노산 서열은 인간 TARC과 65%의 동일성이 있는 것으로 밝혀졌다. 또한, 마우스

TARC의 오픈 리딩 프레임의 염기 서열은 인간 TARC와 74%의 동일성이 있는 것으로 밝혀졌다. 모든 CC 케모카인에 보

존되어 있는 4개의 시스테인은 마우스 TARC에 보존되어 있음이 확인되었다. 이러한 사실은 마우스 TARC가 인간 TARC

의 마우스 상동 유전자 및 단백질임을 시사하고 있다.

실시예 5 재조합 마우스 TARC의 누에세포에서의 발현

(1) 누에세포에 있어서의 mTARC DNA의 발현을 위한 재조합 벡터 pVL-mTARC의 구축

양단에 EcoRI 및 NotI 부위를 갖고 마우스 TARC의 번역 개시 코돈으로부터 번역 종료 코돈까지를 포함하는 0.5kb의

DNA 단편을, 클론 #1을 EcoRI와 NotI로 동시에 소화함으로써 얻었다. 이 DNA 단편을, 재조합형 바쿨로비루스의 제작에

이용하는 pVL1393(인비트로젠 제품)의 EcoRI 부위와 NotI 부위 사이에 삽입하여 재조합 벡터 pVL-mTARC를 얻었다.

이 벡터의 유전자지도를 도 9에 나타낸다.

(2) 형질전환체의 배양

다음에, 재조합 벡터 pVL-mTARC와 치사적인 결실을 갖는 직선상의 AcNPV의 DNA를 Sf9 곤충세포에 동시에 도입하여

재조합 바쿨로비루스를 얻었다. 얻어진 재조합 바쿨로비루스는 한계희석법에 의해 순화하고 Sf9 곤충세포에 M.0.I.= 0.1

로 감염시켜, 종 비루스를 얻었다. 이러한 종 비루스를 Tn5B-4 곤충세포(인비트로젠 제품)(150cm2의 플라스크당

1.2x107개)에 M.O.I.=10 내지 20으로 감염시켜, EX-CELL 400 무혈청배지(제이알에이치 바이오사이언스 제

품)(150cm2의 플라스크당 30ml)에서 27℃에서 2일간 배양하였다.

(3) 생성물의 단리, 정제

배양상청을 회수하고 0.22μm의 필터 막에서 여과하였다. 이 여액에 1/10 부피의 50OnM MES(pH 6.5)를 가하고, A 완충

액(50mM MES(pH 6.5)/1OOmM NaC1)로 평형화시킨 1ml의 리소스-에스 컬럼(파마시아 제품)에 걸었다. 이 mTARC

단백질이 결합한 컬럼을 A 완충액으로 세정한 후, A 완충액 및 B 완충액(50mM MES(pH 6.5)/1.0M NaCl)을 이용한

NaC1의 염농도의 구배에 의해 용출하였다. 마우스 TARC 단백질을 포함하는 분획은 SDS-PAGE와 은염색을 이용하여

동정하였다. SDS-PAGE의 결과를 도 1OB에 나타낸다. 도 10B에서, F는 FPLC 분획(최종단계 하나 앞의 정제단계), H는

HPLC 분획에 대한 결과를 각각 보이고 있다.

이 마우스 TARC 단백질을 포함하는 분획에 최종농도가 O.1%로 되도록 TFA를 가한 다음, A 완충액(0.1% TFA)으로 평

형화시킨 코스모실 5C4-300 컬럼(나칼라이 테스크 제품)에 걸고, A 완충액 및 B 완충액(O.1% TFA, 60% 아세토니트릴)

을 이용한 아세토니트릴의 농도구배에 의해 용출하였다. 마우스 TARC 단백질의 용출패턴을 도 1OA에 나타낸다. 마우스

TARC 단백질을 포함하는 분획을 모아 진공건조시킴으로써 아세토니트릴을 휘발시키고, 내독소를 함유하지 않는 PBS에

대하여 투석하여 최종적인 정제품을 얻었다. 단백질의 농도는 BCA 키트(피어스 제품)를 이용하고 BSA를 대조용으로 하

여 결정하였다. 배양상청 300ml로부터 168μg의 정제 마우스 TARC 단백질을 수득하였다. 혼입하고 있는 내독소의 양은

Limulus amoebocyte lysate assay(QCL-1OOO, 바이오 휘태커 제품)를 이용하여 정량하고, 2pg/μg 이하 였다. 정제

mTARC 단백질의 N 말단 아미노산 서열은 아미노산 서열결정기(시마즈 제품)를 이용하여 결정하고,

ARATNVGRE**LDYF였다. 이 아미노산 서열은 도 10C에 표시되어 있는 바와 같이, 염기 서열로부터 예측된 시그널 펩티

드가 절단된 후의, 70개의 아미노산으로 이루어지는 성숙형 분비단백질의 N 말단 아미노산 서열과 일치하였다.
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실시예 6 마우스 TARC에 의한 백혈구 침윤의 유도

실시예 5에서 얻은 마우스 TARC의 마우스 피내(intradermal)투여에 의한 백혈구 침윤의 유도를 조사하였다.

정제한 마우스의 TARC 단백질을 Balb/C 마우스의 등에 피내투여하고 백혈구 침윤의 유무를 조사함으로써 mTARC의 케

모카인 유형의 활성을 확인하였다. 구체적으로는 마우스 TARC의 정제품 50ng을 내독소를 포함하지 않는 PBS에 용해시

켜 50μl로 만들고 Balb/C 마우스의 등피내에 투여하였다. 음성 대조용으로서, 내독소를 포함하지 않는 PBS 50μl를 이용

하였다. 투여후, 4, 24시간 후에 경추탈구에 의해 마우스를 도살하고, 투여부위의 피부를 절단해내어 10% 포르말린에 고

정시켰다. 그 후, 고정시킨 피부를 파라핀에 매립하고 마이크로톰(microtome)에 의해 두께 5μm의 절편을 제작하여, 헤마

토크실린-에오신 염색을 하였다. 이 결과를 mTARC에 대해서는 도 11에, 대조용에 대해서는 도 12에 각각 나타낸다. 도

11 및 도 12에서, A는 배율 100의, B는 배율 400의 투여 4시간 후의 현미경 사진이다. 도 1lA 및 도 11B에 나타낸 바와 같

이, 마우스의 TARC를 투여한 피하조직에서는 림프구 및 단핵세포의 침윤이 TARC 투여 24시간 후에 나타났다. 한편, 도

12A 및 도 12B에 표시되어 있는 바와 같이 PBS만으로는 그와 같은 변화를 나타내지 않았다.

실시예 7 TARC 수용체를 발현하는 세포의 검출

요오드 표식한 인간 TARC을 이용하여 TARC 수용체를 발현하고 있는 세포를 검출하였다. 실시예 2에 기재된 바와 같이

곤충세포로 발현시켜 정제한 인간 TARC 단백질을, 125I 표식 볼튼-헌터(Bolton-Hunter) 시약(애머샴 저팬 제품)을 이용

하여 125I로 표식하였다. 바이오-겔(Bio-Gel)(바이오라드 제품)을 이용하여 겔 여과하여 125I 표식 hTARC를 정제한 후

비활성을 구한 바 81.6μCi/μg이었다. 이 표식 hTARC를 이용하여 여러가지 종류의 세포로의 결합실험을 하였다.

1x106∼8x106의 피검세포를 결합완충액(PRMI-1640, 20mM HEPES(pH 7.4), 1% BSA, 0.02% NaN3)으로 세정한 후,

100μl의 결합완충액에 현탁하였다. 이 세포현탁액에 125I 표식 hTARC를 최종농도 0.66nM로 가한 100μl의 결합완충액

을 가하여, 실온에서 1시간 결합시켰다. 결합반응 후, 반응액을 300μl의 디부틸프탈산:올리브유(4:1) 용액에 부어넣고, 원

심에 의해 세포에 결합한 125I 표식 TARC와 비결합의 125I 표식 TARC를 분리한 후, 세포에 결합한 125I 표식 TARC의

방사선량을 감마카운터로 측정하였다. hTARC의 세포로의 특이적 결합은 비표식 TARC 비존재하에 결합한 125I 표식

TARC의 값에서 200nM의 비표식 hTARC 존재하에 비특이적으로 결합한 125I 표식 TARC의 값을 빼어 구하였다. 125I

표식 TARC의 여러가지 종류의 세포 106개당특이적 결합을 도 13에 나타낸다.

도 13으로부터 명백하듯이, 상당한 특이적 결합이 일부 T세포주(Jurkat, Molt3, CEM, Hut78, MT2, MT4, Hutl02), 말초

혈 림프구, 활성화 말초혈 T세포에서 확인된다. 그 밖의 T세포주(Molt4, HPB-ALL, TCL-Kan, TLOm1), 단구세포주

(U937, THP1), 적아구세포주(K562), 말초혈 단구에서는 매우 적은 특이적 결합밖에 확인되고 않았다. B 세포주(Raji),

태아신장유래의 세포주(293E), 말초혈 과립구에서는 거의 특이적 결합이 확인되지 않았다.

이상의 결과는 TARC의 수용체가 특정 T세포에 많이 발현하고 있음을 보여준다.

실시예 8 TARC와 수용체와의 결합특성

T세포주 Jurkat을 이용하여, TARC의 수용체에 대하여 더욱 자세히 해석하였다.

(1) 결합정수와 수용체 수

결합정수와 수용체 수를 구하기 위해서, 결합이 평형에 도달하는 조건을 검토하였다. 그 결과, 125I로 표식한 인간 TARC

의 Jurkat 세포로의 특이적 결합은 15℃, 1시간으로 평형에 도달한다는 것을 알았다. 그래서, 125I 표식 TARC의 농도를

변화시킨 경우의 4x106개의 Jurkat 세포로의 특이적 결합량의 변화를 조사하였다. 특이적 결합량은, 비표식 TARC 비존

재하에 결합한 125I TARC의 값에서 1μM의 비표식 TARC 존재하에 비특이적으로 결합한 125I 표식 TARC의 값을 빼어

구하였다. 그 결과를 도 14A에 나타낸다. 125I 표식 TARC의 Jurkat 세포로의 특이적 결합은 포화곡선을 나타내었다. 또

한, 그의 스캣챠드 해석의 결과를 도 14B에 나타낸다. 125I 표식 TARC의 Jurkat 세포로의 특이적 결합부위는 1종류이고,

결합정수는 계산에 의하면 2.lnM이며, 1개의 세포당 결합수는 603이었다.

다음에, 125I 표식 TARC의 농도를 2nM로 고정하고 비표식 TARC의 농도를 변화시킨 경우의 4x106개의 Jurkat 세포로

의 특이적 결합량의 변화를 조사하였다. 특이적 결합량은, 여러가지의 농도의 비표식 TARC 존재하에 결합한 125I 표식

TARC의 값에서 1μM의 비표식 TARC 존재하에 비특이적으로 결합한 125I 표식 TARC의 값을 빼어 구하고, 비표식
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TARC 비존재하에서의 특이적 결합량을 1O0%로 하여 계산하였다. 그 결과를 도 15A에 나타낸다. 스캣챠드 해석의 결과,

125I 표식 TARC의 Jurkat 세포로의 특이적 결합부위는 1종류이고, 결합정수는 계산에 의하면 2.1nM이며, 1개의 세포당

결합수는 948이었다.

(2) 다른 CC형 케모카인에 의한 결합저해

TARC의 Jurkat 세포로의 결합이 다른 케모카인에 의해 경합되는가를 조사하였다. 125I 표식 hTARC의 농도를 0.66nM

로 하고, 비표식 케모카인 비존재하 또는 200nM의 IL-8, RANTES, MCP-1, MIP-1α(모두 페프로테크 제품) 혹은 TARC

의 존재하에서의 4x106개의 Jurkat 세포로의 결합을 실온에서 1시간 행하였다. 그 결과를 도 15B에 나타낸다. 125I

TARC의 결합은 비표식 TARC에 의해서만 경합저해되고, 다른 케모카인에 의해서는 결합저해가 확인되지 않았다. 따라

서, Jurkat 세포상의 TARC의 수용체는 다른 케모카인의 수용체와는 다른 독립적인 수용체임을 알았다.

(3) 적혈구상의 수용체와의 결합활성

적혈구에는 여러가지 케모카인이 결합할 수 있는 수용체, 더피(Duffy) 항원/ 케모카인 수용체(receptor for chemokine

(DARC))가 존재하는 것으로 알려져 있다. 그러므로, 125I 표식 TARC의 농도를 0.66nM로 고정하고, 비표식의 다른 케모

카인 IL-8, RANTES, MCP-1, MIP-1α 혹은 TARC의 농도를 변화시킨 경우의 1O8개의 적혈구로의 특이적 결합량의 변

화를 조사하였다. 특이적 결합량은, 여러가지의 농도의 비표식 케모카인 존재하에 결합한 125I 표식 TARC의 값에서 1μM

의 비표식 TARC 존재하에 비특이적으로 결합한 125I 표식 TARC의 값을 빼어 구하고, 비표식 TARC 비존재하에서의 특

이적 결합량을 1OO%로 하여 계산하였다. 그 결과를 도 16에 나타낸다. 125I 표식 TARC의 결합은 비표식 TARC, IL-8,

RANTES, MCP-1에 의해 경합저해되고, MIp-1α에 의해서는 거의 결합저해가 확인되지 않았다. 또한, 그의 스캣챠드 해

석의 결과를 도 17에 나타낸다. 125I 표식 TARC의 적혈구로의 특이적 결합부위는 1종류이고, 결합정수는 계산에 의하면

17nM이었다. TARC의 결합정수 및 경합저해 양식은 다른 케모카인, 예컨대 IL-8의 DARC로의 결합정수 및 경합저해 양

식과 마찬가지이고, 따라서 TARC는 적혈구상의 DARC에 결합하는 것이 분명해졌다.

실시예 9 TARC의 면역학적 정량법

I. 고상화 항TARC 항체의 제작

(1) 글루타치온-S-트랜스퍼라제와 TARC의 융합 단백질의 조제

글루타치온-S-트랜스퍼라제(GST)와 TARC의 융합 단백질을 해당 융합 단백질의 발현 벡터 pGEX-TARC를 이용하여

조제하였다.

양단에 BamH1및 NotI 부위를 갖고 TARC 성숙형의 개시 코돈으로부터 번역 종료 코돈까지를 포함하는 0.2kb의 DNA 단

편을 실시예 1에 기재된 클론 D3A를 주형으로 하여 PCR법에 의해 얻었다. PCR에 이용한 2개의 올리고뉴클레오티드의

서열을 서열표의 서열번호 17 및 18에 나타낸다. PCR은 다까라주조에서 구입한 앰플리택 키트를 이용하여 DNA 써말 사

이클러(퍼킨-엘머 제품)에서 실행하였다. 반응은 클론 D3A의 DNA를 주형으로 하여 반응완충액(1OmM Tris-HCl, pH

8.3, 50mM KC1, l.5mM MgC12, 0.1% 젤라틴, 20μM dNTP(dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 400μM 프라이머 및 10OU/

ml 앰플리택 DNA 폴리머라제 I)중에서 수행하였다. 반응은 94℃에서 3분간 전처리한 후, 94℃에서 45초간, 57℃에서 45

초간, 72℃에서 1분간의 반응사이클을 15회 반복하고 최후에 72℃에서 3분간 처리하여 행하였다. 이 반응생성물을

BamH1과 NotI로 동시에 소화하여, pGEX 4T-3(파마시아 제품)의 BamH1 부위와 NotI 부위 사이에 삽입함으로써 발현

벡터 pGEX-TARC를 얻었다.

발현 벡터 pGEX-TARC를 도입한 대장균 JM109주를 이용하여, 성숙형 TARC의 아미노 말단에 GST 부가한 단백질로서

발현시켰다. 대장균 JM109주의 배양은 IPTG를 0.lmM이 되도록 가한 O.2% 글루코오스를 포함하는 2xYT 배지에서 실행

하고 37℃에서 4시간 배양하였다. 그 후 대장균을 STE 완충액(10mM Tris-HCl, pH 8.0, 1mM EDTA, 10OmM NaC1,

1mM PMSF, 100μg/ml 라이소자임)에 현탁하고, 빙상에서 15분간 방치하였다. 이어서, DTT를 5mM, 사르코실을 l.4%가

되도록 가하고, 빙냉시키면서 TOMY 초음파 파쇄장치 UD-201(도미정공 제품)에서 300초간 최대출력으로 처리하였다.

10,000회전, 5분간, 4℃의 조건하에 원심분리하고, 상청에 Triton X-100을 2.5%가 되도록 가한 다음, 글루타치온 세파

로즈 4B 수지를 가하고 4℃에서 밤새 결합반응시켰다. GST-TARC 융합단백질이 결합한 수지는 PBS로 5회 세정한 후,

수지와 동일한 부피의 1% SDS를 포함하는 PBS를 가하여 100℃에서 5분간 처리하고, GST-TARC 융합단백질을 수지로

부터 해리시켰다. 얻어진 GST-TARC 융합단백질 용액에는 9배 부피의 PBS를 가하여 항원으로서 이용하였다.
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(2) 항TARC 항체의 제작

항체의 제작에는 모르모트를 사용하여 1OOμg의 GST-TARC 융합단백질을 동일 부피의 프로인트 컴플리트 보조제

(Freund's complete adjuvant)와 혼합한 후 피하에 투여하였다. 추가면역은 2주간마다 실행하는데, 100μg의 GST-

TARC 융합단백질을 동일 부피의 프로인트 인컴플리트 보조제와 혼합한 후 피하에 투여하였다. 합계 3회 면역을 행하고

혈청을 채취하였다.

(3) 항TARC 항체의 정제와 표식

바이오틴화 항TARC 항체의 제작은 아래와 같이 행하였다. Affi-Gel 15 수지(바이오라드 제품)에 3배 부피의 정제한

GST-TARC 융합단백질 또는 GST 단백질 용액을 가하고 4℃에서 밤새 방치하였다. 단백질 용액을 제거한 후, 수지에 블

로킹 용액(1OmM 에탄올아민, pH 8.0)을 가하고 4℃에서 1시간 방치하였다. 수지는 20배 부피의 PBS로 세정한 후, 결합

완충액(20mM Tris-HC1, pH 7.2, 0.5M NaCl)을 가하였다. 얻어진 혈청에 동일 부피의 포화 황산암모늄을 가하고 4℃에

서 밤새 방치한 후, 12,OOO회전, 20분간, 4℃의 조건하에 원심분리하였다. 얻어진 침전은 PBS에 용해시키고 동일 부피의

포화 황산암모늄을 가하여 4℃에서 2시간 방치한 다음, 12,0O0회전, 20분간, 4℃의 조건에서 원심분리하였다. 얻어진 침

전에 PBS를 첨가하여 용해시키고 결합완충액에 대하여 투석시킨 다음, GST 단백질 결합 수지에 걸어 실온에서 2시간 방

치함으로써 GST에 대한 항체를 제거하였다. 이렇게 얻어진 투과(flow-through) 용액을 GST-TARC 융합단백질 결합 수

지에 걸어 4℃에서 밤새 방치시키고, 수지는 20배 부피의 결합완충액으로 세정한 후, TARC에 대한 항체를 O.1M 글리신

으로 용출하였다. 이 항체용액에 1M Tris-HCl, pH 9.5를 첨가하고, 0.1M NaHCO3에 대하여 투석하고, NHS-LC-

Biotin(피어스 제품)을 가하여 4℃에서 2.5시간 방치하였다. 이 바이오틴화 항체는 50mM Tris-HC1, pH 7.5에 대하여 투

석하고, 이어 PBS에 대하여 투석하였다.

고상화용 항TARC 항체의 정제는 아래와 같이 행하였다. 항혈청에 Tris-HCl, pH 8.0을 100mM이 되도록 가하고, 하이트

랩-프로테인 A(Hitrap-protein A) 컬럼에 걸고, 컬럼의 10배 부피의 100mM Tris-HCl, pH 8.0, 계속해서 컬럼의 10배

부피의 1OmM Tris-HCl, pH 8.0으로 세정하였다. 결합한 항체는 O.1M 글리신으로 용출하고, 1M Tris-HC1, pH 9.5를

가한 후, PBS에 대하여 투석하였다.

II. TARC 단백질의 면역학적 정량법

TARC 단백질의 정량은 고상화 항체에 결합한 TARC의 양을 바이오틴화 항체로 검출정량하는, 소위 샌드위치법으로 이하

와 같이 행하였다. 우선, 고상화용 항체를 10μg/ml가 되도록 50mM Tris-HC1, pH 8.0 완충액에 용해시키고 96개 웰 플

레이트[막시솔브(Maxisorb), 눈크(Nunc) 제품]에 1개 웰당 50μl씩 가하고 4℃에서 밤새 방치하였다. 항체용액을 제거한

후, 1mg/ml의 BSA-함유 PBS 100μl를 가하여 실온에서 1시간 방치하고, 0.02% Tween-20-함유 PBS로 1회 세정하였

다. 농도를 알고 있는 곤충세포에서 발현시켜 정제한 재조합 인간 TARC 또는 미지량의 항원을 포함하는 시료에 Triton

X-100을 0.5%가 되도록 가한 후, 1개 웰당 50μl씩 가하고 실온에서 1시간 방치하였다. Tx-PBS 용액(0.5% TritonX-

1OO)으로 3회 세정한 후, 바이오틴화 항TARC 항체를 Tx-PBS 용액으로 1OOO배 희석하여, 1개 웰당 50μl씩 가하고 실

온에서 30분간 방치하였다. Tx-PBS 용액으로 3회 세정한 후, 퍼옥시다제 표식 스트렙트아비딘[벡터(Vector) 제품]을

Tx-PBS 용액으로 4000배 희석하여, 1개 웰당 50μl씩 가하고 실온에서 30분간 방치하였다. Tx-PBS 용액으로 3회 세정

하고 PBS로 1회 세정한 후, 기질용액(100mM NaOAc, pH 5.5, 1mM EDTA, 6.72mg/ml TMBZ, 0.03% H2O2)을 100μl

가하여 정색 반응을 하였다. 1N H2SO4를 50μl 가하여 반응을 정지시킨 후, 450nm에서의 흡광도를 측정하였다. 다음에,

농도를 알고 있는 재조합 인간 TARC을 이용하여 표준곡선을 제작하고, 여기에 비교함으로써 시료중의 TARC 단백질의

양을 알 수 있다. 검출감도는 50pg/ml였다.

실시예 1O TARC 유도활성을 갖는 물질

(1) TARC 단백질을 유도하는 자극의 동정

정상인 말초혈 단핵구를 96개 웰 플레이트[코스터(Coaster) 제품]에 1개 웰당 5x105개씩 가하고, 자극물질 없이 혹은 자

극물질로서 PHA(깁코-비알엘 제품)를 100배 희석, 항CD3 항체(OKT3)를 10μg/ml 또는 LPS[L4391, 시그마(Sigma) 제

품]를 100ng/ml가 되도록 가하여, 250μl의 RPMI-1640/10% FCS에서 배양하였다. 6, 12, 24, 36, 48, 72시간 후에 배양

액을 회수하고, 0.45μm의 필터로 여과한 다음 얻어진 여액을 이용하여 TARC 단백질을 정량하였다. 그 결과를 도 21에 나

타낸다. 도 21에 표시된 바와 같이, TARC 단백질은 PHA, 항CD3 항체 자극에 의해 시간의존적으로 발현하고, 발현량은
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72시간까지 직선적으로 증가하였다. 발현은 PHA 자극하에 12시간, 항CD3 항체 자극하에 4시간부터 검출되고, 72시간에

서는 PHA 자극하에 16ng/ml, 항CD3 항체 자극하에 2.5ng/ml에 달하였다. LPS나 미자극에서는 발현이 거의 검출되지

않았다.

(2) TARC 단백질을 유도하는 사이토킨의 동정

PHA가 항CD3 항체보다 강한 TARC 발현유도작용을 갖기 때문에, 이러한 유도에는 사이토킨이 관여하고 있을 것으로 생

각된다.

따라서, 정상인 말초혈 단핵구를 96개 웰 플레이트(코스터 제품)에 1개 웰당 2.5x105개씩 가하고, 사이토킨 없이 혹은 사

이토킨으로서 10ng/ml IL-1α(알앤드디 제품), 100U/ml IL-2(시오노기제약 제품), 50ng/ml IL-3(젠자임 제품), 50ng/ml

IL-4(페프로테크 제품), 50ng/ml IL-7(페프로테크 제품), 50ng/ml IL-10(젠자임 제품), 10ng/ml GM-CSF(젠자임 제

품), 50ng/ml TNFα(페프로테크 제품), 1000U/ml IFN-γ(시오노기제약 제품), 10ng/ml M-CSF(알앤드디 제품)를 가하

여 250μl의 RPMI-1640/10% FCS에서 배양하였다. 48시간 후에 배양액을 회수하고, 0.45μm의 필터에서 여과하여 수득

된 여액을 이용하여 TARC 단백질을 정량하였다. 그 결과를 도 22에 나타낸다. 도 22에 표시된 바와 같이, TARC 단백질

은 GM-CSF, IL-3, IL-4에 의해 발현이 유도되고, 발현량은 각각 12, 6, 2ng/ml정도였다.

마찬가지로 GM-CSF, IL-3, IL-4의 농도의존성을 조사하였다. 그 결과를 도 23에 나타낸다. 도 23에 표시된 바와 같이,

GM-CSF의 경우 ED50은 0.7ng/ml이고, 발현은 3.3ng/ml에서 최대에 도달하며, 더욱 높은 농도에서는 반대로 유도가 이

루어지지 않았다. IL-3, IL-4의 경우에는 포화곡선을 그리고, ED50은 0.5, 0.8ng/ml였다.

상기의 결과는, 많은 케모카인의 발현이 TNF-α, IFN-γ에 의해 유도되는 것과 대조적으로 TARC의 발현이 지극히 특징적

임을 보이고 있다.

실시예 11 TARC 단백질을 발현하는 세포의 동정

(1) TARC을 발현하는 세포를 확인하기 위해서 정상인 말초혈 단핵구를 CD14 양성 단구와 CD14 음성 림프구로 분리하

고, PHA, PHA/PMA, GM-CSF, IL-3 및 IL-4로 자극하였다. 정상인 말초혈 단핵구를 2x107/ml가 되도록 수냉한 분리완

충액(5mM EDTA, 1% FCS, PBS)에 현탁하고, FITC로 표식한 항CD14 항체(벡턴-디킨슨 제품)를 1/50 부피의 양으로

가한 다음 빙상에 30분 방치하였다. 분리완충액으로 세정하고, 107개 세포/80μl가 되도록 분리완충액에 현탁시킨 다음,

1O7개 세포당 20μl의 자기 비드 표식 항마우스 IgG 항체[밀텐이-바이오텍(Miltenyi-Biotec) 제품]를 가하여 4℃에서 15

분 방치하였다. 분리완충액으로 세정하고 500μl의 분리완충액에 현탁시킨 후, MACS(밀텐이 바이오텍 제품)를 이용하여

CD14 양성 단구와 CD14 음성 림프구로 분리하였다. 96개 웰 플레이트(코스터 제품)의 1개 웰당 정상인 말초혈 단핵구와

CD14 음성 림프구는 2.5x105개, CD14 양성 단구는 1.8x105개씩 가하고, 자극없이 혹은 자극으로서 1OO배 희석

PHA(깁코-비알엘 제품), 100배 희석 PHA(깁코-비알엘 제품)와 50ng/ml PMA, 50ng/ml IL-4(페프로테크 제품), 50ng/

ml IL-3(젠자임 제품), 10ng/ml GM-CSF(젠자임 제품)를 가하여 250μl의 RPMI-1640/10% FCS에서 배양하였다. 48시

간 후에 배양액을 회수하고 0.45μm의 필터로 여과하여 얻어진 여액을 이용하여 TARC 단백질을 정량하였다. 그 결과를

도 24에 나타낸다. 도 24의 그래프에 표시되어 있는 바와 같이 TARC은 GM-CSF, IL-3, IL-4 자극에 의해 단구에서만 분

비되었다. PHA, PHA/PMA 자극에 의해서는 반대로 림프구에서만 분비되어, PHA 자극에 의한 발현유도는 PMA를 가함

으로써 현저히 억제됨을 나타내었다.

(2) 노던 블롯 해석에 의한 TARC mRNA의 발현해석

인간 말초혈 단핵세포를 미자극 혹은 1O0배 희석 PHA(깁코-비알엘 제품), 100ng/ml LPS(L4391, 시그마 제품), 10ng/

ml IL-4(페프로테크 제품), 1Ong/ml IL-3(젠자임 제품), 4ng/ml GM-CSF(젠자임 제품)로 자극하고, 24시간 후에

TRIZOL RNA 정제 시약(깁코-비알엘 제품)을 이용하여 RNA를 추출하였다. 단리한 RNA 5μg을 0.66M 포름알데히드를

포함하는 1.2% 아가로스 겔에서 전기영동에 걸어, 나일론 막(Hybond-N+)(애머샴 저팬 제품)에 전사하였다. 멀티프라임

DNA 표식 시스템(애머샴 저팬 제품)에 의해 32P로 표식한 TARC의 cDNA 클론 D3A의 SmaI-PstI 단편을 프로브로 하여

이들 막을 하이브리다이제이션하였다. 하이브리다이제이션 용액은 QuickHyb 용액(스트라타진 제품), 1OOμg/ml 연어정

자 DNA를 이용하여 68℃에서 1.5시간 하이브리다이제이션하였다. 막의 세정은 2xSSC, 0.1% SDS의 완충액으로 실온,

10분간, 0.2xSSC, 0.1% SDS의 완충액으로 55℃, 30분간으로 2회 행한 후, X선 필름(코닥 제품)에 감광시키고 그것들을

현상하여 해석하였다. 도 25의 결과로부터, TARC의 mRNA는 미자극 및 LPS 자극의 인간 말초혈 단핵세포에서는 거의

발현하지 않지만, GM-CSF, IL-3 자극에 의해 약 400배, IL-4, PHA 자극에 의해 약 10배의 mRNA의 발현유도가 확인되

었다.
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이상의 결과는, TARC의 GM-CSF, IL-3, IL-4 자극에 의한 말초혈 단핵구에서의 발현유도는 분비과립등에 축적된 단백

질의 방출에 의한 것이 아니라, 주로 mRNA의 증가에 의한 것임을 보이고 있다.

실시예 12 인간 PBMC 유래 TARC의 T세포주에 대한 유주활성

사이토킨 자극에 의해 정상인 말초혈 단구로부터 분비되는 TARC의 T세포주에 대한 유주활성을 이하의 방법으로 조사하

였다.

세포 유주활성은 48개 웰의 주화성 챔버[chemotaxis chamber, 뉴로 프로브(Neuro Probe) 제품]를 이용하여 측정하였

다. 인간 말초혈 단구를 미자극 혹은 50ng/ml IL-4(페프로테크 제품), 50ng/ml IL-3(젠자임 제품), 10ng/ml GM-CSF(젠

자임 제품)로 자극하여, 36시간 후에 배양액을 회수하고, 0.45μm의 필터로 여과하여 얻어진 여액을 이용하여 세포유주활

성을 측정하였다. 배양 여액을 하부 웰에 가하는 한편 완충액[RPMI-1640, 20mM Hepes(pH 7.4), 1% BSA]에 현탁한

4x105개의 T세포주 HUT78을 상부 웰에 가하였다.

Type IV 콜라겐 용액(5μg/ml 수용액)으로 실온, 1시간 코팅한 폴리비닐피롤리돈-비함유 폴리카보네이트 막(공극 크기

5μm, 뉴로 프로브 제품)으로 상하웰을 분리시켰다. 37℃에서 2시간 배양한 후, 막을 제거하여 PBS로 상부를 세정하고 고

정 및 염색하였다.

유주한 세포는 800배의 현미경하에서, 1개 웰에 대하여 무작위적으로 선택한 5개 시야(HPF)에 대하여 수를 측정하였다.

그 결과를 도 26에 나타낸다. 도 26의 그래프에 표시된 바와 같이, IL-3 및 GM-CSF로 자극한 배양액은 HUT78 세포의

강한 유주를 야기하였지만, 미자극 혹은 IL-4로 자극한 배양액은 유주을 야기하지 않았다.

또한, GM-CSF 처리의 배양상청의 Hut78 세포에 대한 유주활성은 10μg/ml 모르모트 항TARC 항체(TARC Ab) 처리로

거의 소실되었다.

이들 결과는, 유주활성을 가지는 TARC가 사이토킨의 자극에 의해 단구로부터 분비되는 것을 보여준다.

실시예 13 사이토킨에 의한 TARC 발현의 억제

액성면역의 유도에 관여하는 Th2 타입의 사이토킨 IL-4에 의해 TARC가 유도되므로, Th2의 유도를 억제하는 Th1 타입

의 사이토킨 IFN-γ, 면역반응 전반을 억제하는 사이토킨 IL-10의 발현유도에 미치는 영향을 조사하였다. 정상인 말초혈

단핵구를 96개 웰 플레이트(코스터 제품)에 1개 웰당 2.5x105개씩 가하고, 사이토킨으로서 1Ong/ml IL-4(페프로테크 제

품), 10ng/ml IL-3(젠자임 제품), 5ng/ml GM-CSF(젠자임 제품)를 가하고, 이 혼합물을 50ng/ml IL-10(젠자임 제품) 혹

은 100OU/ml IFN-γ(시오노기제약 제품)의 존재하에 250μl의 RPMI-1640/10% FCS에서 배양하였다. 48시간 후에 배양

액을 회수하고 0.45m의 필터로 여과하여, 얻어진 여액을 이용하여 TARC 단백질을 정량하였다. 그 결과를 도 27에 나타

낸다.

도 27의 그래프에 표시된 바와 같이 GM-CSF, IL-3, IL-4 자극에 의한 말초혈 단핵구에서의 TARC의 발현유도는 IFN-γ,

IL-1O에 의해 억제되었다. 따라서 TARC의 분비는 액성면역의 유도의 자극에 의해 유도되고, 세포성면역의 유도상태에서

는 억제된다고 생각된다.

실시예 14 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포에 대한 TARC의 결합활성

TARC를 분비된 알칼라인 포스파타제(SEAP)-(히스티딘)6과의 융합단백으로서 생산하고, 이것을 이용하여 293/EBNA-

1 세포표면에 발현시킨 CCR4 수용체와의 결합을 검토하였다.

(1) 융합 단백질(TARC-SEAP)의 조제

TARC를 SEAP와의 융합단백으로서 발현시키기 위한 벡터 pDREF-SEAP(His)6을 도 28에 나타낸다. 우선 이 벡터의 제

작법을 설명한다. 클론테크 제품인 플라스미드 pSEAP-Enhancer를 주형으로 하여 히스티딘이 6개 이어진 서열, (His)6

부분을 코드하는 영역을 5'-XbaI-AP 프라이머(서열번호 19)와 3'-AP(HIS)6-NotI 프라이머(서열번호 20)를 이용한 PCR

에 의해 증폭시키고, 얻어진 PCR 산물을 제한효소 XbaI와 NotI로 분해시킨 후, pDREF-Hyg(요시다 등, FEBS Letters

360: 155-159, 1995)의 XbaI와 NotI 부위 사이에 도입하여, pDREF-SEAP(His)6을 제작하였다.
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다음에, 도 28에 도시하는 바와 같이 pDREF-SEAP(His)6 벡터의 SalI와 XbaI 부위 사이에 TARC cDNA의 ORF를 삽입

하고, TARC가 5개의 아미노산으로 이루어지는 링커(Ser-Arg-Ser-Ser-Gly)를 거쳐서 SEAP-(HIS)6와 융합한 단백을

코드하는 벡터 pDREF-TARC-SEAP(HIS)6를 제작하였다. 이 벡터의 제작법을 다음에 설명한다.

TARC를 코드하는 염기 서열을 TARC cDNA를 주형으로 하여 TY98F 프라이머(서열번호 3)과 TY98R 프라이머(서열번

호 4)를 이용한 PCR로 증폭시키고, 얻어진 PCR 산물을 제한효소 SalI와 XbaI로 분해시킨 후, pDREF-SEAP(HIS)6의

SalI와 XbaI 부위 사이에 도입하여, pDREF-TARC-SEAP(HIS)6를 제작하였다. 이 벡터를 293/EBNA-1 세포(인비트로

젠 제품)에 리포펙타민(lipofectamine)(깁코-비알엘 제품)을 이용하여 도입하였다. 배양한지 3 내지 4일 후, 배양상청을

회수하고 O.45mm의 공극크기를 갖는 필터에 통과시키고, 20mM HEPES(pH 7.4)와 0.02% 아지드화나트륨을 가하여

4℃에 보존하였다.

(2) 융합 단백질(TARC-SEAP)의 어세이

생산된 융합단백(TARC-SEAP)의 분석은 샌드위치형의 효소-결합 면역흡수 어세이(enzyme-linked immunosorbent

assay; ELISA)에 의해 행하였다.

즉, 96개 웰의 마이크로테스트플레이트(막스솔브, 눈크 제품)를 단 클론형 항태반성 알칼라인 포스파타제(placental

alkaline phosphatase) (anti-PLAP)[메딕스 바이오테크(Medix Biotech) 제품](2μg/ml, 50mM Tris-HCl, pH 9.5)로

코팅하고, 소혈청 알부민(BSA)(1mg/ml, 인산염 완충된 염수)으로 블로킹하였다. 검체는 희석액(0.02% Tween-20을 포

함하는 PBS)으로 희석하고, 마이크로플레이트에 가하여 실온에서 1시간 반응시킨 후, 희석액으로 세정한 다음 500배로

희석한 바이오틴화 토끼 항PLAP 항체를 첨가하여 1시간 반응하였다. 또한, 세정 후 퍼옥시다제-결합 스트렙트아비딘(벡

터 제품)을 가하여 30분간 반응하였다. 세정 후, 결합한 퍼옥시다제의 활성을 3,3'-5,5'-테트라메틸 벤지딘으로 검출하였

다. 반응을 1N H2SO4로 정지시키고 450nm의 흡광도를 측정하였다.

알칼라인 포스파타제(AP)의 활성을 그레이트 에스케이프 디텍션 키트(Great EscApe Detection Kit, 클론테크 제품)를

이용한 케미루미네선스(chemiluminescence)법으로 측정하여, 상대 광 단위(relative light unit; RLU)/s로서 구하였다.

AP 표준곡선의 제작은 정제 PLAP[코스모 바이오(Cosmo Bio) 제품]를 이용하여 행하였다. 이용한 SEAP과 TARC-

SEAP는 1pmo1당 각각 8.7x107 RLU/s 및 1.2x108RLU/s였다.

(3) CCR4를 발현하는 293/EBNA-1 세포의 조제

인간 태반 게놈 DNA(클론테크 제품)를 주형으로 하여, CCR4를 코드하는 영역을 CKR4-XbaF 프라이머(서열번호 23)와

CKR4-XbaR 프라이머(서열번호 24)를 이용한 PCR에 의해 증폭시키고, 얻어진 PCR 산물을 제한효소 XbaI로 분해시킨

후, pBluescript SK+(스트라타진 제품)의 XbaI 부위에 도입하였다. 얻어진 플라스미드로부터, CCR4를 코드하는 영역을

SalI와 NotI로 분해한 후, pDREF-Hyg(요시다 등, FEBS Letters 360: 155-159, 1995)의 SalI와 NotI 부위 사이에 도입

하여 pDREF-CCR4를 제작하였다. 이 벡터를 293/EBNA-1 세포(인비트로젠 제품)에 리포펙타민(깁코-비알엘 제품)을

이용하여 도입하였다. CCR4가 도입된 293/EBNA-1 세포는 하이그로마이신(200μg/ml) 존재하에 1주간 배양하여 약제

내성을 나타내는 세포를 선택함으로써 얻어졌다.

(4) TARC-SEAP 융합 단백질의 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포로의 특이적 결합

TARC-SEAP의 농도를 1nM로 고정하고, 비표식 TARC의 농도를 변화시킨 경우의 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포

로의 특이적 결합량의 변화를 조사하였다. 결합실험은 20mM HEPES(pH 7.4), 1% BSA, 0.02% 아지드화나트륨을 포함

하는 RPMI-1640 200μl중에서 행하였다. 배제형의 결합실험에서는 4x105의 세포에 1nM의 TARC-SEAP와 각종 농도의

비표식 TARC를 가하여 실온에서 1시간 반응시키고, 세정 후 세포를 50μl의 1% Triton X-100을 포함하는 1OmM Tris-

HC1(pH 8.0)로 용해시키고, 세포로부터 유래하는 포스파타제를 65℃에서 10분간의 처리로 불활성화시키고, 원심 후

25μl의 상청중의 AP 활성을 측정하였다. 비특이적 결합은 1nM의 SEAP를 이용하여 측정하였다. 특이적 결합량은, 여러가

지의 농도의 비표식 TARC 존재하에 결합한 TARC-SEAP의 값으로부터 비특이적으로 결합한 SEAP의 값을 빼어 구하고,

비표식 TARC 비존재하에서의 특이적 결합량을 1OO%로 하여 계산하였다. 그 결과를 도 29에 나타낸다. 결합 강도를 나

타내는 50% 저해농도는 약 3nM이고, 따라서 TARC는 CCR4에 강하게 결합함을 알았다.

(5) TARC-SEAP 융합 단백질의 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포로의 특이적 결합에 대한 다른 케모카인의 영향
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TARC의 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포로의 결합이 다른 케모카인에 의해 경합되는지를 조사하였다.

TARC-SEAP의 농도를 1nM로 하여, 비표식 케모카인 비존재하 또는 20OnM의 MCP-1, RANTES, MIP-1α, MIP-1β(모

두 페프로테크 제품), LARC 혹은 TARC의 존재하에서의 4x105개의 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포로의 결합을

실온에서 1시간 행하였다. 그 결과를 도 30에 나타낸다. TARC-SEAP의 결합은 비표식 TARC에 의해서만 경합저해되고,

다른 케모카인에 의해서는 결합저해가 확인되지 않았다. 이 결과는, CCR4가 다른 케모카인과는 강하게 결합하지 않고

TARC와만 강하게 결합하는 수용체임을 보이고 있다.

실시예 15 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포에 대한 hTARC의 유주활성

인간 TARC의, CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포에 대한 유주활성을 48개 웰의 주화성 챔버(뉴로 프로브 제품)를 이

용하여 측정하였다. 실시예 2의 기재에 따라서, 곤충세포에서 발현시켜 정제한 재조합 인간 TARC는 완충액[RPMI-

1640, 20mM Hepes(pH 7.4), 1% BSA]으로 희석하여 하부 웰에 가하고, 1x105개의 CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1

세포를 상부 웰에 가하였다. 콜라겐 IV 용액(20μg/ml 수용액)으로 37℃에서 4시간 코팅한 폴리비닐피롤리돈-비함유 폴리

카보네이트 막(공극크기 8μm, 뉴로 프로브 제품)에 의해 상하웰을 분리시켰다. 37℃에서 4시간 배양 후, 막을 제거하여

PBS로 상부를 세정하고 고정 및 염색하였다.

유주한 세포는 400배의 현미경하에서, 1개 웰에 대하여 무작위적으로 선택한 5개 시야(HPF)에 대해 수를 측정하였다. 그

결과를 도 31에 나타낸다. 도 31의 그래프에 표시된 바와 같이, CCR4를 발현시킨 293/EBNA-1 세포는 TARC에 대하여

농도의존적으로 유주하였다. 또 세로축상의 사각의 도장은 TARC을 첨가하지 않은 대조용의 결과를 보이고 있다. 한편,

TARC와는 상이한 다른 케모카인인 RANTES 및 MIP-1α는 CCR4를 발현시킨 239/EBNA-1 세포에 대해 유의의 유주활

성을 나타내지 않았다.

[서열 목록]

서열번호: 1

서열의 길이: 582

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 2본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: cDNA 내지 mRNA

기원

생물명: 인간

서열의 특징

특징을 나타내는 기호: CDS

존재위치: 53..334

특징을 결정하는 방법: S

[서열 1]
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서열번호: 2

서열의 길이: 558

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 2본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류:

기원

생물명: 마우스

서열의 특징

특징을 나타내는 기호: CDS

존재위치: 2..280

특징을 결정하는 방법: S

[서열 2]
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서열번호: 3

서열의 길이: 45

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 3]

GATTAGTTCT AGATCGCGAC GCGGCCGCCC TTTTTTTTTT TTTTT

서열번호: 4

서열의 길이: 16

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 4]
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TCGACCCACG CGTCCG

서열번호: 5

서열의 길이: 12

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 5]

CGGACGCGTG GG

서열번호: 6

서열의 길이: 48

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 6]

CTACTACTAC TAGGCCACGC GTCGACTAGT ACGGGGGGGG GGGGGGGG

서열번호: 7

서열의 길이: 31

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 7]

CCTCTGAAGG TTCCAGAATC GATAGTCTAG A

서열번호: 8

서열의 길이: 35

등록특허 10-0514015

- 28 -



서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 8]

5' P-CTCTAGACTA TCGATTCTGG AACCTTCAGA GGTTT-3'

서열번호: 9

서열의 길이: 32

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 9]

CTACTACTAC TAGGCCACGC GTCGACTAGT AC

서열번호: 10

서열의 길이: 25

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 10]

CCTCTGAAGG TTCCAGAATC GATAG

서열번호: 11

서열의 길이: 27

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형
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서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 11]

CGCCATATGG CTCGAGGGAC CAATGTG

서열번호: 12

서열의 길이: 29

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 12]

CGCGCGGCCG CTCAAGACCT CTCAAGGCT

서열번호: 13

서열의 길이: 14

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 13]

AATTCGGCAC GAGG

서열번호: 14

서열의 길이: 10

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 14]

5' P-GGAGCACGGC-3'
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서열번호: 15

서열의 길이: 24

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 15]

CTCTGCTTCT GGGGACTTTT CTGC

서열번호: 16

서열의 길이: 24

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 16]

GGTCACAGGC CGCTTTATGT TGAA

서열번호: 17

서열의 길이: 27

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 17]

CGCGGATCCG CTCGAGGGAC CAATGTG

서열번호: 18

서열의 길이: 29

서열의 타입: 핵산
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쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 18]

CGCGCGGCCG CTCAAGACCT CTCAAGGCT

서열번호: 19

서열의 길이: 42

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 19]

CGCTCTAGAA GCTCCGGAAT CATCCCAGTT GAGGAGGAGA AC

서열번호: 20

서열의 길이: 53

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 20]

CGCGCGGCCG CTCAGTGATG GTGATGGTGA TGACCCGGGT GCGCGGCGTC GGT

서열번호: 21

서열의 길이: 27

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA
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[서열 21]

CGCGTCGACG GCACCATGGC CCCACTG

서열번호: 22

서열의 길이: 27

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 22]

CGCTCTAGAA GACCTCTCAA GGCTTTG

서열번호: 23

서열의 길이: 38

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 23]

GCTCTAGAGC CACCATGAAC CCCACGGATA TAGCAGAT

서열번호: 24

서열의 길이: 32

서열의 타입: 핵산

쇄의 수: 1본쇄

토폴로지: 선형

서열의 종류: 기타 핵산 합성 DNA

[서열 24]

CGTCTAGACT ACAGAGCATC ATGGAGATCA TG

(57) 청구의 범위
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청구항 1.

서열번호 1의 아미노산 잔기 24 내지 94의 아미노산 서열을 갖는 인간 CC형 케모카인 유형의 단백질.

청구항 2.

서열번호 1의 아미노산 잔기 1 내지 94의 아미노산 서열을 갖는 인간 CC형 케모카인 유형의 단백질.

청구항 3.

서열번호 2의 아미노산 잔기 24 내지 93의 아미노산 서열을 갖는 마우스 CC형 케모카인 유형의 단백질.

청구항 4.

서열번호 2의 아미노산 잔기 1 내지 93의 아미노산 서열을 갖는 마우스 CC형 케모카인 유형의 단백질.

청구항 5.

제 1 항 내지 제 4 항중 어느 한 항에 따른 단백질을 코드하는 DNA.

청구항 6.

제 5 항에 따른 DNA를 포함하는 발현 벡터.

청구항 7.

제 6 항에 따른 발현 벡터로 숙주세포를 형질전환시켜 수득된 형질전환체.

청구항 8.

제 7 항에 있어서,

숙주세포가 누에세포인 형질전환체.

청구항 9.

제 7 항에 따른 형질전환체를 배양하는 단계, 및 생산된 단백질을 배양배지로부터 회수하는 단계를 포함하는, 제 1 항 내지

제 4 항중 어느 한 항에 따른 단백질의 제조 방법.

청구항 10.
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제 1 항 내지 제 4 항중 어느 한 항에 따른 단백질에 대한 단클론 항체.

청구항 11.

제 10 항에 따른 단클론 항체를 생산하는 하이브리도마 세포.

도면

도면1
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도면2

도면3A
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도면3B

도면4

도면5A

도면5B
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도면5C

도면6

도면7
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도면8

도면9

도면10A
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도면10B

도면10C

도면11A

도면11B
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도면12A

도면12B

도면13A
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도면13B

도면14A

도면14B

도면15A
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도면15B

도면16

도면17
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도면18

도면19

도면20

도면21
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도면22

도면23A

도면23B

도면23C
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도면24

도면25

도면26A
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도면26B

도면27

도면28
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도면29

도면30

도면31
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