
등록특허 10-0371264

 
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 등록특허공보(B1)

(51) 。Int. Cl. 7

C12N 15/63
(45) 공고일자
(11) 등록번호
(24) 등록일자

2003년02월05일
10-0371264
2003년01월23일

(21) 출원번호 10-2000-0003480 (65) 공개번호 특2001-0076071
(22) 출원일자 2000년01월25일 (43) 공개일자 2001년08월11일

(73) 특허권자 양문식
전북 전주시 덕진구 인후동1가 751번지 현대아파트 202동 601호
김대혁
전북 전주시 완산구 태평동 245번지 성원로얄맨션 112호
장용석
전북 전주시 덕진구 송천동1가 141 현대아파트 204동 1003호

(72) 발명자 김대혁
전북 전주시 완산구 태평동 245번지 성원로얄맨션 112호
양문식
전북 전주시 덕진구 인후동1가 751번지 현대아파트 202동 601호
장용석
전북 전주시 덕진구 송천동1가 141 현대아파트 204동 1003호

(74) 대리인 유미특허법인
송만호

심사관 : 이처영

(54) 무라인 그래뉼로사이트-매크로파지 콜로니 자극 인자를포함하는 재조합 벡터와 그것을 발현하는 재조
합아스퍼질러스 나이거

요약

본 발명은 재조합 싸이토카인을 포함하는 벡터와 그것을 발현하는 재조합 세포에 관한 발명으로, 더욱 상세하게는 무라
인 그래뉼로사이트-매크로파지 콜로니 자극 인자를 포함하는 재조합 벡터와 그것을 발현하는 형질 전환된 재조합 숙주
인 아스퍼질러스 나이거에 대한 발명으로 본 발명에 의해 특이성이 높은 무라인 그래뉼로사이트-매크로파지 콜로니 자
극 인자를 대량으로 얻어서 여러 임상에 적용할 수 있다.
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대표도

도 1

색인어
무라인 GM-CSF, 재조합 벡터, 재조합 아스포질러스 나이거

명세서

도면의 간단한 설명

도 1은 무라인GM-CSF를 발현하는 재조합벡터를 만들기 위한 클로닝 그림.

도 2는 재조합 mGM-CSF의 노던 블럿 사진.

도 3은 재조합 mGM-CSF의 시간별 발현 양상을 결정하기 위한 노던 블럿 사진.

도 4는 서던 블럿 사진.

도 5는 A. niger에서 온 배양여과액의 mGM-CSF를 측정한 그림.

도 6은 A. niger에서 온 배양여과액의 시간에 따른 활성을 나타낸 그림.

도 7은 재조합 mGM-CSF의 특정 활성의 정량분석 그림.

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

    발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 재조합 사이토카인을 포함하는 벡터와 그것을 발현하는 재조합 세포에 관한 발명으로, 더욱 상세하게는 무라
인(murine)그래뉼로사이트-매크로파지 콜로니자극인자(granulocyte-macrophage colony stimulating factor, 이
하 GM-CSF라 함)를 포함하는 재조합 벡터와 그것을 발현하는 형질 전환된 재조합 세포인 아스퍼질러스(Aspergillu
s niger)에 대한 발명이다.

    
필라멘트형 곰팡이는 발효식품, 유기산이나 비타민과 같은 1차 대사산물 및 2차 대사산물을 포함하는 다양한 산업공정
에 사용된다. 게다가 필라멘트형 곰팡이는 다양한 세포외 효소의 훌륭한 생산자이다. 필라멘트형 곰팡이인 아스퍼질러
스 나이거(Aspergillus niger)는 진핵단백질을 정확한 폴딩과 기능을 갖는 형태로 발현할 뿐 아니라 다량의 단백질을 
만들고 배출하는 능력을 포함하여 많은 장점을 가진 발현 시스템이다. 이외에도 아스퍼질러스 나이거가 관여하는 생산
과정은 안전하다는 것이 밝혀졌고, 따라서 조절된 균주 육종이 가능한 안정한 재조합체를 분리할 수 있다. 아주 최근에
는 아스퍼질러스 나이거는 잡종단백질의 생산을 위한 숙주로 개발되어왔다.
    

    
사이토카인은 체내의 모든 유핵세포에 의해서 생산될 수 있는 조절펩티드이고, 조혈과 숙주 방어와 리페어 과정에 관여
하는 많은 다른 세포에 대해 다면적 조절효과를 가진다. 그런 사이토카인 중 하나인 그래눌로싸이트 매크로파아지-콜
로니 자극인자(GM-CSF)는 그래눌로싸이트와 매크로파지모두의 발생을 자극할 수 있는 능력이 있고, 처음 정제되고 
클로닝된 많은 수의 사이토카인 중 하나이다. 마우스를 포함한 몇 생물체에서 온 GM-CSF의 구조는 클로닝된 핵산 서
열로부터 아미노산서열을 유추하여 결정하였고, 완전한 mGM-CSF은 25개의 아미노산의 리더펩티드와 두 N-린크된 
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글리코실레이션 자리를 갖는 23kDa의 124개의 아미노산으로 포함한다. GM-CSF는 그래눌로싸이트와 매크로파지 군
의 생존, 분화, 증식 및 기능의 활성을 조절하는 데 관여한다. 결론적으로 GM-CSF는 급성 및 만성 호중구감소증(ne
utropenia)의 치료, 넌뉴트로페닉(nonneutropenic)상태에서 항-미생물을 가지고 보조치료, 항-종양효과와 항-종양
활성 증가나 화학치료의 효능을 증대하기 위해 루케미아 세포의 보충 등 적어도 세 가지 주요분야의 임상에 사용된다. 
따라서 GM-CSF는 임상에 사용되는 첫 사이토카인 중 하나이다. 재조합 인간 GM-CSF는 악성림프종양을 갖는 환자
에서 자기골수이식 접목을 촉진하는 방법으로서 1993년 초기 미국에서 사용되는 것을 승인받았다.
    

대장균, 효모, 곤충세포 및 심지어 식물세포와 같은 여러 숙주세포에서 재조합 GM-CSF를 생산하는 것이 가능하다는 
것을 보여주는 여러 연구들이 진행되었다. 그러나 A. niger에서 GM-CSF의 발현은 전에 보고된 바가 없었기 때문에 
높은 특이성을 갖는 가치있는 면역단백질을 만들 필요성이 존재하였다.

따라서, 본 발명의 발명자들은 재조합 무라인 GM-CSF를 생산하는 아스퍼질러스 나이거의 형질전환체를 만들었고, 무
라인 GM-CSF의 양과 기능적 활성을 각각 엘라이자(ELISA)와 바이오어세이로 결정하였다.

    발명이 이루고자 하는 기술적 과제

본 발명은 상기한 문제점을 해결하고, 상기한 필요성에 의해 안출된 것으로 본 발명의 목적은 특이성이 높은 무라인 G
M-CSF를 대량생산하기 위한 재조합 벡터를 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 상기 재조합 벡터를 발현하는 재조합 세포를 제공하는 것이다.

    발명의 구성 및 작용

상기한 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 글리셀알데히드 3-인산 탈수소효소(GPD)의 프로모터와 터미네이터를 갖
는 무라인 GM-CSF를 갖는 재조합 벡터를 제공한다.

본 발명의 재조합 벡터는 도 1의 pANGM-CSF 프라즈미드가 적당하다.

또한 본 발명은 상기 재조합 벡터를 숙주세포에 형질전환하여 제조한 재조합세포를 제공한다. 상기 숙주세포는 사상성 
진균이다.

본 발명의 사상성 진균은 아스퍼질러스 나이거(Aspergillus niger), 푸사리움 옥시스포럼(Fusarium oxysporum), 크
리포넥트리아 파라시티카(Cryphonectrica parasitica), 아스퍼질러스 니둘란스(Aspergillus nidulans), 아스퍼질러
스 아이아모리(Aspergillus awamori) 등이 바람직하며, 본 발명에서는 아스퍼질러스 나이거가 바람직하다.본 발명의 
재조합 세포는 아스퍼질러스 나이거 KCTC 0661BP가 더욱 바람직하다.

무라인 GM-CSF, GPD 프로모터와 터미네이터 서열은 첨부된 염기서열 목록에 기재되어 있다.

사상성 진균(Aspergillus niger)는 완전세대가 밝혀지지 않은 불완전균에 속하며, 따라서 무성포자만을 형성한다. GM
-CSF를 생산하는 재조합 아스퍼질러스 나이거는 다양한 종류의 배지에서 생장이 가능하나, 균체 생장을 위하여서는 
2% 말트 추출물(malt extract), 2% 글루코스, 0.1% 펩톤을 포함하는 CM 배지가 사용되었고, 재조합 단백질 GM-C
SF의 생산을 위하여서는 아스퍼질러스 나이거 고유의 단백질 분해효소 생산능력을 억제시키기 위하여, 1% 효모 추출
물(yeast extract), 2% 펩톤(peptone), 2% 글루코스(glucose), 100mM NH 4 Cl, 0.6% 유레아(urea)를 포함하는 
배지가 사용되었다.

생육조건으로는 다양한 pH와 온도에서 생육이 가능하나 pH 5.0-6.0 와, 30℃-37℃에서 생장이 재조합 단백질 발현
의 최적조건이었다.

 - 3 -



등록특허 10-0371264

 
본 발명에서 특별한 언급이 없으면, 본 발명에 사용된 모든 화학물질, 배지 및 효소는 각각 Sigma Chemical CO.(St. 
Louis, MO), Difco Laboratories(Detroit,MI) 또는 Boehringer Mannheim(Mannheim, Germany)에서 구입하여 
사용한다.

이하 비한정적인 실시예 및 실험예를 통하여 본 발명을 상세하게 설명한다.

실시예 1

균주 및 배양조건

아스퍼질러스 나이거 ATCC2119는 형질전환의 수용체로 사용하였다. 분생포자를 얻기 위해서, 아스퍼질러스 나이거를 
15 nM D(+)바이오틴과 8 uM 판토텐산, 질소원으로 70 mM 염화암모늄을 갖는 아가 완전배지에서 키웠다. 표준 A. 
niger 완전, 최소 및 단백질분해효소 억제배지에 계속 적용하였다. 500 ml의 액체배지를 갖는 휀바흐(Fernbach)플라
스크에 2 x 108 포자/ml로 접종하여서, 30 ℃, 150 rpm에서 24 시간에서 96 시간 정도 배양하였다.

재조합 벡터 생산

무라인 GM-CSF를 발현하는 재조합벡터를 만들기 위한 클로닝 전략을 도 1에 도시하였다. 도 1에서, 유전자들은 mG
M-CSF, A. niger의 글리셀알데히드 3-인산 탈수소효소의 프로모터인 pGPD, 크리포넥트리아 파라시티카(C. paras
itica)의 글리셀알데히드 3-인산 탈수소효소의 터미네이터인 tGPD와 하이그로마이신 B 내성유전자인 Hyg R이다. 유
전자 아래의 화살표들은 전사위치를 나타내고, 각 막대는 절단자리를 나타낸다. 클로닝 전략을 약술하면, 무라인 GM-
CSF의 cDNA를 갖는 pUC19벡터인 pGM-CSF은 서울대 의대의 허대석 박사에서 공급받았다. 상기 GM-CSF 유전자
는 PCR을 통하여 쉽게 클로닝할 수 있다. 크리포넥트리아 파라시티카에서 온 글리셀알데히드-3-인산 탈수소효소(g
pd)의 전사 터미네이터를 포함하는 600 bp의 절편을 pGM/tGPD를 만들기 위해서 pGM-CSF의 KpnI 자리에 삽입하
였다. mGM-CSF 유전자와 gpd 터미네이터를 갖는 pGM/tGPD의 SalI와 SacI 절편을 pGPD/hph의 SpeI 자리에 블런
트 엔드 라이게이션하여서, mGM-CSF를 pANGM-CSF 발현벡터의 gpd 프로모터의 조절하에 두었다. 하이그로마이
신 B 내성 유전자(hph)를 선택마커로 사용하였다.

프로토프라스트의 제조

아스퍼질러스 나이거 프로토프라스트를 처칠(Chruchill)등의 방법을 다음과 같이 변형하여 제조하였다. 완전배지 1리
터를 갖는 휀바흐 플라스크에 109 포자를 접종하였고, 30 ℃, 65 rpm에서 16 시간 배양하였다. 어린 균사를 모아서, 
베타-글루쿠로니데이즈(0.2 ml/g 균사)와 노보자임(40 mg/g 균사)를 갖는 세포벽 라이시스 효소용액을 처리하였다. 
프로토프라스트를 1M 소비톨, 100 mM 트리스-염산, 100 mM 염화칼슘을 갖는 STC 4부피, 50 % 폴리에틸렌 글리
콜4000MW 1 부피 및 1% DMSO를 갖는 저장버퍼에 ml당 10 8 프로토프라스트 농도로 -70℃에서 다음 실험을 하기 
위해서 저장하였다.재조합 아스퍼질러스 나이거 제조

    
아스퍼질러스 나이거로의 형질전환은 처칠(Churchill) 등의 방법을 변형하여 행하였다. 각 형질전환에는 10 ug의 pA
NGM-CSF DNA가 사용되었고, 처리된 프로토프라스트는 삼투안정제로 0.5 M의 슈크로스(sucrose)를 갖는 포테이
토 덱스트로스 아가(PDA)에서 재생하였다. 12-18시간 후에 800 ug/ml의 하이그로마이신 B를 갖는 최소 톱 아가를 
깔아주고, 플레이트를 콜로니 성장이 보일 때까지 30 ℃에서 2-3일간 배양하였다. 이 콜로니들을 200 ug/ml의 하이
그로마이신 B를 갖는 최소배지에 트랜스퍼하여, 단일-포자를 형성하였다.
    

서던(Southern) 과 노던(Northern) 블럿 분석

동결건조된 균사로부터 총 DNA와 RNA를 얻었다. 5 ug의 DNA와 30 ug의 RNA이 각각 서던과 노던 블럿에 사용하였
다. Hybond-N 막(Amersham,UK)에 DNA와 RNA를 트랜스퍼하고, UV 크로스링크를 하였다. 블럿을 동위원소가 표
지된 mGM-CSF cDNA로 하이브리드하였다.

 - 4 -



등록특허 10-0371264

 
엘라이자에 의한 정량분석과 재조합 mGM-CSF의 활성의 측정

    
아스퍼질러스 나이거의 배양 여과액을 모아서, 4 ℃에서 2시간동안 2회 PBS 에 대해 투석을 하였고, 0.2 um 주사기 
필터로 멸균하였다. 여과-멸균된 배양여과액의 총 단백질을 바이오-래드 단백질 분석 키트를 사용하여 브래드포드방
법에 의해 측정하였고, 더 분석을 위해서, 15.5 ug/ml로 하였다. 각 멸균배양여과액 100 ul를 분석에 사용하였다. 활성
을 측정하기 위해서, GM-CSF 의존 세포주인 FDC-P1을 호주의 멜버른 대학의 D.Metcalf 박사로부터 공급받아서 사
용하였고, 리퀴드 신틸레이션 카운터를 사용하여 처리된 FDC-P1의 삼중수소 흡수력를 측정하였다. 아스퍼질러스 나
이거로부터 만들어진 재조합 무라인 GM-CSF의 농도는 엘라이자(ELISA)에 의해서 측정하였다. 본 발명에서 스탠다
드로 재조합 E.coli 유도된 마우스 GM-CSF를 Endogene Inc.(Woburn,MA)에서 구입하여 사용하였다.
    

실시예 2

아스퍼질러스 나이거의 트랜스포메이션

    
아스퍼질러스 나이거의 글리셀알데히드-3-인산 탈수소효소(gpd)유전자 프로모터와 크리포넥트리아 파라시티카의 g
pd유전자의 터미네이터를 갖는 pANGM-CSF발현 벡터를 도 1에서 보는 바와 같이 만들었다. 기능적인 GM-CSF가 
부족한 것을 제외하곤 pANGM-CSF와 같은 재조합벡터를 가짜(mock) 형질전환으로 사용하였다. 형질전환 당 10-3
0개의 형질전환체를 얻었고, 더 분석하기 전의 각 형질전환체는 단일 포자였다. 각 형질전환체의 분열안정성은 선택배
지와 비선택배지을 번갈아 연속적으로 트랜스퍼하여 확인하였다.
    

형질전환체의 RNA분석

    
전사 수준에서 mGM-CSF의 발현을 결정하기 위해서, 선택배지에서 잘 자라는 7개의 형질전환체를 선택하였다. 7개 
형질전환체에서 온 총 RNA는 액체배지에서 3일 후에 모은 균사로부터 추출하여서 노던 블럿을 수행하였다. 도 2는 재
조합 mGM-CSF의 노던 블럿을 나타낸다. 도 2 (A)의 레인 1은 양성 대조군으로 mGM-CSF의 0.5kb의 cDNA절편, 
레인 2에서 10은 각각 야생균주, 가짜 형질전환체, G4-1, G6-1, G10-1, G7-1, G8-1, G9-1 및 G11-1에서 온 
총 RNA를 갖는다. (B)는 에티디움 브로마이드로 젤을 염색한 것이다. 도 2에서 볼 수 있는 바와 같이 mGM-CSF 트
랜스크립트는 pANGM-CSF형질전환체에서 발견되었지만, 야생균주나 가짜 형질전환체에서는 트랜스크립트가 없었다. 
mGM-CSF의 시간적 발현을 결정하기 위해서, 액체 배양을 시작한 후에 1, 3 및 5일 후에 G10-1의 균사를 모아서, 
각 레인에 로딩한 RNA와 동량으로 노던 블럿을 수행하였다. 도 3은 재조합 mGM-CSF의 시간별 발현 양상을 결정하
기 위한 노던 블럿을 나타낸다. (A)의 레인 1, 2 및 3은 각각 가짜 형질전환체의 1, 3 및 5일 배양으로부터 추출한 총 
RNA이고, 레인 4, 5 및 6은 각각 형질전환체 G10-1의 각각 1, 3 및 5일 후에 추출한 총 RNA이다. (B)는 에티디움 
브로마이드로 젤을 염색한 것이다. 도 3에서 보는 바와 같이, GM-CSF의 RNA축적이 1일 후 탐지되었고, 3일 후에 최
대가 되었고, 그 후에 점차로 감소하였다. 그러나, 예상한 대로, 가짜 형질전환체에서는 트랜스크립트가 검출되지 않았
다.
    

서던 블럿 분석

    
아스퍼질러스 나이거의 염색체로 트랜스포밍된 벡터의 통합과 그 카피 수를 탐지하기 위해서, 세 형질전환체(G4-1, 
G6-1 및 G10-1)의 서던 블럿을 수행하였고 노던 블럿에서 최고의 mGM-CSF 발현을 보였다. 도 4는 서던 블럿을 
나타낸다. A, B, C 각각은 아스퍼질러스 나이거에서 분리한 XbaI과 BamHⅠ으로 처리하한 지노믹 DNA, HindⅢ로 처
리한 지노믹 DNA 및 BamHⅠ으로 처리한 지노믹 DNA를 갖고, 레인 1과 2는 음성 대조군으로 각각 야생균주와 가짜 
형질전환체를 나타낸다. 레인 3, 4 및 5는 각각 G4-1, G6-1 및 G10-1 형질전환체를 나타낸다. 각 패널의 오른편의 

 - 5 -



등록특허 10-0371264

 
숫자는 밴드의 크기의 kb를 나타낸다. 세 형질전환체, 야생 균주 및 가짜 형질전환체의 지노믹 DNA를 XbaI과 BamHⅠ
으로 처리하여 나일론 막에 트랜스퍼하였고, mGM-CSF의 동위원소가 표지된 cDNA프로브로 하이브리다이즈하였다. 
야생균주와 가짜 형질전환체는 프로브와 하이브리다이즈하지 않았고, 세 형질전환체(G4-1, G6-1 및 G10-1)은 도 
4A와 같은 450bp의 단일 밴드를 보였다. 도 4B나 C와 같이 HindⅢ나 BamHⅠ만으로 처리하여, 벡터 내에 단일 절단 
자리를 갖는 각각은 각 형질전환체에서 단일 하이브리다이징 밴드를 보인다. 이것은 트랜스포밍 벡터가 여러 형질전환
체 중에 유전자의 여러 자리에서 단일 카피로 들어갔다는 것을 보여주었다. 세 형질전환체 중에서, G10-1는 G4-1 및 
G6-1에 비하여 독특한 하이브리다이징 밴드 패턴을 갖는다. 그러나 절편이 너무 커서 크기로 본 발명의 조건하에서 
분리할 수 없기 때문에, G4-1과 G6-1이 유전적으로 다른지 여부를 구별할 만큼 G10-1이 확실하지 않다.
    

실험예

재조합 mGM-CSF의 활성의 결정

재조합 아스퍼질러스 나이거 배양여과액으로부터 재조합 mGM-CSF의 활성을 GM-CSF 의존 FDC-P1세포의 증식정
도를 측정하여 평가하였다. 도 5는 재조합 아스퍼질러스 나이거에서 온 배양여과액의 mGM-CSF를 측정한 것이다. G
4-1, G6-1 및 G10-1은 24시간 성장한 형질전환체의 배양여과액으로부터 온 샘플을 나타낸다. 음성대조군으로 야생
균주와 가짜 형질전환체의 24시간 배양액에서 온 샘플로 사용되었다. 양성 대조군으로 대장균에서 온 재조합 mGM-
CSF를 사용하였다. ΔCPM값은 PBS처리와 비교한 샘플처리된 세포에 의한 [메틸-3 H]타이미딘의 흡수의 차이를 나
타낸다. 모든 균주들이 완전 또는 최소 배지에서 성장하였을 때, FDC-P1세포의 증식의 정도의 차이는 없었지만, 재조
합균주가 단백질분해효소 억제배지에서 성장할 때만, 재조합 아스퍼질러스 나이거에서 배양여과액을 첨가했을 때 FDC
-P1세포의 증식이 크게 증대하였다. 도 5에서 보는 바와 같이, 야생균주와 가짜 형질전환체에서 온 배양여과액을 포함
하는 양 음성 대조군은 FDC-P1세포의 증식을 일으키지 않았고, PBS도 세포증식에 영향이 없었다. 반면에, 양성 대조
군인 재조합 아스퍼질러스 나이거의 배양여과액 뿐 아니라 구입한 재조합 mGM-CSF(Pharmingen)은 FDC-P1세포
을 효과적으로 증식하였다. 재조합 아스퍼질러스 나이거의 세포내에서는 활성이 검출되지 않았다. 이 결과는 mGM-C
SF가 발현되고 재조합 아스퍼질러스 나이거에서 생물학적으로 활성을 가지고 분비된다는 것을 보여준다. 최대활성은 
형질전환체 G10-1에서 관찰되었다. 그러나 재조합 아스퍼질러스 나이거에서 온 mGM-CSF의 활성은 배양시간이 증
가함에 따라 크게 감소하였다. 도 6은 아스퍼질러스 나이거에서 온 배양여과액의 시간에 따른 활성을 나타낸다. ΔCP
M값은 PBS처리와 비교한 샘플처리된 세포에 의한 [메틸-3 H]타이미딘의 흡수의 차이를 나타내고, A와 B는 각각 가
짜 형질전환체와 mGM-CSF를 생산하는 G10-1 형질전환체에서 만들어진 샘플을 나타낸다. 도 6에서 볼 수 있는 바
와 같이, 3과 5일의 배양여과액의 활성은 가짜 형질전환체와 거의 같다. 흥미로운 것은 도 3에서 볼 수 있는 것처럼 m
GM-CSF의 전사 수준이 그 시기에 여전히 높다는 것이다.

    
발현 숙주로 필라멘트 곰팡이를 사용하는 큰 문제 중 하나는 단백질 분해효소가 많다는 것으로 알려져 있기 때문에, 아
스퍼질러스 나이거 배양여과액의 단백질 분해활성을 특정 아스퍼질로펩신(aspergillopepsin)의 저해제인 펩스타틴(p
epstatin)을 사용하여 분석하였다. 0.7ug/ml의 펩스타틴과 10 ng/ml의 정제된 재조합 mGM-CSF를 아스퍼질러스 나
이거 배양여과액에 첨가하고, 펩스타틴이 재조합 mGM-CSF가 분해되는 것을 저해하는 지 여부를 알기 위해서, 30 ℃
에서 12시간 배양하였다. 펩스타틴 처리된 mGM-CSF는 FDC-P1세포의 증식을 크게 도왔지만, 펩스타틴없이 샘플에 
의한 증식은 보이지 않았다. 이 결과는 성장배지 실험, 노던 블럿, 재조합 아스퍼질러스 나이거에서 배양여과액의 시간
적 활성과 종합하여 볼 때, 잡종적으로 발현된 GM-CSF는 단백질분해효소에 불안정하다는 것을 보여준다. 따라서 아
스퍼질러스 나이거에 의해서 만들어진 단백질 분해효소에 의한 잡종단백질을 분해를 저해하는 방법들이 고안될 필요가 
있다.
    

재조합 mGM-CSF의 정량 분석
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재조합 아스퍼질러스 나이거에 의해 생산된 mGM-CSF의 양을 결정하기 위해서, 엘라이자를 수행하였다. 대조구로 E.
coli 유도된 재조합 mGM-CSF를 사용하였다. 액체배양을 시작한 1일 후 형질전환체 G10-1은 640 ng/L의 활성을 
가진 mGM-CSF를 생산하였다. 재조합 아스퍼질러스 나이거에서 mGM-CSF의 수율은 식물세포 배양을 제외하곤, 다
른 발현 시스템에서보다 낮다. 그러나 도 3에서 보는 바와 같이 3일 배양 대 1일 배양의 재조합 mGM-CSF의 높은 전
사 수준은 만약 재조합 단백질을 단백질 분해효소로부터 분해되는 것을 막을 수 있는 방법이 고안된다면, 필라멘트 곰
팡이에서 사이토카인을 생산할 수 있는 큰 가능성을 가지게 된다. 도 7은 재조합 mGM-CSF의 특정 활성의 정량분석
을 나타낸다. 아스퍼질러스 나이거 형질전환체에서 생성된 재조합 mGM-CSF를 ELISA로 측정하였다. G10-1에 의한 
재조합 mGM-CSF의 수율은 약 640ng/L였다. 도 7에서 볼 수 있는 바와 같이, 재조합 mGM-CSF의 ng 당 [메틸- 3

H]타이미딘 흡수의 정도에 의해 평가된 재조합 아스퍼질러스 나이거 균주의 특정 활성은 시판되는 GM-CSF의 활성보
다 2.5배 높다.

    발명의 효과

상기한 구성의 본 발명에 따르면, 특이성이 큰 재조합 mGM-CSF를 대량으로 생산이 가능하여, GM-CSF 다량 투여시
의 부작용을 극복하고 임상에 적용할 수 있는 효과가 있다.

(57) 청구의 범위

청구항 1.

(삭제)

청구항 2.

(삭제)

청구항 3.

(삭제)

청구항 4.

그래뉼로사이트-매크로파지 콜로니자극인자(Granulocute-macrophage colony stimulating factor)를 생산하는 재
조합 아스퍼질러스 나이거(KCTC0661BP).
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도면 3

도면 4
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도면 5

도면 6
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도면 7

<110>    KIM, Dae Hyuk          YANG, Moon Sik          JANG, Yong Suk <120>    

Recombinan

t vector harboring murine GM-CSF and recombinant Asperg          ilus niger expressing 

the vector <1

30>    DPP991508 <160>    3 <170>    KOPATIN 1.5 <210>    1 <211>    781 

<212>    DNA <213>    mouse <220> <221>    gene <222>    (1)..(781) &lt

;223>    Murine GM-CSF <400>    1 actcagagag aaaggctaag gtcctgagga ggatgtggct gcagaattta 

ctt

ttcctgg       60 gcattgtggt ctacagcctc tcagcaccca cccgctcacc catcactgtc acccggcctt      

120 ggaagcatgt aga

ggccatc aaagaagccc tgaacctcct ggatgacatg cctgtcacat      180 tgaatgaaga ggtagaagtc 

gtctctaacg agttctcctt 

caagaagcta acatgtgtgc      240 agacccgcct gaagatattc gagcagggtc tacggggcaa tttcaccaaa 

ctcaagggcg      300 

ccttgaacat gacagccagc tactaccaga catactgccc cccaactccg gaaacggact      360 gtgaaacaca 

agttaccacc tatgcgg

att tcatagacag ccttaaaacc tttctgactg      420 atatcccctt tgaatgcaaa aaaccagtcc 

aaaaatgagg aagcccaggc cagc

tctgaa      480 tccagcttct cagactgctg cttttgtgcc tgcgtaatga gccaggaact cggaatttct      

540 gccttaaagg gacca

agaga tgtggcacag ccacagttgg agggcagtat agccctctga      600 aaacgctgac tcagcttgga 

cagcggaaga caaacgagag 

atattttcta ctgataggga      660 ccattatatt tatttatata tttatatttt taaatattta tttatttatt 

tatttaattt      720 tgcaact

cta tttattgaga atgtcttacc agaataataa attattaaaa cttttgtttg      780 t                    

                                                  

781 <210>    2 <211>    1260 <212>    DNA <213>    Aspergillus niger <220&

gt; <221>    promoter <222>    (1)..(1260) <223>    glyceraldehyde 3 phosphate dehyd
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rogenase promoter <400>    2 acagaggcca gagcatcacc aacatggtac cctcagcaat aatatgcatg 

cattgtgccc       

60 ccctatggag ccgtagcttt caagcaatta gacacgcgcc cggccgaatg agatgaaccg      120 ttggagccat 

catcccactc atcc

cgctcc agaaaggaga gaaagaaaaa aaaaaaaaat      180 atgaccgagc gcgtgatgac cggtgaggac 

tccggtgaat tgatttgggt 

gacgggagag      240 acccaagagg ggccagaata ataagaatgg ggaaggcgaa ggtaccgcct ttggggtcca    

  300 gccacgcg

ac tccaacatgg aggggcactg gactaacatt attccagcac cgggatcacg      360 ggccgaaagc gcgaaggccg 

cgcactgccc ctc

tttttgg gtgaaagagc tggcagtaac      420 taaactgtac tttctggagt gaataatact actactatga 

aagaccgcga tgggccgata      

480 gtagtagtta cttccattac atcatctcat ccgcccggtt cctcgcctcc gcggcagtct      540 

acgggtagga tcgtagcaaa aacc

cggggg atagacccgt cgtcccgagc tggagttccg      600 tataacctag gtagaaggta tcaattgaac 

ccgaacaact ggcaaaacag 

tctcgagatc      660 gtaggagtga gtacccggcg tgatggaggg ggagcacgct cattggtccg tacggcagct    

  720 gccgagggg

g agcaggagat ccaaatatcg tgagtctcct gctttgcccg gtgtatgaaa      780 ccggaaagga ctgctgggga 

actggggagc ggcg

caagcc gggaatccca gctgacaatt      840 gacccatcct catgccgtgg cagagcttga ggtagctttt 

gccccgtctg tctccccggt      

900 gtgcgcattc gactgggcgc ggcatctgtg cctcctccag gagcggagga cccagtagta      960 

agtaggcctg acctggtcgt tg

cgtcagtc cagaggttcc ctcccctacc ctttttctac     1020 ttcccctccc ccgccgctca acttttcttt 

cccttttact ttctctctct ctt

cctcttc     1080 atccatcctc tcttcatcac ttccctcttc ccttcatcca attcatcttc caagtgagtc     

1140 ttcctcccca tctgtc

cctc catctttccc atcatcatct cccttcccag ctcctcccct     1200 cctctcgtct cctcacgaag 

cttgactaac cattaccccg ccac

atagac acatctaaac     1260                                                               

        1260 <210>    3 &l

t;211>    604 <212>    DNA <213>    Cryphonectria parasitica <220> <221>    

terminator <222>    (1)..(604) <223>    glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase 

terminate

r <400>    3 tccttgacct gatctcccac gtcgccaagg tcgatggcaa cgcctagact gcgaccaaca       60 

ccttggaaca 

cggcgtcaac ggcgccgttc ccgtcgtctc ggagactgcg aagcctgctt      120 ttcaataatg aaacaaaccc 

atgggggaat tatggaa

agg caatgaacca aaacaaacta      180 aaaaggggca gcgaagaaaa agtcggtaac gtcacaacga 

ctattgcggc catgacaacc      

240 aaggcttggg tcggcgccgt ggggagtgtg gcctagtgca gtggtagtta gctacgtatg      300 

cgactcctaa taaataacaa aaa

aatcaga ttaaatgagg accaccttag tagtactata      360 gacgaagtca tcgaactaca ggcatctgtg 

cattttgttg tgaacccgtt c

aaatatcaa      420 aatcataaac ctgcgacttg gctggatggt caaattcatc cgtgtataca cacattctcg     

 480 caccttgtga ag

cagccagc cgttgcacgc agtttcatca ggcttctgaa aagaggaatt      540 agaaaaaaag gtatctgtaa 

ttagcagtgc agaccatgta 

atgtaatgaa tacgatccga      600 attc                                                      

             604
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