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명 세 서

청구범위

청구항 1 

트리코모나스 바지날리스 유래 분비 산물(TvSP; Trichomonas vaginalis-derived secretory products)을 포함하

는 자가면역 질환의 치료용 조성물로서,

상기 트리코모나스 바지날리스 유래 분비 산물은 트리코모나스 바지날리스의 배양으로 얻어지는, 세포외로 분비

되는 산물이고, CD40, CD80, CD86 및 MHC II 중에서 선택된 1종 이상의 공-자극 분자의 발현을 감소시키는 것을

통해 미성숙수지상세포의 분화 중에 수지상세포의 항원-제시능을 손상시키며,

상기 자가면역 질환은 염증성 장질환, 류마티스 관절염 및 다발성 경화증 중에서 선택되는 1종 이상인 것을 특

징으로 하는 수지상세포의 항원-제시능 손상을 통한 자가면역 질환의 치료용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 트리코모나스 바지날리스 유래 분비 산물은 수지상 세포를 조절하는 것을 특징으로 하는

자가면역 질환의 치료용 조성물.

청구항 3 

삭제

청구항 4 

삭제

청구항 5 

삭제

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 트리코모나스 바지날리스 유래 분비 산물은 Il12a, Il12b, Il10, Tnf와 Il6의 mRNA 수준

을 조절하는 것을 특징으로 하는 자가면역 질환의 치료용 조성물.

청구항 7 

삭제

청구항 8 

삭제

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 트리코모나스 바지날리스로부터 유래하는 단백질 인자를 포함하는 면역 질환의 치료용 조성물에 관한[0001]

것이다.

배 경 기 술
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수지상 세포(DC)는 외부환경과 적응성 면역반응 간에 핵심적인 연관성을 제공하는 전문적인 항원-제시 세포이다[0002]

(1). DC의 성숙과 활성화는 면역반응의 유형과 강도에 영향을 미치는 사이토킨의 방출과 맞물려 주요 조직적합

복합체 II(MHC-II), CD80, CD86과 CD40과 같은 항원 제시와 공-자극에 있어서 핵심적인 역할을 하는 여러 분자

의 발현 증강을 수반한다(2). DC에 의해 유도된 면역반응은 침입하는 병원체를 구제하고 제거하는데 매우 중요

한 동시에, DC는 건강한 조직에 대한 파괴적 자가 면역반응을 막는 면역관용을 유지하는 역할을 한다(3). 또한

기생균이 이들의 숙주 안에서 생존을 허용하는 환경을 촉진하기 위해 DC 활성을 방해할 수 있음을 입증하는 보

고가 있었다(4).

트리코모나스 바지날리스(Trichomonas vaginalis, T. vaginalis 라고도 함)는 여성과 남성 모두의 생식기의 편[0003]

평상피를 감염시키는 세포외 편모 원생 기생균이다(5). 트리코모나스 바지날리스는 전 세계에서 성적 접촉으로

전염되는 가장 흔한 비-바이러스성 질환 중 하나인 질 트리코모나스증의 원인균이다(6). 감염된 여성에서 나타

나는 전형적인 증상으로는 소양증이 동반된 화농성이면서 거품이 있는 질 분비물을 포함한다(7). 질 감염은 임

신 부작용(8), 자궁경부암의 발병 증가(9)와 인체면역결핍 바이러스(HIV)의 전파 증가(10)를 동반한다. 

트리코모나스 바지날리스의 감염은 여성에게서 질 상피의 염증과 남성의 요도 염증과 함께 악성의 국소 세포 면[0004]

역반응으로 이어진다(11, 12). 트리코모나스 바지날리스는 점막의 점상 출혈을 빈번하게 일으켜 감염에 대한 물

리적 장벽이 손실될 가능성이 있다(13). 또한 살아있는 트리코모나스 바지날리스에 의해 자극된 인간 호중구와

대식세포는 면역세포를 구성함으로써 케모킨 IL-8 및 감염에 대한 면역반응 개시를 담당하는 급성 전-염증성 사

이토킨 IL-6, TNF-α와 IL-1β를 생산한다(14, 15). 그러나 상기 숙주 면역반응은 계속하여 트리코모나스 바지

날리스를 제거할 수 없어 만성 감염이 나타난다. 트리코모나스 바지날리스 감염은 세균성 리포다당류(LPS)에 의

한 후속 자극에 대해 비-반응성 상태를 유도할 수 있다는 증거가 있다(16). 대식세포를 트리코모나스 바지날리

스와 접촉하였더니 전염증성 사이토킨 생산이 억제되었고(NF-κB 활성화 억제에 의해)(16) 인간 DC에 의한 면역

억제 사이토킨 IL-10 생산이 유도되었다(17). 또한 트리코모나스 바지날리스는 p38 질소-활성화된 단백질(MAP)

키나아제의 인산화를 통해 대식세포 사멸을 유도할 수 있음이 보고되었다(18).

트리코모나스 바지날리스의 병원성은 상피세포와의 접촉에 의해 영향을 받지만; 트리코모나스 바지날리스로부터[0005]

분비되는 각종 가용성 인자 또한 숙주 면역반응을 조절하는 것으로 밝혀졌다. 최근의 연구를 통해 트리코모나스

바지날리스는 호중구와 비만세포 상의 류코트리엔 B4 수용체 BLT1과 BLT2에 결합하여 IL-8을 생산하는 류코트리

엔 B4를 분비할 수 있는 것으로 밝혀졌다(19, 20). 그러나 선천성과 적응성 면역반응 모두에 있어서 DC의 결정

적인 역할을 고려할 때 매우 중요한 DC의 분화와 성숙에 트리코모나스 바지날리스-유래 분비 산물(TvSP)이 어떻

게 영향을 미치는지 명확하게 설명하는 정보는 거의 없다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 상기와 같은 종래 기술의 문제점을 해결하기 위하여 안출된 것으로서, 본 발명에서 해결하고자 하는[0006]

과제는 트리코모나스 바지날리스로부터 분리된 단백질 인자와 각종 면역질환과의 상관 관계 및 그 작용 기전을

밝힘으로써, 상기 단백질 인자를 각종의 면역질환 치료제로서 사용할 수 있는 수단을 제공하고자 하는 것이다.

과제의 해결 수단

이에, 상기와 같은 과제를 해결하기 위하여, 본 발명은 일 구체예로서, 트리코모나스 바지날리스로부터 유래하[0007]

는 단백질 인자를 포함하는 면역 질환의 치료적 조성물을 제공하고자 한다.

상기 단백질 인자는 수지상 세포를 조절하는 것을 특징으로 한다. [0008]

상기 단백질 인자는 수지상 세포의 성숙 또는 활성화에 영향을 주는 공-자극 분자와 사이토킨을 조절하는 것을[0009]

특징으로 한다.

상기 사이토킨은 IL-12 또는 IL-10 인 것을 특징으로 한다. [0010]
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상기 공-자극 분자는 MHC-II, CD80, CD86 및 CD40를 포함하는 것을 특징으로 한다.[0011]

발명의 효과

본 발명에 따른 트리코모나스 바지날리스로부터 유래하는 단백질 인자는, 면역 질환의 치료적 조성물로 적용할[0012]

수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 BDMC상에 표면 분자의 발현에 미치는 TvSP의 영향을 나타내는 그래프이다. DC는 TvSP의 존재 또는 부존[0013]

재 하에서 BM 전구체로부터 GM-CSF와 함께 분화되었다. 10일쨰에, DC는 LPS 100 ng/ml로 24시간동안 처리하여

성숙을 유도하고, MHC-II(A),  CD40(B),  CD80(C)  및 CD86(D)의 발현을 플로우 시메트리에 의하여 분석하였다.

이소타입 대조군은 회색으로 나타내었고, 대조군 BMDC는 적색 선, TvSP처리된 BMDC는 파란선으로 나타내었다. 

도 2는 BDMC의 사이토킨 생성에 미치는 TvSP의 영향을 보여주는 그래프이다. DC는 TvSP의 존재 또는 부존재 하

에서 BM  전구체로부터 GM-CSF와 함께 분화되었다. 미성숙 DC를 6시간동안 LPS  100  ng/ml로 자극하여, Il12a

(A), Il12b (B), Il10 (C), Tnf (D), 및 Il6 (E)의 mRNA 수준을 qRT-PCR에 의하여 측정하였다(A-E). 미성숙 DC

를 24시간동안 LPS 100 ng/ml로 자극하여, IL-12 (F), IL-10 (G), TNF-α(H), 및 IL-6 (I)의 발현을 사이토메

트릭 비드 어레이에 의하여 측정하였다.  모든 데이터는 mean  ± SD로 표현되었고, 통계 유의((*P<0.05,  or

**P<0.01)가 대조군과 비교하여 처리되었다.

도 3은 프로티나아제 K로 처리함으로써 사라지는 TvSP의 DC-조절 활성을 나타내는 그래프이다. . DC는 mock-처

리되거나 또는 프로티나제 K-처리된 TvSP의 존재 하에서 BM 전구체로부터 GM-CSF와 함께 분화되었다. 10일쨰에,

DC는 LPS 100 ng/ml로 24시간동안 처리하여 성숙을 유도하고, MHC-II(A), CD40(B), CD80(C) 및 CD86(D)의 발현

을 플로우 시메트리에 의하여 분석하였다.  이소타입 대조군은 회색으로 나타내었고,  대조군 BMDC는  적색선,

TvSP처리된 BMDC는 파란선으로 나타내었다. LPS 유도에 의하여 사이토킨 IL-12(E) 및 IL-10(F)의 생성이 사이토

메트릭 비드 어레이에 의하여 측정되었다. 

도 4는 Il12a 유전자의 프로모터 영역에서 히스톤 개질의 변형에 의하여 TvSP는 후성 조절을 보여준다. DC는

TvSP의 존재 또는 부존재 하에서 BM 전구체로부터 GM-CSF와 함께 분화되었다. 10일째에, LPS를 배양물에 1시간

동안 첨가하고, Il12a (A), Il12b (B), Il10 (C), Tnf (D), Il6 (E) 및 Gapdh(F) 유전자의  프로모터 영역에서

H3K4me3 수준을 ChIP 에세이에 의하여 분석하였다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명하고자 한다.[0014]

본 발명의 면역 질환 치료용 조성물은 트리코모나스 바지날리스로부터 유래하는 단백질 인자를 유효 성분으로[0015]

포함하는 것을 특징으로 한다. 

본  발명의  조성물이  치료가능한  면역  질환의  예는  특별히  한정되지는  않으나,  바람직하게는  염증성  장질환[0016]

(inflammatory  bowel  disease),  류마티스  관절염  (Rheumatoid  arthritis),  다발성  경화증  (Multiple

Sclerosis)과 같은 자가면역질환 (autoimmune disease)을 포함한다.

상기 트리코모나스 바지날리스로부터 유래하는 단백질 인자는 수지상 세포의 성숙 및 활성화를 조절한다. 수지[0017]

상 세포는 면역 시스템을 관장하는 주요 세포로서, 상기 단백질 인자는 공-자극 분자와 특정 사이토킨을 조절함

으로써 수지상 세포의 성숙 또는 활성화에 영향을 준다. 

본 발명에 따르면, 수지상 세포의 활성 지표인 공-자극 분자는 MHC-II, CD80, CD86 및 CD40를 포함하는 것을 특[0018]

징으로 한다.

본 발명은 트리코모나스 바지날리스로부터 유래하는 단백질 인자에 의하여 면역 활성 유도 사이토카인인 IL-[0019]

12의 발현 감소와 면역 억제 유도 사이토카인인 IL-10의 발현 증가를 유도하는 것을 특징으로 한다.

또한, 본 발명은 트리코모나스 바지날리스로부터 유래하는 단백질 인자에 의하여 Il12a, Il12b, Il10, Tnf와[0020]
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Il6의 mRNA 수준을 조절하는 것을 특징으로 한다.

본 발명의 면역질환 치료제에 포함되는 기타 성분으로서, 당업자에게 알려진 성분이라면 어떠한 것이라도 포함[0021]

될 수 있음은 당연하다.

이하, 본 발명을 구체적인 실시예를 통하여 더욱 상세하게 설명한다[0022]

본 연구에서 체외 쥐 골수-유래 수지상 세포(BMDC) 모델을 이용하여 DC의 표면 분자 발현과 사이토킨 분비 양상[0023]

에 대한 TvSP의 효과를 조사하였다. 

재료 및 방법[0024]

T. vaginalis의 배양과 TvSP의 준비[0025]

T. vaginalis의 T016 균주(26)를 10% 열-불활성화 말 혈청(Life Technologies)과 0.5% 페니실린/스트렙토마이[0026]

신(Life Technologies)을 가진 Diamond’s 트립티카아제-효모 추출물-말토오스(TYM) 배지 중 37 ℃에서 무균으

로 계대 배양하였다. TvSP를 이전에 기재한 바대로 준비하였다(20).

BMDC의 생성[0027]

6 내지 8주령의 자성 C57BL/6 마우스를 연세대학교의 무병균 동물 관리시설에서 관리하였다. 이전에 기재한 바[0028]

대로, 20  ng/ml  재조합 쥐의 GM-CSF(Peprotech)가 존재하는 상태에서 BM  전구세포로부터 BMDC를 생성하였다

(27). 성숙을 위해, 10일 째에 BMDC를 100 ng/ml LPS(Sigma-Aldrich)로 자극하였다.

유세포 분석[0029]

CD11c-PE,  MHC-II-FITC(I-A/I-E),  CD40-PerCP-efluor710,  CD80-APC와 CD86-PE-Cy7(e-Bioscience)에 대한 항-[0030]

마우스  항체로  세포  표면  염색을  수행하였다.  이전에  기재한  바대로  세포사멸을  정량화하였다(28).

FACSverse(BD Biosciences)에 의해 형광을 측정하고 FlowJo 소프트웨어(Treestar)로 데이터를 분석하였다.

정량적 실시간 PCR[0031]

TRIzol(Life Technologies)을 이용하여 전체 RNA를 분리하고 제작사 지침에 따라 PrimeScript RT Kit(Takara)[0032]

를 이용하여 제1-가닥 cDNA를 제작하였다. StepOnePlus™ Real-Time PCR System(Life Technologies)에서 정량

적  실시간  PCR을  수행하였다.  프라이머의  서열은  다음과  같았다:  마우스  Il12a,

5’-GGCCATCAACGCAGCACTTC-3’,  5’-CACAGGAGGTTTCTGGCGCA-3’;  마우스  Il12b,

5’-CCTGAAGTGTGAAGCACCAA-3’, 5’-GTCAGGGGAACTGCTACTGC-3’; 마우스 Il10, 5’-CCCTTTGCTATGGTGTCCTT-3’,

5’-TGGTTTCTCTTCCCAAGACC-3’;  마우스  Tnf,  5’-ATGTCCATTCCTGAGTTCTG-3’,  5’-AATCTGGAAAGGTCTGAAGG-3’;

마우스  Il6,  5’-CCGGAGAGGAGACTTCACAG-3’,  5’-TTGCCATTGCACAACTCTTT-3’;  마우스  Rpl7,  5’-

ATGTGCCCGCAGAACCAA-3’, 5’-GACGAAGGAGCTGCAGAACCT-3’.

사이토킨의 측정[0033]

DC로부터  상청액을  수거하여  멸균-여과하고,  제작사  지침에  따라  마우스  염증성  사이토킨  Cytometric  Bead[0034]

Array 키트(BD PharMingen)를 이용하여 IL-12, IL-10, TNF-α와 IL-6의 수준을 결정하였다.

프로테이나아제 K 처리 [0035]

TvSP를 1시간 동안 37℃에서 50 μg/ml 프로테이나아제 K(Sigma-Aldrich)와 함께 배양하여 프로테이나아제 K로[0036]

처리한 후, 10분간 98℃로 가열하여 상기 효소를 불활성화하였다.
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염색질 면역침강 [0037]

이전에 기재한 바대로 ChIP 분석을 수행하였다(29). 포름알데히드-처리 핵 용해물을 H3K4me3 항체(Abcam)에 특[0038]

이적인 항체로 면역침강 처리하였다. 상기 단백질을 제거하기 위한 프로테이나아제 K 처리와 교차결합의 역전

(reversal of cross-links) 후, 선택된 DNA 서열의 양을 실시간 PCR에 의해 분석하였다. 프라이머의 서열은 다

음과 같았다: 마우스 Il12a 프로모터, 5’-GGGGTAGTGGGGCAGGACAG-3’, 5’-CCCGTTTGAGGAGATTCGGG-3’; 마우스

Il12b 프로모터, 5’-GCCTCCTTCCTTTTTCCACACC-3’, 5’-CCTTGCCTCCCTGAGTGCAT-3’; 마우스 Il10 프로모터, 5’

-CAAAAACCTTTGCCAGGAAG-3’, 5’-TGTGGCTTTGGTAGTGCAAG-3’; 마우스 Tnf 프로모터, 5’-GCCTCTTCTCATTCCTGCTT-

3’,  5’-GAATAAGGGTTGCCCAGACA-3’;  마우스  Il6  프로모터,  5’-AATGTGGGATTTTCCCATGA-3’,  5’-

AGCGGTTTCTGGAATTGACT-3’;  마우스  Gapdh  프로모터,  5’-AATCTCAGCTCCCCTCCCCC-3’,  5’-

TACGTGCACCCGTAAAGCCG-3’.

통계[0039]

독립표본 스튜던트 양측 t-검정법(unpaired Student 2-tailed t-test)으로 데이터를 분석하였다.[0040]

결과 [0041]

TvSP는 MHC-II와 공-자극 분자의 발현을 하향-조절한다.[0042]

TvSP가 BMDC의 분화와 기능에 영향을 주는지 시험하기 위해서, TvSP의 존재 또는 부재 상태에서 과립구 대식세[0043]

포 콜로니-자극인자(GM-CSF)와 함께 골수(BM) 세포를 10일간 배양한 다음, LPS로 18 시간 자극하여 DC의 성숙을

유도하였다. TvSP는 GM-CSF-매개 분화 중에 BMDC에서 세포사멸을 일으키지 않았다(보충자료 그림 1). TvSP가 없

는 상태에서, BM 세포는 미성숙 DC와 성숙 DC의 전형적인 표면 표현형을 나타낸 DC로 분화되었다(도 1).

그러나 TvSP가 존재하는 상태에서 BM 세포가 분화될 때, MHC-II 및 CD40, CD80과 CD86과 같은 공-자극 분자의[0044]

발현은 미성숙 BMDC에서 하향-조절되거나 또는 적어도 바뀌지 않는다(도 1). TvSP에 의한 MHC-II와 공-자극 분

자의 하향-조절은 LPS에 의해 DC가 자극될 때 더욱 더 분명하였다(도 1). 이들 결과가 시사하는 바는 TvSP가

MHC-II와 공-자극 분자의 발현을 약화시킴으로써 DC 분화 중에 DC의 항원-제시능을 손상시킨다는 점이다.

TvSP 존재 상태에서 분화된 BMDC에 의한 사이토킨 생산[0045]

TvSP가 DC 분화 중에 BMDC의 사이토킨 생산능에 영향을 주는지 여부를 조사하기 위해서, 본 저자들은 TvSP의 부[0046]

재 또는 존재 상태에서 10일간 분화한 다음, LPS로 자극한 BMDC를 이용하여 정량적 실시간 중합효소 연쇄반응

(qRT-PCR)을 수행하였다. 이 분석을 통해 Il12a, Il12b, Il10, Tnf와 Il6의 mRNA 수준이 대조군 BMDC에서 LPS

자극에 의해 현저하게 증가하였음을 증명한바,  종전의 보고(2)와 일치하였다.  흥미로운 점은,  LPS에  대응한

Il12a과 Il12b mRNA 발현의 유도는 TvSP 부재 상태에서 분화된 BMDC에 비해 TvSP 존재 상태에서 분화된 BMDC에

서 유의적으로 더 낮았다(도 2A와 2B). 이에 반해, TvSP 존재 상태에서 BMDC의 분화 결과, 대조군 BMDC에 비해

면역억제 사이토킨 Il10의 발현이 더 높았다(도 2C).  TvSP는 Tnf와 Il6와 같은 다른 전염증성 사이토킨들의

mRNA 발현에 대해 최소한의 효과를 발휘하였다(도 2D와 2E).

또한 BMDC의 사이토킨 생산 양상에 대한 TvSP의 효과를 단백질 수준에서 분석하였다. IL-12의 LPS-매개 유도는[0047]

TvSP-처리 BMDC에서 크게 약화된 반면에(도 2F),  IL-10의 생산은 TvSP에 의해 증가하였다(도 2G).  TNF-α와

IL-6의 생산은 BMDC 분화 중에 TvSP 처리와는 관계가 없었다(도 2H와 2I).

TvSP의 DC-조절 활성은 프로테이나아제 K로 처리함으로써 없어진다.[0048]

표면 분자 발현과 사이토킨 생산을 조절하는 역할을 하는 TvSP의 성분을 이해하기 위해서, 본 저자들은 프로테[0049]

이나아제 K로 TvSP를 처리하였고 BMDC에 대한 효과를 조사하였다. 특히 BMDC를 LPS로 처리하였을 때 MHC-II,

CD40,  CD80과 CD86의 발현을 하향-조절하는 모의-처리(mock-treated) TvSP에 비해, 프로테이나아제 K에 의해
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TvSP를 처리하였더니 상기 표면 분자들의 발현에 대한 TvSP의 억제 활성이 사라졌다(도 3A-3D). TvSP에 의한

IL-12 생산의 하향-조절과 IL-10 발현의 상향-조절 또한 프로테이나아제 K 처리에 의해 없어졌다(도 3E와 3F).

이들 결과는 TvSP의 단백질성 성분이 GM-CSF에 의한 분화 중에 BMDC의 조절 기능을 담당한다는 것을 밝히고 있

다.

BMDC에서 LPS-매개 신호전달에 대한 TvSP의 효과[0050]

다음, 본 저자들은 BMDC에서 LPS에 의해 활성화된 신호전달 경로에 대한 TvSP의 효과를 조사하였다. ERK, p38[0051]

MAPK와 JNK를 포함하는 3개의 주요 계열의 MAP 키나아제들이 LPS-유도 DC 활성화 중에 신호전달에 관여하는 것

으로 보고되어 있다(21, 22). 프로테이나아제 K-처리 PBS, 모의-처리 TvSP와 프로테이나아제 K-처리 TvSP가 존

재하는 상태에서 분화된 BMDC에서 LPS 처리에 의해 유도된 이들 키나아제의 인산화는 대조군 BMDC에서의 인산화

와 유사하였다. 본 저자들은 또한 NF-kB 활성화에 대한 TvSP의 효과를 조사하였지만, TvSP의 부재 또는 존재 상

태에서 분화된 BMDC 간에 유의적인 차이가 관찰되지 않았다. 이들 데이터를 통해 TvSP가 존재하는 상태에서 분

화된 BMDC에서 표면 분자의 하향-조절과 사이토킨 생산 양상 변화는 ERK, p38 MAPK, JNK 또는 NF-kB 활성화에

있어서 결함 때문이 아닐 수 있음을 알 수 있다.

BMDC에서 사이토킨 유전자의 염색질 구조에 대한 TvSP의 효과[0052]

열린 염색질 영역은 전형적으로 전사 인자에 대한 접근성과 병행되는 전사 허용적인 히스톤 변형과 관련이 있다[0053]

(23). 본 저자들은 염색질 면역침강(ChIP) 분석을 수행하여 활성 또는 안정한(poised) 전사 개시 부위에 특이적

으로 풍부한 히스톤 변형인 트리메틸-히스톤 H3 Lys4(H3K4me3)를 검출하였다. 대조군 BMDC에 비해, H3K4me3의

농도(enrichment)는 TvSP-처리 BMDC에서 Il12a 유전자의 프로모터 영역에서 분명하게 감소하였다(도 4A). 이에

비해, TvSP 처리와 무관하게 Il12b, Il10, Tnf, Il6과 Gapdh의 프로모터 영역에서는 H3K4me3 수준에 있어 유의

적인 차이가 없었다(도 4B-4F). 이들 데이터로부터 TvSP-처리 BMDC에서 IL-12p35를 코딩하는 Il12a 유전자의 전

사 억제가 염색질 수준에서 일어나고 BMDC 분화 중에 TvSP를 처리하면 염색질 구조를 바꿔 유전자 발현을 위해

필요한 전사 인자에 덜 접근하게 한다는 것이 입증되었다. 
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