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국국국문문문요요요약약약

TTTAAATTT---PPPrrrooottteeeiiinnnTTTrrraaannnsssddduuuccctttiiiooonnnDDDooommmaaaiiinnn을을을 이이이용용용한한한 BBBMMMPPP---777의의의
전전전달달달과과과 생생생물물물학학학적적적 효효효과과과

구강 및 악안면 영역에서 골 형성 유도는 중요한 임상적 의의를 갖는다.이를 위
해 지금까지 다양한 매개체와 인자 개발이 이루어져 왔다.특히 BMP와 같은 생
물학적 활성 단백은 골 형성 유도에 가장 우수한 효과를 보이지만,이의 경제성과
수용성(solubleinnature)으로 인한 이차적인 문제를 야기하였다.따라서 본 연구
는 세포내로 자발적 투과가 가능한 단백질 전달 영역(Protein transduction
domain:PTD)을 가진 HIV-1TAT 펩타이드를 이용하여 재조합 BMP-7을 박테
리아에서 생합성 및 정제하였고,이들의 세포내 투과성과 세포내 processing과정,
활성 BMP-7의 효과를 invivo에서 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.박테리아에서 발현하여 분리 정제된 TAT-BMP-7융합 재조합 단백질은 농도,
시간 및 온도 의존적인 방식으로 세포내로 전달되었다.이러한 전달은 다양한
세포에서 일관되게 관찰되어 이는 재조합 단백질이 수용체를 통하지 않고 세
포막을 투과한다는 것을 제시하였다.또한 TAT-BMP-7의 이러한 세포막 투
과 과정은 TAT 아미노산 배열에 의존적이었다.

2.세포내부로 전달된 TAT-BMP-7는 세포질에 주로 존재하였고,특히 세포 내
부의 스트레스 섬유인 F-actin과 특이적으로 결합하고,이러한 결합이 TAT
아미노산 배열에 의한 것임을 알 수 있었다.

3.TAT-BMP-7은 proprotein convertase인 furin에 의해 절단됨을 확인하였고,
또한 세포내에서 α1-PDX에 의한 furin억제는 세포내에 전달된 PTD-BMP
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-7의 활성화 반감기를 증가시키고,이는 furin에 의한 절단과정이 활성화
BMP-7의 분비에 결정적인 역할을 한다는 것을 의미하였다.

4.세포내로 전달된 TAT-BMP-7은 간엽기원 세포의 ALPase활성을 증가시켰
고,나아가 실험동물의 대둔근에서 이소성 석회화 유도의 가능성을 확인하였
다.

본 연구에서 이상과 같은 결과로 TAT PTD재조합 BMP-7단백질을 박테리아에
서 대량 생산하여 세포내로 성공적으로 전달하였고,전달된 TAT-BMP-7은
F-actin과 결합하여 재구조화 (refolding)과정과 furin에 의한 절단 과정을 거쳐
활성화 BMP-7을 분비하였다.향후 TAT-BMP-7의 전달 및 활성화 단백질 분비
기전에 대한 연구와 함께 골 결손 모델이나 개체 발생 모델을 이용한 다양한 연
구가 필요할 것으로 사료된다.

핵심되는 말 :골 형성 단백질(BMP),단백질 전달 영역(Protein transduction
domain;PTD),TAT-BMP-7,세포내 processing과정,furin
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TTTAAATTT---PPPrrrooottteeeiiinnnTTTrrraaannnsssddduuuccctttiiiooonnnDDDooommmaaaiiinnn을을을 이이이용용용한한한 BBBMMMPPP---777의의의
전전전달달달과과과 생생생물물물학학학적적적 효효효과과과

연세대학교 대학원 치의학과
(지도 교수 정 문 규)

임 소 연

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

구강 악안면 영역에서의 골 재건은 외상이나 종양수술과 같은 광범위한 골 결손
의 치료와 치주질환에 의한 치주조직 결손 치료,임플란트 식립을 위한 치조골 재
건 등 그 임상적 중요성이 크다. 지금까지 골 재건을 위해서 자가골 및 수많은
생체 재료를 이용한 골 이식술이 이용되었고,최근에는 분자 생물학의 발전으로
조직 치유에 관여하는 성장인자와 매개물질이 발견되어 이를 조직 재생에 응용
할 수 있게 되었다 (Clark and Henson 1988). BMPs(Bonemorphogenetic
proteins)는 transforminggrowthfactorβ (TGF-β)superfamily에 속하는 복합
기능의 성장인자로서 골과 연골의 형성과 재생을 유도하는 강력한 조절인자이다.
BMP는 피질골의 탈회 과정에서 이소성 연골 형성과 골 형성을 일으키는 인자로
발견되었고,탈회된 골 기질에 존재하며 미분화 간엽세포를 골아세포로 분화시키
고 증식을 유도한다 (Urist1965).그러나 BMP연구 초기의 문제점은 포유류 동
물의 뼈에서 충분한 양의 BMP를 얻기 어렵다는 점이다.실제로 충분한 순도의
단백질을 얻기 위해서는 300,000배 이상의 정제가 필요했고,이 작업에서 BMP는
골 중량에 비해 매우 적은 양 (약 1,000kg당 1µg의 BMP)이 분리되었다 (Gerhart
etal1993).
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현재까지 BMPs는 20종류 이상의 유전자가 알려져 있으며,그 중 BMP-2,4,5,6,
7은 다양한 동물에서 골유도성 인자임이 증명되었다 (Sampath et al1992,
Giltemanetal1994).또한 적절한 운반체와 결합시킨 재조합 BMP는 치주,임플
란트,구강악안면외과적 결손,정형외과적 결손 등 임상적용을 모방한 많은 임상
전 단계의 동물연구에서 골 결손부를 치유함으로써 골 형성 능력이 입증되었다
(Sigurdsson at al 1996,1997,Hanisch et al 1997, Boyne et al 1996,
Swiontkowskietal1997).이중 BMP-7은 Osteogenicprotein-1(OP-1)이라고도
불리는 골 형성 단백질로 동물이 발달하는 동안 간엽상피 유도,골 유도 같은 다
양한 기능을 가진다 (Stephenetal1996,Vulkicevicetal1994).BMP-7은 1990
년에 cDNA가 분리되었고 (Ozkaynaketal1990),골아세포의 증식과 분화를 자극
하여 골을 형성하며 (Sampathetal1992)재조합된 BMP-7은 이미 여러 임상 전
모델에서 골 형성 효과가 있음이 밝혀져서 (Cooketal1994,Cooketal1995,
Terheydenetal1999,Terheydenetal2001,Friedlaenderetal2001)최근 여러
나라에서 재조합 BMP-7의 임상적 적용이 허용되었다.또한 각각의 BMP군은 골
유도성의 기능 이외에도 여러 장기에 존재하여 특정 세포 분화에도 작용하는데
(Solurshetal1996,AsahinaetalI1996,Vukicevicetal1994,Vukicevicetal
1996,Jenaetal1997),특히 BMP-7은 신장에 유일하게 발현하며,최근에는 상피
세포를 간엽세포로 전환시키는데 작용하는 TGF-β를 억제하는 역할이 밝혀져 손
상된 신장에서 신장이 섬유화되는 것을 억제하는 약리작용이 있음이 보고되기도
하였다 (Zeisbergetal2003,Zeisbergetal2004).

BMPs는 생체 세포내에서 genomic DNA에서 전사되어 mRNA를 형성하고,
mRNA는 ribosome에서 전구체 (precursor)를 형성한다.전구체는 골지복합체등으
로 이동하여 furin에 의해 절단-활성화 되어 세포 외부로 분비되고 (Israeletal
1992), 분비된 BMP는 세포의 고유 수용체와 결합하고 이를 통한 Smad신호 전
달체계를 통해 해당 세포가 골 형성 세포로 분화되는 약리학적 기전을 가진다
(Heldinetal1997.Massagueetal1996.)현재까지 가장 많이 사용되고 있는 재
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조합 BMP-2는 CHO 세포의 형질 전환을 통해 세포 배지에 분비된 활성 BMP를
분리 정제한 것이다.즉,CHO 세포에 사람의 BMP-2유전자를 안정적으로 발현
시키고,발현된 유전자에 의해 합성되어 세포 배지로 분비된 활성 BMP를 분리하
는 것이다.그러나 이 방법은 (1)낮은 농도의 배지에서 BMP의 분리 농축을 위한
대규모의 분리 정제 시설과 장비가 필요하고,(2)분리-정제된 단백질은 수용성이
므로 생체 조직 내에서 혈액이나 조직 삼출물에 의해 쉽게 확산되어 다량의 BMP
를 투여해야 한다는 결함을 가지고 있다.

최근 세포막 투과가 어려운 단백질을 효과적으로 세포 내부에 운반할 수 있는 매
개물질에 대한 연구가 활발한데,특히 단백질 전달 영역(Protein transduction
Domain,PTD)이라고 불리는 특정 아미노산 배열은 자발적으로 세포막을 투과하
여 세포내로 침투할 수 있다는 특성이 있다 (FrankelandPabo1988,Watsonet
al1999,Lindgrenetal2000,Schwarzeetal2000).따라서 다양한 생체 기능 목
표 단백질들에 PTD를 재조합하여 단백질을 세포 내부로 전달하는 방식은 해당
단백질의 세포내 활성에 대한 연구에 도움을 줄 뿐 아니라 임상적 적용 가능성을
높이고,이를 치료제로 실용화 시키는 것을 목표로 하고 있다.단백질 전달 영역
(PTD)은 세포내로 전달이 어려웠던 단백질,DNA,펩타이드 또는 거대 화학 물질
등을 효과적으로 세포내로 전달시키는 기능을 가진 물질 전달 펩타이드이다
(Lewinetal2000,Torchilinetal2002,Tsengetal2002).이러한 단백질 전달
영역을 구성하는 전형적인 펩타이드로는 humanimmunodeficiencyvirus(HIV)에
서 유래한 transactivator of transcription (TAT), Antennapedia (Antp)
homeodomain과 HSV VP22전사 인자 등이 있다 (Derossietal1994,Elliottand
O'Hare1997,Joliotetal1991,Parketal2002,Wenderetal2000).특히 TAT
PTD는 단독으로 또는 다른 단백질에 붙어서도 세포막을 통과할 수 있으며 10∼
120kDa에 이르는 단백질을 수용체와 상관없이 세포내로 운반할 수 있음이 보고
되었다 (Fawelletal1994,Schwarzeetal2000Nagaharaetal1998).또한 박테
리아 재조합 PTD를 이용할 경우 다량의 생체 단백질을 쉽게 얻을 수 있는 장점
이 있어,PTD를 이용하여 다양한 단백질을 세포내로 전달하고 이를 이용하여 새
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로운 치료법 개발이 시도되고 있다.그러나 BMP와 같이 분비되는 단백질은 다양
한 세포내 활성화 과정을 거치는 것으로 알려져 있지만 PTD를 이용한 분비 단백
질의 전달법은 아직 연구된 바가 없다.

이번 연구에서는 세포내 자발적 침투가 가능한 HIV-1TAT PTD를 이용하여 재
조합 BMP-7을 박테리아에서 대량 생합성 및 정제하고 이들의 세포내 투과성과
활성 BMP-7의 분비를 유도하며,나아가 이를 이용한 invivo골 형성 효과를 관
찰하고자 하였다.
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ⅡⅡⅡ...실실실험험험 재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.TAT-BMP-7의 발현 및 정제

1)발현 벡터 제작

인간 골 형성 단백질 BMP-7의 cDNA는 Saos-2세포(ATCC)에서 RT-PCR을 이
용하여 클로닝 하였다.이때 사용한 primer염기 배열은 아래와 같다.

forward:5'-gagtttttccatgtggacgctctt-3'
reverse:5'-tttgctgtacatgcgacacccaca-3'

이 유전자는 유전자은행(gene bank, NCBI)에서 염기 서열을 확인하여
NM_001719의 hBMP-7 염기서열과 동일함을 확인하였다.클로닝된 BMP-7는
pRSET 박테리아 발현 벡터(bacterialexpressionvector,Introgen,Inc)에 KpnI
위치에 다시 클로닝하고,상기 BMP 유전자의 5‘부위에 HIV-1TAT peptide
(YGRKKRRQRRR)염기서열을 삽입하였고,그 앞에 X-press(Invitrogen,Inc)태
그(tag)를,마지막으로 분리 정제를 위한 6개의 히스티딘 (Histidine)과 시작 염기
서열인 ATG를 삽입하여 골 형성 단백질(BMP)의 발현을 위한 재조합 발현 벡터
(expression vector)를 제작하였다. 이때, TAT이 삽입되지 않는 벡터
(BMP-TAT[-])는 음성 대조군으로 사용하였다.(Fig.1-A)

2)TAT-BMP-7단백질의 발현 및 정제

제작된 재조합 벡터를 열 충격 (heatshock)을 이용하여 박테리아 형질 전환을 유
도 하였다.형질 전환 박테리아로는 대장균 BL21(E-coliBL21;InvitronInc)을
사용하였으며,37̊C에서 2∼3시간 배양하고 IPTG (isopropylthio-galactoside)1
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mM을 첨가하고 8∼18시간 동안 추가 배양하여 골 형성 단백질 발현을 유도하였
다.
상기 배양이 완료되면 배양물에서 대장균을 원심분리로 분리한 다음,펠렛 (cell
pellet)에 8M의 요소 용액을 첨가하여 골 형성 단백질의 이차 및 삼차 구조를 제
거한 다음,니켈-티타늄 비드(Ni-Tibeads,Qiagen)을 이용하여 TAT-BMP-7을
비드에 결합시키고,제조자의 지시에 따라 이를 세척한 후에 imidazole용액을 사
용하여 용출하여 정제된 TAT-BMP-7을 수득하였다 (Fig.1-B).형질 전환된 대
장균 BL21을 배양 후 IPTG로 단백질 발현을 유도하기 이전과 이후의 대장균 전
체 단백질을 전기영동으로 확인하였고,정제한 TAT-BMP-7과 BMP-7/TAT(-)는
SDS-PAGE와 westernblotanalysis로 정제도를 조사하였다.

ImidazoleImidazoleImidazoleImidazole

Bacterial pelletBacterial pelletBacterial pelletBacterial pellet

8M urea8M urea8M urea8M urea

SonicateSonicateSonicateSonicate

NiNiNiNi----NTANTANTANTA

DesaltDesaltDesaltDesalt
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2.9 kb

RBS   ATG   6xHis   Xpress TatTatTatTat hBMP7hBMP7hBMP7hBMP7 Stop

YGRDDRRQRRR

P
T7

BL21 BL21 BL21 BL21 

transformationtransformationtransformationtransformation

A)A)A)A) B)B)B)B)
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RBS   ATG   6xHis   Xpress TatTatTatTat hBMP7hBMP7hBMP7hBMP7 Stop

YGRDDRRQRRR

P
T7

pRSET
2.9 kb

RBS   ATG   6xHis   Xpress TatTatTatTat hBMP7hBMP7hBMP7hBMP7 Stop

YGRDDRRQRRR

P
T7
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A)A)A)A) B)B)B)B)

FFFiiiggg...111...A)TAT-BMP-7recombinantproteinexpressionvector
B)ThepurificationprocedureofTAT-BMP-7

2.TAT-BMP-7의 특성 분석
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1)세포배양

C3H10T1/2 세포주와 osteosalcoma 유래 세포주인 OS는 10% FBS가 포함된
DMEM 배지 (GibcoBRL,Grandisland,NY)에서 37̊C,5% CO2하에서 배양하
였다.

2)TAT-BMP-7의 세포내 투과

TAT-BMP-7의 세포 내에서의 특성을 파악하기 위하여,C3H10T1/2세포를 12
wellplates에 90% 들어차게 키운 뒤에 다양한 시간별,농도별로 TAT-BMP-7을
처리하였다. 온도별 세포 내 유입을 관찰하기 위하여 C3H10T1/2 세포를
TAT-BMP-7을 처리하여 각각 37,25,4̊C에서 1시간 동안 배양하였다.처리 후,
세포를 PBS로 세척하고,세포 용해물을 수득하였다.

3)Westernblotting

각 세포 용해물(celllysate)을 얻어 동량의 sample에 sample buffer(50mM
Tris-Hcl,pH 6.8,4% SDS,25% glycerol,14.1mM 2-mercaptoetanol,0.1%
bromophenolblue)를 사용하여 SDS-acrylamidegel을 통해 전기 영동하여 분리한
후,nitrocellulosemembrane(PallCorp.,NY)으로 이동시켰다.이 membrane은
5% fat-freedrymilk에서 2시간 동안 blocking한 후에 일차 항체를 넣어 3시간
반응시켰다.일차 항체로는 anti-Xpress (monoclonal,Invitrogen),anti-actin
(polyclonal, Sigma)을 이용하였다. 단백질 발현 정도는 enhanced
chemiluminescence(ECL)detectionkit(Amersham)를 사용하여 x-ray 필름에
감광하여 관찰하였다.

4)면역 침전법 (Immunoprecipitation)
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100mm 배양접시에 꽉 차게 자란 OS세포에 1% tritonx-100buffer를 처리하여
세포 용출액을 준비하였다.200ul의 세포 용출액에 각각 1ug의 TAT-BMP-7과
BMP-7/(TAT-)을 넣어 4̊C에서 2시간 동안 반응시킨 후에,이를 Ni-NTA bead
에 4̊C에서 1시간 동안 반응시켰다.bead는 1% tritonx-100buffer를 사용하여 4
번 세척한 후,samplebuffer를 사용하여 단백질을 용해시킨 후,anti-Factin을 일
차항체로 사용하여 westernblotting과 같은 방법으로 확인하였다.

5)면역형광염색과 공초점 현미경 관찰

OS세포를 2x104cells/chamber농도로 chamberedslideglass에 넣고 시간별,온
도별로 TAT-BMP-7및 BMP-7/(TAT-)처리하였다.5% aceticacidinethanol로
약 10분간 고정한 후 2mg/mlbovineserum album를 30분간 반응시켰다.일차 항
체로 anti-Xpress, phalloidin-alexa-594 (Invitrogen)를 사용하여, 투과된
TAT-BMP-7과 F-actin을 염색하였고,핵은 farred를 이용하여 1시간 적용시켰
다.세척 후 AlexaFluor488dye(MolecularProbesInc.,Eugene,OR)가 부착된
이차 항체를 적용 후 ice-coldmethanol에 10분간 고정하였다.염색된 세포는 공
초점 현미경 (confocalmicroscope)으로 관찰하였다.

3.TAT-BMP-7의 Processing:TAT-BMP-7의 invitrofurincleavage분석

20ul의 완충용액 (200mM HEPES,pH 7.2)에 1ug의 TAT-BMP-7와 1unit의
furin (Sigma)을 넣어 37̊C에서 2시간동안 반응 시킨 후,이를 전기영동하고
anti-Xpress로 western blot하여 furin에 의해 잘린 밴드를 확인하였다.또한
alpha-1-PDX를 이용한 furin cleavage의 억제를 확인하기 위해,293 세포에
plasmidpcDNA3과 alpha-1-PDX 발현 벡터를 lipofectaminreagent(invitrogen)
을 이용하여 통상적인 방법으로 transfection하였다.2일 후,새로운 배지에
TAT-BMP-7을 넣어 2시간동안 배양한 후에,PBS로 세척하고,각각 0,4시간 후
trypsin을 처리하여 세포를 모았다.이를 anti-Xpress및 실험상의 transfection
control로 anti-alpha1-PDX(Sigma)를 westernblotting하였다.
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4.TAT-BMP-7의 활성

1)ALPase활성도 측정

TAT-BMP-7에 따른 ALPase의 활성도를 측정하기 위하여 C3H10T1/2세포를
12wellplate에 90%되게 분주하여,10nM의 TAT-BMP-7및 BMP-7/(TAT-)단
백질을 1주간 처리한 후,PBS로 세척하고 0.1% tritonx-100200ul로 처리된 세포
용해물을 p-nitophenylphosphate(Sigma,SaintLouis,MO)와 반응시켜 분광측
정계로 405nm에서 효소에 의해 생성된 p-nitophenol의 흡광도를 측정하여 유출액
내의 ALPase활성도를 측정하였다.

2)동물실험

생후 4주된 20±2g의 암컷 누드마우스(Balb/cSlc-nu,JapanSLC,Inc)의 대둔근에
3일 간격으로 같은 부위에 2주 동안 1ug의 TAT-BMP-7을 주사하였다.마지막
주입 후 5일 후에 실험동물을 희생하고 주사한 주위 조직을 절제하여 포르말린
고정액에 보관하였다.

3)조직학적 관찰

채취한 조직은 10% formalin에 고정한 후 파라핀에 포매하여 4um 두께의 조직
표본을 만들어 통상적인 방법으로 H/E 염색,Masson'strichrome(TRC)염색,
vonKossa염색을 시행하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

1.TAT-BMP-7제작 및 발현

HIV-1TAT peptide를 재조합한 pRSET-TAT-BMP-7plasmid를 제조하였으며,
이의 음성 대조군으로 TAT 아미노산 배열이 없는 pRSET-BMP-7/(TAT-)을 제
조하였다 (Fig.1-A).SDS-PAGE 상에서 TAT-BMP-7은 TAT peptide에 의해
BMP-7/(TAT-)보다 2kDa정도 크게 나타났으며 (Fig.2-A),정제된 단백질은
anti-Xpress로 발현된 크기로써 순도를 확인하였다 (Fig.2-B).

FFFiiiggg...222...IdentificationofTAT-BMP-7recombinantproteinsynthesis.
A)SDS-PAGEandCommasiebluestainoftransformedbacteriasample
B)Westernblotanalysis
uninduced:beforeIPTGinduction,induced:afterIPTGinductionin8hoursover

2.TAT-BMP-7단백질의 특성

1)시간 및 농도에 따른 세포내로의 transduction
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C3H10T1/2세포에 4nM의 TAT-BMP-7단백질을 시간별로 0,15,30,60,120
분간 각각 처리한 후 이를 anti-Xpress로 관찰한 결과,15분부터 세포 내로 단백
질이 유입되는 것을 확인하였으며,120분에 최대치를 나타냈다.시간에 따라 세포
내로의 유입량이 증가하였고,반면 배양 배지에서는 감소하는 것을 확인하였다
(Fig.3-A).또한 TAT가 없는 경우에는 120분 처리 후에도 세포 내부로의
transduction이 관찰되지 않아 TAT-BMP-7의 세포내 전달에 TAT 염기배열이
결정적인 것을 알 수 있었다.이는 형광 염색과 공초점 현미경 관찰을 통해서도
확인할 수 있었고,세포내로 투과된 대부분의 재조합 단백질이 세포질에 존재함을
알 수 있었다 (Fig.3-B).또한 농도별로 2시간 동안 TAT-BMP-7을 처리한 후
westernblotanalysis로 확인한 결과 농도에 의존적으로 세포내로 들어가는 것을
확인할 수 있었다 (Fig.3-C).
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FFFiiiggg...333... IntracellulartransductionofTAT-BMP-7.
A)RecombinantTAT-BMP-7 was successfully transduced into the cells by
time-dependent.negativecontrolisBMP-7withoutTAT.

B) Immunofluorescent stain and identification with confocalmicroscope in 5
minuteaftertratmentTAT-BMP-7.

C)ResultsofintracellulartransductionofTAT-BMP-7withvariousconcentration.

2)온도에 따른 TAT-BMP-7의 transduction

37,25,4̊C 온도별로 4nM의 TAT-BMP-7를 처리하여 westernblotting및 공초
점 현미경로 확인한 결과,4̊C에서도 TAT-BMP-7이 세포 내로 들어가는 것을
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확인할 수 있었으며,온도가 낮아짐에 따라,세포 내로 들어가는 TAT-BMP-7의
양이 감소하는 것을 알 수 있었다.

FFFiiiggg...444.IntracellulartransductionofTAT-BMP-7intemperature-dependentmanner.
A)Westernblottingafter1hourtreatmentof5nM TAT-BMP-7at37oC,25oC,
and4oC.

B) Immunofluorescent stain and identification with confocal microscope of
transducedTAT-BMP-7at4oC

3)세포 종류에 따른 transduction

섬유 육종 기원의 HT1080, embryonal 신장 기원의 293, 골육종 기원의
osteosarcoma세포주 (OS),원숭이 신장 기원의 Cos와 같은 다양한 세포에 5nM
의 TAT-BMP-7단백질을 처리한 후,westernblotanalysis로 확인하였다.그 결
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과,실험에 사용된 모든 세포에 TAT-BMP-7이 세포 내로 들어가는 것을 관찰하
였다(Fig.5).

H T 1080 293 OS COS

---- ++++ ---- ++++ ---- ++++ ---- ++++

αααα-Xpress

αααα-actin

H T 1080 293 OS COS

---- ++++ ---- ++++ ---- ++++ ---- ++++

αααα-Xpress

αααα-actin

FFFiiiggg...555.TransductionofTAT-BMP-7invariouscellline(HT 1080,293,OS,Coscell
line)

4)F-actin과의 결합

세포내로 transduction된 TAT-BMP-7을 공초점 현미경으로 관찰하였을 때 대부
분의 재조합 단백질은 세포질에 존재하고,특히 핵 하방의 세포 바닥 부착 부위에
서 부채살과 유사한 특정 배열 형태를 가지는 것을 알 수 있었다.이러한
TAT-BMP-7배열은 세포의 스트레스 섬유로 알려진 F-actin과 유사한 구조를
보여,F-actin에 특이적으로 결합하는 phalloidin으로 염색하여 공초점 현미경으로
관찰하였다.이때 transduction된 TAT-BMP-7의 배열이 F-actin과 정확하게 일
치하는 것을 알 수 있었고 (Fig.6-A),이러한 결합은 면역 침전법에서도 확인할
수 있었다 (Fig.6-B).이때 TAT 배열이 없을 때에는 F-actin과 결합하지 않은
것으로 보아 TAT 아미노산 배열에 의해 F-actin과 결합함을 알 수 있었다.
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FFFiiiggg...666...BindingtoF-actinoftransducedTAT-BMP-7.
A)IntracellulardistributionoftransducedTAT-BMP-7wasaccordedwiththatof
F-actininconfocalmicroscope.

B)TAT-BMP-7 was bound to F-actin in vitro immunoprecipitation in TAT
sequence-dependentmanner

4.TAT-BMP-7의 processing

1)proproteinconvertaseFurin에 의한 TAT-BMP-7의 cleavage

세포 내로 들어간 TAT-BMP-7이 furin에 의해서 성숙한 형태로 전환할 수 있는
지를 확인하기 위해서 in vitro furin cleavage analysis를 시행하였다.
TAT-BMP-7과 furin을 37̊C에서 함께 배양한 결과,furin에 의해서 c-terminus한
부분이 잘려진 43kDa정도의 크기가 확인되어,BMP-7이 furin에 의해 절단되어
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성숙한 BMP-7으로 전환된다는 것을 알 수 있다 (Fig.7).이러한 furincleavage
과정에 세포내로 transduction된 TAT-BMP-7의 processing과 활성화에 중요한
기전인지를 확인하기 위하여 293세포주에 proproteinconvertase억제 단백인 α

1-PDX의 과발현을 유도하고,세포에 TAT-BMP-7을 transduction하여 단백질의
활성화 반감기를 westernblot으로 확인하였다.이를 통해 세포에 α1-PDX 발현을
유도하면,즉 furin의 기능을 억제하면 세포내의 TAT-BMP-7의 세포내 활성화
과정이 지연됨을 알 수 있어,furin에 의한 cleavage가 활성화 BMP-7을 분비하는
데 중요한 기전임을 제시한다 (Fig.8).

FFFiiiggg...777.InvitrocleavageofTAT-BMP-7.
100 ng TAT-BMP-7 was cleaved with furin and then western blotted.
C-terminalcleavasesitewasobserved(arrow).
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FFFiiiggg...888... HalflifechangeoftransducedTAT-BMP-7in α1-PDX induced293cellline
at0hourandafter4hours.
When α1-PDXexpressioninduced,thehalflifeofTAT-BMP-7wasincreased.

5.TAT-BMP-7의 생물학적 활성도

1)TAT-BMP-7에 의한 ALPase(Alkalinephosphatase)활성

C3H10T1/2세포에서 TAT-BMP-7이 골세포 분화 효과를 지니는지 확인하기 위
하여,10nM의 TAT-BMP-7과 BMP-7/TAT(-)을 1주일간 처리한 후에,ALPase
activity를 확인하였다.배지만 처리한 음성 대조군에 비해 TAT-BMP-7을 처리한
결과,activity가 약 3.84배 증가하였고,TAT가 없으면 활성을 나타내지 못함을 보
여준다.이러한 생물학적 활성은 TAT 아미노산 배열에 의존적임을 보여준다.이
때 시판중인 재조합 BMP-2를 양성대조군으로 사용하였다.

FFFiiiggg...999...ThecomparativevalueofALPaseactivitybyTAT-BMP-7.
1.N/C;negative controlusing media only.2.rhBMP2;selling recombinant
BMP2atpresent.3.BMP7(TAT-);recombinantBMP-7withoutTAT sequence,
4.TAT-BMP-7;recombinantTAT-BMP-7.

2)동물실험
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TAT-BMP-7이 이소성 석회화를 유도하는 지 알아보기 위하여 누드마우스의 대
둔근에 3일 간격으로 2주 동안 1ug의 TAT-BMP-7을 주입하였다.마지막 주입한
날로부터 5일 후에 생검하여,H/E,Masson'strichrome(TRC),vonKossa염색
을 시행하고 광학 현미경을 관찰하였다.이때 TAT-BMP-7을 투여한 4마리 중 3
마리에서 근육세포내의 이소성 석회화 물질 형성을 관찰할 수 있어,
TAT-BMP-7이 생체에서도 석회화 물질 형성 능력이 있음을 알 수 있었다.

FFFiiiggg...111000.Ectopic calcified materials formation in skeletalmuscle ofnude mice by
TAT-BMP-7. It was expressed at H/E (hematoxylin/eosin), Masson's
trichrome(TRC),vonKossa(VK)
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ⅣⅣⅣ...총총총괄괄괄 및및및 고고고찰찰찰

BMP가 소의 탈회 골에서 분리 정제된 이후 (Urist1965),지난 40여년간 이 단
백질의 생물-생화학적 특성에 대한 연구가 진행되어왔다.특히 1980년 수많은
BMP 유전자 군이 클로닝 되면서 이러한 연구는 더욱 가속도를 가지게 되었다.
BMP-1은 골 형성 능력과는 상관이 없는 matrixmetalloproteinase유전자로 분류
되고,그 외 지금까지 BMP-2에서 BMP-15까지 클로닝 되어 있다 (Wangetal
1988).그중 BMP-2,-4,-7유전자는 골 형성 능력이 탁월하여 임상 적용 가능성
에 대한 수많은 연구가 진행되었다 (GroeneveldandBurger2000;Chenetal
2004).나아가 BMP-2유전자를 이용한 재조합 BMP의 생산은 대규모 연구를 위
한 다량의 BMP를 공급할 수 있도록 해주었고 (Wangetal1988,Wozneyetal
1988),이를 통해 BMP유전자는 성체의 골 형성 유도 능력뿐만 아니라 발생 과정
에서 세포군의 fate결정,patterning조절,줄기세포의 분화 조절과 같은 다양한
역할을 하는 것으로 알려져 있다.

대량의 재조합 단백질을 얻는 가장 손쉬운 방법은 박테리아 (E.Coli)의 형질전환
을 이용하는 것이다.그러나 이 경우 전술한 바와 같은 post-translational
modification과정을 재현하지 못하여 생물학적 활성도가 매우 낮아,생물학적 실
험이나 임상 적용 가능성이 거의 없다.따라서 cloning된 유전자를 이용하여 생물
학적 활성을 가진 BMP의 대량 생산을 시도하게 되었고,이를 통해 충분한 생물
학적 활성도를 가진 BMP가 대량 생산되었다 (Itohetal1999).이러한 방식을 간
략히 설명하면 다음과 같다.동물 발현 벡터 (Eukaryoticexpression vector)에
cloning된 사람 BMP유전자를 CHO 세포 (Chinesehamsterovary)에 도입하여
형질 전환시킨 후 일련의 과정을 거치면 CHO 세포는 세포 외부로 BMP를 분비
한다 (Wangetal1990).이렇게 분비된 BMP를 대규모의 세포 배지에 모으고 점
차 더 큰 부피의 성장배지로 비율을 늘리며,상업적인 생산은 1,000리터 이상의 큰
발효탱크에서 일어나는데 세포들은 걸러져서 제거되고 BMP는 일련의 column
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chromatography단계를 거쳐 정제된다 (Fig.11).결과적으로 pg/ml이하의 농도
를 μg/ml이상으로 백만 배 이상 농축하는 과정에서 매우 복잡한 고가의 장비와
시설이 필요하여 많은 비용이 소요될 수밖에 없다.

FFFiiiggg...111111...PurificationprocedureofexistingrecombinantBMP.
BMP genetransfected and transformed atCHO cells,then thisCHO cells
secretematureBMP.ThissecretedBMPiscollectedatlargescalecellmedia
andthen purifiedconcentratedusing heparin sepharouscolume.(Wang etal,
1990)

그러나 이렇게 고농도로 농축한 BMP라도 soluble한 형태의 단백질로서 혈액이나
체액으로 빠르게 확산 되어 국소적 효과가 떨어지는 문제점이 있으며, 따라서 이
단백질을 어떻게 운반하고 점진적으로 유리되도록 하느냐가 중요하였고 이제까
지 이에 관한 여러 운반매체나 이식재(carrier)에 대한 연구가 주를 이루어 왔다
(Sigurdssonetal1996,Odaetal1997,Cooketal2005,Terheydenetal1997,
Hongetal2006).또한 성장인자,즉 단백질 자체를 적용할 때 발생하는 이러한
문제점과 운반매체(deliveryvehicle)의 용해성 등의 문제를 해결하기 위해 최근에
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는 바이러스 등을 이용하여 유전자를 전달하는 방법,즉 DNA 전달체계 (DNA
deliverysystem)가 그 대안으로 연구된 바 있다 (Winnetal2000,Baum etal
2002).BMP-2유전자를 결합시킨 adenoviralvector를 제조하여 토끼의 대퇴부 골
결손 부위에 직접 주사하는 방법으로 골 형성 효과를 연구한 바도 있고 (Baltzer
etal2000),또 특정세포에 BMP를 형질 도입하여 유전자 전이된 세포 자체를 목
표 부위에 이식하는 방법도 보고된 바 있는데,이때 이식된 유전자 전이 세포가
BMP를 분비하여 골 형성 기능을 나타낸다는 것이다 (Krebsbachetal2000,Jin
etal2003).그러나 이러한 유전자 전달법은 정상 세포의 유전자 변형 가능성과
유전자 발현을 조절할 수 없다는 결정적인 문제로 인해 임상적용 가능성은 매우
낮은 상황이다.따라서 BMP와 같이 유용한 분비 단백질을 충분한 임상적인 안전
성과 유효성을 확보하면서 쉽고 대량으로 생산할 수 있는 방법으로 PTD를 이용
한 단백질 전달법을 고안하게 되었다 (Fig.12,13).

FFFiiiggg...111222...ProcedureofTAT-BMPsrecombinantproteinsynthesisusingbacteria.
Bacterial BMP-7 recombinant vector containing protein transduction
domain(PTD)andfurinactivatedprodomainistransformedintobacteria,and
thencarriedoutpurificationaanddilution.
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FFFiiiggg...111333 IntracellulartransductionandactivationprocessingofTAT-BMP-7
RecombinantTAT-BMPsobtainedfrom bacteriaaretransducedintothecellsin
areceptor-independentmannerandthenreorganizedbyHSPs.Reorganized
TAT-BMPsarecleavedandactivatedbyfuriningolgi-complex,andmature
TAT-BMPsaresecretedtooutsideofthecells.SecretedTAT-BMPsbindBMP
receptorsinautocrineandparacrinemanner,andthenthecellsdifferentiateinto
osteogeniccellsthroughtheSmadsignaltransmissionsystem.

1988년 Frankel등은 단백질 전달 영역 (ProteintransductionDomain,PTD)이라
고 불리는 작은 아미노산 구조가 단백질과 같은 거대분자를 세포내로 자발적으로
침투,또는 전달 할 수 있음을 밝혔다 (FrankelandPabo1988).지금까지 알려진
PTD로는 HIV에서 유래한 TAT (YGRKKRRQRRR)가 가장 흔히 사용되고 있으
며 (GreenandLoewensein1988;Fordetal.2001),본 연구에서도 이를 사용하였
다.본 연구를 통해 PTD가 재조합 사람 BMP-7을 세포내로 전달하는데 성공적임
을 보여주었다.이러한 전달 과정은 세포의 종류와 상관없이 일관성이 있는 것으
로 보아 수용체의 유무나 세포의 종류와는 상관이 없었다.처음 PTD융합 단백질
이 개발되었을 때 이의 세포내 전달과정은 재조합 단백질의 고표면 에너지 (high
ΔG)로 인한 직접적인 투과로 추론 되었으나 (Fawelletal1994,Frankeland



- 23 -

Pabo1988),최근에는 세포내 유입되는 기전이 온도에 따른 차이를 보이는,에너
지 의존적인 과정 (energy-dependentpathway)이라는 보고가 있고 (Leifertetal
2003),본 연구에서도 재조합 단백질이 온도가 높을수록 세포 내부로 잘 전달되는
것으로 보아 이 과정이 에너지 의존적인 과정이라는 점을 뒷받침 하고 있다.그러
나 이와는 대조적으로 낮은 온도에서나 세포내 ATP를 제거한 상황에서도 PTD
융합 단백질의 세포내 유입이 감소하지 않는다는 보고도 있으며 (Thorenetal
2003),본 연구에서도 4oC에 충분한 양의 단백질이 전달되는 것으로 보아 PTD에
의한 단백질의 세포내 전달 기전에는 아직도 논란의 여지가 있다.낮은 온도에서
세포내로 유입되는 정도의 차이는 PTD 재조합 단백질의 크기에 따라 다르며
(Silholetal2002)나아가 fulllengthprotein인 경우 TAT과 같은 PTD와 융합시
켜도 세포내 유입이 불가능하다는 연구 결과도 있다 (Leifertetal2002).이러한
상반된 연구 결과는 분리 정제된 단백질의 크기와 각 단백질의 화학적 특성,특히
분리 정제 과정에서 고표면 에너지를 얻기 위한 다양한 처리 방법의 차이에서 기
인할 것이다.PTD 재조합 단백질을 세포내에 전달할 때 단백질은 그 2차,3차 구
조가 모두 해체된 denature상태에서 보다 효과적으로 세포 내부로 transduction
될 수 있다 (Nagaharaetal1998,Kwonetal2000).본 연구에서는 재조합 단백
질의 denature를 위해 8M urea를 사용하였고,정제된 단백질에 농도 충격
(concentrationshock)을 가하여 세포 투과에 충분한 표면 에너지를 얻을 수 있었
다.그러나 연구자마다 PTD 융합 단백질을 제조하는데 다양한 방법의 농도 충격
을 사용하므로 본 연구와 같은 분비 단백질에 있어 단백질의 세포내 전달과 효율
적인 분비 유도를 위해 가장 적절한 방법을 고안하고 표준화하는 연구가 필요할
것이다.

PTD융합 단백질이 세포내에 전달되었을 때 세포질과 핵에 균일하게 분포하는지,
아니면 특정한 세포내 소기관에 분포를 보이는지에 대한 보고는 거의 없다.본 연
구 결과에서 세포내로 transduction된 TAT-BMP-7을 공초점 현미경으로 관찰했
을 때 핵에도 미량이 존재하지만 대부분 세포질에 분포하는 것을 알 수 있었다.
나아가 세포질에 존재하는 TAT-BMP-7단백질도 세포 바닥의 부착 표면 쪽에
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주로 분포하면서 일정한 부채살 모양의 양상을 보임을 알 수 있었고,이는 세포질
에 존재하는 스트레스 섬유 F-actin의 배열과 유사하였다 (Amanoetal,1997).
이를 확인하기 위해 phalloidin 염색을 시행하였을 때 transduction된 BMP-7이
F-actin과 결합하여 존재함을 알 수 있었다.최근 PTD-RhoGTPase융합 단백질
을 transduction시켰을 때 PTD 재조합 단백질이 F-actin과 결합함이 보고되어
있으나 (Amanoetal.1997),이러한 결합이 F-actin과 RhoGTPase간의 결합인
지,PTD에 의한 것인지는 알려져 있지 않다.이를 확인하기 위해 본 연구에서 면
역침전법을 시행하였을 때 TAT-BMP-7이 F-actin과 결합하고,TAT가 없는 음
성 대조군에서는 이러한 결합이 없는 것으로 보아 PTD-BMP-7과 F-actin의 결
합은 BMP-7단백질보다는 TAT 아미노산 배열에 의한 것임을 알 수 있다.따라
서 이러한 PTD와 F-actin결합 현상은 다양한 단백질을 대상으로 확인해야 할
것으로 생각되었고,F-actin이 세포 분열,이동,apoptosis조절에 중요 인자라는
점에서 (Amanoetal.1997,BradkeandDotti1999)PTD 융합 단백질과 F-actin
결합의 생물학적,임상적 의의에 대한 연구가 필요할 것이다.

BMP는 세포내에서 생합성 되어 세포외로 분비되는 단백질이다.단백질 구조상
TGF-β와 유사성이 높아 생물학적으로는 TGF-β 유전자군 (superfamily)로 분류
되고,실제로 BMP가 수용체를 통해 신호를 전달하는 과정도 TGF-β와 매우 유사
하고,대부분의 신호 전달 체계를 공유한다.BMP/TGF-β군 단백질이 세포내에서
생합성 될 때 400여개의 아미노산으로 합성되며,BMP-7의 경우 431개의 아미노
산이 mRNA로부터 합성된다.이들은 다양한 post-translationalmodification과정
을 거치는바,특히 아미노산 289∼292부위에 존재하는 RXXR (R-Arg,X-any
aminoacids)motif는 proproteinconvertase인 furin에 의해 절단이 예상되는 부위
이다 (Constam andRobertson1999).이를 확인하기 위해 TAT-BMP-7재조합
단백질을 furin과 invitro에서 반응하였을 때 약 43kD의 N-terminalfragment가
관찰되는 것으로 보아 BMP-7은 furin에 의해 절단되어 활성화 과정을 거치는 것
으로 판단된다 (Fig.13).즉,세포내로 투과된 TAT-BMP-7은 HSP(heatshock
protein)등에 의해 재구조화 (refolding)과정을 거친 후 활성화된 형태의 BMP를
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분비하기 위해 furincleavage된다는 것을 유추할 수 있다.실제로 furin의 내인성
억제자 (endogenousinhibitor)인 α1-PDX 발현을 유도했을 때 세포내에 투과된
TAT-BMP-7의 반감기가 증가하는 것으로 보아 투과된 TAT-BMP-7의
processing과정은 furin절단에 의존적임을 알 수 있다.따라서 향 후 세포내로
투과된 BMP-7의 재구조화와 furin절단,glycosylation과 같은 post-translational
process에 대한 연구가 진행된다면 BMP-7의 생합성과 활성에 대한 이해를 넓힐
수 있을 것으로 생각된다.

활성화된 분비 BMP/TGF-β군 단백질은 하나의 disulfidebond에 의해 두개의 동
일한 펩티드가 서로 연결된 dimer로 구성된다.이때 각각의 펩티드는 BMP의 종
류에 따라 120-140개의 아미노산으로 구성되고,각 BMPs내부에 존재하는 7개의
시스테인 단말기중 하나가 다른 펩티드의 동일 부위와 disulfidebond를 형성함으
로써 dimer를 구성하게 되며,나머지 6개의 시스테인은 동일 아미노산내에서 3개
의 disulfidebond를 형성하여 (intrachaindisulfidebond)독특한 3차원 구조를 가
지게 된다 (Griffithetal.1996,;Reddi2001).대부분의 BMP/TGF-β 유전자는
C-terminal부위에 전술한 바와 같이 1-2개의 furincleavage부위가 잘리고,잘린
C-terminal절단부는 다시 glycosylation과 같은 과정을 거쳐 활성화된 형태로 분
비된다.이때,BMP-2의 경우 114개의 아미노산,BMP-7은 139개의 아미노산,
TGF-β2와 β3는 112개의 아미노산으로 구성된다 (Ruppertetal.1996;Scheufler
etal.1999).이는 궁극적으로 BMP가 수용체에 결합하여 적절한 신호를 전달하기
위해서는 생물학적 활성을 가지는 BMP단백질 구조를 가져야 한다는 것을 의미
한다. 본 연구에서는 mRNA가 coding하는 아미노산 서열 전부를 cloning하여
PTD 재조합 단백질을 만들었으며,이들이 세포내로 transduction된 후 HSP등에
의해 단백질의 재구조화와 furin에 의한 절단에 의해 활성화 단백질이 분비될 것
으로 추론할 수 있었다.실제로 골세포 분화의 표지자로 사용되는 ALPase활성도
실험에서 TAT-BMP-7은 시판중인 rhBMP-2와 마찬가지로 골세포 분화 능력이
있음을 보여 주었고,나아가 실험동물에 직접 주입하여 이소성 석회화를 관찰함으
로써 PTD재조합 단백질 전달이 invitro뿐만 아니라 invivo에서도 생물학적 효
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과가 있음을 증명할 수 있었다.TAT-BMP-7에 의한 활성화 BMP-7의 분비를 확
실하게 증명하기 위해서는 장차 세포 배양 배지에서 western blot이나
immunoprecipitation,ELISA와 같은 직접적인 방법을 통해 활성화 BMP-7을 직접
검출하는 작업과 분비된 단백질의 post-translationalmodification에 대한 연구가
필요할 것으로 생각된다.

지금까지 PTD 융합 단백질을 이용하여 수용체와 상관없이 세포내에 유용한 단백
질을 전달하는 기법은 다양한 유전자를 대상으로 시도되었다 (FrankelandPabo
1988).실제로 재조합 TAT 단백질은 p53과 같은 암 억제 유전자에 적용하여 암
치료제로써 개발되기도 하였고 (Takenobuetal2002),각종 유전자 질환에서 결
손된 단백질을 대체하는 등 유전자 질환 치료제로도 개발되고 있다 (Wadiaand
Dowdy2002).또한 뇌-혈액 장벽에 의해 약물 투과가 제한적이던 중추신경계 치
료에도 적용할 수 있다.예를 들어 뇌 손상 시 뇌신경세포의 손상을 억제하는
anti-apoptotic유전자인 Bcl-XL에 TAT 단백질을 결합시켜 적용하면 허혈성 뇌
손상시 뇌세포의 apoptosis를 억제할 수 있음이 보고되었다 (Caoetal2002).이
밖에도 각종 효소,항산화 단백질 등 치료 효과는 우수하나 세포내로 전달이 어려
웠던 치료용 단백질과 펩타이드에 PTD를 융합하는 기법을 이용하여 노화,당뇨
병,피부질환 등 각종 치료 약물이 개발되고 있어 (Wadiaetal2003)이는 차세
대 신약 개발의 핵심 기술로 각광 받고 있다.특히 이 PTD 융합 단백질 기법은
바이러스나 발현 벡터를 사용하던 기존의 유전자 치료 기술에서 우려되었던 세포
의 유전적 손상 가능성이 거의 없고,정확한 용량을 투여할 수 있다는 점에서 안
전성과 효율성을 모두 증대시킬 수 있는 유효 단백질 전달 체계가 될 수 있을 것
으로 생각된다.아울러 PTD를 이용할 경우 분리 정제된 단백질이 표면 에너지
(high ΔG)를 가져 인접 세포나 조직에 수분 이내에 상당량의 단백질이 투과되고,
1-2시간 내에 대부분 전달된다는 점에서 골 형성 유도와 같은 국소적 치료 적용
시 기존의 수용성 재조합 BMP에 비해 적은 양을 투여하고도 동등한 약리효과를
기대 할 수 있을 것으로 판단되며,골 결손부나 개체발생 모델을 이용하는 보다
광범위한 연구가 필요할 것으로 생각된다.특히 지금까지 사용되었던 재조합
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BMP의 국소적인 전달을 위해 다양한 운반체가 개발, 연구되어 있으므로
TAT-BMP-7에서도 이를 응용한 연구를 통하여 TAT-BMP-7의 생체 전달에 가
장 효율적인 운반체를 개발하는 연구도 필요 할 것이다 (Hongetal,2006).아울
러 분리 정제된 TAT-BMP-7은 고표면 에너지,비친수성 (hydrophobic),고농도
로 인해 쉽게 응결(aggregation)되는 화학적 특징을 보이므로 분리 정제된 재조합
단백질을 일관성 있게 전달하는 용매나 매개체의 개발도 매우 유용할 것으로 생
각된다.

최근 성인에서 BMP-7은 신장에 유일하게 발현하는 것으로 알려져 있으며,신
장의 만성 염증이나 약물 등에 의한 신장 경화 (renalfibrosis)과정에서 발현이
급격히 감소한다 (Zeisbergetal2003,Zeisbergetal2004).즉,염증에 의해 유
도되는 TGF-β에 의해 상피 세포가 간엽 세포로 전환시키는 과정에서 BMP-7발
현이 소실되며,나아가 신장 경화 과정 중에 재조합 BMP-7을 투여하면 TGF-β 

신호 전달을 차단함으로써 신장 경화를 강력하게 억제하고,나아가 정상적인 상피
재생을 유도하는 것으로 알려져 있다 (Zeisbergetal2003,Zeisbergetal2004).
그러나 지금까지 사용되었던 재조합 BMP-7은 높은 비용 때문에 신장이나 간 조
직의 경화를 억제하는 동물 실험에 광범위하게 사용될 수 없었다.따라서 저렴한
비용으로 대량 생산이 가능한 TAT-BMP-7을 이용한다면 만성 염증이나 약물에
의한 신장,간 경화 억제와 나아가 재생 효과를 검증하는 광범위한 연구가 가능할
것이다.아울러 본 연구와 같이 PTD 재조합 단백질 기법을 이용한다면 임상적인
유용성이 높은 성장 호르몬과 같은 호르몬 단백질,인슐린과 같은 내분비 단백질,
EGF (epidermalgrowth factor)나 TGF와 같은 다양한 성장인자,noggin이나
Dickkopf와 같은 수용체 억제인자를 경제적이고 효율적으로 전달하고,이에 의한
활성화된 분비 단백질에 의한 임상적인 효과를 기대할 수 있을 것이다.
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ⅥⅥⅥ...결결결론론론

본 연구는 세포내로 자발적 투과가 가능한 단백질 전달 영역(Protein
transduction domain:PTD)을 가진 HIV-1TAT 펩타이드를 이용하여 재조합
BMP-7을 박테리아에서 생합성 및 정제하였고,이들이 세포내 투과성과 세포내
processing,활성 BMP-7효과를 invivo에서 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었
다.

1.박테리아에서 발현하여 분리 정제된 TAT-BMP-7융합 재조합 단백질은 농도,
시간 및 온도 의존적인 방식으로 다양한 세포내로 전달되었다.이러한 전달은
다양한 세포에서 일관되게 관찰되어 수용체를 통하지 않고 세포막을 투과한다
는 것을 제시하였다.이러한 TAT-BMP-7의 세포막 투과 과정은 TAT 아미노
산 배열에 의존적이었다.

2.세포내부로 전달된 TAT-BMP-7는 세포질에 주로 존재하였고,특히 세포 내부
의 스트레스 섬유인 F-actin과 특이적으로 결합하고,이러한 결합이 TAT 아미
노산 배열에 의한 것임을 알 수 있었다.

3.TAT-BMP-7은 proproteinconvertase인 furin에 의해 절단되었고,또한 세포
내에서 α1-PDX에 의한 furin억제는 세포내에 전달된 TAT-BMP-7의 활성화
반감기를 증가시키고,이는 furin에 의한 절단과정이 활성화 BMP-7의 분비에
결정적인 역할을 한다는 것을 의미하였다.

4.세포내로 전달된 TAT-BMP-7은 간엽기원 세포의 ALPase활성을 증가시켰고,
나아가 실험동물의 대둔근에서 이소성 석회화 유도의 가능성을 제시하였다.

본 연구에서 이상과 같은 결과로 TAT-PTD재조합 BMP-7단백질을 박테리아에
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서 대량 생산하여 세포내로 성공적으로 전달하였고,전달된 TAT-BMP-7은
F-actin과 결합하여 재구조화 (refolding)과정과 furin에 의한 절단과정을 거쳐 활
성화 BMP-7을 분비하였다.향후 TAT-BMP-7의 전달 및 활성화 단백질 분비 기
전에 대한 연구와 함께 골 결손 모델이나 개체 발생 모델을 이용한 다양한 연구
가 필요할 것으로 사료된다.
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Abstract

TTThhheeeeeeffffffeeeccctttooofffBBBMMMPPP---777bbbyyyTTTAAATTT---PPPTTTDDD aaannndddiiitttsssAAAccctttiiivvvaaatttiiiooonnn
PPPrrroooccceeessssssiiinnnggg

SoYeonLim
DepartmentofDentistry

TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorMoonKyuJung,D.D.S.,M.S.D.,Ph.D)

ThepurposeofthisstudywasintracellulartransductionofPTD,derivedfrom
HIV TAT sequence,fusion BMP-7 by which biosynthesis of bacterial
recombinant protein and purification.And its intracellular processing and
biologicfunctionwerestudied.Theresultswereasfollows;

1.RecombinantTAT-BMP-7protein,obtainedfrom bacterialexpressionand
purification,wassuccessfully transduced intothecellsby concentration-
and time-dependentmanner.Thistransduction wasconsistently observed
amongthevariouscelltype,suggestingthatthisprocesswasnotrequired
themembranereceptor.ThetransductionwasTAT-dependentprocess.

2.Transduced recombinantprotein was mainly localized in the cytoplasm,
especially theprotein wasselectively bindstostressfiberF-actin.This
bindingwasalsodependentonTAT sequence.

3.RecombinantTAT-BMP-7containsproproteinconvertasecleavagesiteat
amino acid 289~292,and thissitewascleaved by proprotein convertase
furin.And the over-expression of α1-PDX to inhibitfurin resulted in
increased half-life of transduced TAT-BMP-7, suggesting that furin
cleavageiscriticalforintracellularprocessing and following secretion of
activeBMP-7.
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4.TransductionofTAT-BMP-7intothemesenchymalcellsinducedalkaline
phosphataseactivity,andfurthermorethedirectinjectionoftheproteininto
theskeletalmuscleofmiceresultedinectopiccalcification.

TheseresultsdemonstratethatTAT PTD recombinantBMP-7obtainedfrom
bacteria mass production was successfully transduced into the cells.The
transduced protein wasselectively bindstoF-actin and following refolding,
furincleavageprocesswasproceedtosecretionofbiologicallyactiveBMP-7.
Further study for the cellular mechanisms ofintracellular transduction to
secretory processandvariableanimalstudymayelucidatethepossibilityof
clinicalpotentialofthisprotein.

Key Words : Bone morphogenetic protein, Protein transduction domain,
TAT-BMP-7,intracellularprocessing,furin
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