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특허청구의 범위

청구항 1 

아미노산들 중에서 곁사슬이 양전하를 갖는 것, 음전하를 갖는 것, 방향족인 것들 가운데 각각 하나씩

선정된 3 종류의 대표 아미노산(representative amino acids)만 가지고 그 순서를 무작위로 배열하여 펩티드의

종류를 제한함으로써 각 펩티드를 개별적으로 분석할 수 있게 제작된 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고

(synthetic peptide library).

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 3 종류의 대표 아미노산에 지방족 곁사슬을 갖는 아미노산들 가운데 하나를 추가

하여 4 종류의 대표 아미노산을 사용하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고. 

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 3 종류의 대표 아미노산에 아미드 작용기를 갖는 아미노산들 가운데 하나를 추가

하여 4 종류의 대표 아미노산을 사용하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고. 

청구항 4 

제2항에 있어서, 상기 4 종류의 대표 아미노산에 아미드 작용기를 갖는 아미노산들 가운데 하나를 추가

하여 5 종류의 대표 아미노산을 사용하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고. 

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대표 아미노산들 사이의 거리를 변화시킴으로써 위치

다양성(positional diversity)을 증가시킨 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 위치 다양성을 증가시키기 위해 대표 아미노산 사이에 하나 또는 그 이상의 연결

아미노산(linker amino acid)을 삽입하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고.

청구항 7 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대표 아미노산 중 어느 한 가지로만 구성된 펩티드를

제외함으로써 펩티드의 종류를 제한하는 것을 특징으로 하는 펩티드 문고.

청구항 8 

제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 대표 아미노산 중에서 소수성 아미노산으로만 구성된

펩티드는 제외함으로써 펩티드의 종류를 제한하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고.

청구항 9 
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제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 아미노산 중에서 아미노 말단부터 읽은 아미노산 서열

이 카르복시 말단부터 읽은 아미노산 서열과 동일한 경우 두 펩티드 가운데 어느 하나를 제외함으로써 펩티드의

종류를 제한하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고.

청구항 10 

제1항에 있어서, 상기 양전하를 갖는 아미노산, 음전하를 갖는 아미노산, 방향족 아미노산들의 대표 아

미노산으로 각각 아르기닌, 글루탐산, 티로신을 사용하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고.

청구항 11 

제2항에 있어서, 상기 지방족 곁사슬을 갖는 대표 아미노산으로 류신을 사용하는 것을 특징으로 하는

합성 펩티드 문고. 

청구항 12 

제3항에 있어서, 상기 아미드 작용기를 갖는 대표 아미노산으로 글루타민을 사용하는 것을 특징으로 하

는 합성 펩티드 문고. 

청구항 13 

제6항에 있어서, 상기 연결 아미노산은 글리신, 알라닌, 류신, 세린 또는 프롤린 가운데 어느 하나를

사용하는 것을 특징으로 하는 합성 펩티드 문고.

청구항 14 

제1항에 따라 제작된 합성 펩티드 문고를 이용하여 목표 물질을 고체 표면에 흡착시키고 염기성 완충용

액으로 결합한 펩티드를 해리시킨 다음 펩티드의 농도를 측정하는 것을 특징으로 하는 목표 물질의 검색방법.

청구항 15 

제12항에 있어서, 상기 목표 물질이 유기물, 무기물 및 세포 중 어느 하나인 검색방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 펩티드 문고의 새로운 제작 방법 및 응용에 관한 것으로, 더욱 상세하게는 합성 펩티드로 문고를 제[0001]

작하고 목표 세포 또는 분자에 결합하는 펩티드를 효과적으로 검색하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

펩티드 문고 기술(peptide library technique)은 다양한 아미노산 서열을 갖는 펩티드들로 이루어진 집[0002]

단으로부터 특정 활성을 갖는 펩티드를 찾아내는 기술이다. 펩티드 문고 기술을 이용하여 검색할 수 있는 활성

의 대표적인 예로는 특정 세포 또는 분자에 결합하는 활성을 들 수 있으며 이러한 활성을 갖는 펩티드는 항체

대신 사용될 수 있다.

이러한, 펩티드 문고 기술은 크게 두 가지로 나눌 수 있는데 한 가지는 생물학적으로 제작된 펩티드 문[0003]
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고를 이용하는 것이고 또 하나는 화학적으로 합성된 펩티드 문고를 이용하는 것이다.

생물학적으로 제작된 펩티드 문고에서는 펩티드가 박테리아나 박테리오파지 표면에 표현된다. 이 방법[0004]

에서는 표현되는 펩티드의 아미노산 서열이 박테리아나 바이러스 유전체에 포함되어 있기 때문에 분석이 용이한

장점과 생물학적인 배양을 이용함으로써 문고의 다양성을 높일 수 있는 장점이 있지만, 문고의 제작이나 검색

과정에 생물학적인 요소들이 개입되기 때문에 친화도가 높은 펩티드를 찾는 것이 어렵다. 예를 들면, 박테리오

파지를 이용하는 경우 파지의 껍질 단백질에 펩티드를 융합시켜 표면에 표현하게 되는데 전체 파지의 크기에 비

해 펩티드의 크기가 너무 작기 때문에 펩티드의 결합력보다 파지의 다른 부분이 검색에 더 큰 영향을 미칠 수

있다. 뿐만 아니라 파지의 증식 과정에서 잘 자라는 파지가 우선적으로 선택될 수도 있다. 따라서 검색된 펩티

드를 다시 화학적으로 합성하여 그 활성을 다시 확인하는 것이 필요하다.

화학적으로 제작된 합성 펩티드 문고는 화학적 조성이 명확하고 펩티드 외의 다른 요소들이 검색에 큰[0005]

영향을 미치지 않는 장점이 있는 반면에 아미노산 서열이 무작위로 구성된 펩티드들을 혼합하여 사용하는 경우

목표 물질에 결합한 펩티드의 아미노산 서열을 분석하는 것이 어려운 단점이 있다. 

이러한 문제를 해결하기 위해 한 종류의 펩티드를 한 개의 비드에 고정시킨 상태로 합성하는 "One-Bead[0006]

One-Peptide Library (OBOPL)" 방법이 사용되고 있다. 이 방법에 의하면 특정 활성을 나타내는 비드를 골라 그

비드에 고정된 펩티드를 분석함으로써 원하는 펩티드의 아미노산 서열을 알 수 있다. 그러나 펩티드를 비드에

고정된 상태에서만 사용할 수 있기 때문에 실험에 많은 제약이 따르고 또한 문고를 구성하는 펩티드의 다양성이

너무 높아 많은 비용이 소요된다는 단점이 있다. 예를 들어 시스테인(cystein)을 제외한 19 종류의 아미노산을

이용하여 다섯 개의 아미노산 잔기로 구성된 펩티드 문고를 제작하기 위해서는 19
5
 즉 2,476,099 종류의 펩티드

를 합성해야 하기 때문에 막대한 비용이 필요하다.

"Positional-Scanning Synthetic Peptide Combinatorial Library (PS-SPCL)"는 합성해야 하는 펩티드[0007]

의 종류를 줄이기 위해 고안된 방법으로 한 위치의 아미노산을 정한 상태에서 나머지 위치를 무작위로 배열한

문고를 사용한다. 여섯 개의 잔기로 이루어진 펩티드 문고를 예로 들면 첫 번째 잔기를 시스테인을 제외한 19

종류의 아미노산 가운데 하나로 정하고 나머지 다섯 잔기를 무작위로 배열한 19종류의 펩티드 혼합물을 만든다.

다음으로 두 번째 잔기를 역시 19 종류의 아미노산 가운데 하나로 정하고 나머지 다섯 잔기를 무작위로 배열한

19종류의 펩티드 혼합물을 만든다. 이와 같은 방법으로 여섯 번째 잔기까지 펩티드 혼합물을 만들면 모두 19×

6=114 종류의 펩티드 혼합물을 얻게 된다. 이 114 종류의 혼합물 가운데 특정 활성을 나타내는 혼합물을 검색하

면 각 위치에서 활성에 중요한 역할을 하는 아미노산이 19 종류 가운데 어떤 것인지 알 수 있다. 따라서 각 위

치에서 중요한 아미노산들을 조합하여 최적의 펩티드를 찾을 수 있다는 것이 이 방법의 원리이다. 이 방법은

114 종류의 펩티드 혼합물만 합성하면 되기 때문에 비용을 크게 줄일 수 있지만 펩티드의 활성에는 여러 잔기들

이  협동적으로 작용하기 때문에 이  방법으로 얻어진 펩티드가 최적의 아미노산 서열이 아닐 가능성이 매우

높다. 

이와 같이 지금까지 공개된 펩티드 문고 기술들은 최적의 펩티드를 찾기 어렵거나 너무 많은 비용이 소[0008]

요되는 단점을 가지고 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 발명의 목적은 상기와 같은 점들을 감안하여 안출한 것으로 목표 분자 또는 세포에 결합하[0009]

는 펩티드를 간편하게 검색할 수 있도록 최소한의 다양성을 갖는 합성 펩티드 문고를 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 목표 분자 또는 세포에 결합하는 펩티드를 간편하게 검색할 수 있는 방법을 제[0010]

공하는 것이다.

과제의 해결 수단

본 발명의 상기 목적은, 아미노산의 종류를 제한하여 펩티드의 종류를 제한하고 필요한 경우 아미노산들 사이의[0011]

간격을 변화시킴으로써 최소한의 다양성을 갖는 펩티드 문고를 제공함으로써 달성하였다.
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발명의 효과

본 발명에 따른 새로운 펩티드 문고를 이용할 경우에는 목표 분자 또는 세포에 결합하는 펩티드를 간편하고 효[0012]

율적으로 검색하는 뛰어난 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명 합성 펩티드 문고 제작시 역으로 동일한 아미노산 서열을 제외함으로써 서열 다양성을[0013]

줄이는 원리적 접근법을 예시한 그림이다.

도 2는 본 발명 합성 펩티드 문고 제작시 대표 아미노산만 사용함으로써 곁사슬 다양성을 줄이고 연결 아미노산

을 이용하여 위치 다양성을 증가시키는 원리적 접근법을 예시한 그림이다.

도 3은 본 발명에 따라 합성된 펩티드 문고를 이용하여 목표 물질인 살모넬라 박테리아와 리스테리아 박테리아

에 결합하는 펩티드를 검색한 결과 형광값을 보인 그림이다.

도 4는 여시니아 박테리아에 결합하는 펩티드 23개를 선택하여 친화도를 분석한 그래프이다.

도 5는 본 발명에 따른 박테리아 대신 암 표지 단백질(CEA)에 결합하는 펩티드를 검색하여 얻어진 친화도가 높

은 8 종류의 펩티드를 분석한 결과를 보여주는 그림이다.

도 6은 본 발명에 따른 또 다른 암 표지 단백질(AFP)에에 결합하는 펩티드를 검색하여 얻어진 친화도가 높은 8

종류의 펩티드를 분석한 결과를 보여주는 그림이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 구체적인 내용을 상세히 설명한다.[0014]

본 발명에 따르면, 목표 물질(target material)에 결합할 수 있는  펩티드를 검색하는데 바람직한 합성[0015]

펩티드 문고(synthetic peptide library)와 이를 이용한 검색방법을 제공한다.

상기 목표 물질이라 함은 펩티드가 결합하는 대상이 되는 물질이며 유기물, 무기물, 세포 등이 모두 그[0016]

대상이 될 수 있다. 유기물의 예로는 단백질, 탄수화물, 핵산, 지질 등 생물체의 분자들과 유기 고분자를 비롯

한 유기 화합물 등을 들 수 있다. 무기물의 예로는 금이나 철과 같은 금속, 유리나 반도체와 같은 세라믹 등을

들 수 있다. 세포의 예로는 암세포를 비롯한 질병 세포, 병원균이나 식중독 균과 같은 박테리아, 바이러스 등을

들 수 있다. 이러한 목표 세포에 결합하는 펩티드는 질병 진단과 치료, 식품 검사와 같은 다양한 용도로 사용할

수 있다.

이러한 목표 물질 중, 단백질의 예로는 암 표지 단백질(cancer marker protein)을 비롯하여 각종 질병[0017]

을 진단할 수 있는 질병 표지 단백질, 암의 원인이 되는 발암 단백질(onco-protein)을 비롯하여 각종 질병의 원

인 되는 단백질, 세포 표면의 수용체(receptor) 단백질 등을 들 수 있다. 이들 목표 분자에 결합하는 펩티드는

질병의 진단, 치료, 약물, 전달, 단백질 연구 등 다양한 목적에 사용할 수 있다.

본 발명에서 합성 펩티드 문고(synthetic peptide library)는 생물체를 사용하지 않고 화학적인 방법에[0018]

의해 합성된 펩티드로 정의한다. 화학적으로 합성되는 펩티드는 생물학적인 펩티드 문고에 비해 분자조성이 명

확하고 대량생산이 용이한 장점을 갖는다. 또한 생물학적인 펩티드 문고에서는 큰 세포나 바이러스 표면에 펩티

드가 표현되기 때문에 펩티드 이외의 다른 부분이 결합에 많은 영향을 미치지만 합성 펩티드는 거의 펩티드 자

체로만 구성되어 있기 때문에 목표 물질과의 상호작용이 명확한 장점도 있다.

그러나 최소한 세 개의 잔기를 갖는 합성 펩티드 문고를 제작할 경우라도 만약 20 종류의 아미노산을[0019]

무작위로 사용한다면 20
3
 종류, 즉 8,000 종류의 펩티드가 만들어지기 때문에 이 많은 펩티드를 따로 합성하여

검색하는 것은 현실적으로 매우 어려운 일이다. 이런 문제점을 해결하기 위해 종래에는 PS-SPCL과 같은 방법이

사용되었다. 그러나 상기 PS-SPCL 방법은 최적의 아미노산 서열을 찾기가 어렵다는 단점이 있었다.

따라서 본 발명자들은 상기 펩티드 문고의 문제점들을 해결하기 위해 세 가지 접근법을 시도하였다. 첫[0020]

번째는, 문고에 사용하는 아미노산의 종류를 대표 아미노산(representative amino acids)으로 제한함으로써 곁
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사슬 다양성(side chain diversity)을 줄이는 것이고, 두 번째는 단순한 서열이나 역으로 동일한 서열을 제외함

으로써 서열 다양성(sequence diversity)을 줄이는 것이고, 세 번째는 대표 아미노산 아미노산들 사이에 연결

아미노산(linker amino acids)을 삽입하여 위치 다양성(positional diversity)을 증가시키는 것이다.

첫 번째 접근법으로 곁사슬 다양성을 줄일 수 있는 근거는 다음과 같다. 펩티드가 목표 물질과 결합할[0021]

때 가능한 상호작용은 정전기적인 인력, 수소결합, 소수성 상호작용 등이 있다. 이와 같이 상호작용의 종류가

많지 않다는 사실은 각 상호작용을 할 수 있는 아미노산들 가운데 대표 아미노산만 가지고 펩티드 문고를 만들

수 있는 근거가 된다. 실제로 전체 아미노산의 종류는 20 종류이지만 지방족 곁사슬을 갖는 아미노산, 방향족

곁사슬을 갖는 아미노산, 양전하를 띤 곁사슬을 갖는 아미노산, 음전하를 띤 곁사슬을 갖는 아미노산, 히드록시

기나 아미드처럼 수소결합을 할 수 있는 곁사슬을 갖는 아미노산 등으로 나눌 수 있다. 따라서 각 특성을 갖는

아미노산들 가운데 하나를 대표 아미노산(representative amino acid)으로 선정하여 그 대표 아미노산들로만 펩

티드 문고를 만들 수 있다. 특히 양전하와 음전하를 갖는 아미노산들은 정전기적인 인력뿐만 아니라 수소결합에

도 참여할 수 있는 티로신(tyrosine)은 소수성 상호작용과 수소결합에 모두 참여할 수 있기 때문에 다양성을 더

줄일 수도 있다.  

최근, vascular endothelial growth factor(VEGF)에 결합하는 항체가 항원과 결합할 때 상호작용을 하[0022]

는 아미노산의 종류가 티로신, 알라닌, 아스파르트산, 세린의 네 종류로 매우 단순하다는 사실이 밝혀졌다. 또

한 박테리오파지 표면에 다양한 항체를 표현하는 항체 문고를 제작할 때 항체 표면의 무작위 아미노산 서열을

티로신과  세린의  두  가지  아미노산으로만  구성해도  높은  친화도를  갖는  항체를  얻을  수  있다는  사실도

밝혀졌다. 이와 같은 연구결과 역시 합성 펩티드 문고에서도 동일하게 대표 아미노산으로 펩티드 문고를 제작할

수 있는 근거를 제공한다.

곁사슬 다양성을 제한할 수 있는 또 하나의 근거는 단백질과 펩티드의 구조적이 차이점에 있다. 단백질[0023]

의 경우에는 각 아미노산 잔기들이 삼차원 구조 내의 일정한 공간에 위치하고 있기 때문에 같은 성질을 갖는 아

미노산이라도  다양한  구조가 필요하다.  예를  들면,  음전하를 갖는 아스파르트산(aspartic  acid)과  글루탐산

(glutamic acid)은 곁사슬의 길이가 서로 다르기 때문에 단백질의 구조에 따라 서로 다른 아미노산이 필요할 수

있다. 그러나 펩티드의 구조는 단백질에 비해 구조적인 자유도가 높기 때문에 사슬 길이의 차이가 큰 영향을 끼

치지 않을 것으로 예상되었다.

이와 같이 곁사슬 다양성을 줄이기 위해 대표 아미노산을 선택하는 방법으로는 다음과 같은 네 가지를[0024]

들 수 있다. 첫째, 곁사슬의 특성에 따라 양전하를 갖는 아미노산, 음전하를 갖는 아미노산, 방향족 아미노산,

지방족 아미노산, 그리고 아미드 작용기를 갖는 아미노산 그룹에서 각각 하나씩을 선택한다. 여기에서 양전하를

갖는 아미노산으로는 아르기닌이 더 다양한 상호작용을 할 수  있기 때문에 바람직하다. 음전하를 갖는 아미노

산으로는 글루탐산이 작용기의 자유도가 더 높기 때문에 바람직하다. 아미드 작용기를 갖는 아미노산 역시 동일

한 이유로 글루타민이 더 바람직하다. 지방족 아미노산으로는 강한 소수성 상호작용을 할 수 있는 류신이 바람

직하다. 시스틴은 이황화 결합을 할 가능성이 있기 때문에 제외한다. 방향족 아미노산으로 티로신을 선택할 경

우 티로신이 히드록시기를 가지고 있기 때문에 히드록시기를 갖는 다른 아미노산들인 세린과 트레오닌은 제외한

다.

이러한 방법에 의해 아미노산 잔기 세 개로 구성되는 펩티드 문고를 만든다면 펩티드의 다양성은 125[0025]

종류가 되고(5×5×5=125), 네 개로 구성되는 문고를 만든다면 다양성은 625 종류가 된다(5×5×5×5=625).

둘째, 전하를 갖는 아미노산들도 수소결합을 비롯한 각종 극성 상호작용을 할 수 있기 때문에 아미드[0026]

작용기를 갖는 아미노산 그룹을 제외하고 나머지 네 그룹에서만 각각 하나씩을 선택한다. 두 번째 방법에 의해

아미노산  잔기  네  개로  구성되는  펩티드  문고를  만든다면  펩티드의  다양성은  256   종류가  되고(4×4×4×

4=256), 다섯 개로 구성되는 문고를 만든다면 다양성 1,024 종류가 된다(4×4×4×4=1,024).

셋째, 티로신이 소수성 상호작용에도 참여할 수 있기 때문에 지방족 아미노산 그룹을 제외하고 나머지[0027]

네 그룹에서만 각각 하나씩을 선택한다. 세 번째 방법에 의한 다양성은 두 번째 방법과 동일하다.

넷째, 아미드 작용기를 갖는 아미노산 그룹과 지방족 아미노산 그룹을 모두 제외하고 나머지 세 그룹에[0028]

서만 각각 하나씩을 선택하다. 두 번째 방법에 의해 아미노산 잔기 네 개로 구성되는 펩티드 문고를 만든다면

펩티드의 다양성은 81 종류가 되고(3×3×3×3=81), 네 개로 구성되는 문고를 만든다면 다양성은 243 종류가 된

다(3×3×3×3×3=243).
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한편, 상기 두 번째 접근법으로 서열 다양성을 줄이는 원리는 다음과 같다. 삼차원 구조에 의해 활성이[0029]

결정되는 단백질의 경우에는 아미노산 서열이 역전되면 완전히 다른 기능을 갖게 된다. 그러나 펩티드의 경우에

는 도 1에서 보는 것처럼, H2N-RDYL-CO2H 서열을 갖는 펩티드와 H2N-LYDR-CO2H 서열을 갖는 펩티드는 곁사슬의

선상  배열이  동일하다.  물론,  양쪽  끝에  있는  아미노기와  카르복시기  그리고  폴리펩티드  뼈대(polypeptide

backbone)에 있는 작용기들의 상대적인 위치가 다르기는 하지만 펩티드의 결합에 큰 영향을 미치지는 않을 것으

로 예상된다. 서열 다양성을 줄일 수 있는 또 한 가지 방법은 단순한 서열을 제외하는 것이다. 예를 들면, 한

가지 아미노산으로만 구성된 서열을 제외하거나 소수성 아미노산으로만 구성된 서열을 제외할 수 있다. 특히,

소수성 아미노산으로만 구성된 펩티드는 물에 잘 녹지 않는 문제점도 있다. 네 종류 대표 아미노산, R, E, L, Y

만 선택하고 단순한 서열, 역으로 동일한 서열, 소수성 서열을 제외함으로써 종류를 제한한 잔기 5개짜리 펩티

드 문고의 예를 [표 1]에 제시하였다. 이 문고는 잔기의 수가 5개임에도 불구하고 전체 펩티드의 종류가 354개

밖에 되지 않기 때문에 개별적인 합성과 분석이 가능하다.

[0030]
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[0031]

이와 같이 곁사슬 다양성과 서열 다양성을 줄이면 펩티드 문고에서 불필요한 다양성이 크게 줄어들기[0032]

때문에 각 펩티드를 따로 합성하여 개별적으로 검색하고 분석하는 것이 가능하게 된다.

끝으로, 세 번째 접근법으로 대표 아미노산들 사이에 연결 아미노산(linker amino acids)을 삽입함으로[0033]

써 위치 다양성(positional diversity)을 증가시키는 방법은 다음과 같다. 위치 다양성을 증가시키는 이유는 대

표 아미노산들이 목표 물질의 작용기들과 상보적인 위치에 놓일 확률을 높이기 위해서이다. 연결 아미노산으로

는 글리신(glycine), 알라닌(alanine), 류신(leucine), 세린(serine), 프롤린(proline) 가운데 한 가지를 사용

할 수 있다. 글리신은 곁사슬이 수소이기 때문에 가장 유연한 연결 구조를 제공할 수 있다. 알라닌과 류신은 지

방족 곁사슬을 가지고 있어 소수성 상호작용에 참여할 수 있는데 알라닌은 유연성이 높은 반면 류신은 소수성

상호작용이 강하다. 세린은 유연성이 있는 동시에 수소결합을 할 수 있다. 프롤린은 펩티드의 자유도를 제한하

는 특성이 있다.

이러한 연결 아미노산은 한 개의 펩티드에 한 개를 삽입할 수도 있고 여러 개를 삽입할 수도 있다. 또[0034]

두 대표 아미노산 사이에 한 개 또는 그 이상의 연결 아미노산을 삽입할 수도 있다. 이렇게 다양한 방식으로 대

표 아미노산 사이의 간격을 조절한 펩티드 문고를 제작함으로써 목표 물질에 상보적으로 결합하는 펩티드를 찾

을 수 있는 확률이 높아진다. 대표 아미노산과 연결 아미노산을 이용하여 펩티드 문고를 만드는 방법의 예를 도

2에 도시하였다.

이상 설명한 바와 같이, 세 가지 접근법의 가능성을 확인하기 위해 본 발명자들은 양전하를 갖는 아르[0035]

기닌(arginine,  R),  음전하를  갖는  아스파르트산(aspartic  acid,  D),  그리고  페놀  곁사슬을  갖는  티로신

(tyrosine, Y) 세 종류의 대표 아미노산으로만 이루어진 펩티드 문고를 합성하였다. 양전하를 갖는 아미노산 가

운데 아르기닌을 선택한 이유는 리신(lysine)의 아미노기보다 아르기닌의 구아니디늄 그룹(guanidinium group)

이 더 다양한 상호작용을 할 수 있기 때문이다. 티로신을 선택한 이유는 히드록시기를 이용한 수소결합, 방향족

고리를 이용한 소수성 상호작용을 할 수 있을 뿐만 아니라 항체와 항원의 결합에서도 중요한 역할을 하는 것으

로 알려졌기 때문이다. 이와 같이 세 종류 아미노산만 이용하면 세 개의 잔기를 갖는 펩티드의 종류는 27 종류
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이고 네 개의 잔기를 갖는 펩티드는 81 종류로 곁사슬 다양성을 극히 제한할 수 있다. 또한 DDD나 YYY와 같이

한 종류의 아미노산으로만 구성된 단순한 서열은 제외하였고 DRY와 YRD와 같이 반대로 읽었을 때 서열이 같은

것이 있을 경우 둘 가운데 하나만 합성하였다(YRD는 제외하고 DRY만 합성함).

이와 같이 곁사슬 다양성을 제한하는 대신 세 종류의 대표 아미노산 사이에 글리신(glycine, G)을 삽입하여 간[0036]

격을 다양하게 함으로써 위치 다양성(positional diversity)을 증가시켰다. 그리고 DGRY와 같이 글리신을 하나

만 삽입한 것, DGGRY와 같이 두 개를 연속으로 삽입하거나 DGRGY와 같이 하나씩 삽입하는 등 삽입 방법을 다양

하게 하였다. 각 펩티드에 대표 아미노산의 수는 3개 또는 4개로 하였으며 연결 아미노산의 수는 3개 또는 4개

로 하였으며 연결 아미노산의 수는 하나도 없는 것부터 최대 3개가 있는 것까지 합성하였다. 또한 검색을 용이

하게 하기 위해 각 펩티드의 아미노 말단에 형광 분자인 플루오레신(fluorescein)을 결합시켜 합성하였다. 이와

같이 합성한 펩티드 문고는 따로 합성된 145 종류의 펩티드로 구성되어 있으며 그 아미노산 서열은 [표 2]에 정

리되어 있다.

[0037]

상기와  같이  제작된  합성  펩티드  문고를  살모넬라(Salmonella  typhimuriun)와  리스테리아(Listeria[0038]

monocytogenes)  박테리아에 결합하는 펩티드를 검색하는데 응용하였다.  두  종류의 박테리아는 모두 배양 후

FKC(formalin-killed cell)를 약 10
10
 cells/ml 정도의 농도로 만들어 실험에 사용하였다. 마이크로튜브에 1 mM

농도의 펩티드 1 ㎕, 박테리아 50 ㎕, PBS(phosphate-buffered saline) 250 ㎕를 넣고 실온에서 한 시간 흔들

어 주었다. 원심분리 하여 상층액을 버리고 다시 PBS 1 ml을 넣어 박테리아를 씻어주었다. 이렇게 씻는 과정을

3회 반복한 후 마지막에 PBS  100㎕에 suspension시켜 excitation  wavelength와 emission  wavelength를 각각

485 nm와 528 nm로 설정한 상태에서 형광을 측정하였다.

이와 같은 방법을 145 종류 펩티드의 결합 정도를 측정한 결과 도 3과 같은 결과를 얻었다. 펩티드의[0039]

박테리아에 대한 친화도가 높을수록 더 많이 결합하기 때문에 형광의 강도가 높다는 것은 그 펩티드의 친화도가

높다는 것을 의미한다.

도 3에서 확인할 수 있듯이, 펩티드마다 형광 값이 큰 차이를 보이는 것을 볼 수 있는데 이는 각 펩티[0040]
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드의 박테리아에 대한 친화도가 서로 다르다는 것을 의미한다. 또 두 박테리아에 대해 친화도가 높은 펩티드가

서로 다르게 나타난 것은 각 펩티드가 선택적으로 결합한다는 것을 보여준다.

여시니아(Yersinia enterocolitica)에 대해서도 유사한 방법으로 펩티드를 검색하여 가장 강하게 결합[0041]

하는 펩티드 23개를 선택하였다. 면역 플레이트를 이용한 분석을 위해 여시니아 FKC 약 10
8
 개를 각 면역 플레

이트에  흡착시키고  1mg/ml농도의  BSA(bovine  serum  albumin)과  0.1%  Tween-20를  포함하는  완충용액으로

blocking하였다. 비교실험을 위해 여시니아를 넣지 않고 blocking만 시킨 플레이트도 함께 만들었다. 다음으로

선택된 23 종류의 펩티드를 1㎍씩 여시니아를 흡착시킨 플레이트와 blocking만 시킨 플레이트에 각각 넣어주었

다. 결합하지 않은 펩티드를 PBS로 씻어내고 결합한 펩티드를 pH를 12로 조정한 NaOH-NaCl 완충용액으로 해리시

켰다. 그리고 excitation wavelength와 emission wavelength를 각각 485nm와 528nm로 설정한 상태에서 형광을

측정하였다.

그 결과 도 4에서 보는 것처럼 모든 펩티드가 blocking만 한 플레이트에 비해 여시니아를 흡착시킨 플[0042]

레이트에 훨씬 더 많이 결합하는 것이 확인되었다. 또한 blocking만 한 플레이트와 여시니아를 흡착시킨 플레이

트를 펩티드를 넣지 않고 형광을 측정했을 때는 차이가 없었기 때문에 형광이 여시니아로 인한 것이 아니고 펩

티드로 인한 것임을 알 수 있었다.

포도상구균(Staphylococcus aureus)에 대해서도 유사한 방법으로 펩티드를 검색하여 모두 네 가지 식중독균에[0043]

대해 가장 강하게 결합하는 펩티드 6개씩을 선택하였다. [표 3]에 펩티드 번호와 서열을 정리하였다.

[0044]

상기 결과를 보면 박테리아마다 서로 다른 peptide가 결합한다는 것을 알 수 있다. 그리고 같은 그람[0045]

음성균인 살모넬라와 여시니아는 가장 높은 결합력을 보이는 B13, C07, C10이 모두 비교적 잘 결합하는 것으로

나타났는데 이는 아마도 박테리아의 유사성 때문일 것으로 생각되었다. 특히 4개의 잔기를 가진 B 시리즈에서

가장 많이 선택되었는데 세 개보다는 네 개가 더 강하게 결합할 수 있기 때문인 것으로 추측된다. 따라서 4개

또는  5개의  잔기로  구성된  펩티드  문고를  만든다면  더  강하게  결합하는  펩티드를  찾을  수  있을  것으로

생각된다. 그러나 C 시리즈에서도 높은 결합력을 갖는 펩티드들이 많이 나타난 것으로 볼 때 결합에 참여하는

잔기들 사이의 거리도 중요한 역할을 하는 것으로 보인다. 

또한  본  발명자들은  암  표지  단백질인  CEA(carcinoembryonic  antigen)에  결합하는  펩티드를[0046]

검색하였다.  CEA  0.5㎍을  각  면역  플레이트에 흡착시키고 1mg/ml농도의 BSA(bovine  serum  albumin)과  0.1%

Tween-20를 포함하는 완충용액으로 blocking하였다. 그리고 선택된 각 펩티드 1㎍을 CEA를 흡착시킨 플레이트와

blocking만 한 플레이트에 각각 넣어주었다. 결합하지 않은 펩티드를 PBS로 씻어내고 결합한 펩티드를 pH를 12

로 조정한 NaOH-NaCl 완충용액으로 해리시켰다. 그리고 excitation wavelength와 emission wavelength를 각각

485nm와 528nm로 설정한 상태에서 형광을 측정하였다. 이와 같은 방법으로 선택된 8 종류 펩티드의 결합이 도 5

에 제시되었다. 

상기 도 5에서 보는 것처럼 모든 펩티드가 blocking만 한 플레이트에 비해 CEA를 흡착시킨 플레이트에[0047]

훨씬 더 많이 결합하는 것이 확인되었다. 그리고 blocking만 한 플레이트와 CEA를 흡착시킨 플레이트에 펩티드

를 넣지 않고 형광을 측정했을 때는 차이가 없었기 때문에 형광이 CEA 단백질 자체로 인한 것이 아니고 펩티드

로 인하여 발생한 것임을 알 수 있었다. 또한 마지막 단계에서 PBS를 넣고 형광을 측정하는 것보다 pH를 12로

조정한 완충용액을 측정할 때 형광 값이 더 높게 나타났다. 이는 pH 12에서는 펩티드가 해리되어 용액 중에 녹

공개특허 10-2012-0127878

- 10 -



아 있을 뿐만 아니라 높은 pH로 인하여 플루오레신의 형광이 강해지기 때문인 것으로 생각된다. 

도 6은 또 다른 암 표지 단백질인 α-fetoprotein(AFP)에 결합하는 펩티드를 검색한 결과이다. 전체 펩[0048]

티드를 검색한 후 가장 강하게 결합하는 8개를 선정하여 blocking만 한 플레이트와 AFP를 흡착시킨 플레이트에

서 결합 정도를 비교하였다. 그 결과 C-07은 CEA와 AFP 모두에 잘 결합하는 것으로 나타났으나 E-08과 D-05는

AFP에 E-07, F01, F-09는 CEA에 선택적으로 결합하는 것으로 나타났다.

이상의 결과를 통해 본 발명에 따른 소수의 대표 아미노산으로만 펩티드 문고를 만들어도 특정 박테리아나 단백[0049]

질에 선택적으로 결합하는 펩티드를 찾을 수 있다는 사실과 대표 아미노산이 동일한 순서로 배열된 경우에도 그

사이에 연결 아미노산이 삽입되면 친화도가 달라진다는 것을 확인할 수 있었다. 그러나, 여기에서 사용한 합성

펩티드 문고는 주로 세 개의 대표 아미노산 잔기만 포함하고 있기 때문에 친화도가 낮은 단점이 있다. 따라서

[표 1]에 제시한 것과 같이 잔기의 수를 5개 또는 6개로 확장한 펩티드 문고를 제작하여 사용한다면 친화도가

훨씬 높은 펩티드들도 간단한 방법으로 찾을 수 있다는 장점이 있다. 

산업상 이용가능성

본 발명은 목표 분자 또는 세포에 결합하는 펩티드를 검색하는 방법으로 유용하게 이용할 수 있는 뛰어난 효과[0050]

가 있으므로 생물의약산업상 매우 유용한 발명인 것이다. 

도면

도면1
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