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1. 제 .!2.. , 

o ..u. 약 

마우스 개체에서 CD99 기능분석을 통한 이식편대숙주질환 

II. 연구개발의 목적 및 필요성 

기술 개발 

이용한 부조직적합 불일치성 이식에 의한 이식편대숙주질환 (GVHD) 
모텔에서， 세포이동관 관련된 CI갱9 의 역할을 획인， CD99 단백질의 분자적 
수준에서의 특성 및 기능을 분석하고， CD99 적중 마우스를 이용한 기능 검증 
으로 GVHD 조절 신약개발 물질의 타깃으로서의 CD99 생체 기능 확인한끄자 
하였음. 

GVHD의 조절을 위하여는 타켓 장기로의 세포 이동 조절 및 불질 수송에 관 

한 기술 개발을 필요로 하며， CD99 분자기 세포 이동파 관련이 있다는 기뜯의 

연구 보고들에 기반하여， 

llGVHD 발병 중 선천 변역 세포 및 T 세포등에 발현되논 CD99 단백젤의 
발현 역동성 확인 

2) CD99 단백질 자체의 생화학적 특성 분석 

3) CD99 단백질과 상호작용할 후보 물질로서 CD99L2 단백칠군의 기능 뿐석 
및 상호작용이 미치는 세포 기능에 대한 영향 평가를 통한 CI꺼9 단백질의 세 

포내 기능 확인 

4) CI갱9 적중 마우스를 GVHD 모델 적용하여 CD99 단백질이 GVHD 발병기 
전에 미치는 영향 평가의 연구 목표를 두었음， 

ill. 연구개발의 내용 및 범위 

1. B6 -> BALB.B 의 GVHD 모텔에서 CD99 단백질의 발현 역동성 확인 
1) B6 •> BALB.B 모텔에서 선천성 면역세포에서 CD99 단백질 발현확인 
2) 세포 표변에서의 CD99 단백질의 발현과 세포내의 CD99 단백질 발현 
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의 차이 비교 

2. CD99 단백질의 생화학적 분자생물학적 특성 연구 

1) CD99 단백질의 생화학적 분자생물학적 특성 연구 
2) CD99와 상호작용하는 단백 질로서 CD99L2 단백 질군의 역 할 확인 

3) CD99 단백질과 CD99L2 단백질과의 상호작용이 세포 유착에 미치는 

영향확인 

4) CD99 단백질이 물질수송에 갖는 역할 확인 

3. CD99 적중 마우스를 이용한 연구 
1) CD99 적중 마우스의 phenoytping 
2) CD99 적중 마우스에서 면역 반응 유도와 적중 마우스를 이용한 

GVHD 유도 

N. 연구개발결과 

1. B6 > BALB.B 의 GVHD 모텔에서 CD99 단백질의 발현 역동성 확인 
1) CD99 단백의 세포 표면으로의 발현은 세포 활성화에 따라 조절됨. 
2) GVHD 발병중 활성화되는 T 세포와 염증관련 선천 면역 세포인 

gran띠ocyte에서 시간 경과에 따라 CD99 발현이 늘며 CD99 양성 세포들의 

타켓 장기 내 축적이 일어남 

3) 세포 활성화에 따라 세포 표면으로의 발현은 증가하나， 바활성화된 세포에서 

도 CD99 단백질의 발현이 내재되어 있음. 즉， CD99 단백질의 세포막으로의 
발현이 세포 활성에 따라 조절됨을 시사함. 

2. CD99 단백질의 생화학적 분자생물학적 특성 연구 
1) CD99 단백은 세포막외부워 (extracellular domain)을 매개로 

homo-dimer를 형 성 하며 , 이 homodimer는 주로 세 포내 에 머 물고 있 
.Q.. 
p. 

2) CD99 딘 백은 CD99L2 단백군 (CD99L2s & CI갱9L2Ll 과 hetero• dimer 

(CD99CD99L2s & CD99CD99L2L)를 형 성 함. 

3) C])(꺼iL2 단백군끼리는 homodimer 또는 heterodimer틀 형성하지 못함. 

4) O-glycosylation mutant CD99 단백들은 homo-빼ner를 형성할 수 있음， 

5) CD99 단백파 CD99 glycosylation mutant 들은 dimer (CD99-CD99T45A, 
CD99←CI꺼9T50A， CD99-CD99T45AT50A)를 형성할 수 있음 

6) Glycosylation mutant들은 CD99L2 단백군과 dimer플 형 성하지 않음. 

7) CD99CD99 homo-dimer 및 Cl갱9-CD99L2s， C돼9-CD99L2L hetero-dimer 

는 golgi 및 membrane 에 위 치 함 
8) CD99-CD99L2 hetero-dimer 형성에 의하여 세포간 유착 (cell adhesion) 이 

증가함. 

9) CD99L2 단백군은 CD997} 있을 때에만 세 나갈 수 있음 
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7) CD99-CD99 homo-dirner and CD99-CD99L2s CD99-CD99L2L hetero-dimer 

are localized in golgi and cell membrane 

8) Cell adhesion is increased when C많9 forms dirner with CD99L2 

9) CD99 helps CD99L2 Lo move to cell membrane 

10) There is no competition between CD99 and CD99L2 when they 

form homo or hetero-dimer which was confirmed by two-color 

BiFC 

11) CD99-CD99L2 heterodimer and CD99 do not form trimer. 

12) CD99CD99 homodimer and CD99--CD99L2 heterodimer exist on 

different part of cell which was analized by confoca1 microscopy. 

Study with CD99 KO mouse 

1) CD99L2 is not expressed on the surface of lymphocytes from CD99 

KO mouse 

2) Expression levels of H-2K and I-A molcules are not affected by 

the lack of CD99 expression 

3) Developmeni of T cells in CD99 KO micc : low percentage of CD8 

T cell population in ihymus of CD99 KO mice. 

4) In early time of CD99 KO cellinduced GVHD model, there was 

quick recovery in weight change. 

III. Expected Contribution 

1) Broadening knowledge on the biochemical and molecular characteristics 

of CD99 which is well known proteins related to leukocytes migration 

across endothelial lining 

2) Enhanced chance for targeting CD99 function for controling cell 

migration 

3) Increased possibility of defining CD99 function as well as CD99L2 in 

vivo and ihe role of the molecule in pathogenesis of GVHD 

4) Establishment of disease model for screening new drugs related to cell 

migration or GVHD 

n 
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4 CD99 ~~ol iii~ ~~711 All.¥.. oJl Qj~ GVHD oJ i>J: lLJ 10%

7}
5 CD99 3:j~ n}.!f-A t:ll~ Aj{l- ~ TAll.¥.. AjAeJ ~<j 10%

I 711 % 100%
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't!.:r-011A-j~, CD999-] -{f-:A}-3j ;Aj g iTJ:8'8"}~q. CD99~ J :A}~11.£. homodimer~~Aj

'8"}e:j All~12{011 ~AU'8"}e:j Al]~ .!f--3}:i!J- 01%01] 7]'oW~.£.4 Al]~O]% ~~ E}?>!~.£.A-j9-]

7}~]7} ~<j'8"}~q.

• 0]9t w7J1] CD999-] paralog.s; ,€£i';j{[ CD99L2 -{f-:A}9-] ;Ajg iTJ:8'8"}~q. CD99L2~1 f­

7U9-] isofrom'r] CD99L2s9t CD99L2L .£.f- CD999t W7J1] dimer~ ~Aj~q. 3:~ CD9901]

9-]iiU Al]~12{~.£. 0]%0] 7}'o~ ;Ajg :A]yTJ.j 0]~711 ~AjB heterodimerz Al]~ .!f--3}

Aj 01] ~-e:j '8"}Jl ~%g \!{~q.

• utcH CD99L27} All~ °1%011 ~oj CD999t W7J1] 7]'o'8"}Jl ~g "T'- ~q~ 7HS'-Aj ol Ail

71 s:1~Jl o]~ CDggL27} 1i'1~~%:i!J- GVHD ~~oJl ~oj CDGG9t %""]011 AU.£.,'t- {}~

E}?>!01 ~ "T'- ~J%g 9-] n] '8"}71 011 o]~ \!{'8"] 71 ~~ 't!.:r-7} ~Jl'8"}q.

• 3:~, CDGG-CD999-] homodimers] CD99-CD99L2 heterodimere] All~ Ljj .!fl~l~}ol-c: f­

dimer"] A-j.£. q~ ~~g ~ "T'- ~-c 7}~Aj g A1171'8"}~ A}~olTJ.j 0loJl ntc}

homodimer9t heterodimer9-] ~~ iTJ:8 0] ~Jl'8"}q.

• CD99 31'F u}-'f-~~ o]%~ ~}g:i!J- GVlID .£.I:;jtoJ1 A-j *l8-31~.£. j:7] ~g 9-] ~:&

~~~ "T'- ~J~q. ::;C, o]~} Jt!~~gliLq~ ~A 1i'1~~goJlA-j CDS T A11~9-] ~AjoJl

A-j9-] ~}017} 1JJl, CD99 31'F p}-'f-~ Al]~7} *e:j7-}<j GVlID .£.I:i!i01]A-j5:. j:7] ~11'i5' 21
*oJ] ~ojA-j 1:-j * 0JAJg liL~q.

• GVHD ~~ ""] Zf AJ7]~.£. {]%B Al]~9-] "T'-9t -{f-:8:l g 1:l].lli. -{f--6:j~ ~:i!J- ~~ j:7]oJ]

CD99 -3j'F p}-'f-~~ o]%~ .£.I:i!ioJ]A-j AJ7]'£' {]%B 1i'1~Al]~9-] "T'-7} AaAJp}Jf-~~- °1

%~ .£.I:i!ioJ]A-jliLq -3j.g. :5l g ~<j~ "T'- ~~q.

• O]-C CDGG9-] A~~1] Ljj 7]~oJl ~ojA-j All~ 01% j:71oJl ~e:j'8"}Jl ~g 7}'oAjg 9-] ul'8"}

TJ.j ~~~g 0]Y- GVHD ~g j:71oJlA-j 71'o~q1i'1 ~~ E}?>!..<?_.£.A-j9-] 7Pl~ 1:-j ~C)1711

Bq.

• utc}A-j CD99 -3j'F p}-'f-A~ °1%~ CDGG9-] A~~1] 1..J1 ~~ iTt8oJ] ~oj 1i'1~~-g-:i!J-

GVHD ~%01 ~ojY--C A171~ T-{f-'8"}e:j j:7]011 j:{] g ~4-Jl 7]'0 g 't!T~ ~_B.7}

~Jq.

1) %}%~o]: ~ %}-§-]:JJ~

• GVHD 3:.~7]~,'? 3:."i€!.£. Al]~o]-6j~9-] ~t:lJ.£. o]o-j;;<]Jl ~ 'T ~q.
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• CD99~ E}3!.£.£-O}~ i5J-~1] );1 li:k1] , ~2. Al1±);lliAl1.9] 7H~£ ~t11~ 'T- 9Jq.
• GVHD.9] 3:~2. 3:~.2..Al]± ol~ Aai?- ~ <f{);lli%.9] Al1Jl£ ~t11~ ~.£.£

71t11Cf:lq.

7}. 71'WZiJ ~~
• ~ '6 Aa ;<J-71£.9] ttAa:§}Cf:l Jt19:J Al1± ~ ~ ·tFa Jt19:J Al]±.9] 01 %~ ~ 121) ZiJ.£.£ ~

£?d-o}~ <IJ-<?l2., .:J.%<?l ~9:JA1]± ttAa:§}~ );}~-o}~tl1 "TR Q{%01 7H~Cf:l ~

ell 1J14-0] AH £ -8:- Q{%.9] ;<J- ~ O:j ~ 01 q.

• CD99 i5J-Jtl.9] 71 '0 ~.&J4 Al]± 01% );}~ 71'W2. GVHD ¥- 0}1.-]c.}, q;:: ~

Aa ~~ ~ ~t7t T?:!9:J~~);lliAl17H~ell g%Aa~ ~~q.

• CD99~ El-?>1.£.£ -o}~ i5J jl1 );lli:k11 7H~£.9] g%~ 'T- 9lq.

1.-]-, ~Al1 . {}~ ZiJ

• °l~JHrl1-Sf"T-€l~.9] cj]<IJ-~ ~~ 1:!~1 ~9:J 9:j*~11 Jf-O:j ~ ~A~Al1 A}%~ rl1 jl1%1­

? ~~ );llill ~ );lli:k11 7H~01 ~ ~oleJ-,

• GVlID 3::~2. 7H~p}eJ-.9.] ~~~ );llioJl tHtg-o}E..£, ?~Ol i\t7}'o~ Al;<J~ &1Jol
7}'c%1- ? 9leJ-.

• CD99~ E1-3!.£.£-o}~ ~jl1 );]liA-ll.9i 7H~ol ollf-oj;A]~, AH£,£- );llii5J-~11 AJ-if:§1-£ '?::1-€!

~ 9JeJ-.
• ~;A}.9.] z:FJ-~ {jf~ *;Al-o}~Ai, ;<J-71 );lli£ ~~ );llil:ll 1I{[ TI..Jlj-~ 71rl1"@-.
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• P}-9_A CD99 o}yc} human CD99 B-~s:. extracellular domain-S UTI7]'£'

~ homodimer 7} '~jAa ~ o1 ~Jl:s:] ~q (Lee et al., ]. Microbiol Biotechnol.

18:472, 2008).

• p}Jf-C:::: CD99 i!!:-7-}~1 <:8":& (glvcosylationl e Or-linked glycosylationv] Pj, ,~] "11

extracellular domain"11 ~;AHi>}~ 0}p1 x Al '€l. 45~~H9i Threonin 7].:4 50 ~

~H9i Threonin 71"11 glycosylation °1 °PF-e>17-1Pj, CD99 91 :c.1zr.:c=. %'91 ,:;}t+

.£. ~{-&1:d PILR (paired Ig-Iike receptor) .:4 .AJ§.3f%"11 ~J e>1 Al CD99 91

glycosylation °1 %,iLwo1 ~{-&1~q (Wang et al., ]. Immunol 180: 1686,

2008).

• p}Jf-C:::: CD99 i!!:-7-l.:4 PILR .i1}9i ~§.3f%"11 ~e>1Al, ~~.Aa:& :c.1zr:c::.~

PILRa .:491 .AJ§.3f% 01 ~.Aj:& :c.1zr.:c=.~ PILRb .:491 AJ§.3f%~g" :t!~~~

01 ~.Q.Pj, T45A ~01~11, T50A ~op·n ZfZfo] PILR a .:4 ~g~ 'T ~~J~

~1?1, PILFb .:4~ T45A ~ oP~17} ~%~7-] ,*wo] ~Jl:s:]~q (Tabata et

al., ]. Biol. Chem. 283: 8893, 2008). °1 ~.i1}~ CD99 B-~9i rJ-:&.:4 Zf i:']zr

.:c=. ~ g01 %'?'!i>}Jl :c.1zr.:c=.p}q Zf71 ~ g~q~ ~ ~ A11Jl@-q.

• u:l-:c.1"Al, CD99 homodimer t~j/'j"11 Or-linked glycosylation 01 e>1U:l~ OJ1~~

'T ~J~7l"11 T:li~ %H'if9i ~iLAjo1 A1171:s:]~q.

• ~{} CD99 1i1~3L} p}Z}7l7-1.£., u}Jf-C:::: CD99 1i1~"11 r11"@- t;J~11 ;Otli:.]7l

transendothelial crossing ~ <lJ%l1 Wo1 .!i!.Jls:]~ g (Dufour et. al., Cell Commun, &

Adhes. 2008).

• ~{} CD99 1i1~01 HLA class I 1i1~9i Al1.¥.li'B..2-.£..9i °1%"11 %,iL"@- Q:j~~ 'f:t'cl-W

01 .!i!.Jls:]~tl CD99.9i ~'iB.°1 Al'6'}:t! Jourkat T Al1'¥'''1P'1 HLA-class I 1i1~.9iIfi'iB.

01 Al '6'}s:] Pi, CD99 1i1~ 3L} HLA class I B-~ 01 CD99 1i1~.9i transmembrane domain

UH7H.9i .AJ§.3f%% '6'}Jl ~.2-Pi, CD99 1i1~~ trans-golgi .:4 cytosol J,.}01"11 cyling~

p230 1i1~3L} AJ§.3f%'6'}Jl ~g 01 ~Jls:]~g (Bremond, et. al, Blood 2009)

• ~;j CD99 1i1~01 ~{} ~~T Al1'¥'7} 5'll7-] %i'l1.9i endotheliumel crossing "11 {!~

s:]~ g 01 .!i!.Jls:]~ g (Schneider, JK, et. al. Transplantation 2009).

2 CD99L i!!:-7-}"11 T:li~ '?'!.:r-

• CD99 B-~9i paralog ~ CD99L27} 2003 l.;:! -g..s\9 :s:]~.Q.Pj, T7H9i isoform

01 ~lE:s:]~g (Suh et al., Gene 307: 63, 2003). °1 ~-c o}Jf-A9-} 'ilzr

CD99L2 %~7-}9i -g.£.\9.i1} ::L 71'0°1 homophilic interaction-s :~~
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luekocyte .2.1 endothelial lineg .!8-.:iif-ti}~ transmigration -f 'fl~ .!f-.5f1 £.2.1

a1%.:iif- ~iJ~ ~ii:!a1 ~lg a1 .!t..Jl:s:l~q (Schenkel et al., Cell

Communication and Adhesion, 13: 220, 2007). a1 ~.:iif-~ CD99L2 \:tmj.2.1 ;,~

§j-ff}~ ::; ;'j.:iif- CD99 \:tmj.2.1 ;'~§}ff}~ ::; Aj ~ iE-;A} Zl "'J-§.;;sj--§-0l1 rJl~ <{:!

~il;'a q"'j ~ Jtl ~171~ ~a1C} ti}~q.

• CD99£} CD99L2 \:tmjoJ1 r.J1~ tiJj(11 j(.1'2-1£ '{]"5fl neutrophile] transendotheliaI

migrational 'If"5flsj.::il a1trJ1 CD99£} CD99L27} ~-& .5f1;;;loJ1 Al ~f-§·ti}.::il ~ g 01 .!t..::il

sj~ g. (Bixel et. al., Blood. 2010)

• r.J1%~ (large arthery) .2.1 ~Aj '?'l ~ %-.2.1 ti}1.-j-'{] ;;:PJ-~§j-~

(Atherosclerosis) ~ mj ~ -=r-7} ~~~.2..£ recruit :s:l c-j ~ §j-Aa l1:l ~

(Atherosclerotic plaque) t~HH1.2..£Mi 1~l1:l:s:l ~~a1q. CD99 \:tmj aj

leukocytes] Y1TI1Ai1~.2.1 "'J-§.;;sj--§-oJ] ~~:s:lc-j extravasation 011 ;;sj--§-~q.~ A}

{ioJ1 71&ti}C:j, p}-'f-!::: CD99 \:tmjoJ1 rJl~ vaccination-s A1s:.~ ~.:iif­

lipoprotein receptor ~:;:g p}-'f-AoJ1 Al atherogenesis 7} ;A-j"5fl ¥l aj .!t..Jl:s:l~q

(Wanrooij, Cadiovasc Res. 2008). a1 ~.:iif-~ CD99 \:t~ g Ai]~ 01%oJ1 r.J1~

E1-~.2..£ a1-§-~ ~~ ~-§-.2.1 ~ .2..t:a!a1c} W4- ~lq.

• il-Aa 0161JC1r.J1 ~~;: ~C:j;A} T Ai1~7} ~-'l-.2.1 .5f17:J-~, Zl, TI1.!f-~ .2.1

E1-7Jl 71~g ~Z'lW.2..£Mi ~;'~:s:l~ril, a1ttJ1 ::;7:a oj;;;} It:!~71~£.2.1 T kn~

::H'iJ <lJ-"5flti}711.-j-, ~l:l a1;;;} It:!~~71.2.1 /\1171£~ il-Aj al61JC1rJl ~-'l-~~

<:>11<lJ-w 4- jjJ.2..Pi, r.J1{l .2..:: a1;;;} '?:! ~7:J-71£.2.1 ::H'iJ <lJ"5flti}711.-j-, ~;:

.2..~ ~~ It:!~~~g ~71~~ ~-'f-~ ~l1:l~ ~~¥l~ .!t..Jl:s:l~q

(Beilhack. Blood. 2008).

• a1 ~31}~ .2..:: T Ai1.¥..2.1 ::; 7:a It:! 9:J 71 ~0l1 r.J1 ~ ::H'iJ <lJ-"5fl ti}~ ~;: .2.. til

t';j ~C:j'E! ~~.2..Ai]~.2.1 'j-.3r0l1 <lJ-"5fl7} ~ 4- ~;: .5f1~g Y1/\flti}.Jl ~1.2..0

£, ~Aa§j-'E! T Ai1~.2.1 {1~~'{] E1-~ 7:J-71£.2.1 a1 <lJ"5fltit~ ~a1 ~~

<:>11 <lJ-0l1 c-j :fi.31}~~ 4- ~lg g A1A}~q.

• rr}c}Al, a1 .!t..Jl~ ~.Aa ~~:s:l~ CD99\:tmj.2.1 71'0 vaccination

a1 il-Aj al61 JC1r.J1 ~~..2.1 <:>11 <lJ0l1 c-j :fi.31}~~ 4- ~q~ E1-~ 7:J71£

.2.1 a1%31} CD99 \:tmj.2.1 "'J-~~7-110l1 rJl~ <{:!-=r- -&If.~ ;A1;A1ti}~ .!t..Jlc}

W4- ~lq.
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