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명 세 서

청구범위

청구항 1 

헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 가이

드 RNA, 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 

Cas단백질 또는 이를 암호화하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는, 헌팅틴(HTT) 유전자 교정용 조성물. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)은 서열번호 1의 뉴클레오티드 서열로 이루어

진 것인 헌팅틴(HTT) 유전자 교정용 조성물. 

청구항 3 

제1항에 있어서, 

상기 가이드 RNA의 타겟 서열은 상기 서열번호 1의 뉴클레오티드 서열 내 포함되는  5’-Nx-NGG-3’ 또는 5’-

PAM(CCN)-Nx-3’의 서열을 포함하는 것으로, 상기 N은 각각 A, G, C 및 T 중 임의의 하나이고, Nx에서 N은 각각

A, G, C 및 T 중 임의의 하나이고, x는 20 이내의 숫자인 헌팅틴(HTT) 유전자 교정용 조성물.  

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 가이드 RNA의 타겟 서열은 서열번호 2의 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것인 헌팅틴(HTT) 유전자 교정용

조성물. 

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기 가이드 RNA의 타겟 서열은 비정상적인 CAG 반복 서열을 포함하는 돌연변이된 헌팅틴(HTT) 유전자인 헌팅틴

(HTT) 유전자 교정용 조성물. 

청구항 6 

제1항에 있어서, 

상기 Cas 단백질은 Cas9인 헌팅틴(HTT) 유전자 교정용 조성물. 

청구항 7 

헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 가이

드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 Cas 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드를 비정상적인 CAG 반복 서열을 포함하

는 돌연변이된 헌팅틴(HTT) 유전자를 포함하고 있는 유도신경줄기세포(HD-ciNSC)에 형질 도입하는 단계를 포함

하는 헌팅틴 유전자의 교정 방법. 

청구항 8 

제7항에 있어서, 

상기 형질 도입은 미세주입법 (microinjection),  전기천공법 (electroporation),  DEAE-덱스트란 처리 (DEAE-

dextran treatment), 리포펙션 (lipofection), 나노파티클-매개 형질주입, 단백질 전달 도메인 매개 도입, 바

이러스 또는 비바이러스 매개 유전자 전달체 및 엑소좀 중 선택되는 어느 하나의 방법으로 형질 도입되는 것인,
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헌팅틴 유전자의 교정 방법. 

청구항 9 

제8항에 있어서, 

상기 바이러스 또는 비바이러스 매개 유전자 전달체는 바이러스 벡터 또는 플라스미드인, 헌팅틴 유전자의 교정

방법. 

청구항 10 

제7항에 있어서, 

상기 돌연변이된 헌팅틴(HTT) 유전자를 포함하고 있는 유도신경줄기세포(HD-ciNSC)는 헌팅턴병 환자의 체세포로

부터 직접 교차 분화로 유도된 것인 헌팅틴 유전자의 교정 방법. 

청구항 11 

제10항에 있어서, 

상기  직접  교차  분화는  티아조비빈(Thiazovivin),  발프로익산(Valproic  acid),  퍼모파민(Purmorphamine),

A8301, SB431542, DZNep(Deazaneplanocin A), 5-AZA 및 CHIR99021 중 하나 이상을 조합하여 포함하는 배지에서

헌팅턴병 환자의 체세포를 배양하는 단계를 포함하는 것인 헌팅틴 유전자의 교정 방법. 

청구항 12 

제1항의 조성물에 의해 교정된 유도신경줄기세포(ciNSC)를 포함하는 헌팅턴병 예방 또는 치료용 약학 조성물. 

청구항 13 

제12항에 있어서, 

상기 교정된 유도신경줄기세포(ciNSC)는 비정상적인 CAG 반복 서열을 포함하는 돌연변이된 헌팅틴(HTT) 유전자

를 포함하고 있는 유도신경줄기세포(HD-ciNSC)의 5'비번역부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 포함되는 서열번호 2의

뉴클레오티드 서열이 교정된 것인 헌팅턴병 예방 또는 치료용 약학 조성물. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 헌팅턴병 환자 체세포로부터 유도된 신경줄기세포(ciNSC)의 돌연변이된 CAG 반복 서열을 교정하기 위[0001]

한 가이드 RNA를 포함하는 유전자 교정용 조성물, 상기 교정된 유도신경줄기세포(ciNSC) 및 이를 포함하는 헌팅

턴병 세포 치료제에 관한 것이다. 

배 경 기 술

헌팅턴병은 유전 질환으로써, 4번 염색체에 존재하는 헌팅틴(HTT) 유전자의 돌연변이로 인한 과도하게 증가된[0003]

CAG repeat에 의해 발병되는 유전성 뇌신경 퇴행성 질환이다. 보통 성인기에 발병하는 헌팅턴 병의 일반적인 증

상으로는 불수의적 움직임, 비정상적인 걸음걸이, 늘어지는 말투, 음식물을 제대로 삼킬 수 없는 연하 곤란, 인

지 장애, 성격 장애 등이 있다. 

유전자 교정 기술은 CRISPR  Cas9  이전부터 연구되어 온 기술이다. 1세대 유전자 교정기술은 징크 핑거(zinc[0004]

finger) 기술로써 아연 이온에 의해 구조적으로 안정화되는 DNA결합 도메인과 DNA절단 도메인으로 구성되어, 단

백질의 특정 염기서열을 인지하면서 특정 위치를 절단해 버린다. 

하지만 징크 핑거 기술은 정확도가 낮고 비용이 비싸다는 단점을 가진다. 2세대 유전자 교정 기술은 TALEN으로[0005]

징크 핑거 기술의 DNA결합 도메인 부분을 ZFN대신에 TALE단백질로 대체하여 개발한 기술이다. 상기 단백질은 식

물 병원 세균 잔토모나스(Xanthomonas)에서 발견되었으며, 단백질 1개가 1개의 염기를 인식하기 때문에 1세대에

비해 더 정교해졌으나, 크기가 커서 세포 내로 주입하기 어려운 점, 결합 부위가 T 염기로 시작되어야 한다는
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점, 메틸화 C에서는 작동을 못한다는 단점을 가지고 있다. 

3세대 유전자 교정기술인 CRISPR Cas9 기술은 박테리아와 고세균과 같은 원생 생물의 유기체의 유전자에 발견된[0006]

DNA 서열이고, Cas9은 CRISPR서열에 상보적인 DNA의 특정 가닥을 인식하고 절단하는 효소이다. CRISPR Cas9은

RNA로 만들어진 가이드 RNA와 DNA 전달하는 효소인 Cas9으로 구성되어 있으며, 모든 세포에 적용이 가능하다.

CRISPR Cas9 기술은 Cas9이라는 특정한 염기 서열을 인식하여 유전자를 자를 수 있는 효소가 그 염기서열을 포

함하고 있는 single guide RNA (sgRNA)를 인식하여 특정한 DNA를 자를 수 있는 도구이다. 

sgRNA를 인식한 Cas9은 특정한 PAM에서 5’으로 3 염기쌍 떨어진 부분에 달라붙어 DNA의 이중나선의 절단을 일[0007]

으키고, 이렇게 절단된 DNA는 크게 두 가지 기작으로 복구되는데, 상동성을 가지는 서열끼리의 재조합에 기반하

는 HDR (상동성 기반 복구, homology di-rected repair)과 서열의 상동성과는 상관없이 두 말단을 연결해 버리

는 NHEJ (비상동성 말단 결합, non-homologous end joining)로 나누어진다. 

이러한 복구 기전들을 잘 이용함으로써 전략적으로 유전체 편집을 수행할 수 있으며, 이러한 유전체 편집에 가[0008]

장 큰 영향을 주는 것 중 하나는 가이드 RNA의 서열이며, 이는 어떤 서열을 이용하느냐에 따라 유전자 교정의

효율을 결정할 수 있기 때문이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

이에 본 발명자들은 돌연변이를 가진 헌팅턴병 환자 유래 직접교차분화 신경줄기세포에 적합한 가이드 RNA를 발[0009]

굴 및 선정하고 CRISPR Cas9 기술을 이용해 교정하여 헌팅턴병에 대한 신경줄기세포 치료제를 완성하였다. 

따라서, 본 발명의 목적은 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타[0010]

이드 서열을 포함하는 가이드 RNA, 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 Cas 단백질 또는 이를 암호화하

는 폴리뉴클레오티드를 포함하는, 헌팅틴 유전자 교정용 조성물을 제공하는 것이다. 

본 발명의 다른 목적은 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타이[0011]

드 서열을 포함하는 가이드 RNA, 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; Cas단백질을 암호화하는 폴리뉴클레

오티드를 돌연변이 헌팅틴 유전자를 포함하고 있는 유도신경줄기세포(HD-ciNSC)에 형질 도입하는 단계를 포함하

는 헌팅틴 유전자의 교정 방법을 제공하는 것이다. 

본 발명의 또 다른 목적은 상기 교정된 유도신경줄기세포(ciNSC)를 포함하는 헌팅턴병 예방 또는 치료용 약학[0012]

조성물을 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)[0013]

에 상보적인 뉴클레오타이드 서열을 포함하는 가이드 RNA, 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 Cas단백

질 또는 이를 암호화하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는, 헌팅틴 유전자 교정용 조성물을 제공한다.  

본 발명의 일 측면에서, 상기 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)은 서열번호 1의 뉴[0014]

클레오티드 서열로 이루어진 것이다. 

본 발명의 일 측면에서 상기 가이드 RNA의 타겟 서열은 5'-Nx-NGG-3’ 또는 5’-PAM(CCN)-Nx-3’의 서열을 포함[0015]

하는 것으로, 상기 N은 각각 A, G, C 및 T 중 임의의 하나이고, Nx에서 N은 각각 A, G, C 및 T 중 임의의 하나

이고, x는 20 이내의 숫자이다. 

본 발명의 일 측면에서, 상기 가이드 RNA의 타겟 서열은 서열번호 2의 뉴클레오티드 서열을 포함하는 것이다. [0016]

또한, 본 발명은 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타이드 서열[0017]

을 포함하는 가이드 RNA, 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 Cas 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티

드를 돌연변이 헌팅틴 유전자를 포함하고 있는 유도신경줄기세포(HD ciNSC)에 형질 도입하는 단계를 포함하는

헌팅틴 유전자의 교정 방법을 제공한다. 

본 발명의 일 측면에서, 상기 돌연변이 헌팅틴 유전자는 상기 제1엑손에 비정상적인 CAG 반복 서열을 포함한다. [0018]

본 발명의 일 측면에서 상기 유도신경줄기세포는 헌팅턴병 환자의 체세포로부터 직접 교차 분화 과정을 통해 유[0019]
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도된 것이다.

또한, 본 발명은 상기 교정된 유도신경줄기세포(ciNSC)를 포함하는 헌팅턴병 예방 또는 치료용 약학 조성물을[0020]

제공한다. 

이하, 본 발명을 상세하게 설명한다. [0022]

일 측면에서 본 발명은 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타이[0023]

드 서열을 포함하는 가이드 RNA(sgRNA), 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 Cas 단백질 또는 이를 암

호화하는 폴리뉴클레오티드를 포함하는, 헌팅틴 유전자 교정용 조성물에 대한 것이다. 

상기 헌팅틴(HTT) 유전자 상염색체 4번에 위치하며, 67개의 엑손과 66개의 인트론을 포함하고 있다. 헌팅턴병은[0024]

상기 헌팅틴 유전자의 제1엑손 부분에 비정상적인 CAG 반복 서열을 포함하며, 비정상적인 헌팅틴 단백질의 발현

이 증가되면서 발병한다. 본 발명에서 상기 조성물은 상기 헌팅틴 유전자의 제1엑손에 포함된 비정상적인 CAG

반복 서열을 교정하기 위한 것으로, 상기 서열을 타겟으로 하는 sgRNA를 포함한다. 

본 명세서에서 용어 '가이드 RNA(guide RNA)'는, 표적 DNA에 특이적인 RNA로, Cas 단백질과 복합체를 형성하여,[0025]

상기 Cas 단백질을 표적 DNA로 가져오는 역할을 한다. 

본 발명의 상기 가이드 RNA는 sgRNA(single-guide RNA))일 수 있으며, 상기 sgRNA는 RNA의 형태 또는 sgRNA를[0026]

암호화하는 DNA의 형태로 세포 또는 유기체에 전달될 수 있다. sgRNA는 분리된 RNA의 형태, 바이러스 벡터에 포

함되어 있는 RNA, 또는 벡터에 암호화되어 있는 형태일 수도 있다. 바람직하게, 상기 벡터는 바이러스 벡터 또

는 플라스미드일 수 있으며, 그 종류에 제한되는 것은 아니다. 

상기 가이드 RNA는 서열번호 1의 뉴클레오티드 서열로 이루어진 헌팅틴(HTT) 유전자의 5'비번역부위(UTR) 및 제[0027]

1엑손에 상보적인 뉴클레오티드 서열을 포함한다. 상기 가이드 RNA가 타겟 하는 뉴클레오티드 서열은 5'-Nx-

NGG-3’  또는  5’-PAM(CCN)-Nx-3’의  서열을  포함하는  것으로,  상기  N은  각각  A,  G,  C  및  T  중  임의의

하나이고, Nx에서 N은 각각 A, G, C 및 T 중 임의의 하나이고, x는 20 이내의 숫자이다. 보다 구체적으로, 상기

가이드 RNA의 타겟 서열은 서열번호 2의 뉴클레오티드 서열(RG1)을 포함하는 것일 수 있고, 서열번호 2의 뉴틀

레오티드 서열은 헌팅틴(HTT) 유전자의 5'비번역부위(UTR) 및 제1엑손에 동시에 위치하며, 비정상적인 CAG 반복

서열을 포함하는 것이다. 

본 명세서에서 용어 'Cas 단백질'은 "Cas 단백질"은 CRISPR/Cas 시스템에서 필수적인 단백질 요소를 의미하고,[0028]

CRISPR RNA(crRNA) 및 트랜스-활성화 crRNA (trans-activating crRNA, tracrRNA)로 불리는 두 RNA와 복합체를

형성할 때, 활성 엔도뉴클레아제 또는 니카아제 (nickase)를 형성하며, 이중가닥 DNA를 분해하는 역할을 한다.

상기 Cas 단백질은 바람직하게는 Cas9 단백질일 수 있다. 

다른 측면에서 본 발명은 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타[0029]

이드 서열을 포함하는 가이드 RNA, 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 Cas 단백질을 암호화하는 폴리

뉴클레오티드를 돌연변이 헌팅틴 유전자를 포함하고 있는 유도신경줄기세포(HD-ciNSC)에 형질 도입하는 단계를

포함하는 헌팅틴 유전자의 교정 방법에 대한 것이다.  

본  명세서에서  "신경줄기세포"는  자기복제능력을  가지고  있으며  뉴론(neuron)  및/또는  글리아(glia),  예를[0030]

들면, 성상세포(astrocyte), 희돌기교세포(oligodendrocyte) 및/또는 슈반세포(Schwann cell) 등으로 분화하는

다분화 능력을 가진 미분화세포이다. 신경 줄기세포는 특정한 신경계 세포를 만들어내는 신경전구세포나 글리아

전구세포의 단계를 거쳐서 신경세포(neural cell), 예를 들면 뉴런이나 글리아로 분화하게 된다. 

본 발명에서 상기 '유도신경줄기세포(ciNSC)'는 헌팅턴병 환자의 체세포를 '직접교차분화'하여 제조한 것일 수[0031]

있다. 상기 '직접교차분화'는 세포 리프로그래밍 기술 중 하나로, 이미 성숙한 분화 세포를 직접 리프로그래밍

하여 줄기세포로 되돌리는 기술로서, 다양한 방법을 통해 외부 유전자를 도입할 수 있으며, 그 방법에 제한되는

것은 아니나, 바람직하게는 소분자 화합물을 이용하여 직접 전환을 유도할 수 있다. 

상기  '직접교차분화'는  그  방법에  제한되는  것은  아니나,  티아조비빈(Thiazovivin),  발프로익산(Valproic[0032]

acid), 퍼모파민(Purmorphamine), A8301, SB431542, DZNep(Deazaneplanocin A), 5-AZA 및 CHIR99021 중 하나

이상의 소분자 화합물을 조합하여 포함하는 배지에서 인간 섬유아세포를 배양하는 단계를 포함할 수 있고, 상기

배지에 센다이바이러스, mRNA 또는 miRNA 중 하나 이상을 추가로 포함하여 배양할 수 있다. 
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또한, 상기 '돌연변이 헌팅틴 유전자를 포함하고 있는 유도신경줄기세포(HD ciNSC)'는 헌팅턴 환자의 체세포로[0033]

부터 유래되어 헌팅틴 유전자의 제1엑손에 비정상적인 CAG 반복서열을 포함하는 것으로, 본 발명의 일 실시예에

서 상기 헌팅턴병 환자 세포로부터 유래된 유도신경줄기세포는 '교정 전 HD ciNSC'라고 하였다. 본 발명에서 상

기 교정 전 HD ciNSC는 헌팅틴(HTT) 유전자의 5‘비번역 부위(UTR) 및 제1엑손(exon)에 상보적인 뉴클레오타이

드 서열을 포함하는 가이드 RNA, 또는 상기 가이드 RNA를 암호화하는 DNA; 및 Cas 단백질을 암호화하는 폴리뉴

클레오티드를 형질 도입하여 교정할 수 있으며, 본 발명의 일 실시예에서는 이를 교정 ciNSC라고 하였다.  

본 명세서에서 상기 '형질도입'은 그 방법에 제한되는 것은 아니며, 미세주입법 (microinjection), 전기천공법[0034]

(electroporation), DEAE-덱스트란 처리 (DEAE-dextran treatment), 리포펙션 (lipofection), 나노파티클-매개

형질주입, 단백질 전달 도메인 매개 도입, 바이러스 또는 비바이러스 매개 유전자 전달체 및 엑소좀 등과 같은

당업계에 공지된 다양항 방법에 따라 전달될 수 있으며, 본 발명의 일 실시예에서는 전기천공법을 이용하여 플

라스미드 DNA를 형질 도입하였다. 

또한 GABAergic 신경세포는 뇌내에서 GABA를 분비하며, GABA(γ-aminobutyric acid)는 자연계에 분포하는 비단[0035]

백질 아미노산으로 포유동물의 뇌나 척수에 존재하는 신경 전달 물질로 알려져 있으며, 헌팅턴병 환자에게서 손

실되는 것으로 알려져 있다. 본 발명의 상기 교정 전 유도신경줄기세포(HD ciNSC)는 교정을 통해 실제 헌팅턴병

환자에게서 손실된 GABA성 신경 세포로 분화 유도 시, 훨씬 높은 분화 효율을 보였다. 

본 발명의 일 실시예에서, 돌연변이 헌팅틴 유전자를 포함하는 환자의 체세포에 대하여, 이를 먼저 유도 신경줄[0036]

기세포로 직접교차분화하고, 상기 유도 신경줄기세포에 Cas9 단백질을 암호화하기 위한 pRGEN_Cas9_CMV 및 돌연

변이 HTT를 타겟하는 sgRNA를 암호화하는 pRGEN_Human_HTT 총 2가지 재조합 플라스미드로 형질 도입하였으며,

이 때, Cas9 단백질이 sgRNA의 매개 하에 타겟 서열 영역을 절단하여 DNA 이중-가닥 절단을 형성하고, 유기체의

자가-손상 복구 기전이 촉발되어, 일부 서열이 삽입되거나 삭제될 수도 있다. 본 발명의 경우, 자가-손상 복구

기전을 이용하여 비정상적인 CAG를 포함한 돌연변이 헌팅틴(HTT) 유전자의 발현을 차단하여, 돌연변이 HTT 단백

질 합성을 차단한다.

본 발명의 또 다른 측면에서 본 발명은 상기 교정된 유도신경줄기세포(ciNSC)를 포함하는 헌팅턴병 예방 또는[0038]

치료용 약학 조성물에 대한 것이다. 

본 명세서에서 용어 "예방"은 본 발명에 따른 상기 약학적 조성물의 투여에 의해 헌팅턴병에 대한 증상을 억제[0039]

하거나, 발병을 지연시킬 수 있는 모든 행위를 의미한다. 

본 명세서에서 용어 "치료"는 본 발명에 따른 상기 약학적 조성물의 투여에 의해 증세가 호전되거나 이롭게 되[0040]

는 모든 행위를 말한다. 

본 발명의 상기 약학적 조성물은 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어[0041]

로졸 등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있으며, 상기 제형화에

필요한 담체 혹은 부형제 등을 추가로 포함할 수 있다. 상기 유효 성분에 추가로 포함될 수 있는 약학적으로 허

용 가능한 담체, 부형제 및 희석제로는 락토즈, 덱스트로즈, 수크로스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨,

말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로즈, 메틸 셀룰로

즈, 미정질 셀룰로스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 마그네슘

스테아레이트 및 광물유 등이 포함된다. 제제화 할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제,

붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제된다. 

본 발명의 약학 조성물은 원하는 조직 부위로 직접 이식하거나 이동하는 방식으로 투여되어, 손상된 신경계가[0042]

재생되거나  기능적으로  회복되도록  한다.  예컨대,  본  발명의  신경줄기세포를  손상된  신경  부위로  직접

이식한다. 이식은 단세포 현탁액 또는 일정 세포 밀도의 집합체를 이용하여 수행할 수 있다.

본 발명의 약제학적 조성물의 적합한 투여량은 제제화 방법, 투여 방식, 환자의 연령, 체중, 성, 병적 상태, 음[0043]

식, 투여 시간, 투여 경로, 배설 속도 및 반응 감응성과 같은 요인들에 의해 다양하게 처방될 수 있다.

발명의 효과

본 발명은 CRISPR Cas9 시스템을 이용하여 헌팅팅(HTT) 유전자의 돌연변이를 교정하기 위한 유전자 교정용 조성[0044]

물, 유전자의 교정 방법 및 이를 이용한 헌팅턴병 예방 또는 치료용 약학 조성물에 대한 것으로, 소분자 화합물
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의 조합을 이용하여 체세포의 염색체 DNA에 유전자 삽입이 없는 대량 증식 가능한 직접 교차 분화 신경줄기세포

를 제작하고, CRISPR Cas9 시스템을 이용해 헌팅턴병의 원인이 되는 HTT유전자의 과도한 CAG repeat을 정상 범

위의 CAG repeat으로 유전자로 교정하여 헌팅턴병 세포치료제를 제작하는 것이다. 즉, 소분자 화합물을 이용한

직접교차분화를 통해, 유전자 삽입없는 안전한 고품질의 헌팅턴병 환자 체세포 유래 신경줄기세포를 유도할 수

있고,  유전자  교정을  통해  헌팅턴병의  원인을  제거한  신경줄기세포로써,  헌팅턴병  세포치료제로  활용할  수

있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 유전자 교정을 위한 후보 sgRNA 위치와 헌팅턴병 환자 체세포로부터 확보된 유도신경줄기세포를 이용한[0046]

유전자 교정 원리를 나타낸 것이다. 

도 2는 유전자 교정된 유도신경줄기세포의 클론화 및 PCR 스크리닝까지의 과정을 나타낸 모식도이다. 

도 3은 유전자 교정 후 T7E1 assay를 통해 교정된 유도신경줄기세포들을 선별하는 방법을 나타낸 도이다. 

도 4는 상기 도 3의 과정을 통해 선별된 유도신경줄기세포의 클론을 이용하여, 유전자 교정 부위를 PCR로 확인

한 결과를 나타낸 것이다. 

도 5는 상기 도 4의 PCR 결과 돌연변이 CAG 반복 서열을 가진 돌연변이 HTT(mHTT) 발현을 웨스턴 블럿을 통해

확인한 결과이다. 

도 6은 RGEN tool에서 확인한 3base pair miss match off target 후보군으로서, off target 후보군 3곳을 Band

PCR과 전체 게놈 시퀀싱을 이용하여 타겟 위치에 대한 서열 변화(indel)을 확인한 결과이다. 

도 7은 헌팅턴병 환자 체세포 유래 유전자 교정 전후의 신경줄기세포들을 헌팅턴병에서 손실이 일어난다고 알려

진 GABA성 신경세포로 분화한 결과로서, 분화 여부를 면역 염색으로 확인한 것이다. 

도 8은 도 7의 면역형광염색 을 통해 확인한 유전자 교정 전후의 GABA성 신경 세포를 정략적으로 분석한 결과이

다. 

도 9는 Realtime PCR 기술을 통해 GABA성 신경세포 마커인 GAD65, GABRA1, GABRA2의 상대적 발현량을 확인한

결과이다. 

도 10은 헌팅턴병 환자 유도 신경줄기세포와, 유전자 교정된 신경줄기세포간의 세포사멸 연관 유전자(caspase-

3, p53, annexinV)의 발현량을 비교한 결과이다. 

도 11은 헌팅턴병 환자 유도 신경줄기세포와, 유전자 교정된 신경줄기세포간의 세포 증식 속도를 비교한 결과이

다. 

도 12는 헌팅턴병 환자 유도 신경줄기세포와, 유전자 교정된 신경줄기세포간의 세포 사멸 및 증식 속도와 관련

하여, 신경구체를 형성한 모습을 비교한 결과이다. 

도 13은 헌팅턴병 환자 유도 신경줄기세포와, 유전자 교정된 신경줄기세포간의 세포사멸 연관 유전자(caspase-

3)의 발현을 세포면역염색을 통해 비교한 결과이다. 

도 14는 뇌내 독성주입(Quinolinic acid;QA)을 통해 만든 헌팅턴병 동물 모델을 이용하여, 유전자 교정된 신경

줄기세포 투여에 따른 운동능력 회복을 확인하기 위한 실험 모식도이다.

도 15는 상기 도 14의 실험 결과 확인된 뇌내 독성주입(Quinolinic acid;QA)을 통해 만든 헌팅턴병 동물 모델에

대한 유전자 교정된 신경줄기세포 투여에 따른 운동능력 회복을 나타낸 것이다. 

도 16은 헌팅턴병 형질전환 마우스인 R6/2 모델을 이용하여, 유전자 교정된 신경줄기세포 투여에 따른 운동능력

회복을 확인하기 위한 실험 모식도이다.

도 17은 도 16의 실험 결과 확인된 R6/2 모델을 이용하여, 유전자 교정된 신경줄기세포 투여에 따른 운동능력

회복 결과를 나타낸 것이다. 

도 18은 헌팅턴병 형질전환 마우스인 R6/2 모델을 이용하여, 유전자 교정된 신경줄기세포 투여에 따른 생존률

및 체중 변화를 측정한 결과이다. 
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도 19는 헌팅턴병 형질전환 마우스인 R6/2  모델에 교정전 신경줄기세포 (HD  ciNSC)와, 교정된 신경줄기세포

(ciNSC)를 주입하여 유전자 교정 전과 후의 유효성을 검증하기 위하여, 운동 능력 회복 정도를 비교한 것이다. 

도 20은 신경줄기세포 투여군에서 투여 부위 주변 뇌조직을 이용한 Immunohistochemistry를 수행한 결과이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 명세서를 구체적으로 설명하기 위해 실시예를 들어 상세히 설명한다. 그러나, 본 명세서에 따른 실시[0047]

예들은 여러 가지 다른 형태로 변형될 수 있으며, 본 명세서의 범위가 아래에서 상술하는 실시예들에 한정되는

것으로 해석되지는 않는다. 본 명세서의 실시예들은 당업계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 명세서를 보다

완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다.

<실시예 1> 인간의 HTT 유전자 CAG 교정을 위한 sgRNA 타겟 부위 선정[0049]

HTT 유전자는 상염색체 4번에 위치하며, 67개의 엑손과 66개의 인트론을 포함하고 있다. HTT 유전자에서 교정해[0050]

야 할 비정상적인 CAG 반복 서열은 제 1엑손에 위치하며, 교정을 위해 선택된 sgRNA 타겟 부위들은 5‘비번역

부위와 제1 엑손에 위치한다(도 1). 

인간 유전체에서 HTT 유전자의 5’비번역 부위, 보존된 영역을 포함하는 제1 엑손의 뉴클레오티드 서열은 서열[0051]

번호 1과 같다. 서열 번호 1에서 1-315번 위치는 5‘비번역 부위이고, 316-615번 위치는 제1엑손의 위치이다. 

본 발명에서 CRISPR/Cas9에 타겟이 될 이중 가닥 DNA 중 한 가닥은 다음의 구조를 가진다 : 5’ - Nx - NGG -[0052]

3’ 또는 5’ - PAM(CCN) - Nx - 3’  에서 N은 각각 A, G, C 및 T 중 임의의 하나이고, Nx에서 N은 각각 A,

G, C 및 T 중 임의의 하나이고, x 는 20. 구체적으로, 상기 타겟 서열은 하기의 서열번호 2의 뉴클레오티드 서

열로 이루어지며, 타겟(RG1)은 5‘비번역 부위와 제1 엑손에 동시에 위치한다.

서열번호 2 : RG1 : 5' - CCGTGCCGGGCGGGAGACCGCCA - 3'[0053]

<실시예 2> 체세포로부터 유도신경줄기세포(HD-ciNSC) 직접 교차분화[0055]

돌연변이가 유발된 헌팅틴(HTT)  유전자를 포함하는 체세포(섬유아세포)를 유도신경줄기세포(HD ciNSC)로 직접[0056]

교차분화하였다. 상기 섬유아세포는 헌팅턴병 환자로부터 수득하였다. 

구체적으로, 섬유아세포 1x10
5
개를 60mm dish에 준비하고, 리프로그래밍과 관련된 8종의 소분자 화합물(티아조[0057]

바이빈(Thiazovivin), 발프로익 산(Valproic acid),  퍼모파민(Purmorphamine), A8301,  SB431542,  CHIR99021,

5-Aza-2′-deoxycytidine  및  DZNep)을DMEM/F12,  N2  supplement,  B27  supplement,  bFGF  및  EGF로  구성된

neurobasal medium에 첨가하여 준비된 세포를 배양하였다. 상기 8종 소분자 화합물 각각의 특성 및 분화 방법에

대해서는 선행 특허(등록 특허 제10-1816103)에 기재된 바와 같다. 

<실시예 3> 유도신경줄기세포에 대한 형질 도입 [0059]

상기 1-2에서 제조된 유도신경줄기세포(HD ciNSC)에 대하여, CRISPR/Cas9  방법을 통한 유전자 교정을 위한 형[0060]

질 도입을 진행하였다. 

먼저, Cas9 단백질을 발현하기 위하여 CMV 프로모터를 포함하는 재조합 플라스미드 pRGEN_Cas9_CMV(7383bp) 및[0061]

상기  1-1에서  선정한  타겟에  대한  sgRNA를  전사하는데  사용될  수  있는  재조합  플라스미드

pRGEN_Human_HTT(2488bp)를  각각  제작하였다.  상기  두  가지  재조합  플라스미드(pRGEN_Cas9_CMV,

pRGEN_Human_HTT)는 각각 1ug, 500ng씩 2:1 비율로 하여 1.5ug/ul 농도로 ep-tube에 넣고 잘 섞일 수 있도록

파이펫팅하였다. 

상기 1-2의 돌연변이 헌팅틴 유전자를 포함하고 있는 환자 유도신경줄기세포(HD ciNSC)는 배양액을 제거하고[0062]

PBS 3ml로 2번 세척하였다.  HD-ciNSC에 StemPro Accutase™ Cell Dissociation Reagent(Gibco)를 1ml 넣어 세

포를 떼어주고, 37℃, CO2 배양기에서 3분간 반응시켰다. 반응 후, dish 옆면을 5~6회 tapping 하여, 세포가 떨

어진 것이 확인되면, 2 ml의 ciNSC 배양액을 추가해주어, dish를 닦아준 후, 총 3ml을 15ml tube에 옮겨주었다.
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옮겨진 15ml tube에서 세포를 계수하고, 1500 RPM에서 3분 동안 원심 분리하였다. 세포 pellet을 확인한 후,

pellet에 유의하여, 상층액만을 제거하였다. 세포 pellet에 4x10
5
 cells/10ul의 농도로 Resuspension Buffer R

을 넣어주고, 파이펫팅을 통해 세포 pellet을 풀어준다. PLO/FN 코팅이 완료된 6 well plate에 pen/strep이 빠

진 ciNSC 배양액을 각 well 당 2ml씩 분주하고, humidified 37℃/5% CO2 incubator에서 배양액을 warming해주

었다.

이후 준비한 재조합 플라스미드(pRGEN_Cas9_CMV, pRGEN_Human_HTT)와 세포 R 버퍼 부유물을 잘 섞어준 다음 제[0063]

조사에서 제공하는 Neon electroporation system(Thermofisher scientific) 프로토콜에 따라 세포에 플라스미

드를 전달하였다(1400V, 20ms, 1 time). 

이후 배양된 세포를 같은 방법으로 떼어내 1x10
3
개씩 100mm dish에 8일간 다시 배양한 후, 형성된 콜로니를 24[0064]

well plate에 배양하여 클론화 시켰다.

<실험예 1> PCR에 의한 HTT 유전자 교정 확인 [0066]

상기 실시예에 따라, 돌연변이 HTT 유전자 교정 효과를 확인하기 위하여, PCR을 진행하였으며, 실험 과정은 도[0067]

3과 같이 나타내었다. 상기 실시예에서 클론화된 세포를 6 well plate에 배양하여 confluency가 70-80%일 때

Accutase로  떼어내고,  QIAamp  DNA  Mini  Kit(QIAGEN)을  사용하여  genomic  DNA를  확보하였다.  확보된  DNA는

PrimeSTAR
®
 GXL DNA polymerase(TAKARA) 및 서열번호 3 및 4의 CAG repeat primer를 이용하여 PCR을 진행하였

다. 상기 PCR은 조건은 (98℃-10s, 68℃-30s)으로 총 30cycle 진행하였고 1.6% 아가로스 겔에 전기 영동하여

PCR product 밴드를 확인하였다.

표 1

Forward primer[0068] 5'- TGC CGG GAC GGG TCC AAG ATG -3' 서열번호 3

Reverse primer 5'- TGG GTT GCT GGG TCA CTC TGT C -3' 서열번호 4

정상인의 경우 500-600bp의 밴드가 검출되고, 환자의 경우에는 CAG 반복 횟수에 따라 600-1000bp 사이의 밴드가[0069]

확인된다. 유전자 교정의 genotyping을 확인하기 위해 AccuCRISPR™ Mutation Detection Kit (Bioneer)를 업체

에서 제공된 프로토콜에 따라 진행하여 분석했다. 그 결과 도 4에서 보듯이, #1 및 #3 에서 최종적으로 돌연변

이 CAG repeat(150회) band가 T7에 의해 잘리는 것을 확인하였다. 

<실험예 2> 웨스턴 블롯에 의한 헌팅틴 단백질 발현 확인 [0071]

실시예  3에서  배양중인  클론화된  세포는  RIPA  Lysis  and  Extraction  Buffer(Thermofisher  scientific)와[0072]

Pierce Protease inhibitor(Thermofisher scientific)를 사용하여 세포를 resuspension 시키고, 제조사의 프로

토콜에 따라 단백질을 추출하였다. 

Bradford  assay를  이용하여  단백질  농도를  측정하고,  Pierce™  Lane  Marker  Non-Reducing  Sample[0073]

Buffer(Thermofisher scientific)와 3차 증류수를 이용해 단백질의 최종농도는 2ug/ml로 준비하여 끓는 물에서

5분간 단백질을 변성시켰다. 이후 4%-15% TGX gels(Bio-rad)와 TGS (Tris-Glycine-SDS) running buffer (Bio-

rad)를  이용해 단백질을 전기 영동 하였고, PVDF  membranes  (Bio-rad)에 transfer를 진행했다. 이후 PBS에

0.1% Tween 20, 5% 농도로 skim milk를 넣어 1시간 동안 상온에서 blocking하였다. 이후 1차 안티 바디(Total

HTT,  MAB2166)를  1:1000  농도로  하여  PBS에  0.1%  Tween  20,  5%  skim  milk  용액에  섞어  4℃에서  16시간

incubation하고,  2차  안티  바디(Goat  anti-Mouse  IgG  (H+L)  Secondary  Antibody.  31430,  Thermofisher

scientific)는  1:10000  비율로  PBS에  0.1%  Tween  20,  5%  skim  milk  용액에  섞어  상온에서  1시간동안

incubation 하고, ECL buffer(Bio-rad)를 이용해 돌연변이 헌팅틴 단백질 발현을 확인하였다.

그 결과 도 5에서 보듯이, 돌연변이 CAG repeat을 가진 mutant HTT(mHTT) 발현을 Western blot을 통해 확인하[0074]

였으며, 최종적으로 #1 line에서 mHTT가 발현되지 않아 유전자 교정됨을 확인하였다. 
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<실험예 3> off-target effect 분석[0076]

3-1. 전체 게놈 서열분석(Whole geneome sequencing)[0077]

시퀀싱 라이브러리는 TruSeq PCRfree DNA High Throughput Library Prep Kit(Illumina)의 제조업체 지침에 따[0078]

라 준비되었다. 간단히 말해서, 1ug의 게놈 DNA를 adaptive focused acoustic technology(Covaris)을 사용하여

절단 및 파편화하였다. 이후 파편화된 DNA는 5'-phosphorylated blunt-ended dsDNA를 생성하기 위해 말단을 복

구하였다. 복구 후, DNA는 bead-based 방법으로 selection 하였다. 이 DNA 조각들은 단일 'A' 염기의 추가와

TruSeq DNA UD indexing adapters와 연결되었다. 

정제된 라이브러리는 qPCR Quantification Protocol Guide(Illumina Sequencing Platforms for KAPA Library[0079]

Quantification  kit)에  따라  qPCR을  사용하여  정량하였으며,  High-sensitivity  DNA  chip(Agilent

Technologies)을 사용하여 정량하였다. 이후, NovaSeq(Illumina)을 이용하여 Paired  end  sequencing(2×150b

p)을 Macrogen에서 수행하였다. 

 3-2. PCR을 이용한 off-target effect 확인[0080]

본  발명에서  사용된  sgRNA는  RGEN  tool을  통해  염색체  1번(chr1),  19번(chr19),  20번(chr20)에서  3bp의[0081]

mismatches가 확인되었으며, 이를 3base pair miss match off target 후보군으로 보고, 이에 대한 off-target

effect를 PCR을 통해 검증했다. PCR을 진행하여 온전히 하나의 밴드가 형성될 경우 frame-shift가 일어나지 않

은 것으로 판단했다. 

실험에  사용한  primer서열은  하기  표에  나타냈다(서열번호  5  내지  서열번호  12).  PCR은[0082]

Easytaq(Transgenbiotech)을 이용해 진행하였고, 1.6% 아가로스겔에 전기 영동하여 확인하였다. 그 결과 도면 6

에서 보듯이, 선정된 sgRNA는 clone #4에서 세 곳의 off-target 후보군에 변화(indel)가 확인되지 않아 off-

target effect가 없는 것을 확인하였다.

표 2

Chr1[0083] off-target_Chr1_F 5'  -  CAG  CAC  AGA  ACT  GCA
GAC AGC - 3' 

서열번호 5

off-target_Chr1_R 5'  -  AGA  CCC  AAG  ACA  CAG
GAC AGC - 3'

서열번호 6

Chr19 Off-target_Chr19_F 5'  -  TAG  ACG  AGG  TTG  GGG
CTG C - 3' 

서열번호 7

Off-target_Chr19_R 5'  -  ACG  ACT  CGT  TCA  CGC
CTG C - 3' 

서열번호 8

Chr20(1
st
 PCR) Off-target_Chr20_1

st
_F 5'  -  CCA  ATG  TCT  GTC  CAC

AGC - 3'
서열번호 9

Off-target_Chr20_1
st
_R 5'  -  TTC  ACG  CCA  TTC  TCC

TGC - 3'
서열번호 10

Chr20(Nested

PCR; 2
nd
  PCR)

Off-target_Chr20_2
nd
_F 5'  -  TGG  GAG  TCT  CAC  TCT

GTT GC - 3'
서열번호 11

Off-target_Chr20_2
nd
_R 5'  -  CTG  GGT  TTC  ACC  GTG

TTA GC - 3'
서열번호 12

<실험예 4> GABA성 신경 세포 분화 결과[0084]

4-1. 면역 형광 염색[0085]

헌팅턴병 환자 체세포 유래 유전자 교정 전후의 신경 줄기세포들을 GABA성 신경 세포로 분화를 진행하였다. 교[0086]

정전 HD ciNSC 및 교정 ciNSC를 각각 poly-L-ornithine/fibronectin(PLO/FN)이 코팅된 24 well plate에 GABA

유도 배양액을 처리하기 하루 전에 5x10
4
cell/well 로 seeding 해주었다. 0~7일 동안 DMEM F12 및 Neurobasal

media 가 1:1인 배양액에, 0.5X N2 supplement, 0.5X B27 supplement, 1X MEM-NEAA, 100ug/ml 페니실린 및 스

트렙토마이신,  10uM  발프로닉 산,  0.65uM  푸르모르파민,  2uM  SB431542,  0.1uM  레티노익산,  1uM  CHIR99021,

200nM 도르소모르핀, 100nM LDN193189, 200uM 아스코빅산을 포함하는 배양액에서 배양하였다.  

이후,  7~35일  동안  DMEM  F12,  Neurobasal  media가  1:1로  섞인  배양액에  0.5X  N2  supplement,  0.5X  B27[0087]
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supplement, 1X MEM-NEAA, 100ug/ml 페니실린 및 스트렙토마이신, 200uM 아스코르빅산을 넣은 배양액으로 배양

하면서 GABA 뉴런을 성숙시켜주었다. 배양 후 14일, 21일, 28일 및 35일에 뉴런 모양의 GABA 신경 세포를 세포

면역 염색을 통해 확인하였다. 

그 결과, 도 7에서 보듯이, 교정 ciNSC는 교정 전 HD ciNSC보다 신경세포로의 분화율과 GABA성 신경세포로의 분[0088]

화 효율이 모두 높아진 것을 확인하였다. 또한, mature 신경세포 마커인 MAP2는 28일까지 헌팅턴병 환자 세포에

서는 확인되지 않았다. 상기의 결과를 도 8과 같이 정량적으로 확인하였다. 

4-2. 유전자 마커 발현 [0090]

교정된 ciNSC를 GABA성 분화 뉴런으로 분화를 시작한지 14일, 21일, 28일에 Trizol (Thermo fisher)를 이용하[0091]

여 각각의 RNA를 회수했다. 회수한 RNA는 RT-PCR을 진행하여 cDNA로 변환(conversion)했다. cDNA는 sybr green

(KAPA)을 이용한 Realtime PCR 기술을 통해 GABA성 신경세포 마커인 GAD65, GABRA1, GABRA2의 상대적 발현량을

확인하였다. 그 결과 도 9와 같이, 분화가 진행되면서 GABA성 신경세포 마커 유전자들의 발현이 높아지는 것을

확인하였다.  또한, 농도에 따라 유전자 발현 억제 능력이 다르며 400pmol에서 안정적인 발현 억제가 이루어지

는 것을 확인하였다.

<실험예 5> 세포 사멸 및 증식 속도 비교[0093]

5-1. 유전자 교정에 의한 세포 사멸 감소[0094]

신경줄기세포는 부착되지 못하면 서로 뭉치는 특성이 있다. 교정 전 유도신경줄기세포(HD ciNSC) 및 교정된 유[0095]

도신경줄기세포(ciNSC)를 1x10
6
개씩 100mm 페트리 디쉬에 4일간 배양하였다. 이후, 도 10과 같이, 상기 배양된

각각의 세포에서 세포 사멸 관련 유전자인 caspase-3, p53, annexinV의 발현이 모두 증가된 것을 확인할 수 있

었다. 

5-2. 유전자 교정에 의한 세포 증식 속도 확인[0096]

PLO/FN 이 코팅된 60mm dish에 1x10
5
개의 세포를 4일간 배양 후 세포 양을 측정하여 세포의 증식 속도를 측정하[0097]

였다. 그 결과 도 11과 같이, 교정 전 HD ciNSC는 교정된 ciNSC보다 더블링 타임이 약 14시간 느린 것으로 확인

되었다.

또한 상기 배양 결과 형성된 신경 구체를 광학 현미경을 통해 관찰한 결과, 교정 전 HD ciNSC는 증식 속도가 더[0098]

디고 세포 사멸이 많아 신경 구체가 매끈하지 못하고 울퉁불퉁하였으나, 교정된 ciNSC는 매끈한 신경구체를 형

성한 것을 확인할 수 있었다(도 12).

5-3. GABA성 신경세포 분화 시 세포사멸 유전자 발현 비교[0099]

실험예 4에서 분화한 GABA성 신경세포에 대하여, 상기 5-1 및 5-2의 방법으로 세포 사멸 관련 유전자(caspase-[0100]

3)의 발현을 확인하였다. 그 결과, 도 13과 같이, 교정 전 HD ciNSC는 교정 ciNSC에 비하여 분화 이전부터 높은

세포 사멸 유전자 발현을 나타내며 GABA성 신경세포로 분화 중에도 높은 발현을 유지하는 것을 확인하였다. 

<실험예 6> 독성에 의한 헌팅턴병 유발 동물의 운동기능 회복 효과 [0102]

SD  랫트에 헌팅턴병을 유발하기 위하여, 퀴놀릭산(Quinolinic acid,  QA)을 1N  NaOH에 녹인 후, 멸균된 0.1M[0104]

PBS(pH7.4)에 200nmol/2ul로 용해하여 투여하였다. (AP: +0.8mm, ML: +2.8mm, DV: -5.5mm)

세포 이식 후 이종 면역 반응을 제거하기 위해 면역 억제제인 사이클로스포린 A를 PBS에 10mg/kg으로 희석하여[0105]

신경줄기세포 투여 이틀 전부터, 부검 전까지 매일 1회/일 복강 투여하고, 헌팅턴병 자가 피부세포-유래 유전자

교정 신경 줄기세포 (ciNSC)(실험군, G1) 및 부형제(대조군, G2) 를 각각 투여하였다. 뇌내 선조체 내에 직접

투여를 위해, stereotaxic 장비를 이용해, bregma를 기준으로 하여 ML:+2.2mm, AP:0.2mm, DV:-4.5mm 오른쪽 위

치에 투여하였다. 상기 과정을 도 14에 도시하였다. 
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투여 후, 모든 군(G1~G2)에서 사망 또는 시험 물질 투여에 의한 행동학적 이상 증상은 관찰되지 않았다. [0106]

6-1. 로타로드 시험[0108]

실험에 사용할 모든 동물은 QA 투여 전 8일간 훈련시켰으며, 이후에는 측정일 하루전에 훈련시켰다. 측정일에[0109]

실험동물을 로타로드의 회전봉 가운데 올려놓았다. 5분간 4~40rpm으로 로타로드를 가속 회전시키고, 회전이 시

작된 시간부터 실험동물이 떨어질 때까지의 시간(sec)을 측정하였다. 총 3회를 측정한 값의 평균을 각 동물의

측정값으로 사용하였다. QA 투여 전, 시험물질 투여 전 및 후에 1회/1주 실시하였다.

로타로드 시험 측정 결과, 부형제 대조군 (G2)에 비해, 교정 신경줄기세포 투여군(G1)에서 1 내지 12주 동안 통[0110]

계적으로 유의한 낙하시간 증가가 관찰되었다.

6-2. Balance beam 시험[0111]

실험에 사용할 모든 동물은 QA 투여 전 5일간 훈련시켰으며, 이후에는 측정일 하루 전에 훈련시켰다. 측정일에[0112]

beam의 첫 부분에 실험동물을 올려놓았다. 높이100cm, 길이120cm, 폭 5cm의 beam을 통과하는데 걸리는 시간을

측정하였다. QA 투여 전, 시험물질 투여 전 및 후에 1회/1주 실시하였다.

Balance beam 시험 측정 결과, 부형제 대조군 (G2)에 비해, 교정 신경줄기세포 투여군(G1)에서 2 내지 12주 동[0113]

안 통계적으로 유의한 Beam 통과 시간의 감소가 관찰되었다.

6-3. 아포모르핀 유도 회전 검사[0114]

랫트에 아포모르핀을 1mg/kg을 피하투하 하였다. 이후 1시간동안 회전 챔버에서 회전하는 횟수를 측정하였다.[0115]

QA 투여 전, 시험물질 투여 전 및 후에 1회/2주 실시하였다.

검사 결과, 부형제 대조군 (G2)에 비해, 교정 신경줄기세포 투여군(G1)에서 2 내지 12주 동안 통계적으로 유의[0116]

한 회전수 감소가 관찰되었다.

상기 검토한 바와 같이, 독성에 의해 헌팅턴병을 유발한 동물 모델에서, 유전자 교정 신경줄기세포(ciNSC)를 뇌[0117]

내 주입하였을 때, 운동능력이 회복되었음을 확인할 수 있었다. (도 15)

<실험예 7> 헌팅턴병 유전(R6/2) 동물의 운동기능 회복 효과[0119]

R6/2 mouse는 대표적인 급성 헌팅턴병 모델로써, 150회 이상의 돌연변이 CAG repeat을 가진 인간 mutant Htt의[0120]

exon1을 포함하는 헌팅턴병 형질 전환 모델이다. 투여를 위하여, 100mm dish에 헌팅턴병 자가 피부세포-유래 유

전자  교정  신경  줄기세포  (ciNSC)를  대량  배양하였다.  투여  전에  일정량을  세포  배양  접시에서  분리하여,

Trypan blue로 염색한 후, 광학 현미경과, 혈구 계수기(hematocytometer)를 이용하여 생존 세포를 계수하며, 생

존율과 생존 세포 농도를 계수하였다. 세포 계수 후 생존 세포 농도가 기준범위 (기존농도 ±10%)를 벗어나면

생존 세포수를 보정한 후, 투여 농도에 맞게 부형제로 희석하였다. 

세포 이식 후, 이종 면역 반응 억제를 위해, 면역억제제인 사이클로스포린 A를 PBS에 10mg/kg으로 희석하여 시[0121]

험물질 투여 이틀 전부터, 부검 전까지 매일 1회/일 복강 투여하였다. 이후, 헌팅턴병 자가 피부세포-유래 유전

자 교정 신경 줄기세포 (ciNSC)(실험군, G2) 및 부형제(대조군, G3)를 각각 투여하였다. 뇌내 선조체 내에 직접

투여를 위해, stereotaxic 장비를 이용해, bregma를 기준으로 하여 ML:±2.0mm, AP:0.0mm, DV:-3.25mm 위치에

양쪽 투여하였다 상기 과정을 도 16에 도시하였다. 

모든 동물에서 교정 신경줄기세포 투여에 의한 행동학적 이상 증상은 관찰되지 않았다. [0122]

7-1. 로타로드 시험[0123]

상기 6-1과 동일한 방법으로, 1회/1주 시험을 실시하였다. 그 결과, 부형제 투여군(G3)에 비해, 교정 신경줄기[0124]

세포 투여군(G2)에서 1주 내지 3주 까지 통계적으로 유의한 낙하시간 증가가 관찰되었다(도 17).

7-2. Grip strength 시험[0125]

상기 각 실험군에 대하여, Grip strength 시험을 진행하였으며, 각 실험군의 마우스가 grip을 잡은 후, 앞발이[0126]

떨어질 때의 악력을 1회/1주 측정하였다. 그 결과, 부형제 투여군(G3)에 비해, 교정 신경줄기세포 투여군(G2)에
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서 1 내지 4주까지 통계적으로 유의한 악력의 증가가 관찰되었다(도 17). 

7-3. 체중 및 생존 측정[0127]

모든 동물은 입고 날짜부터 3일 간격으로 몸무게를 측정하였다. 또한, 모든 동물의 사망 날짜를 기록하였다. [0128]

그 결과, 도 18과 같이, 약 80이후, 부형제 투여군의 생존률이 감소하기 시작하였으나, 교정 신경줄기세포 투여[0129]

군(G2)에서는 이보다 긴 생존기간을 가지는 것을 확인할 수 있었다. 또한, 체중 변화에 있어서, 생후 80일 이후

부터는 부형제 투여군(G3)에 비해, 교정 신경줄기세포 투여군(G2)의 체중 감소가 줄어드는 것을 확인하였다. 

7-4. 유전자 교정에 따른 유효성 검증 [0130]

헌팅턴병 환자 유래 신경줄기세포에서 유전자교정 전과 후의 유효성을 검증하기 위하여, 상기 R6/2 mouse 모델[0131]

을 이용하여, 상기와 동일한 과정으로, 교정 전 헌팅턴병 자가 체세포-유래 신경 줄기세포(교정전 HD ciNSC,

G1) 및 교정 신경 줄기세포 (교정 ciNSC, G2)를 각각 투여하고, 운동 능력 상실 및 유지와 관련된 실험을 진행

하였다. 

그 결과, 도 19에서 보듯이, Grip strength 시험 및 로타로드 시험 결과, 교정 신경 줄기세포 (교정 ciNSC, G2)[0132]

투여군이 G1에 비해 운동 능력 상실 회복 정도가 높은 것을 확인할 수 있었다. 또한, 케이지로 하강하기 위해

기둥을 잡고 기동하는 마우스의 능력을 평가하며, 마우스는 기둥 상단에 머리가 위쪽으로 향하도록 올려놓았고,

홈 케이지로 내려오는 시간을 측정하는 폴(Pole) 테스트 결과에서도, G2 투여군에서 상기와 같은 운동 능력의

회복을 확인할 수 있었다. 

또한, 신경줄기세포 투여군에서 투여 부위 주변 뇌조직을 이용한 Immunohistochemistry에서 인간 특이적 마커[0133]

(Human Nuclear, Human Mitochondria) 및 신경세포 마커를 이용한 염색을 통해, 뇌내에 이식된 신경줄기세포가

생존함을 확인하였다. (도 20)

상기 결과로부터, 돌연변이 헌팅틴 유전자의 교정이 유효함을 확인할 수 있었다.[0134]

이제까지 본 발명에 대하여 그 바람직한 실시예들을 중심으로 살펴보았다. 본 발명이 속하는 기술 분야에서 통[0135]

상의 지식을 가진 자는 본 발명이 본 발명의 본질적인 특성에서 벗어나지 않는 범위에서 변형된 형태로 구현될

수 있음을 이해할 수 있을 것이다. 그러므로 개시된 실시예들은 한정적인 관점이 아니라 설명적인 관점에서 고

려되어야 한다. 본 발명의 범위는 전술한 설명이 아니라 청구범위에 나타나 있으며, 그와 동등한 범위 내에 있

는 모든 차이점은 본 발명에 포함된 것으로 해석되어야 할 것이다.

도면

도면1
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