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본 발명은 항활성산소 조절 유전자의 고속 탐색방법에 관한 것으로서, 더욱 상세하게는 산소 하에서 슈퍼옥시드

음이온을 생성하는 활성을 가진 다량체 단백질 유전자를 안정적 발현하도록 제작한 세포주를 이용하여, 슈퍼옥시

드 활성산소의 생성을 직접 조절함으로써, 활성산소에 대한 활성조절이나 항산화스트레스의 조절 작용이 있는 유

전자의 고속 탐색방법에 관한 것이다.     특히, 본 발명에 따른 탐색방법은 세포내 특정 소기관에서의 슈퍼옥시

드 활성산소의 생성을 직접 조절 가능하여 활성산소의 유해성을 조사하거나, 활성산소의 다양한 유해성으로부터

발생되는 다양한 질병의 발생이나 유해효과를 저해하는 유전자 및 생리활성물질을 직접 세포에서 검색하거나, 효

과의 검증이 가능하다. 

대표도 - 도4
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특허청구의 범위

청구항 1 

슈퍼옥시드 음이온 생성을 유도하는 다량체 단백질을 코드화하는 유전자를 세포 내에서 발현시키도록 재조합 발

현벡터를 제조하는 단계;

상기 발현벡터를 세포 내에 트랙스펙션(transfection)하여 상기 유전자 발현 단일세포주를 클로닝하는 단계; 및

항활성산소 후보 유전자를 발현하는 발현벡터를 상기 세포주에 넣고 클로로필리드를 가한 후 활성산소에 의한

세포의 사멸을 측정하는 단계

를 포함하는 것을 특징으로 하는 항활성산소 조절 유전자의 고속 탐색방법.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 상기 슈퍼옥시드 음이온 생성을 유도하는 다량체 단백질을 코드화하는 유전자는 서열번호 1

로 표시되는 bchX, 서열번호 2로 표시되는 bchY 및 서열번호 3으로 표시되는 bchZ를 포함하는 유전자인 것을 특

징으로 하는 방법.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 항활성산소 조절 유전자의 고속 탐색방법에 관한 것으로서, 더욱 상세하게는 산소 하에서 슈퍼옥시드<7>

음이온을 생성하는 활성을 가진 다량체 단백질 유전자를 안정적 발현하도록 제작한 세포주를 이용하여, 슈퍼옥

시드 활성산소의 생성을 직접 조절함으로써, 활성산소에 대한 활성조절이나 항산화스트레스의 조절 작용이 있는

유전자의 고속 탐색방법에 관한 것이다. 

활성산소는 유기체가 에너지를 얻기 위해서는 필수불가결하게 부수적으로 동반되어 생성되는 매우 반응성이 큰<8>

물질로서, 암, 파킨스, 알쯔하이머 등의 퇴행성 뇌질환, 동맥경화, 염증반응 등의 매우 다양한 질병의 발생과

조절에 관여하는 것으로 알려져 왔으나, 활성산소들에 대한 생체 내 분석의 어려움과, 짧은 반감기로 생체 내에

서 활성산소에 대한 병리연구나 항활성산소제의 개발에 많은 제한이 있었다.     특히, 활성산소는 산화스트레

스 유발뿐만 아니라, 생체 내에서 세포성장 등의 정상적인 신호전달과정에서의 신호전달물질로서 기능을 하기

때문에, 활성산소의 특정 부위에서의 정상적인 생성과 분해는 정상적인 생리기능에도 필요한 것으로 알려지기

시작하였고, 이것의 생성과 분해의 균형이 깨지게 되면, 직ㆍ간접적으로 다양한 질병을 유발하는 것으로 알려져

왔다.     따라서, 특정 부위에서, 과발생된 활성산소의 생성을 저해하거나, 분해를 촉진하여, 이의 부작용을

덜어 주는데 관여하는 유전자를 쉽게 탐색할 수 있는 효과적인 고속 탐색방법의 개발이 필요한 실정이다. 

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

이에, 본 발명자들은 상기와 같은 문제점을 해결하기 위하여 연구 노력한 결과, 산소 하에서 슈퍼옥시드 음이온<9>

을 생성하면서 과산화수소는 생성하지 않는 다량체 단백질 유전자를 안정적으로 발현하는 세포주를 제작하여 항

활성산소 조절 유전자를 고속 탐색뿐만 아니라, 다양한 특성을 갖는 분화된 세포를 이용하여 특정 세포내 소기

관에 항활성산소 후보물질의 생체 내 효능도 빠르고 쉽게 검색하는 방법을 개발함으로써 본 발명을 완성하게 되

었다.

따라서, 본 발명은 산소 하에서 슈퍼옥시드 음이온을 생성하는 활성을 가진 다량체 단백질 유전자의 발현하는<10>

유전자 조작 세포를 이용하여, 항산화 활성조절과 항산화스트레스의 조절 작용이 있는 유전자의 고속 탐색방법

을 제공하는데 그 목적이 있다.

    발명의 구성 및 작용

본 발명은 <11>
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슈퍼옥시드 음이온 생성을 유도하는 다량체 단백질을 코드화하는 유전자를 세포 내에서 발현시키도록 재조합 발<12>

현벡터를 제조하는 단계;

상기 발현벡터를 세포 내에 트랙스펙션(transfection)하여 상기 유전자 발현 단일세포주를 클로닝하는 단계; 및<13>

항활성산소 후보 유전자를 발현하는 발현벡터를 상기 세포주에 넣고 클로로필리드를 가한 후 활성산소에 의한<14>

세포의 사멸을 측정하는 단계

를 포함하는 항활성산소 조절 유전자의 고속 탐색방법을 그 특징으로 한다.<15>

이와 같은 본 발명을 더욱 상세하게 설명하면 다음과 같다.<16>

본  발명은  산소  하에서  슈퍼옥시드  음이온을  생성하는  활성을  가진  로도박터  스페로이데스(Rhodobacter<17>

sphaeroides) 유래 다량체 단백질 유전자의 발현하는 유전자 조작 세포를 이용하여, 항산화 활성조절과 항산화

스트레스의 조절 작용이 있는 유전자의 고속 탐색방법에 관한 것으로서, 더욱 상세하게는 다량체 단백질을 코드

화하는 유전자를 진핵세포에서 발현시키는 발현벡터에 클로닝하고, 이 발현벡터를 세포에 넣고(transfection),

이 유전자를 안정적으로 발현하는 단일 세포주를 클로닝하여, 이 유전자 조작된 세포를 클로로필리드가 첨가된

세포 배양액에서 키우면, 가한 클로로필리드의 양과 안정적으로 발현된 다량체 단백질의 양에 따라, 조절이 가

능한 양의 활성산소를 생체 내에서 만들어 냄으로써 원하는 시기에 원하는 정도의 활성산소에 의한 산화스트레

스를 직접 유도하여, 세포 내에서 발생된 산화스트레스에 대한 생체의 반응기작 연구에 적합한 세포모델을 제공

할 뿐만 아니라, 이 세포에 산화스트레스의 조절작용에 관여할 수 있는 유전자를 발현하는 벡터를 넣고, 이를

안정적으로 발현하는 세포주를 클로닝하여 제조하면, 세포 내에서, 항활성산소의 조절기능이나, 산화 스트레스

의 조절작용이 있는가를 조사할 수 있는 유용한 탐색법을 제공해 준다. 

게다가, 다량체 단백질에 세포내 소기관에 타겟팅되도록 타겟팅 아미노산 서열, 예로서 팔미토일/미리스토일화<18>

(palmitoyl/myristoyltion) 서열, ER 보존(retension) 서열, 마이토콘드리아 보존(retension) 서열, 핵 위치화

(nuclear localization) 서열과 융합된 형태로 발현을 하게 되면, 각각 세포막, ER, 마이토콘드리아, 핵 등의

세포내 소기관에 선택적으로 발현 가능하므로, 슈퍼옥시드 음이온이, 세포내 소기관에 선택적으로 생성되게 조

절할 수 있다.

즉,  본  발명은 산소 하에서 슈퍼옥시드 음이온을 생성하는 활성을 가진 로도박터 스페로이데스(Rhodobacter<19>

sphaeroides) 유래 다량체 단백질 유전자를 안정적으로 발현하는 세포주를 세포공학적 방법으로 제작하여, 항산

화 활성조절과 항산화스트레스의 조절 작용이 있는 유전자의 검색방법에 응용하는 방법에 관한 것으로, 보다 상

세하게는 슈퍼옥시드 음이온을 생성을 유도하는 다량체를 코드화하는 유전자를 세포내에 발현시키도록 변형시킨

발현벡터를 제조하고, 이를 원하는 특성의 동물세포에 넣고(transfection), 이 유전자를 정해진 양만큼 안정적

으로 발현하는 세포주들을 각각 클로닝한다.     이 유전자 조작된 세포주에 항산화활성을 검색하고자 하는 후

보 유전자를 발현하는 유전자 발현벡터를 집어넣고, 배양액에 클로로필리드를 첨가하면, 가한 클로로필리드의

양과 안정적으로 발현된 다량체 단백질의 양에 따라, 조절 가능한 양의 활성산소를 만들어, 활성산소에 의한 원

하는 시기에 원하는 정도의 산화스트레스를 특정 세포내에 유도하여 실제 세포 내에서, 발현된 외부 유전자가

항활성산소 활성이나, 산화  스트레스의 조절작용이 있는가를 조사할 수  있는  탐색하는 과정으로 구성된다.

또한, 유전자 조작된 분화된 특정 세포주에 항활성산소에 대한 조절작용이나 항산화스트레스 조절 후보물질을

직접 가함으로써, 분화된 특정 세포주에서의 후보물질의 항산화스트레스 조절에 관여하는 생물학적 기능이나 효

능을 검색하는 방법으로 구성된다.     본 발명에서는 산소 하에서 슈퍼옥시드 음이온을 생성하는 활성을 가진

로도박터 스페로이데스(Rhodobacter sphaeroides) 유래 다량체 단백질 유전자로는 서열번호 1로 표시되는 bchX,

서열번호 2로 표시되는 bchY, 그리고 서열번호 3으로 표시되는 bchZ을 포함하는 유전자를 사용하였다.

따라서, 본 발명은 세포 내에서 슈퍼옥시드 활성산소의 생성을 직접 조절할 수 있는 기술을 활용하여, 활성산소<20>

의 유해성을 조사하거나, 또는 이 유해효과를 저해하는 유전자 및 생리활성물질을 직접 세포에서 검색하거나,

유해성을 저해하는 효능를 검증 가능하게 함으로써, 활성산소의 유해성으로부터 발생되는 다양한 질병들, 예로

서, 알쯔하이머, 파킨슨병 등의 퇴행성 뇌질환과 활성산소에 의한 순환기계 질환인 심장병과 동맥경화 등의 병

인을 분자수준에서 규명함으로서 새로운 신약 타겟을 도출할 수 있을 뿐만 아니라, 이들 질병의 중요한 요인의

하나로 알려진 활성산소의 특정 뇌세포에서의 생성을 효과적으로 저해하는 치료제의 검색에도 매우 유용하리라

기대된다.

이하, 다음 실시예를 들어 본 발명을 상세히 기술할 것이나 본 발명의 범위를 이들 실시예에 의해 한정되는 것<21>

은 아니다.     
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실시예 1: 항활성산소 및 산화스트레스 조절 유전자 고속 탐색<22>

서열번호 1로  표시되는 bchX,  서열번호 2로  표시되는 bchY,  그리고 서열번호 3으로 표시되는 bchZ  각각을<23>

pcDNA3.1의 AflII/XbaI에 집어넣어, 진핵세포에 발현되는 발현벡터 pChX, pChY, pChZ를 각각 제조하였다[도 1

~ 도 3 참조].     이 세 가지 벡터를 293 세포에 집어넣고, 발현시킨 다음 48시간부터 1 mg/ml의 G418이 첨가

된 F12/DMEM에서 배양한 후, 96웰(96well)에 희석하여 2주간 배양한 뒤 단일 클론으로부터 유래된 세포군 다량

체가 고발현된 세포주와 저발현된 세포주의 클로닝을 위해 각각 4 ~ 10개의 세포주를 각각 큰 배양기로 점차 옮

겨 배양한 뒤, 액체 질소에 각각의 세포주를 얼려 보관하였다.     배양된 단일 세포주를 티에스이 완충용액(10

mM Tris, 150 mM NaCl, 그리고 5 mM EDTA)으로 세포를 옮긴 뒤, 세포를 깨고, 세포질을 얻은 뒤 클로로필리드를

첨가한 뒤 슈퍼옥시드 생성에 의한 NBT(nitroblue tetrazolium)의 환원반응 정도로 슈퍼옥시드 발생 다량체 단

백질의  발현정도를  확인하여,  고발현된  세포주(293-PchSOh)와  저발현된  세포주(293-PchSOl)로  명명하였다.

안정적인 발현이 확인된 단일 클론 세포주 중 293-PchSOh 세포주를 96칸 배양기에서 배양한 뒤 리포펙타민으로

pCDNA3.1의 AflII/XbaI 위치에 adcA, sodB 유전자와  SY로 명명된 항산화 후보 유전자들을 삽입하여 진핵세포에

서 발현하도록 변형시킨 항산화 조절효과가 알려진 유전자 발현벡터인 pCadcA, pCsodB, 그리고, 검색에 사용될

유전자 발현벡터인 pSY 계열의 발현벡터와 음성대조군으로는 녹색형광단백질이 발현되는 pEGFP 발현벡터를 세포

내로 집어넣고, 48시간 뒤, 클로로필리드를 첨가한 뒤 2시간 후 슈퍼옥시드의 생성과 24시간 뒤, 활성산소의 유

해효과에 의한 세포의 사멸에 주는 효과를 CCK-8(Dojindo)를 이용한 방법으로  세포의 사멸정도를 측정함으로서

활성산소의 유해효과를 저해시켜 주는 유전자를 탐색하였다(도 5 참조). 

활성산소의 유해효과에 관련이 없는 녹색형광단백질의 경우(pEGFP)는 양성대조군과 거의 같은 10% 이하의 매우<24>

낮은 세포생활성(cell viability), 즉 높은 세포사멸을 보여 주는 반면, 활성산소의 유해효과를 줄여주는 것으

로 알려진 pCadcA, pCsodB의 경우, 각각 45%와 70%의 세포생활성을 보여주어 이 방법은 활성산소의 유해효과를

줄여 주는데 관여하는 유전자 검색에 효과적으로 사용될 수 있음을 알 수 있었다.     또한, SY 계열의 후보유

전자 중, SY1103과 SY1209는 상당한 활성산소의 유해효과를 감소시키는 활성을 보여주며, 도 6에서 나타난 바와

같이 과산화 지질의 발생도 억제해 주므로, 세포사멸에 의한 효과가 아니고, 항산화스트레스 억제 유전자인 것

으로 사료된다.     이 방법은 세포사멸에 직접적으로 영향을 주는 유전자도 같이 검색되므로, 좀더 선별적이면

서 예민한 항산화활성 조절 유전자의 탐색을 위해서는 직접 세포내에서 생성되는 활성산소를 루미놀(luminol)을

이용한 화학적 발광법으로 측정하여 활성산소의 생성이나 분해에 영향을 주는 유전자를 탐색할 수도 있으며, 다

음 실시예 2의 (1)에 기술된 바와 같이 세포내에서 만들어진 활성산소에 의해 생성되는 과산화지질을 측정하여

활성산소의 생성이나 분해에 영향을 주는 유전자를 탐색할 수도 있다. 

실시예 2: 항활성산소 조절 유전자 탐색<25>

(1) 세포막에서 과산화지질 생성 저해 효과 검색<26>

세포막에서 과산화지질 생성을 저해하는 효과를 검색하기 위하여, 293 세포시료를 음성대조군(NCON)으로 사용하<27>

고, 293-PchSOh으로부터의 시료를 양성대조군(PCON)으로 사용하였다.  

슈퍼옥시드 음이온을 생성하는 다량체 단백질 pChX/Y/Z을 안정적으로 과량 발현시키는 293-PchSOh에 항산화스트<28>

레스 조절 후보유전자인 SY1002, SY1103, 그리고 SY1209를 발현하는 발현벡터를 각각 집어넣은 세포군과, 슈퍼

옥시드 활성저해 효과가 알려진 Pch212를 1mM 처리한 세포, 슈퍼옥시드 활성저해에 관련된 것으로 알려진 유전

자, adcA와 sodB, 그리고 녹색형광 단백질을 발현하는 pCadcA, pCsodB, 그리고 pEGFP, 발현벡터를 집어넣은 세

포군에 48시간 후에 클로로필리드를 가하고, 티에스이 완충용액(10 mM Tris, 150 mM NaCl, 그리고 5 mM EDTA)

에서 세포를 옮긴 뒤 세포를 고주파로 깬 다음 0.5ml의 35% 트리클로르아세트산과 0.5 ml 트리스 완충용액을 가

하고, 잘 섞은 뒤, 10분 후, 0.75% 티오바비트릭산을 1 ml 가하였다.     45분간 끓인 후, 식히고, 1000 X g에

서 10분간, 원심분리하였다.     생성된 과산화지질의 양을 티오바비트릭산과 반응하는 총 물질의 양을 분광광

도계를 사용하여 측정하였다. 

도 6에서 나타낸 바와 같이, 활성산소의 유해효과에 관련이 없는 녹색형광단백질의 경우(pEGFP)는 양성대조군과<29>

거의 같은 수준의 과산화지질이 검출된 반면, 활성산소의 유해효과를 줄여주는 것으로 알려진 Pch212를 1mM 처

리하거나, pCsodB 발현 세포군에서는 경우에는 음성대조군과 유사한 수준의 강력한 저해 효과를 보여 주었으며,

항산화효과가 상대적으로 약한 pCadcA발현 세포군에서는 20% 정도 감소된 과산화지질 발생하여, 과산화지질의

발생이 활성산소의 생성이나 분해에 관여하는 유전자의 발현에 따라 변화됨을 확인하였다.   

따라서, 이 방법은 활성산소의 유해효과를 줄여 주는데 관여하는 유전자의 항산화스트레스 활성검증이나, 활성<30>
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검색에 사용될 수 있다.

(2) 도파민 뉴론에서 활성산소 보호 효과 <31>

항활성산소 및 산화스트레스 조절 유전자 고속 탐색법을 이용하여 파킨슨병의 원인이 되는 활성산소에 의한 도<32>

파닌성 뉴론의 사멸을 억제 해주는 유전자의 탐색에 사용한 예를 기술하였다. 

PC12 도파민성 뉴론 유래의 세포주에 슈퍼옥시드 발생 다량체 발현벡터 pChX/Y/Z를 전기포레이터로 집어넣고,<33>

발현시키고, G418을 사용하여 안정적으로 과량 발현된 세포주(PC-PchSOh)을 선별하여 클로닝하였다.     PC12-

PchSOh 세포주에 항산화스트레스 조절 후보유전자 SY1002, SY1103, 그리고 SY1209의 발현하도록 트랜스펙션한

세포군, Pch212를 1mM 처리한 세포군과 adcA와 sodB를 발현하도록 트랜스펙션한 세포군을 무혈청배지로 교환하

고, 36시간 배양한 후, 클로로필리드를 첨가한 뒤 2시간 후 슈퍼옥시드의 생성과 48 시간 뒤 세포의 사멸을

CCK-8을 사용하여 450 nm에서의 흡광도 증가감소로 확인하여, 항활성산소의 유해 효과를 저해시켜 주는 유전자

를 탐색하였다. 

도 5에서 나타낸 바와 같이, 활성산소의 유해효과에 관련이 없는 녹색형광단백질의 경우(pEGFP)는 양성대조군과<34>

거의 같은 수준의 세포생활성을 보여주는 반면, 활성산소의 유해효과를 줄여주는 것으로 알려진 Pch212를 1mM

처리하거나, pCsodB 발현시킨 세포군에서는 경우에는 높은 세포생활성을 보여 주었다.     세포생활성이 차이가

활성산소의 생성이나 분해에 관여하는 유전자의 발현에 따라 차이가 있음을 확인하였다. 

따라서, 이 방법은 활성산소의 유해효과를 줄여 주는데 관여하는 유전자의 항산화스트레스 활성검색을 CCK-8을<35>

사용하여 노란색의 흡광도를 대량으로 측정 가능한 96나 384칸 세포 스캐너나 엘리자리더(elisa reader)를 사용

하여 대량의 시료를 고속으로 탐색하는데 사용할 수 있다.

    발명의 효과

이상에서 설명한 바와 같이, 본 발명은 세포 내에서 슈퍼옥시드 활성산소의 생성을 직접 조절할 수 있는 기술을<36>

활용하여, 활성산소의 유해성을 조사하거나, 활성산소의 다양한 유해성으로부터 발생되는 다양한 질병의 발생이

나 유해효과를 저해하는 유전자 및 생리활성물질을 직접 세포에서 검색하거나, 효과를 검증 가능하게 한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 재조합 발현벡터 pChX의 개열지도를 나타낸 것이다.<1>

도 2는 재조합 발현벡터 pChY의 개열지도를 나타낸 것이다.<2>

도 3은 재조합 발현벡터 pChZ의 개열지도를 나타낸 것이다.<3>

도 4는 항활성산소 조절 유전자의 고속 탐색방법을 간략히 나타낸 것이다. <4>

도 5은 293-PchSOh 세포주에서 항산화스트레스 조절 유전자와 Pch212에 의한 과산화 지질 형성에의 영향을 살펴<5>

본 결과이다.

도 6은 PC12-PchSOh 도파민성 뉴론세포 모델에서의 항산화스트레스 조절 유전자와 Pch212에 의한 항활성산소 활<6>

성을 살펴본 결과이다.
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도면

    도면1

    도면2
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    도면3
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    도면4
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    도면5

    도면6

서 열 목 록

서열목록 전자파일 첨부  
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