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본 발명은 세포 내에 존재하는 리보솜 단백질의 발현을 특이적으로 억제하는 짧은 간섭(small interference RNA;

siRNA)에 관한 것으로, 보다 상세하게는 세포내 내재적으로 존재하는 rpS3 단백질의 발현은 특이적으로 억제시키

고, 태깅(tagging)되어 과발현되는 단백질에는 영향을 미치지 않는 siRNA에 관한 것이다. 

본 발명의 siRNA은 종래 상업화된 상품에 비해 경제적 및 효율적 측면에서 우수한 효과가 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 1의 염기서열을 가지는 rpS3 mRNA의 777 내지 795번째 염기서열 또는 796 내지 914번째 염기서열에 결

합하는 rpS3 단백질에 대한 siRNA.

청구항 2 

제1항에 있어서, 15 내지 21 뉴클레오타이드 길이를 가지는 rpS3 단백질에 대한 siRNA.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 rpS3 mRNA의 777 내지 795 번째 염기서열에 결합하는 siRNA는 서열번호 2의 염기서열로

표시되는 것을 특징으로 rpS3 단백질에 대한 siRNA.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 rpS3 mRNA의 796 내지 914 번째 염기서열에 결합하는 siRNA는 서열번호 3의 염기서열로

표시되는 것을 특징으로 rpS3 단백질에 대한 siRNA.

명 세 서

기 술 분 야

본  발명은  세포  내에  존재하는  리보솜  단백질의  발현을  특이적으로  억제할  수  있는  특정부위에  결합하는[0001]

siRNA(small interference RNA)에 관한 것이다.

배 경 기 술

단백질은 세포신호로부터 기관의 작용을 위한 조직의 재편성에 이르는 모든 생리과정에 관여한다. 그래서 세포[0002]

내에서 단백질 합성은 매우 중요한 과정인데, 이러한 기능을 리보솜이 담당한다. 리보솜은 아미노산을 연결하여

단백질 합성을 담당하는 세포 소기관으로 많은 리보솜단백질들과 리보솜 RNA (ribosomal RNA)의 결합으로 만들

어지는 거대한 복합체로 이루어져 있다. 

rpS3(Ribosomal protein S3)는 리보솜의 구성성분으로 40S 서브유닛(subunit)의 외부 표면에 위치하며 개시인[0003]

자(initiation factor) eIF2와 eIF3에 교차연결(cross-link)되어 있다. rpS3는 N-말단 부위에 핵 위치화 신호

(nuclear localization signal)를 가지고 있는데, 이것은 rpS3의 세포질에서의 기능과 핵에서의 회복(repair)

능을  가지고  있다는  것을  의미한다.  또한,  많은  리보솜  단백질들은  복제,  전사,  RNA  프로세싱,  DNA  회복

(repair), 악성 형질전환(malignant transformation) 등의 두 번째 기능을 가지고 있다. 

rpS3  유전자는  인간  염색체  11번의  11q13.3  -  q13.5에  위치한다.  특이할  점은  rpS3  유전자는  결장직장암[0004]

(colorectal cancer) 환자에서 과발현된다는 보고가 있다. 그러므로 rpS3의 유전자 산물은 대장암에서는 과발현

되며, 다른 암과도 관련이 되어 있을 가능성이 매우 높다. 이 뿐 아니라 11q13.3 - q13.5 부위의 연구는 자주

유전자의 구조적 이상(structural abnormality), 증폭(amplification)이 일어나고, 다발성 내분비 신생물 타입

Ⅰ(multiple endocrine neoplasia type Ⅰ), 유방암(breast carcinoma), B 세포 신생종양과 같은 인체 암의 발

생시에 과발현 되는 현상이 있다 (Pogue-Geile et al., Mol. Cell. Biol., 11: 3842-3849, 1991).

siRNA(small interference RNA)는 RNAi(RNA interference)를 유도하는 물질로서 십여 개에서 수십 개 정도의[0005]

염기서열로 구성된 짧은 이중사슬의 RNA를 말한다. RNA 간섭(interference)("RNAi")은 다수의 진핵세포 생물체
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에 보존되어 있는 전사후 유전자 조절 방법으로, 표적 유전자의 mRNA와 상동인 서열을 가지는 센스 RNA와 이것

과 상보적인 서열을 가지는 안티센스 RNA로 구성되는 이중사슬 RNA(double strand RNA)를 세포 등에 도입하여

선택적으로 표적 유전자의 mRNA의 분해를 유도하거나 표적 유전자의 발현을 억제할 수 있는 현상을 말한다.

RNAi는  세포에 존재하는 짧은(즉,  30개 미만의 뉴클레오타이드)  이본쇄 RNA("dsRNA")  분자에 의해 유도된다

(Fire A. et al., Nature, 391: 806-811, 1998). 이와 같이 RNAi는 선택적으로 표적 유전자의 발현을 억제할

수 있기 때문에 종래의 비효율적인 상동 재조합에 의한 유전자 파괴 방법을 대신하는 간단한 유전자 넉-다운

(knock down) 방법으로서 상당한 관심을 모으고 있다. siRNA를 세포 내로 주입시켜 이 siRNA와 염기서열이 상보

적인 표적 유전자의 mRNA의 유전자 발현을 억제하게 된다.

 siRNA  및  표적화  mRNA는  표적  mRNA를  절단하는  RNA-유도된  사일런싱  컴플렉스(RNA-induced  silencing[0006]

complex; "RISC")에 결합한다. siRNA는 다-전환율 효소처럼 명백하게 재활용되는데, 1개의 siRNA 분자는 대략

1000개의 mRNA 분자의 절단을 유도할 수 있다. 따라서 siRNA 매개된 RNAi는 표적 유전자의 발현을 억제하는데

이용되는 현재의 다른 기술들보다 효과적이다.

그러나, RNAi 기술은 모든 유전자의 RNA에 적용됨으로써 선택적 발현 억제가 가능할 것이라는 애초의 기대와는[0007]

달리, 근래 대규모의 RNAi 탐색 과정에서 일부 유전자는 알려지지 않은 이유로 인해 RNAi 기술이 적용되지 않음

이 밝혀지고 있다 (Krueger et al., Oligonucleotides, 17:237-250, 2007). 또한, 지난 수 년 간의 데이터베이

스를 바탕으로 통계 분석을 통해 siRNA 서열을 예측하는 알고리즘이 개발되고 있으나, 컴퓨터 알고리즘이 불완

전하기 때문에 이를 이용하여 인 실리코(in silico) 방법으로 결정된 모든 siRNA가 실제 세포 및 생체 중에서

표적 mRNA를 효과적으로 억제하는 것은 아니며 실험을 통한 검증을 통해서만 가장 효율적인 siRNA를 결정할 수

있다는 것이 알려져 있다 (Derek et al., Annu. Rev. Biomed. Eng., 8:377-402, 2006).

 이와 같이, 이론적으로 예상되는 siRNA가 반드시 목표로 하는 mRNA의 능력을 효과적으로 억제시키지는 않으며,[0008]

고효율의 siRNA 염기서열을 찾아야 치료 목적을 달성할 수 있기 때문에, 표적 mRNA 상에서 억제 효율이 높은 특

정 타겟 부위 (hyperactive target)을 찾는 것이 매우 중요하다. 또한, 한 유전자의 mRNA 당 다수의 타겟 부위

를 선정하여 siRNA를 제조하고 적어도 세포 수준에서 직접적으로 이들의 효과를 확인함으로써 발현 억제 효능이

우수한 최적 위치의 서열을 발굴하는 과정이 필요하다.

 따라서, 본 발명에서는 리보솜 단백질(ribosomal protein S3; rpS3)의 발현을 억제시키는 siRNA를 개발하기 위[0009]

하여 예의 노력한 결과, rpS3내 특정 타겟 부위에 결합하는 rpS3 siRNA를 제작하고, 상기 제작된 siRNA가 시판

중인 상품에 비해 내재 rpS3 (endogenous rpS3) 단백질의 발현을 억제시키는데 효과가 탁월하다는 것을 확인하

고, 본 발명을 완성하였다.

 [0010]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 rpS3의 발현을 특이적으로 억제시키는 siRNA를 제공하는데 있다.[0011]

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 1의 염기서열을 가지는 rpS3 mRNA의 777 내지 795번째 염기[0012]

서열 또는 796 내지 914번째 염기서열에 결합하는 rpS3 단백질에 대한 siRNA를 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 rpS3 mRNA의 777 내지 795 번째 염기서열에 결합하는 siRNA (RPS3-777)는 서열번호 2[0013]

의 염기서열로 표시되는 것을 특징으로 할 수 있고, 상기 rpS3 mRNA의 796 내지 914 번째 염기서열에 결합하는

siRNA (RPS3-796)는 서열번호 3의 염기서열로 표시되는 것을 특징으로 할 수 있다.

발명의 효과
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본 발명에 따른 siRNA는 종래 상업화된 상품에 비해 rpS3의 발현 억제능이 탁월하다.[0014]

도면의 간단한 설명

도 1은 세포내 침투된 rpS3  siRNA의 효능(efficiency)을 확인한 결과를 나타낸 것이다 (lane  1:  Scramble,[0015]

lane 2: RPS3-203, lane 3: RPS3-635, lane 4: RPS3-777, lane 5: RPS3-796).

도 2는 rpS3 siRNA의 효능(efficiency)을 비교한 결과를 나타낸 것이다 (lane1: Control, lane 2: RPS3-777,

lane 3: B사,  lane 4: S사).

도 3은 siRNA에 의해 영향을 받지 않는 rpS3를 발현하는 안정한 세포(stable cell)를 확인한 결과를 나타낸 것

이다 (lane 1: Scramble, lane 2: RPS3-203, line 3: RPS3-635, lane 4: RPS3-777, lane 5: RPS3-796).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명에서는, 과발현되는 단백질에는 영향을 미치지 않으며, 세포 내 원래 존재하는 rpS3 단백질 (endogenous[0016]

rpS3)의 발현을 특이적으로 억제시키는 효능이 탁월한siRNA를 제작하였다.

본  발명에서는,  제작된  rpS3의  siRNA가  세포  내로  침투되었을  경우에  효율적으로  작동하는지를  확인하기[0017]

위하여,  여러 가지 동물세포를 이용하여 대조군으로 쓰이는 스크렘블(scramble)  siRNA,  기존에 본 연구진이

rpS3 단백질을 타겟으로 제작한 siRPS-203, 635 및 본 발명에서 제작한 siRPS3-777 및 796 등을 각 siRNA를 세

포 내로 침투시켜 실제 세포 내에 존재하는 rpS3 단백질의 양을 웨스턴 블랏팅(Western blotting)을 통해 측정

하였다. 그 결과, 대조군으로 사용된 스크렘블(scramble) siRNA는 세포 내 rpS3 단백질의 양적인 변화를 보이지

못한 반면에, 본 발명에서 새롭게 제작된 777 및 796 siRNA는 rpS3 단백질의 양적인 변화를 매우 크게 억제시킨

다는 것을 확인하였으며, 게다가 기존에 사용되어져 오던 203 및 635 siRNA 보다 더 많은 양의 단백질을 억제시

키는 것을 확인하였다 (도 1). 

즉, 본 발명의 일 실시예에서 siRPS3-777 및 796이 rpS3 단백질의 발현양을 특이적으로 억제시킨다는 것을 확인[0018]

할 수 있었다.

따라서, 본 발명은 일 관점에서, 서열번호 1의 염기서열을 가지는 rpS3 mRNA의 777 내지 795번째 염기서열 및[0019]

796 내지 914번째 염기서열로 이루어지는 군에서 선택되는 타겟 염기서열에 결합하여 rpS3 단백질의 발현을 억

제하는 siRNA(서열번호 2 및 3)에 관한 것이다. 

본 발명에 따른 siRNA는 15 내지 21 뉴클레오타이드 길이를 가지는 것을 특징으로 한다.[0020]

본 발명에서 용어, "siRNA"란 표적 mRNA의 절단을 통하여 표적 mRNA의 분해를 유도하거나 표적 유전자의 발현을[0021]

억제할 수 있는 짧은 이중사슬의 RNA를 의미한다.

본 발명에 따른 rpS3 mRNA의 777 내지 795 번째 및 796 내지 914 번째 염기서열에 결합하는 siRNA는 각각 서열[0022]

번호 2 및 3으로 표시된다.

본 발명의 siRNA는 표적 mRNA와 완전히 상보적 결합을 이루는 것에 한정되지 않고 미스매치(대응하는 염기가 상[0023]

보적이지 않음) 또는 벌지(일방의 사슬에 대응하는 염기가 없음) 등에 의하여 쌍을 이루지 않는 부분이 포함될

수 있다. 본 발명 siRNA를 이루는 뉴클레오타이드 길이는 rpS3의 활성 및 발현을 방해할 수 있는, 10 내지 40

뉴클레오타이드, 바람직하게는 15 내지 30 뉴클레오타이드, 보다 바람직하게는 19 내지 21 뉴클레오타이드 길이

의 이중가닥 RNA일 수 있다. 

본 발명에서 siRNA의 길이는 뉴클레오타이드가 이중가닥(페어링)을 이루는 길이를 말한다. 본 발명 siRNA 말단[0024]

구조는  표적  유전자의  발현을  RNAi  효과에  의하여  억제할  수  있는  것이면  평활(blunt)  말단  또는  점착

(cohesive) 말단이 모두 가능하다.

점착 말단 구조는 3' 말단 쪽이 돌출(overhang)한 구조와 5' 말단쪽이 돌출한 구조가 모두 가능하다. 돌출하는[0025]

뉴클레오타이드 수는 한정되지 않으나, 예를 들어 1 내지 8 뉴클레오타이드, 바람직하게는 1 내지 4 뉴클레오타

이드일 수 있다. 또한, siRNA는 표적 유전자의 발현 억제 효과를 유지할 수 있는 범위에서, 예를 들어, 한 쪽

말단의 돌출 부분에 dTdT, UU, 또는 이중가닥 형성부에서 계속해서 rpS3 mRNA와 일치하는 또는 상보적인 서열

등을 포함할 수 있다. siRNA 말단구조는 양측 모두 절단 구조를 가질 필요는 없고, 이중사슬 RNA의 일방의 말단
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부위가 링커 RNA에 의하여 접속된 스템 루프형 구조일 수도 있다. 링커의 길이는 스템 부분의 쌍을 이루는 데

지장이 없는 길이면 특별히 한정되지 않는다. 

본 발명의 siRNA는 생체 내 핵산 분해효소에 의한 빠른 분해를 막고 생체 내 안정성을 높이기 위해 당업계에 알[0026]

려진 일반적인 방법으로 화학적으로 변형될 수 있다. 예를 들어, siRNA에 포함되는 적어도 하나의 뉴클레오티드

의 당(ribose ring)의 2'-위치의 수산기를 수소 원자, 할로겐 원자, -O-알킬기, -O-아실기 또는 아미노기, 구체

적으로는 H, OR, R, R'OR, SH, SR, NH2, NHR, NR2, N3, CN, F, Cl, Br, I 등으로 수식하거나 (이 때 R은 알킬

또는 아릴, 바람직하게는 탄소수 1~6의 알킬기, R'은 알킬렌, 바람직하게는 탄소수 1~6의 알킬렌일 수 있다),

인산 백본을 포스포로티오에이트, 포스포로디티오에이트, 알킬포스포네이트, 포스포로아미데이트, 또는 보라노

포스페이트 등으로 수식할 수 있다.

  상기 화학적 변형은, 본 발명의 siRNA에 포함되는 적어도 하나의 뉴클레오티드가 LNA (locked nucleic acid),[0027]

UNA(unlocked nucleic acid), 몰포리노(morpholino), PNA (peptide nucleic acid) 중 어느 하나의 핵산 유사체

형태를 가지도록 치환된 것임을 특징으로 할 수 있다. 이들 LNA, UNA, PNA, 몰포리노 등의 제조는 본 발명에서

제공하는 siRNA 서열 정보를 바탕으로 당업계에 알려진 지식에 의하여 제조할 수 있으며, 기존의 문헌을 참고할

수  있다  (Veedu  RN,  Wengel  J.,  Chem  Biodivers,  7(3):536-42,  2010;  Demidov  VV.,  Trends  Biotechnol,

21(1):4-7, 2003; Shantanu Karkare et al., Appl Microbiol Biotechnol, 71:575-586, 2006).

siRNA의 화학적 변형의 일례로, siRNA 센스 또는 안티센스 가닥의 포스포디에스테르 결합을 보라노포스페이트[0028]

(boranophosphate) 또는 포스포로티오에이트(phosphorothioate)로 치환하여 핵산 분해에 대한 저항성을 높일 수

있다. 일례로, siRNA 센스 또는 안티센스 가닥의 3' 말단 또는 5' 말단 또는 양 말단, 바람직하게는 RNA의 종결

위치, 예컨대, 3' 말단 돌출부(예컨대 (dT)n, n=1-5, 바람직하게는 2-4의 정수)에만 도입할 수 있다. 

다른  일례로,  siRNA  센스(sense)  또는  안티센스  가닥의  5'  말단,  3'  말단,  또는  양  말단에  ENA(Ethylene[0029]

bridge  nucleic  acid)  혹은 LNA(Locked  nucleic  acid)를 도입하는 방법이 있으며, 바람직하게는 siRNA  센스

(sense) 가닥의 5' 말단에 도입할 수 있다. 이를 통해 RNAi 능력에 영향을 미치지 않고 siRNA 안정성을 증가시

키고 면역 반응 및 비특이적 억제 효과를 줄일 수 있다.

본 발명의 siRNA는 이의 활성을 저하시키지 않는 변화를 갖는 기능적 등가물인, 하나 이상의 치환, 삽입, 결실[0030]

및 이들의 조합을 갖는 변형체를 포함할 수 있다. 예를 들어, 본 발명의 siRNA는 각 해당 서열번호의 siRNA와

80% 이상의 상동성을 나타낼 수 있으며, 바람직하게는 90%, 보다 바람직하게는 95% 이상의 상동성을 나타내는

것을 포함할 수 있다. 이러한 상동성은 당 분야에 널리 공지된 컴퓨터 알고리즘, 예를 들어 Align 또는 BLAST

알고리즘을 이용하여 뉴클레오타이드의 서열을 표적 유전자의 상응하는 부분과 비교하여 용이하게 결정할 수 있

다.

본 발명의 siRNA는 기본적으로 두 가닥의 RNA가 쌍을 이루어 이중가닥을 형성하는 완전한 형태, 즉 인 비트로[0031]

(in vitro)에서 siRNA를 직접 합성한 뒤 트랜스펙션(transfection)을 통해 세포 안으로 도입되는 형태이거나,

플라스미드계 shRNA 벡터와 PCR-유도 siRNA 발현 카세트 등에 의한 트랜스펙션에 이용될 수 있도록 짧은 헤어핀

을 갖는 구조로 변형된 형태일 수 있다.

siRNA를  제조하는  방법으로,  직접  화학적으로  합성하는  방법  (Sui  G  et  al.,  Proc  Natl  Acad  Sci  USA,[0032]

99:5515-5520, 2002), 인 비트로(in vitro) 전사를 이용하여 합성하는 방법 (Brummelkamp TR et al., Science,

296:550-553, 2002), 인 비트로 전사에 의해 합성된 긴 이중-가닥 RNA를 RNaseIII 패밀리 효소를 이용하여 절단

하는 방법(Paul CP et al., Nature Biotechnology, 20:505-508, 2002) 등 당업계에 공지된 다양한 방법에 의해

합성할 수 있다.

본 발명에서는 본 발명에 따른 siRNA가 판매되는 siRNA와 효율적인 면에서 어떠한 차이가 있는지 확인하기 위하[0033]

여, 동일한 양의 siRNA를 마우스 섬유아세포(mouse fibroblast) 내로 침투시켜 실제 세포 내에 존재하는 rpS3

단백질의 양을 웨스턴 블랏팅(Western blotting)을 통해 수행하였다. 그 결과, rpS3 단백질의 양적 변화는 매우

컸으며, B 사의 siRNA는 전반적으로 효율이 적은 반면, S사의 제품은 약 50~60% 가량 단백질의 양을 줄였지만,

본 발명의 siRNA는 약 80~90% 가량의 rpS3 단백질의 넉 다운(knock down)의 효과가 있음을 확인하였다 (도 2). 

본 발명에 따른 siRNA는 인간(human), 마우스(mouse) 및 원숭이(monkey) 세포까지 용이하게 사용할 수 있는 것[0034]

을 특징으로 한다. 

아울러,  본 발명에서는 세포 내에 원래 존재하는 rpS3  단백질만을 조절하고,  외부로부터 들어온 과발현되는[0035]

rpS3 단백질에는 영향을 주지 않는 siRNA 시스템 구축하고자, HT1080 세포에 Flag이 tagging된 rpS3 construct
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(DNA)를 침투시킨 뒤,  DNA가 들어간 세포만을 수득하기 위해 G418  (800  ug/ml)을 처리하여 단일세포(single

cell)를 얻었다. 

상기 세포에서의 siRNA의 효과 및 태깅(tagging)된 단백질의 발현 정도를 확인하기 위하여, 스크렘블(scramble)[0036]

또는  RPS3-77  및  796  siRNA를  처리하여  rpS3  단백질  및  Flag-rpS3  단백질의  양  웨스턴  블랏팅(Western

blotting)을 통해 측정하였다. 그 결과, 대조군인 스크렘블(scramble)에 의해서는 아무 영향이 없었으며, RPS3-

777 및 796에 의해서 내재성(endogenous) rpS3의 존재량이 억제하지만, 플렉(Flag)이 태깅(tagging)된 rpS3 단

백질의 양이 오히려 증가되는 것을 확인하였다 (도 3). 

이러한 결과로부터 안정적으로 발현 양이 증가된 Flag-rpS3 단백질이 야생형(wild-type) 외에도 다른 돌연변이[0037]

종(mutant-type)도 발현 양을 증가시켜서, 이 단백질이 생물학적으로 어떤 기능을 보이는지 연구할 수 있는 시

스템을 구축할 수 있다.

따라서 본 발명에 따른 siRNA는 내재적으로 존재하는 rpS3 단백질의 발현은 억제시키고, 태깅(tagging)되어 과[0038]

발현되는 단백질에는 영향을 미치지 않는 것을 특징으로 한다. 

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0039]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1 : siRNA에 대한 타겟 서열(target sequence) 탐구[0040]

 siRNA의 타겟(target) 부위를 찾기 위해서 rpS3 DNA 서열(DNA sequence)의 타겟 서열(target sequenc)을 찾아[0041]

주는 프로그램에 대입하여 결과들을 비교/분석하였다(Ambion, Promega, OligoEngine, dharmacon). 

rpS3  DNA  서열(DNA  sequence)을 세 부분으로 구분하여, 실제로 단백질로 합성되는 부분과 그 외에 앞 (5’-[0042]

UTR), 뒤 (3’-UTR) 부분으로 나누었다. rpS3 단백질의 과발현을 위해 만들어진 플라스미드(plasmid)는 실제로

단백질로 만들어지는 부분으로만 만들어져 있다. 그리고 엑손(exon)이지만, 해독(translation)이 되지는 않는

엑손-7(exon-7)을 포함한 3’-UTR에서 siRNA 효율(siRNA efficiency)이 높은 타겟 서열(target sequenc)를 찾

아주는 프로그램을 사용하였다 (Ambion, Promega, dharmacon). 또한 인간(human)과 마우스(mouse)의 DNA 서열

(DNA sequence)을 각각 대입하여서 공통적으로 효율(efficiency)이 높게 나타나는 타겟 서열(target sequenc)

을 조사하였다. 

타겟으로 했을 경우에 높은 효과를 얻을 수 있는 예상 서열 중에서 각 프로그램에서 공통적으로 제시된 부분을[0043]

이용하여 siRNA 타겟 서열로 결정하였다. 결정된 서열의 siRNA는 dharmacon 제조사를 통해서 합성하였다. 대조

군인 Control siRNA는 국내의 Bioneer 제조사의 AccuTarget™ Negative control siRNA를 사용하였다.

siRPS3-777(RPS3-777,  siRNA777,  777)은 rpS3  mRNA의 777~795  부분을 타겟으로 하며, siRPS3-796(RPS3-796,[0044]

siRNA796, 796)는 rpS3 mRNA의 796~914 부분을 타겟으로 하도록 합성하였다 (표 1).

표 1

rpS3에 대한 siRNA의 염기서열 및 길이 비교[0045]

 siRNA oligo siRNA sequence Sequence 길이

siRPS3-777 CAG CTG TAT TCT GGA GTC T 서열번호 2  19 Mer

siRPS3-796 GGA TGT TGC TCT CTA AAG A 서열번호 3  19 Mer

실시예 2 : siRNA를 통한 세포내 rpS3 발현양 조절[0046]

 제작된 rpS3의 siRNA가 세포내로 침투되었을 경우에 효율적으로 작동하는지를 확인하기 위하여, 여러 가지 동[0047]

물세포(mammalian  cell)를 이용하여 실험하였다. 각 siRNA  (200pmole)를 리포펙타민(Lipofectamine)  RNAiMAX

(Invitrogen) 8μl를 이용하여 역방향 트랜스펙션(reverse transfection) 방법을 통해 세포내로 침투시켜 주었

다. 이때 HT1080 (KCLB 10121)세포의 수는 60mm 디쉬(dish)에 약 20,000개의 세포가 들어가도록 하였다. 트랜

스펙션(transfection)시키고, 48시간이 지난 후에 세포를 수득(harvest)하여 실제 세포내 존재하는 rpS3 단백질
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의 양을 웨스턴 블랏팅(Western blotting)을 통해 확인하였다.

동물세포인 HeLa(KCLB 10002)와 293T(KCLB 21573) 세포에 대조군으로 쓰이는 스크렘블(scramble) siRNA와 기존[0048]

에 본 연구진이 rpS3 단백질을 타겟으로 만들었던 RPS3-203(203) 및 635(635)와 함께, 본 실시예에서 제작된

siRPS3-777 및 796을 침투시켰다. 

그 결과, 도 1에 나타난 바와 같이, 대조군으로 사용된 스크렘블(scramble) siRNA는 세포내 rpS3단백질의 양적[0049]

인 변화를 보이지 못한 반면에, 본 발명에 따른 RPS3-777 및 796은 기존에 사용되어져 오던 RPS3-203 및 635 보

다 rpS3 단백질의 발현량을 더욱 억제시키는 것을 확인할 수 있었다.

실시예 3 : 시판중인 siRNA(mouse)와의 비교[0050]

 여러 회사들에 의해서 많은 단백질들에 대한 siRNA가 판매되고 있다. 이중 인간(Human) 뿐만 아니라, 실험에[0051]

많이 사용되는 마우스 세포주(mouse cell line)를 대비하여 마우스 rpS3 단백질을 타겟으로 하는 siRNA도 시약

회사에서 판매되고 있다. 본 실시예에서는 실시예 1에서 제작된 siRNA(siRPS3-777)가 시판중인 siRNA와 효율적

인  면에서  어떠한  차이가  있는지  알아보기  위해,  동일한  양(200pmole)의  siRNA를  마우스  섬유아세포(mouse

fibroblast cell)에 투입시켜서 그 효율을 비교하였다.

그 결과, 도 2에 나타난 바와 같이, B 사의 siRNA는 전반적으로 효율이 적은 반면, S사의 제품은 약 50~60% 가[0052]

량 단백질의 양을 억제시켰지만, 본 발명에 따른 siRNA(RPS3-777)는 약 80~90% 가량의 rpS3 단백질의 넉 다운

(knock down)의 효과를 나타냈다. 

실시예 4 : 안정적인 siRNA-resistant rpS3를 발현하는 세포의 구축[0053]

실제로 실험을 진행할 시에는 원래의 단백질 (WT)과 그 기능을 변화시킨 변형(mutant) 단백질의 비교가 매우 중[0054]

요하다. 따라서 본 실시예에서는 둘 사이의 비교를 위해 태깅(tagging) 시스템을 이용해 단백질 과발현을 유도

하였다. 그런데, 이때에 과발현을 시켜도 내재적으로(endogenous) 존재하는 단백질로 인해 정확한 분석이 곤란

하다. 따라서 본 실시예에서는 태깅(tagging)된 단백질이 침투를 받지 못하는 siRNA 시스템을 구축하고자 하였

다. 

먼저  rpS3  과발현  세포를  만들기  위해서  HT1080  세포에  플랙(Flag)이  태깅(tagging)된  rpS3  컨스트럭트[0055]

(construct) (DNA)를 침투시킨 뒤, DNA가 들어간 세포만을 선별(selection)하기 위해 G418 (800 ug/ml)을 처리

하여 단일 세포(single cell)를 수득하였다. 이렇게 얻어진 세포는 특정 단백질을 안정적으로 발현하는 특징을

갖게 되기 때문에 “안정한 세포(stable cell)”라고 한다. 이 세포에서 siRNA의 효과 및 태깅(tagging)된 단백

질의 발현 정도를 확인하기 위하여, 스크렘블(scramble) 또는 RPS3-777 및 796 siRNA를 처리하였다. 

 그 결과, 도 3에 나타난 바와 같이, siRNA를 처리한 결과는 이전과 마찬가지로 대조군인 스크렘블(scramble)에[0056]

의해서는 아무 영향이 없었으며, 야생성 세포주에서 siRNA에 의해서 기존에 사용되어져 오던 siRNA 및 본 발명

에 따른 siRNA가 모두 내재(endogenous)  rpS3의 발현량을 감소하였지만, 플랙(Flag)이 태깅(tagging)된 rpS3

단백질의  양에  있어서,  203(RPS3-203)  및  635(RPS3-635)에서는  감소한  반면,  777(RPS3-777)  및  796(RPS3-

796)에서는 오히려 증가된 것을 확인할 수 있었다. 이는 안정되게 발현되는 Flag-rpS3도 내재성(endogenous)

rpS3와 함께 양적인 조절을 받고 있음을 말해주는 것이다. 이러한 방법으로 안정적으로 발현 양이 증가된 Flag-

rpS3 단백질이 야생성(wild-type) 외에 다른 돌연변이(mutant-type)에서도 발현 양을 증가시켜서, 이 단백질이

생물학적으로 어떤 기능을 보이는지 연구할 수 있는 시스템을 구축하였다. rpS3단백질 이외의 다른 단백질에도

적용가능하며,  siRNA를  이용하여  얻은  결과를  본  실시례와  같은  방법을  통해  다시  한  번  확인할  수  있기

때문에, siRNA를 이용한 실험에서 가장 문제가 되는 오프-타겟 효과(off-target effect)를 배제할 수 있는 장점

이 있다.

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서, 이[0057]

러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시양태일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은

명백할 것이다. 따라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고 할

것이다. 
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도면3

서 열 목 록

<110>    KOREA UNIVERSITY Rearch and Business Foundation

<120>    siRNA for Inhibiting Endogenous rpS3 Expression

<130>    P12-B299

<160>    3

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    855

<212>    DNA

<213>    Human rpS3 mRNA sequence

<400>    1

cctttccttt cagcggagcg cggcggcaag atggcagtgc aaatatccaa gaagaggaag         60

tttgtcgctg atggcatctt caaagctgaa ctgaatgagt ttcttactcg ggagctggct        120

gaagatggct actctggagt tgaggtgcga gttacaccaa ccaggacaga aatcattatc        180

ttagccacca gaacacagaa tgttcttggt gagaagggcc ggcggattcg ggaactgact        240

gctgtagttc agaagaggtt tggctttcca gagggcagtg tagagcttta tgctgaaaag        300

gtggccacta gaggtctgtg tgccattgcc caggcagagt ctctgcgtta caaactccta        360

ggagggcttg ctgtgcggag ggcctgctat ggtgtgctgc ggttcatcat ggagagtggg        420
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gccaaaggct gcgaggttgt ggtgtctggg aaactccgag gacagagggc taaatccatg        480

aagtttgtgg atggcctgat gatccacagc ggagaccctg ttaactacta cgttgacact        540

gctgtgcgcc acgtgttgct cagacagggt gtgctgggca tcaaggtgaa gatcatgctg        600

ccctgggacc caactggtaa gattggccct aagaagcccc tgcctgacca cgtgagcatt        660

gtggaaccca aagatgagat actgcccacc acccccatct cagaacagaa gggtgggaag        720

ccagagccgc ctgccatgcc ccagccagtc cccacagcat aacagggtct ccttggcagc        780

tgtattctgg agtctggatg ttgctctcta aagaccttta ataaaatttt gtacaaagac        840

aaaaaaaaaa aaaaa                                                         855

<210>    2

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRPS3-777

<400>    2

cagctgtatt ctggagtct                                                      19

<210>

    3

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    siRPS3-796

<400>    3

ggatgttgct ctctaaaga                                                      19
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