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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5'말단 기준 2번 내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에서 시

작하여 총 6개의 연속된 폴리뉴클레오타이드를 포함하고, 상기 서열번호 1의 염기서열 중 2번, 3번 또는 7번 중

하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라실 (Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오타이드를 포

함하는 RNA 간섭 유도 핵산을 발현하는 것을 특징으로 하는, 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡터.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 폴리뉴클레오타이드는 다음 그룹의 폴리뉴클레오타이드에서 선택되는 것을 특징으로 하는, 재조합 벡터:

서열번호 2의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-UGAAUG-3'); 서열번호 3의 염기서열로 표시되는 폴리

뉴클레오타이드(5'-GUAAUG-3'); 서열번호 4의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-GGAAUU-3'); 서열번

호 5의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-UAAUGU-3'); 또는 서열번호 6의 염기서열로 표시되는 폴리

뉴클레오타이드(5'-GAAUUU-3').

청구항 3 

제2항에 있어서, 

상기 재조합 벡터는 상기 폴리뉴클레오타이드 5' 말단의 1번째 뉴클레오타이드 앞에 아데닌(Adenine; A)으로 치

환된 염기서열을 포함하는 것을 특징으로 하는, 재조합 벡터.

청구항 4 

제 1항에 있어서,

상기 재조합 벡터는 다음 그룹의 RNA 간섭 유도 핵산 중 어느 하나를 발현하는 것을 특징으로 하는, 재조합 벡

터:

서열번호 7의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-UUG AAU GUA AAG AAG UAU GUA U-3'); 

서열번호 8의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGU AAU GUA AAG AAG UAU GUA U-3'); 

서열번호 9의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGG AAU UUA AAG AAG UAU GUA U-3'); 

서열번호 10의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUG AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); 

서열번호 11의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGU AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); 

서열번호 12의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGG AAU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); 

서열번호 13의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUA AUG UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); 또는

서열번호 14의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGA AUU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3').

청구항 5 
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제1항에 있어서, 

상기 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자는 miR-1인 것을 특징으로 하는, 재조합 벡터.

청구항 6 

제1항에 있어서, 

상기 폴리뉴클레오타이드는 G:A  워블(wobble)  배열이 일어나는 표적 사이트를 인식하는 폴리뉴클레오타이드인

것을 특징으로 하는, 재조합 벡터.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 재조합 벡터는 알파MHC (αMHC) 프로모터, 베타 MHC (β MHC) 프로모터, Nkx2.5 프로모터, 심근 트로포닌

T (cardiac troponin T; TNNT2) 프로모터, 근육 크레아틴 키나아제 (muscle creatine kinase; MCK) 프로모터,

인간 알파-골격 액틴 (human  α-skeletal  actin;  HAS)  프로모터,  및 뮤린 줄기세포 바이러스 (murine  stem

cell virus; MSCV) 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된 프로모터가 작동 가능하게 연결된 것을 특징으로 하

는, 재조합 벡터.

청구항 8 

제1항에 있어서,

상기 심비대증은 심장비대증, 심부전증, 심섬유증(cardiac fibrosis), 승모판막 폐쇄부전증, 대동맥판막 폐쇄부

전증, 확장성 심근병증, 허혈성 심장 질환, 심실 중격 결손증, 삼첨판막 폐쇄부전증, 폐동맥판막 폐쇄부전증,

폐동맥 고혈압, 우심실 심근경색, 우심실을 침범하는 심근병증, 심방중격 결손증, 심방 세동, 비후성 심근증 또

는 침윤성 심근증의 초기증상인 것을 특징으로 하는, 재조합 벡터.

청구항 9 

제1항에 있어서,

상기 동물은 인간을 제외한 포유류인 것을 특징으로 하는, 재조합 벡터.

청구항 10 

제9항에 있어서,

상기 동물은 마우스인 것을 특징으로 하는, 재조합 벡터.

청구항 11 

제1항 내지 제10항 중 어느 한 항의 재조합 벡터로 형질전환된 것을 특징으로 하는, 심비대증 동물 모델.

청구항 12 

(a) 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5'말단 기준 2번 내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에서

시작하여 총 6개의 연속된 뉴클레오타이드를 포함하고, 상기 서열번호 1의 염기서열 중 2번, 3번 또는 7번 중
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하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라실 (Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오타이드를 발

현하는 DNA를 프로모터에 작동 가능하게 연결하여 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡터를 제조하는 단계;

(b) 상기 재조합 벡터를 동물의 수정란에 도입시키는 단계; 및

(c) 상기 수정란을 대리모에 이식한 후 수정란을 발생시켜 형질전환 동물 모델을 수득하는 단계를 포함하는, 심

비대증 동물 모델의 제작 방법.

청구항 13 

(a) 심비대증 동물 모델의 심근 세포에 후보물질을 처리하는 단계;

(b) 상기 심비대증 동물 모델의 심근 세포에서 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5' 말단 기준 2번

내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에서 시작하여 총 6개의 연속된 폴리뉴클레오타이드를 포함하고, 상기

서열번호 1의 염기서열 중 2번, 3번, 또는 7번 중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라

실 (Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오타이드의 G:A 워블(wobble) 배열 표적 사이트와의 결합 빈도를 분석하는

단계; 및

(c) 상기 G:A 워블 (wobble) 배열 표적 사이트와의 결합이 후보물질을 처리하지 않은 심비대증 동물 모델에 비

해 감소할 경우, 상기 후보물질을 심비대증 치료제로 선별하는 단계를 포함하는, 심비대증 치료제의 스크리닝

방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡터, 상기 재조합 벡터로 형질전환된 심비대증 동물 모델 및 이[0001]

의 제작 방법 등에 관한 것이다.

배 경 기 술

마이크로RNA(miRNA)는 ~21개의 염기로 구성된 작은 RNA로써, 표적 유전자의 전사 후 단계에서 유전자의 발현을[0003]

억제하는 RNA 간섭 (RNA interference)을 유도하는 기능을 한다. 마이크로RNA는 주로 5' 말단에 위치하는 발단

지역 (seed region, positions 1-8)의 염기 배열을 통해 수백개의 타겟 mRNA를 인식하고 그 발현을 억제하며,

이로 인하여 여러 가지 생물학적 현상이 조절된다. 

특히, 마이크로RNA가 표적 mRNA와 결합할 때, 주로 5' 말단 기준 2번째부터 8번째 뉴크레오티드 사이의 발단 지[0004]

역 (seed region)을 통해 최소 6개의 연속된 염기배열, 즉 2번째부터 7번째의 염기배열이나 3번째부터 8번째 뉴

크레오티드 사이의 염기 배열을 사용하는 것으로 알려져 있고, 이를 정규적인 표적 인식 (canonical  target

recognition)이라고 하며, 최근에 들어서는 마이크로RNA와 결합하는 mRNA 위치를 시퀀싱하는 기술인 Ago HITS-

CLIP이 개발됨에 따라, 정규적인 표적 인식 외에 이러한 규칙에서 벗어나는 비정규 표적 인식이 많이 존재한다

고 알려지게 되었다. 

한편, 심장 질환은 암을 포함하여 우리나라 성인의 3대 사망질환 중 하나로, 그 발병 과정의 여러 병리적 스트[0005]

레스가 심장 조직의 크기에 변화를 일으켜 심비대증(cardiac hypertrophy)을 유발하는 것으로 시작하며, 심비대

증은 심근세포의 크기, 단백질의 합성속도 증가 등의 특징을 나타낸다. 심비대증은 점차적으로 심근섬유화 및

심부전증을 유도하여, 최종적으로는 심장기능상실 (또는 심부전: heart failure)로 나타난다. 특히, 심부전의

경우는 특히 사망률이 50% 전후로 매우 높기 때문에 궁극적으로는 심근비대증을 예방하거나 치료법을 개발하려

는 연구들이 진행되고 있으며, 따라서 이에 대한 질환 모델을 구축하는 것이 필요하다. 

이러한 심비대증을 동물 및 세포 모델에서 유도하기 위해 잘 알려진 방법으로는 페닐에프린(PE)이나 아이소프로[0006]

테레놀(ISO)과 같은 아드레날린계 수용체 활성약물 (Adrenergic receptor agonist)을 처리하는 방법이 있다. 그

러나, 이러한 처리는 최소 1달간 매번 같은 간격으로 마우스의 체내에 반복적으로 주입하는 실험을 진행하거나,
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일정하게 약물을 전달해 주는 펌프를 외과적 수술을 통해 개체에 삽입시켜야 하는 어려움이 있다. 또한, 약물에

의한 심비대증 유도 현상에는 개체간의 차이가 존재하며, 심장이 커진 정도도 상황에 따라 미비할 수 있는 문제

점을 지니고 있으므로, 이를 대체할 수 있는 심비대증 질환 모델의 구축이 필요한 실정이다.

심비대증 질환도 여러 다른 질환과 마찬가지로 마이크로RNA에 의해서 조절되는 것으로 알려져 있는데,  특히[0007]

miR-1은 심근세포의 발달에서 매우 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 심장이 작아지는 수축 (cardiac atrophy) 형

상을 유도하는 것으로 보고 되었다. 또한, miR-1 과 같이 발현되는 miR-133도 심근 비대 현상을 억제하는 기능

을 지닌다고 알려져 있다. 

따라서, 심비대증 발병 현상을 이해하고 이에 대한 치료제를 개발하기 위해서, 마이크로RNA에 의한 심비대증 모[0008]

델을 동물 개체 수준에서 확립하고 이를 활용하고자 하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국등록특허 제1481007호 [0010]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명자들은 심장을 포함한 근육세포에 특이적으로 발현하는 것으로 알려진 마이크로RNA인 miR-1의 비정규 표[0011]

적 인식 형태인 G:A 워블 배열 발단 사이트(G:A wobble seed site)를 정규적인 발단 사이트 (seed site)로 인

식할 수 있도록 변형한 염기서열을 포함하는 재조합 벡터를 마우스 심근 세포에 특이적으로 발현시킨 결과, 심

근세포가 커지는 현상을 관찰하였으며, 이를 이용하여 심비대증 질환 동물 모델을 구축하고자 하였다.

따라서, 본 발명이 해결하고자 하는 과제는 본 발명은 서열번호 1(5'- UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU -3')의 염기서열[0012]

로 표시되고 RNA간섭을 유도하는 miR-1 유전자의 5'말단 기준 2번 내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에서

시작하여 총 6개의 연속된 폴리뉴클레오타이드를 포함하고, 상기 서열번호 1의 염기서열 중 2번, 3번 또는 7번

중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라실 (Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오타이드를

포함하는 RNA 간섭 유도 핵산을 발현하는 것을 특징으로 하는, 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡터, 상기

재조합 벡터로 형질전환된 심비대증 동물 모델 및 이의 제작 방법 등을 제공하는 것이다.

이 때, 바람직하게는, RNA 간섭을 유도하기 위해 아고너트(Argonaute) 단백질과 결합하는 RNA 간섭 유도 핵산의[0013]

5'말단 기준 2번째부터 7번째까지의 서열은 UGAAUG, GUAAUG, GGAAUU, GAAUGU, UAAUGU, GAAUUU이며, 상기 서열

은 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 miR-1이 심근경색 환자의 심장조직에서 G:A 워블 배열로 인식하는 표적에

만 결합하여 이를 억제하도록 하는 효과를 나타냄으로써, 이를 동물 개체에 발현하여 인간에게서 발생하는 심장

질환을 발생시킨 심장질환 동물 모델로 사용할 수 있다.

그러나, 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또[0015]

다른 과제들은 아래의 기재로부터 본 발명이 속하는 기술 분야의 통상의 지식을 가진 자에게 명확하게 이해될

수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5' 말단 기준 2번[0017]

내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에서 시작하여 총 6개의 연속된 폴리뉴클레오타이드를 포함하고, 상기

서열번호 1의 염기서열 중 2번, 3번 또는 7번 중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌(Guanine; G)에서 유라실

(Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오타이드를 포함하는 RNA 간섭 유도 핵산을 발현하는 것을 특징으로 하는, 심

비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡터를 제공한다.
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본 발명의 일구현예로서, 상기 폴리뉴클레오타이드는 다음 그룹의 폴리뉴클레오타이드에서 선택될 수 있다:[0018]

서열번호 2의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-UGAAUG-3'); 서열번호 3의 염기서열로 표시되는 폴리[0019]

뉴클레오타이드(5'-GUAAUG-3'); 서열번호 4의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-GGAAUU-3'); 서열번

호 5의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-UAAUGU-3'); 또는 서열번호 6의 염기서열로 표시되는 폴리

뉴클레오타이드(5'-GAAUUU-3').

본 발명의 다른 구현예로서, 상기 재조합 벡터는 상기 폴리뉴클레오타이드 5' 말단의 1번째 뉴클레오타이드 앞[0020]

에 아데닌(Adenine; A)으로 치환된 염기서열을 포함할 수 있으며, 이에 국한하지 않고 아고너트 단백질에 결합

할 수 있다면 5'말단의 1번째 뉴크레오타이드는 A, U, C, G 모든 염기 서열이 가능하다.

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 재조합 벡터는 다음 그룹의 RNA 간섭 유도 핵산 중 어느 하나를 발현할 수[0021]

있다:

서열번호 7의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-UUG AAU GUA AAG AAG UAU GUA U-3'); [0022]

서열번호 8의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGU AAU GUA AAG AAG UAU GUA U-3'); [0023]

서열번호 9의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGG AAU UUA AAG AAG UAU GUA U-3'); [0024]

서열번호 10의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUG AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0025]

서열번호 11의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGU AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0026]

서열번호 12의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGG AAU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0027]

서열번호 13의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUA AUG UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); 또는[0028]

서열번호 14의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGA AUU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3').[0029]

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자는 miR-1일 수 있다.[0030]

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 폴리뉴클레오타이드는 G:A 워블(wobble) 배열이 일어나는 표적 사이트를[0031]

인식하는 폴리뉴클레오타이드일 수 있다.

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 재조합 벡터는 알파MHC (αMHC) 프로모터, 베타 MHC (β MHC) 프로모터,[0032]

Nkx2.5 프로모터, 심근 트로포닌 T (cardiac troponin T; TNNT2) 프로모터, 근육 크레아틴 키나아제 (muscle

creatine kinase; MCK) 프로모터, 인간 알파-골격 액틴 (human α-skeletal actin; HAS) 프로모터, 및 뮤린 줄

기세포 바이러스 (murine stem cell virus; MSCV) 프로모터로 이루어진 군으로부터 선택된 프로모터가 작동 가

능하게 연결된 것일 수 있다.

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 심비대증은 심장비대증, 심부전증, 심섬유증(cardiac fibrosis), 승모판막[0033]

폐쇄부전증, 대동맥판막 폐쇄부전증, 확장성 심근병증, 허혈성 심장 질환, 심실 중격 결손증, 삼첨판막 폐쇄부

전증,  폐동맥판막  폐쇄부전증,  폐동맥  고혈압,  우심실  심근경색,  우심실을  침범하는  심근병증,  심방중격

결손증, 심방 세동, 비후성 심근증 또는 침윤성 심근증의 초기증상일 수 있다.

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 동물은 인간을 제외한 포유류일 수 있다.[0034]

본 발명의 또 다른 구현예로서, 상기 동물은 마우스일 수 있다.[0035]

또한, 본 발명은 상기 재조합 벡터로 형질전환된 것을 특징으로 하는, 심비대증 동물 모델을 제공한다.[0036]

또한, 본 발명은 (a) 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5' 말단 기준 2번 내지 3번 중 어느 하나의[0037]

뉴클레오타이드에서 시작하여 총  6개의  연속된 뉴클레오타이드를 포함하고,  상기  서열번호 1의  염기서열 중

2번, 3번 또는 7번 중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라실 (Uracil; U)로 치환된 폴

리뉴클레오타이드를 발현하는 DNA를 프로모터에 작동 가능하게 연결하여 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡

터를 제조하는 단계;

(b) 상기 재조합 벡터를 동물의 수정란에 도입시키는 단계; 및[0038]

(c) 상기 수정란을 대리모에 이식한 후 수정란을 발생시켜 형질전환 동물 모델을 수득하는 단계를 포함하는, 심[0039]

비대증 동물 모델의 제작 방법을 제공한다.
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또한, 본 발명은 (a) 심비대증 동물 모델의 심근 세포에 후보물질을 처리하는 단계;[0040]

(b) 상기 심비대증 동물 모델의 심근 세포에서 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5' 말단 기준 2번[0041]

내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에서 시작하여 총 6개의 연속된 폴리뉴클레오타이드를 포함하고, 상기

서열번호 1의 염기서열 중 2번, 3번, 또는 7번 중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라

실 (Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오타이드의 G:A 워블(wobble) 배열 표적 사이트와의 결합 빈도를 분석하는

단계; 및

(c) 상기 G:A 워블(wobble) 배열 표적 사이트와의 결합이 후보물질을 처리하지 않은 심비대증 동물 모델에 비해[0042]

감소할 경우, 상기 후보물질을 심비대증 치료제로 선별하는 단계를 포함하는, 심비대증 치료제의 스크리닝 방법

을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 재조합 벡터를 마우스의 심근 세포에 특이적으로 발현시킬 경우, 마이크로RNA의 비정규 G:A 워[0044]

블(wobble) 염기 배열 표적 사이트만을 인식하여 억제함으로써 심근 세포의 크기가 증가하는 생물학적 기능이

나타나고, 이로 인해 심비대증이 유도되는 바, 심비대증이 유도된 동물 모델을 제조하여 개체 수준에 있어서 심

비대증을 포함한 심장 질환의 진행 경과 및 병리, 생리학적 기전 연구에 유용하게 이용할 수 있을 것으로 기대

된다.

도면의 간단한 설명

도 1a 내지 1d는 인간 뇌조직에서 아고너트 단백질과 결합하는 마이크로RNA와 그 표적 mRNA 위치에 대한 시퀀스[0046]

데이터인 Ago HITS-CLIP 결과를 생물정보학적으로 분석한 결과로, 정규 발단(seed) 타겟 뿐만 아니라, 비정규

G:A 워블 배열(G:A wobble) 발단 타겟이 자연적으로 존재하는 것을 확인한 결과를 나타낸 도면이다.

도 2a 및 2b는 인간 심근경색(Cardiomyopathy) 환자의 심장 조직에서 아고너트 단백질과 결합하는 마이크로RNA

와 그 표적 mRNA 위치에 대한 시퀀스 mRNA 데이터인 Ago HITS-CLIP을 통해 심장 조직 특이적으로 발현하는 miR-

1의 표적 결합에 대해 생물정보학적으로 분석한 결과로, 정규 발단(seed) 결합 뿐만 아니라, 비정규 G:A 워블

배열(G:A wobble) 발단  결합이 심근 경색 환자에서 존재하는 것을 확인한 결과를 나타낸 도면이다.

도 3a 내지 3d는 miR-1이 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 유전자의 발현 억제 기능을 한다는 점을 형광 단백질

리포터에서 유세포 분석(Fluorescence-activated cell sorting: FACS)을 통해 심장근육모세포주 (H9c2)에서 확

인한 결과를 나타낸 도면이다.

도 4a 내지 4d는 miR-1의 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 유전자만 인식하도록 miR-1의 해당 위치인 5'말단으

로부터 2, 3, 또는 7번째 구아닌 (Guanine) 염기를 유라실 (Uracil)로 치환하여 발현시킴으로써, 비정규 G:A 워

블  배열  발단  타겟  유전자만  억제한다는  사실을  루시퍼라제  리포터  실험을  통해  확인한  결과를  나타낸

도면이다.

도 5a 내지 5c는 miR-1의 5' 말단으로부터 2, 3, 또는 7번째 구아닌 (Guanine) 염기를 유라실 (Uracil)로 치환

하여 발현시킴으로써, miR-1의 5' 말단으로부터 2, 3, 또는 7번째 구아닌 (Guanine) 염기에 대한 비정규 G:A 워

블 배열 발단 타겟 유전자의 기능을 심근비대 유도 효과에 대한 세포형태상 및 분자생물학적 특징 관찰을 통해

확인한 결과를 나타낸 도면이다.

도 6a 내지 6c는 miR-1의 5' 말단으로부터 2, 3, 또는 7번째 구아닌(Guanine) 염기에 대한 비정규 G:A 워블 배

열 발단 타겟 유전자의 조절 기능을 보이는 최소 염기 서열을 miR-1의 5'말단으로부터 2번째부터 7번째까지 서

열, 또는 3번째부터 8번째 서열로 정의하고, 상기 염기 서열만을 포함하는 RNA간섭 유도 물질들을 심장근육모세

포주 (H9c2)에 도입하여 나타나는 심근비대 유도 효과를 세포형태상 관찰을 통해 확인한 결과를 나타낸 도면이

다.

도 7a 내지 7d는 miR-1의 5' 말단으로부터 7번째 구아닌(Guanine) 염기에 대한 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟

만을 조절하도록 miR-1의 5'말단으로부터 7번째 구아닌을 유라실로 치환한 마이크로RNA 서열을 심근 세포 특이

적으로 발현하는 형질 전환 마우스의 제조 과정을 나타낸 도면이다.
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도 8a 내지 8d는 심근 세포  특이적으로 miR-1의 5'말단으로부터 7번째 구아닌을 유라실로 치환한 마이크로RNA

서열을 발현시킨 형질전환 마우스의 개체에서 심근 비대 현상을 관찰하고, 개체의 생존을 모니터한 결과를 나타

낸 도면이다.

도 9a 내지 9c는 심근 세포 특이적으로 miR-1의 5'말단으로부터 7번째 구아닌을 유라실로 치환한 마이크로RNA

서열을 발현시킨 형질전환 마우스의 개체를 유지하면서 생성된 형질전환 마우스 라인들의 심근 비대 현상을 관

찰한 결과를 나타낸 도면이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 Ago HITS-CLIP 분석을 통해 본 발명자들이 찾아낸 마이크로RNA의 비정규 표적 인식 형태인 G:A 워블[0047]

배열 발단 타겟(G:A wobble seed site)을 정규적인 발단 사이트(seed site)로 인식할 수 있도록 서열을 변형하

는  기술에  기반하며,  이를  통해  마이크로RNA의  비정규  표적  유전자만을  효율적으로  억제하는  기술을

개발하였고, 상기 기술의 효과가 마이크로RNA의 일부 기능인 비정규 표적 억제만을 선택적으로 나타내게 하는

것임을 확인하였다. 특히, 심장을 포함한 근육세포에 주로 많이 발현하는 것으로 알려진 마이크로RNA인 miR-1에

본 기술을 적용하였을 때 심근세포가 커지는 현상을 관찰하였다.

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0048]

본 발명은 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5'말단 기준 2번 내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이[0049]

드에서 시작하여 총 6개의 연속된 폴리뉴클레오타이드를 포함하고, 상기 서열번호 1의 염기서열 중 2번, 3번 또

는 7번 중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라실 (Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오

타이드를 포함하는 RNA 간섭 유도 핵산을 발현하는 것을 특징으로 하는, 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡

터를 제공한다.

본  발명에  있어서,  상기  폴리뉴클레오타이드는  서열번호  2의  염기서열로  표시되는  폴리뉴클레오타이드(5'-[0051]

UGAAUG-3');  서열번호 3의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-GUAAUG-3');  서열번호 4의 염기서열로

표시되는  폴리뉴클레오타이드(5'-GGAAUU-3');  서열번호  5의  염기서열로  표시되는  폴리뉴클레오타이드(5'-

UAAUGU-3'); 또는 서열번호 6의 염기서열로 표시되는 폴리뉴클레오타이드(5'-GAAUUU-3') 중에서 선택되는 것일

수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 재조합 벡터는 상기 폴리뉴클레오타이드 5' 말단의 1번째 뉴클레오타이드 앞에 아데닌[0052]

(Adenine; A)으로 치환된 염기서열을 포함하여 효율적으로 아고너트 로딩을 할 수 있으나, 이에 국한하지 않고

아고너트 단백질에 결합할 수 있다면 5'말단의 1번째 뉴크레오타이드는 A, U, C, G 모든 염기 서열이 가능하다.

본 발명에 있어서, 상기 RNA 간섭 유도 핵산은 마이크로RNA, 작은 간섭 RNA(small interfering RNA; siRNA),[0053]

짧은 헤어핀 RNA(short hairpin RNA; shRNA), DsiRNA, lsiRNA, ss-siRNA, piRNA, endo-siRNA, 및 asiRNA로 이

루어진 군으로부터 선택될 수 있으나, RNA 간섭을 유도하는 핵산이라면 상기 종류에 제한되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 재조합 벡터는 서열번호 7의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-UUG AAU GUA[0054]

AAG AAG UAU GUA U-3'); 

서열번호 8의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGU AAU GUA AAG AAG UAU GUA U-3'); [0055]

서열번호 9의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGG AAU UUA AAG AAG UAU GUA U-3'); [0056]

서열번호 10의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUG AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0057]

서열번호 11의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGU AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0058]

서열번호 12의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGG AAU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0059]

서열번호 13의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUA AUG UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); 또는[0060]

서열번호 14의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGA AUU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3') 중 어느 하[0061]

나를 발현할 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자는 miR-1일 수 있다.[0062]
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본 발명에 있어서, 상기 폴리뉴클레오타이드는 G:A 워블(wobble) 배열이 일어나는 표적 사이트를 인식하는 폴리[0063]

뉴클레오타이드일 수 있다.

본 발명에서 용어 "뉴클레오타이드"는 질소 함유 헤테로사이클릭 염기, 당 및 하나 이상의 포스페이트기를 포함[0064]

한다. 이들은 핵산 서열의 단량체 유닛이다. RNA에서, 당은 리보스이고, DNA에서는 데옥시리보스, 즉, 리보스에

존재하는 하이드록실기를 결여하는 당이다. 질소 함유 헤테로사이클릭 염기는 퓨린 또는 피리미딘 염기일 수 있

다. 퓨린 염기는 아데닌(A) 및 구아닌(G), 및 그들의 변형된 유도체 또는 유사체를 포함한다. 피리미딘 염기는

사이토신(C), 티민(T) 및 유라실(U), 및 그들의 변형된 유도체 또는 유사체를 포함한다. 본 발명에 있어서, 상

기 뉴클레오타이드의 당은 리보스이고, 염기로는 아데닌(A), 구아닌(G), 사이토신(C), 또는 유라실(U)을 포함한

다.

본 발명의 RNA 간섭 유도 핵산을 발현하는 재조합 벡터에 있어서, 상기 재조합 벡터에는 DNA가 포함될 수 있으[0065]

며, 상기 DNA는 본 발명의 RNA 간섭 유도 핵산의 폴리뉴클레오티드에 상보적인 폴리뉴클레오티드를 포함한다.

예컨대, RNA 간섭 유도 핵산의 염기가 아데닌(A)일 경우 티민(T) 염기, RNA 간섭 유도 핵산의 염기가 구아닌

(G)일 경우 사이토신(C) 염기, RNA 간섭 유도 핵산의 염기가 사이토신(C)일 경우 구아닌(G) 염기, RNA 간섭 유

도 핵산의 염기가 유라실(U)일 경우 아데닌(A) 염기를 포함할 수 있다. 

본 발명에 있어서, 예컨대, 상기 재조합 벡터는 서열번호 7의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-UUG[0066]

AAU GUA AAG AAG UAU GUA U-3'); 

서열번호 8의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGU AAU GUA AAG AAG UAU GUA U-3'); [0067]

서열번호 9의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'- UGG AAU UUA AAG AAG UAU GUA U-3'); [0068]

서열번호 10의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUG AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0069]

서열번호 11의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGU AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0070]

서열번호 12의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGG AAU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); [0071]

서열번호 13의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AUA AUG UAC UGC CGG UUG UUA UG-3'); 또는[0072]

서열번호 14의 염기서열로 표시되는 RNA 간섭 유도 핵산 (5'-AGA AUU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3') 중 어느 하[0073]

나를 발현할 수 있다.

상기 DNA는 서열번호 15: 5'-A TAC ATA CTT CTT TAC ATT CAA-3';[0074]

서열번호 16:  5'-A TAC ATA CTT CTT TAC ATT ACA-3'; [0075]

서열번호 17: 5'-A TAC ATA CTT CTT TAA ATT CCA-3';[0076]

서열번호 18: 5'-CA TAA CAA CCG GCA GTC ATT CAT-3';[0077]

서열번호 19: 5'-CA TAA CAA CCG GCA GTC ATT ACT-3';[0078]

서열번호 20: 5'-AT TAA CAA CCG GCA GTA ATT CCT-3'; [0079]

서열번호 21: 5'-CA TAA CAA CCG GCA GTA CAT TAT-3'; 또는 [0080]

서열번호 22: 5'-CA TAA CAA CCG GCA GTA AAT TCT-3' 중 어느 하나일 수 있다. [0081]

본 발명에서 용어 "표적 사이트"는 마이크로 RNA의 5’ 말단을 기준으로, 2번째부터 8번째의 염기 서열과 결합[0082]

하는 표적 염기 서열을 의미한다.

본 발명에서 "발단 지역 (seed region)"은 마이크로RNA의 5' 말단 기준 2번째부터 8번째 사이의 염기 서열을 의[0083]

미한다.

본 발명에서 용어 "워블 (wobble)  배열"은 마이크로RNA가  표적 mRNA와 결합할 때 마이크로RNA의 발단 지역[0084]

(seed  region)과  정확히  상보관계가  아니더라도  마이크로RNA의  표적으로  인식하는  경우  중에서,  구아닌

(Guanine) 염기가 아데닌 (Adenine) 염기와 결합하는 G:A 배열 또는 구아닌 (Guanine) 염기가 유라실 (Uracil)

염기와 결합하는 G:U 배열을 통한 염기 배열을 의미하며, 본 발명에 있어서 상기 G:A 또는 G:U 워블 염기 배열

은 마이크로RNA와 마이크로RNA가 인식하는 표적 유전자의 염기가 A:U, G:C, C:G, U:A의 상보 관계의 배열 외에

도 G:A 또는 G:U의 염기 배열을 가지는 것을 말한다.
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예컨대, 마이크로RNA와 마이크로RNA가 인식하는 표적 유전자가 G:A의 워블 관계에 있을 때, 특정 마이크로RNA의[0085]

발단 지역 염기 : 상기 특정 마이크로RNA가 인식하는 표적 유전자의 염기의 배열은 G:A이며, 마이크로RNA와 마

이크로RNA가 인식하는 표적 유전자가 G:U의 워블 관계에 있을 때, 특정 마이크로RNA의 염기 : 상기 특정 마이크

로RNA가 인식하는 표적 유전자의 염기의 배열은 G:U이다. 

본 발명에서 용어 "재조합"은 세포가 이종의 핵산을 복제하거나, 상기 핵산을 발현하거나 또는 펩티드, 이종의[0086]

펩티드 또는 이종의 핵산에 의해 암호화된 단백질을 발현하는 세포를 지칭하는 것이다. 재조합 세포는 상기 세

포의 천연 형태에서는 발견되지 않는 유전자 또는 유전자 절편을, 센스 또는 안티센스 형태 중 하나로 발현할

수 있다. 또한 재조합 세포는 천연 상태의 세포에서 발견되는 유전자를 발현할 수 있으며, 그러나 상기 유전자

는 변형된 것으로써 인위적인 수단에 의해 세포 내 재도입된 것이다.

본 발명에서 용어 "벡터"는 적합한 숙주 내에서 DNA의 발현을 수행할 수 있는 적합한 조절 서열에 작동 가능하[0087]

게 연결된 DNA 서열을 함유하는 DNA 구조물을 의미한다. 적합한 조절 서열은 전사를 수행하기 위한 프로모터,

전사를 조절하기 위한 임의의 오퍼레이터 서열, 적합한 mRNA 리보좀 결합 부위를 코딩하는 서열, 및 전사 및 해

독의 종결을 조절하는 서열을 포함한다. 본 발명의 벡터는 세포 내에서 복제 가능한 것이면 특별히 한정되지 않

고 당업계에 알려진 임의의 벡터를 이용할 수 있으며, 예컨대 플라스미드, 코즈미드, 파지 입자, 바이러스 벡터

일 수 있다.

본 발명에서 용어 "재조합 벡터"는 발현시키고자 하는 목적 폴리펩타이드의 암호화 유전자가 작동 가능하게 연[0088]

결될 경우, 적절한 숙주 세포에서 상기 목적 폴리펩타이드를 높은 효율로 발현시킬 수 있는 목적 폴리펩타이드

의 발현 벡터로 사용될 수 있으며, 상기 재조합 벡터는 숙주 세포에서 발현 가능할 수 있다. 숙주 세포는 바람

직하게는 진핵세포일 수 있으며, 숙주세포의 종류에 따라 프로모터 (promotor), 종결자 (terminator), 인핸서

(enhancer) 등과 같은 발현 조절 서열, 막 표적화 또는 분비를 위한 서열 등을 적절히 선택하고 목적에 따라 다

양하게 조합할 수 있다.

본 발명에서 사용되는 "작동 가능하게 연결된” 이라는 용어는 발현이 필요한 유전자와 이의 조절 서열이 서로[0089]

기능적으로 결합되어 유전자 발현을 가능케 하는 방식으로 연결되는 것을 말한다.

본 발명에서 용어 "프로모터 (promotor)"는 전사조절인자들이 결합하는 DNA 염기서열 부위로 유전자 발현을 조[0090]

절하는 핵산 서열을 의미하며, 목적 유전자의 과발현을 유도하기 위한 것이다. 상기 프로모터의 예로는 프리브

노 박스 (Pribnow box), 타타박스 (TATA box) 등이 있다. 예컨대, 본 발명의 재조합 벡터는 알파MHC (αMHC)

프로모터, 베타 MHC (β MHC) 프로모터, Nkx2.5 프로모터, 심근 트로포닌 T (cardiac troponin T; TNNT2) 프로

모터,  근육 크레아틴 키나아제 (muscle  creatine  kinase;  MCK)  프로모터,  인간 알파-골격 액틴 (human  α-

skeletal actin; HAS) 프로모터, 및 뮤린 줄기세포 바이러스 (murine stem cell virus; MSCV) 프로모터로 이루

어진 군으로부터 선택된 프로모터가 작동 가능하게 연결되어 심근 세포 특이적 발현을 조절할 수 있으며, 본 발

명의 일 실시예에 따르면 알파MHC (αMHC) 프로모터가 작동 가능하게 연결된 것일 수 있으나, 상기 프로모터의

종류에 제한되지 않는다. 

본 발명에서 상기 "심근 세포 특이적"이란 용어는 심근 세포 이외의 세포에서는 발현되지 않거나 낮은 정도로[0091]

발현되는 반면, 심근 세포에서는 매우 높은 정도로 발현되는 특징을 의미한다.

본 발명에서 용어 "발현"은 폴리펩타이드 (polypeptide)가 구조 유전자로부터 생산되는 과정을 지칭하며, 상기[0092]

과정은 유전자의 mRNA로의 전사, 및 이러한 mRNA의 폴리펩타이드(들)로의 해독을 포함한다. 또한 "과발현"은 유

전자의 mRNA로의 전사, 및 이러한 mRNA의 폴리펩타이드(들)로의 해독이 정상 상태보다 많이 생산된 상태를 의미

한다.

본 발명에서 용어 "형질전환"은 벡터 형태의 DNA를 세포에 물리화학적으로 직접 도입하거나 바이러스를 숙주세[0093]

포에 감염시켜 외래 유전자를 발현시킴으로써 생물의 유전적인 성질이 변하는 것으로, 즉, 유전자를 숙주세포

내에 도입하여 숙주 세포 내에서 발현시킬 수 있도록 하는 것을 의미한다. 

본 발명에 있어서, 벡터 형태의 DNA를 세포에 도입하는 방법으로는 특별히 제한이 없으며, 예컨대 뉴클레오펙션[0094]

(nucleofection),  일시적인  형질감염  (transient  transfection),  세포  융합,  리포좀  매개된  형질감염

(liposem-mediated transfection), 폴리브렌-매개된 형질감염 (polybrene-mediated transfection), 인산칼슘을

이용한 형질감염 (Graham, FL 등, Virology, 52:456(1973)), DEAE 덱스트란에 의한 형질감염, 미세주사에 의한

형질감염  (Capecchi,  MR,  Cell,  22:479(1980)),  양이온성  지질에  의한  형질감염  (Wong,  TK  등,  Gene,

10:87(1980)),  전기천공법  (Neumann  E등,  EMBO  J,  1:841(1982)),  형질도입  또는  트랜스펙션과  같이  문헌
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(Basic methods in molecular biology, Davis 등, 1986 및 Molecular cloning: A laboratory manual, Davis

등, 1986)에 기재된 바와 같이 본 발명이 속한 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 익히 공지되어 있는

방법들에 따라 이뤄질 수 있다.

본 발명에서 "심비대증 (cardiac hypertrophy)"은 심근섬유가 비대한 결과, 심중량의 증가, 심실벽이 비후된 상[0095]

태를 말하며, 심장비대증, 심부전증, 심섬유증 (cardiac fibrosis), 승모판막 폐쇄부전증, 대동맥판막 폐쇄부전

증, 확장성 심근병증, 허혈성 심장 질환, 심실 중격 결손증, 삼첨판막 폐쇄부전증, 폐동맥판막 폐쇄부전증, 폐

동맥 고혈압, 우심실 심근경색, 우심실을 침범하는 심근병증, 심방중격 결손증, 심방 세동, 비후성 심근증 또는

침윤성 심근증의 초기증상일 수 있으나, 상기 질환들 외에 심비대증과 관련된 질환이라면 그 종류에 제한되지

않는다.

본 발명은 또한 상기 재조합 벡터로 형질전환된 것을 특징으로 하는 심비대증 동물 모델을 제공한다.[0096]

본 발명의 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡터에 있어서, 상기 동물은 인간을 제외한 포유류일 수 있으며,[0097]

예컨대 비-인간인 영장류, 마우스, 개, 고양이, 토끼, 말, 또는 소일 수 있다.

본 발명의 일실시예에 따르면 상기 동물은 마우스일 수 있으나, 인간을 제외한 포유류라면 그 종류에 특별히 제[0098]

한이 없다.

또한, 본 발명은 (a) 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5'말단 기준 2번 내지 3번 중 어느 하나의 뉴[0099]

클레오타이드에서 시작하여 총 6개의 연속된 뉴클레오타이드를 포함하고, 상기 서열번호 1의 염기서열 중 2번,

3번 또는 7번 중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine; G)에서 유라실 (Uracil; U)로 치환된 폴리뉴

클레오타이드를 발현하는 DNA를 프로모터에 작동 가능하게 연결하여 심비대증 동물 모델 제작용 재조합 벡터를

제조하는 단계;

(b) 상기 재조합 벡터를 동물의 수정란에 도입시키는 단계; 및[0100]

(c) 상기 수정란을 대리모에 이식한 후 수정란을 발생시켜 형질전환 동물 모델을 수득하는 단계를 포함하는, 심[0101]

비대증 동물 모델의 제작 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 (a) 심비대증 동물 모델의 심근 세포에 후보물질을 처리하는 단계;[0102]

(b) 상기 심비대증 동물 모델의 심근 세포에서 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 유전자의 5' 말단 기준 2번[0103]

내지 3번 중 어느 하나의 뉴클레오타이드에서 시작하여 총 6개의 폴리뉴클레오타이드를 포함하고, 상기 서열번

호 1의 염기서열 중 2번, 3번, 또는 7번 중 하나 이상의 뉴클레오타이드가 구아닌 (Guanine;  G)에서 유라실

(Uracil; U)로 치환된 폴리뉴클레오타이드의 G:A 워블 (wobble) 배열 표적 사이트와의 결합 빈도를 분석하는 단

계; 및

(c) 상기 G:A 워블 (wobble) 배열 표적 사이트와의 결합이 후보물질을 처리하지 않은 심비대증 동물 모델에 비[0104]

해 감소할 경우, 상기 후보물질을 심비대증 치료제로 선별하는 단계를 포함하는, 심비대증 치료제의 스크리닝

방법을 제공한다.

본 발명에 있어서, 상기 후보물질은 심비대증 동물 모델의 심근 세포에서 상기 폴리뉴클레오타이드의 G:A 워블[0105]

(wobble) 배열 표적 사이트와의 결합 빈도에 영향을 미치는지 여부를 검사하기 위하여 스크리닝에 이용되는 미

지의 물질을 의미하며, 화학물질, 단백질, (폴리)뉴클레오타이드, 안티센스-RNA,  siRNA  (small  interference

RNA), 또는 천연물 추출물 등이 포함될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽[0107]

게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 하기 실시예에 의해 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. Ago HITS-CLIP 분석을 통한 워블 (wobble) 염기 배열을 마이크로RNA의 발단 지역에서 허용하는 비정[0109]

규 표적 사이트의 발견

마이크로RNA의 표적을 전사체 수준에서 분석할 수 있는 방법으로는 Ago HITS- CLIP이라는 실험 방법이 개발되어[0110]

널리 사용되고 있는데, Ago HITS CLIP 실험은 세포나 조직 샘플에 UV를 조사하여 세포내에서 RNA와 아고너트 단

백질 사이에 공유결합을 유도하고, 이렇게 생성된 RNA-아고너트 복합체를 아고너트를 특이적으로 인식하는 항체
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를 이용하여 면역침강법으로 분리한 다음, 분리된 RNA를 차세대염기서열 (Next-generation sequencing)로 분석

하는 방법이다. 이렇게 얻어진 염기서열 데이터는 생물정보학적 분석을 통해서 마이크로RNA의 표적mRNA를 동정

할 수 있을 뿐만 아니라, 그 결합 위치와 서열도 정확하게 분석할 수 있다. Ago HITS-CLIP은 최초로 마우스의

대뇌피질 조직에 적용되어 뇌 조직에서의 마이크로RNA의 표적에 대한 지도를 작성하였고, 그 이후 지금까지 여

러 조직에 해당 방법이 적용되었다. 이러한 여러 Ago HITS-CLIP 분석을 통해 여러 조직에서의 마이크로RNA 결합

위치가 밝혀지게 되었고, 특히 이러한 표적 서열에서 마이크로RNA의 발단 결합과는 유사하지만, 표적 mRNA의 서

열에서 다른 형태의 비정규적 결합 표적이 많이 존재한다는 것을 알게 되었다. 

밝혀진 비정규적 결합 법칙 중 일부는 기존의 알려진 염기배열 이외에 G:U 염기배열을 통한 워블(wobble)로 존[0111]

재한다는 것이 관찰되었다. 워블 염기배열은 기존의 염기배열과는 다르게 특정 RNA에서 발견되며, 이미 알려진

G:U 워블은 마이크로RNA의 비정규 표적에서도 배열할 수 있음이 제시되었다. 하지만 이에 비해 그 결합이 약하

며 자주 관찰 되지 않았던 G:A 워블의 경우는 특정 RNA에서 염기배열을 형성할 수 있지만 그 외에는 전혀 조사

가 되지 않았다. 하지만 마이크로RNA의 발단 서열 같은 경우에는 염기배열의 자유에너지 (free energy)가 구조

적으로  아고너트  단백질에  의해  안정화되기  때문에  일반적으로  약한  G:A  염기배열이  상대적으로  중요할  수

있다. 

이에, 먼저 G:A를 포함한 워블 염기배열이 사람의 뇌 조직에서의 마이크로RNA 표적에 존재하는지를 확인하기 위[0112]

해서 도 1a에 나타낸 바와 같이, 사후 뇌 조직의 회백질(gray matter)에 Ago HITS-CLIP을 수행한 데이터를 분석

하였다. 이 때의 분석은 Ago HITS-CLIP을 개발했을 때의 방법에 따라 아고너트-마이크로RNA와 함께 결합했던

RNA 서열을 시퀀싱된 FASTQ 파일에서 Bowtie2 프로그램으로 인간 유전체 서열에 배열하여 수행하였다. 동시에

해당 시퀀싱 결과를 인간 마이크로RNA서열에 배열하여, 해당 뇌 조직에서 아고너트 단백질과 자주 결합하고 있

는 20 종류의 마이크로RNA(top20 miRNA)도 분석하였다. 최종적으로는 이렇게 파악한 top20 miRNA에 대하여 해당

발단(seed) 서열인 5’ 말단 기준 2번째부터 8번째까지에 대하여 상보적인 서열을 가지는 정규 표적(canonical

target) 사이트를 살펴보았다. 그 결과, 도 1b에 나타낸 바와 같이, 마이크로RNA 결합위치에 상당히 많은 수의

정규 발단 표적 사이트가 발견됨을 관찰하였다(중앙값 1292.5사이트, 오차범위+/- 706.62). 이후, 이러한 마이

크로RNA의 발단 염기 서열에서 G:U  또는 G:A 워블 염기배열로 결합할 수 있는 비정규적 표적 사이트가 존재하

는 지를 Ago  HITS-CLIP  데이터에서 살펴보았다. 이 때 분석에 대한 대조군 (Control)으로 마이크로RNA  발단

(seed)  염기  서열과  동일한  염기  서열로  인해  염기의  상보적  배열이  불가능한  표적  서열을  사용하여

분석하였다. 

그 결과, 도 1b에 나타낸 바와 같이, G:A 워블이 허용된 표적(중앙값 1119.5 사이트, 오차범위+/- 526.48)과[0113]

G:U 워블이 허용된 표적(중앙값 995사이트, 오차범위+/- 523.22) 사이트 모두 대조군(중앙값 891사이트, 오차범

위+/- 410.71) 에 비해 높은 분포를 보였으며, 특히 G:A 워블이 존재하는 마이크로RNA 표적 사이트는 G:U 워블

보다 약 1.1배 더 많이 존재함을 나타내었다. 

또한, 뇌조직에서 특이적으로 발현되는 miR-124 (5'-UAA GGC ACG CGG UGA AUG CCA A-3'; 서열번호 23)는 도 1c[0114]

에 나타낸 바와 같이, 발단 부분에 2개의 G를 5’ 말단으로부터 4번째와 5번째에 가지고 있어서, 이를 통한

G:U, G:A 워블 염기배열을 할 수 있다.  따라서 특정 위치의 G에 의한 G:A, G:U 워블 염기배열을 구별하여 분석

해본 결과, 도 1d에 나타낸 바와 같이, miR-124의 정규 발단 표적 사이트(seed site) (5'-GUGCCUU-3'; 서열번

호 24)가 가장 많이 발견되었다(1,992개). 하지만, 이와 견줄 수 있을 정도로 4번째가 G:U 워블(1,800개)을 이

루는 것(4G:U site)을 발견하였으며, 그 다음으로는 4번째가 G:A 워블(1,542개)을 이루는 것(4G:A site)을 관찰

하였다. 또한 5번째의 G도 G:U 워블(1,427개)을 이루는 것(5G:U site)과 G:A 워블(1,196개)을 이루는 비정규

표적 사이트(5G:A site)가 많이 보였으며, 이렇게 조사한 모든 사이트는 대조군의 개수(647개) 보다 모두 많이

존재하는 것을 확인할 수 있었다. 

따라서, 마이크로RNA는 발단 지역의 염기서열을 통한 표적 mRNA를 인식할 때, 발단 지역을 통한 정규적인 염기[0115]

배열 뿐만 아니라 비정규적으로 G:U 또는 G:A 워블 염기배열을 허용하며, 이러한 결합을 통해서 표적 mRNA와 결

합할 수 있다는 것을 알 수 있었다. 이러한 G:A 워블 염기를 통한 마이크로RNA의 표적 인식은 보고 된 바가 없

는 새로운 결과이며, 상기에서 관찰한 바와 같이 여러 마이크로RNA에서 비정규적인 표적 인식 및 조절이 된다는

것을 확인할 수 있었다.

실시예 2. 심근경색 환자의 심장조직에서의 Ago HITS-CLIP 결과 분석을 통한 miR-1의 G:A 워블 (wobble) 염기[0117]

배열을 마이크로RNA의 발단 지역에서 허용하는 비정규 표적 사이트의 발견
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상기 실시예 1에서 사람의 뇌 조직에서의 마이크로RNA 표적 중 G:A를 포함한 워블 염기배열의 존재를 확인하였[0118]

으며, 이와 같은 비정규 G:A 워블 염기 배열 결합이 심장 질환 환자의 심장 조직에서도 존재하는지를 확인하기

위해,  6명의  심근경색  (Cardiomyopathy)  환자의  좌심실  조직에서  Ago  HITS-CLIP을  수행한  데이터(Nucleic

Acids Res. 2016 Sep 6; 44(15): 7120-7131)를 재분석 하였다. 

먼저, 이전 연구에서 심근경색 환자의 심조직에서의 Ago HITS-CLIP 결과로, 4000개의 mRNA에 Ago 단백질-마이크[0119]

로RNA 복합체가 결합하는 것을 알 수 있었으며, 이 때 심장에서 많이 발현되는 마이크로RNA의 top 20개 중, 심

장 조직에서 특이적으로 발현되는 miR-1의 결합 사이트인 정규적 발단 결합 위치(seed site)뿐만 아니라 비정규

적 결합인 G:U 및 G:A 워블 염기 배열 결합 위치가 얼마나 분포하고 있는 지를 분석해 보았다. 이 때의 분석은,

miR-1의 표적 사이트를 포함하고 있는 전사체라 할지라도 개체의 조직 특이성 없이 항상 높은 발현을 보이는

let-7/98 family, miR-27-3p, miR-143, miR-126-3p 등에 의해 중복으로 결합했을 가능성을 배제하기 위해, 상

기와 같은 마이크로 RNA들의 정규 표적 사이트들을 포함하지 않고, 오직 miR-1 의 표적 사이트만 가지는 전사체

로 제한하여 수행하였다. 또한, 해당 분석에서 조사한 miR-1의 표적 사이트는 마이크로 RNA의 5’ 말단을 기준

으로, 2번~8번의 염기서열과 결합하는 사이트 (7 염기 표적)를 정규적 발단 결합 위치(seed site)로 정의하여

분석하였으며, 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적 사이트의 경우에는 5’ 말단을 기준으로, 2번째부터 8번째 사이

에 존재하는 발단 부분의 G:A 워블 염기 배열 표적에 우선적으로 국한하여 분석하였다. 분석에서의 표적 결합에

대한 분석 대조군으로는 Ago 단백질과 결합하였다고 보고된 4000개 전사체가 염기서열 분석기로 읽혀진 염기 서

열 길이의 평균인 52.5 뉴클레오티드에 들어갈 수 있는 무작위(random)의 7개 염기 조합을 7염기 표적으로 대입

하여 수학적으로 계산한 값을 사용하였다. 

그 결과, 도 2a에 나타낸 바와 같이, 심근경색 환자의 심장 조직에서 오직 miR-1의 7개 염기로 구성된 정규 표[0120]

적(seed) 사이트는 120개가 발견되었다. 발단 위치에 존재하는 miR-1의 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적 사이트

의 경우는 55개로 이는 정규 표적 사이트의 약 45% 에 해당하는 부분이며, 대조군으로 사용된 무작위의 7개 염

기 표적 계산 값인 11.23 개보다 높은 값으로 관찰되었다. 이는 심장 조직에서 전혀 발현되지 않는 miR-124의

표적 결합이 1개로 분석된 결과와 비교해 보았을 때도 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적 결합의 빈도가 높으며,

따라서 심근경색 환자의 심장 조직에서도 miR-1의 비정규 G:A 워블 염기 배열로 결합함을 확인할 수 있었다.

 이어 miR-1의 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적 사이트를 각 G염기의 위치에 대하여 분석해 보았다. 그 결과,[0121]

도 2b에 나타낸 바와 같이, 2번째 G 염기에 대한 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적(G2A)은 21개로 이는 분석한

비정규 G:A 워블 염기 배열 중 38%에 해당되며, 3번째 G 염기에 대한 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적 (G3A)은

12개로, 분석한 비정규 G:A 워블 염기 배열 중 22% 이고, 7번째 G 염기에 대한 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적

(G7A) 사이트는 22개로 이는 분석한 비정규 G:A 워블 염기 배열 중 40% 에 해당된다. 정규 발단위치에 존재하는

비정규 G:A 워블 염기 결합은 7번째 G 염기에 대한 비정규 G:A 워블 염기 배열 표적이 가장 높았다.   

이를 통해, 심근 경색 환자의 심장 조직에서는 miR-1의 정규 표적 결합과 더불어 비정규 G:A 워블 염기 배열 표[0122]

적 결합이 존재하며, 정규 발단 위치의 경우에는 7번째 G 염기가 A와 워블 염기 배열을 허용하는 비정규 표적의

결합이 가장 많이 관찰되었다. 이러한 관찰 결과를 통해, miR-1의 표적 발현 조절 기능이 정규 표적 결합과 더

불어 비정규 표적 결합을 통해 매개될 수 있음을 확인하였다.

실시예 3. 심장근육모세포주 (H9c2)에서 형광 단백질 리포터를 이용한 miR-1의 비정규 G:A 배열 발단 타겟 유전[0124]

자 발현 억제 효과 확인

상기 실시예 1 및 2에서 마이크로RNA가 비정규적으로 발단 서열에서 G:A 워블 배열을 허용하여 표적 mRNA와 결[0125]

합할 수 있다는 사실을 발견한 후, 이러한 결합이 실제로 표적 유전자의 억제를 일으킬 수 있는지를 세포수준에

서 확인하는 리포터 실험을 진행하였다. 이 때, 확인 실험은 심장근육모세포주인 H9c2와 같이 근육계 세포에서

많이 발현되는 것으로 알려진 miR-1을 대상으로 진행하였으며, 상기 실시예 2에서 관찰된 바와 같이, miR-1의 5

’ 말단으로부터 7번째에 존재하는 G에 주목하여, 이를 통한 G:A 워블 염기배열을 대상으로 수행하였다. 마이크

로RNA에 의한 유전자 억제는 보다 정밀하게 개별 세포 수준에서 측정하기 위해서 형광 단백질 발현 리포터 시스

템을 구축하여 사용하였다. 형광 단백질 발현 리포터 시스템은 두 가지 색의 형광단백질이 하나의 벡터에 발현

되게 구성되었으며, 이때 SV40  프로모터에는 녹색 형광 단백질(green fluorescent protein: GFP)이 발현되게

하고, 그 3' 비전역 부분(3' untranslated region: 3'UTR)에 마이크로 RNA의 표적 사이트를 여러 개 연속적으

로 배열하여, 녹색 형광 단백질의 세기를 통해 마이크로RNA에 의한 유전자 억제 효과를 측정할 수 있도록 하였

으며, 동시에 적색 형광 단백질(red fluorescent protein: RFP)은 Tk 프로모터에 의해 발현되도록 하여 그 세기
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정도로 녹색 형광 신호를 표준화하여 사용하였다.

상기와 같이 구축된 형광 단백질 발현 리포터 벡터에 miR-1의 5’ 말단으로부터 2번째부터 8번째까지 염기에 대[0126]

해서 상보적이면서, 7번째 염기 G에 대해서는 G:A 워블로 염기배열하는 비정규 표적 사이트 (7G:A-site) (5'p-

AAAUUCCA-3'; 서열번호 25) 를 삽입하여 리포터를 제작한 후(GFP-7G:A site), 이것이 miR-1에 의해서 억제되는

지를  실험을  통해  확인하였다.  이  때  실험은,  500  ng  GFP-7G:A  site  리포터  벡터와  25nM의  miR-1을

lipofectamine 2000(Invitrogen 사) 시약을 이용하여 회사에서 제공하는 프로토콜에 따라 심장근육모세포주인

H9c2에 동시에 도입(co-transfection)하였고, 24시간 후 Life Technology사의 Attune NxT를 통해 각각의 형광

신호를 유세포 분석으로 측정하였다. 

그 결과, 도 3a에 나타낸 바와 같이, miR-1의 발현에 의해서 miR-1의 7G:A 사이트가 매우 효율적으로 억제(도[0127]

3a의 가운데)되는 것을 대조군 핵산 (cont; NT; cel-miR-67 duplex)을 도입한 세포(도 3a의 왼쪽)와 비교하여

확인하였다. 즉, 심장근육모세포주인 H9c2  에서 두가지 형광 단백질의 발현 정도에 따라 네부분(Q5-1,  Q5-2,

Q5-3, Q5-4)으로 분석한 결과 miR-1이 도입된 세포의 경우, 대조군 핵산이 도입된 경우보다 10
3
 세기의 적색 형

광 단백질과 10
3 
세기의 녹색 형광 단백질을 보이는 세포의 분포가 59.51% (control: Q5-3)에서 41.80 % (miR-

1: Q5-3)로 감소된 것을 관찰하였다.

상기로부터 GFP-7G:A site 리포터 벡터는 miR-1의 도입 없이도 H9c2 세포에서 어느 정도 억제되고 있는 것이 대[0128]

조군에서 관찰되었다. 이것은 H9c2세포내에서 이미 발현되고 있는 miR-1에 의해서 리포터 표적 mRNA와의 G:A 워

블 염기배열을 통해 억제하는 것으로 예상할 수 있다. 상기 내용을 확인하기 위해서 H9c2 세포 내의 miR-1의 발

현을 억제할 수 있는 miRIDIAN microRNA Hairpin inhibitor(miR-1 inhibitor, 도 3a의 오른쪽)를 Dharmacon사

로부터 구입하여 50nM 농도로 세포에 트랜스펙션시켜 사용하였다. 

그 결과, 대조군에서 비해 miR-1 inhibitor를 도입한 경우, 10
3
 세기의 적색 형광 단백질과 10

3
 세기의 녹색 형[0129]

광 단백질을 보이는 세포의 분포가 81.56% (miR-1 inhibitor: Q5-3) 로 증가하는 것으로 보아, 세포내에 존재하

는 miR-1이 miR-1의 7G:A 사이트를 통해 유전자 발현을 억제할 수 있음을 확인하였다. 

또한, 형광 단백질 발현 리포터에 마이크로RNA 표적 사이트를 넣지 않은 대조군 (GFP-no site)과 miR-1의 7G:A[0130]

사이트가 들어간 리포터인 GFP-7G:A site를 H9c2 세포에 도입하여 그 활성을 비교하여 확인하였으며, 양성 대조

군으로는 miR-1을 함께 도입한 경우와 정량적으로 비교하여 확인하였다. 이때의 분석은 유세포 분석기에서 측정

한 적색 형광 단백질(RFP) 값을 구간별로 나누고, 이때의 녹색 형광 단백질(GFP) 값을 평균을 내어 로그 비율로

변환하였으며, 이때 대조군인 GFP-no site의 녹색 형광 단백질 수치를 1로 두고(relative log GFP) 상대적으로

계산하였다. 

그 결과, 도 3b에 나타낸 바와 같이, miR-1 과 7번째 G 염기에 대해, G:A 워블 (wobble)을 통해 상보적으로 염[0131]

기 배열되는 사이트가 있는 경우(GFP-7G:A site), 특히 1.5~2.5값의 적색 형광 단백질의 발현(log RFP) 이 보이

는 구간에서, G:A 워블 (wobble) 을 통한 녹색 형광 단백질의 발현 (relative log GFP) 이 1보다 12.5% 정도

낮아지는 것을 확인하였다. 이러한 억제는 양성 대조군에서는 특히 1.5~2.5구간의 적색 형광 단백질의 발현(log

RFP)에서 40%~25% 정도 녹색 형광 단백질의 발현(relative log GFP)이 억제되는 패턴과 동일하게 나타나는 점을

관찰하였다.

상기에서 관찰한 결과가 해당 형광 단백질 리포터에서 사용한 서로 다른 프로모터의 세기와 두 가지 다른 형광[0132]

단백질이 가지는 형광 활성도의 차이에 의해서 영향을 받지 않음을 확인하기 위해서, 두개의 형광 단백질을 서

로 바꿔져 있는 형광 단백질 리포터인 p.UTA.3.0을 Addgene (plasmid # 82447) 으로부터 구입하여 사용하였다.

이 때 리포터 실험은 p.UTA.3.0 벡터에서 SV40 프로모터에 의해 조절되는 적색 형광 단백질(red  fluorescent

protein: RFP)의 3’ UTR 부분에 miR-1-7G;A 서열을 5번 반복하여 삽입한 후 리포터 벡터(RFP-7G:A site)를 제

작하여 진행하였으며, 이 때 적색 형광 단백질 발현 수치는 Tk 프로모터로 발현되는 녹색 형광 단백질(green

fluorescent protein: GFP) 값을 세포 내에 도입된 정도를 반영한  표준화로 사용하여 변형하여 사용하였다. 

그 결과, 도 3c에 나타낸 바와 같이, 상기와 동일하게 miR-1의 7G:A 사이트가 H9c2에서 발현되는 miR-1에 의해[0133]

서 억제되는 것을 miRNA 표적 위치가 없는 리포터 (RFP-no site)의 대조군과 miR-1의 7G:A site가 들어간 리포

터(RFP-7G:A site)의 결과를 비교하여 확인하였으며, 동시에 도 3d에 나타낸 바와 같이, 양성 대조군이 miR-1과

의 co-transfection 에서도 miR-1-7G:A 사이트를 억제하는 현상을 관찰하였다. 

상기로부터, Ago HITS-CLIP 분석을 통해 발견한 마이크로RNA의 비정규 표적이 실제로 마이크로RNA의 발단 서열[0134]
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에서 G:A 워블 배열을 통해 결합할 수 있을 뿐 아니라, 해당 표적 유전자의 발현을 억제할 수 있음을 확인하였

다. 

따라서, 이러한 점으로 미루어 볼 때, G:A 워블 배열을 통한 표적 사이트를 이용하여 마이크로RNA와 충분히 결[0135]

합할 수 있으며, 이러한 점을 G:A 워블 배열 조절 특이적 치환 핵산(miRNA-GU)을 통해 유사하게 유도할 수 있다

면, 비정규적 표적 억제에 의한 마이크로RNA의 생물학적 기능만을 활용할 수 있음을 유추할 수 있었다.

실시예 4.  루시퍼라제 리포터 실험을 통한 miR-1 변형 마이크로RNA의 비정규 G:A 워블 배열 발단 사이트에 대[0137]

한 억제 효과 확인

상기 실시예 1, 2, 및 3에서 miR-1이 비정규적으로 발단 서열에서 G:A 워블 배열을 허용하여 표적 mRNA와 결합[0138]

하고 해당 표적 유전자의 발현을 억제한다는 사실을 바탕으로, 이러한 비정규 표적만이 다른 생물학적 기능을

할 수 있는 가능성을 조사하고자 하였다. 이를 위해서는 정규적인 발단 표적과 비정규적인 G:A 워블 배열 표적

둘 다 인식하는 miR-1을 사용할 수 없으므로, 인위적으로 miR-1의5'말단으로부터 2번째 구아닌 (Guanine) 염기

를 유라실 (Uracil)로 치환시킨 miR-1-2GU (5'-UGAAUG-3'; 서열번호 2), 3번째 구아닌 (Guanine) 염기를 유라

실  (Uracil)로  치환시킨  miR-1-3GU  (5'-GUAAUG-3';  서열번호  3),  7번째  구아닌  (Guanine)  염기를  유라실

(Uracil)로 치환시킨 miR-1-7GU (5'-GGAAUU-3'; 서열번호 4)의 서열을 포함하여 비정규적인 G:A 워블 배열 표

적만을 배열하도록 도4a에 나타난 바와 같이 디자인 하였다.

추가적으로 도 4a에 나타난 서열의 miR-1 변형 마이크로RNA가 실제로 비정규적인 G:A 워블 배열 표적을 억제할[0139]

수 있는지를 확인하기 위해서 다음과 같은 실험을 수행하였다. 먼저, 가이드 가닥 (guide strand) 상에 miR-1과

동일한 서열이지만 5'말단으로부터 2, 3, 또는 7번째 구아닌 염기가 유라실로 치환된 RNA를 합성하고, 운반 가

닥 (passenger strand)은 변형이 가해지지 않은 miR-1의 동일한 서열로 합성하여 제조하였다. 이러한 RNA는 ST

Pharma 사, Trilink Technologies 사 또는 Bioneer 사를 통해 화학적으로 합성하고, HPLC로 분리하였으며, 상

기 회사에서 제공한 방법에 따라 가이드 가닥과 운반 가닥의 이중체(duplex)로 제조되었다. 

상기 방법으로 합성한 도4a의 miR-1 변형 마이크로RNA의 표적 억제 효과를 루시퍼라제 리포터로 측정하였다.[0140]

즉, 상기에서 이중체로 제조된 75nM의 siRNA는 HeLa세포 (ATCC CCL-2)에 레닐라 루시퍼라제를 발현시키는 psi-[0141]

check2 벡터와 함께 Lipofectamine 2000 시약(Invitrogen)을 이용하여 제조자의 프로토콜에 따라 HeLa 세포에

전달(co-transfection)시켜서  마이크로RNA의  농도에  따른  그  효과를  조사하였다.  이  때,  3'UTR

(3'untranslated region) 부분에 miR-1의 5’ 말단으로부터 2번째부터 8번째까지 염기에 대해서 상보적이면서,

2번째 (도 4b), 3번째 (도 4c), 또는 7번째 (도 4d) 염기 G에 대해서는 G:A 워블로 염기배열 하는 비정규 표적

사이트를 삽입한 리포터를 사용하였다. 

또한, 실험 시 HeLa 세포는 10% FBS (fetal bovine serum), 100 U/ml 페니실린, 및 100 ㎍/ml 스텝토마이신을[0142]

보충한 Dulbecco's 개질 Eagle's 배지 (Invitrogen)에서 배양하였으며, 항생제 없는 완전배지에서 트랜스펙션을

수행하였다. 트랜스펙션을 수행한 후 24시간 후, Promega 사의 Dual-luciferase reporter asssay system을 이

용하여 제조사의 프로토콜에 따라 루시퍼라제의 활성을 측정하여 siRNA의 효과를 조사하였으며, 레닐라 루시퍼

라제  활성  계측은  promega  사의  Glomax  Luminometer를  이용하여  최소  3번  이상의  반복  실험으로  반딧불

(firefly) 루시퍼라제의 활성에 의해 표준화되어 계산하였다

여러 농도에서 비정규적인 G:A 워블 배열 표적에 대한 저해 효과를 측정하고 IC50 (inhibitory concentration[0143]

50)를 살펴본 결과, 도 4b (IC50=0.2nM), 도 4c (IC50=2.2nM), 및 도 4d (IC50=4nM)에 나타난 바와 같이 miR-1의

5말단으로부터 2, 3, 또는 7번째 구아닌 (Guanine) 염기를 유라실 (Uracil)로 치환시 (miRNA-GU), 루시퍼라제

리포터의 비정규 G:A 워블 배열 발단 사이트를 특이적으로 억제한다는 사실을 알 수 있었다.

실시예 5. miR-1의 2, 3, 7번째 G 염기에 대한 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 유전자의 조절을 통한 심근 세[0145]

포의 비대 유도 효과 확인

5-1. 실험 준비[0146]

상기 실시예 3에서 확인한 비정규적인 유전자 억제 현상은 G:A 워블 염기 배열이 마이크로RNA의 비정규 표적으[0147]

로 작용하여, 생물학적 기능을 조절할 수도 있다는 가능성을 상기 실시예 4에서 검증한 G:A 워블 배열 조절 특
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이적 치환 핵산(miRNA-GU)을 통해 확인하고자, 상기 실시예 2 및 3에서 살펴본 심근세포의 miR-1을 중심으로 실

험을 진행하였다. 

비정규적인 G:A 워블 표적이 특정한 생물학적 기능을 가지고 있는지를 조사하기 위해서는,  miR-1이 정규적인[0148]

표적은 인식하지 않고, 비정규적인G:A 워블 배열 표적 사이트만을 인식하게 하여야 하므로, miR-1의 발단 지역

에 있는 G가 C가 아닌 A와 염기 배열하도록 해당 G를 U로 치환하여 제작한 miRNA-GU를 실험에 사용하였다. 본

실험에서는 보다 생리학적으로 심장과 유사한 조건으로 수행하기 위해서 랫트 (rat)의 심장 조직으로부터 신생

백서 심근세포(neonatal cardiomyocyte)를 배양하여 수행하였다. 이 때, 신생백서 심근세포의 배양은 생후 1일

차 랫트(rat neonate)의 심장조직에서 효소 반응을 통해 신상백서 심근세포를 분리하고(Cellutron 사의 neomyt

kit), 신생백서 심근세포는 10% FBS (fetal bovine serum), 5% HS (horse serum), 100 U/ml 페니실린, 및 100

㎍/ml 스텝토마이신을 보충한 Dulbecco's 개질 Eagle's 배지(Invitrogen)와 M199(WellGene) 배지를 4:1로 섞어

준비한 배지에 brdU를 첨가하여, 심장 조직에 존재하는 세포주기를 갖는 다른 세포들과 구별하여 배양하였다.

5-2. miR-1에 의한 심근 세포 크기 감소 확인[0150]

상기 실시예 4-1로부터 얻어진 신생백서 심근 세포에서 심근비대현상이 유도되는 지를 우선적으로 확인하였다.[0151]

심근 세포는 세포주기를 멈추고, 심근 세포의 크기를 증가시킬 수 있는 특징을 가지고 있는데, 이를 심근 비대

현상이라고 한다. 심근 비대 현상은 심근 세포의 기능 저하를 보완하는 역할을 해왔으며, 심장 질병의 병리 중

간 단계로도 알려져 있으며, 세포 형태학적 관찰 및 유전자 발현 프로파일 변화가 잘 알려진 심장 질병 모델 시

스템이다. 심근 비대증의 세포 모델에서는 페닐에프린(PE)과 같은 아드레널직 리셉터 작용제(agonist) 를 심근

세포에 처리해주면 심근 비대증을 유도할 수 있다.  

따라서, 배양한 신생백서 심근 세포에 100uM의 페닐에프린을 처리하여 심근 비대를 유도 하였고, 그 결과, 도[0152]

4a에 나타낸 바와 같이 아무것도 처리하지 않은 대조군(rCMC)과 비교하여 신생백서 심근 세포의 크기가 증가하

는 것을 형태학적으로 확인하였다(+PE). 또한, 신생백서 심근 세포에 miR-1을 도입하였을 때 심근 세포의 크기

가 감소하는 것을 관찰하였다. 이는 잘 알려진 심근 비대 현상과 miR-1 의 심근 세포에서의 기능과 일치한다.

5-3. miR-1 치환체의 심근 세포 비대 유도 효과 확인[0154]

miR-1은 발단지역에 3개의 G 염기를 포함하고 있으며, 이에 따라 정규적인 표적은 인식하지 않고, 비정규적인[0155]

G:A 워블 배열 표적 사이트만을 인식하게 하기 위해서, 이러한 G를 U로 치환한 miR-1을 디자인 하였으며, 이를

G 염기가 있는 위치에 따라 5’말단 기준 2번째 위치(miR-1-G2U), 3번째 위치(miR-1-G3U), 7번째 위치(miR-1-

G7U)에 적용하여 miR-1 치환체를 합성하였다. 이 때, 사용한 miR-1의 치환 염기 서열은 다음과 같으며(miR-1-

G2U:  5’p-UUGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU-3',  서열번호 7;  miR-1-G3U:  5’p-UGUAAUGUAAAGAAGUAUGUAU-3’,  서열번호

8; miR-1-G7U: 5’p-UGGAAUUUAAAGAAGUAUGUAU-3’, 서열번호 9), 이는 가이드 가닥으로 합성되었고, 상기 치환

된 miR-1의 5' 말단으로부터 2, 3, 7번째 염기에 대해서는 완전 상보적이지 않으나 가이드 가닥과 이중체를 형

성하는 운반자 가닥(hsa-miR-1-5p; miRBase accession 번호: MIMAT0031892, 5'-ACAUACUUCUUUAUAUGCCCAU-3'; 서

열번호 26)은 miRBase에 기록된 인간의 miR-1 염기서열을 디자인하여 Bioneer 사에서 화학적으로 합성 제작 후,

HPLC로 분리, 상기 회사에서 제공한 방법에 따라 가이드 가닥과 운반 가닥의 이중체 (duplex)로 제조하여 사용

하였다.  해당 마이크로RNA의 신생백서 심장근육모세포주로의 도입(transfection)은 RNAimax  (Invitrogen  사)

시약을 이용하여 50nM 농도로 수행 하였다.

그 결과, 도 5a에 나타낸 바와 같이, miR-1-G2U 또는 miR-1-G3U 또는 miR-1-G7U를 신생백서 심근세포배양에 도[0156]

입하였을 때 신생백서 심근세포의 형태가 심근 비대를 유도한 세포(+PE)와 유사한 수준으로 커진 것을 관찰 할

수 있었다. 이 때 각각의 세포 크기를 정량적으로 분석하기 위해서, 100개 이상의 세포가 이미지J 프로그램

(NIH)을 통해 정량화 되었으며, 도 5b에 나타낸 바와 같이 miR-1의 G:A 워블 배열 사이트만을 인식하게 합성한

miR-1  치환체(miR-1-G2U,  miR-1-G3U,  miR-1-G7U)들  모두  대조군(NT)  핵산을  도입했을  때와  비교해서  약

1.5~1.8 배 정도 그 크기가 커진 것으로 분석되었다. 이는 페닐에프린 (PE) 약물이 유도하는 심근세포 비대증

모델의 심근세포 크기와 비슷한 수준이며, miR-1 자체는 심근세포 형태상으로는 세포 크기를 감소시키는 효과를

보임으로써, 그 정규적인 표적 억제효과가 G:A 워블을 통한 표적 억제와는 세포 형태학상 다른 기능을 나타내는

것을 관찰하였다. 

또한, 추가적으로 본 실시예에서 관찰한 심근비대 현상을 분자적 수준에서 확인하기 위해서 마커로 그 발현이[0157]
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증가하는 것으로 알려진 ANP(atrial naturiuretic peptide) 유전자의 발현을 qPCR (Quantitative Polymerase

Chain Reaction) 실험을 통해 GAPDH와 비교하여 상대적인 값으로 측정해 보았다. 

그 결과, 도 5c에 나타낸 바와 같이 miR-1의 G:A 워블 배열 사이트만을 인식하게 합성한 miR-1 치환체(miR-1-[0158]

G2U, miR-1-G3U, miR-1-G7U) 를 신생백서 심근세포에 도입했을 경우에는 모두 ANP 발현양을 대조군(NT)에 비해

1.2~1.5 배 정도 유의하게 증가시킨 것을 4번의 반복 실험을 통해 확인할 수 있었다. 이러한 ANP 발현 증가는

페닐에프린(PE) 약물을 처리한 심근세포 실험군이 대조군에 비해 크기가 약 2배 정도 증가한 것 보다는 적지만,

원래의 miR-1이 도입 되었을 때 도리어 ANP 발현이 유의하게 감소하는 현상과는 반대되는 것으로, 이를 통해

miR-1은 G:A 워블 배열 사이트를 통해 완전히 다른 생물학적 기능을 나타낸다고 볼 수 있다.

실시예 6. miR-1의 2, 3, 7번째 G 염기에 대해 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 유전자 조절 기능을 하는 최소[0160]

염기 서열을 통한 심근 세포의 비대 유도 효과 확인

6-1. miR-1의 2, 3, 7번째 G 염기에 대해 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 유전자 조절 기능을 하는 최소 염기[0161]

서열 정의

상기 실시예 5에서 miR-1의 2, 3, 7번째 G 염기에 대한 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 조절을 통해 기존의 정[0162]

규 표적 억제와는 전혀 다른 심근 세포의 비대화를 유도할 수 있음을 확인할 수 있었다.  이어, miR-1 의 2, 3,

7번째 G 염기에 대해 비정규 G:A 배열만을 허용하는 치환 핵산의 염기 서열에 있어, 심근 비대 기능을 유도하는

최소한의 염기 서열을 정의하는 실험을 진행하였다. 

이는 마이크로RNA의 G:A 워블 표적에 의한 생물학적 기능을 선택적으로 조절 하는데 있어 필수적인 정보이다.[0163]

따라서, miR-1 의 정규 발단 사이트로 알려진 5’ 말단 기준 2번부터 7번째까지의 염기 서열을 가지고, 9번~23

번째 염기는 대조군으로 사용되는 NT (cel-miR-67-5p: 5'-CGC UCA UUC UGC CGG UUG UUA UG- 3', 염기서열 27)

의 리보핵산 염기 서열을 가지며, 8번째 염기의 경우는 miR-1 염기 서열과 다르게 하기 위해 A 염기로 변경, 1

번째 염기는 miR-1 염기 서열과 다르면서도, 효율적인 아고너트 로딩을 위해 A 염기로 치환한 RNA를 가이드 가

닥으로 고안하여 상기 실시예 4에서와 같이 Bioneer 사에서 합성하였다. 이를 miR-1_2-7 이라 명명하였으며, 그

염기 서열은 도 5a에 나타내었으며 다음과 같다(miR-1_2-7: 5’-AGG AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3’; 서열번

호 28). 

miR-1의 최소 표적 염기 서열만을 포함한 리보핵산인 miR-1_2-7에 대하여, 2, 3, 7번째 G 염기 위치를 각각 G:A[0164]

배열이 가능하게 하는 U 염기로 치환한 리보핵산을 디자인하였으며, 이 염기서열은 miR-1의 2, 3, 7번째 G 염기

위치에서 G:A 배열을 가능하게 하는 최소한의 염기 서열로 정의될 수 있다. miR-1_2-7의 표적 염기 서열에 대한

각 치환 염기 서열은 도 5a에 나타내었으며 다음과 같다(miR-1_2-7_G2U: 5’-AUG AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-

3, 서열번호 10; miR-1_2-7_G3U: 5’-AGU AAU GAC UGC CGG UUG UUA UG-3’, 서열번호 11; miR-1_2-7_G7U: 5’-

AGG AAU UAC UGC CGG UUG UUA UG-3’, 서열번호 12).  

또한, miR-1의 최소 표적 염기 서열은 5’ 말단 기준 3번째부터 8번째까지의 6개의 연속된 염기 서열로도 구성[0165]

될 수 있다. 따라서 miR-1의 3번째부터 8번째까지의 6개의 염기 서열을 대조군으로 사용하는 NT 리보핵산 염기

서열(서열번호 27)의 5’ 말단 기준 2번째부터 7번째 위치에 배열하고 1번째 염기와 8번째 염기는 miR-1과 다른

염기 서열을 가지기 위해 A 염기로 치환, 9번부터 23번째 까지는 NT의 염기 서열을 가지는 리보핵산을 고안했으

며, 이는 miR-1_3-8 (5'-AGA AUG UAC UGC CGG UUG UUA UG -3'; 서열번호 29)이라 명명하였다. 

이를 바탕으로 miR-1_3-8의 각 3번, 7번째 G 염기의 위치를 각각 G:A 배열이 가능한 U 염기로 치환한 RNA를 디[0166]

자인하였으며, 이 염기서열은 miR-1의 3, 7번째 G 염기 위치에서 G:A 배열을 가능하게 하는 또 다른 최소한의

염기 서열로 정의될 수 있다. miR-1_3-8의 염기 서열에 대한 각 치환 염기서열은 도 6a에 나타내었으며 다음과

같다(miR-1_3-8_G3U:  5’-AUA  AUG  UAC  UGC  CGG  UUG  UUA  UG-3’, 서열번호 13;  miR-1_3-8_G7U:  5’-AGA  AUU

UAC  UGC  CGG  UUG  UUA  UG-3’,  서열번호  14).  이를  가이드  가닥으로  고안하여,  상기  실시예 5에서와 같이

Bioneer사에서 화학적으로 합성 제작 후, HPLC로 분리, 상기 회사에서 제공한 방법에 따라 가이드 가닥과 운반

가닥의 이중체 (duplex)로 제조하여 사용하였다.

6-2. 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 유전자 조절 기능을 하는 최소 염기 서열을 통한 심근 세포의 비대 유도[0168]

효과 확인
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상기  실시예  6-1에서  제조한  마이크로RNA의  심장근육모세포주  (H9c2)  로의  도입(transfection)은  RNAimax[0169]

(Invitrogen 사) 시약을 이용하여 50nM 농도로 수행 하였다. 

이후 세포 형태 변화의 관찰 결과, 도 6b에 나타낸 바와 같이 최소 표적 염기 서열로 알려진 6개 염기 서열을[0170]

포함하는 miR-1_2-7 과 miR-1_3-8 이 도입된 세포는 miR-1 이 도입된 세포와 비슷하게 세포의 크기가 줄어든 것

을 확인할 수 있었다. 반면에 miR-1_2-7_G2U, miR-1_2-7_G3U, miR-1_2-7_G7U, miR-1_3-8_G3U, miR-1_3-8_G7U

가 도입된 세포의 경우,  대조군인 NT(H9c2)가 도입된 세포에 비하여 비대 현상을 관찰 할 수 있었다.  이를

통해, miR-1의 정규 표적 조절 기능에 있어 6개 염기서열로 구성된 최소 표적 염기 서열을 세포 형태상의 변화

를 통해 확인할 수 있었으며, 비정규 G:A 배열 표적 조절 기능에 있어서도 이러한 최소한의 염기 서열을 통해

기존의 정규적인 표적 조절 기능과는 전혀 다른, 새로운 기능을 보임을 세포 비대 관찰을 통해 확인할 수 있었

다. 

또한, 상기 실시예 6-1에서 도입한 치환 핵산의 표적 조절 기능을 정량적으로 분석하기 위해, 실험군 당 약 50[0171]

개의 세포에 대해 그 크기를 이미지J 프로그램 (NIH)을 통해 정량화 하였다. 그 결과, 도 6c에 나타낸 바와 같

이 miR-1_2-7과 miR-1_3-8, miR-1이 도입된 세포의 크기는 모두 대조군(NT) 핵산을 도입했을 때와 비교해서 약

23% 정도 감소한 것을 확인할 수 있었다.  반면에, G:A 워블 배열 사이트만을 인식하게 치환하여 합성한 핵산인

miR-1_2-7_G2U, miR-1_2-7_G3U, miR-1_2-7_G7U, miR-1_3-8_G3U, miR-1_3-8_G7U가 도입된 세포의 경우, 대조군

(NT) 핵산이 도입된 세포에 비해 약 2.5배 정도 크기가 증가한 것으로 분석되었다.  이는 상기 실시예 5에서 수

행한 실험군 중, 심근세포비대증 유도 약물인 페닐에프린(PE) 처리가 보이는 심근 세포 크기 변화(도 4b: 약

1.5 배)와 유사한 정도 이며, miR-1_G2U, miR-1_G3U, miR-1_G7U 치환 핵산이 유도한 심근 비대 현상과도 유사

한 결과로(도 5b: 약 1.5~1.8배), miR-1의 G:A 워블 배열을 통해 기능하는 최소 염기 서열을 정의했다고 할 수

있다. 

상기로부터 마이크로RNA 발단 지역에서 G:A 워블 배열을 통해 억제하는 비정규 표적은 기존의 정규적인 표적 인[0172]

식과는 생물학적으로 다른 기능을 나타낼 수 있다는 점을 다시 한 번 확인하였으며, 이런 기능을 하는 최소 염

기 서열을 정의할 수 있었다. 이러한 발견은 마이크로RNA의 정규적인 표적을 통한 기능과 비정규적 표적을 통한

기능이 서로 다르다는 것을 나타내며, 이러한 점으로 미루어 볼 때 마이크로RNA의 G:A 워블 표적만을 억제할 수

있다면 G:A 워블 표적에 의해서 일어나는 생물학적 기능만을 선택적으로 제어할 수 있을 것으로 유추되었다. 또

한, 최소한의 염기 서열을 이용하여 G:A 워블 표적조절의 선택적 제어가 좀 더 효과적일 것으로 예상되었다.

실시예 7. miR-1의 비정규 G:A 워블 배열 발단 타겟 조절 핵산의 심상 특이적 발현을 위한 재조합 벡터 제조 및[0174]

형질전환 마우스 모델 제조

7-1. 재조합 벡터 제조[0175]

상기 실시예 5 및 6에서 miR-1의 2, 3, 7번째 G:A 배열 발단 타겟 유전자 조절만을 선택적으로 억제하게 하는[0176]

핵산을 신생백서 심근세포 및 심장근육모세포주에 도입하였을 경우, 심근 비대 현상을 유도하며 정규 발단 타겟

조절이 유도하는 기능과는 전혀 다른 새로운 기능을 한다는 점을 관찰하였다. 이를 바탕으로 miR-1의 G:A 배열

발단 타겟 유전자 조절 기능을 동물 개체 수준에서 관찰하고자 하는 실험을 진행하였으며,  miR-1의 7번 G:A 배

열 발단 타겟 유전자 조절 핵산(miR-1_G7U,  서열번호 9)  에 대하여 이를 마우스의 심근 세포에 특이적으로

발현, 형질을 전환한 마우스를 제조하였다. 

마우스의 심장 조직을 구성하는 다양한 세포 중 심장 근육의 수축을 담당하는 세포를 심근 세포(Cardiomoycyt[0177]

e)라 한다. 박동에 맞춰 근수축을 하는 심근 세포의 특화된 기능은 심근 세포 특이적으로 발현되는 전사인자

(transcription factor)들에 의해 조절되며, 이들의 발현을 전담하는 심근세포 특이적 프로모터에 대한 연구는

마우스의 심장 발달 시기 및 위치에 따라 잘 연구되어 있다.  miR-1의 7번째 G:A 배열 발단 타겟 유전자 조절

핵산(miR-1_G7U)을 심근 세포에 특이적으로 발현하는 형질 전환 마우스의 제작에 있어 가장 중요하게 선택할 사

항은 이 치환 핵산의 심근 세포 특이적 발현을 조절하는 프로모터의 선택이다. 마우스의 발달 과정 중 심장 조

직은 선상 심장(cardiac tube)이 완성되는 배아기 8 일(E8 day) 경부터 미성숙하지만 수축 기능이 시작될 정도

로 이르게 발달하기 때문에, miR-1의 7번째 G:A 배열 발단 타겟 유전자 조절 핵산(miR-1_G7U) 의 발현이 배아

발생 단계 프로모터의 조절로 인해 심장 발달 과정에 영향을 미칠 경우, 형질전환 마우스의 제작이 어려울 뿐

아니라 그 기능의 연구도 어려울 수 있다. 따라서 다양한 발달 시기에 따른 프로모터 중 αMHC 프로모터를 이용

하여  유전자  재조합  벡터를  제작하였다.  αMHC  프로모터는  1991년  Jeffrey  Robinson  박사의  논문  발표
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(Subramaniam A et al, JBC, 1991, 266(36):24613-20) 이후 현재까지 사용되어지는 마우스의 유전체 일부분으

로, βMHC의 마지막 엑손 부분부터, αMHC의 3번째 비암호화 엑손 (non-coding exon) 까지 총 5.5 kb 로 이루

어져 있으며, 발현 시기는 생후 1일자부터 지속적으로 발현된다고 알려져 있다.  αMHC 프로모터가 포함된 벡터

는 pJG/αMHC (addgene reference: 55594) 로 애드진에서 구입하였다.  

αMHC의 3번째 비암호화 엑손 (non-coding exon) 이후의 벡터 부분에 miR-1의 7번째 G:A 배열 발단 타겟 유전자[0178]

조절 핵산 (miR-1_G7U)을 재조합 하였으며 이를 도7a에 나타내었다. miR-1의 7번째 G:A 배열 발단 타겟 유전자

조절 핵산 (miR-1_G7U: 이후 miR-1_G7T)은 마우스의 심장 조직에서 리보핵산을 추출하고 이를 superscript III

역전사 효소 (Invitrogen) 를 통해 cDNA로 만들어 발현된 전사체 (transcript)를 만든 후, 염색체 (chromosome

) 2번 위치의 miR-1 프리커서 헤어핀 (precursor hairpin : 77 염기) 을 포함하는 284개의 염기 서열을 중합효

소 연쇄반응 (PCR) 하여 아가로우즈 젤에 전기영동으로 밴드를 확인하여 도 7b에 나타내었다 (도7b의 1번). 이

후 miR-1 의 7번 위치의 G 염기를 T염기로 치환하기 위해, 284염기 서열중 1번부터 miR-1의 7번 위치까지 PCR

을 진행하여 전기영동으로 밴드를 확인하고 (도7b의 2, 3번), miR-1 의 7번 위치부터 284번까지의 PCR 을 진행

하여 전기영동으로 밴드를 확인한 다음 (도7b의 4, 5번), 도7b의 2, 3, 4, 5번을 주형 (template)으로 284개의

염기서열을 지닌 miR-1의 7번째 G:A 배열 발단 타겟 유전자 조절 핵산 (5'- TGG AAT TTA AAG AAG TAT GTA T-

3'; 서열번호 30, 5’-ATA CAT ACT TCT TTA AAT TCC A-3'; 서열번호 17)이 포함되게 준비하였다 (도7b, 6번).

이렇게 준비된 miR-1의 7번째 G:A 워블 배열 발단 타겟 유전자 조절 핵산 (miR-1_G7T)은 SalI/HindIII 제한 효

소 자리를 통해pJG/αMHC벡터에 재조합 하였다 (pJG/αMHC-miR-1_G7T).

7-2. 형질전환 마우스 제조[0180]

형질 전환 마우스를 제작할 때, 상기 실시예 7-1에서 제조한 재조합 벡터가 마우스의 수정란 중 핵부분에 주입[0181]

(injection)되어 마우스의 유전자와 섞이게 되며, 대리모를 통해 개체로 발달하게 된다. 이렇게 태어난 마우스

가 재조합 벡터를 유전체 (genome)에 가지고 있는지 확인하기 위해 각 마우스에서 핵산 (genomicDNA)을 추출하

여 스크리닝 (positive genotyping) 하는 과정이 필요하다. 효율적인 스크리닝을 위해 재조합 벡터에 포함되어

있는 인간 성장호르몬 (human growth hormone)의 비전역 부위(UTR: untranslational region)를 이용하는데, 이

는 재조합 벡터가 이식 (transgene)된 마우스의 경우를 제외하고는 자연적인 마우스의 유전체는 인간 성장호르

몬 비전역 부위를 포함하지 않기 때문이다. 따라서 도 7a에 나타낸 바와 같이 재조합 벡터 (pJG/αMHC-miR-

1_G7T)를 제작한 다음 프로모터와 284염기사이즈인 miR-1_G7T, 인간 성장호르몬 비전역 부위를 포함하는 약 6kb

의 발현 카세트를 재조합 벡터에 포함된 제한효소인 BamHI을 통해 선형 (linear)으로 잘라내었다.  이 선형의

발현  카세트  (linear  cassette)에  포함된  인간  성장호르몬  비전역  부위에  특이적으로  결합하는  프라이머

(primer)를 통해 약 155개의 염기서열을 중합효소 연쇄반응(PCR) 반응으로 얻어 그 밴드를 아가로우즈 젤에 전

기영동하여 확인하였으며, 이를 도 7c에 나타내었다. 이를 통해 재조합 벡터 (pJG/αMHC-miR-1_G7T)로 형질전환

이 된 마우스는 인간 성장호르몬 비전역 부위 (human growth hormone poly A) 특이적 155 염기배열밴드 확인을

통해 효과적으로 스크리닝할 수 있음을 확인하였다.  

또한, 약 6kb 의 선형 발현 카세트 (linear cassette) 를 잘라내어 수정란의 전핵 (pronuclei)에 마이크로 주[0182]

입 (microinjection)한 다음, 이를 대리모 마우스에 이식하였다. 이후 형질 전환이 된 마우스를 상기 스크리닝

프라이머를 통해 중합효소 연쇄반응 (PCR) 하여 선택한 결과, 도 7d에 나타낸 바와 같이 12마리중 2마리의 유전

체에서 155 염기서열 밴드를 확인할 수 있었으며, 총 9마리의 형질전환 마우스 (founder) 에서 인간 성장호르몬

비전역 부위 (human growth hormone poly A)에 특이적인155 염기배열밴드를 확인하였다. 이를 바탕으로 심장 특

이적으로 miR-1_G7T핵산이 발현되는 형질전환 마우스를 제조하였다.

실시예 8. 심장 특이적으로 발현되는 miR-1_G7T로 형질전환된 마우스의 심비대증 유도 효과 확인[0184]

상기 실시예 7에서 기술한 총 9마리의 형질전환 마우스(founder) 중에서 약 44%에 해당되는 4마리의 형질전환[0185]

마우스(founder) 가 생후 56 ~ 73 day 사이에 죽는 것을 관찰할 수 있었다. 사인은 알 수 없으나 회수된 사체에

서 심장 조직을 관찰한 결과, 도 8a에 나타낸 바와 같이, 흉곽(rib cage) 안쪽에 꽉 찬 심장을 관찰하였으며(도

8a의 왼쪽), 이를 정강뼈(tibia) 길이로 정규화(normalization)하여 심장 무게와 정강뼈 (tibia) 길이 ratio

(HW/TL)를 비교했을 때, 도 8b 및 8c에 나타낸 바와 같이 비숫한 연령대의 자연상태의 마우스 10마리에서 얻은

심장 무게와 정강뼈 (tibia) 길이 비율 (ratio) (HW/TL) 에 비해 약 2배정도 커진 것으로 정량분석 되었다. 
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또한,  심장  형태상으로도  좌심실벽  (left  ventricular  wall)의  비대와  함께,  특이적으로  우심실(right[0186]

ventricle)의 경우 정상적인 심장 구조와는 달리 상당히 비대해진 것을 육안으로도 확인할 수 있었으며, 이는

체순환과 더불어 폐순환의 장애 및 폐고혈압과 같은 병리적 증후가 있었을 것으로 추정되었다 (도8a의 가운데,

오른쪽). 

총 9마리의 형질전환 마우스(founder)에 대하여 현재까지의 생존 여부를 관찰하여 본 결과, 도 8d에 나타낸 바[0187]

와 같이 생후 약 2개월의 연령에서 4마리가 사망하여 약 56%의 생존률을 보였다. 

또한,  이렇게  miR-1의  7번째  구아닌을  유라실로  치환하여 G:A  워블  배열 표적을 억제하게 만든 변형 miR-[0188]

1_G7T를 심장 조직 특이적으로 발현시키는 벡터 (도 9a 왼쪽 도면)로 형질전환시킨 마우스를 제작하였고, 해당

형질전환 마우스의 세대를 유지하면서 그 다음 세대인 F1에서도 2종류의 다른 부모 개체 (founder)에서 온 마우

스 모두 심근 비대가 유도됨을 관찰하였으며 (도9a  오른쪽 도면),   HW/TL  (heart  weight/tibia  length)  및

HW/BW (heart weight/body weight) 비율(ratio) 측정값 (도 9b-c)에서도 차이를 확인하였다. 

최종적으로, 상기 실시예를 통해 생후 심장 조직 특이적으로 miR-1의 7번째 G:A 배열 발단 타겟 유전자 조절 핵[0189]

산(miR-1_G7T)을 과발현한 형질전환 마우스는 개체수준에서 심장 비대가 유도되는 것을 관찰할 수 있었으며, 이

는 궁극적으로 심장 비대 동물 모델로 사용될 수 있음을 확인하였다.

전술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 본 발명[0191]

의 기술적 사상이나 필수적인 특징을 변경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 쉽게 변형이 가능하다는 것을 이해

할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것으로

이해해야 한다.

도면

도면1a
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도면1b
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도면4d

공개특허 10-2020-0047207

- 25 -



도면5a

도면5b

공개특허 10-2020-0047207

- 26 -



도면5c

도면6a

도면6b

공개특허 10-2020-0047207

- 27 -



도면6c
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도면7b
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서 열 목 록

<110>    Korea University Industry and Academy Cooperation Foundation

<120>    Recombinant vector for producing animal model with cardiac

         hypertrophy, transformed model with cardiac hypertrophy by the

         recombinant vector and a method of production thereof

<130>    MP18-166

<160>    30

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<220><221>    gene

<222>    (1)..(22)

<223>    miR-1

<400>    1

uggaauguaa agaaguaugu au                                                  22

<210>    2

<211>    6

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2~7 of miR-1-G2U (miR-1-2GU)

<400>    2

ugaaug                                                                     6

<210>    3

<211>    6

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2~7 of miR-1-G3U (miR-1-3GU)

<400>    3

guaaug                                                                     6

<210>    4

<211>    6

<212>    RNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2~7 of miR-1-G7U (miR-1-7GU)

<400>    4

ggaauu                                                                     6

<210>    5

<211>    6

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    3~8 of miR-1-G3U

<400>    5

uaaugu                                                                     6

<210>    6

<211>    6

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    3~8 of miR-1-G7U

<400>    6

gaauuu                                                                     6

<210>    7

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-G2U

<400>    7

uugaauguaa agaaguaugu au                                                  22

<210>    8

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-G3U

<400>    8

uguaauguaa agaaguaugu au                                                  22

<210>    9
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<211>    22

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-G7U

<400>    9

uggaauuuaa agaaguaugu au                                                  22

<210>    10

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_2-7_G2U

<400>    10

augaaugacu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    11

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_2-7_G3U

<400>    11

aguaaugacu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    12

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_2-7_G7U

<400>    12

aggaauuacu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    13

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_3-8_G3U

<400>    13
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auaauguacu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    14

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_3-8_G7U

<400>    14

agaauuuacu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    15

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-G2U reverse complement

<400>    15

atacatactt ctttacattc aa                                                  22

<210>    16

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-G3U reverse complement

<400>    16

atacatactt ctttacatta ca                                                  22

<210>    17

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-G7U reverse complement

<400>    17

atacatactt ctttaaattc ca                                                  22

<210>    18

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    miR-1_2-7_G2U reverse complement

<400>    18

cataacaacc ggcagtcatt cat                                                 23

<210>    19

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_2-7_G3U reverse complement

<400>    19

cataacaacc ggcagtcatt act                                                 23

<210>    20

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223

>    miR-1_2-7_G7U reverse complement

<400>    20

attaacaacc ggcagtaatt cct                                                 23

<210>    21

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_3-8_G3U reverse complement

<400>    21

cataacaacc ggcagtacat tat                                                 23

<210>    22

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_3-8_G7U reverse complement

<400>    22

cataacaacc ggcagtaaat tct                                                 23

<210>    23

<211>    22
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<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<220><221>    gene

<222>    (1)..(22)

<223>    miR-124

<400>    23

uaaggcacgc ggugaaugcc aa                                                  22

<210>    24

<211>    7

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-124 seed site

<400>    24

gugccuu                                                                    7

<210>    25

<211>    8

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-7G:A site

<400>    25

aaauucca                                                                   8

<210>    26

<211>    22

<212>    RNA

<213>    Homo sapiens

<220><221>    gene

<222>    (1)..(22)

<223>    hsa-miR-1-5p

<400>    26

acauacuucu uuauaugccc au                                                  22

<210>    27

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Caenorhabditis elegans
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<220><221>    gene

<222>    (1)..(23)

<223>    cel-miR-67-5p

<400>    27

cgcucauucu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    28

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_2-7

<400>    28

aggaaugacu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    29

<211>    23

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1_3-8

<400>    29

agaauguacu gccgguuguu aug                                                 23

<210>    30

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    miR-1-G7T sense strand

<400>    30

tggaatttaa agaagtatgt at                                                  22
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