
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2025-0067974

(43) 공개일자   2025년05월16일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     C12N 9/14 (2006.01)  A23L 33/17 (2016.01)

     A61K 38/00 (2006.01)  A61K 38/46 (2006.01)

     A61P 25/16 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     C12N 9/14 (2013.01)

     A23L 33/17 (2016.08)
(21) 출원번호       10-2023-0152269

(22) 출원일자       2023년11월07일

     심사청구일자   없음 

(71) 출원인

한림대학교 산학협력단

강원도 춘천시 한림대학길 1, 한림대학교(옥천동)

(72) 발명자

최수영

강원도 춘천시 우석로101번길 86, 108동 1002호
(석사동, 석사대우아파트)

음원식

강원도 춘천시 후석로 325, 포스코더샵아파트 11
2동 802호 (후평동)

(뒷면에 계속)

(74) 대리인

강성혜

전체 청구항 수 : 총 8 항

(54) 발명의 명칭 세포투과성 무기 피로인산 분해효소 1 융합단백질을 포함하는 파킨슨병 예방 및 치료용 약학
조성물

(57) 요 약

과제: 부작용이 적거나 없으며, 효과가 우수한 파킨슨병 예방 또는 치료용 약제를 제공하는 것.

해결수단: 본 발명자들은 PPA1 (Inorganic Pyrophosphatase 1) 단백질에 단백질 수송 도메인을 함께 융합시켜

세포 또는 조직으로의 침투를 가능하게 하여, PPA1 융합단백질이 MPP
+
와 MPTP로 유도한 도파민성 세포사멸과 파

킨슨 동물 질환 모델에서 세포 보호효능을 발현하는지를 연구하였다. 그 결과, 세포 투과성 PPA1 융합단백질은

파킨슨병에서 효과적인 단백질 치료제로서의 가능성이 있음을 확인하였다.

대 표 도 - 도3d

공개특허 10-2025-0067974

- 1 -

공개특허 10-2025-0067974



(52) CPC특허분류

     A61K 38/00 (2013.01)

     A61K 38/46 (2013.01)

     A61P 25/16 (2018.01)

     C12Y 306/01001 (2013.01)

     A23V 2002/00 (2023.08)

     A23V 2200/322 (2013.01)

     C07K 2319/10 (2013.01)
(72) 발명자

신민재

인천광역시 남구 낙섬중로 18, 1-1201 (용현동, 대
림아파트)

윤기수

강원도 춘천시 지석로 64, 602동 1206호 (퇴계(6)
주공아파트)

박정환

인천광역시 계양구 황어로 115번길 12, 7동 905호
(신동아 아파트)

여현지

서울특별시 성북구 보문사길 111, 103동 1301호

여은지

서울특별시 성북구 보문사길 111, 103동 1301호

권현정

강원도 강릉시 경강로2015번안길 7

조용준

강원도 춘천시 우석로101번길 86, 110동 802호 (석
사동, 대우아파트)

황인구

서울특별시 관악구 낙성대동 산4-2 교수아파트 C동
402호

김대원

강원도 강릉시

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          1345362264

    과제번호              NRF-2019R1A6A1A11036849

    부처명                교육부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            대학중점연구소 지원사업

    연구과제명            단백질 침투기술 기반 퇴행성 뇌질환 치료용 융합단백질 실용화 연구

    기 여 율              1/1

    과제수행기관명        한림대학교

    연구기간              2023.03.01 ~ 2024.02.29

공개특허 10-2025-0067974

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

9 내지 15개의 아미노산 잔기로 구성되며 아르기닌 또는 라이신 잔기를 3/4 이상 포함하는 수송도메인이 PPA1

(Inorganic Pyrophosphatase 1) 단백질의 최소한 일측 말단에 공유결합되어 세포침투 효율이 향상된 파킨슨병

예방 또는 치료용 PPA1 융합단백질.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 

상기 수송도메인은 PEP-1, HIV Tat 49-57 잔기, 올리고라이신, 올리고아르기닌 또는 올리고(라이신,아르기닌)

중의 1종 이상인 것을 특징으로 하는 PPA1 융합단백질.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 

상기 PPA1 융합단백질은 그 아미노산 서열이 서열번호 2 또는 4와 같은 것을 특징으로 하는 PPA1 융합단백질.

청구항 4 

PPA1 코딩 cDNA의 최소한 일측 말단에 상기 수송 도메인 코딩 올리고뉴클레오타이드 서열이 결합되어 상기 제1

항 내지 제3항 중 어느 한 항의 PPA1 융합단백질을 코딩하는 파킨슨병 예방 또는 치료용 재조합 폴리뉴클레오타

이드.

청구항 5 

청구항 4에 있어서, 

상기 재조합 폴리뉴클레오타이드는 그 염기 서열이 서열번호 1 또는 3과 같은 것을 특징으로 하는, 재조합 폴리

뉴클레오타이드.

청구항 6 

9  내지  15개의  아미노산  잔기로  구성되며  아르기닌  또는  라이신  잔기를  3/4  이상  포함하는  수송도메인이

PPA1(Protein disulfide-isomerase A3)의 최소한 일측 말단에 공유결합되어 세포침투 효율이 향상된 PPA1 융합

단백질을 발현시키기 위하여 PPA1 코딩 cDNA의 최소한 일측 말단에 수송 도메인 코딩 올리고뉴클레오타이드 서

열이 결합되어 PPA1 융합단백질을 코딩하는 청구항 4 또는 청구항 5의 재조합 폴리뉴클레오타이드를 포함하는

파킨슨병 예방 또는 치료용 PPA1 융합단백질 발현벡터.

청구항 7 

청구항 1 내지 청구항 3 중 어느 한 항의 PPA1 융합단백질을 유효성분으로 하고 약학적으로 허용되는 담체를 포

함하는 파킨슨병 예방 또는 치료용 약제학적 조성물.
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청구항 8 

청구항 1 내지 청구항 3 중 어느 한 항의 PPA1 융합단백질을 유효성분으로 하는 파킨슨병 예방 또는 개선 효과

가 있는 건강기능식품 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 무기 피로인산 분해효소 1 융합단백질의 도파민 뉴런 보호작용에 관한 것으로서, 단백질 수송 도메인[0001]

과 공유결합된 무기 피로인산 분해효소 1 융합단백질은 뇌의 조직 내로 원활히 이동하며, 활성산소종 생성 및

DNA 단편화를 현저히 저해하였으며, 산화 스트레스에 대하여 흑색질 내의 도파민 뉴런을 현저히 보호하는 것으

로 나타나 무기 피로인산 분해효소 1 융합단백질은 파킨슨병의 예방 및 치료 용도로 이용 가능하다.

배 경 기 술

파킨슨 병 (Parkinson’s Disease, PD)은 신경퇴행성 장애로서 흑질 (substantia niagra, SN)에서의 도파민 신[0002]

경의 퇴화로 도파민이 결핍되어 일어난다. 이 병의 증상으로는 신체 움직임이 부자연스럽고 얼굴은 무표정하며

손발이 떨리어 근육을 마음대로 움직일 수 없어 행동 장애가 발생한다. 또 일단 걷기 시작하면 점점 걸음이 빨

라져 넘어지기 십상이다. 앞으로 구부정한 자세도 이 질환을 겪고 있는 환자의 특징이고 대부분 65세 이상의 고

령자들에게서 발병한다. 발병 원인으로는 뇌 속에 도파민이 부족하거나 아세틸콜린이 지나치게 많으면 발생하고

뇌혈관 장애, 뇌종양, 두부 외상일 때도 유사한 증상이 나타난다. 비록 파킨슨병의 세포사멸 메커니즘이 정확히

밝혀지진 않았지만 노화와 염증, 화학적 유전적 요인이 관여한다는 것을 알 수 있다.

무기 피로인산 분해효소 1 (Inorganic Pyrophosphatase 1; 이하 본 발명의 설명, 청구범위 및 도면에서 "PPA[0004]

1"과  혼용함)은  세포의  인산염  대사에  중요한  무기  인산염  분해효소로서  가수  분해를  촉매한다.  또한,

지질대사, 뼈 형성, 콜라겐 합성, DNA 합성, 신경 돌기 성장에 중요한 역할을 하며, 주로 세포유지 유전자로서

역할을 수행한다.

무기 피로인산 분해효소 1은 간암, 난소암, 유방암, 폐암 등 종양에서 많이 발현되며, 빠르게 성장하는 종양 세[0005]

포의 에너지 증가와 세포의 성장 및 발달의 조절과 관련이 있는 것으로 알려져 있다.

그러나, 활성산소종에 의한 신경 세포사멸에 대한 무기 피로인산 분해효소 1의 기능 또는 효과에 대해서는 아직[0006]

까지 명확히 밝혀지지 않았다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은 좀 더 효과적인 파킨슨병 예방 및 치료용 약제학적 조성물을 제공하려는 것을 목적으로 한다.[0007]

과제의 해결 수단

본 발명자들은 상기 과제를 해결하기 위하여 무기 피로인산 분해효소 1에 단백질 수송 도메인, 예컨대 Tat 펩타[0009]

이드를 함께 융합시켜 세포 또는 조직으로의 침투를 가능하게 하여, PPA1 융합단백질이 MPP
+
와 MPTP로 유도한

도파민성 세포사멸과 파킨슨 동물 질환 모델에서 세포 보호효능을 발현하는지를 연구하였다. 그 결과, 세포투과

성 PPA1 융합단백질은 파킨슨병을 포함하는 다양한 세포사멸성 질환에서 효과적인 단백질 치료제로서의 가능성

이 있음을 확인하였다.

본 발명자들은 SH-SY5Y 세포와 파킨슨병의 동물모델에서 PPA1 융합단백질의 보호 효과를 살펴 보았다. 파킨슨병[0010]

은 뇌의 흑색질 내에서 도파민 뉴런이 점차 상실되는 신경퇴행성 질환이다. 발명자들은 PPA1 융합단백질이 SH-

SY5Y 신경아세포종 세포 및 파킨슨병 동물모델에서 산화 스트레스로부터 도파민 뉴런을 보호할 수 있음을 밝혀
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내었다. PPA1 융합단백질은 SH-SY5Y 세포 내로 그리고 뇌의 흑색질 내로 잘 이동함을 웨스턴 블랏 분석으로 확

인하였다. PPA1 융합단백질은 MPP
+
로 유도되는 활성산소종 생성 및 DNA 단편화를 현저히 저해하였으며, 결과적

으로 SH-SY5Y 세포의 생존을 유도했다. 신경보호 효과는 PPA1 융합단백질이 친-자기세포사멸 매개자 및 항-자기

세포사멸 매개자의 수준에 영향을 미침으로써 얻어진다. 나아가, TH 항체 및 크레실 바이올렛 염색을 이용한 면

역조직화학 분석 데이터는 PPA1 융합단백질이 MPTP와 같은 산화 스트레스에 대하여 흑색질 내의 도파민 세포를

현저히 보호함을 나타낸다. 따라서, PPA1 융합단백질은 파킨슨병의 예방 및 치료 용도로 이용 가능하다.

본 발명의 구성을 좀 더 자세히 설명하면, 본 발명의 일 실시예에서 본 발명자들은 먼저 PPA1 융합단백질을 과[0012]

대 발현시키고 쉽게 정제할 수 있는 PPA1 융합단백질 발현 벡터를 개발하였다. 이 발현 벡터는 인간 PPA1 단백

질, 7~21개 아미노산으로 이루어진 단백질 수송 도메인 하나 이상, 그리고 N 말단부분에 6개의 히스티딘 잔기를

발현시킬 수 있는 cDNA를 포함하고 있다. 그 예시로 PPA1 융합단백질의 아미노산 서열은 서열목록의 서열번호 1

임을 특징으로 한다.

이 발현벡터를 이용하여 PPA1 융합단백질을 대장균에서 과대 발현시켰으며 Ni-친화 크로마토그래피를 이용하여[0013]

정제하였다. 배양된 세포에 PPA1 융합단백질이 시간 및 농도 의존적으로 세포에 운반되는 것을 웨스턴 블롯으로

확인하였다. 세포 내로 투과된 PPA1 융합단백질은 세포 내에서 최대 12시간 동안 지속적으로 유지되었으며, 산

화 스트레스에 의한 세포사멸을 억제하였다.

이러한 결과는 PPA1 융합단백질이 세포 내로 잘 투과되고, 세포 내에서 PPA1 단백질의 기능을 잘 나타내고 있음[0014]

을 의미한다. 따라서 이러한 PPA1 융합단백질은 활성산소종과 관련된 증세 또는 파킨슨병을 포함하는 다양한 세

포사멸성 질환에 응용할 수 있는 가능성을 제시해 준다.

세포 투과성 PPA1 융합단백질을 유효성분으로 함유하는 약제학적 조성물은 약제학적 분야에서 통상적으로 허용[0015]

되는 담체와 함께 배합하여 통상적인 방법에 의해 경구 또는 주사 형태로 제형화할 수 있다. 경구용 조성물로는

예를 들면 정제 및 젤라틴 캡슐이 있으며, 이들은 활성 성분 이외에도 희석제 (예: 락토스, 덱스트로스, 수크로

스, 만니톨, 솔비톨, 셀룰로즈 및/또는 글리신), 활탁제 (예: 실리카, 탤크, 스테아르산 및 그의 마그네슘 또는

칼슘염 및/또는 폴리에틸렌 글리콜)을 함유하고, 정제는 또한 결합제 (예: 마그네슘 알루미늄 실리케이트, 전분

페이스트, 젤라틴, 메틸셀룰로스, 나트륨 카복시메틸셀룰로스 및/또는 폴리비닐피롤리돈)를 함유하며, 경우에

따라서 붕해제 (예: 전분, 한천, 알긴산 또는 그의 나트륨염) 또는 비등 혼합물 및/또는 흡수제, 착색제, 향미

제 및 감미제를 함유하는 것이 바람직하다. 주사용 조성물은 등장성 수용액 또는 현탁액이 바람직하고, 언급한

조성물은 멸균되고/되거나 보조제 (예: 방부제, 안정화제, 습윤제 또는 유화제 용액 촉진제, 삼투압 조절을 위

함 염/또는 완충제)를 함유한다. 또한 이들은 기타 치료적으로 유용한 물질을 함유할 수 있다.

이와 같이 제조된 약제학적 제제는 목적하는 바에 따라 경구로 투여하거나, 비경구 방식 즉, 정맥 내, 피하, 복[0016]

강 내 투여 또는 국소적용할 수 있다. 용량은 일일 투여량 0.01㎍~100㎎/㎏을 1 내지 수회에 나누어 투여할 수

있다. 특정 환자에 대한 투여용량 수준은 환자의 체중, 연령, 성별, 건강상태, 투여시간, 투여방법, 배설율, 질

환의 중증도 등에 따라 변화될 수 있다.

나아가, 본 발명은 상기 PPA1 융합단백질을 유효성분으로 하고 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 것을 특징[0017]

으로 하는, 파킨슨병 예방과 치료에 유용한 약제학적 조성물을 제공한다.

본 발명은 또한 PPA1 단백질을 세포 내로 효율적으로 전달하기 위한 방법을 제공한다. 본 발명에 따른 PPA1 단[0018]

백질 분자의 세포 내 전달은 PEP-1 펩타이드를 비롯한 단백질 수송 도메인이 공유결합된 형태의 융합단백질을

구성하여 수행된다. 본 발명의 상기 수송도메인의 일례로는 PEP-1 펩타이드를 들 수 있다. 그러나, 본 발명의

단백질 수송 도메인이 PEP-1 펩타이드로만 한정되는 것은 아니고, PEP-1의 아미노산 서열 일부 치환이나 부가,

결여로 PEP-1 펩타이드와 유사한 기능을 하는 펩타이드를 제조하는 것이 본 발명이 속하는 분야에서 통상의 지

식을 가진 자에게는 용이하므로, 7~21개의 아미노산으로 구성되고, 라이신 또는 아르기닌을 4개 이상 다수 포함

하는 단백질 수송 도메인과 이로부터 아미노산 일부 치환으로 동일·유사한 단백질 수송기능을 수행하는 단백질

수송 도메인을 이용한 융합단백질도 본 발명의 범위에 속함은 자명하다고 할 것이다.

구체적으로, 본 발명은 파킨슨병 예방 또는 치료용 PPA1 융합단백질, PPA1 융합단백질을 코딩하는 파킨슨병 예[0019]

방 또는 치료용 올리고뉴클레오타이드, PPA1 융합단백질을 코딩하는 올리고뉴클레오타이드를 포함하는 파킨슨병

예방 또는 치료용 벡터, 이 융합단백질을 포함하는 파킨슨병 치료, 예방 목적의 약학 조성물 및 이 융합단백질
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을 포함하는 파킨슨병 예방 또는 개선 용도의 건강기능성 식품 조성물에 관한 것이다.

상기 PPA1 융합단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오타이드는 구체적 예시로는 서열번호 1 또는 서열번호 3임을 특징[0020]

으로 하나, 이 서열에 한정되는 것이 아님은 이 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 자명하다.

본 발명의 상기 세포 투과성 PPA1 융합단백질을 첨가할 수 있는 식품으로는, 각종 식품류, 예를 들어, 음료,[0021]

껌, 차, 비타민 복합제, 건강보조 식품류 등이 있으며, 환제, 분말, 과립, 침제, 정제, 캡슐 또는 음료 형태로

사용할 수 있다. 이때, 식품 또는 음료 중의 상기 PPA1 융합단백질의 양은, 일반적으로 본 발명의 건강식품 조

성물의 경우 전체 식품 중량의 0.01 내지 15 중량%, 바람직하게는 0.2 내지 10중량%로 가할 수 있으며, 건강 음

료 조성물의 경우 100㎖를 기준으로 0.1 내지 30g, 바람직하게는 0.2 내지 5g의 비율로 가할 수 있다. 본 발명

의 건강음료 조성물은 지시된 비율로 필수 성분으로서 상기 PPA1 융합단백질을 함유하는 외에는 액체성분에는

특별한 제한점은 없으며 통상의 음료와 같이 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가 성분으로서 함유

할 수 있다. 상술한 천연 탄수화물의 예로는 단당류, 예를 들어, 포도당, 과당 등, 이당류, 예를 들어 말토스,

수크로스 등, 다당류, 예를 들어 덱스트린, 시클로덱스트린 등과 같은 통상적인 당 및 자일리톨, 소르비톨, 에

리트리톨 등의 당알콜이다. 상술한 것 이외의 향미제로서 천연 향미제 (타우마틴, 스테비아 추출물(예를 들어

레바우디오시드 A, 글리시리진 등)) 및 합성 향미제 (사카린, 아스파탐 등)를 유리하게 사용할 수 있다. 상기

천연 탄수화물의 비율은 본 발명의 조성물 100㎖ 당 일반적으로 약 1 내지 20g, 바람직하게는 약 5 내지 12g이

다. 상기 외에 본 발명의 조성물은 여러 가지 영양제, 비타민, 광물 (전해질), 합성 풍미제 및 천연 풍미제 등

의 풍미제, 착색제 및 중진제 (치즈, 초콜릿 등), 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로

이드 증점제, pH 조절제, 안정화제, 방부제, 글리세린, 알콜, 탄산 음료에 사용되는 탄산화제 등을 함유할 수

있다. 그밖에 본 발명의 조성물들은 천연 과일 쥬스 및 과일 쥬스 음료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 함

유할 수 있다. 이러한 성분은 독립적으로 또는 조합하여 사용할 수 있다. 이러한 첨가제의 비율은 중요하지는

않으나 본 발명의 조성물 100 중량부 당 0 내지 약 20 중량부의 범위에서 선택되는 것이 일반적이다.

본 발명의 상세한 설명 등에서 사용되는 주요 용어의 정의는 다음과 같다.[0023]

"PPA1 융합단백질"이란 단백질 수송 도메인과 PPA1 단백질을 포함하며, 단백질 수송 도메인과 화물 분자 (cargo[0024]

molecule, 즉 본 발명에서는 PPA1을 의미함)의 유전적 융합이나 화학 결합으로 형성된 공유결합 복합체를 의미

한다. 본 명세서와 도면에서 구체적인 일 실시예로서 "Tat-PPA1"은 PPA1 융합단백질 중 PPA1 단백질의 N-말단에

HIV-Tat 단백질 수송 도메인이 결합된 것을 말한다.

또한, 상기 "유전적 융합"이란 단백질을 코딩하는 DNA 서열의 유전적 발현을 통해서 형성된 선형, 공유결합으로[0025]

이루어진 연결을 의미한다.

또한, "표적 세포"란 수송 도메인에 의해 화물 분자가 전달되는 세포를 의미하는 것으로서 즉, 표적 세포는 체[0026]

내 세포, 다시 말하여 살아있는 동물 또는 인간의 장기 또는 조직을 구성하는 세포 또는 살아있는 동물 또는 인

간에서 발견되는 미생물을 포함하는 의미이다. 또한, 표적 세포는 체외 세포, 즉 배양된 동물 세포, 인체 세포

또는 미생물을 포함하는 의미이다. 구체적으로 본 명세서에서 표적 세포는 뇌세포 또는 신경세포를 의미한다.

본 명세서의 "단백질 수송 도메인"은 화물 분자 (목표 단백질) 펩타이드 또는 단백질과 공유결합을 이루어 별도[0027]

의 수용체나 운반체, 에너지를 필요로 하지 않고 상기 펩타이드나 단백질을 세포 내로 도입시킬 수 있는 것을

말하며, 예를 들면 HIV-Tat 펩타이드를 말한다.

본 명세서의 "목표 단백질"은 단백질 수송 도메인과 공유결합을 이루어 세포 내로 도입되어 활성을 나타내는 분[0028]

자를 의미한다. "화물 분자"와 동일한 의미이다.

또한, 본 명세서에서는 단백질 또는 펩타이드를 세포 내로 "도입"하는 것에 대하여 "형질도입", "운반", "침[0029]

투", "수송", "전달", "투과", "통과"한다는 표현들과 혼용하였다.

본 발명의 PPA1 융합단백질은 7 내지 21개의 아미노산 잔기로 구성되며 아르기닌 또는 라이신 잔기를 3/4 이상[0030]

포함하는 수송도메인이 PPA1의 최소한 일측 말단에 공유결합되어 세포침투 효율이 향상된 PPA1 융합단백질을 말

한다. 또한, 상기 수송도메인은 HIV Tat 49-57 잔기, Pep-1 펩타이드, 올리고라이신, 올리고아르기닌 또는 올리

고(라이신,아르기닌) 중의 1종 이상을 말한다. 또한, 본 발명의 상기  PPA1 융합단백질 아미노산 서열은 예컨대

서열목록의 서열번호 2이다. PPA1 융합단백질 제조에서 제한부위 서열의 선택 등에 따라 다양한 서열의 융합단

백질을 얻을 수 있으며, 이는 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 사람에게 자명하다. 위 아미
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노산 서열은 예시적인 것일 뿐 PPA1 융합단백질 아미노산 서열이 위에 나열된 서열로 한정되는 것이 아님은 자

명하다.

또한, 본 발명은 상기 PPA1 융합단백질을 유효성분으로 하고 약학적으로 허용되는 담체를 포함하는 파킨슨병 예[0031]

방 또는 치료용 약제학적 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 PPA1 융합단백질을 유효성분으로 하며, 파킨슨병 예방 또는 개선 효과가 있는 건강기능식[0032]

품 조성물을 제공한다.

본 발명은 7~21개의 아미노산으로 구성되고, 라이신 또는 아르기닌을 4개 이상 포함하는 단백질 수송 도메인이[0033]

PPA1 단백질의 적어도 일측 말단에 공유결합된 세포도입성 (cell-transducing) PPA1 융합단백질에 관한 것이다.

또한, PPA1 융합단백질은 silent change에 따라 서열 내에서 하나 이상의 아미노산이 기능적으로 동등하게 작용

하는 유사한 극성의 다른 아미노산(들)로 치환될 수 있다. 서열 내 아미노산 치환은 그 아미노산이 속하는 클래

스의  다른  구성원들로부터  선택될  수  있다.  예컨대,  소수성  아미노산  분류는  알라닌,  발린,  류이신,

이소류이신,  페닐알라닌,  발린,  트립토판,  프롤린  및  메티오닌을  포함한다.  극성  중성  아미노산은  글리신,

세린, 트레오닌, 시스테인, 티로신, 아스파라긴 및 글루타민을 포함한다. 양성 염기성 아미노산은 아르기닌, 라

이신 및 히스티딘을 포함한다. 음성 전하를 띤 산성 아미노산은 아스파르트산 및 글루탐산을 포함한다. 또한,

본 발명의 융합단백질과 아미노산 서열 간의 일정 범위의 상동성 예컨대 85-100% 범위 내의 동일 유사한 생물학

적 활성을 갖는 절편 또는 이들의 유도체들도 본 발명의 권리범위에 포함된다.

발명의 효과

본 발명의 PPA1 융합단백질은 SH-SY5Y 세포 내로 시간 의존적, 투여량 의존적으로 세포 내로 투과되었고, 나아[0035]

가 세포 내 PPA1 융합단백질 수준이 상당 시간 동안 유지되었다.

또한, 본 발명의 PPA1 융합단백질은 MPP
+
에 대한 반응인 활성산소종 생성을 현저히 억제하였다.[0036]

본 발명의 PPA1 융합단백질은 MPP
+
로 유도되는 산화 스트레스로부터 세포를 보호할 수 있다.[0037]

본 발명의 PPA1 융합단백질은 뇌혈관 장벽을 효과적으로 가로지를 수 있으며, MPTP로 유도되는 파킨슨병 마우스[0038]

모델에서 MPTP 독성에 대하여 도파민 뉴런을 보호하는 것으로 나타났고, MPTP에 의해 유도되는 흑색질에서의 도

파민 뉴런의 사멸을 억제하여 운동기능 장애를 감소시킬 수 있을 것으로 예측된다.

도면의 간단한 설명

도 1은 pET-15b 벡터 상에 Tat-PPA1 발현 벡터를 구축하는 것을 도시한 것이다. 합성 Tat 올리고머는 NdeI 및[0040]

XhoI 부위에 클로닝하였고, 사람 PPA1 cDNA는 pET-15b의 XhoI 및 BamHI 부위에 클로닝하였다. (A)는 PPA1 및

Tat-PPA1 융합단백질의 발현 벡터를 구축하는 것을 도시한 것이다. Tat-PPA1 융합단백질은 여섯 개의 히스티딘

잔기를 포함한다. (B)는 IPTG를 첨가하여 각 단백질을 발현한 다음 정제된 PPA1 및 Tat-PPA1 융합단백질을 15%

SDS-PAGE를 이용하여 정제하고 항 토끼 폴리히스티딘 항체로 웨스턴 블롯팅한 결과이다. 

 도 2a 내지 도 2d는 SH-SY5Y 세포로의 Tat-PPA1 융합단백질의 투과를 나타낸다. 도 2a는 Tat-PPA1 융합단백질

(0.5~3μM) 및 PPA1 단백질(0.5~3μM)을 1시간 동안 배양 배지에 처리하고, 도 2b는 Tat-PPA1 융합단백질 및

PPA1 단백질을 15~60분 동안 배양배지에 처리하여 웨스턴 블롯팅으로 분석한 결과이다. 도 2c는 Tat-PPA1 융합

단백질의 세포 내 분포를 공촛점 형광 현미경으로 가시화한 것이다. 도 2d는 Tat-PPA1 융합단백질의 SH-SY5Y 세

포 내 안정성을 분석한 결과이다. Tat-PPA1 융합단백질 (3μM)로 형질 도입된 후 세포를 1~60 시간 동안 배양하

고 웨스턴 블롯팅으로 분석하였다.

도 3a는 1시간 동안 각각 Tat-PPA1 융합단백질 또는 PPA1 단백질로 전처리한 SH-SY5Y 세포에 과산화수소(100μ

M)를 가하고 1시간 동안 둔 다음 MTT 분석법을 이용하여 세포생존율을 측정한 결과이다.

도 3b는 세포 내 활성산소종 수준을 5-CFDA 염색으로 측정한 결과이다.

도 3c는 세포 내 활성산소종 수준을 DCF-DA 염색으로 측정한 결과이다.
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도 3d는 TUNEL 염색으로 DNA 단편화를 측정한 결과이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

아래에서는 구체적인 실시예를 들어 본 발명의 구성을 좀 더 자세히 설명한다. 그러나 본 발명의 범위가 실시예[0041]

의 기재에 의하여 한정되는 것이 아님은 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 자명하다.

특히, 본 발명의 실시예에서는 PPA1 융합단백질을 구성하는 단백질 수송 도메인으로 PEP-1 펩타이드를 이용하였

으나, 본 발명이 속하는 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자라면 PEP-1 펩타이드가 N-말단에 결합된 PPA1 융합

단백질을 응용하여, HIV Tat 펩타이드, 올리고아르기닌, 올리고라이신 및 올리고(아르기닌, 라이신) 등의 다양

한 단백질 수송 도메인을 PPA1의 N-말단 또는 C-말단 중 한 곳 이상에 결합시킨 융합단백질을 용이하게 형성할

수 있고, 이와 같은 융합단백질 간에 약간의 차이는 있을 수 있으나 유사한 활성을 나타냄을 용이하게 알 수 있

다.

재료[0043]

제한효소와 T4 DNA 연결효소는 promega (USA)에서 구입하였고, Tat-올리고뉴클레오타이드는 Gibco BRL (USA)에[0044]

서  합성하였다.  IPTG는  Duchefa  (Netherland)에서  구입하였다.  pET15b  벡터와  BL21  (DE3)  플라스미드는

Novagen (USA)에서 구입하였으며, Ni
2+
-니트릴로삼초산 세파로즈 수퍼플로 컬럼은 Qiagen (Germary)에서 구입하

였다. 항-히스티딘 항체 및 항-PPA1 항체는 Santa Cruz(CA, USA)에서 구입하였다. 다른 기본 항체 및 이차 항토

끼 항체는 Santa Cruz Biotechnology (미국)에서 구입하였다. Tat-펩타이드 합성은 PEPTRON (Deajeon, Korea)

에서 주문 제작하였다. 이외의 모든 시약은 특급 제품을 이용하였다. 명시되지 않은 다른 화학 물질과 시약은

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 최상급으로 구입하였다.

실험방법[0046]

Tat-PPA1 융합단백질의 발현과 정제[0047]

PPA1 단백질 및 Tat-PPA1 융합단백질의 발현 벡터를 구축하였다. 인간 PPA1 유전자를 cDNA와 함께 2개의 프라이[0048]

머를 이용하여 중합효소 연쇄반응으로 증폭시켰다. 센스 프라이머는 5'-CTCGAGGGCAACGCGCAG-3'이고, XhoI이라는

제한 효소 작용부위가 5' 쪽에 존재한다. 안티센스 프라이머는 5'-GGATCCTCAGGAATCTTCGGACTC-3'이고, BamHI이

라는 제한효소 작용부위가 5' 쪽에 존재 한다. 중합효소 연쇄반응을 통하여 얻은 결과물을 TA 벡터에 연결하고

XhoI과 BamHI을 이용하여 자른 후에 발현 벡터에 연결하여 Tat-PPA1 융합단백질을 제조하였다. 이와 마찬가지로

대조군인  PPA1 단백질은 Tat 펩타이드가 결여된 벡터를 이용하여 제조하였다. 재조합된 Tat-PPA1 플라스미드를

대장균인 BL21로 형질변환시킨 후 0.5mM IPTG (isopropyl-β-D-thiogalactoside)로 유도하여 18℃에서 하룻밤

배양하였다. 배양한 세포를 초음파로 분쇄하여 Tat-PPA1 융합단백질을 얻기 위해 Ni
2+-
니트릴로삼초산 세파로즈

수퍼플로우 컬럼을 이용하여 정제하였다. 단백질 농도는 브래드포드 방법으로 우혈청 알부민을 표준물질로 이용

하여 결정하였다.

Tat-PPA1 융합단백질의 SH-SY5Y 신경아세포종 세포 투과[0050]

SH-SY5Y 사람 신경아세포종 세포는 37℃, 95% 공기 및 5% CO2의 조건을 유지해주며, 10% 우태혈청 (FBS) 및 5[0051]

mM  NaHCO3,  항생제 (100㎍/ml  스트렙토마이신,  100U/ml  페니실린),  20  mM  HEPES/NaOH  (pH  7.4)를 포함하는

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)을 이용하여 습한 조건에서 배양하였다.

Tat-PPA1 융합단백질 및 대조군 PPA1 단백질의 세포 내 도입에 대한 시간 의존성 및 농도 의존성을 평가하였다.[0052]

세포는  60㎜  디쉬에서  시간(15~60분)  및  각  단백질의  투여량(0.5~3μM)을  달리하여  처리하였다.  트립신-

EDTA(Gibco)를 처리하고 PBS를 이용하여 세척한 다음 세포 내로 투과된 융합단백질을 브래드포드 방법으로 정량

하고, 웨스턴 블롯으로 분석하였다.
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웨스턴 블롯 분석[0054]

웨스턴 블롯 분석을 위해 세포 분쇄액 내의 단백질을 12% SDS 폴리아크릴아마이드 젤로 분리한 다음, 젤에 있는[0055]

단백질을 나이트로셀룰로스 막 (nitrocellulose membrane; Amersham, UK)으로 전기이동시켰다. 막은 TBS-T 완

충액 (25 mM Tris-HCl, 140 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5)으로 블로킹하였다. 막은 제조업체에서 권장하는

일차 항체를 사용하여 웨스턴 블롯 분석하였다. 결합한 항체 복합체는 강화 화학 발광제를 이용하여 제조자

(Amersham, Franklin Lakes, NJ,USA)의 지시에 따라 탐지하였다.

공초점 현미경 관찰[0057]

SH-SY5Y 세포 내의 Tat-PPA1 융합단백질과 PPA1 단백질을 탐지하기 위해 세포를 유리 커버슬립 상에 시드하고[0058]

Tat-PPA1 융합단백질과 PPA1 단백질을 3μM 농도로 1시간 동안 처리하였다. 세포를 PBS로 두 번 세척한 다음 실

온에서 5분간 4% 파라포름알데하이드로 고정하였다. SH-SY5Y 세포는 실온에서 40분간 3% 우혈청 알부민과 0.1%

Triton X-100이 함유된 PBS (PBS-BT)로 40분간 블로킹하고, PBSBT로 세척하였다. 일차 항체 (His-probe, Santa

Cruz Biotechnology)는 1:10000 비율로 희석하고, 이차 항체 (Alexa fluor 488, Invitrogen)는 1:15000 비율로

희석한 후 어두운 곳에서 실온으로 1시간 동안 배양하였다. 세포핵은 DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole 1

㎎/ml;  Roche,  Mannheim,  Germnay)로  3분간  염색하였다.  염색된 SH-SY5Y  세포는 Fv-300  공초점 형광현미경

(Olympus, Tokyo, Japan) 하에서 관찰하였다.

세포 생존율 분석[0060]

과산화수소로 처리한 SH-SY5Y  세포의 생존율을 MTT  {3-(4,5-dimethylthiazol  -2-yl)-2,5-dipheyltetrazolium[0061]

bromide}를 이용하여 비색분석법으로 확인하였다. 세포에 0.5~3μM의 Tat-PPA1 융합단백질을 선처리하거나 또는

처리하지 않고, 세포를 100μM의 과산화수소에 1시간 동안 노출하여 세포사멸을 유도하였다. ELISA 마이크로플

레이트 판독기 (Labsystems Multiskan MCC/340)로 570㎚에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 무처리 대조

군에 대한 백분율로 나타내었다.

세포 내 활성산소종 수준 측정[0063]

DCF-DA  (2',7'-dichlorodihydrofluorescein  diacetate)를  이용하여  세포 내  활성산소종 수준을 측정하였다.[0064]

DCF-DA는 활성산소종에 의해 세포 내에서 DCF로 전환되어 형광을 발한다. SH-SY5Y 세포에 Tat-PPA1 융합단백질

을 처리하였을 때와 처리하지 않았을 때의 활성산소종 수준을 비교해 보았다. Tat-PPA1 융합단백질은 3μM로 1

시간 동안 처리하였고 후에 과산화수소를 700μM의 농도로 30분 동안 처리하였다. 그리고 PBS로 두 번 씻어주고

DCF-DA를  20μM의  농도로  30분  처리하였다.  형광  강도는  Fluoroskan  ELISA  plate  reader  (Labsystems,

Helsinki, Finland)를 이용하여 485㎚ 여기파장 (exitation), 538㎚ 방출파장 (emission)을 측정하였다.

TUNEL 분석[0066]

SH-SY5Y 세포에 Tat-PPA1 융합단백질을 처리하지 않은 군과 3μM의 농도로 1시간 동안 처리한 군의 배양액에 과[0067]

산화수소  (100μM)를  가하여  1시간  동안  처리하였다.  세포사멸을  측정하기  위해  TUNEL  (Terminal

deoxynucleotidyl transferase-mediated biotinylated dUTP nick end labeling staining) 기법은 세포사멸 탐

지 킷트 (Roche Applied Science)를 사용하여 수행하였다. 형광현미경 (Nikon eclipse 80i, Japan)을 이용하여

결과를 분석하였다.

실험 동물[0069]

수컷, 6주령, C57BL/6 마우스를 한림대 실험동물센터에서 구입하였다. 마우스는 일정 온도 (23℃)와 일정 상대[0070]

습도 (60%)에서 12시간 사이클로 명암 조절하여 사육하였다. 물과 사료에는 자유롭게 접근 가능하였다. 동물과

관련된 모든 실험 절차와 관리는 국립수의과학검역원 (National Veterinary Research & Quarantine Service of

Korea)의 실험동물 보호 및 이용에 관한 가이드를 따랐고, 이를 한림대학교 의과대학 동물 보호 및 이용 위원회

공개특허 10-2025-0067974

- 9 -



가 입증한다. 이전의 연구대로 파킨슨병 모델을 제조하였다. 마우스에는 MPTP를 20mg/kg 투여량으로 두 시간 간

격으로 주사하였다. Tat-PPA1 융합단백질의 파킨슨병 보호효과를 확인하기 위해 MPTP 처리 12시간 전 2.0 mg/kg

의 단백질을 한 차례 피하주사하였다. 마우스(각 군마다 n=5)는 다음과 같이 다섯 개의 군으로 나누었다: 1) 무

처리 대조군, 2) MPTP 처리군, 3) MPTP
+
와 Tat-PPA1 융합단백질 처리군, 4) MPTP

+
와 Tat 펩타이드 처리군, 및

5) MPTP
+
와 PPA1 단백질 처리군. 마우스는 마지막 주사로부터 일주일 후 희생시켰다.

면역조직화학[0072]

면역염색은 이전의 연구와 같이 수행하였다. 3% 우혈청 알부민이 함유된 PBS로 실온에서 30분간 조직 절편을 처[0073]

리하여 블로킹시키고 Tat-PPA1 융합단백질과 PPA1 단백질을 탐지하기 위해 히스티딘 항체 또는 도파민 뉴런을

탐지하기 위해 티로신 하이드록실레이즈 (tyrosine hydroxylase; TH) 항체를 넣어 배양하였다. 바이오틴이 결합

된 염소 항토끼 항체를 2차 항체로 이용하였다. 살아 있는 뉴런에서 발견되는 과립체이고 조면 소포체 (rough

endoplamic reticulum)로 생각되는 니슬 소체 (Nissl bodies)를 염색하기 위해 크레실 바이올렛 역염색을 수행

하였다. 절편은 DAB (3,3'-diaminobenzidine) 함유 0.1M 트리스 완충액으로 시각화하여 젤라틴 코팅된 슬라이드

에 올려놓았다. 영상은 올림푸스 DP72 디지털 카메라 및 DP2-BSW 현미경 디지탈 카메라 소프트웨어로 촬영 및

분석하였다. 도면은 Adobe Photoshop 7.0 (San Jose, CA, USA)을 이용하였다.

통계 분석[0075]

데이타는 각각의 독립된 실험에서 얻은 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 평균값 간의 차이는 일방 ANOVA를 이용[0076]

하여 분석하였다. Newman-Keuls post hoc 분석은 ANOVA 시험에서 차이가 관찰된 때 채용하였다 (p < 0.01).

결과 1: Tat-PPA1 융합단백질의 정제 및 세포 투과[0078]

세포 투과성 Tat-PPA1 융합단백질을 제조하기 위해 단백질 수송 도메인(Protein Transduction Domain)의 일종[0079]

인 HIV-1 Tat이 포함된 Tat 벡터와 PPA1 유전자를 재조합하여 (도 1a), 대장균에서 과대발현시켜 Ni
2+
-나이트로

삼초산 세파로즈 친화 크로마토그래피 컬럼과 PD-10 컬럼 크로마토그래피를 이용하여 정제하였고, SDS-PAGE와

웨스턴 블랏팅으로 확인하였다 (도 1a, 1b).

결과 2: SH-SY5Y 세포 내로 Tat-PPA1 융합단백질의 투과[0081]

Tat-PPA1 융합 단백질이 세포 내로 침투하는지 시간 및 농도별로 단백질을 도파민 뉴런 세포인 SH-SY5Y 세포에[0082]

처리하였다. 그 결과 Tat-PPA1 융합 단백질은 시간 및 농도 의존적으로 세포 내 투과가 효과적으로 일어났으며,

Tat이 없는 대조군 PPA1 단백질은 투과가 일어나지 않았다 (도 2a, 2b). 그리고 공촛점 현미경을 이용하여 DAPI

로 세포핵을 염색하고, Tat-PPA1 융합단백질을 녹색 형광으로 염색하여 효과적으로 세포 내로 투과되는 것을 확

인하였다 (도 2c). Tat-PPA1 융합단백질의 SH-SY5Y 세포 내 안정성을 확인하였다 (도 2d).

결과 3: 산화스트레스로 인한 세포생존율, 활성산소종 생성 및 DNA 단편화에 대한 Tat-PPA1 융합단백질의 세포[0084]

보호효과

세포에 Tat-PPA1 융합단백질을 농도별로 전처리 후 과산화수소로 산화스트레스를 유도하였다. 세포 생존능력을[0085]

확인하기 위해 MTT 분석을 수행하였다. SH-SY5Y  세포에 100μM 과산화수소를 단일 처리하였을 경우 생존한 세

포 수가 약 40%로 감소하였으나, Tat-PPA1를 선처리한 경우 농도 의존적으로 세포생존율이 증가하였다 (도 3a).

또한, 과산화수소를 처리할 때 유도되는 활성산소종을 Tat-PPA1 융합단백질이 효과적으로 억제하는지 확인하기[0086]

위해 8-OHdG 형광 염료를 사용하여 세포 내 산화 정도를 분석하였다. SH-SY5Y 세포가 1시간 동안 100μM의 과산

화수소에 노출되었을 때, 과산화수소에 의해 현저하게 8-OHdG 신호가 증가하였다. 그러나 과산화수소에 의해 유

도된 활성산소종은 Tat-PPA1 융합단백질에 의해 감소하였다 (도 3b, 3c).

산화 스트레스로 인해 발생되는 DNA 단편화에 대한 융합단백질의 보호효과는 DNA 단편화 부위에 특이적으로 붙[0087]
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는 형광 염료를 이용한 TUNEL 염색 방법으로 알아보았다. 앞선 실험과 동일한 상태에서 수행하였고, SH-SY5Y 세

포가 1시간 동안 100μM의 과산화수소에 노출되었을 때, Tat-PPA1 융합단백질이 DNA 단편화에 대해 보호효과가

있다는 결과를 확인하였다 (도 3d).

따라서, 본 발명은 Tat-PPA1 융합단백질이 산화 스트레스로 인한 파킨슨병 등의 신경퇴행성 질환 및 다양한 질[0088]

환에 대하여 치료제로서 효과적으로 응용될 수 있다는 가능성을 제시한다.

도면

도면1
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도면2a
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도면2b
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도면2c
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도면2d
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도면3a
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도면3b
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도면3c
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도면3d
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