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명 세 서

청구범위

청구항 1 

노화 세포를 포함하는 시료를 전처리되지 않은 용기와 접촉시켜 상기 용기에 노화 세포를 부착시키는 단계; 및

상기 용기에 부착된 노화 세포를 상기 용기로부터 분리하는 단계를 포함하는, 노화 세포를 포함하는 시료로부터

노화 세포를 분리하는 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 노화 세포는 프로토카데린(Protocadherin)의 전령 RNA(messenger RNA: mRNA) 또는 프

로토카데린 단백질이 젊은 세포에 비해 높게 발현되거나, 프로토카데린 유전자 클러스터에서 DNA 메틸화 수준이

젊은 세포에 비해 증가하거나, 베타-갈락토시다제 활성을 갖는 것이거나, 세포가 평평해지는 것이거나, 또는 이

들의 조합인 것인 방법.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 상기 시료는 노화 수준이 상이한 세포들의 이질적인 집단을 포함하는 것인 방법.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 전처리되지 않은 용기는 세포 배양을 위한 전처리가 되지 않은 것인 방법.

청구항 5 

청구항 4에 있어서, 상기 세포 배양을 위한 전처리는 겔라틴, 콜라겐, 피브로넥틴, 폴리리신, 비트로넥틴, 오스

테오폰틴, 히드로겔, 라미닌, 이들의 단편, 또는 이들의 모방물(mimetic)을 코팅하거나; 히드록시기 또는 카르

복시기를 갖는 화합물로 용기의 표면을 개질하거나; 마트리겔을 코팅하거나; 세포외 기질 또는 그의 단편을 코

팅하거나; 또는 이들의 조합인 것인 방법.

청구항 6 

청구항 1에 있어서, 상기 용기는 플라스틱, 유리, 폴리스티렌, 또는 이들의 조합인 것인 방법.

청구항 7 

청구항 1에 있어서, 상기 접촉은 30분 내지 24 시간 동안 수행되는 것인 방법.

청구항 8 

청구항 1에 있어서, 상기 분리는 용기에 부착된 노화 세포에 트립신, 콜라게나제, 히알루로니다제, DNA 분해 효

소, 엘라스타제, 파파인, 프로테아제 유형 XIV, 또는 이들의 조합을 가하는 것인 방법.

청구항 9 

청구항 1에 있어서, 상기 방법은 분리된 노화 세포를 세포 배양 용기에서 배양하는 단계를 더 포함하는 것인 방

법.

청구항 10 

노화 세포를 포함하는 시료 또는 개체에 프로토카데린의 발현 또는 기능을 저해하는 작용제를 투여하는 단계를

포함하는, 노화 세포를 포함하는 시료 또는 개체로부터 노화 세포를 제거하는 방법.

청구항 11 

청구항 10에 있어서, 프로토카데린의 발현 또는 기능을 저해하는 작용제는 작은 헤어핀 RNA(small hairpin RNA:
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shRNA), 짧은 간섭 RNA(short interfering RNA: siRNA), 마이크로 RNA(microRNA: miRNA), 리보자임, 안티센스

올리고뉴클레오티드, 항체 또는 그의 항원 결합 단편, 및 앱타머로 이루어진 군으로부터 선택된 것인 방법. 

청구항 12 

청구항 10에 있어서, 상기 개체는 노화와 연관된 증상 또는 질병에 걸리거나 노화와 연관된 증상 또는 질병에

걸릴 위험이 있는 것인 방법.

청구항 13 

청구항 12에 있어서, 노화와 연관된 증상 또는 질병은 피부 주름, 상처 재생 저하, 퇴행성 뇌질환, 뇌졸중, 당

뇨,  관절염,  동맥경화,  심장병,  탈모,  골다공증,  근감소증,  조로증(progeria),  리소좀  축적  질환(lysosome

storage disease), 또는 이들의 조합인 것인 방법.

청구항 14 

청구항 10에 있어서, 상기 투여는 국소 또는 전신 투여인 것인 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

프로토카데린의 과발현을 이용하여 노화 세포를 분리하는 방법 및 이를 이용하여 노화 세포를 특이적으로 제거[0001]

하는 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

세포는 끊임없이 분열을 할 수 있는 것이 아니라 어느 순간 도달하면 노화에 접어들고, 이러한 현상은 세포 복[0002]

제 노화(Replicative cell senescence)라고 불린다. 그러나 모든 세포가 동일한 선상에서 노화가 진행되는 것이

아니기 때문에, 포유동물의 조직이나 배양 접시에서 배양한 세포는 노화된 세포의 노화 정도에 따라서 다른 구

성을 갖는다(Heterogeneity of senescence).

노화 세포는 세포의 크기가 커지면서 평평해지고 특정 pH에서 베타-갈락토시다제(β-galactosidase)의 활성이[0003]

증가되는 것을 특징으로 하는 것으로 알려져 있다. 그러나, 이러한 노화 세포의 특성을 이용하여 노화 세포를

선택적으로 구별할 수 있지만 분리하는 것은 불가능하다.

따라서, 완전히 노화에 도달한 세포를 선택적으로 분리하여 다음 연구에 사용하는 방법이 요구된다.[0004]

발명의 내용

해결하려는 과제

일 양상은 노화 세포를 포함하는 시료로부터 노화 세포를 분리하는 방법을 제공한다.[0005]

다른 양상은 노화 세포를 포함하는 시료 또는 개체로부터 노화 세포를 제거하는 방법을 제공한다.[0006]

과제의 해결 수단

일 양상은 노화 세포를 포함하는 시료를 전처리되지 않은 용기와 접촉시켜 상기 용기에 노화 세포를 부착시키는[0007]

단계; 및

상기 용기에 부착된 노화 세포를 상기 용기로부터 분리하는 단계를 포함하는, 노화 세포를 포함하는 시료로부터[0008]

노화 세포를 분리하는 방법을 제공한다.

상기 방법은 노화 세포를 포함하는 시료를 전처리되지 않은 용기와 접촉시켜 상기 용기에 노화 세포를 부착시키[0009]

는 단계를 포함한다.

노화(senescence)는 시간의 경과에 따라 나타나는 변화 현상을 의미한다. 노화 세포는 표준(reference) 세포에[0010]

비하여 프로토카데린(Protocadherin)의 전령 RNA(messenger RNA: mRNA) 또는 프로토카데린 단백질이 젊은 세포

에 비해 높게 발현되거나, 프로토카데린 유전자 클러스터에서 DNA 메틸화 수준이 젊은 세포에 비해 증가하거나,
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베타-갈락토시다제 활성을 갖는 것이거나, 세포가 평평해지는 것이거나, 또는 이들의 조합일 수 있다. 예를 들

면, 노화 세포는 계대수 2의 분열 시간(doubling time)에 비해 분열 시간이 2 배 이상, 3배 이상, 4배 이상, 5

배 이상, 6배 이상, 7배 이상, 9배 이상, 10배 이상, 14배 이상, 또는 20배 이상 증가한 경우 그 세포는 노화

세포라고 할 수 있다. 사람의 경우 약 30세 이상, 약 40세 이상, 약 50세 이상, 약 60세 이상, 약 70세 이상,

약 80세 이상, 약 90세 이상, 또는 약 100세 이상의 사람으로부터 수득된 세포는 노화 세포라고 할 수 있다.

프로토카데린(Protocadherin)의 유전자는 인간의 경우 염색체 5번에 위치하고 있으며 하나의 클러스터를 형성하[0011]

고 있다. 총 52 개의 인간 유전자가 이 클러스터에 속해 있으며 크게 3개의 패밀리로 나뉘고, 15개의 유전자를

포함한 알파 패밀리, 16개의 유전자를 포함한 베타 패밀리, 그리고 21개의 유전자를 포함한 감마 패밀리를 포함

한다. 이 중에서 감마 패밀리는 다시 a 형태와 b 형태로 나뉜다. 프로토카데린은 주로 세포의 부착과 세포간 연

결에 기능을 한다.

상기 시료는 노화 수준이 상이한 세포들의 이질적인(heterogenous) 집단을 포함하는 것일 수 있다. 모든 세포가[0012]

동일한 선상에서 노화가 진행되는 것이 아니기 때문에, 포유동물의 조직이나 배양 접시에서 배양한 세포는 노화

된 세포의 노화 정도에 따라서 다른 구성을 가질 수 있다. 상기 시료는 예를 들어 약 1% 내지 약 50%, 약 5% 내

지 40%, 또는 약 10% 내지 30%의 노화 세포를 함유할 수 있다.

상기 세포는 예를 들면, 신경 세포, 면역 세포, 상피 세포, 생식 세포, 근육세포, 또는 암세포일 수 있다. 상기[0013]

세포는 섬유아세포 또는 조기노화 세포일 수 있다. 상기 조기노화 세포는 조로증(progeria) 환자 유래의 세포일

수 있다.

상기 전처리되지 않은 용기는 세포 배양을 위한 전처리가 되지 않은 것일 수 있다. 상기 세포 배양을 위한 전처[0014]

리는 겔라틴, 콜라겐, 피브로넥틴, 폴리리신, 비트로넥틴, 오스테오폰틴, 히드로겔, 라미닌, 이들의 단편, 또는

이들의  모방물(mimetic)을  코팅하거나;  히드록시기  또는  카르복시기를  갖는  화합물로  용기의  표면을

개질하거나; 마트리겔을 코팅하거나; 세포외 기질 또는 그의 단편을 코팅하거나; 또는 이들의 조합일 수 있다.

상기 용기는 플라스틱, 유리, 폴리스티렌, 또는 이들의 조합일 수 있다. 상기 용기는 예를 들어 페트리 접시[0015]

(petri dish)이다.

상기 접촉은 약 30 분 내지 약 24 시간 동안 수행되는 것일 수 있다. 상기 접촉은 약 30 분 내지 약 18 시간,[0016]

약 1 시간 내지 약 12 시간, 약 2 시간 내지 약 8 시간, 2 시간 내지 약 6 시간, 또는 2 시간 내지 약 4 시간

동안 수행될 수 있다. 예를 들어, 세포 배양 접시에 접종된 노화 세포를 포함하는 시료에 상기 용기를 위에서

가하여 시료와 용기를 접촉시킬 수 있다. 상기 접촉은 상온, 또는 약 37℃에서 수행될 수 있다. 노화 세포는 전

처리되지 않은 용기와 접촉됨으로써 상기 용기에 부착될 수 있고 상기 용기에서 잘 증식할 수 있고, 반면에 젊

은 세포는 상기 용기에 부착되지 않거나 부착되어도 잘 증식하지 않을 수 있다.

상기  분리는  용기에  부착된  노화  세포에  트립신(trypsin),  콜라게나제(collagenase),  히알루로니다제[0017]

(hyaluronidase), DNA 분해 효소(DNase), 엘라스타제(elastase), 파파인(papain), 프로테아제 유형 XIV, 또는

이들의 조합을 가하는 것일 수 있다. 상기 분리된 노화 세포는 노화 세포의 특징을 갖는 것일 수 있다. 예를 들

어, 상기 분리된 노화 세포는 프로토카데린의 mRNA 또는 프로토카데린 단백질이 젊은 세포에 비해 높게 발현되

거나, 프로토카데린 유전자 클러스터에서 DNA 메틸화 수준이 젊은 세포에 비해 증가하거나, 베타-갈락토시다제

활성을 갖는 것이거나, 세포가 평평해지는 것일 수 있다. 상기 분리된 노화 세포는 예를 들어 약 50% 초과 내지

100%, 약 70% 내지 100%, 또는 약 90% 내지 100%의 노화 세포를 함유할 수 있다.

상기 방법은 분리된 노화 세포를 세포 배양 용기에서 배양하는 단계를 더 포함할 수 있다. 상기 세포 배양 용기[0018]

는 세포 배양을 위한 전처리가 된 것일 수 있다. 상기 세포 배양을 위한 전처리는 전술된 바와 같다.

다른 양상은 노화 세포를 포함하는 시료 또는 개체에 프로토카데린의 발현 또는 기능을 저해하는 작용제를 투여[0019]

하는 단계를 포함하는, 노화 세포를 포함하는 시료 또는 개체로부터 노화 세포를 제거하는 방법을 제공한다.

노화, 노화 세포, 시료, 및 프로토카데린은 전술한 바와 같다.[0020]

용어 "발현(expression)"은 유전자의 정보로부터 유전자 산물을 합성하는 과정을 말한다. 상기 유전자 산물은[0021]

RNA, 폴리펩티드, 또는 단백질일 수 있다. 상기 프로토카데린의 발현은 프로토카데린 유전자로부터 프로토카데

린의 RNA, 폴리펩티드, 또는 단백질을 합성하는 과정일 수 있다.
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상기  프로토카데린의  발현  또는  기능을  저해하는  작용제는  프로토카데린의  발현을  감소시켜  프로토카데린의[0022]

RNA, 폴리펩티드, 또는 단백질의 양을 감소시키거나, 또는 프로토카데린의 활성을 저해하는 작용제를 말한다.

상기 작용제는 작은 헤어핀 RNA(small hairpin RNA: shRNA), 짧은 간섭 RNA(short interfering RNA: siRNA),

마이크로 RNA(microRNA: miRNA), 리보자임, 안티센스 올리고뉴클레오티드, 항체 또는 그의 항원 결합 단편, 및

앱타머로 이루어진 군으로부터 선택될 수 있다. 상기 shRNA는 RNA 간섭(RNA interference)을 통해 표적 유전자

의 발현을 억제(silence)할 수 있는 헤어핀 구조를 갖는 RNA 분자일 수 있다. 상기 siRNA는 RNA 간섭에 관여하

는 RNA 분자로서, 특정 단백질의 생산을 억제함으로써 유전자 발현을 방해할 수 있다. 상기 shRNA 또는 siRNA의

길이는 10 뉴클레오티드(이하, 'nt'라고 함) 내지 50 nt, 15 nt 내지 40 nt, 20 nt 내지 30 nt, 또는 21 nt 내

지 23 nt일 수 있다. 상기 shRNA 또는 siRNA는 상업적으로 입수 가능한 것일 수 있다. miRNA는 생물의 유전자

발현을 제어하는 역할을 하는 작은 RNA로서, 길이가 약 17 nt 내지 약 25 nt이다. miRNA는 mRNA와 상보적으로

결합하여 특정 단백질의 생산을 발현을 증가 또는 감소시키는 역할을 한다. 리보자임은 효소 기능을 하는 RNA로

서, RNA 스플라이싱(splicing), tRNA합성, 단백질 합성 등의 생화학 반응을 촉매하는 효소의 기능을 가진 RNA를

말한다. 안티센스 올리고뉴클레오티드는 특성 서열에 상보적인 단일가닥의 DNA 또는 RNA이고, mRNA와 상보적으

로 결합하여 특정 단백질의 생산을 발현을 증가 또는 감소시키는 역할을 한다. 상기 항체 또는 그의 항원 결합

단편은 프로토카데린에 결합하여 프로토카데린의 활성을 저해할 수 있다, 상기 항체는 전체 항체일 수 있다. 상

기 항원 결합 단편은 단일-도메인 항체(single-domain  antibody),  Fab,  Fab',  또는 단쇄 가변 단편(single-

chain variable fragment: scFv)일 수 있다.

상기 개체는 포유동물, 예를 들면, 사람, 소, 말, 돼지, 개, 양, 염소, 래트, 마우스, 래빗, 또는 고양이일 수[0023]

있다.

상기 개체는 노화와 연관된 증상 또는 질병에 걸리거나 노화와 연관된 증상 또는 질병에 걸릴 위험이 있는 것일[0024]

수 있다. 노화와 연관된 증상 또는 질병은 피부 주름, 상처 재생 저하, 퇴행성 뇌질환, 뇌졸중, 당뇨, 관절염,

동맥경화,  심장병,  탈모,  골다공증,  근감소증,  조로증(progeria),  리소좀  축적  질환(lysosome  storage

disease), 또는 이들의 조합일 수 있다.

시료에의 투여는 시료에 프로토카데린의 발현 또는 기능을 저해하는 작용제를 가하는 것일 수 있다. 시료에 프[0025]

로토카데린의 발현 또는 기능을 저해하는 작용제를 가함으로써, 시료 중 노화 세포를 특이적으로 제거할 수 있

다.

개체에의 투여는 예를 들면, 성인 기준으로 약 0.001 ㎎/kg 내지 약 100 ㎎/kg, 약 0.01 ㎎/kg 내지 약 10 ㎎[0026]

/kg, 또는 약 0.1 ㎎/kg 내지 약 1 ㎎/kg의 범위 내일 수 있고, 1일 내지 1년의 기간 동안 1일 1회, 1일 다회,

또는 수일 1회 투여될 수 있다.  상기 투여는 당업계에 알려진 방법에 의하여 투여될 수 있다. 투여는 예를

들면, 경구, 정맥내, 근육내, 경구, 경피(transdermal), 점막, 코안(intranasal), 기관내(intratracheal) 또는

피하 투여와 같은, 임의의 수단에 의하여 개체로 직접적으로 투여될 수 있다. 상기 투여는 국소 또는 전신 투여

일 수 있다. 상기 투여는 노화 세포를 포함하는 조직에 국소적으로 투여하는 것일 수 있다.

개체에 프로토카데린의 발현 또는 기능을 저해하는 작용제를 투여할 경우 상기 투여에 의해 노화와 연관된 증상[0027]

또는 질병이 예방 또는 치료될 수 있다. 용어 "예방"은 조성물의 투여에 의해 노화와 연관된 증상 또는 질병을

억제하거나 발병을 지연시키는 모든 행위를 말한다. 용어 "치료"는 조성물의 투여에 의해 노화와 연관된 증상

또는 질병의 증세가 호전되거나 이롭게 변경하는 모든 행위를 말한다.

일 양상에 따른 노화 세포를 포함하는 시료로부터 노화 세포를 분리하는 방법 및 노화 세포를 포함하는 시료 또[0028]

는 개체로부터 노화 세포를 제거하는 방법에 따르면, 시료로부터 노화 세포를 특이적으로 분리할 수 있고, 분리

된 노화 세포를 이용하여 후속 실험을 수행할 수 있다. 또한, 시료 또는 개체로부터 노화 세포를 특이적으로 제

거하여, 노화와 연관된 증상 또는 질병을 효율적으로 예방 또는 치료할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1a는 노화 세포 및 젊은 세포에서 프로토카데린의 qPCR 결과를 나타내는 그래프이고, 도 1b는 항-프로토카데[0029]

린 항체를 사용한 면역블로팅 결과를 나타내는 그래프이고, 도 1c는 인간 게놈에서 프로토카데린 유전자 클러스

터의 DNA 메틸화 수준을 나타내는 그래프이다.

도 2a는 플라스틱 접시에 부착된 세포의 백분율을 나타내는 그래프이고(p; 계대수, DT: 분열 시간), 도 2b 및
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도 2c는 각각 플라스틱 접시에 부착된 세포의 현미경 이미지 및 크리스탈 바이올렛 염색된 이미지이다.

도 3a는 플라스틱 접시에 부착된 세포 또는 플라스틱 접시에 부착하지 못하고 부유된 세포로부터 수득된 단백질

의 베타-갈락토시다제 활성을 나타내는 그래프이고, 도 3b는 부착된 세포의 단백질을 항-PCDHGA2 항체을 사용하

여 면역블로팅한 결과를 나타내는 그래프이다.

도 4a는 노화 세포 및 젊은 세포에 PCDHA shRNA를 가한 경우 배양 접시에 부착된 세포의 생존능(%)을 나타내는

그래프이고, 도 4b는 스타우로스포린의 존재 에서 배양된 세포를 계수하여 세포의 생존능(%)을 나타내는 그래프

이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0030]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. 프로토카데린의 과발현을 이용한 노화 세포의 분리 또는 제거[0031]

1. 노화 세포에서 프로토카데린(Protocadherin) 유전자 클러스터의 발현의 확인[0032]

(1) 노화 세포에서 프로토카데린 mRNA 및 단백질의 양의 확인[0033]

우선, 신생아 포피(neonatal foreskin)에서 수득된 HDF(human dermal fibroblast) M11 세포를 37℃ 및 5% CO2[0034]

의 조건 하에서 고농도 글루코스, 글루타민, 및 피루베이트를 함유한 DMEM, 10%(v/v) FBS, 및 1x 페니실린/스트

렙토마이신을 함유하는 배지에 배양하여 젊은 세포를 수득하였다. 젊은 세포로서 계대수 10 이하이고 분열 기간

이  약  1일인  세포를  이용하였다.  준비된  젊은  세포를  6-웰  플레이트에  약  20,000  개  세포/웰의  농도로

접종하고, 37℃ 및 5% CO2의 조건 하에서 연속 배양하여 분열 기간이 약 14일인 노화 세포(계대수 52)를 준비하

였다. 준비된 세포로부터 mRNA 및 단백질을 수득하였다.

젊은  세포  및  노화  세포로부터  수득된  mRNA를  하기  프라이머  세트를  사용하여  정량적  중합효소  연쇄  반응[0035]

(quantitative polymerase chain reaction: qPCR)을 수행하였다.

PCDH1 정방향 프라이머: 5'-ACGCCACTCGGGTAGTGTA-3' (서열번호 1)[0036]

PCDH1 역방향 프라이머: 5'-TCACGGTCGATGGAGGTCTC-3' (서열번호 2)[0037]

PCDH9 정방향 프라이머: 5'-CTGCTCTGATTGCCTGTTTAAGG-3' (서열번호 3)[0038]

PCDH9 역방향 프라이머: 5'-ACCAGTCTGTAGACAAGGCTG-3' (서열번호 4)[0039]

PCDHA4 정방향 프라이머: 5'-ACCTGTCCATCGCGGAATC-3' (서열번호 5)[0040]

PCDHA4 역방향 프라이머: 5'-CAAGACCTTTTACCAGCTCGTC-3' (서열번호 6)[0041]

PCDHA5 정방향 프라이머: 5'-ATGCCAGATTCGCGGTTTC-3' (서열번호 7)[0042]

PCDHA5 역방향 프라이머: 5'-CTGTACCTGTTAGTTCGGGTTTT-3' (서열번호 8)[0043]

PCDHA6 정방향 프라이머: 5'-GGAAAGCAATGTCTGCTCCTC-3' (서열번호 9)[0044]

PCDHA6 역방향 프라이머: 5'-CCTCCTCGGGTACGGAGTAG-3' (서열번호 10)[0045]

PCDHA12 정방향 프라이머: 5'-ATCGGCGTAAACTCTCTTTTGAC-3' (서열번호 11)[0046]

PCDHA12 역방향 프라이머: 5'-GCTCTCTGTCCAATAACTTCCG-3' (서열번호 12)[0047]

PCDHB11 정방향 프라이머: 5'-GAGCGGGAGTTTTGTAGGCAA-3' (서열번호 13)[0048]

PCDHB11 역방향 프라이머: 5'-GTAGCACGCAAGGCTCGAT-3' (서열번호 14)[0049]

PCDHB13 정방향 프라이머: 5'-CACCCTACTAACGGAGAGACC-3' (서열번호 15)[0050]

PCDHB13 역방향 프라이머: 5'-GTCATTGACATCGGCGATCAG-3' (서열번호 16)[0051]
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PCDHGA2 정방향 프라이머: 5'-CGGGCAGATTCGCTATTCTGT-3' (서열번호 17)[0052]

PCDHGA2 역방향 프라이머: 5'-CCGGTCTATCCTGTTCGCA-3' (서열번호 18)[0053]

PCDHGA3 정방향 프라이머: 5'-TTGCCTGAGTTTCCGAAATGG-3' (서열번호 19)[0054]

PCDHGA3 역방향 프라이머: 5'-TCAGACACCGAGTAGCGGAT-3' (서열번호 20)[0055]

PCDHGA7 정방향 프라이머: 5'-GGCGGGGACTACAGAGGATT-3' (서열번호 21)[0056]

PCDHGA7 역방향 프라이머: 5'-CGGAGTAGAGAATACGTCCTGC-3' (서열번호 22)[0057]

PCDHGA8 정방향 프라이머: 5'-TTTTCCTCACCCGATTTACCG-3' (서열번호 23)[0058]

PCDHGA8 역방향 프라이머: 5'-CGCTGGCTGTTACAGTAAGCA-3' (서열번호 24)[0059]

PCDHGA12 정방향 프라이머: 5'-CACCGGGACTACAAAGGGC-3' (서열번호 25)[0060]

PCDHGA12 역방향 프라이머: 5'-ATAGCGTATCTGGGTGCATCC-3' (서열번호 26)[0061]

qPCR 결과를 도 1a에 나타내었다. PCDHA4, PCDHA5, PCDHA6, 및 PCDHA12는 프로토카데린 알파 패밀리에 속하고,[0062]

PCDHB11 및 PCDHB13은 프로토카데린 베타 패밀리에 속하고, PCDHGA2, PCDHGA3, PCDHGA7, PCDHGA8, 및 PCDHGA12

는 프로토카데린 감마 패밀리에 속한다.

수득된 단백질을 항-프로토카데린 항체(Santa Cruz, sc-109760)을 사용하여 면역블로팅을 수행하고, 그 결과를[0063]

도 1b에 나타내었다.

도 1a 및 도 1b에 나타난 바와 같이, 프로토카데린 알파, 베타, 및 감마 패밀리의 프로토카데린 클러스터의 발[0064]

현이 젊은 세포에 비해 노화 세포에서 현저하게 증가함을 확인하였다. 프로토카데린의 주된 기능은 세포 부착이

므로, 노화 세포는 젊은 세포에 비해 강한 세포 부착성을 갖는다는 것을 확인하였다.

(2) DNA 메틸화 여부 확인[0065]

DNA 메틸화는 후성유전학적 마커 (epigenetic marker)로 인간 노화 시 그 변화가 예상된다. 젊은 세포와 늙은[0066]

세포에서 프로토카데린 유전자의 메틸화 여부를 확인하였다.

1.(1)에서 준비된 젊은 세포와 늙은 세포에서, 게놈 DNA를 분리하였다. DNA 메틸화 어레이(Illumina)를 사용하[0067]

여 분리된 게놈 DNA 중 프로토카데린 유전자 클러스터의 DNA 메틸화 수준을 검출하였다. 검출된 DNA 메틸화 수

준을 UCSC 게놈 생명정보학 브라우저를 이용하여 정렬하고, 그 결과를 도 1c에 나타내었다.

도 1c에 나타난 바와 같이, 프로토카데린 유전자는 젊은 세포에 비해 노화 세포에서 DNA 메틸화 수준이 증가하[0068]

였음을 확인하였다. 따라서, 프로토카데린의 발현 수준의 증가는 프로토카데린 유전자에서 DNA 메틸화의 증가를

수반한다는 것을 확인하였다.

2. 노화 세포의 부착력의 확인[0069]

1.(1)에 기재된 바와 같이, 노화 세포가 젊은 세포에 비해 프로토카데린의 발현이 증가함을 이용하여, 노화 세[0070]

포가 젊은 세포에 비해 특이적이고 강한 부착력을 갖는지 여부를 확인하였다.

노화 세포를 배양 접시에서 배양할 경우, 노화의 정도를 분열 시간(doubling time: DT)에 따라 구분하였으나,[0071]

실제로는 노화 수준이 다른 세포들이 다양하게 섞여 있다. 노화 세포가 젊은 세포에 비해 강한 부착력을 갖는지

확인하기  위해,  약  10,000  개의  노화  세포  및  젊은  세포를  각각  플라스틱  접시(Petri  dish,  SPL  Life

Sciences)에 접종하였다. 구체적으로, 계대수 7 (DT 약 1일), 계대수 34 (DT 약 3일), 계대수 47 (DT 약 10

일), 및 계대수 50 (DT 약 14일)의 세포를 접종하였고, 사용된 플라스틱 접시는 세포 부착을 위해 전처리되지

않은 플레인(plain) 플라스틱 접시였다.

접종된  세포를  37℃  및  5%  CO2의  조건  하에서  약  2  시간,  약  4  시간,  약  6  시간,  및  약  8  시간  동안[0072]

배양하였다. 그 후 부착되지 않은 세포를 제거하기 위해, 상기 플라스틱 접시를 PBS로 2회 세척하고, 플라스틱

접시에 부착된 세포를 현미경 하에서 관찰 및 계수하였다. 또한, 상기 부착된 세포에 크리스탈 바이올렛(Sigma,
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HT90132)을 가하여 세포를 염색하였다.

플라스틱 접시에 부착된 세포의 백분율을 도 2a에 나타내고, 세포의 이미지 및 크리스탈 바이올렛 염색된 세포[0073]

의 이미지를 각각 도 2b 및 도 2c에 나타내었다. 

도 2a 내지 도 2c에 나타난 바와 같이, 젊은 세포는 초기 시간에는 플라스틱 접시에 거의 부착되지 않거나 장시[0074]

간 배양을 하여도 소수의 세포만이 플라스틱 접시에 부착되어 자라는 것을 볼 수 있었고, 그 형태는 원래의 젊

은 세포처럼 건강해 보이지는 않는 것을 관찰하였다. 반면에, 노화 세포는 노화의 수준이 증가할수록 플라스틱

접시에 부착되어 자라는 세포의 수가 많은 것을 확인하였다. 또한, 노화 세포가 젊은 세포에 비해 플라스틱 접

시에 훨씬 더 잘 부착되어 자라는 것을 확인하였다.

따라서, 보통의 세포는 부착력이 약하기 때문에 세포 배양을 위해 전처리된 배양 접시를 사용해야 하지만, 노화[0075]

세포는 부착력이 강하기 때문에 전처리되지 않은 플라스틱 접시에서도 잘 붙어서 자라는 것을 확인하였다. 그러

므로, 배양되는 세포를 전처리되지 않은 플라스틱 접시에 배양함으로써 노화 수준이 상이한 세포들로부터 노화

세포를 특이적으로 분리할 수 있음을 확인하였다.

3. 플라스틱 접시에서 배양된 노화 세포가 세포 배양 접시에서 자라는지 여부의 확인[0076]

2.에서 플라스틱 접시에서 약 6 시간 동안 배양된 노화 세포에 트립신(ThermoFisher Scientific, R-001-100)을[0077]

가하여 세포를 분리하였다. 분리된 세포 전부를 세포 배양 접시(Falcon Tissue Culture Dish)에 접종하고, 37℃

및 5% CO2의 조건 하에서 약 12 시간 동안 배양하였다. 배양된 세포는 보통의 노화 세포처럼 잘 자라는 것을 확

인하였다.

따라서, 플라스틱 접시를 이용하여 분리한 노화 세포를 다시 배양하여 유지할 수 있음을 확인하였다.[0078]

4. 플라스틱 접시에서 배양된 노화 세포가 노화 특성을 보유하고 있는 세포인지 여부의 확인[0079]

노화 마커로서 베타-갈락토시다제 활성을 측정하였다. 2.에서 기재된 바와 같이, 세포의 계대수 별로 세포를 플[0080]

라스틱 접시에 부착시키고, 플라스틱 접시에 부착되지 않아서 부유된 세포와 부착된 세포를 별도로 수득하였다.

부유된 세포와 부착된 세포로부터 단백질을 수득하였다.

β-갈락토시다제 효소 분석 시스템(Promega, E2000)을 사용하여 수득된 단백질의 베타-갈락토시다제 활성을 측[0081]

정하고, 그 결과를 도 3a에 나타내었다. 도 3a에 나타난 바와 같이, 플라스틱 접시에 부착된 세포는 부유된 세

포에 비해 베타-갈락토시다제 활성이 높았다. 따라서, 분열 시간이 약 14일이나 되는 세포라 할지라도 실제로는

노화의 정도에 따라 다양하게 섞여 있음을 의미한다.

또한, 부유된 세포와 부착된 세포의 단백질을 항-PCDHGA2 항체(Santa Cruz, sc-81818) 및 항-액틴 항체(Sigma,[0082]

A2228)을 사용하여 면역블로팅하였다. 부유된 세포에서 프로토카데린은 유의하게 검출되지 않았다. 부착된 세포

의 프로토카데린의 강도를 덴시토미터로 측정하고 그 결과를 도 3b에 나타내었다. 도 3b에 나타난 바와 같이,

상기 부착된 세포에서 프로토카데린의 양이 증가함을 확인하였다.

그러므로, 플라스틱 접시에 부착된 노화 세포가 노화의 특성인 베타-갈락토시다제 활성을 보유하고, 프로토카데[0083]

린의 발현이 증가함을 확인하였다.

5. 프로토카데린 shRNA를 이용한 노화 세포의 제거[0084]

노화 세포에서 프로토카데린의 발현을 억제하면 세포의 부착에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위하여, 노화[0085]

세포에 프로토카데린 알파,  베타  11,  및  감마  패밀리를 표적을 하는 작은 헤어핀 RNA(small  hairpin  RNA:

shRNA)를 주입하여 그 영향을 검증하였다. 

1.에 기재된 바와 같이 젊은 세포 및 노화 세포를 준비하고, 약 10,000 개의 세포를 세포 배양 접시(Falcon[0086]

Tissue Culture Dish)에 접종하였다.

접종된 세포에 프로토카데린 프로토카데린 알파, 베타 11, 및 감마 패밀리를 표적을 하는 shRNA를 가하였다. 프[0087]

로토카데린 알파를 표적으로 하는, 하기 핵산 서열의 3 종의 shRNA(Dharmacon)를 혼합하여 사용하였다.
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PCDHA shRNA 번호 1: 5'-CAGCAGTGGCCAACAGTAT-3' (서열번호 27)[0088]

PCDHA shRNA 번호 2: 5'-GAGCCTACTAACAGCCAAA-3' (서열번호 28)[0089]

PCDHA shRNA 번호 3: 5'-GTAACAAGACCCAGGAGAA-3' (서열번호 29)[0090]

또한, 프로토카데린 베타 11을 표적으로 하는, PCDHB11 shRNA(Dharmacon, Cat. No. RHS4533-EG56125)를 혼합하[0091]

여 사용하였다.

아울러, 프로토카데린 감마를 표적으로 하는, 하기 핵산 서열의 3 종의 shRNA(Dharmacon)를 혼합하여 사용하였[0092]

다.

PCDHG shRNA 번호 1: 5'-CTGGCAAGCGGGATGGCAA-3' (서열번호 30)[0093]

PCDHG shRNA 번호 2: 5'-GCAATGGCAACAAGAAGAA-3' (서열번호 31)[0094]

PCDHG shRNA 번호 3: 5'-GCAAGAAGGAGAAGAAGTA-3' (서열번호 32)[0095]

상기 shRNA를 포함하는 세포 배양 배지를 약 3일에 한번씩 갈아주면서 37℃ 및 5% CO2의 조건 하에서 약 7 일[0096]

동안 배양하였다. 배양 접시에 부착된 세포의 수를 현미경 하에서 계수하고, 세포의 생존능(%)을 도 4a에 나타

내었다. 음성 대조군으로서 상기 shRNA를 가하지 않은 세포를 이용하였다.

도 4a에 나타난 바와 같이, PCDHA shRNA를 가한 노화 세포는 시간이 흐르면 세포 배양 접시에서 떨어져 결국 사[0097]

멸하는 것을 확인하였다. 반면에 젊은 세포는 동일한 PCDHA shRNA에 의하여 그 영향이 미미하였다. 따라서, 프

로토카데린에 의한 세포 부착은 노화 세포 특이적인 것으로 확인되었다.

또한,  노화된 세포는 세포 자살(apoptosis)를 유도하는 약물에 저항성을 보이는 것으로 알려져 있다.  PCDHG[0098]

shRNA를 세포에 가한 후, 세포 자살을 유도하는 약물인 스타우로스포린(Staurosporine)(Sigma, S4400)을 50 nM

의 농도로 상기 세포에 가하고, 37℃ 및 5% CO2의 조건 하에서 약 24 시간 동안 배양하였다. 그 후, 배양된 세

포를 계수하여 세포의 생존능(%)을 산출하고, 그 결과를 도 4b에 나타내었다. 도 4b에 나타낸 바와 같이, 세포

자살에 저항성을 갖는 노화 세포가 사멸하였다.

그러므로, 프로포카데린은 노화 세포의 유지와 생존에 그 역할을 하는 것을 확인하였다.[0099]

도면

도면1a
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도면2c
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도면3b

도면4a

도면4b
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<110>    Samsung Electronics Co., Ltd.

<120>    Method of isolating senescent cell with high expression of

         Protocadherin gene

<130>    PN112579KR

<160>    32

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDH1

<400>    1

acgccactcg ggtagtgta                                                      19

<210>    2

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDH1

<400>    2

tcacggtcga tggaggtctc                                                     20

<210>    3

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDH9

<400>    3

ctgctctgat tgcctgttta agg                                                 23

<210>    4

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDH9

<400>    4

accagtctgt agacaaggct g                                                   21
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<210>    5

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHA4

<400>    5

acctgtccat cgcggaatc                                                      19

<210>    6

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHA4

<400>    6

caagaccttt taccagctcg tc                                                  22

<210>    7

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHA5

<400>    7

atgccagatt cgcggtttc                                                      19

<210>    8

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHA5

<400>    8

ctgtacctgt tagttcgggt ttt                                                 23

<210>    9

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHA6
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<400>    9

ggaaagcaat gtctgctcct c                                                   21

<210>    10

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHA6

<400>    10

cctcctcggg tacggagtag                                                     20

<210>    11

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHA12

<400>    11

atcggcgtaa actctctttt gac                                                 23

<210>    12

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHA12

<400>    12

gctctctgtc caataacttc cg                                                  22

<210>    13

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHB11

<400>    13

gagcgggagt tttgtaggca a                                                   21

<210>    14

<211>    19

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHB11

<400>    14

gtagcacgca aggctcgat                                                      19

<210>    15

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHB13

<400>    15

caccctacta acggagagac c                                                   21

<210>    16

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHB13

<400>    16

gtcattgaca tcggcgatca g                                                   21

<210>    17

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHGA2

<400>    17

cgggcagatt cgctattctg t                                                   21

<210>    18

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHGA2

<400>    18

ccggtctatc ctgttcgca                                                      19

<210>    19
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<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHGA3

<400>    19

ttgcctgagt ttccgaaatg g                                                   21

<210>    20

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHGA3

<400>    20

tcagacaccg agtagcggat                                                     20

<210>    21

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHGA7

<400>    21

ggcggggact acagaggatt                                                     20

<210>    22

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHGA7

<400>    22

cggagtagag aatacgtcct gc                                                  22

<210>    23

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHGA8

<400>    23
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ttttcctcac ccgatttacc g                                                   21

<210>    24

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHGA8

<400>    24

cgctggctgt tacagtaagc a                                                   21

<210>    25

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Forward primer for PCDHGA12

<400>    25

caccgggact acaaagggc                                                      19

<210>    26

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Backward primer for PCDHGA12

<400>    26

atagcgtatc tgggtgcatc c                                                   21

<210>    27

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCDHA shRNA No. 1

<400>    27

cagcagtggc caacagtat                                                      19

<210>    28

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    PCDHA shRNA No. 2

<400>    28

gagcctacta acagccaaa                                                      19

<210>    29

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCDHA shRNA No. 3

<400>    29

gtaacaagac ccaggagaa                                                      19

<210>    30

<211

>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCDHG shRNA No. 1

<400>    30

ctggcaagcg ggatggcaa                                                      19

<210>    31

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCDHG shRNA No. 2

<400>    31

gcaatggcaa caagaagaa                                                      19

<210>    32

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PCDHG shRNA No. 3

<400>    32

gcaagaagga gaagaagta                                                      19
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