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본 발명은 세포의 장벽기능 강화 방법에 관한 것이다. 이는 NADPH 퀴논 옥시도리덕타제-1(NQO1, NADPH-quinone-

oxidoreductase-1) 유전자 또는 그로부터 발현되는 단백질을 목적분자로 하여 그 기능을 강화하거나 또는 유전자

발현율을 높이는 것으로 이루어질 수 있다. 구체적으로 인간이나 포유동물의 대장의 상피세포의 염증반응이 악화

되는 것은 세포 장벽기능이 관련되어 있으며, 또한 세포 장벽기능을 NQO1 유전자가 조절한다는 것에 기초하여,

본 발명은 대장의 상피세포의 장벽기능 소실로부터 발생할 수 있는 염증 반응의 악화를 억제함으로써 각종 급만

성 장염질환을 효과적으로 치료할 수 있는 치료법을 제공할 수 있다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

세포의  장벽기능을  강화하기  위한  방법으로서,  NADPH  퀴논  옥시도리덕타제-1(NQO1,  NADPH-quinone-

oxidoreductase-1) 유전자 또는 그로부터 발현되는 단백질을 목적분자로 하여 그 기능을 강화하거나 또는 유전

자 발현율을 높이는 것을 특징으로 하는 세포의 장벽기능 강화 방법.

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 상기 NQO1 유전자로부터 발현되는 단백질은, 밀착이음(tight junction)에 관련되는 단백질

을 포함하는 것을 특징으로 하는 세포의 장벽기능 강화 방법.

청구항 3 

청구항 2에 있어서, 상기 밀착이음에 관련되는 단백질은 클라우딘-1(claudin-1), 클라우딘-6(claudin-6), 어클

루딘(occludin), 신굴린(cingulin)을 포함하는 것을 특징으로 하는 세포의 장벽기능 강화 방법.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 세포는 대장의 상피세포인 것을 특징으로 하는 세포의 장벽기능 강화 방법.

청구항 5 

청구항 1 내지 청구항 4 중 어느 한 항에 기재된 세포의 장벽기능 강화 방법을 크론병(Crohn's disease), 궤양

성  장염(ulcerative  colitis),  염증성  장질환(IBD,  Inflammatory  bowel  disease),  및  위막성 대장염증질환

(Pseudomembranous colitis)을 포함하는 급만성 장염질환의 치료에 이용하는 것을 특징으로 하는 세포의 장벽기

능 강화 방법의 이용 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 세포의 장벽기능 강화 방법에 관한 것으로서,  더 상세하게는 NADPH  퀴논 옥시도리덕타제-1(NQO1,[0001]

NADPH-quinone-oxidoreductase-1) 유전자 또는 그로부터 발현되는 단백질을 목적분자로 하여 그 기능을 강화하

거나 또는 유전자 발현율을 높여, 예컨대 대장의 상피세포의 장벽기능 소실로부터 발생할 수 있는 염증 반응의

악화를 억제할 수 있게 함으로써, 각종 급만성 장염질환을 효과적으로 치료할 수 있는 치료법을 제공할 수 있는

새로운 세포의 장벽기능 강화 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

크론병과 궤양성 장염을 포함하는 염증성 장질환(IBD, Inflammatory Bowel Disease)와 위막성 대장염증 질환에[0002]

대한 치료제 개발 실적은 매우 저조한 상황이며 근본적인 발병원인 규명도 부족한 것이 현실이다. 현재 살리실

산 약제와 코티코스테로이드 항염증제, 항생제 그리고 면역억제제 등이 그나마 사용되고 있으나 부작용 등이 보

고되고 있기 때문에 근본적이고도 효과적인 치료적 대안이 절실하다. 현재까지 대장염증 질환들의 발병원인이

불분명한 상태이고 그로 인해 치료제 개발마저 미진한 상황으로 이어져 난치성 질병으로 고려되고 있는 실정이

다.

예를 들어 위막성 대장염증의 경우, 상태가 위중할 때는 반코마이신(vancomycin)을 투여하며, 균의 세포내 침투[0003]

가 아니고 장관 내 세균에 의해 생성되는 톡신에 의해 기인된 경우에는 메트로니다졸(metronidazole)을 투여한

다. 그러나 현재 임상적으로 선택 가능한 항생제인 메크로니다졸에 대한 내성세균이 이미 30% 이상 보고되고 있

어 문제가 되고 있고, 반코마이신의 경우 모든 그람양성 세균성 감염질환에 대한 마지막 항생제라는 가치로 인

해서 임상적 적용이 자유롭게 이뤄지지 않는 문제들이 있었다.

이와 같이 아직까지 급만성 대장염증 질환에 대한 획기적인 치료제는 없는 상태인데, 이는 그 발병원인조차 명[0004]

확하게 밝혀지지 않고 있다. 임상적으로는 현재 사용되고 있는 항염증제, 항생제 그리고 면역억제제 등은 심각
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한 부작용 등으로 새로운 치료제 개발이 시급하며, 특히 효능과 특이성이 높은 약물개발을 위해서 발병원인에

대한 기초연구들이 요구되고 있다.

현재 기초연구 분야에서 이루어지고 있는 연구들 중에는, 대장염증 질환의 발병원인으로 대장 상피세포의 장벽[0005]

기능 저하를 다루는 연구가 있으며, 그로 인해 장벽기능에 주요한 밀착이음(tight junction)에 대한, 특히 밀착

이음에 관여하는 핵심 단백질인 클라우딘과 어클루딘의 조절과정에 대한 연구가 이루어지고 있다. 그러나 아직

까지 상기 단백질의 발현량을 조절하는 주요 경로들이 밝혀져 있지 않다.

그러므로, 급만성 대장염증 질환의 치료제 개발 분야에 있어서, 대장 상피세포의 장벽기능에 주요한 부분인 밀[0006]

착이음에 관여하는 단백질들의 조절기작을 밝힘으로써, 밀착이음을 강화시킬 수 있고 이에 따라 세포의 장벽기

능을 강화시킬 수 있도록 하여 급만성 대장염증 질환을 치료할 수 있는 효과적인 치료법을 제공할 수 있는 기술

에 대한 절실한 요구가 존재한다.

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명은, 대장 상피세포의 장벽기능에 주요한 부분인 밀착이음에 관여하는 단백질들의 조절기작에 관여함으로[0007]

써 세포의 밀착이음을 강화시킬 수 있고 이에 따라 세포의 장벽기능을 강화시킬 수 있도록 하는 새로운 방법을

제공하는 것을 그 목적으로 한다.

또한 본 발명은 예컨대 인간이나 포유동물의 대장의 상피세포의 장벽기능을 조절하는 기작에 관여함으로써, 장[0008]

벽기능 소실로부터 발생할 수 있는 염증 반응의 악화를 억제함으로써 각종 급만성 장염질환을 효과적으로 치료

를 가능케 하는 새로운 방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.

과제의 해결 수단

상기 목적은 본 발명에 따라 제공되는 세포의 장벽기능 강화 방법에 의하여 달성된다.[0009]

본 발명의 일 양상에 따라 제공되는 세포의 장벽기능 강화 방법은, 세포의 장벽기능을 강화하기 위한 방법으로[0010]

서, NADPH 퀴논 옥시도리덕타제-1(NQO1, NADPH-quinone-oxidoreductase-1) 유전자 또는 그로부터 발현되는 단

백질을 목적분자로 하여 그 기능을 강화하거나 또는 유전자 발현율을 높이는 것으로 이루어질 수 있다.

일 실시예에 있어서, 상기 NQO1 유전자로부터 발현되는 단백질은, 밀착이음(tight junction)에 관련되는 단백질[0011]

을 포함한다.

다른 실시예에 있어서, 상기 밀착이음에 관련되는 단백질은 클라우딘-1(claudin-1), 클라우딘-6(claudin-6), 어[0012]

클루딘(occludin), 신굴린(cingulin)을 포함한다.

또 다른 실시예에 있어서, 상기 세포는 대장의 상피세포인 것이 바람직하다.[0013]

그리고, 본 발명의 다른 양상에 따라 제공되는 세포의 장벽기능 강화 방법을 이용하는 방법은 상술한 세포의 장[0014]

벽기능  강화  방법을  크론병(Crohn's  disease),  궤양성  장염(ulcerative  colitis),  염증성  장질환(IBD,

Inflammatory bowel disease), 및 위막성 대장염증질환(Pseudomembranous colitis)을 포함하는 급만성 장염질

환의 치료에 이용하는 것으로 이루어질 수 있다.

발명의 효과

상술한 바와 같은 구성의 본 발명은, NQO1 유전자 또는 그로부터 발현되는 단백질을 목적분자로 하여 그 기능을[0015]

강화하거나 또는 유전자 발현율을 높임으로써 세포의 장벽기능을 강화시키는 방법을 제공할 수 있다. 다시 말해

서,  예컨대 인간이나 포유동물의 대장의 상피세포의 장벽기능을 NQO1  유전자가 조절한다는 것을 밝힘으로써,

NQO1 유전자의 발현을 강화하고 대장의 상피세포의 장벽기능 소실로부터 발생할 수 있는 염증 반응의 악화를 억

제함으로써 각종 급만성 장염질환을 효과적으로 치료를 가능케 하는 세포의 장벽기능 강화 방법을 제공할 수 있

다.

상술한 바와 같이, 본 발명은 NQO1 유전자가 대장상피세포의 장벽기능에 주요하게 관여한다는 사실과 다양한 대[0016]

장염증 동물모델에서도 NQO1 유전자 결핍이 장내 염증반응을 더욱 더 악화시킨다는 사실에 기초한 것으로서, 예

컨대 대장 상피세포 내 NQO1 유전자의 발현량을 조절하거나 관련 효소의 활성을 제어하는 방법을 제공함으로서

급만성 대장염증의 증상을 완화시키거나 개선시킬 수 있게 한다. 나아가 본 발명의 방법에 따르면 기존 장염 치
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료제들의 효과를 보조적으로 증대시킬 수 있는 효과도 제공할 수 있다. 본 발명의 방법에 따라 NQO1 단백질의

기능을 조절하거나 발현량을 제어함으로서 급만성 대장염증질환의 증상을 개선시킬 수 있다고 기대할 수 있고,

NQO1 단백질은 치료 약물 개발을 위한 목적 단백질이 될 수 있음도 기대할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 NQO1 유전자가 결핍된 상태에서 태어나는 NQO1 결핍 생쥐(NQO1 KO)의 제작 과정을 설명하기 위한 도면.[0017]

도 2는 대조군(NQO1 WT)에 비해 NQO1 결핍 생쥐(NQO1 KO)의 대장 상피세포의 밀착이음이 강하게 감소되어 있음

을 나타내는 자료를 보여주는 그래프.

도 3은 대조군에 비해 NQO1 결핍 생쥐의 대장에서 염증이 증가되어 있음을 나타내는 자료를 보여주는 그래프.

도 4는 대조군에 비해 NQO1 결핍 생쥐의 대장에서 염증이 증가되어 있음을 나타내는 자료를 보여주는 그래프.

도 5는 클로스트리디움 디피실(CD, Clostridium difficile) 톡신-유발 동물장염 모델에서, 대조군에 비해 NQO1

결핍 생쥐에서 장염이 증가되어 있음을 나타내는 자료를 보여주는 그래프 및 사진.

도 6은 DSS(Dextran sodium sulfate) 약물-유발 동물장염 모델에서, 대조군에 비해 NQO1 결핍 생쥐에서 장염이

증가되어 있음을 나타내는 자료를 보여주는 그래프.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 첨부된 도면을 참조하여 본 발명을 구체적인 예를 들어 설명하면 다음과 같다.[0018]

본 발명자들은, 특히 대장 상피세포의 장벽기능에 주요한 부분인 밀착이음에 관여하는 단백질들의 조절기작을[0019]

밝히기 위하여, 다양한 유전자 조작 생쥐를 이용하는 실험들을 수행하였고, 특히 NQO1 유전자가 조작된 생쥐를

이용한 실험 결과에서 유의미한 데이터를 얻을 수 있었다.

다시 말해서, 본 발명자들은 대조군(NQO1 wild type) 생쥐와 NQO1 결핍(NQO1 knockout) 생쥐를 이용하여, 대장[0020]

상피세포의 장벽기능 변화를 확인하는 일련의 실험들을 수행하였다. 구체적으로, (1) 장벽기능 변화를 확인하기

위해, 형광라벨 덱스트란(dextran)을 장내에 주입한 다음 혈중으로 이동한 덱스트란을 측정함으로서 장벽기능

변화를 평가하였다. 또한 (2) 대장 상피조직을 파쇄하여 mRNA와 단백질을 추출, 실시간 PCR(real-time PCR), 면

역블롯(immunoblot)을 수행하여 밀착연접 또는 밀착이음 핵심 단백질들의 발현량 변화도 검증하였다. 그리고

(3) 염증성 사이토카인인 IL-6, TNF-의 양이 대조군에 비해 NQO1 결핍 생쥐 대장에서 현저하게 높다는 사실을

확인하였다. 또한 (4) 위막성 대장염증 질환의 원인물질인 CD 톡신 A (Clostridium difficile toxin A)에 대한

대장염증 유발 모델에서도 NQO1 결핍이 염증반응에 대한 민감도를 현저하게 증가시키는 것으로 확인되었다. (5)

세포자살 마커인 caspase-3의 활성도 대조군에 비해서 높아져 있음이 확인되었다. (6) DSS 약물 유발-동물 대장

염증 모델에서도 대조군에 비해 NQO1 결핍 생쥐에서 체중량 감소와 치사율 증가현상이 두드러지게 나타남을 확

인하였다.

이하 실시예에 의해 본 발명을 보다 구체적으로 설명한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 구체적으로 설명하[0021]

는 것으로, 이들 실시예에 의해 본 발명의 범위가 제한되지 않는 다는 것은 당 업계에서 통상적인 지식을 가진

자들에게 있어서 자명할 것이다. 또한 비록 구체적인 실시예로 제시되지는 않았지만, NQO1이 대장의 장벽기능에

연관이 있는바, 대장염증 질환에 대한 치료를 목적으로 NQO1 유전자나 단백질을 목적 단백질로 고려함이 가능함

은 당업자에게 자명할 것이다. 

실시예 1: NQO1 KO 생쥐 제작 및 검증[0022]

도 1의 (A)에서처럼, NQO1 (NADH-quinone oxidoreductase-1) 유전자의 exon-6 부위와 상동 염기서열을 가지는[0023]

타겟팅 벡터(targeting vector)를 제작하였다. 분리한 ES셀(ES cell)에 전기천공법(electroporation)을 수행하

여 타겟팅 벡터를 주입한 다음 선택표지(selection  marker)가 들어있는 배지에서 배양하여 골라낸다. 배반포

(Blastocyst)에 선별된 ES셀을 현미주사(microinjection)한 후 가임 상태의 암컷자궁에 주입하여 착상을 유도하

였다. 키메라(Chimera)가 태어나면 다른 정상 생쥐와 교배를 통해 모든 조직 및 기관에 타겟팅 벡터가 삽입되어

있는  생쥐를  확보하였다.  선별된  생쥐들의  꼬리에서  핵산을  분리하고  유전자  증폭  분석을  수행하여  NQO1

WT(wild type)(대조군), NQO1 KO(NQO1 knockout type)(NQO1 결핍) 그리고 헤테로 타입(hetero type)을 각각 분

리하였다{도 1의 (B) 참조}. 대조군 생쥐보다 NQO1 KO 생쥐의 생장률이 감소되어 있음이 확인되었다{도 1의 (C)
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참조}.

실시예 2:  NQO-1 WT 생쥐와 NQO1 KO 생쥐 간의 장벽기능 차이[0024]

NQO1 WT 생쥐와 NQO1 KO 생쥐의 장벽기능 차이를 알아보기 위해 장-점막 투과성 실험을 수행하였다. 우선 생쥐[0025]

의 장을 비우기 위해 36시간 동안 먹이를 주지 않고 물만 주어 굶긴 후 Avertin(250mg/kg)을 복강에 주사하여

마취하였다. 마취가 된 생쥐의 복부를 절개하여 대장의 동일한 부분을 실로 묶어 주머니를 만든 다음 인슐린 주

사기를 이용하여 Sigma사의 형광 라벨이 되어 있는 dextran(25mg/ml)을 0.5ml을 주입하였다. 절개된 복부를 5-0

수술실로 꿰맨 후 heating bed에 눕힌 뒤 배에 호일을 덮어 빛을 차단시키고 3시간동안 마취를 유지하였다. 3시

간 후 심장에서 0.5ml을 채혈하고 10분간 5,000rpm으로 원심분리를 하였다. 혈액 세포가 딸려 오지 않게 조심스

레 혈장만을 채취 후 PBS(pH7.3)에 1:2로 희석하고 Promega사의 GloMax 20/20 측정기를 이용하여 형광을 측정하

였다. NQO1 KO 생쥐의 형광 수치가 NQO1 WT 생쥐보다 증가함을 확인하였는데 이는 NQO1 KO 생쥐의 장벽기능이

NQO1 WT 생쥐보다 약해져 있음을 의미한다(도 2 참조).

실시예 3: NQO1 WT 생쥐와 NQO1 KO 생쥐간의 밀착이음 관련 단백질의 양 차이[0026]

대장 상피세포들 간의 밀착이음에 관여하는 단백질들의 문제가 NQO1 결핍 생쥐의 밀착이음 기능 소실의 주요 원[0027]

인으로 추정되므로, 그 단백질들의 양을 비교해보고자 하였다. 먼저 NQO1 WT 생쥐와 NQO1 KO 생쥐의 장 조직에

서 mRNA를 추출하여 cDNA를 만들고 클라우딘-1(claudin-1), 클라우딘-6(claudin-6), 어클루딘(occludin), 신굴

린(cingulin)의 프라이머(primer)를 이용해 실시간 PCR을 수행하였다. 도 3의 (A)에서 볼 수 있는 바와 같이,

NQO1 WT 생쥐에서보다 NQO1 KO 생쥐에서 클라우딘-1, 클라우딘-6, 어클루딘, 신굴린 mRNA의 양이 감소되어 있음

을 확인할 수 있었다. Immunoblot 분석 역시, 도 3의 (B)에서 볼 수 있는 바와 같이, 클라우딘-1과 어클루딘 단

백질의 양이 대조군에 비해 NQO1 KO 생쥐에서 감소되어 있음을 확인해주었다. 이상의 결과는 NQO1 KO 생쥐의 장

벽기능 소실화에 밀착연접에 관여하는 핵심단백질들의 발현량 감소가 주요함을 보여준다. 

실시예 4: 생쥐 대장에서 염증성 사이토카인 양을 평가하여 장염여부 확인[0028]

NQO1 KO 생쥐의 장벽기능 감소가 장 조직 내에 미치는 영향을 알아보기 위해 NQO1 WT 생쥐(대조군)와 NQO1 KO[0029]

생쥐의 대장 조직에서 염증성 사이토카인(cytokine)들의 양을 측정해 보았다. 도 4에서 확인할 수 있는 바와 같

이, 대조군에 비해 NQO1 KO 생쥐에서 염증성 사이토카인 모두가 유의미하게 증가되어 있음을 확인하였다. 이 결

과는 NQO1 결핍이 장벽기능 소실로 이어지고 결국 장내 염증이 초래됨을 보여준다. 

실시예 5: NQO1 KO 생쥐에서 CD 톡신A 유발 위막성 대장염의 민감도가 증가함을 확인함[0030]

인간 위막성대장염의 원인균인 클로스트리디움 디피실 톡신A(Clostridium difficile toxin A)을 처치하여 동물[0031]

장염 모델을 확립하고 NQO1 유전자 유무에 따른 민감도 변화를 평가하였다. 도 5의 (A)를 보면, NQO1 KO 생쥐의

대장에서 검출되는 염증성 사이토카인(IL-6)  양이 대조군에 비해 유의하게 높음을 확인하였다.  또한 또 5의

(B)에서 볼 수 있는 바와 같이 세포자살 과정의 주요 마커인 caspase-3의 활성화 과정도 대조군에 비해 NQO1 KO

생쥐에서 높게 나타남을 확인하였다. 도 5의 (C)를 참조하면, H&E stain 결과 역시 대조군에 비해 NQO1 KO 생쥐

의 대장에서 융모구조 파괴현상이 더욱 더 두드러짐을 보여주고 있다. 이상의 결과들은 NQO1 결핍과 그로 인해

야기되는 장벽기능 소실과정이 CD 톡신에 의해 초래되는 장염에 대해 더욱 더 민감하게 반응함을 보여준다.

실시예 6: DSS 약물 유발 대장염에서 대조군에 비해 NQO1 knockout 생쥐에서 더욱 감함을 확인함[0032]

3% DSS(dextran sodium sulfate)를 이용 유발하는 약물-장염모델에서 NQO1 결핍이 미치는 영향을 평가하였다.[0033]

도 6의 (A)를 참조하면, NQO1 KO 생쥐의 경우 DSS 음용 9일부터 높은 치사율이 나타나지만 대조군은 12일 이후

부터 치사가 시작됨을 확인하였다. 체중 감소율 역시, 도 6의 (B)에서 볼 수 있는 바와 같이, DSS 음용 4일부터

NQO1 KO 생쥐의 체중이 두드러지게 나타나는 반면 대조군 생쥐의 체중량 감소량은 상대적으로 약하게 진행됨을

확인하였다. 톡신 단백질 유발-장염에 대한 결과에서처럼, 이 결과는 NQO1 유전자 결핍이 병적인 장염유발 환경
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에 더욱 더 민감하게 반응한다는 사실을 재확인하였다.

상술한 바와 같이, 본 발명자들은 NQO1 결핍(NQO1 knockout, NQO1 KO) 생쥐와 대조군(NQO1 wild type, NQO1[0034]

WT) 생쥐를 이용하여 특히 대장 상피세포의 밀착이음 조절에 관여하는 NQO1 기능을 밝히고자 일련의 실험을 실

시하였다. 

특히 본 발명자들은, 일련의 실험을 통해 얻는 결과로부터, NQO1 유전자가 제거된 생쥐에서, (1) 대장 상피세포[0035]

의 주요기능인 장벽기능이 현저하게 감소하며 또한 밀착이음(tight junction)이 크게 감소한다는 사실과; (2)

NQO1 유전자가 결핍된 생쥐의 대장은 대조군 생쥐의 대장에 비해 상대적으로 높은 염증성 면역반응이 진행되고

있다는 사실과; (3) CD (Clostridium difficile) 세균 유래 톡신이 유발하는 급성 대장염증 모델에서, NQO1 유

전자 결핍 생쥐는 대조군에 비해 장내 염증이 더욱 더 증가되어 있다는 사실과; (4) DSS 약물-유발 동물 장염모

델에서, NQO1 유전자 결핍 생쥐는 대조군에 비해 장내 염증이 더욱 더 증가되어 있다는 사실과; (5) 이들 실험

결과들의 메커니즘 분석 연구를 통해, 대장 상피세포의 장벽기능에 관여하는 핵심 단백질로 알려진 어클루딘과

클라우딘 단백질 양이 NQO1 결핍 생쥐에서 현저하게 감소되어 있음을 확인하였다.

위의 확인 결과로부터, 본 발명자들은, 발병원인이 불분명한 대장염증 질환의 특징을 감안해 볼 때, NQO1이 대[0036]

장상피세포의 장벽기능에 주요한 밀착이음을 조절한다는 사실을 보여주는 것이며, 나아가 장염 치료제 개발을

위한 타겟 분자를 제시하고 있다고 볼 수 있다는 것, 다시 말해서, NQO1 단백질의 기능을 강화하거나 유전자 발

현을 높여 NQO1 단백질 양을 증가시킬 수 있는 약물을 개발한다면 급만성 장염질환의 증상 완화는 물론 완치의

길을 열어줄 치료법을 제공할 수 있다는 통찰을 얻을 수 있었다.

이상에서는 본 발명을 구체적인 실시예를 통하여 설명하였으나, 당업자라면 본 명세서에서 설명된 여러 가지 특[0037]

징을 참조하고 조합하여 다양하고 변형된 구성이 가능하다. 따라서 본 발명의 범위가 설명된 실시예에만 국한되

는 것이 아니라, 첨부된 청구범위에 의하여 해석되어야 함을 지적해둔다.
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