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본 발명은 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드, 단백질 유입 도메인의 카르복시 말단에 상기 펩타이드가 결합된 융합

단백질, 단백질 유입 도메인의 카르복시 말단에 상기 펩타이드가 결합하고, 상기 펩타이드의 카르복시 말단에 항

산화제가 결합된 융합 단백질, 상기 항산화제가 결합된 융합 단백질을 포함하는 항산화용 조성물 및 파킨슨 병의

예방 또는 치료용 조성물, 단백질 유입 도메인(Protein transduction domain)을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 상

기 펩타이드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 항산화 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 순차적으로 결합되

어 있는 재조합 폴리뉴클레오티드, 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터, 및 상기 발현 벡터를 포함하는

형질전환된 숙주세포에 관한 것이다. 

본 발명에 따른 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드는 단독으로 존재할 경우 높은 효율로 미토콘드리아로 타겟팅되며,

뿐만아니라 상기 펩타이드가 단백질 유입 도메인 및/또는 항산화제와 결합되는 경우에도 높은 효율로 미토콘드리

아로 타겟팅되는 효과가 있다. 또한, 상기 펩타이드는 사이즈(size)가 작아 표적 지향성 캐리어로서 매우 적합하

며, 미토콘드리아 내부로 들어가게 되면 프로세싱(processing)되어 담지한 약물을 안정적으로 전달할 수 있는 장

점이 있다.

대 표 도 - 도1

공개특허 10-2014-0032896

- 1 -



이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호    2008-0061888

    부처명          교육과학기술부

    연구사업명      선도연구센터지원

    연구과제명      신경퇴화관련 미토콘드리아 기능조절에 의한 신경세포 보호기술개발

    기 여 율        1/2

    주관기관        경희대학교

    연구기간        2012.03.01 ~ 2013.02.28이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호    20090084844

    부처명          교육과학기술부

    연구사업명      중견 핵심 연구 (공동)

    연구과제명      미토콘드리아 표적 항산화 융합단백질을 사용한 대사증후군 치료/예방 연구

    기 여 율        1/2

    주관기관        경희대학교

    연구기간        2009.09.01 ~ 2012.08.31

공개특허 10-2014-0032896

- 2 -



특허청구의 범위

청구항 1 

하기 일반식 1의 아미노산 서열로 표시되는 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드:

[일반식 1]

[N-말단-X
1
-LR-X

2
-LRK-X

3
-C-말단]

상기 식에서, 

X
1
은 부재하거나 또는 하나의 소수성 아미노산이고;

X
2
는 서로 같은 두 개의 소수성 아미노산이고;

X
3
는 GPRLSRL, GPRLSRM, AA 또는 AAL이다. 

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 X
1
은 부재하거나, 메티오닌, 알라닌 또는 류신인 펩타이드.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 X
2
는 서로 같은 두 개의, 알라닌 또는 류신인 펩타이드.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 X
1
은 류신이고, 상기 X

2
는 서로 같은 두 개의 알라닌인 펩타이드.

 

청구항 5 

제1항에 있어서, 상기 펩타이드는 서열번호 1 내지 10 중 어느 하나인 것인 펩타이드.

청구항 6 

단백질 유입 도메인(Protein Transduction Domain)의 카르복시 말단에 제1항 내지 제5항 중 어느 한 항에 따른

펩타이드가 결합된 융합 단백질.  

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 단백질 유입 도메인은 HIV-1 바이러스의 TAT (Trans Activator of Transcription) 단백

질,  폴리아르기닌,  페너트라틴(Penetratin),  HSV-1  구조단백질 VP22의  전사조절 단백질,  PEP-1  펩타이드 및

PEP-2 펩타이드로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상인 것인 융합 단백질.

청구항 8 
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제7항에 있어서, 상기 단백질 유입 도메인은 서열번호 11 또는 12인 것인 융합 단백질.

청구항 9 

제6항에 있어서, 상기 펩타이드의 카르복시 말단에 추가로 항산화제가 결합된 것인 융합 단백질.

청구항 10 

제6항 또는 제9항에 있어서, 상기 융합 단백질의 카르복시 말단에 폴리히스티딘(poly-His) 도메인이 결합된 것

인 융합 단백질. 

청구항 11 

제9항에  있어서,  상기  항산화제는  SOD1,  카탈레이즈,  EPX,  GPX,  PARK2,  LRRK2  또는  메탈로티오네인

(metallothionein)인 융합 단백질. 

청구항 12 

제11항에 있어서, 상기 메탈로티오네인은 인간 메탈로티오네인인 것인 융합 단백질. 

청구항 13 

제9항에 따른 융합 단백질을 포함하는 항산화용 조성물.

청구항 14 

제9항에 따른 융합 단백질을 포함하는 파킨슨병의 예방 또는 치료용 약학적 조성물. 

청구항 15 

단백질 유입 도메인(Protein transduction domain)을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 제1항 내지 제5항 중 어느 한

항에 따른 펩타이드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 항산화 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 순차적으

로 결합되어 있는 재조합 폴리뉴클레오티드.

청구항 16 

제15항에  있어서,  상기  재조합  폴리뉴클레오티드는  서열번호  13  또는  서열번호  14의  핵산  서열을  포함하는

것인, 재조합 폴리뉴클레오티드.

청구항 17 

제15항의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터. 

청구항 18 
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제17항의 발현 벡터로 형질전환된 숙주세포. 

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드, 단백질 유입 도메인의 카르복시 말단에 상기 펩타이드가 결합된 융합[0001]

단백질, 단백질 유입 도메인의 카르복시 말단에 상기 펩타이드가 결합하고, 상기 펩타이드의 카르복시 말단에

항산화제가 결합된 융합 단백질, 상기 항산화제가 결합된 융합 단백질을 포함하는 항산화용 조성물 및 파킨슨

병의 예방 또는 치료용 조성물, 단백질 유입 도메인(Protein transduction domain)을 코딩하는 폴리뉴클레오티

드, 상기 펩타이드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 항산화 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 순차적으로

결합되어 있는 재조합 폴리뉴클레오티드, 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터, 및 상기 발현 벡터를

포함하는 형질전환된 숙주세포에 관한 것이다. 

배 경 기 술

미토콘드리아는 세포 내에 물질대사(energetic metabolism), 특정 물질(예를 들면, 지방산 등)의 대사 등, 많은[0002]

결정적인 세포내 과정(intracellular processes)에서 핵심적인 역할을 한다. 특히, 미토콘드리아는 자유 라디칼

(free radicals; 이하, 'FR'이라 한다) 및 활성 산소종(reactive oxygen species; 이하 'ROS'이라 한다)의 형

성 및 이용에 직접적으로 관련되어 있다. 이러한 점 때문에 살아있는 세포 내에서 많은 과정에 영향을 미칠 수

있는 극단적인 반응 부분(reactive  moieties)과 관련하여, 미토콘드리아가 세포예정사(programmed  cell  deat

h)의 과정에서 핵심 역할을 하는 것이 보고되고 있다. 

상기 활성산소종(ROS: reactive oxygen species)은 다양한 생물체의 산화·환원 반응에서 생성되며, 식용유지의[0003]

변질 또는 여러 생체물질(지질, 단백질, 핵산 및 탄수화물)에 산화적인 손상을 유발할 수 있으며 여러 단계를

거치게 되면서 결과적으로 세포에 손상을 유발할 수 있다(Yen GC. et al., J. Agric. Food Chem., 43, pp27-

32, 1995). 생체막 구성성분인 인지질의 불포화지방산은 활성산소종과 같은 자유라디칼에 의해 과산화 반응이

개시되며 또한 연쇄적으로 진행된다. 그러므로 자유라디칼에 의한 과산화반응은 세포막의 투과성을 항진시킬 뿐

아니라 전반적인 세포독성을 초래하여 노화현상이나 이에 따른 여러 가지 질환의 병리현상을 유도하여 발암과정

에도 관여한다. 라디칼 작용은 산화적 스트레스와 관련된 질환인 아토피성 질환, 암, 고혈압, 심근경색, 동맥경

화, 류머티스, 백내장 및 파킨슨씨병 등 여러 가지 만성질환의 진행에 많은 영향을 주며(De Souza LC. et al.,

Bioorg. Med. Cehm. Lett.,14, pp5859-5861, 2004), 면역계 기능을 약화시키는 요인으로 작용될 수 있다(Pike

J. et al., Int. J. Vitam.Nutr. Res., 65, pp117-120, 1995).

이 중 특히, ROS의 과다발생에 의해 유도되는 산화스트레스는 신경퇴화질환을 포함한 많은 퇴행성질환의 원인으[0004]

로 작용한다. 미토콘드리아는 ROS가 발생되는 주요 장소이며 또한 ROS에 의해 가장 쉽게 손상 받는 세포내 소기

관이다. 따라서,  FR 및 ROS 형성의 증가와 관련하여 많은 질병은 미토콘드리아의 역기능(dysfunction)에 관련

된 것으로 알려졌다. 

이에, 미토콘드리아의 기능회복을 목적으로, 미토콘드리아를 타겟으로 하는 캐리어 및/또는 약물들이 제안되어[0005]

왔다. 이와 같은 접근은, 세포의 표적 구획 안으로 물질을 반복 축적하여 물질의 효과적인 농도를 얻을 수 있기

때문에 그 적용 효율을 증가시키고, 전체적인 투약(overall dosage)을 줄이고, 부작용의 가능성 및 강도를 줄일

수 있다는 강점이 있다. 

현재  매우  한정된  수의  미토콘드리아-표적의  생물학적인  활성  물질이  알려져  있다.  예컨대,  미토비타민[0006]

E(Mitovitamin E; 이하 'MitoVitE'이라 함) 또는 유럽특허 1 534 720에 기재된 트리페닐포스포니움(triphenyl
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phosphonium)에 연관된 수퍼옥사이드 디스뮤타아제(superoxide dismutase) 및 글루타티온 퍼옥시다아제 변형체

(glutathione peroxidase mimetics)가 그 예이다. 

이에, 본 발명자들은 세포막, 미토콘드리아 막 구조를 통과하기 어려운 물질들을 세포 내로 효과적으로 전달하[0007]

는 방법에 대해 예의 연구노력한 결과, 신규한 미토콘드리아 타겟팅 서열을 제조하고, 상기 서열을 단백질 유입

도메인 및/또는 항산화제와 연결할 경우, 상기 항산화제를 효과적으로 미토콘드리아 내부로 전달하는 것을 확인

하고 본 발명을 완성하였다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은 하기 일반식 (1)의 아미노산 서열로 표시되는 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드를 제공하[0008]

기 위한 것이다. 

[일반식 (1)][0009]

[N-말단-X
1
-LR-X

2
-LRK-X

3
-C-말단][0010]

상기 식에서, [0011]

X
1
은 부재하거나 또는 하나의 소수성 아미노산이고;[0012]

X
2
는 서로 같은 두 개의 소수성 아미노산이고;[0013]

X
3
는 GPRLSRL, GPRLSRM, AA 또는 AAL이다. [0014]

본 발명의 다른 목적은 단백질 유입 도메인의 카르복시 말단에 상기 펩타이드가 결합된 융합 단백질을 제공하는[0015]

것이다. 

본 발명의 다른 목적은 단백질 유입 도메인의 카르복시 말단에 상기 펩타이드가 결합하고, 상기 펩타이드의 카[0016]

르복시 말단에 항산화제가 결합된 융합 단백질을 제공하는 것이다. 

본 발명의 다른 목적은 상기 항산화제가 결합된 융합 단백질을 포함하는 항산화용 조성물, 또는 파킨슨 병의 예[0017]

방 또는 치료용 조성물을 제공하는 것이다. 

본 발명의 다른 목적은 단백질 유입 도메인(Protein transduction domain)을 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 상기[0018]

펩타이드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 항산화 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 순차적으로 결합되어

있는 재조합 폴리뉴클레오티드, 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터 및 상기 발현 벡터를 포함하는 형

질전환된 숙주세포를 제공하는 것이다. 

과제의 해결 수단

상기의 목적을 달성하기 위한 하나의 양태로서, 본 발명은 하기 서열 일반식 1로 표시되는 미토콘드리아를 타겟[0019]

팅하는 신규 펩타이드에 관한 것이다:

[일반식 (1)][0020]

[N-말단-X
1
-LR-X

2
-LRK-X

3
-C-말단][0021]

상기 식에서, [0022]

X
1
은 부재하거나 또는 하나의 소수성 아미노산이고;[0023]

X
2
는 서로 같은 두 개의 소수성 아미노산이고;[0024]
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X
3
는 GPRLSRL, GPRLSRM, AA 또는 AAL이다. [0025]

본 발명에서 사용된 아미노산 서열은 IUPAC-IUB 명명법에 따라 다음과 같이 약어로 기재하였다. [0026]

알라닌 A 아르기닌 R[0027]

아스파라긴 N 아스파르트산 D[0028]

시스테인 C 글루탐산 E[0029]

히스티딘 H 이소루신 I[0030]

루신 L 리신 K[0031]

메티오닌 M 페닐알라닌 F[0032]

프롤린 P 세린 S[0033]

트레오닌 T 트립토판 W[0034]

티로신 Y 발린 V[0035]

글루타민 Q 글라이신 G[0036]

본 발명에서 사용된 용어, "펩타이드"란 아미드 결합(또는 펩타이드 결합)으로 연결된 아미노산으로 이루어진[0037]

폴리머를 의미한다. 본 발명의 목적상, 상기 일반식 1의 펩타이드는 미토콘드리아로의 타겟팅 특징을 보유한 펩

타이드를 의미한다. 

본 발명에 의한 펩타이드는 N-말단과 C-말단 쪽에 소수성 아미노산(hydrophilic amino acid)을 포함하는 일정한[0038]

서열을 갖는 단편을 포함함으로써, 미토콘드리아로의 효과적인 타겟팅 작용을 나타낸다. 이때, 소수성 아미노산

은 모든 소수성 아미노산이 가능하며, 예컨대 메티오닌, 알라닌, 발린 또는 류신일 수 있으며, 이에 제한되는

것은 아니다. 

바람직하게, 상기 서열식에서 X
1
은 부재하거나, 메티오닌, 알라닌 또는 류신일 수 있고, 상기 X

2
는 알라닌 또는[0039]

류신일 수 있다. 보다 바람직하게는 상기 X
1
은 류신이고, 상기 X

2
는 알라닌일 수 있다. 

본 발명에 따른 상기 일반식 1의 신규 펩타이드는 대표적으로 다음 1 내지 10중 어느 하나의 펩타이드일 수 있[0040]

다:

서열번호 1: LLRAALRKAA;[0041]

서열번호 2: LLRAALRKAAL;[0042]

서열번호 3: LLRLLLRKAA;[0043]

서열번호 4: LLRLLLRKAAL;[0044]

서열번호 5: MLRAALRKGPRLSRL;[0045]

서열번호 6: LRAALRKGPRLSRL;[0046]

서열번호 7: ALRAALRKGPRLSRL;[0047]

서열번호 8: MLRAALRKGPRLSRM;[0048]

서열번호 9: LLRAALRKGPRLSRM; 및[0049]
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서열번호 10: ALRAALRKGPRLSRM.[0050]

구체적인 일 실시예에서, 본 발명에 따른 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드는, 알파-헬리칼 구조를 가지고, 양친성[0051]

을 나타냄을 확인하였다(실시예 2).

본 발명의 펩타이드는 표적화 서열, 태그(tag), 표지된 잔기, 반감기 또는 펩타이드의 안정성을 증가시키기 위[0052]

한  특정  목적으로  고안된  추가의  아미노산  서열도  포함할  수  있다.  또한,  본  발명의  펩타이드는  이펙터

(effectors), 약물, 프로드럭, 독소, 펩타이드, 전달 분자 등의 커플링 파트너와 연결될 수 있다.

본 발명의 펩타이드는 당 분야에 널리 공지된 다양한 방법으로 획득할 수 있다. 상세하게는 유전자 재조합과 단[0053]

백질 발현 시스템을 이용하여 제조하거나 펩타이드 합성과 같은 화학적 합성을 통하여 시험관 내에서 합성하는

방법, 및 무세포 단백질 합성법 등으로 제조될 수 있다.

본 발명의 펩타이드는 약학적으로 허용 가능한 염의 형태로 제조될 수 있다. 구체적으로 산을 첨가함으로써 염[0054]

을 형성할 수 있고, 예를 들어 무기산(예: 염산, 히드로브롬산, 인산, 질산, 황산 등), 유기 카르복실산(예: 아

세트산, 트리플루오로아세트산과 같은 할로 아세트산, 프로피온산, 말레산, 숙신산, 말산, 시트르산, 타르타르

산, 살리실산), 및 산성 당(글루쿠론산, 갈락투론산, 글루콘산, 아스코르브산), 산성 폴리사카리드(예: 히알루

론산, 콘드로이틴 설페이트, 아르기닌산), 콘드로이틴 설페이트와 같은 술폰산 당 에스테르를 포함하는 유기 술

폰산(예: 메탄술폰산, p-톨루엔 술폰산) 등을 첨가하여 염을 형성할 수 있다.

본 발명의 펩타이드는 세포 내로 효과적으로 들어가기 위해서 내재화 서열 혹은 단백질 유입 도메인 혹은 세포[0055]

막 투과 단백질에 연결될 수 있다.  

따라서 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 단백질 유입 도메인(Protein Transduction Domain)의 카르복시 말단에[0056]

상기 일반식 1의 펩타이드가 결합된 융합 단백질에 관한 것이다. 

상기 단백질 유입 도메인과 일반식 1의 펩타이드는 화학적 또는 생물학적으로 융합될 수 있으며, 이러한 방법은[0057]

당 업계에 널리 알려진 공지기술을 제한 없이 이용하여 융합할 수 있다.

본 발명에서 사용된 용어, "단백질 유입 도메인"이란 지질 이중층, 마이셀(micelle), 세포막, 세포소기관막, 수[0058]

포 멤브레인(vesicle membrane)을 통과하는 것을 촉진하는 폴리펩타이드, 폴리뉴클레오티드, 탄수화물 또는 유

기/무기 화합물을 의미한다. 상기 단백질 유입 도메인은 수용체 비의존적 기전으로 세포막을 통과할 수 있는 단

백질의 작은 부분을 포함하며, 다른 분자들과 결합하여 특정 분자를 세포외 공간에서 세포내 공간으로 또는 세

포질에서 세포소기관 내로의 이동을 촉진하는 작용을 할 수 있다. 

본  발명에  따른  상기  단백질  유입  도메인은  HIV-1  바이러스의  TAT  (Trans  Activator  of  Transcription)[0059]

단백질, 폴리아르기닌, 페너트라틴(Penetratin), HSV-1 구조단백질 VP22의 전사조절 단백질, PEP-1 펩타이드 및

PEP-2 펩타이드로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상일 수 있으며 이에 제한되지 않는다. 바람직하게 상기

단백질 유입 도메인은 하기 서열번호 11 또는 12의 폴리펩타이드이다:

서열번호 11: YGRKKRRQRRR[0060]
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서열번호 12: YARAAARQARA[0061]

상기 서열번호 11은 HIV의 TAT 단백질 유입 도메인으로서 11개의 아미노산 서열 도메인으로 구성되며, 분자량이[0062]

작기 때문에 세포 내부로 전달하고 싶은 단백질과의 융합에 적합하다. 

본  발명에  따른  상기  융합  단백질은  세포막  투과능을  보유함과  동시에  미토콘드리아  내부로  국소화[0063]

(localization)될 수 있는 타겟팅능을 보유하고 있으므로, 일종의 카르고(cargo) 분자, 또는 약물 전달체로서

유용하게 사용될 수 있다. 

이러한 점에서 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 단백질 유입 도메인(Protein Transduction Domain)의 카르복시[0064]

말단에 상기 일반식 1의 펩타이드가 결합되고, 상기 펩타이드의 카르복시 말단에 추가로 항산화제가 결합된 것

인 융합 단백질에 관한 것이다.

구체적인 일 실시예에서 본 발명에 따른 미토콘드리아 타겟팅 서열과 서열번호 11로 구성된 융합 단백질은 높은[0065]

스코어로 미토콘드리아를 타겟팅하였으며, 추가로 GFP 또는 hMT1A를 담지하는 경우에도, 효율적으로 미토콘드리

아를 타겟팅하였다(실시예 1). 

또한, 구체적인 다른 실시예에서, 본 발명에 따른 미토콘드리아 타겟팅 서열과 서열번호 11 및 hMT1A로 구성된[0066]

융합 단백질은 웨스턴 블롯 및 면역세포화학 염색법에서 미토콘드리아로 전달되는 것을 확인하였다(실시예 6 및

7). 또한, 미토콘드리아에서 장기간 활성을 유지하는 것을 확인하였다(도 13).

또한, 구체적인 다른 실시예에서, 본 발명에 따른 미토콘드리아 타겟팅 서열은 hMT1A 뿐만 아니라, 세포질 항산[0067]

화 단백질인 SOD1, 카탈레이즈, EPX, GPX, PD-관련 단백질인 PARK2 또는 LRRK2를 TAT-MTS와 결합한 후, 미토콘

드리아 타겟팅 가능성을 예측하였다. 그 결과, 모든 단백질들은 거의 100%에 가까운 확률로 미토콘드리아로 타

겟팅되는 것을 확인하였다(실시예 9). 

따라서, 본 발명에 따른 단백질 유입 도메인과 결합된 신규 펩타이드 융합 단백질은 전달하고자 하는 화합물,[0068]

약물, 항체, 기타 물질들과 결합되어, 이들을 미토콘드리아 내부로 효과적으로 전달할 수 있다. 상기 융합 단백

질에 결합하는 물질들에 특별한 제한은 없으며, 융합 단백질에 결합할 수 있는 물질이라면 어느 것이든 가능하

다.

 다른 하나의 양태로서, 본 발명은 신규 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드, 단백질 유입 도메인 및 항산화제를 포[0069]

함하는 융합 단백질을 포함하는 항산화용 조성물에 관한 것이다.

활성 산소종(ROS)는 대부분 미토콘드리아에서 생성되기 때문에, 항산화제가 결합된 본 발명에 따른 융합 단백질[0070]

이 미토콘드리아 내로 전달되면 상기 항산화제의 효과를 극대화시킬 수 있는 장점이 있다. 

본  발명에  따른  상기  항산화제는  예컨대  SOD1,  카탈레이즈,  EPX,  GPX,  PARK2,  LRRK2  또는  메탈로티오네인[0071]

(metallothionein)일 수 있으며, 바람직하게 본 발명에 따른 상기 항산화제는 메탈로티오네인(metallothionei

n)이다. 보다 바람직하게, 상기 메탈로티오네인은 인간 메탈로티오네인이다.

 [0072]
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본 발명에서 사용된 용어, "메탈로티오네인(Metallothionein, MT)"은 시스테인이 풍부한 저분자(3.5~14 kDa) 물[0073]

질로서, 시스테인-X-시스테인, 시스테인-X-X-시스테인, 시스테인-시스테인의 구조가 반복되는 61개의 아미노산

으로 구성되어 있으며, 2가 금속이온과 결합하는 20개의 시스테인 잔기를 포함하는 단백질을 의미한다. 메탈로

티오네인은 중금속, 기아, 열 또는 감염과 같은 스트레스 환경에서 과발현된다. 메탈로티오네인은 금속 독성에

대한 생체 방어의 중요한 수단으로 생각되어져 왔으며, 또한 산화성 스트레스에 대한 방어 작용도 하는 것으로

도 알려져 있다. 흔히 ROS의 산화성 손상에 대한 생물학적 방어는 ROS를 제거하는 단백질들, 금속이온을 격리시

키는 분자들 및 손상된 세포 구성성분을 복구하는 효소들로 구성되어 있다. 이중 MT는 지금까지 많은 연구를 통

해 산화성 스트레스에 대한 세포반응에서 항산화제 역할을 한다는 것이 증명되어 왔다.

또한, 최근 메탈로티오네인이 생체외(in vitro)와 생체내(in vivo)에서 세포와 조직을 당뇨병과 당뇨 합병증으[0074]

로부터 보호할 수 있고, 이는 메탈로티오네인이 갖는 항-아포토시스(anti-apoptotic) 및 항산화능 때문인 것으

로 보고되었다(K.G. Danielson et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 79 (1982) 2301-04). 메탈로티오네인이 제

거된  당뇨성  마우스(MT  null  diabetic  mice)에  메탈로티오네인을  과발현시킨  결과,  당뇨성  심근병증은

감소되고, 심장의 악화된 허혈성 수축이 개선되었음이 보고된 바 있다(Q. Liang et al., Diabetes. 51 (2002)

174-181). 아연 또한 메탈로티오네인의 발현을 유도하고, 고혈당과 제2형 당뇨병에서 베타세포의 점진적 손상에

의해 유발된 당뇨성 손상으로부터 마우스를 보호할 수 있다. 또한 아연-메탈로티오네인은 생체외(in vitro)와

생체내(in vivo)에서 하이드록실 라디칼을 차단할 수 있음이 알려져 있다(C.G. Taylor et al., Biometals. 18

(2005) 305-312). 

구체적인 일 실시예에서, 본 발명에 따른 인간 메탈로티오네인을 포함하는 융합 단백질을 세포에 투여한 결과,[0075]

세포 생존력 유지, ATP 생성 증가 및 티로신 하이드록실레이즈의 활성 회복을 나타내었다(실시예 10). 또한, 인

간 메탈로티오네인을 포함하는 융합 단백질을 파킨슨 세포 모델에 투여한 결과, 미토콘드리아의 활성이 회복되

는 것을 확인하였다(실시예 11, 도 7A 및 도 7B).

또한, 구체적인 다른 실시예에서, 본 발명에 따른 항산화제를 포함하는 융합 단백질을 마우스에 투여한 결과,[0076]

간의 미토콘드리아로 타겟팅(또는 표적) 전달되는 것을 확인하였으며(실시예 12), ROS의 제거 효과도 확인하였

다(실시예 13).

또한, 구체적인 다른 실시예에서, 본 발명에 따른 항산화제를 포함하는 융합 단백질을 MPTP에 의해 유도된 파킨[0077]

슨 병 동물 모델인 마우스에 투여한 결과, 행동학적으로는 정상에 유사한 수준으로 회복되는 것을 확인하였다.

또한, 뇌조직 분석에 의해서도 도파민 신경세포가 회복되는 것을 확인함으로써, 세포의 손상을 방지하는 것을

통한 파킨슨 병의 예방뿐 아니라 세포의 손상을 회복하는 것을 통해 파킨슨 병의 치료에도 사용될 수 있음을 확

인하였다(도 15 및 실시예 14).

따라서, 본 발명에 따른 항산화제를 포함하는 융합 단백질은 산화적 스트레스로 유발되는 어떠한 질환, 또는 질[0078]

병에도 예방 또는 치료제로 사용될 수 있으며, 특히, 상기 설명한 파킨슨 병과 같은 뇌질환과, 당뇨성 질환에

유용하게 사용될 수 있다. 

다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 항산화제를 포함하는 융합 단백질을 포함하는 산화적 스트레스로 유발되[0079]

는 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 이를 필요로 하는 인간을 포함하는 포유류에게 투여하여 산화적

스트레스로 유발되는 질환(예컨대 파킨슨 병과 같은 뇌질환과 당뇨성 질환 등)을 예방 또는 치료하는 방법에 관

한 것이다. 

본 발명에 따른 상기 항산화제를 포함하는 융합 단백질의 바람직한 투여량은 이를 필요로 하는 인간을 포함하는[0080]

포유류의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에 따라 다르지만, 당업자에 의해 적절하게
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선택될 수 있다. 또한, 투여의 모든 방식은 예상될 수 있는데, 예를 들면, 경구, 직장, 또는 정맥, 근육, 피하,

자궁내 경막 또는 뇌혈관 내 주사에 의하여 투여될 수 있으며 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명에 따른 항산화제를 포함하거나 또는 포함하지 않는 상기 융합 단백질은 카르복시 말단에 폴리히스티딘[0081]

(poly-His) 도메인이 결합될 수 있다. 

본 발명에 따른 항산화제를 포함하는 융합 단백질은, 미토콘드리아 내부로 전달된 이후에는 프로세싱되어 안정[0082]

적으로 약물을 전달하는 특징이 있다. 

구체적인 일 실시예에서, 본 발명에 따른 상기 융합 단백질은 미토콘드리아 매트릭스 신호 펩타이드 프로세싱[0083]

효소인 매트릭스 메탈로프로테아제로 프로세싱된 후에 미토콘드리아 내의 성숙한(mature) 형태인 7.6kDa으로 관

찰되었다. 프로세싱 후에는 His-tag와 잔여 아미노산(AALGKL)을 포함하는 hMT1A이 되는 것을 확인하였다(실시예

8). 

다른 하나의 양태로서, 본 발명은 단백질 유입 도메인(Protein transduction domain)을 코딩하는 폴리뉴클레오[0084]

티드, 상기 미토콘드리아 타겟팅 펩타이드를 코딩하는 폴리뉴클레오티드, 및 항산화 단백질을 코딩하는 폴리뉴

클레오티드가 순차적으로 결합되어 있는 재조합 폴리뉴클레오티드에 관한 것이다. 상기 재조합 폴리뉴클레오티

드는 단백질 유입 도메인, 미토콘드리아를 타겟팅하는 신규 펩타이드 및 항산화 단백질을 코딩하는 공지 서열로

부터 통상의 방법에 따라 제조할 수 있다. 특히, 본 발명의 재조합 폴리뉴클레오티드는 서열번호 13 또는 서열

번호 14의 핵산 서열을 포함하는 것일 수 있다.

다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 발현 벡터에 관한 것이다. [0085]

본 발명에서 사용된 용어, "발현벡터"란 적당한 숙주세포에서 목적 펩타이드를 발현할 수있는 재조합 벡터로서,[0086]

유전자 삽입물이 발현되도록 작동하게 연결된 필수적인 조절 요소를 포함하는 유전자 제작물을 의미한다. 본 발

명의 발현벡터는 적합한 발현벡터가 일반적으로 가지고 있는 요소로서 프로모터, 오퍼레이터, 개시코돈 같은 발

현조절 요소들을 포함한다. 개시 코돈 및 종결 코돈은 일반적으로 폴리펩타이드를 암호화하는 뉴클레오티드 서

열의 일부로 간주되며, 유전자 제작물이 투여되었을 때 개체에서 반드시 작용을 나타내야 하며 코딩 서열과 인

프레임(in frame)에 있어야 한다. 벡터의 프로모터는 구성적 또는 유도성일 수 있다.

또한, 세포 배양액으로부터 단백질의 분리를 촉진하기 위하여 융합 폴리펩타이드의 배출을 위한 시그널 서열을[0087]

포함할 수 있다. 특이적인 개시 시그널은 또한 삽입된 핵산 서열의 효율적인 번역에 필요할 수도 있다. 이들 시

그널은 ATG 개시코돈 및 인접한 서열들을 포함한다. 어떤 경우에는, ATG 개시 코돈을 포함할 수 있는 외인성 번

역 조절 시그널이 제공되어야 한다. 이들 외인성 번역 조절 시그널들 및 개시 코돈들은 다양한 천연 및 합성 공

급원일 수 있다. 발현 효율은 적당한 전사 또는 번역 강화 인자의 도입에 의하여 증가될 수 있다.

발현벡터는 통상의 모든 발현벡터를 사용할 수 있다. 예를 들어, 플라스미드 DNA, 파아지 DNA 등이 사용될 수[0088]

있다. 플라스미드 DNA의 구체적인 예로는 pUC18, pIDTSAMRT-AMP 같은 상업적인 플라스미드를 포함한다. 본 발명

에  사용될  수  있는  플라스미드의  다른  예로는  대장균  유래  플라스미드(pYG601BR322,  pBR325,  pUC118  및

pUC119), 바실러스 서브틸리스(Bacillus subtilis)-유래 플라스미드(pUB110 및 pTP5) 및 효모-유래 플라스미드

(YEp13,  YEp24  및  YCp50)가  있다.  파아지  DNA의  구체적인  예로는  λ-파아지(Charon4A,  Charon21A,  EMBL3,

EMBL4, λgt10, λgt11 및 λZAP)가 있다. 또한, 리트로바이러스(retrovirus), 아데노바이러스(adenovirus) 또

는 백시니아 바이러스(vaccinia virus)와 같은 동물 바이러스, 배큘로바이러스(baculovirus)와 같은 곤충 바이

러스가 또한 사용될 수 있다. 이러한 발현벡터는 숙주 세포에 따라서 단백질의 발현량과 수식 등이 다르게 나타
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나므로, 목적에 가장 적합한 숙주세포를 선택하여 사용하면 된다.

다른 하나의 양태로서, 본 발명은 상기 발현 벡터로 형질전환된 숙주세포에 관한 것이다. [0089]

본 발명에서 사용된 용어, "형질전환"은 상기 폴리뉴클레오티드 절편이 숙주세포의 게놈 안으로 이동하여 목적[0090]

하는 펩타이드를 발현할 수 있도록, 유전적으로 안정한 유전을 일으키는 것을 말한다. 

본 발명의 항산화제를 포함하는 융합 단백질은 예컨대 다음과 같은 방법으로 제조할 수 있다:[0091]

(1) 서열번호 1 내지 10으로 이루어진 군에서 선택된 1종의 아미노산 서열로 표시되는 미토콘드리아 타겟팅 서[0092]

열을 코딩하는 폴리뉴클레오티드 5' 말단에 서열번호 11 또는 서열번호 12의 아미노산 서열로 표시되는 단백질

유입 도메인을 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 결합되어 있고, 상기 서열번호 1 내지 10으로 이루어진 군에서 선

택된 1종의 아미노산 서열로 표시되는 미토콘드리아 타겟팅 서열을 코딩하는 폴리뉴클레오티드의 3' 말단에는

항산화 단백질을 코딩하는 폴리뉴클레오티드가 결합되어 있는 재조합 폴리뉴클레오티드를 포함하는 재조합 발현

벡터로 숙주세포를 형질전환하는 단계;

(2) 상기 형질전환된 숙주세포를 배양하여 항산화 융합 단백질을 발현하는 단계; 및[0093]

(3) 발현된 항산화 융합 단백질을 정제하는 단계. [0094]

본 발명의 형질전환 방법은 임의의 형질전환 방법이 사용될 수 있으며, 당업계의 통상적인 방법에 따라 용이하[0095]

게 수행할 수 있다. 일반적으로 형질전환 방법에는 CaCl2 침전법, CaCl2 방법에 DMSO(dimethyl sulfoxide)라는

환원물질을 사용함으로써 효율을 높인 Hanahan 방법, 전기천공법(electroporation), 인산칼슘 침전법, 원형질

융합법, 실리콘 카바이드 섬유를 이용한 교반법, 아그로박테리아 매개 형질전환법, PEG를 이용한 형질전환법,

덱스트란 설페이트, 리포펙타민 및 건조/억제 매개된 형질전환 방법 등이 있다.

상기 숙주세포는 본 발명의 펩타이드를 발현하도록 하는 한 특별히 제한되지는 않으며 바람직하게는 미생물일[0096]

수  있다.  본  발명에  사용될  수  있는  미생물의  특정한  예로는  대장균(E.  coli)과  같은  에스케리키아

(Escherichia)속 세균 바실러스 서브틸리스(Bacillus subtilis)같은 바실러스(Bacillus)속 세균 슈도모나스 푸

티다(Pseudomonas  putida)같은  슈도모나스(Pseudomonas)속  세균  사카로마이세스  세레비지애(Saccharomyces

cerevisiae),  스키조사카로마이세스  폼베(Schizosaccharomyces  pombe)같은  효모  동물세포  및  곤충  세포가

있다.

발명의 효과

본  발명에  따른  미토콘드리아  타겟팅  펩타이드는  단독으로  존재할  경우  높은  효율로  미토콘드리아로[0097]

타겟팅되며, 뿐만아니라 상기 펩타이드가 단백질 유입 도메인 및/또는 항산화제와 결합되는 경우에도 높은 효율

로 미토콘드리아로 타겟팅되는 효과가 있다. 

또한, 상기 펩타이드는 사이즈(size)가 작아 표적 지향성 캐리어로서 매우 적합하며, 미토콘드리아 내부로 들어[0098]

가게 되면 프로세싱(processing)되어 담지한 약물을 안정적으로 전달할 수 있는 장점이 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은, 본 발명의 일 실시예에 따른, 미토콘드리아 타겟팅 서열의 인 실리코(In silico) 디자인(도 1A), TAT[0099]

서열과 결합한 여러 가지 종류의 미토콘드리아 타겟팅 서열들의 MitoProt Ⅱ를 이용한 타겟팅 가능성 예측 그래

프(도 1B) 및 각각의 서열들과 사이즈를 나타낸 표(도 1C)이다. 
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도 2는, 본 발명의 일 실시예에 따른, TAT-MTS의 프로세싱 사이트를 나타낸 그림(도 2A), COOT 프로그램을 이용

하여 예측한 TAT-MTS의 구조(도 2B), 및 헬리칼 윌 프로젝션을 이용한 TAT-MTS의 양친성을 나타낸 그림(도 2C)

이다.

도 3은, 본 발명의 일 실시예에 따른, TMhM을 처리한 후 세포 및 미토콘드리아 파쇄물의 웨스턴 블롯 결과(도

3A) 및 면역세포화학 염색 후 레이저 주사 공초점 현미경으로 관찰한 결과(도 3B)이다. 

도  4는,  본  발명의  일  실시예에  따른,  Zn-TMhM을  처리한  후,  쿠마시  염색  결과(좌측)  및  웨스턴  블롯

결과(우측)(도 4A), 세포 및 미토콘드리아 파쇄물의 웨스턴 블롯 결과(도 4B), 및 면역세포화학 염색 후 레이저

주사 공초점 현미경으로 관찰한 결과(도 4B)이다. 

도 5는, 본 발명의 일 실시예에 따른, Zn-TMhM의 프로세싱을 확인한 웨스턴 블롯 결과(도 5A) 및 프로세싱 구조

도(도 5B)이다. 

도 6은, 본 발명의 일 실시예에 따른, Zn-TMhM이 세포 독성을 가지는 지, 즉 세포 생존력에 대한 영향(도 6A 및

6B), ATP 량에 대한 영향(도 6C) 및 티로신 하이드록실레이즈(TH)에 대한 영향을 확인한 웨스턴 블롯 결과(도

6D)이다. 

도 7은, 본 발명의 일 실시예에 따른, MPP+로 유도한 파킨슨 세포 모델에서 Zn-TMhM의 처리에 따른 MTT 시험 결

과(도 7A), ATP 량(도 7B), 웨스턴 블롯 결과(도 7C) 및 티로신 하이드록실레이즈(TH)에 대한 영향(도 7D)이다. 

도 8은, 본 발명의 일 실시예에 따른, 마우스에서 미토콘드리아의 타겟팅 효과를 확인한 웨스턴 블롯 결과이다.

도  9는,  본  발명의  일  실시예에  따른,  미토콘드리아  타겟팅  서열의  ROS  효과를  확인한  실험  결과에  관한

것이다.

도 10은, 본 발명의 비교 실시예에 따른, 비교 서열의 모식도를 나타낸 그림이다.

도 11은, 본 발명의 비교 실시예에 따른, 비교 서열의 발현(로컬리제이션)을 레이저 공초점 주사 현미경으로 관

찰한 결과이다.

도 12는, 본 발명에서 사용된 Zn-TMhM 단백질을 Maldi-TOF/Ms/Ms로 확인하여, 서열을 확인하여 인간 MT1A임을

확인한 도면이다.

도 13은, TAT-MTS의 미토콘드리아에서의 활성이 유지되는 시간을 확인한 도면이다.

도 14는, Zn-TMhM의 MPTP-유도 파킨슨병 마우스 모델에서 치료 효과를 확인하기 위한 모델 제조 및 실험 조건을

시계열적으로 정리한 도면이다.

도 15는, Zn-TMhM의 MPTP-유도 파킨슨병 동물 모델에서의 치료 효과 확인한 도면으로, 도 15의 A는 Rotarod에서

의 운동능력을 확인한 도면이고(p<0.01), 도 15의 B 내지 D는 TH-positive neuron (도파민 신경세포)의 숫자

또는 신호 강도를 확인한 도면이다(*p<0.05, ***p<0.001).

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 더욱 쉽[0100]

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

실시예 1: 미토콘드리아 타겟팅 신규 서열(MTS, Mitochondria Targeting Sequence)의 제조[0101]

미토콘드리아로의 타겟팅 가능성을 시험하기 위하여, 세포막 투과성의 단백질 유입 도메인인 TAT 단독과, (TAT[0102]

+ 미토콘드리아 타겟팅 서열) 및 (TAT + 미토콘드리아 타겟팅 서열 + 타겟팅 하고자 하는 단백질)로 구분하여

각각을 제조하였다. 이하에서, 미토콘드리아 타겟팅 서열(Mitochondria  targeting  sequence)은 약어 'MTS'로

기재하였다.  

본 발명에 따른 MTS는 인공적으로 제조하였으며, 이들의 미토콘드리아 타겟팅 가능성은 MiroProt Ⅱ 프로그램을[0103]
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사용하여 가상으로 예측하였다. 구체적으로 본 발명에 따른 미토콘드리아 서열로는 서열번호 2(LLRAALRKAAL)로

구성된  미토콘드리아  타겟팅  서열(aMTS)을  사용하였고,  비교예로는  미토콘드리아  말레이트  디하이드로게나제

(mMDH), 숙시네이트 디하이드로게나제 서브유닛 알파(SDHA), 미토콘드리아 알데히드 디하이드로나제(ALDH2)로부

터 유래한 서열들을 사용하였다. 이들 서열 각각과 TAT를 결합하여 가상의 TAT-MTS를 제조하였고, 미토콘드리아

타겟팅 가능성을 계산하여 도 1B에 나타내었다. 

또한, 상기 TAT-MTS 뿐만 아니라, 단백질을 담지한 경우에도 미토콘드리아 타겟팅능이 보유되는 지 확인하기 위[0104]

하여, 상기에서 제조한 서열들에 추가로 GFP(green fluoroscence protein) 또는 hMT1A(human metallothionein

1A)의 단백질을 연결하였다. 연결구조는 도 1A에서와 같이 TAT-MTS-hMT1A의 구조 형식으로 제조하였다. TAT-단

백질과 TAT-MTS-단백질의 미토콘드리아 타겟팅 가능성은 MitoProt Ⅱ를 사용하여 계산하였고, 그 결과는 도 1B

에 나타내었다. 

도 1B에서 확인할 수 있듯이,  단백질을 연결하지 않은 TAT-mMDH,  TAT-SDHA,  TAT-ALDH2  및 TAT-aMTS는 모두[0105]

100%에 가까운 확률로 미토콘드리아를 타겟팅하였다. 그리고 GFP를 담지한 경우, TAT의 미토콘드리아 타겟팅 가

능성은 56.8%로 현저하게 낮아졌으나, TAT-mMDH, TAT-SDHA, TAT-ALDH와 같이 MTS와 연결한 경우는 98% 이상 미

토콘드리아로 타겟팅하는 것으로 예측되었다. 한편 hMT1A를 담지한 경우, TAT-mMDH-hMT1A는 67.7%, TAT-SDHA-

hMT1A는 77.1% 및 TAT-ALDH2-hMT1A는 87.6%의 타겟팅 확률을 나타내어 미토콘드리아 타겟팅 활성이 현저하게 낮

아지는 것을 확인하였다. 한편, TAT-aMTS-hMT1A 는 100%의 타겟팅 확률을 나타내어, GFP가 아닌 전달 단백질을

담지하는 경우에도, 미토콘드리아 타겟팅 활성을 효과적으로 보유하는 것을 확인할 수 있었다.

 [0106]

상기 서열과 TAT, TAT-mMDH, TAT-SDHA 및 TAT-ALDH2와의 사이즈의 비교는 도 1C에 나타내었다. 도 1C에 나타나[0107]

듯이, 97%의 타겟팅 스코어를 나타낸 서열번호 2의 LLRAALRKAAL는 총 11개의 아미노산으로 구성되어 있으며,

mMDH, SDHA 또는 ALDH2 보다 현저히 작은 사이즈를 가지는 것을 확인할 수 있었다. 

실시예 2: 미토콘드리아 타겟팅 서열(MTS)의 구조 예측[0108]

TAT-MTS가 미토콘드리아로 전달되는지를 확인하기 위하여 인 실리코 상에서 TAT-MTS 펩타이드의 이차 구조를 예[0109]

측하였고 그 결과를 도 2에 나타내었다. 

그 결과, COOT 프로그램은 TAT-MTS 펩타이드가 알파-헬리칼 구조를 나타내는 것을 보여주었다(도 2B). 또한, 헬[0110]

리칼 윌 프로젝션(Helical wheel projection)은 TAT-MTS 펩타이드 헬릭스가 양친성을 나타냄을 보여주었다(도

2C). 또한, MitoProtⅡ 프로그램은 TAT-MTS와 hMT1A간에 프로세싱 사이트(processing site)가 있다는 것을 예

측하였다(도 2A). 상기 프로세싱 사이트는 밑줄(underbar)로 표시된 부분이며, TAT-MTS-hMT1A가 미토콘드리아

내부로 전달되면, 잘리게 되는 처리 부분에 해당한다. 상기 구조 분석 결과를 통하여, 본 발명자들은 본 발명에

따른 신규 TAT-MTS 펩타이드가 MT1A를 미토콘드리아로 전달하기 충분한 능력을 가진다고 판단하였다. 

실시예 3: 세포 배양[0111]

SK-Hep1(인간 간세포 암종 세포)는 10%  우태아 혈청(FBS),  항생제(100㎍/㎖ 페니실린/스트렙토마이신의 혼합[0112]

물)로 보충된 고 글루코스(4.5g/L) Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)에서, 5%의 CO2, 37℃의 가습

대기에서 배양하였다. SH-SY5Y(인간 신경아세포종 세포)는 10% FBS와 항생제로 보충된 DMEM/F12에서, 5%의 CO2,

37℃에서 배양하였다. 
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실시예 4: 형질도입(Transduction)[0113]

이하에서, 'TAT-MTS-hMT1A'는 약어 'TMhM'로 기재하였다. [0114]

HindⅢ-TMhM-6xHis-BamHⅠ(바이오니어, 대한민국)의 합성 유전자는 포유류 발현용 pcDNA 3.1 (Progmega)로 클[0115]

로닝하였다. 합성 유전자의 서열은 다음과 같다(서열번호 13):

AAG CTT ATG GGC TAT GGC AGG AAG AAG CGG AGA CAG CGA CGA CGA TTG TTG CGC GCT GCC CTG CGC AAG GCT GCC[0116]

CTG ATG GAC CCC AAC TGC TCC TGC GCC ACT GGT GGC TCC TGC ACC TGC ACT GGC TCC TGC AAA TGC AAA GAG TGC

AAA TGC ACC TCC TGC AAG AAG AGC TGC TGC TCC TGC TGC CCC ATG AGC TGT GCC AAG TGT GCC CAG GGC TGC ATC

TGC AAA GGG GCA TCA GAG AAG TGC AGC TGC TGT GCC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TAG GGA TCC

pcDNA3-TMhM의  플라스미드는 Superfect
®
 형질도입 시약(QIAGEN,  Valencia,  CA)  사용하여 6-웰 플레이트에서[0117]

70%의 컨플루언트로 SK-Hep 세포에 형질도입시켰다. 2주 동안 G418 (1000㎍/㎖)을 사용하여 안정적인 세포들을

선별하였다. 플라스미드 pcDNA3.1-형질도입된 세포들은 대조군으로 사용하였다. 형질도입된 세포들은 면역화학

법 또는 웨스턴 블롯을 사용하여 분석하였다. 

실시예 5: Zn-TMhM 단백질의 제조[0118]

NcoⅠ-TAT-aMTS-HindⅢ-hMT1A-XhoⅠ (바이오니어, 대한민국)의 합성 유전자는 pET28a(+) (Clontech, CA, USA)[0119]

로 클로닝하였다. 합성 유전자의 서열은 다음과 같다(서열번호 14):

CC ATG GGC TAT GGC AGG AAG AAG CGG AGA CAG CGA CGA CGA TTG TTG CGC GCT GCC CTG CGC AAG GCT GCC CTG GGC[0120]

AAG CTT ATG GAC CCC AAC TGC TCC TGC GCC ACT GGT GGC TCC TGC ACC TGC ACT GGC TCC TGC AAA TGC AAA GAG

TGC AAA TGC ACC TCC TGC AAG AAG AGC TGC TGC TCC TGC TGC CCC ATG AGC TGT GCC AAG TGT GCC CAG GGC TGC

ATC TGC AAA GGG GCA TCA GAG AAG TGC AGC TGC TGT GCC CTC GAG. 

다른 운반 단백질 클로닝을 위하여 HindⅢ 위치는 aMTS와 hMT1A의 사이에 삽입하였다. pET28a-TMhM 플라스미드[0121]

는 E.coli 주 BL21 (DE)pLysS (Novagen, Madison, WI)으로 형질도입시켰고, LB 배지에서 OD600nm = 0.4~0.6이 될

때까지 4시간동안 37℃에서 50㎍/㎖의 암피실린과 함께 배양하였다. 단백질 발현을 유도하기 위하여 배지에 이

소프로필-베타-D-티오-갈락토사이드(IPTG, 1mM)를 가하였고, 세포들은 26℃에서 하룻밤동안 배양하였다. MT1A의

안정성을 증가시키기 위하여 유도 중에 1mM의 ZnSO4 (Sigma, St Louis, MO)를 가하였다. 세포 펠렛은 원심분리

로 수집하여 100mM의 페닐메틸술포닐 플로라이드(PMSF)의 존재 하에 용해 버퍼에서 분산시켰다. 이어서, 30초씩

8번 초음파처리하였다. 상청액은 0.45㎛ 필터로 여과하였고, FPLC (Bio-Rad, Hercules, CA)와 함께 Ni-NTA 수

지 컬럼을 사용한 고정화 금속 친화 크로마토그래피(Immobilized Metal Affinity Chromatography)로 정제하였

다. 20% 글리세롤과 1mM PMSF를 함유한 pH 7.4의 인산 완충 식염수에 대하여 3,500mw의 컷오프(cutoff) 값을

갖는 멤브레인(Spectrum Laboratories, CA)을 사용하여 투석을 통하여 정제된 단백질로부터 염을 제거하여 Zn-

TMhM  단백질을 제조하였다.  4℃에서 보관하기 전에 상기 단백질 제제에 프로테아제 인히비터 칵테일(Roche,

Switzerland)를 가하였다. 

본 발명에서 사용된 Zn-TMhM 단백질을 Maldi-TOF/Ms/Ms로 확인하여 human MT1A임을 확인하였다(도 12).[0122]

실시예 6: 미토콘드리아로의 로컬리제이션(Localization) 확인[0123]

TAT-MTS가 hMT1A를 미토콘드리아로 전달하는지 시험하기 위하여,  SK-Hep1  세포에서 플라스미드 형질도입으로[0124]
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His-tag한 TMhM를 과발현시켰다. 구체적으로 6-웰 플레이트에서 유리 커버 슬립상에 자란 세포들은 2μM Zn-

TMhM로 1시간 동안 처리하고, 웨스턴 블롯 분석 및 레이저 주사 공초점 현미경으로 결과를 확인하였다.  

미토콘드리아의 분리[0125]

SK-Hep1 세포의 미토콘드리아는 분별 원심분리(differential centrifugation)로 준비하였다. 구체적으로, 세포[0126]

를 수확하고 미토콘드리아 분리 완충액(MIB, 0.25M 수크로오스, 0.025M 트리스 및 1mM EDTA, pH 7.4) 1㎖에서

균질화하였다. 세포 파쇄액(cell homogenate)은 10분 동안 3,000rpm으로 원심분리하였고, 상청액을 10분 동안

9,500rpm으로  원심분리하였다.  미토콘드리아  펠렛은  MIB로  재분산시켰고  단백질  농도는  BCA  방법(Pierce,

Rockford, IL)으로 확인하였다. 

웨스턴 블롯 분석 [0127]

전체 세포 파쇄물(30㎍) 또는 미토콘드리아 파쇄물(10㎍)은 15% SDS-PAGE로 분리하여 웨스턴 블롯으로 분석하였[0128]

고, 화학발광 시스템(ECL, Amersham Bioscience, NJ)으로 증강시켰다. 6xHis에 대한 일차 항체(1:1000, Cell

Signaling Technology, Beverly, MA), Hsp60에 대한 일차 항체(1:1000, Santa Cruz)는 상업적으로 입수하였다.

HRP-컨쥬게이티드 이차 항체는 Cell Signaling Technology (Beverly, MA)에서 구입하였다. 단백질 등가 로딩은

항-베타-액틴 항체(Sigma Co., St. Louis, MO)에서 확인하였고, 그 결과를 도 3A에 나타내었다. 

그 결과, 도 3A에 나타나듯이 형질도입된 세포로부터 분리된 미토콘드리아 분획은 웨스턴 블롯 상에서 MT1A-[0129]

6xHis의 선명한 밴드를 확인할 수 있었다. 

레이저 주사 공초점 현미경 관찰[0130]

2μM Zn-TMhM로 1시간 동안 처리한 세포를 DPBS로 세척 후에 10% FBS를 함유하는 완전 배지에서 20분동안 최종[0131]

농도 300nM가 될 때까지 MitoTracker Orange (Molecular Proves, Eugene, OR)로 염색하였다. 세포들을 4%의 얼

음처럼  차가운  파라포름알데히드를  사용하여  10분동안  고정시키고,  0.1%의  트리톤  X-100으로  침투

(permeability)시켰다. 세포들은 실온에서 1시간 동안 트리스-완충 식염수 중의 5% BSA로 커버하였고, 이어서

토끼  다클론  6xHis  항체(Cell  Signaling  Technology,  Beverly,  MA,  USA;  1:500)와  함께  배양하였다.  세척

후에, Alexa Fluor 488 (1:1000, Molecular Probes)에 컨쥬게이티드된 적당한 이차 항체로 검출하였다. 핵은

실온에서 PBS 중의 Hoechst (2㎍/㎖ Molecular Probes, Eugene, OR)로 5분동안 염색하였다. 그 후 슬라이드를

PBS로 두 번 세척하고, DAKO 형광 증가(mounting) 배지(DAKO corporation, Carpinteria, CA)로 증가시켰다. 표

본들은 Hoechst, 6xHis 및 MitoTracker 각각에 대하여 405nm, 488nm 및 555nm에서 레이저 주사 공초점 현미경

(Carl Zeiss, Germany)을 사용해서 관찰하였고 그 결과를 도 3B에 나타내었다. 

그  결과,  도  3B에  나타나듯이,  면역화학적  염색도  과발현된  TMhM-6xhis의  미토콘드리아  로컬리제이션[0132]

(lacalization, 국소화)을 증명하였다. 이로부터, 인공 TAT-MTS는 신규한 미토콘드리아 타겟팅 서열로서 작용할

수 있으며, TMhM가 미토콘드리아로 타겟팅되는 능력을 보유하는 것을 확인하였다. 

실시예 7: E.coli에서 발현 및 정제한 Zn-TMhM의 확인[0133]

Zn-TMhM의 E.coli에서 발현 및 정제[0134]

TMhM의 단백질 전구약물로서의 가능성을 확인하기 위하여, Zn-TMhM을 E.coli에서 발현시키고, 친화 크로마토그[0135]

래피로 정제하였다. 구체적으로 ZnSO4의 존재 하에 E.coli에서 TMhM 단백질을 발현시키고, Ni-NTA 친화 컬럼으

로 정제하였다. Zn-TMhM 단백질의 순도는 쿠마시 블루(Coomassie blue) 염색과 웨스턴 블롯으로 확인하여 도 4A

에 나타내었다. 
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그 결과, 도 4A에 나타나듯이, 쿠마시 블루 염색 및 웨스턴 블롯 모두 Zn-TMhM의 존재 및 이의 순도를 확인할[0136]

수 있었다.

Zn-TMhM의 로컬리제이션 확인[0137]

다음으로, SK-Hep1 세포를 재조합 Zn-TMhM (2μM)과 1시간 동안 배양하였고, Zn-TMhM의 로컬리제이션을 분석하[0138]

여 그 결과를 도 4B에 나타내었다. 대조군(CTL)으로 DPBS-처리군을 사용하였다.

그 결과, 도 4B에 나타나듯이, His-tag 항체를 사용한 웨스턴 블롯에서 두 가지 다른 사이즈(10.1과 7.6kDa)의[0139]

Zn-TMhM 단백질들이 전세포 파쇄물에 존재하고, 반면 미토콘드리아에서는 7.6kDa의 Zn-TMhM만이 존재하는 것을

확인하였다. 

또한, 정제한 단백질들이 두 가지 다른 세포 타입(SK-Hep1, SH-SY5Y)에서도 여전히 미토콘드리아 내의 로컬리제[0140]

이션을 유지하는지 확인하기 위하여 Mitotracker 염색 후에, His-tag된 단백질 Zn-TMhM의 면역세포화학염색을

수행하고 레이저 주사 공초점 현미경으로 관찰하였다(×400, Scale bar = 10㎛). 

그 결과, 도 4C에 나타나듯이, 공초점 이미지들은 SK-Hep1, SH-SY5Y 모두에서 Zn-TMhM이 미토콘드리아로 로컬리[0141]

제이션 되는 것을 증명하였다. 이는, 불과 1시간의 짧은 배양시간 동안, 외인성 Zn-TMhM이 MT1A를 미토콘드리아

내부로 전달한다는 것을 의미하며, 또한 TAT-MTS가 단백질 약물을 세포와 미토콘드리아 막을 효과적으로 투과시

킨다는 것을 의미한다.

TAT-MTS의 미토콘드리아에서의 활성 유지[0142]

SK-Hep1  세포를 dsRed2-mito  플라스미드로 형질감염한 stable  cell  을 준비하였다(dsRed2-mito-SK-Hep1).  이[0143]

세포는 다른 처리 없이 미토콘드리아를 관찰할 수 있다. 35mm 플레이트 내 커버 글라스에서 배양한 ds-Red2-

mito-SK-Hep1 세포를 Tat-aMTS-GFP (TM-GFP) 단백질 (2μM 최종농도)로 도 13에 표시한 시간 (1h~72h) 동안 처

리하였다. 처리한 후에는 TM-GFP를 포함한 배지를 제거하고 PBS로 씻은 다음, TM-GFP 단백질이 포함되어 있지

않은 배지를 가하여 다시 24 ~ 72시간 동안 배양하였다. 각 처리시간 별로 커버 글라스를 회수하여, 세포를 고

정시킨 다음 공초점 현미경(confocal microscope)으로 관찰하였다. 

그 결과, 도 13에서 확인할 수 있듯이 TM-GFP 단백질은 48시간 이후부터 72시간까지 미토콘드리아에 계속 존재[0144]

하였으며, 배지에서 TM-GFP 단백질을 제거한 다음 48시간까지는 미토콘드리아에 존재하지만 72시간이 지나면 완

전히 분해되어 사라지는 것을 관찰하였다. 결과는 본 발명의 Tat-aMTS peptide (TM)을 포함한 융합단백질이 72

시간까지 활성을 보유하고, 시스템에서 제거하면 소실될 수 있음을 증명한다. 

실시예 8: 세포 내 프로세싱의 확인[0145]

대부분의 MTS들이 미토콘드리아로의 전달 후, 그들의 전구체 단백질로부터 제거되기 때문에 도 4B에서 예측되는[0146]

바와 같이(두 가지 사이즈의 10.1과 7.6kDa 발견) TAT-MTS가 미토콘드리아 내부에서 TMhM으로부터 제거(프로세

싱)될  가능성이  높다.  따라서,  이를  확인하기  위하여  미토콘드리아에서  형질도입된  MT1A의  분자량을

확인하였다. 

그 결과, 도 5A는 미토콘드리아 내에서 TMhM 단백질의 분자량이 7.6kDa인 것을 명확하게 나타내었다. 즉, Zn-[0147]

TMhM 전구체(precursor)의 분자량은 10.1kDa로 예측되는데, 미토콘드리아 매트릭스 신호 펩타이드 프로세싱 효
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소인 매트릭스 메탈로프로테아제로 프로세싱된 후에는 미토콘드리아 내의 성숙한(mature) 형태는 7.6kDa가 되는

것이다. 이와 같은 구조(또는 길이)상의 변화를 도 5B에 나타내었다. 도 5B의 화살표는 프로세싱 사이트를 의미

하는  것이고,  미토콘드리아  내부에서  Zn-TMhM이  프로세싱되면  His-tag와  잔여  아미노산(AALGKL)을  포함하는

hMT1A이 된다. 

실시예 9: 여러가지 단백질들의 미토콘드리아 타겟팅 확인[0148]

TAT-MTS가 다른 단백질과 융합되는 경우에도, 세포 투과성과 미토콘드리아 로컬리제이션 능력을 보유하는지 확[0149]

인하기  위하여,  인  실리코  분석을  수행하였다.  후보  단백질  약물로는  세포질  항산화  단백질인  SOD1,

카탈레이즈, EPX, GPX와 PD-관련 단백질인 PARK2 및 LRRK2를 TAT-MTS와 가상으로 컨쥬게이트시키고, 미토콘드리

아 타겟팅 점수를 MitoProtⅡ으로 계산하였다. 

표 1

이름[0150] Size (kDa) 가능성 TAT-aMTS+

Size (kDa) 가능성

MT1A 6.12 0.0028 8.97 0.9709

SOD1 15.94 0.0101 18.79 0.9993

Catalase 66.5 0.0616 69.35 0.9989

EPX 81.5 0.0269 83.9 0.9979

GPX 21.94 0.4122 24.79 0.9986

PARK2 51.65 0.0071 54.5 0.9995

LRRK2 286.15 0.0652 289 0.9996

그 결과, 상기 표 1에 나타나듯이, 모든 후보자 단백질들은 거의 100%에 가까운 미토콘드리아 타겟팅 가능성을[0151]

보여주었다. 이로부터, 본 발명의 미토콘드리아 타겟팅 서열이 결합(또는 연결)되는 물질에 상관없이 우수한 미

토콘드리아 타겟닝 활성을 보유하고 있으며, 나아가 여러가지 단백질 약물의 전달에 유용하게 사용될 수 있음을

알 수 있었다.

실시예 10: 세포 생존력 및 티로신 하이드록실레이즈에 대한 영향 확인[0152]

세포 생존력 평가(MTT assay)[0153]

MTT 시험은 살아있는 세포에서 미토콘드리아 디하이드로게나아제의 활성을 측정하는 방법이다. 0.5% FBS를 함유[0154]

한 DMEM-F12의 96-웰 플레이트에 있는 SH-SY5Y 세포(1×10
5
 세포/웰)는 1mM의 1-메틸-4-페닐-2,3-디하이드로피

리디니움 이온(MPP
+
)를 24시간 동안 처리하였다. 그 후, 세포들을 정제된 TMhM과 함께 24시간 동안 배양하였고,

PBS  중의  0.2㎎/㎖의  3-(4,5-디메틸티아졸-2-일)-2,5-디페닐-테트라졸리움  브로마이드(MTT,  Sigma  Co.,  St.

Louis, MO)와 4시간 동안 배양하였다. 살아있는 세포에 의해 형성된 MTT 포르마잔 침전물은 100㎕의 0.04N HCL/

이소프로판올에  용해시켰다.  흡광도를  540nm로  하여  ELISA  마이크로플레이트  리더기(Molecular  Devices,

Sunnyvale, CA)로 측정하였다. 

그 결과, 도 6에서 나타나듯이, SH-SY5Y 세포들에서, Zn-TNhM의 24시간 처리는 미토콘드리아 NADH 디하이드로게[0155]

나제의 활성(MTT)를 용량 의존적으로 증가시켰다(도 6A 및 6B). 48시간 및 72시간 이상의 더 긴 처리는 MTT 활

성을 변화시키지 않았으며, 이는 Zn-TNhM가 48시간 후에도 그 생리학적 활성을 충분히 보유하고 있는 것을 의미

한다. 

세포내 ATP 측정 [0156]
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ATP 생물발광 체세포 시험 키트(bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma Co., St. Louis, MO)를 사용하[0157]

여 루시페린-루시퍼라아제 반응을 통해 세포내 ATP 농도를 측정하였다. 구체적으로, 100㎕의 세포 파쇄물을 100

㎕의  루시페린-루시퍼라아제  반응  완충액과  혼합하고,  10분동안  20℃에서  배양하였다.  LB  9501  Lumat

luminometer (Berthold, Badwildbad, Germany)로 형광 신호를 측정하였다. 신호에서 세포가 없는 배지를 포함

하는 대조군 웰의 배경 형광 값은 빼고 계산하였고, ATP 양은 단백질 농도로 정규화하였다. 모든 데이타는 대조

군 %로서 표지하였다. 

그 결과, 도 6C에 나타나듯이 Zn-TMhM의 처리는 용량 의존적으로 세포내 ATP의 함량을 증가시키는 것을 확인할[0158]

수 있었다. 

티로신 하이드록실레이즈(TH)의 발현 양상 확인[0159]

도파민 합성의 제한효소이면서, 동시에 도파민성 신경의 생존 마커인 티로신 하이드록실레이즈(TH)의 발현은 웨[0160]

스턴 블롯으로 확인하였다. 대조군(CTL)은 DPBS-처리군을 사용하였다. 

그 결과, 도 6D에 나타나듯이, 6xHis와 β-액틴은 Zn-TMhM과 로딩 대조군의 존재를 보여주었고, 이로써 티로신[0161]

하이드록실레이즈의 발현이 Zn-TNhM에 의해서 변화하지 않았다는 것을 확인할 수 있었다.

실시예 11: 파킨슨 세포 모델에서 미토콘드리아의 활성 회복 확인[0162]

Zn-TMhM의 치료학적 효능은 MPP+ 유도 SH-SY5Y 세포를 사용하여 시험하였다. MPP+는 파킨슨병을 모방하기 위해[0163]

도파민계 신경 세포에서 미토콘드리아 손상을 유도하는데 유용하다. Zn-TMhM 처리 24시간 전에 1mM의 MPP+를 처

리하였고, MPP+ 매개 손상으로부터 회복 정도를 모니터링하였다. 

그 결과, 도 7A와 7B에 나타나듯이, Zn-TMhM는 용량 의존적으로 MTT의 활성과 ATP 함량을 회복시켰다. 흥미롭게[0164]

도, 도 7D에 나타나듯이, TH 발현은 4μM의 Zn-TMhM에서 완전히 회복되었다. 이는 Zn-TMhM이 도파민성 신경의

활성을 효과적으로 회복시키는 것을 의미하는 것이며, 상기 Zn-TMhM이 파킨슨병의 치료에 매우 강력한 후보물질

중 하나라는 점을 시사한다. 

실시예 12: 마우스에서 미토콘드리아 타겟팅 효과 확인[0165]

Zn-TMhM  단백질을  마우스에  투여하였을  경우,  실제로  조직과  미토콘드리아로  분포,  타겟팅되는  지를[0166]

확인하였다. 구체적으로, C57/BL6 마우스에 Zn-TMhM를2mg/kg 농도로 IP 주사(복강주사)하고, 24시간 후에 희생

하여 간 조직에서 분별 원심분리(differential centrifugation) 방법으로 미토콘드리아를 분리하였다. 간 전체

조직 파쇄물(liver lysate)과 미토콘드리아 분획 (Liver mito)은 SDS-PAGE 및 웨스턴 블롯으로 확인하였다. 사

용한 항체는 His-Tag(6xHis)였다. β-액틴과 TOM20 은 각각 간 파쇄물과 미토콘드리아 분획물의 로딩 대조군이

다. 

그 결과, 도 8에 나타나듯이, 투여한 Zn-TMhM이 간 및 간의 미토콘드리아에 존재하는 것이 확인되었다. 이로써,[0167]

Zn-TMhM을 투여시,  조직으로 효과적으로 전달되고, 나아가 약물을 미토콘드리아 내부로 타겟팅하여 전달하는

것을 확인할 수 있었다.
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실시예 13: 미토콘드리아 타겟팅 서열의 ROS 효과 확인 [0168]

Zn-TMhM 단백질이 미토콘드리아 기능을 회복시키는지 확인하기 위하여 miR-24를 과발현시켜 미토콘드리아의 기[0169]

능을 저하시킨 신경세포를 대상으로 실험을 수행하였다. 상기 신경세포에 Zn-TMhM (0, 1 및 2μM)을 24시간 동

안 처리하고, 1μM DCF-DA 와 0.5μM Hoechst 33342을 사용하여 37℃에서 1시간 동안 염색하였다. DCF-DA는 형

광 세기를 485nm/535nm, Hoechst 33342는 355nm/460nm에서 측정하였고, 그 후 DCF-DA/Hoechst의 비율로 ROS 양

을 정량하였다. 

그 결과, 도 9에 나타나듯이 Zn-TMhM이 대조군에 비해 약 36% 가량 증가한 ROS를 15% 이상 감소시키는 것을 확[0170]

인하였다. 

비교 실시예 1: [0171]

비교 실시예로서 TAT, 마우스 metallothione (MT1), MTS(ITMVSAL)을 사용하여, 미토콘드리아 타겟팅 서열을 제[0172]

조하였다. 상기 서열의 구조 모식도는 도 10에 나타내었다. 

E.coli에서  생산한  각각의  MT  (metallothionein),  TMT  (TAT-metallothionein),  TMM  (TAT-MTS-[0173]

metallothionein)을 세포(Ds-Red2-mito-transfected cell)에 4시간(도 10A), 24시간(도 10B) 동안 처리한 후,

His-Tag 항체로 염색하여 레이저 공초점 주사 현미경으로 관찰하였다. 

그  결과,  도  11에서  확인할 수  있듯이 MT,  TMT,  TMM  의  발현 위치의 변화가 거의 없었으며,  모두 세포질[0174]

(cytoplasm)에서 발견되었을 뿐, 24시간이 경과한 이후에는 오히려 핵 (nucleus)에서 주로 분포하는 것을 확인

할 수 있었다.

실시예 14: 파킨슨 병 동물 모델에서의 치료 효과 확인[0175]

마우스 사육[0176]

8주령의 C57BL/6 수컷 마우스(19-22 g)를 분양받아 경희대학교 약학대학의 동물 사육실에서 1 주일 이상 사육하[0177]

여 적응시켜 사용하였으며, 물과 사료는 자유롭게 섭취하도록 하였고, 사육 조건은 온도(22±2 ℃), 습도(53±3

%)로 유지하였다. 한편, 명암주기(12 시간)는 자동적으로 조절되도록 하였다. 

MPTP에 의해 유도된 파킨슨병 동물 모델 도파민 신경세포 회복[0178]

분리 정제한 단백질인 Zn-TMhM 이 파킨슨병의 증상을 회복하는지를 MPTP-유도 파킨슨병 마우스 모델에 적용하여[0179]

확인하였다. 구체적으로, 마우스(8주령, n=6)에 MPTP를 복강에 주사하여 만든 PD 마우스 모델 (acute model,

20mg/kg/injection, 2시간 간격 4회 복강주사)을 준비하였다. 주사한지 1주일 후 Zn-TMhM 3ug 을 오른쪽 흑질

(Substantia nigra, SN)부위에 stereotaxic injection 하였다. Zn-TMhM 주입 후 3일 후에 행동실험 (rotarod

test)를 실시하고, 뇌조직을 적출하여 실험을 진행하였다. 자세하게는, 행동실험과 뇌조직 관련 실험은 하기와

같이 실시하였다.

MPTP 투여에 의한 파킨슨병 동물 모델에서 Zn-TMhM의 치료 효능[0180]

마우스를 제1군(대조군), 제2군(MPTP-대조군), 제3군 (MPTP-Zn-TMhM 투여군)의 세 개의 군으로 나누었으며, 각[0181]

실험군 당 6마리씩 배분하였다. 실험 시작 2일 전 Rotarod 행동 실험의 전-훈련(pre-training)을 실시하였다.

실험일(7D, Day 7)에 제1군은 PBS 10 ㎕, 2군과 3군은 MPTP(20 mg/kg/injection)을 2시간 간격으로 4회 복강주

사하였다.  주사한지  1주일  후  Zn-TMhM(3  ㎍/2  ㎕  PBS)을  오른쪽  흑질(Substantia  nigra,  SN)  부위에

공개특허 10-2014-0032896

- 20 -



Stereotaxic 주입하였다. 다시 3일 후에 행동실험(Rotarod 실험)을 진행하였다. 실험의 동물들의 처리 조건 등

은 하기 표 2와 같고, 시계열적인 조건은 도 14에 나타난 바와 같다. 

표 2

[0182]

상기 표 2에 기재한 대로 처리하고, 도 14의 실험을 거쳐 행동학적 데이터를 수집한 다음 16일째 되는 날(D16)[0183]

마우스를 희생하여 조직을 채집하였다.

파킨슨병 동물모델의 행동 실험[0184]

파킨슨병 동물 모델에서 감각운동의 협조능력(Sensorimotor  coordination)을  측정하여,  운동저하(hypokinesi[0185]

a)를 모니터하기 위하여, Rotarod test를 진행하였다.

회전기구는 회전축(지름 7.3 cm)과 5 마리의 마우스를 한번에 테스트하기 위하여 5개의 각각의 구역으로 이루어[0186]

져 있었다. 마우스를 회전기구에서 하루에 두번씩 2일에 걸쳐 훈련시킨 후(훈련 시 회전 속도 1일째-4 rpm, 2일

째-20 rpm), 3일째에 해당하는 실전 실험시에는 회전 속도를 25 rpm으로 증가시켰다. 회전막대 위에서 마우스가

버티는 시간을 측정하였으며, 각 마우스 별로 3분의 간격을 두고 3번의 측정하였다. 최대 측정 시간은 300초로

진행하였다.

뇌조직 샘플 제작 및 면역 세포화학 분석[0187]

Rotarod test를 진행한 후, 마우스를 50 mg/kg의 Zoletil을 근육주사하여 마취하고, 뇌조직을 적출하여 실험을[0188]

진행하였다. 

3마리에서 적출한 뇌조직은 striatum (ST)과 SN을 dissection 하여 단백질 용해물(lysate)을 만들고 tyrosine[0189]

hydroxylase (TH)의 발현을 웨스턴 블랏으로 확인하였다. 

아울러,  염색을  위한  나머지  3마리는  희생시  4%  파라포름알데하이드(PBS)로  심장을  통해  관류한  다음[0190]

(transcardially), 뇌를 적출하였다. 4% 파라포름알데하이드로 다시 한번 고정한 다음, 4℃ 30% 수크로즈 용액

에 가라앉을 때까지 담가두었다. 냉동된 뇌조직은 cryostat microtome(CM3000: Leica, Wetzlar, 독일)을 사용

하여 30 μm 관상 절편으로 절편하였다. 절편 조직들은 면역 세포화학 분석을 위해 저장용액(글리세린, 에틸렌

글리콜, PBS)에 담가 4 ℃에 보관하였다. 뇌 절편들을 커버슬립에 올리고, PBS로 세척한 다음 조직에 존재하는

퍼옥시다제 활성을 제거하기 위해, 1% H2O2(PBS)로 15분간 전처리하였다. 탈수된 뇌 절편은 1차 항체인 항-티로

신 히드록실라제(항-TH, 밀리포어, Rabbit 1 : 2000)를 하룻밤 반응시킨 후, 2차 항체 비오틴화 항-래빗 IgG로

90분간 반응시킨 다음, 아비틴-비오틴 복합 용액(Vectastain ABC 키트; Vector Laboratories, Burlingame, C

A)으로 1시간 반응, 그리고 디아미노벤지딘(Diaminobenzidine)을 이용하여 발색시켰다. 도파민 세포 보호효과는

선조체(striatum, ST)에서는 광학밀도(optical density)를 측정하고, 흑질(substantia nigra, SN)에서 TH 양성

세포 숫자를 세어 확인하고 정량하였다.

한편, 각군의 마우스 중 일부는 뇌를 자르지 않고, 뇌 조직을 대뇌 피질(cortex), 소뇌(cerebellum), 선조체[0191]
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(striatum, ST) 및 흑질(substantia nigra, SN)로 각각 분리하여 웨스턴 블랏을 하기 위해 보관하였다.

파킨슨 병 동물 모델에서의 치료 효과 확인[0192]

상기 실험들의 결과, Zn-TMhM의 주입은 MPTP 복강주사로 이미 소실된 운동능력을 거의 정상수준 이상으로 회복[0193]

시켰으며 (p<0.01), SN과 ST 조직의 TH 발현을 웨스턴 블랏으로 확인하였을 때, 모두 MPTP에 의해 감소된 TH의

발현이 거의 정상수준으로 회복되었다(도 15의 A)(*p<0.05, ***p<0.001). 

뇌조직의 웨스턴 블랏 및 면역염색을 통해서는 SN 과 ST에서 MPTP에 의해 소실되었던 TH-positive neuron (도파[0194]

민 신경세포)의 숫자가 Zn-TMhM 주입으로 인해 90% 이상 회복됨을 보여주었다. 이는 Zn-TMhM이 전처리에 의한

신경세포 보호 뿐만 아니라, 이미 손상된 도파민 신경세포를 회복할 수 있는 효능이 있음을 증명하는 것으로,

진행중인 파킨슨병을 치료할 수 있는 효능을 가짐을 보여준다(도 15의 B 내지 D).

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0195]

경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 실시될 수 있음을 이해할 수 있다. 이와 관련하여, 이상에서 기술한 실시

예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 제한적인 것이 아닌 것으로 이해하여야 한다. 본 발명의 범위는 전술한 상

세한 설명보다는 후술되는 특허 청구범위의 의미 및 범위, 그리고 그 등가 개념으로부터 도출되는 모든 변경 또

는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5
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도면6

도면7
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도면8

도면9

도면10
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도면11
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도면12

도면13

도면14
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도면15

서 열 목 록

<110>    University-Industry Cooperation Group of Kyung Hee University

<120>    Mitochondrial targeting peptide

<130>    PA130784KR

<150>    10-2012-0096446

<151>    2012-08-31

<160>    14

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    1

Leu Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Ala Ala

  1               5                  10

<210>    2

<211>    11

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    2

Leu Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Ala Ala Leu

  1               5                  10    

<210>    3

<211>    10

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    3

Leu Leu Arg Leu Leu Leu Arg Lys Ala Ala

  1               5                  10

<210>    4

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    4

Leu Leu Arg Leu Leu Leu Arg Lys Ala Ala Leu

  1               5                  10    

<210>    5

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    5

Met Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Gly Pro Arg Leu Ser Arg Leu

  1               5                  10                  15

<210>    6

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    6

Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Gly Pro Arg Leu Ser Arg Leu

  1               5                  10                

<210>    7

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    7

Ala Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Gly Pro Arg Leu Ser Arg Leu

  1               5                  10                  15

<210>    8

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    8

Met Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Gly Pro Arg Leu Ser Arg Met

  1               5                  10                  15

<210>    9

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence

<400>    9

Leu Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Gly Pro Arg Leu Ser Arg Met

  1               5                  10                  15

<210>    10

<211>    15

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Mitochondrial targeting sequence
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<400>    10

Ala Leu Arg Ala Ala Leu Arg Lys Gly Pro Arg Leu Ser Arg Met

  1               5                  10                  15

<210>    11

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Protein transduction domain sequence

<400>    11

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg

  1               5                  10    

<210>    12

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Protein transduction domain sequence

<400>    12

Tyr Ala Arg Ala Ala Ala Arg Gln Ala Arg Ala

  1               5                  10    

<210>    13

<211>    288

<212>    DNA

<213

>    Artificial Sequence

<220><223>    HindIII-TMhM-6xHis-BamHI

<400>    13

aagcttatgg gctatggcag gaagaagcgg agacagcgac gacgattgtt gcgcgctgcc         60

ctgcgcaagg ctgccctgat ggaccccaac tgctcctgcg ccactggtgg ctcctgcacc        120

tgcactggct cctgcaaatg caaagagtgc aaatgcacct cctgcaagaa gagctgctgc        180

tcctgctgcc ccatgagctg tgccaagtgt gcccagggct gcatctgcaa aggggcatca        240

gagaagtgca gctgctgtgc ccatcatcat catcatcatt agggatcc                     288

<210>    14

<211>    272
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    NcoI-TAT-aMTS-HindIII-hMT1A-XhoI

<400>    14

ccatgggcta tggcaggaag aagcggagac agcgacgacg attgttgcgc gctgccctgc         60

gcaaggctgc cctgggcaag cttatggacc ccaactgctc ctgcgccact ggtggctcct        120

gcacctgcac tggctcctgc aaatgcaaag agtgcaaatg cacctcctgc aagaagagct        180

gctgctcctg ctgccccatg agctgtgcca agtgtgccca gggctgcatc tgcaaagggg        240

catcagagaa gtgcagctgc tgtgccctcg ag                                      272
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