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명 세 서

청구범위

청구항 1 

IL-7 유전자 엑손 1의 5' 비번역 부위(untranslated region; UTR)에서 상부 ATGs(upstream ATGs; uATGs)가 돌

연변이된 IL-7 유전자 엑손 1의 5' 말단을 포함하는 왼쪽 상동성 팔(left homologous arm; LHA) DNA, 향상된

녹색형광단백질(enhanced green fluorescent protein; eGFP) 유전자, 항생제 선별 마커 유전자 및 IL-7 유전자

엑손 1의 3' 말단을 포함하는 오른쪽 상동성 팔(right  homologous  arm;  RHA)  DNA를 순서대로 연결한 공여체

(donor) DNA 카세트.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 왼쪽 상동성 팔 DNA는 서열번호 1로 표시되는 염기서열로 이루어진 것을 특징으로 하는

공여체 DNA 카세트.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 항생제 선별 마커 유전자는 퓨로마이신(puromycin) 내성 마커 유전자인 것을 특징으로 하

는 공여체 DNA 카세트.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 오른쪽 상동성 팔 DNA는 서열번호 2로 표시되는 염기서열로 이루어진 것을 특징으로 하는

공여체 DNA 카세트.

청구항 5 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 공여체 DNA 카세트를 포함하는 eGFP 리포터 공여체 재조합 벡터.

청구항 6 

제1항 내지 제4항 중 어느 한 항의 공여체 DNA 카세트가 숙주세포의 염색체 내 IL-7 유전자 엑손 1 부위에 삽입

되어 있는 재조합 IL-7 발현 eGFP 리포터 세포주.

청구항 7 

제6항에 있어서, 상기 IL-7 유전자 엑손 1 부위는 서열번호 3으로 표시되는 표적 염기서열 위치인 것을 특징으

로 하는 재조합 IL-7 발현 eGFP 리포터 세포주.

청구항 8 

제6항에 있어서, 상기 숙주세포는 인간 A549 세포 또는 인간 RKO 세포인 것을 특징으로 하는 재조합 IL-7 발현

eGFP 리포터 세포주. 

청구항 9 

(1) 제6항의 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에 시험물질을 접촉시키는 단계;

(2) 상기 시험물질을 접촉한 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에서 eGFP 리포터의 신호 세기를 측정하는 단계;

및

(3) 대조구 시료와 비교하여 상기 eGFP 리포터의 신호 세기가 증가한 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 IL-

7 발현 촉진제 스크리닝 방법.

청구항 10 

(1) 제6항의 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에 시험물질을 접촉시키는 단계;
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(2) 상기 시험물질을 접촉한 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에서 eGFP 리포터의 신호 세기를 측정하는 단계;

및

(3) 대조구 시료와 비교하여 상기 eGFP 리포터의 신호 세기가 증가한 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 면

역결핍 질환 치료제 스크리닝 방법.

청구항 11 

제10항에 있어서, 상기 면역결핍 질환은 선천성 면역결핍증, 암, 만성바이러스 감염, 골수이식 후 면역결핍증,

박테리아 패혈증 및 항암 치료 후 면역결핍증으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나인 것을 특징으로 하는 면

역결핍 질환 치료제 스크리닝 방법.

청구항 12 

엘립티신(ellipticine),  클레마스틴  퓨마레이트(clemastine  fumarate),  센트로페녹신  하이드로클로라이드

(centrophenoxine  hydrochloride)  및  7-(하이드록시이미노)사이클로프로파[b]크로멘-1a-카르복실레이트  에틸

에스테르(7-(hydroxyimino)cyclopropa[b]chromen-1a-carboxylate ethyl ester; CPCCOEt)로 이루어진 군에서 선

택된 어느 하나 이상의 화합물을 유효성분으로 포함하는 면역결핍 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물.

청구항 13 

제12항에 있어서, 상기 화합물은 IL-7 발현을 촉진하는 것을 특징으로 하는 면역결핍 질환 예방 또는 치료용 약

학 조성물.

청구항 14 

제12항 또는 제13항에 있어서, 상기 면역결핍 질환은 선천성 면역결핍증, 암, 만성바이러스 감염, 골수이식 후

면역결핍증, 박테리아 패혈증 및 항암 치료 후 면역결핍증으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나인 것을 특징

으로 하는 면역결핍 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 IL-7 발현 리포터 세포주 및 이를 이용한 면역결핍 질환 치료제 스크리닝 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

IL-7은 T 세포 발달 및 말초 T 세포 항상성에 필수적인 사이토카인으로서, 상피 및 기질 세포에서 주로 발현된[0002]

다. IL-7 유전자 발현은 오랫동안 상시적으로 발현된다고 생각되었으나, 최근 연구에서는 상기 유전자의 발현이

다양한 상황에 따라 조절될 수 있다는 것이 밝혀졌다. 하지만, IL-7 프로모터 내의 인터페론 촉진 반응 인자

(interferon stimulated response element; ISRE)에 의해 매개되는 IFNg-의존적인 IL-7 발현을 제외하고는, 그

조절 기작이 잘 알려지지 않았다.

외부에서 전달되는 IL-7은 항바이러스 및 항종양 방어 기작을 향상시킬 수 있다. 이에, IL-7은 다양한 면역 결[0003]

핍 질환들을 치료하는 데 있어, 잠재적인 가능성을 가지고 있다. 하지만, IL-7은 단백질이고, 임상적으로 사용

하기 위해서는 그 생산 단가가 표준 화학 약물에 비해 10배 이상으로 매우 높다. 따라서, 효과적인 IL-7 유도

화합물을 발굴하는 것은 의학적으로 매우 가치있는 일이다.

생체 내에서(in vivo) IL-7 발현을 관측하기 위해서, 본 발명자들은 이전에 IL-7의 발현이 향상된 녹색형광단백[0004]

질(enhanced  green  fluorescent  protein;  eGFP)  또는  향상된  황색형광단백질(enhanced  yellow  fluorescent

protein; eYFP)로 리포팅하는 마우스를 개발하였는데, 이는 eGFP 또는 eYFP로 IL-7 유전자 전사를 관측할 수 있

었다. 비록 상기 리포터 마우스는 IL-7 발현 세포 종류를 확인하는데 매우 유용하게 사용할 수 있지만, IL-7 발

현 세포가 생체에 매우 드물기 때문에, 고속 대량 스크리닝(high-throughput screening; HTS) 포맷으로 화합물

을 스크리닝하는 용도에 사용되기에는 비실용적이다. 따라서, IL-7 리포터 세포주와 같은 더욱 실용적인 시스템

을 수립할 필요성이 있다. 

최근에, CRISPR/Cas9 (Cas9)-매개 유전자 편집 기술은 외부 DNA를 유전체 내 특정 위치로 도입하는데 매우 유용[0005]
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하게 사용된다. 표적 유전체 DNA(genomic DNA; gDNA) 서열에 염기-쌍 상보성을 갖는 단일 가이드 RNA(single

guide RNA; sgRNA)의 유도에 따라, Cas9 단백질은 상동 의존적 복구과정(homology-directed repair; HDR)을 촉

진할 수 있는, 위치-특이적 DNA 이중 나선 절단(DNA double-strand breaks; DSBs)을 유도할 수 있다. 이에, 적

절한 길이의 상동성 팔이 측면에 연결되어 있는 어떤 공여체(donor) DNA라도, sgRNA 및 Cas9 단백질 복합체에

의해 원하는 표적 위치 내로 삽입시킬 수 있다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국공개특허 제10-2015-0027752호(2015.03.12 공개) [0006]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 IL-7 발현을 모니터링하기 위한 eGFP 리포터 공여체 DNA 카세트를 제공하는데 있다. [0007]

본 발명의 다른 목적은 상기 공여체 DNA 카세트가 숙주세포의 염색체 내에 삽입되어 세포주 수준에서 IL7 발현[0008]

을 모니터링할 수 있는 IL-7 발현 eGFP 리포터 세포주를 제공하는데 있다. 

본 발명의 또 다른 목적은 상기 IL-7 발현 eGFP 리포터 세포주를 이용한 IL-7 발현 촉진제 스크리닝 방법을 제[0009]

공하는데 있다. 

본 발명의 또 다른 목적은 상기 IL-7 발현 eGFP 리포터 세포주를 이용한 면역결핍 질환 치료제 스크리닝 방법을[0010]

제공하는데 있다. 

본 발명의 또 다른 목적은 엘립티신(ellipticine), 클레마스틴 퓨마레이트(clemastine fumarate), 센트로페녹신[0011]

하이드로클로라이드(centrophenoxine hydrochloride) 및 7-(하이드록시이미노)사이클로프로파[b]크로멘-1a-카르

복실레이트 에틸 에스테르(7-(hydroxyimino)cyclopropa[b]chromen-1a-carboxylate ethyl ester; CPCCOEt)로 이

루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 면역결핍 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물을

제공하는데 있다.

과제의 해결 수단

본 발명은 IL-7  유전자 엑손 1의 5' 비번역 부위(untranslated region; UTR)에서 상부 ATGs(upstream ATGs;[0012]

uATGs)가 돌연변이된, IL-7 유전자 엑손 1의 5' 말단을 포함하는 왼쪽 상동성 팔(left homologous arm; LHA)

DNA, 향상된 녹색형광단백질(enhanced green fluorescent protein; eGFP) 유전자, 항생제 선별 마커 유전자 및

IL-7 유전자 엑손 1의 3' 말단을 포함하는 오른쪽 상동성 팔(right homologous arm; RHA) DNA를 순서대로 연결

한 공여체(donor) DNA 카세트를 제공한다.

또한, 본 발명은 상기 공여체 DNA 카세트를 포함하는 eGFP 리포터 공여체 재조합 벡터를 제공한다.[0013]

또한, 본 발명은 상기 공여체 DNA 카세트가 숙주세포의 염색체 내 IL-7 유전자 엑손 1 부위에 삽입되어 있는 재[0014]

조합 IL-7 발현 eGFP 리포터 세포주를 제공한다.

또한, 본 발명은 (1) 제6항의 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에 시험물질을 접촉시키는 단계; (2) 상기 시험물[0015]

질을 접촉한 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에서 eGFP 리포터의 신호 세기를 측정하는 단계; 및 (3) 대조구 시

료와 비교하여 상기 eGFP 리포터의 신호 세기가 증가한 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 IL-7 발현 촉진제

스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 (1) 제6항의 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에 시험물질을 접촉시키는 단계; (2) 상기 시험물[0016]

질을 접촉한 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에서 eGFP 리포터의 신호 세기를 측정하는 단계; 및 (3) 대조구 시

료와 비교하여 상기 eGFP 리포터의 신호 세기가 증가한 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 면역결핍 질환 치

료제 스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 엘립티신(ellipticine), 클레마스틴 퓨마레이트(clemastine fumarate), 센트로페녹신 하이드로[0017]
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클로라이드(centrophenoxine hydrochloride) 및 7-(하이드록시이미노)사이클로프로파[b]크로멘-1a-카르복실레이

트 에틸 에스테르(7-(hydroxyimino)cyclopropa[b]chromen-1a-carboxylate  ethyl  ester;  CPCCOEt)로 이루어진

군에서 선택된 어느 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 면역결핍 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한

다.

발명의 효과

본 발명은 IL-7 발현 리포터 세포주 및 이를 이용한 면역결핍 질환 치료제 스크리닝 방법에 관한 것으로서, 본[0018]

발명자들은 Cas9 유전자-표적화 기술을 이용하여, 인간 세포주에서 전사 수준의 내재적 IL-7 발현을 관측하기

위한 리포터 시스템을 개발하였다. 또한, 본 발명자들은 HTS 포맷에서 IL-7 상향 조절을 유도하는 화합물에 대

한 파일럿-스크리닝을 수행하였고, IL-7 유전자 전사를 상향조절할 수 있는 화합물을 발굴하였다. 따라서, 본

발명의 IL-7 리포터 시스템 및 IL-7 리포터 세포주는 HTS 포맷에서 IL-7 조절 화합물을 스크리닝하는데 매우 유

용하게 활용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 IL-7 리포터 유전자 표적화 전략 및 우수한 단일 가이드 RNA(single guide RNA; sgRNA) 선별 과정을 나[0019]

타낸다. (a) Cas9-유도 상동 재조합(homologous recombination; HR)을 이용하여, IL-7 시작 코돈 부위로 eGFP

리포터 유전자를 삽입하기 위한 전략을 나타낸다. Ex1, 엑손 1; ATG, 실제(authentic) ATG; XX, uATG 돌연변이

(도 2). (b) IL-7 위치 내의 sgRNA 표적을 붉은색 선으로 표시하였고, sgRNA#5에 대한 서열 및 이와 관련된 PAM

은 각각 녹색 및 파란색으로 표시하였다. (c) 293T 세포 내의 IL-7 위치에서 T7E1 분석을 통한 sgRNAs의 표적화

효율 분석 결과를 나타낸다. +는 반응에 있어서 T7E1을 의미한다. 붉은색 화살표 머리는 예상되는 단편을 표시

한다.

도 2는 왼쪽 상동성 팔 서열 및 특성을 나타낸다. 인터페론-자극 반응 요소(Interferon-stimulated response

element; ISRE)는 노란색 하이라이트로 표시하였다. CpG 섬(UCSC 유전체 브라우저에서 확인)은 프로모터 부위에

존재하는데,  722bp를  커버하는  1
st

 인트론에  존재한다(시작  사이트는  검은색  삼각형으로  표시).  상부

ATGs(Upstream ATGs; uATGs)는 붉은색 글씨로 표시하였고, 실제(authentic) ATG 시작 사이트는 녹색 하이라이

트 상 붉은색 글씨로 표시하였다. 돌연변이된  uATGs (T to G)는 Xs로 표시하였고, 5’ UTR의 삭제된 부분은 회

색 음영으로 표시하였다. 오른쪽 상동성 팔은 실제 ATG 코돈으로부터 시작하여 1
st
 인트론으로 확장된다.

도 3은 IL-7 eGFP 리포터 세포주의 수립에 대해 나타낸다. (a) A549 및 RKO 세포로부터 IL-7 eGFP 리포터 클론

들을 제작하는 과정을 나타낸다. (b) 표적화된 A549 및 RKO 세포의 단일 클론에서 eGFP (좌) 및 PuroR (우)이

IL-7 위치에 정확하게 삽입되었는지 확인하기 위한 PCR 유전자형 분석 결과를 나타낸다. eGFP 삽입 (967 bp) 및

PuroR 삽입 (1423 bp)을 증폭하기 위한 프라이머들(녹색 및 보라색 화살표)은 다이어그램(위) 상에 표시하였고,

PCR 산물은 젤 상에 나타냈다(아래). (c) 선택된 클론들(A549#6 and RKO#5)을 미처리(No), IFNg 단독 처리 또

는 IFNg와 AzaC로 처리하였고, IL-7 및 eGFP mRNA 발현은 qRT-PCR로 분석하였다. (d) 형질전환되지 않은 세포

(A549 and RKO) 및 유전형 확인된 단일 클론(A549#6 and RKO#5)을 미처리(reporter untreated) 또는 IFNg/AzaC

로 12시간 동안 처리하였고, 이의 eGFP 신호는 FACS로 분석하였다. (e) 선택된 클론들로부터 PCR 증폭된 오프-

타겟 부위(536 bp)의 서열분석을 통해 잠재적인 오프-타겟 사이트를 분석하였다. *P < 0.05, **P < 0.01.

도 4는 HTS 포맷에서 IL-7 유전자 상향조절을 유도하는 화합물의 파일럿 스크리닝 결과를 나타낸다. (a) 화합물

스크리닝을 위한 모식도를 나타낸다. (b) 96-well plate에서 A549, 미처리된 A549#6 (No) 및 IFNg/AzaC-처리된

A549#6로부터 얻은 대표적인 eGFP 이미지(좌) 및 이와 관련된 정량적 결과(우)를 나타낸다. (c) 96-well plate

에서  80개의  화합물들로  처리한  A549#6  세포로부터  얻은  대표적인  eGFP  이미지를  나타내며,  엘립티신

(ellipticine)이  최고치를  나타냈다.  (d)  96-well  plate에서  400개의  화합물로 처리한 웰에 대한 정량적인

eGFP 신호 세기를 나타낸다. 가로선은 평균 신호 세기의 1.5배 증가된 것을 표시한다. *P < 0.05, **P < 0.01.

도 5는 IL-7 발현을 상향조절하는 것으로 스크리닝된 화합물의 확인 결과이다. (a) 엘립티신(ellipticine)의 화

학구조를 나타낸다. (b-c) A549 또는 A549#6 세포를 미처리 또는 A549#6를 16시간 동안 엘립티신(EL, 10μM,

b)으로 단독처리하거나, AzaC(5μM)와 함께 처리하였다. (b) eGFP 이미지를 나타내고, (c) qRT-PCR로 정량화된

IL-7 mRNA 발현을 나타낸다. (d) A549 및 RKO 세포는 미처리(No) 또는 엘립티신(EL, 5μM)으로 처리되었고, 몇

몇 알려진 유전자를 포함한 mRNA 발현 수준을 측정하였다. **P < 0.01, ***P < 0.001.
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발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명자들은 Cas9 유전자-표적화 기술을 이용하여, 인간 세포주에서 전사 수준[0020]

의 내재적 IL-7 발현을 모니터링하기 위한 리포터 시스템을 개발하였다. 또한, 본 발명자들은 HTS 포맷에서 IL-

7 상향 조절을 유도하는 화합물에 대한 파일럿-스크리닝을 수행하였고, IL-7 유전자 전사를 상향조절할 수 있는

화합물을 발굴하고 본 발명을 완성하였다. 

본 발명은 IL-7  유전자 엑손 1의 5' 비번역 부위(untranslated region; UTR)에서 상부 ATGs(upstream ATGs;[0021]

uATGs)가 돌연변이된 IL-7  유전자 엑손 1의 5' 말단을 포함하는 왼쪽 상동성 팔(left homologous arm; LHA)

DNA, 향상된 녹색형광단백질(enhanced green fluorescent protein; eGFP) 유전자, 항생제 선별 마커 유전자 및

IL-7 유전자 엑손 1의 3' 말단을 포함하는 오른쪽 상동성 팔(right homologous arm; RHA) DNA를 순서대로 연결

한 공여체(donor) DNA 카세트를 제공한다.

상세하게는, 상기 왼쪽 상동성 팔 DNA는 서열번호 1로 표시되는 염기서열로 이루어질 수 있으며, 상기 오른쪽[0022]

상동성 팔 DNA는 서열번호 2로 표시되는 염기서열로 이루어질 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

상세하게는,  상기  항생제  선별  마커  유전자로는  퓨로마이신(puromycin),  네오마이신(neomycin),  앰피실린[0023]

(ampicilin), 카나마이신(kanamycin), G418, 블레오마이신(Bleomycin), 하이그로마이신(hygromycin), 클로람페

니콜(chloramphenicol)과 같은 항생제 내성 유전자가 있으나, 이에 한정되는 것은 아니며, 당업자에 의해 적절

히 선택 가능하다. 본 발명에서는 퓨로마이신(puromycin) 내성 마커 유전자를 사용하는 것이 가장 바람직하다.

또한, 본 발명은 상기 공여체 DNA 카세트를 포함하는 eGFP 리포터 공여체 재조합 벡터를 제공한다.[0024]

본 발명에 있어서, “벡터”는 클론유전자(또는 클론 DNA의 다른 조각)를 운반하는데 사용되는 스스로 복제되는[0025]

DNA분자를 의미한다.

또한, 본 발명은 상기 공여체 DNA 카세트가 숙주세포의 염색체 내 IL-7 유전자 엑손 1 부위에 삽입되어 있는 재[0026]

조합 IL-7 발현 eGFP 리포터 세포주를 제공한다. 바람직하게는, 상기 IL-7 유전자 엑손 1 부위는 서열번호 3으

로 표시되는 표적 염기서열 위치일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 바람직하게는, 상기 숙주세포는 인

간 A549 세포 또는 인간 RKO 세포일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에서 상기 공여체 DNA 카세트를 숙주세포의 염색체 상에 삽입하는 방법으로는 통상적으로 알려진 유전자[0027]

조작방법을 사용할 수 있으며, 본 발명에서는 CRISPR/Cas9 유전자-표적화 기술을 사용하였다.

본 발명에서 사용한 "CRISPR/Cas9 시스템"은 특정 염기서열에 특이적으로 결합하는 RNA(gRNA)와 특정한 염기서[0028]

열을 자르는 가위 역할인 Cas9 nuclease로 구성되어 있다. 표적으로 하는 유전체 염기서열에 상보적으로 제작된

gRNA 및 Cas9을 세포 내로 도입하면, 위치 특이적으로 DNA 이중 나선을 절단하는 시스템이다. 본 발명의 공여체

DNA 카세트를 포함하는 eGFP 리포터 공여체 재조합 벡터를 CRISPR/Cas9 시스템과 함께 세포 내로 도입하면, 상

동 재조합(homologous recombination)을 통해 유전체의 표적 위치에 본 발명의 공여체 DNA 카세트를 삽입할 수

있다.

또한, 본 발명은 (1) 상기 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에 시험물질을 접촉시키는 단계; (2) 상기 시험물질[0029]

을 접촉한 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에서 eGFP 리포터의 신호 세기를 측정하는 단계; 및 (3) 대조구 시료

와 비교하여 상기 eGFP 리포터의 신호 세기가 증가한 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 IL-7 발현 촉진제

스크리닝 방법을 제공한다.

또한, 본 발명은 (1) 상기 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에 시험물질을 접촉시키는 단계; (2) 상기 시험물질[0030]

을 접촉한 재조합 IL-7 발현 리포터 세포주에서 eGFP 리포터의 신호 세기를 측정하는 단계; 및 (3) 대조구 시료

와 비교하여 상기 eGFP 리포터의 신호 세기가 증가한 시험물질을 선별하는 단계를 포함하는 면역결핍 질환 치료

제 스크리닝 방법을 제공한다.

본 발명의 스크리닝 방법을 언급하면서 사용되는 용어 "시험물질"은 유전자의 발현량에 영향을 미치거나, 단백[0031]

질의 발현 또는 활성에 영향을 미치는지 여부를 검사하기 위하여 스크리닝에서 이용되는 미지의 후보 물질을 의

미한다. 상기 시료는 화합물, 뉴클레오타이드, 안티센스-RNA, siRNA(small interference RNA) 및 천연물 추출

물을 포함하나, 이에 제한되는 것은 아니다.

또한, 본 발명은 엘립티신(ellipticine), 클레마스틴 퓨마레이트(clemastine fumarate), 센트로페녹신 하이드로[0032]

클로라이드(centrophenoxine hydrochloride) 및 7-(하이드록시이미노)사이클로프로파[b]크로멘-1a-카르복실레이
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트 에틸 에스테르(7-(hydroxyimino)cyclopropa[b]chromen-1a-carboxylate  ethyl  ester;  CPCCOEt)로 이루어진

군에서 선택된 어느 하나 이상을 유효성분으로 포함하는 면역결핍 질환 예방 또는 치료용 약학 조성물을 제공한

다. 상세하게는, 상기 화합물은 IL-7 발현을 촉진하는 것을 특징으로 한다.

본 명세서에 있어서, "면역결핍 질환"은 선천성 면역결핍증, 암, 만성바이러스 감염, 골수이식 후 면역결핍증,[0033]

박테리아 패혈증 또는 항암 치료 후 면역결핍증일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니며 면역력을 향상시켜서

치료해야 하는 질환들을 모두 포함한다.

본 발명의 약학 조성물은 화합물, 뉴클레오타이드, 안티센스, siRNA 올리고뉴클레오타이드 및 천연물 추출물을[0034]

유효성분으로 포함할 수 있다. 본 발명의 약학 조성물 또는 복합 제제는 유효 성분 이외에 약제학적으로 적합하

고 생리학적으로 허용되는 보조제를 사용하여 제조될 수 있으며, 상기 보조제로는 부형제, 붕해제, 감미제, 결

합제, 피복제, 팽창제, 윤활제, 활택제 또는 향미제 등의 가용화제를 사용할 수 있다. 본 발명의 약학 조성물은

투여를 위해서 유효 성분 이외에 추가로 약제학적으로 허용 가능한 담체를 1 종 이상 포함하여 약학 조성물로

바람직하게 제제화할 수 있다. 액상 용액으로 제제화되는 조성물에 있어서 허용 가능한 약제학적 담체로는, 멸

균 및 생체에 적합한 것으로서, 식염수, 멸균수, 링거액, 완충 식염수, 알부민 주사용액, 덱스트로즈 용액, 말

토 덱스트린 용액, 글리세롤, 에탄올 및 이들 성분 중 1 성분 이상을 혼합하여 사용할 수 있으며, 필요에 따라

항산화제, 완충액, 정균제 등 다른 통상의 첨가제를 첨가할 수 있다. 또한 희석제, 분산제, 계면활성제, 결합제

및 윤활제를 부가적으로 첨가하여 수용액, 현탁액, 유탁액 등과 같은 주사용 제형, 환약, 캡슐, 과립 또는 정제

로 제제화할 수 있다. 

본 발명의 약학 조성물의 약제 제제 형태는 과립제, 산제, 피복정, 정제, 캡슐제, 좌제, 시럽, 즙, 현탁제, 유[0035]

제, 점적제 또는 주사 가능한 액제 및 활성 화합물의 서방출형 제제 등이 될 수 있다. 본 발명의 약학 조성물은

정맥내, 동맥내, 복강내, 근육내, 동맥내, 복강내, 흉골내, 경피, 비측내, 흡입, 국소, 직장, 경구, 안구내 또

는 피내 경로를 통해 통상적인 방식으로 투여할 수 있다. 본 발명의 약학 조성물의 유효성분의 유효량은 질환의

예방 또는 치료 요구되는 양을 의미한다. 따라서, 질환의 종류, 질환의 중증도, 조성물에 함유된 유효 성분 및

다른 성분의 종류 및 함량, 제형의 종류 및 환자의 연령, 체중, 일반 건강 상태, 성별 및 식이, 투여 시간, 투

여 경로 및 조성물의 분비율, 치료 기간, 동시 사용되는 약물을 비롯한 다양한 인자에 따라 조절될 수 있다. 이

에 제한되는 것은 아니나, 예컨대, 성인의 경우, 1일 1회 내지 수회 투여시, 본 발명의 조성물은 1일 1회 내지

수회 투여시, 화합물일 경우 0.1ng/kg~10g/kg, 폴리펩타이드, 단백질 또는 항체일 경우 0.1ng/kg~10g/kg, 안티

센스 뉴클레오타이드, siRNA, shRNAi, miRNA일 경우 0.01ng/kg~10g/kg의 용량으로 투여할 수 있다. 

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예를 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예는 본 발명[0036]

의 내용을 예시하는 것일 뿐 본 발명의 범위가 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 실시예는 당업

계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다.

<실험예>[0037]

하기의 실험예들은 본 발명에 따른 각각의 실시예에 공통적으로 적용되는 실험예를 제공하기 위한 것이다.[0038]

1. IL-7 리포터 공여체(donor) DNA 구축[0039]

공여체  플라스미드를  제작하기  위해서(도  1a),  293T  gDNA를  이용하여  오른쪽  상동성  팔은  PCR  증폭하였고[0040]

(Phusion  DNA  polymerase,  Thermo  Scientific),  변형된  왼쪽  상동성  팔은  2  단계  오버랩  PCR  증폭하였다

(XhoI_IL7-Left arm F/IL7 uATG mut R 프라이머로 첫번째 왼쪽 부분; IL7 uATG mut F/HindIII_IL7-Left arm R

프라이머로 첫번째 오른쪽 부분; XhoI_IL7-Left arm F/HindIII_IL7-Left arm R 프라이머로 전체 팔). eGFP 발

현 카세트(eGFP 코딩 서열(CDS) 및 SV40 polyA 신호 서열)는 pEGFPN1 플라스미드 (Clontech)로부터 PCR 증폭되

었고, 퓨로마이신 내성 카세트 (Puro
R
)는 pMIR-report luciferase miRNA expression reporter (Ambion)로부터

증폭되었다.  각각의  PCR  프라이머  쌍은  제한효소  사이트를  포함하도록  제작되었다(표  1).  XhoI-HindIII,

HindIII-EcoRI, EcoRI-BamHI 및 BamHI-NotI 사이트를 이용하여, 효소로 절단된 각각의 단편은 pBluescript II

KS  (pKS,  Stratagene)  내로 순차적으로 삽입되었는데,  이를 통해 공여체 플라스미드인 IL-7-Left  arm/eGFP-

SV40 polyA/Puro
R
/IL-7 right arm (pKS:IL-7 eGFP reporter donor)을 제작하였다.

표 1

Name*[0041] Sequence

Construction of IL-7 reporter donor DNA
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Modified left arm

XhoI_IL7-Left arm F CCGCTCGAGGGAAGTCTCAGTCCCCACATCTGT (서열번호 4)

HindIII_IL7-Left arm R CCCAAGCTTGCCGAGTCTGTGTTGGGCAG (서열번호 5)

IL7 uATG mut F CCCCTTGGGAGGGAGGAAACTGCAGTCGCG (서열번호 6)

IL7 uATG mut R CGACTGCAGTTTCCTCCCTCCCAAGGGGGGC (서열번호 7)

HindIII_eGFP-SV40 polyA F CCCAAGCTTGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAG (서열번호 8)

EcoRI_eGFP-SV40 polyA R TTCGAATTCCATTGATGAGTTTGGACAAACCAC (서열번호 9)

EcoRI_PuroR F TTCGAATTCGACGAAAGATTGGTGTGGAAAGTCC (서열번호 10)

BamHI_PuroR R CGCGGATCCAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACC (서열번호 11)

BamHI_IL7-Right arm F CGCGGATCCATGTTCCATGGTAAGCGCTCTTCTC (서열번호 12)

NotI_IL7-Right arm R CCGGCGGCCGCTGAGCTGGCACTCCTTGGTTGTG (서열번호 13)

sgRNA oligo sequence

sgRNA#1 F CACCGAACTGAAAGTACACTGCTGG (서열번호 14)

sgRNA#1 R AAACCCAGCAGTGTACTTTCAGTTC (서열번호 15)

sgRNA#2 F CACCGGCGGATCCTACGGAAGTTA (서열번호 16)

sgRNA#2 R AAACTAACTTCCGTAGGATCCGCC (서열번호 17)

sgRNA#3 F CACCGGGCGGCACACACTACGGCG (서열번호 18)

sgRNA#3 R AAACCGCCGTAGTGTGTGCCGCCC (서열번호 19)

sgRNA#4 F CACCGATGGATGAAACTGCAGTCG (서열번호 20)

sgRNA#4 R AAACCGACTGCAGTTTCATCCATC (서열번호 21)

sgRNA#5 F CACCGTGAAACTGCAGTCGCGGCGT (서열번호 22)

sgRNA#5 R AAACACGCCGCGACTGCAGTTTCAC (서열번호 23)

sgRNA#6 F CACCGTGGGATTGCCCCGGCGCGTC (서열번호 24)

sgRNA#6 R AAACGACGCGCCGGGGCAATCCCAC (서열번호 25)

sgRNA#7 F CACCGAATAGCCCGGCCTTGCACTT (서열번호 26)

sgRNA#7 R AAACAAGTGCAAGGCCGGGCTATTC (서열번호 27)

T7E1 assay

sgRNA targeting test F TCCTCTGGTCCTCATCCAGGTG (서열번호 28)

sgRNA targeting test R GTGGCTATGTGCCAGGATACTCAG (서열번호 29)

PCR genotyping of knock-in clones

Target GFP F GCAAGTCTGTGTCTAAGCTCAGTTAGCT (서열번호 30)

Target GFP R GCTTGTCGGCCATGATATAGACGT (서열번호 31)

Target Puro F TCTACGAGCGGCTCGGCTTCAC (서열번호 32)

Target Puro R GCAGAGGTGTTGCAAGGATTAGAACC (서열번호 33)

Off-target analysis for sgRNA#5

Offtarget F CACTTTTCAAACAGCTGCTAAGACACAAG (서열번호 34)

Offtarget R GGCTCACAGGGCTTCTGCTCT (서열번호 35)

qRT-PCR

IL-7 F CCTTGTTCTGTTGCCAGTAGC (서열번호 36)

IL-7 R CCAATTTCTTTCATGCTGTCC (서열번호 37)

eGFP F CTGCTGCCCGACAACCA (서열번호 38)

eGFP R GAACTCCAGCAGGACCATGTG (서열번호 39)

UBC F GGGTCGCAGTTCTTGTTTGT (서열번호 40)

UBC R TCCAGCAAAGATCAGCCTCT (서열번호 41)

APOE F GAGCAAGCGGTGGAGACAG (서열번호 42)

APOE R CATCAGCGCCCTCAGTTCC (서열번호 43)

TP53 F AGCTCCCAGAATGCCAGAGG (서열번호 44)

TP53 R AAGCCCAGACGGAAACCGTA (서열번호 45)

TOR3A F GTTCATCTTCGATGAAGCGGAGAAGCT (서열번호 46)

TOR3A R CCTTGAGCAACTTTAGGACCACCTCA (서열번호 47)

GAPDH F TGCACCACCAACTGCTTAGC (서열번호 48)

GAPDH R GGCATGGACTGTGGTCATGAG (서열번호 49)

 *F represents forward; R, reverse.[0042]

2. sgRNA 설계 및 pX330:sgRNA 벡터 조립[0043]
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sgRNA 표적 사이트를 설계하기 위해서, 인간 IL-7 시작 코돈 측면의 500 bp DNA 서열을 CRISPR sgRNA design[0044]

tool  DNA  2.0  and  Genescript  프로그램에 도입하였고,  최소한의 오프-타겟(off-target)  효과를 가진 7개의

sgRNA 후보군을 선별하였다. pX330:sgRNA#1-7를 제작하기 위해서, 각각의 표적 사이트에 대해, 한 쌍의 결합 올

리고(20 bp 표적 서열; 표 1)를 BbsI (NEB) 클로닝 사이트를 사용하여 pX330 plasmid (Addgene) 내로 삽입하였

다.

3. T7E1 분석을 통한 sgRNA 표적 효율 검증[0045]

293T 세포를 각각의 pX330:sgRNA(0.5㎍)로 형질감염시켰다. 형질감염 2일 후, 형질감염된 세포의 gDNA를 사용하[0046]

여 표적화 테스트 프라이머(표 1)로 표적 부위를 PCR 증폭하였다. PCR 산물(200 ng)은 변성되었고(95℃, 10분),

재결합되었다. 37℃에서 1시간 동안 T7 endonuclease I (NEB)으로 절단된 혼성화된 DNA를 아가로스 젤에서 분석

하였다.

4. IL-7 eGFP 리포터 세포 클론의 제작 및 유전형 분석[0047]

A549 및 RKO 세포 (ATCC)는 10% FBS가 포함된 DMEM에서 배양하였다. Lipofectamine
®
 2000 (Invitrogen)(4 ㎕)[0048]

을 사용하여,  6  well에 접종된 각각의 세포들(10
6  
cells/well)을 pX330:sgRNA#5  plasmid(1  ㎍)  및 pKS:IL-7

eGFP reporter donor plasmid(1 ㎍)로 6시간 동안 직접 동시-형질감염시켰다. 2.5일 후, 6-well의 각 세포를

트립신 처리하였고, 0.5㎍/ml 퓨로마이신 함유 배양 배지가 포함된 10 cm 플레이트로 옮겼다. 퓨로마이신 선별

후(10  일),  세포들은  96-well  plate에  재접종하였고(0.5  cells/well),  그  후  표적  확인  프라이머(target

confirmation primers)인, target GFP F/R 및 target Puro F/R 프라이머를 이용하여 선택된 단일 클론을 PCR-

유전형 분석하였다(표 1).

5. 리포터 클론의 검증[0049]

선택된 클론 세포는 IFNg (50 ng/ml) 단독으로 12시간 동안 처리하거나, 5-아자사이티딘(5-azacytidine; AzaC,[0050]

5μM, Sigma) 처리 2일 후에 IFNg (50 ng/ml)로 12시간 동안 처리하였다. IL-7 또는 eGFP mRNA는 아래 언급한

바와 같이 qRT-PCR로 분석하였고, eGFP 형광 신호는 FACSCalibur (BD Bioscineces)를 이용한 FACS 분석을 통해

분석하였다. sgRNA #5는 표적 서열(TGAAACTGCAGTCGCGGCGT; 서열번호 3)에 대하여 3-bp mismatches를 가진 단지

1개의 잠재적인 오프-타겟(TGAAACTGCAGTtGtGGgGT)을 갖는 것으로 예측되었다. 선택된 클론들에서 잠재적인 오프

-타겟 사이트가 돌연변이 되었는지 확인하기 위해서, offtarget F/R primers(표 1)를 이용하여 상기 클론들의

gDNAs로부터 오프-타겟 부위를 PCR 증폭하였고 서열분석하였다. 

6. 96 well HTS 포맷에서 파일럿-화합물 스크리닝[0051]

CELLSTAR® 96-well black plate (Greiner Bio-One, Germany) 상에 접종된 A549#6 세포(1.2 x 10
4
 cells/wel[0052]

l)는 AzaC (5㎍/ml)로 2일 동안 처리되었고, 그 후 LOPAC 1280 library (Sigma)에 포함된 화합물들(10 μM)로

16 시간 동안 처리하였다. Hoechst 33342 staining(DNA 염색 염료)을 HBSS buffer에서 수행하였다(37℃, 20분,

5% CO2). 살아있는 세포에서의 eGFP 신호는 Operetta high content imaging system (PerkinElmer)을 사용하여

이미지화하였고(20 x and Alexa488 channel), 웰 당 평균 eGFP 신호 세기는 harmony software analysis을 사용

하여 정량화되었다.  

7. 정량적 역전사 PCR(quantitative reverse transcription PCR; qRT-PCR)을 통한 RNA 분석[0053]

CFX Connect Real-Time PCR detection system (Br185-5200, Bio-Rad)을 이용하여, 정량적 RT-PCR을 통해 개별[0054]

적인 유전자들의 발현 수준을 측정하였다. 유전자-특이적 포워드(F) 및 리버스(R) 프라이머들을 사용하였다(표

1). 각 유전자의 mRNA 발현은 Gapdh로 표준화시켰다.

8. 통계[0055]

 two-tailed unpaired Student's t test를 이용하여, 모든 통계 분석을 수행하였다.  P < 0.05는 통계학적으로[0056]

유의성이 있는 것으로 판단하였다.

<실시예 1> IL-7 eGFP 리포터 공여체 DNA의 설계[0057]

본  발명자들은  우선  IL-7  위치  내  삽입된  eGFP  전사체의  번역을  향상시키기  위한  공여체  DNA  주형을[0058]

설계하였다. 전체적인 공여체 DNA 구조는 왼쪽 상동성 팔(left homologous arm; LHA, 1083 bp; 서열번호 1),
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poly A 신호 서열을 가진 eGFP 코딩 서열(eGFP), 퓨로마이신 선별 카세트 (Puro
R
) 및 오른쪽 상동성 팔(right

homologous arm; RHA, 1072 bp; 서열번호 2)로 이루어져 있다(도 1a). eGFP 리포터의 최적의 삽입 위치는 IL-7

유전자의  시작  코돈일  수  있다.  하지만,  IL-7  5'  비번역  부위(untranslated  region;  UTR)는  몇몇  상부

ATGs(upstream ATGs; uATGs)를 포함하는데, 이는 IL-7 및 많은 다른 mRNAs의 실제(authentic) ATG 시작 코돈의

번역을 저해하는 것으로 알려져 있다. 이에, eGFP mRNA가 존재하더라도, uATGs를 가진 eGFP mRNA로부터의 eGFP

단백질 생산은 매우 약할 수 있다. 상기와 같은 잠재적인 문제점을 극복하기 위해서, 본 발명자들은 의도적으로

5' UTR 일부분이 포함되지 않도록 하고, 상기 uATGs를 돌연변이 시켜, uATGs를 제거하면서도, IFNg에 반응할 수

있는 ISRE와 같은 IL-7 프로모터 서열에는 영향을 미치지 않도록 LHA를 설계하였고, RHA는 실제(authentic) ATG

로부터 시작할 수 있도록 설계하였다(도 2).

<실시예 2> IL-7 시작 코돈 부위로 IL-7 리포터 DNA 삽입을 위한 sgRNA의 선별 [0059]

 Cas9 단백질을 사용하여, 구축된 eGFP 리포터 공여체를 유전체의 특정 사이트에 도입하기 위해서, 본 발명자들[0060]

은 IL-7 유전자의 시작 코돈 근처를 표적으로 하며 최소한의 오프-타켓 효과를 보이는 7개의 sgRNAs를 선택하였

고(도 1b), Cas9 단백질 및 단일 가이드 RNA를 발현시킬 수 있는 pX330 플라스미드 내로 각 sgRNA 서열을 삽입

하였다. sgRNAs의 표적화 효율을 시험하기 위해서, 각 Cas9:sgRNA 플라스미드를 293T 세포로 형질감염시켰고,

293T 유전체 DNA(gDNA)를 T7 endonuclease I (T7E1) 분석을 통하여 분석하였다. 분석 결과, sgRNA #3, #4 및

#5는 표적 위치에 상당히 효과적으로 돌연변이를 유도시킬 수 있는 것을 확인하였다(도 1c). 가능성 있는 오프-

타겟 수(단지 1개의 가능성 있는 오프-타겟)를 고려하여, 본 발명자들은 최선의 sgRNA로서 sgRNA#5를 선택하였

다.

<실시예 3> 인간 IL-7 리포터 세포주의 수립[0061]

IL-7은 폐 및 내장의 상피세포에서 발현되는 것으로 보고되었으므로, 본 발명자들은 인간 세포주 A549(폐 상피[0062]

세포) 및 RKO(대장 상피세포)의 2개 세포주를 수용체 세포로서 선택하였다. 다음으로, 본 발명자들은 선택된

pX330:sgRNA#5를 IL-7 eGFP 리포터 공여체 주형과 함께 형질감염시켜 상기 세포 내로 도입하였고, 퓨로마이신-

내성 단일 클론들을 선별하였다(도 3a).

유전자 표적화가 정확히 이루어졌는지 확인하기 위해서, eGFP 및 오른쪽 부분의 Puro
R
의 삽입을 검출하는 전략[0063]

으로, 확장된 단일 클론들을 차례대로 PCR-유전형 분석하였다(도 3b). 정확하게 eGFP 표적화된 효율은 15~42%

(A549; 15 %, RKO; 42 %)인데 비해, eGFP-표적화된 세포들 중에서 정확하게 Puro
R
 표적화된 효율은 60% 이상이

었다(도 3b). 따라서, 본 발명자들은 한 번의 형질감염으로 정확하게 표적화된 A549 및 RKO 세포를 각각 4개 이

상 얻을 수 있었다.

IL-7 발현을 리포트할 수 있는 최적의 클론들을 선별하기 위해서, 본 발명자들은 유전형이 확인된 클론 세포를[0064]

IFNg (IL-7 유도제로 알려짐) 단독 또는 AzaC(DNA 메틸화 억제제)와 함께 처리하였다. IL-7 프로모터 부위는

CpG 섬을 포함하고 있고(도 2), 메틸화된 CpG는 IL-7 유전자의 전사를 억제하기 때문에, AzaC를 포함시켰다. 예

상대로, IL-7  mRNA는 IFNg  처리에 의해 유도되었고, 흥미롭게도 AzaC의 첨가로 인해 더 유도되었다(도 3c).

A549#6 및 RKO#5 클론들은 eGFP 및 IL-7 mRNAs의 발현이 서로 상관성이 좋았다(도 3c). 또한, FACS 분석을 통

한 판단 결과, eGFP 단백질 수준에 있어서, 상기 세포들은 IFNg 및 AzaC 동시 처리시 잘 반응하는 것으로 나타

났다(도 3d). 또한, 본 발명자들은 상기 리포터 세포주가 Cas9 단백질에 의해 잠재적인 오프-타겟 위치에서는

돌연변이 되지 않은 것을 확인하였다(도 3e). 상기 결과는 본 발명이 IL-7 eGFP 리포터 세포주를 성공적으로 제

작하였다는 것을 나타낸다. 

<실시예 4> HTS 포맷에서의 IL-7 유전자 상향조절을 유도하는 화합물의 파일럿-스크리닝[0065]

IL-7 리포터 클론 A549#6은 RKO 세포보다 IL-7 전사를 더 잘 나타내고, 더 잘 부착하므로, 본 발명자들은 HTS[0066]

포맷에서 IL-7을 상향조절하는 화합물들을 스크리닝하기 위한 타당성을 시험하는데 상기 클론을 사용하였다.

96-well 포맷에서 시스템이 작동하는지 확인하기 위해서, 우선 96-well plate에서 리포터 세포를 AzaC로 처리한

후, IFNg로 처리하고, 이들의 eGFP 신호를 이미지화하였다(도 4a). 예상대로, 96-wells에서 eGFP 신호는 상기

처리로 인해 향상되었다(도 4b). 상기 방법대로, 본 발명자들은 96-well 포맷에서 400개의 화합물들을 파일럿-

스크리닝하였고, 평균 1.5배 이상으로 eGFP 신호를 유도하는 4개의 화합물을 찾아냈다(도 4c-d). 이들 중에서,

최대 eGFP 신호를 보이는 화합물은 다중표적 약물전구체인 엘립티신(ellipticine)이었다(도 4c-d). 

<실시예 5> IL-7 발현을 상향조절하는 것으로 선별된 화합물의 검증[0067]
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최상위로 선택된 화합물인 엘립티신(ellipticine; 도 5a)이 실제로 IL-7 유전자의 전사를 유도하는지 시험하기[0068]

위해서, 본 발명자들은 IL-7 리포터 세포 A549#6에 AzaC를 처리 또는 미처리하고, 엘립티신(ellipticine)을 처

리하였다. 예상대로, 엘립티신(ellipticine)은 eGFP 신호를 유도하였는데, 심지어 AzaC 미처리군에서도 eGFP 신

호를 유도하였다(도 5b). 또한, 이는 실제로 IL-7 mRNA를 유도시켰는데(도 5c), 이는 엘립티신(ellipticine)이

IL-7 유전자의 상향조절을 유도한다는 것을 나타낸다. 하지만, 엘립티신(ellipticine)은 실험한 다른 유전자의

전사를 유도하지는 못했다(도 5d). 명확하게, 상기 결과는 A549#6 및 본 발명의 리포터 전략/시스템이 HTS 포맷

에서 IL-7을 상향조절하는 화합물의 스크리닝에 매우 유용하게 사용될 수 있다는 것을 나타낸다. 

도면

도면1
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도면4

도면5
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<120>    IL-7 expression reporter cell lines and methods for screening

         therapeutic agents of immunedeficiency diseases using the cell

         lines

<130>    ADP-2016-0206

<160>    49

<170>    KopatentIn 2.0

<210>    1

<211>    1083

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    1

ggaagtctca gtccccacat ctgtaaagtg cagataagaa aatggtctac ctcacacaaa         60

gttttgcatg agatgatata cataaaatgc ttagcacaaa actggcagag agcaaatgct        120

agataaatga tagtcgttat tattatcgct gttgttactg gtttacatta tccaccttca        180

tctaagcagg gtttctgcag aatagcagaa accaaactaa tgtagcaaat aagctacata        240

attcaagccc aggaaaaagt taacatttca gtggcatgca ttcaagacga atagtttgat        300

ttattagcca attcagataa atgtgcacgt ggaagtcata gttaaatatt atcgtcagtt        360

tccacgtcct gcgtttaatt tggggtttga ttttccaaat acaacactta ccagattagg        420

tggacccaca ggattatttt tccttgaggt ctcacctgag caggtgcatg tacagcagac        480

ggagcagaaa gagactgatt agagaggttg gagtggtaga gggcgtgacc ctcttaatca        540

ttcttcactt ccttttttaa aagacgactt ggcatcgtcc accacatccg cggcaacgcc        600

tccttggtgt cgtccgcttc caataaccca gcttgcgtcc tgcacacttg tggcttccgt        660

gcacacatta acaactcatg gttctagctc ccagtcgcca agcgttgcca aggcgttgag        720

agatcatctg ggaagtcttt tacccagaat tgctttgatt caggccagct ggtttttcct        780

gcggtgattc ggaaattcgc gaattcctct ggtcctcatc caggtgcgcg ggaagcaggt        840

gcccaggaga gaggggataa tgaagattcc atgctgatga tcccaaagat tgaacctgca        900

gaccaagcgc aaagtagaaa ctgaaagtac actgctggcg gatcctacgg aagttatgga        960

aaaggcaaag cgcagagcca cgccgtagtg tgtgccgccc cccttgggag ggaggaaact       1020

gcagtcgcgg cgtgggtaag aggaaccagc tgcagagatc accctgccca acacagactc       1080

ggc                                                                     1083

<210>    2

<211>    1072
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<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    2

atgttccatg gtaagcgctc ttctcccttg cgcacaagtt cgcgcgcccg acgcgccggg         60

gcaatcccag acgcgctggg ggcccctgct cctaggcaag tccgggaata gcccggcctt        120

gcactttgga cctgcggaga gcactggctc tcccatgggc agccaacagc cgcgcctgag        180

tatcctggca catagccact tgaacctggg gcggctgctg cccctggcag gctgcgagta        240

acagtcccca acgcctgctt tctgtcctga gagggaacgc tgcagcctcc gcgccgctca        300

gcggtggcag cccacagccg gtctcagaag cagccaaagg ctctctgtct ggcgcccttc        360

ccgtgctcct ggccgcccca agttactcac gcaggcggcc cgggttcggc gagtagctgg        420

gctcttgcag ctcagaactc cctagagaag tgaaagcgaa gctcccacgg gacgcgcttt        480

taaaccctag gggaacaggt ctccggaaaa ccccattttt cccccctgag taagactggg        540

agtttccggc aagggctgta ccttgcgcct attgctggga aaccagtcct ggggctggcg        600

ctgaggaagg ccagcttctg ggtttttttg tttttgtttt tgtttttgtt gttatttttt        660

cctacgggcg cttcttgatg gaggcagaat gaaataggcg tgactctaac ttccagacca        720

gtattgagac ctaatatatc ttatttgtgc agaatacgga tttagaatgg acagggacag        780

aattcaggag ggttggattc ggatggcagt catatatgac caatgaaaga gccaaaaaac        840

ttactggaat taaaaaagag gaaaaaggat tgtgagggga aaagatctgc ttaggaaaat        900

tggaatgctt tacagtaagt acttcctcaa gcaagaagac agctgggggg agggtgcggg        960

aataggaaac tgactgctct ttcttttgat ggctactccg ttagatcaag acttctttcc       1020

actctcgtgg gtaaagaatc aagaattgac acaaccaagg agtgccagct ca               1072

<210>    3

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Homo sapiens

<400>    3

tgaaactgca gtcgcggcgt                                                     20

<210>    4

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    XhoI_IL7-Left arm F primer
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<400>    4

ccgctcgagg gaagtctcag tccccacatc tgt                                      33

<210>    5

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HindIII_IL7-Left arm R primer

<400>    5

cccaagcttg ccgagtctgt gttgggcag                                           29

<210>    6

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IL7 uATG mut F primer

<400>    6

ccccttggga gggaggaaac tgcagtcgcg                                          30

<210>    7

<211>    31

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IL7 uATG mut R primer

<400>    7

cgactgcagt ttcctccctc ccaagggggg c                                        31

<210>    8

<211>    33

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HindIII_eGFP-SV40 polyA F primer

<400>    8

cccaagcttg ccaccatggt gagcaagggc gag                                      33

<210>    9

<211>    33

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EcoRI_eGFP-SV40 polyA R primer

<400>    9

ttcgaattcc attgatgagt ttggacaaac cac                                      33

<210>    10

<211>    34

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EcoRI_PuroR F primer

<400>    10

ttcgaattcg acgaaagatt ggtgtggaaa gtcc                                     34

<210>    11

<211>    34

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    BamHI_PuroR R primer

<400>    11

cgcggatcca gtgccacctg acgtctaaga aacc                                     34

<210>    12

<211>    34

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    BamHI_IL7-Right arm F primer

<400>    12

cgcggatcca tgttccatgg taagcgctct tctc                                     34

<210

>    13

<211>    34

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    NotI_IL7-Right arm R primer

<400>    13

ccggcggccg ctgagctggc actccttggt tgtg                                     34

<210>    14
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<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#1 F

<400>    14

caccgaactg aaagtacact gctgg                                               25

<210>    15

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#1 R

<400>    15

aaacccagca gtgtactttc agttc                                               25

<210>    16

<211>    24

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#2 F

<400>    16

caccggcgga tcctacggaa gtta                                                24

<210>    17

<211>    24

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#2 R

<400>    17

aaactaactt ccgtaggatc cgcc                                                24

<210>    18

<211>    24

<212>    RNA

<213>

    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#3 F

<400>    18
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caccgggcgg cacacactac ggcg                                                24

<210>    19

<211>    24

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#3 R

<400>    19

aaaccgccgt agtgtgtgcc gccc                                                24

<210>    20

<211>    24

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#4 F

<400>    20

caccgatgga tgaaactgca gtcg                                                24

<210>    21

<211>    24

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#4 R

<400>    21

aaaccgactg cagtttcatc catc                                                24

<210>    22

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#5 F

<400>    22

caccgtgaaa ctgcagtcgc ggcgt                                               25

<210>    23

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#5 R
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<400>    23

aaacacgccg cgactgcagt ttcac                                               25

<210>    24

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#6 F

<400>    24

caccgtggga ttgccccggc gcgtc                                               25

<210>    25

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#6 R

<400>    25

aaacgacgcg ccggggcaat cccac                                               25

<210>    26

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#7 F

<400>    26

caccgaatag cccggccttg cactt                                               25

<210>    27

<211>    25

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA#7 R

<400>    27

aaacaagtgc aaggccgggc tattc                                               25

<210>    28

<211>    22

<212>    DNA

공개특허 10-2018-0012036

- 21 -



<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA targeting test F primer

<400>    28

tcctctggtc ctcatccagg tg                                                  22

<210>    29

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgRNA targeting test R primer

<400>    29

gtggctatgt gccaggatac tcag                                                24

<210>    30

<211>    28

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Target GFP F primer

<400>    30

gcaagtctgt gtctaagctc agttagct                                            28

<210>    31

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Target GFP R primer

<400>    31

gcttgtcggc catgatatag acgt                                                24

<210>    32

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Target Puro F primer

<400>    32

tctacgagcg gctcggcttc ac                                                  22

<210>    33
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<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Target Puro R primer

<400>    33

gcagaggtgt tgcaaggatt agaacc                                              26

<210>    34

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Offtarget F primer

<400>    34

cacttttcaa acagctgcta agacacaag                                           29

<210>    35

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Offtarget R primer

<400>    35

ggctcacagg gcttctgctc t                                                   21

<210>    36

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IL-7 F primer

<400>    36

ccttgttctg ttgccagtag c                                                   21

<210>    37

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IL-7 R primer

<400>    37

공개특허 10-2018-0012036

- 23 -



ccaatttctt tcatgctgtc c                                                   21

<210>    38

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    eGFP F primer

<400>    38

ctgctgcccg acaacca                                                        17

<210>    39

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    eGFP R primer

<400>    39

gaactccagc aggaccatgt g                                                   21

<210>    40

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    UBC F primer

<400>    40

gggtcgcagt tcttgtttgt                                                     20

<210>    41

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    UBC R primer

<400>    41

tccagcaaag atcagcctct                                                     20

<210>    42

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    APOE F primer
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<400>    42

gagcaagcgg tggagacag                                                      19

<210>    43

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    APOE R primer

<400>    43

catcagcgcc ctcagttcc                                                      19

<210>    44

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TP53 F primer

<400>    44

agctcccaga atgccagagg                                                     20

<210>    45

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TP53 R primer

<400>    45

aagcccagac ggaaaccgta                                                     20

<210>    46

<211>    27

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TOR3A F primer

<400>    46

gttcatcttc gatgaagcgg agaagct                                             27

<210>    47

<211>    26

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    TOR3A R primer

<400>    47

ccttgagcaa ctttaggacc acctca                                              26

<210>    48

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAPDH F primer

<400>    48

tgcaccacca actgcttagc                                                     20

<210>    49

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAPDH R primer

<400>    49

ggcatggact gtggtcatga g                                                   21
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