
(19) 대한민국특허청(KR)
(12) 공개특허공보(A)

(11) 공개번호   10-2024-0139000

(43) 공개일자   2024년09월20일

(51) 국제특허분류(Int. Cl.)

     A61K 38/17 (2006.01)  A23K 20/147 (2016.01)

     A23L 33/17 (2016.01)  A61P 25/28 (2006.01)

(52) CPC특허분류

     A61K 38/1709 (2020.05)

     A23K 20/147 (2016.05)
(21) 출원번호       10-2024-0033290

(22) 출원일자       2024년03월08일

     심사청구일자   2024년03월08일 

(30) 우선권주장

1020230030987  2023년03월09일  대한민국(KR)

(71) 출원인

고려대학교 산학협력단

서울특별시 성북구 안암로 145, 고려대학교 (안암
동5가)

세종대학교산학협력단

서울특별시 광진구 능동로 209 (군자동, 세종대학
교)

(72) 발명자

송호석

경기도 과천시 뒷골1로 39

권영수

서울특별시 서초구 명달로28길 18 비전빌 301호

(74) 대리인

특허법인(유)화우

전체 청구항 수 : 총 15 항

(54) 발명의 명칭 L1TD1 단백질을 포함하는 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 조성물

(57) 요 약

본 발명은 L1TD1 단백질을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다. 

본 발명에 따른 L1TD1 단백질은 신경퇴행성 질환을 유발하는 변이 단백질 또는 스트레스에 의해 생성되는 RNA 과

립을 분해함으로써 질환의 증상을 완화시켜 신경퇴행성 질환의 예방, 치료 또는 개선용으로 유용하게 사용될 수

있다.

대 표 도 - 도7

공개특허 10-2024-0139000

- 1 -

공개특허 10-2024-0139000



(52) CPC특허분류

     A23L 33/17 (2016.08)

     A61P 25/28 (2018.01)

     A23V 2002/00 (2023.08)

     A23V 2200/322 (2013.01)

     A23V 2250/542 (2013.01)

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          1711119035

    과제번호              2020R1F1A1073980

    부처명                과학기술정보통신부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            개인기초연구(과기정통부)(R＆D)

    연구과제명            RNA 결합 단백질 L1TD1에 의한 인간배아줄기세포의 줄기세포성 유지에 관한 연구

    과제수행기관명        고려대학교

    연구기간              2020.06.01 ~ 2023.02.28

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          1711171790

    과제번호              2022R1F1A1076480

    부처명                과학기술정보통신부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            개인기초연구(과기정통부)

    연구과제명            전사체 규모의 아데닌 메틸화 위치와 인식단백질의 위치분석 연구

    과제수행기관명        세종대학교

    연구기간              2022.06.01 ~ 2024.02.29

공개특허 10-2024-0139000

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메

인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또

는 치료용 약학적 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

상기 도메인은 OH1 도메인, ER 도메인 및 OH2 도메인으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상인 것인, 약학

적 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 도메인은 ER 도메인 및 OH2 도메인의 조합인 것인, 약학적 조성물. 

청구항 4 

제1항에 있어서,

상기 L1TD1 단백질, 상기 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자는 신경세포 내 RNA 과립

(granule)을 분해하는 것을 특징으로 하는, 약학적 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서,

상기 RNA 과립은 신경퇴행성 질환을 유발하는 변이 단백질에 의해 생성되는 것인, 약학적 조성물. 

청구항 6 

제5항에 있어서,

상기 변이되는 단백질은 FUS1, TDP-43, SOD-1 또는 SMN1인, 약학적 조성물.

청구항 7 

제1항에 있어서,

상기 신경퇴행성 질환은 루게릭병, 전두측엽 변성, 척수성 근위축, 알츠하이머 질환, 파킨슨병, 헌팅턴무도병,

척수소뇌변성, 프리온질병, 크로이츠펠트야콥병, 전두측두엽치매, 혈관치매, 루이소체치매 및 파킨슨병에 동반

된 치매로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상인, 약학적 조성물.
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청구항 8 

L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메

인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또

는 개선용 식품 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서, 

상기 L1TD1 단백질, 상기 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자는 신경세포 내 RNA 과립

(granule)을 분해하는 것을 특징으로 하는, 식품 조성물.

청구항 10 

L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메

인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또

는 개선용 건강기능식품.

청구항 11 

제10항에 있어서, 

상기 L1TD1 단백질, 상기 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자는 신경세포 내 RNA 과립

(granule)을 분해하는 것을 특징으로 하는, 건강기능식품.

청구항 12 

L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메

인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또

는 치료용 의약외품 조성물.

청구항 13 

제12항에 있어서, 

상기 L1TD1 단백질, 상기 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자는 신경세포 내 RNA 과립

(granule)을 분해하는 것을 특징으로 하는, 의약외품 조성물.

청구항 14 

L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메

인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또

는 개선용 사료 조성물.

청구항 15 
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제14항에 있어서,

상기 L1TD1 단백질, 상기 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자는 신경세포 내 RNA 과립

(granule)을 분해하는 것을 특징으로 하는, 사료 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 L1TD1 단백질을 유효성분으로 포함하는 신경퇴행성 질환 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다. [0001]

배 경 기 술

신경퇴행성 질환은 신경세포(뉴런)의 점진적인 구조적, 기능적인 손실로 인해 발생하는 정신적 기능의 퇴화 질[0003]

환이다. 신경퇴행성 질환은 신경계의 특정부위에 신경세포 퇴화가 진행되어 치매, 추체외로 이상, 소뇌 이상,

감각 장애, 운동 장애 등의 증상을 동반하며, 동시에 여러 부위에 이상이 나타나 증상이 복합적으로 나타날 수

도 있다. 환자가 보이는 임상 양상에 따라 질환을 진단하는데, 증상이 다양하게 나타나고 서로 다른 질환들이

공통적인 임상 증상을 보이는 경우가 많아 진단에 어려움이 있다.

신경퇴행성 질환은 질환 징후가 서서히 나타나며, 노화와 함께 발병되는 경우가 많다. 일단 발병하면 사망까지[0004]

수년 혹은 수십년에 걸쳐 지속적으로 병이 진행되어 사회적 부담이 매우 크다. 발병원인에 가족력에 따른 유전

적 영향이 상당히 있는 것으로 알려져 있으나 후천적인 요인도 중요하게 작용하는 것으로 판단된다. 신경퇴행성

질환은 그 임상 증상에 따라 크게 진행성 치매(알츠하이머병 등), 신경학적 이상(픽병 등), 자세 및 운동 이상

(파킨슨병 등), 진행성 실조증, 근위축 및 위약, 감각 및 운동 장애 등으로 구분된다.

신경퇴행성 질환에 대한 여러 치료제가 연구되고 있으나, 많은 연구에도 불구하고 대부분 진행 속도를 늦추는[0005]

정도의 효과를 나타낼 뿐, 뚜렷한 치료 효능을 나타내는 경우는 드물다. 특히 척수성 근위축의 경우 antisense

oligonucleotide  (ASO)를  이용한  mRNA의  교정이  FDA  승인을  받았으나  효과가  제한적이며,  유전자 치료제인

ZOLGENSMA는 매우 고가이며 환자의 유전체에 변이를 유도하는 등의 위험성이 존재한다.

한편, RNA granule(과립)은 세포내에서 동적으로 생성과 해소가 반복되며, 스트레스에 대한 대처 과정의 하나로[0006]

발생한다. 많은 신경퇴행성 질환에서 신경세포 내에 RNA 과립의 형성 및 해소 과정에 문제가 있으며, 해소되지

않은 RNA 과립은 세포에 독성을 나타내고 용해되지 않는 침전물을 생성할 수 있다. 또한 변이에 의해 이들 질환

을 유도하는 단백질이 RNA 과립에 위치하며 이들의 생성을 유도하는 것으로 알려져 있다.

따라서 세포내 RNA 과립은 신경퇴행성 질환을 치료하는 새로운 타겟이 될 수 있으며, RNA 과립의 해소를 촉진하[0007]

기 위하여 세포내 mRNA의 번역(translation)을 감소시키거나 자식작용(autophagy)을 증가시키는 간접적인 방법

들이 시도되고 있다. 다만 실험실 수준에서는 어느정도 효과가 관찰되지만, 세포 활동에서 번역(translation)

및 자식작용의 역할을 고려하면, 이들 과정의 제어를 통해 실질적인 효과를 얻기에는 한계가 있다.

이러한 배경 하에서, 본 발명자들은 세포 내 RNA 과립을 해소하여 신경퇴행성 질환을 치료하기 위한 물질을 개[0008]

발하기 위해 예의 연구 노력한 결과, L1TD1 단백질이 신경퇴행성 질환의 개선용 소재로서 적용 가능함을 확인하

여 본 발명을 완성하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허 제10-2022-0097344호 [0010]

발명의 내용

해결하려는 과제
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본 발명은 전술한 문제 및 이와 연관된 다른 문제를 해결하는 것을 목적으로 한다.[0011]

본 발명의 일 예시적 목적은 L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을[0012]

구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는,

신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 예시적 목적은 L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질[0013]

을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하

는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 예시적 목적은 L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백[0014]

질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함

하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 예시적 목적은 L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백[0015]

질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함

하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 의약외품 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 예시적 목적은 L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백[0016]

질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를 유효성분으로 포함

하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 사료 조성물을 제공하는 것이다.

본 명세서에 개시된 발명의 기술적 사상에 따라 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 문제점을 해결하[0017]

기 위한 과제로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다른 과제는 아래의 기재로부터 통상의 기술자에게 명확하

게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

이를 구체적으로 설명하면 다음과 같다. 한편, 본 출원에서 개시된 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설[0019]

명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본 출원에서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 출원의 범주에

속한다. 또한, 하기 기술된 구체적인 서술에 의하여 본 출원의 범주가 제한된다고 볼 수 없다.

상기 목적을 달성하기 위한 일 양태로서, 본 발명은 L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백[0020]

질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자를

유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물을 제공한다. 

상기 L1TD1은 줄기세포에서 발현되는 단백질로 세포 내 RNA 과립에 위치하는 것으로 알려져 있다. 상기 L1TD1의[0021]

아미노산 서열은 NCBI reference No. NP_061952.3로서 서열번호 1로 표시되며, 상기 L1TD1의 유전자(mRNA) 서

열은 NCBI reference No. NM_019079.5로서 서열번호 2로 표시된다.

본 발명에 있어서, 상기 L1TD1 단백질은 상기 아미노산 서열을 구성하는 펩타이드의 단편 또는 이의 유사체를[0022]

포함하는 개념일 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 단편 또는 유사체는 상기 L1TD1의 아미노산 서열의 일부가 결실, 추가, 또는 치환되더[0023]

라도 기능적 동일성을 갖는 경우 본 발명의 범위에 포함될 수 있다. 상기 기능적 동일성을 갖는다는 의미는 본

명세서 내에 서열로 한정된 L1TD1이 목적하는 효과를 달성할 수 있음을 의미한다.

본 명세서에서 용어 “도메인(domain)”은 구조적, 기능적 특징을 가진 단백질의 일 영역으로서, 단백질 내에서[0024]

독립적인 구조를 갖거나, 특정한 기능을 수행할 수 있는 아미노산 서열의 연속적인 구간에 해당하는 영역을 의

미한다. 

본 발명에 있어서, 상기 L1TD1을 구성하는 도메인은 OH(ORF1-homology regions)1 도메인, ER(glutamate-rich[0025]

domain) 도메인 및 OH2 도메인 중 어느 하나 이상일 수 있으며, 바람직하게는 ER 도메인 및 OH2 도메인을 포함

하는 것일 수 있으며, 더 바람직하게는 ER 도메인과 OH2 도메인의 조합 또는 이들이 융합된 융합단백질일 수 있

다. 

바람직한 일 예시로써, 상기 OH1 도메인의 아미노산 서열은 서열번호 4로 표시되며, 상기 OH1 도메인의 유전자[0026]

공개특허 10-2024-0139000

- 6 -



(mRNA) 서열은 서열번호 5로 표시된다.

바람직한 일 예시로써, 상기 ER 도메인의 아미노산 서열은 서열번호 6으로 표시되며, 상기 ER 도메인의 유전자[0027]

(mRNA) 서열은 서열번호 7로 표시된다.

바람직한 일 예시로써, 상기 OH2 도메인의 아미노산 서열은 서열번호 8로 표시되며, 상기 OH2 도메인의 유전자[0028]

(mRNA) 서열은 서열번호 9로 표시된다.

상기 L1TD1 단백질은 Long interspersed element 1(LINE-1 또는 L1)에서 유래된 단백질로 알려져 있으며, 구체[0029]

적으로 본 발명의 실시예 및 도 11에서 확인하고 있는 바와 같이, L1TD1과 L1 OFR1(Open Reading Frame 1)은

유전적 동질성을 공유한다. 구체적으로 L1TD1를 코딩하는 두개의 엑손 중 첫번째 코딩 엑손은 L1 OFR1과 CTD(C-

terminal  domain)  영역이  보존되어  있고,  두번째  코딩 엑손은 L1  OFR1과  CC(coiled-coil  motif),  RRM(RNA

recognition motif) 및 CTD(C-terminal domain) 영역이 보존되어 있다. 

상기 OH1 도메인, OH2 도메인 및 ER 도메인은 상기 각각의 아미노산 서열을 구성하는 펩타이드 단편 또는 이의[0030]

유사체를 포함하는 개념일 수 있다. 

본 발명에 있어서, 상기 단편 또는 유사체는 상기 OH1 도메인, OH2 도메인 및 ER 도메인의 아미노산 서열의 일[0031]

부가 결실, 추가, 또는 치환되더라도 기능적 동일성을 갖는 경우 본 발명의 범위에 포함될 수 있다. 상기 기능

적 동일성을 갖는다는 의미는 본 명세서 내에 서열로 한정된 OH1 도메인, OH2 도메인 및 ER 도메인의 목적하는

효과를 달성할 수 있음을 의미한다.

본 발명에 있어서, 상기 OH1 도메인, OH2 도메인 및 ER 도메인 또는 이를 암호화하는 유전자는 신경세포 내 RNA[0032]

과립을 분해하는 것일 수 있다.

본 발명에 있어서, 상기 L1TD1 단백질 또는 이를 암호화하는 유전자는 신경세포 내 RNA 과립을 분해하는 것일[0033]

수 있다.

상기 RNA 과립은 신경퇴행성 질환을 유발하는 변이 단백질 또는 세포가 받는 스트레스에 의해 생성되는 것일 수[0034]

있다.

본 발명에 있어서, 상기 변이되는 단백질은 FUS1, TDP-43, SOD-1 또는 SMN1일 수 있으나 이에 제한되지 않는다.[0035]

본 발명에 있어서, 상기 변이 단백질은 상기 단백질의 전부 또는 일부에 변이를 포함하는 단백질로서, 예를 들[0036]

어 FUS1의 변이 단백질인 FUS1-493X 또는 TDP-43의 변이 단백질인 TDP-43-M337V일 수 있으나 이에 제한되지 않

는다.

본 발명에 있어서, 상기 스트레스는 산화 스트레스, 삼투압 스트레스 또는 고온 스트레스일 수 있으나 이에 제[0037]

한되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 신경퇴행성 질환은 루게릭병, 전두측엽 변성, 척수성 근위축, 알츠하이머 질환, 파킨슨[0038]

병,  헌팅턴무도병,  척수소뇌변성,  프리온질병,  크로이츠펠트야콥병,  전두측두엽치매, 혈관치매, 루이소체치매

및 파킨슨병에 동반된 치매로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나 이상일 수 있다.

구체적으로, 본 발명의 실시예에서는, HeLa 세포주 내 L1TD1을 도입한 후 산화 스트레스, 삼투압 스트레스 및[0039]

열 스트레스를 각각 가하였을 때, L1TD1이 도입되지 않은 대조군에 비해 스트레스 과립을 함유하는 세포의 수가

현저히 감소함을 확인하였으며, L1TD1을 세포주에 도입하였을 때 L1TD1이 도입되지 않은 대조군에 비해 신경퇴

행성 질환을 유발하는 돌연변이 단백질에 의해 생성되는 과립을 현저히 감소시킴을 확인하였다.

본 발명의 용어 "예방"은 본 발명의 조성물의 투여를 통해 신경퇴행성 질환을 억제 또는 지연시키는 모든 행위[0040]

를 의미하며, 본 발명의 용어 "치료"는 본 발명의 조성물을 투여함으로써 발병한 신경퇴행성 질환이 호전 또는

완화되거나 이롭게 변경되는 모든 행위를 의미한다. 본 발명의 용어 "개선"은 본 발명의 조성물의 투여로 신경

퇴행성 질환이 호전되는 모든 행위를 의미한다.

본 발명의 용어 "약학적 조성물"은 질병의 예방 또는 치료를 목적으로 제조된 것을 의미하며, 각각 통상의 방법[0041]

에 따라 다양한 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 예컨대, 투여 경로에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현

탁액, 에멀젼, 시럽 등의 경구형 제형으로 제형화할 수 있고, 외용제, 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여

사용될 수 있다. 구체적으로, 상기 투여 경로는 국소 경로, 경구 경로, 정맥 내 경로, 근육 내 경로, 및 점막

조직을 통한 직접 흡수를 포함하는 임의의 적절한 경로일 수 있으며, 두 가지 이상의 경로를 조합하여 사용할
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수도 있다. 두 가지 이상 경로의 조합의 예는 투여 경로에 따른 두 가지 이상의 제형의 약물이 조합된 경우로서

예컨대 1차로 어느 한 약물은 정맥 내 경로로 투여하고 2차로 다른 약물은 국소 경로로 투여하는 경우이다.

약학적으로 허용되는 담체는 투여 경로나 제형에 따라 당업계에 주지되어 있으며, 구체적으로는 '대한민국약[0042]

전'을 포함한 각국의 약전을 참조할 수 있다.

본 발명의 약학적 조성물은 통상의 방법에 따른 약학적으로 허용되는 담체, 부형제 또는 희석제를 더 포함할 수[0043]

있다. 약학적으로 허용되는 담체는 투여 경로나 제형에 따라 당업계에 주지되어 있으며, 구체적으로는 '대한민

국약전'을 포함한 각국의 약전을 참조할 수 있다. 본 발명의 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제

로는 락토오스, 덱스트로오스, 수크로오스, 솔비톨, 만니톨, 자일리톨, 에리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고

무,  알지네이트,  젤라틴,  칼슘  포스페이트,  칼슘  실리케이트,  셀룰로오스,  메틸  셀룰로오스,  미정질

셀룰로오스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테

아레이트 및 광물유를 들 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 또한, 본 발명의 조성물에 포함될 수 있는 담체,

부형제 및 희석제는 비자연적 담체일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 약학적 조성물은 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸[0044]

등의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 상세하게는, 제형화

할 경우 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용

하여 조제될 수 있다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한

고형제제는 상기 화합물에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면, 전분, 칼슘카보네이트, 수크로오스, 락토오

스, 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또한, 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활제

들도 사용될 수 있다. 경구투여를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데, 흔히

사용되는 단순 희석제인 물, 액체 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제

등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제

및 좌제가 포함된다. 비수성용제, 현탁제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성

오일, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔, 마크로골, 트

윈 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등이 사용될 수 있다. 약학적 조성물의 구체적인 제제화와 관련하

여서는 당업계에 공지되어 있으며, 예컨대 문헌[Remington's Pharmaceutical Sciences(19th ed., 1995)] 등을

참조할 수 있다. 상기 문헌은 본 명세서의 일부로서 간주된다.

본 발명의 약학적 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여한다. 상기 약학적으로 유효한 양은 의학적 치료에[0045]

적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 질환을 치료하기에 충분하며 부작용을 일으키지 않을 정도의 양을 의미

하며, 유효 용량 수준은 환자의 건강상태, 질환의 종류, 중증도, 약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 방법,

투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료기간, 배합 또는 동시 사용되는 약물을 포함한 요소 및 기타 의학 분

야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 투여량 및 횟수는 어떠한 면에서든 본 발명의 범위를 제한하는 것

은 아니다.

본 발명의 약학적 조성물은 쥐, 개, 고양이, 소, 말, 돼지, 인간 등의 포유동물에 다양한 경로를 통해 투여될[0046]

수 있으며, 인간인 경우가 바람직할 수 있다. 투여의 모든 방식은 예상될 수 있으며, 예를 들어 경구, 정맥, 근

육 또는 피하 주사에 의해 투여될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 용어 "유효성분으로 포함하는"의 의미는, 약학적 조성물로써 신경퇴행성 질환에 대한 예방 또는 치료[0047]

효과를 나타낼 수 있는 정도의 유효량을 포함하는 것을 말한다.

상기  목적을  달성하기  위한  본  발명의  또  다른  하나의  양태는  L1TD1(LINE1  type  transposase  domain[0048]

containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암

호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 식품 조성물을 제공한다.

상기 L1TD1, 도메인 및 신경퇴행성 질환은 전술한 바와 같다.[0049]

본 발명의 식품 조성물은 다양한 형태의 제형으로 제조될 수 있으며, 일반 약품과는 달리 식품을 원료로 하여[0050]

약품의 장기 복용 시 발생할 수 있는 부작용 등이 없는 장점이 있다. 본 발명의 식품 조성물은 어떠한 형태로도

제조될 수 있으며, 구체적으로는 정제, 캡슐, 환, 과립, 액상, 분말, 편상, 페이스트상, 시럽, 겔, 젤리, 바 등

의  건강기능식품  제제류,  음료류,  껌류  및  캔디류로  구성된  군으로부터  선택되는  하나  이상의  제형일  수

있으나, 이에 특별히 제한되는 것은 아니다.

또한, 본 발명의 식품 조성물에는 그 유효성분 이외에 식품 첨가물이 포함될 수 있다. 식품 첨가물은 일반적으[0051]
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로 식품을 제조, 가공 또는 보존함에 있어 식품에 첨가되어 혼합되거나 침윤되는 물질로서 이해될 수 있으며,

식품과 함께 매일 그리고 장기간 섭취되므로 그 안전성이 보장되어야 한다. 상기 식품 첨가물은 기능 면에 있어

서 감미제, 풍미제, 보존제, 유화제, 산미료, 점증제 등으로 구분되며, 본 발명의 식품 조성물이 달성하고자 하

는 목적에 부합하는 한 특별히 제한되지 않는다. 또한, 본 발명의 식품 조성물은 상기 식품 첨가물 이외에 기능

성과 영양 보충의 목적으로 당업계에 공지되고 식품 첨가물로서 안정성이 보장된 생리활성 물질 또는 미네랄류

를 포함할 수 있다. 상기 생리활성 물질 또는 미네랄류는 본 발명의 식품 조성물이 달성하고자 하는 목적에 부

합하는 한 특별히 제한되지 않는다.

본 발명의 식품 조성물에는 전술한 바의 식품 첨가물이 제품 유형에 따라 그 첨가 목적을 달성할 수 있는 유효[0052]

량으로 포함될 수 있으며, 본 발명의 식품 조성물에 포함될 수 있는 기타의 식품 첨가물과 관련하여서는 각국

식품공전이나 식품 첨가물 공전을 참조할 수 있다.

상기  목적을  달성하기  위한  본  발명의  또  다른  하나의  양태는  L1TD1(LINE1  type  transposase  domain[0053]

containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암

호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품을 제공한다.

상기 L1TD1, 도메인 및 신경퇴행성 질환은 전술한 바와 같다.[0054]

본 발명에서 용어 "건강기능식품"이란, 인체에 유용한 기능성을 가진 원료나 성분을 사용하여 제조 및 가공한[0055]

식품을 말한다. 상기 "기능성" 은 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과 같은

보건용도에 유용한 효과를 얻는 것을 의미한다. 본 발명의 건강기능식품은 당업계에서 통상적으로 사용되는 방

법에 의하여 제조 가능하며, 제조시 당업계에서 통상적으로 첨가하는 원료 및 성분을 첨가하여 제조할 수 있다. 

또한 상기 건강기능식품의 제형 또한 건강기능식품으로 인정되는 제형이면 제한없이 제조될 수 있으며, 상기 제[0056]

형의 비제한적인 예로는 정제, 캡슐, 환, 과립, 액상, 분말, 편상, 페이스트상, 시럽, 겔, 젤리, 바 등의 건강

기능식품 제제류, 음료류, 껌류 및 캔디류로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이상의 제형일 수 있으나, 이에

특별히 제한되지 않는다.

상기  목적을  달성하기  위한  본  발명의  또  다른  하나의  양태는  L1TD1(LINE1  type  transposase  domain[0057]

containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암

호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 치료용 의약외품 조성물을 제공한다.

상기 L1TD1, 도메인 및 신경퇴행성 질환은 전술한 바와 같다.[0058]

본 발명의 의약외품　조성물은 상기 L1TD1 단백질 또는 이를 암호화하는 유전자 외에　의약외품　조성물에 통상[0059]

적으로 사용되는 성분들을 포함할 수 있으며, 예컨대 연마제, 습윤제, 결합제, 기포제, 감미제, 방부제, 약효성

분, 향미제, 색소, 용제, 증백제, 가용화제 또는 pH 조정제를 포함할 수 있으나 이에 제한되지 않는다.

본 발명에 있어서, 상기 의약외품의 종류는 특별히 제한되지 아니하며, 당해 기술 분야에서 통상적으로 사용되[0060]

는 의약외품일 수 있다. 상기 의약외품의 비제한적인 예로는, 치약, 구강청결제, 껌, 캔디류, 구강스프레이, 구

강용 연고제, 구강용 바니쉬(varnish), 구강필름 및 잇몸 마사지 크림으로 구성된 군으로부터 선택되는 하나 이

상의 제형일 수 있다. 이들은 단독으로 사용되거나 2종 이상을 혼합하여 사용될 수 있다.

상기  목적을  달성하기  위한  본  발명의  또  다른  하나의  양태는  L1TD1(LINE1  type  transposase  domain[0061]

containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암

호화하는 유전자를 유효성분으로 포함하는, 신경퇴행성 질환의 예방 또는 개선용 사료 조성물을 제공한다.

상기 사료 조성물은 사료 첨가제를 포함할 수 있다. 본 발명의 사료첨가제는 사료관리법상의 보조사료에 해당한[0062]

다.

본 발명에서 용어, "사료"는 특히 동물이 먹고, 섭취하며, 소화시키기 위한 또는 이에 적당한 임의의 천연 또는[0063]

인공 규정식, 한끼식 등 또는 상기 한끼식의 성분을 의미할 수 있다.

상기 사료의 종류는 특별히 제한되지 아니하며, 당해 기술 분야에서 통상적으로 사용되는 사료를 사용할 수 있[0064]

다. 상기 사료의 비제한적인 예로는, 곡물류, 근과류, 식품 가공 부산물류, 조류, 섬유질류, 제약 부산물류, 유

지류, 전분류, 박류 또는 곡물 부산물류 등과 같은 식물성 사료; 단백질류, 무기물류, 유지류, 광물성류, 유지

류, 단세포 단백질류, 동물성 플랑크톤류 또는 음식물 등과 같은 동물성 사료를 들 수 있다. 이들은 단독으로

사용되거나 2 종 이상을 혼합하여 사용될 수 있다.

공개특허 10-2024-0139000

- 9 -



상기  목적을  달성하기  위한  본  발명의  또  다른  하나의  양태는  L1TD1(LINE1  type  transposase  domain[0065]

containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암

호화하는 유전자를 신경퇴행성 질환의 개선, 예방 또는 치료 유효량으로 이를 필요로 하는 대상에게 투여하는

신경퇴행성 질환 개선, 예방 또는 치료방법을 제공한다.

본 발명에서 "유효량"은 상술한 본 발명의 조성물이 신경퇴행성 질환 개선, 예방 또는 치료 효능을 달성하는 데[0066]

충분한 양을 의미한다.

 본 명세서에서 용어 "대상(subject)"은, 특별히 한정되는 것은 아니지만, 예를 들어, 인간, 원숭이, 소, 말,[0067]

양, 돼지, 닭, 칠면조, 메추라기, 고양이, 개, 마우스, 쥐, 토끼 또는 기니아피그일 수 있고, 바람직하게는 포

유류, 보다 바람직하게는 인간을 의미할 수 있다.

본 명세서에서 용어 "투여"는 임의의 적절한 방법으로 대상 (subject)에게 소정의 물질을 제공하는 것을 의미한[0068]

다. 

본 발명의 조성물의 투여경로는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 일반적인 모든 경로를 통하여 경구 또는 비경구[0069]

투여될 수 있다. 또한, 본 발명의 조성물은 유효성분을 표적 세포, 조직 또는 기관으로 전달할 수 있는 임의의

장치를 이용해 투여될 수도 있다. 

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 또 다른 하나의 양태는 신경퇴행성 질환 개선, 예방 또는 치료를 위한[0070]

L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도 하나의 도메

인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자의 용도를 제공한다.

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 또 다른 하나의 양태는 신경퇴행성 질환 개선, 예방 또는 치료용 약제의[0071]

제조를 위한 L1TD1(LINE1 type transposase domain containing 1) 단백질 또는 상기 단백질을 구성하는 적어도

하나의 도메인; 또는 상기 단백질 또는 도메인을 암호화하는 유전자의 용도를 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 L1TD1 단백질은 신경퇴행성 질환을 유발하는 변이 단백질 또는 스트레스에 의해 생성되는 RNA[0073]

과립을 분해함으로써 질환의 증상을 완화시켜 신경퇴행성 질환의 예방, 치료 또는 개선용으로 유용하게 사용될

수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 CRISPR/Cas9을 이용한 본 발명의 유전자 도입 모식도(A) 및 GFP가 결합된 eIF3b 단백질의 발현(B)을 확[0075]

인한 결과이다.

도  2는  산화  스트레스(아비산염  첨가)에  의한  HeLa-eIF3B-GFP  세포주  내  스트레스  과립  형성을  확인한

결과이다.

도 3은 산화 스트레스에 의해 생성되는 과립을 함유하는 세포주에 L1TD1를 도입했을 때 스트레스 과립 형성(A)

및 과립 함유 세포 수 변화를 확인한 결과이다.

도 4는 삼투압 스트레스에 의해 생성되는 과립을 함유하는 세포주에 L1TD1를 도입했을 때 스트레스 과립 형성

(A) 및 과립 함유 세포 수 변화(B)를 확인한 결과이다.

도 5는 열 스트레스에 의해 생성되는 과립을 함유하는 세포주에 L1TD1를 도입했을 때 스트레스 과립 형성(A) 및

과립 함유 세포 수 변화(B)를 확인한 결과이다.

도 6은 산화 스트레스를 받은 HeLa-eIF3B-GFP 세포주 내 생성되는 eIF3B 과립, G3BP1, G3BP2, DDX6와 L1TD1의

위치를 확인한 결과이다.

도 7은 아비산염 처리 전후 L1TD1 단백질과 LC3 단백질의 위치를 확인한 결과이다.

도 8은 아비산염 처리, 아비산염 및 클로로퀸 처리 후 L1TD1 단백질 양을 확인한 결과이다. 
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도 9는 신경퇴행성 질환을 유발하는 돌연변이에 의해 생성되는 과립에 L1TD1 단백질이 미치는 영향을 확인한 결

과이다(A: TDP-43-M337V 단백질 및 L1TD1 발현에 의한 과립 형성 확인, B: FUS1-493X 단백질 및 L1TD1 발현에

의한 과립 형성 확인, C: FUS1-493X 및 TDP-43-M337V를 각각 L1TD1과 함께 발현시켰을 때 eIF3B 과립 함유 세

포 수 변화). 

도 10은 HeLa-eIF3B-GFP 세포주 내 FUS1-493X 및 TDP-43-M337V 단백질에 의해 생성되는 과립과 L1TD1 단백질의

위치를 확인한 결과이다(A:  FUS1-493X  및 TDP-43-M337V  단백질과 eIF3B의 동일위치 확인, B:  FUS1-493X  및

TDP-43-M337V 단백질과 L1TD1 동일위치 확인).

도 11은 L1 ORF1p과 L1TD1 단백질을 구성하는 도메인 영역의 개략도를 나타낸 것이다.

도 12는 L1TD1 단백질의 결손 돌연변이체인 OH2, OH1-OH2 및 ER-OH2 에 대한 개략도를 나타낸 것이다. 

도 13은 L1 ORF1p 및 L1TD1 결손 돌연변이체의 세포 내 위치(A) 및 스트레스 과립 함유 세포 수 변화(B)를 확인

한 결과이다.

도 14는 신경퇴행성 질환을 유발하는 돌연변이에 따른 L1 ORF1p 및 L1TD1 결손 돌연변이체의 세포 내 위치(A)

및 스트레스 과립 함유 세포 수 변화(B)를 확인한 결과이다.

도 15는 ER-OH2 결손 돌연변이체의 세포 내 위치를 확인한 결과이다. 

도 16은 L1TD1의 전장 단백질 및 결손 돌연변이체의 유전자 발현량을 확인한 결과이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 하기 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로[0076]

설명하기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예만으로 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. HeLa-eIF3B-GFP 세포주 제조[0078]

 eIF3B는 스트레스 과립 마커로 신경퇴행성 질환의 신경세포 내에서 해소(분해)되지 않을 경우 세포에 독성을[0079]

나타내며 용해되지 않는 침전물을 생성하는 것으로 알려져 있다. 또한 다양한 스트레스 조건 하에서 다른 단백

질 및 RNA와 함께 스트레스 과립을 형성한다. 스트레스 과립의 형성 및 분해의 관찰이 용이하도록 eIF3B 유전자

와 GFP를 융합한 형태의 단백질(eIF3B-GFP)을 발현하는 HeLa 세포주(HeLa-eIF3B-GFP 세포주)를 제조하였다.

구체적으로, Neon transfection system(Thermo)를 이용하여 pRGEN-CMV-Cas9 (Toolgen), 가이드 플라스미드 및[0080]

타겟 컨스트럭트를 HeLa 세포에 도입하여, puromycin 저항성을 가지는 클론을 수득하였다. 타겟 컨스트럭트는

HeLa 세포 유전체중 EIF3B 유전자의 해당부분을 PCR을 이용하여 확보하고 pBluescript-SK+ 벡터에 삽입한 다음

stop codon 앞 부분에 GFP-IRES-puro 카세트를 삽입하여 제조하였다. 도 1A은 CRISPR/Cas9을 이용한 유전자 적

중 방법을 나타낸 것이다. 이후, 상기 방법으로 제조한 HeLa 세포주가 성공적으로 제작되었는지를 확인하기 위

하여 전기영동을 실시하였다. 그 결과, 도 1B에 나타난 바와 같이 CRISPR/Cas9를 이용하여 제작된 HeLa 세포주

는 eIF3B(eIF3B-GFP) 및 GFP(eIF3B-GFP)에 밴드가 나타나, 성공적으로 eIF3B 유전자와 GFP를 융합한 형태의 단

백질(eIF3B-GFP)을 발현하는 HeLa 세포주(HeLa-eIF3B-GFP 세포주)가 제작되었음을 확인하였다.

제조된 HeLa-eIF3B-GFP  세포주에 산화 스트레스를 일으키는 arsenite(0.5  mM  sodium  arsenite,  아비산 나트[0081]

륨)를 첨가하고 15분 경과 후, 형광 이미지 분석을 수행하였다.

형광 이미지 분석을 위해 각 세포주를 차가운 메탄올로 -20℃에서 5분간 고정하고 PBS로 세척 후 이미지를 확보[0082]

하였다. 형광염색의 경우 고정된 세포를 0.1% Tween-20 와 2.5% BSA를 함유한 PBS로 상온에서 40분간 처리하였

다. 1차 항체는 0.1% Tween-20와 0.5% BSA를 함유한 PBS에 희석한 후 4°C에서 12시간 처리하였다. PBS로 3회

세척 후 2차 항체로 1시간 동안 상온에서 처리하였다. DAPI (1 μg/mL) 로 상온에서 5분간 염색후 VECTASHIELD

Antifade Mounting Media (Vector Lab, #H1200)를 이용하여 마운팅(mounting)하였다. 이미지 분석은 형광현미

경(EVOS FL Auto 2 Cell Imaging System) 과 공초점 현미경(ZEISS LSM 900)을 사용하였으며, 사용한 항체는 다

음과  같다:  anti-Human  L1TD1  mouse  monoclonal  antibody  (R&D,  #MAB8317);  anti-beta  Actin  mouse

monoclonal  antibody  (SantCruz,  #SC47778);  anti-DDX6  rabbit  polyclonal  antibody  (Bethyl, #A300-461A);

anti-G3BP1 rabbit polyclonal antibody (Bethyl, #A302-034A); anti-rabbit Alexa Fluor™ 594 (Invitrogen,

#A11037);  anti-mouse  Alexa  Fluor™  488  (Invitrogen,  #A11029);  anti-rabbit  Alexa  Fluor™  488
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(Invitrogen, #A11034).

이하 모든 실험에서 동일한 방법으로 형광 이미지 분석을 수행하였다.[0083]

그 결과, 도 2에 나타난 바와 같이, 아비산염을 첨가하지 않은 첨가하지 않은 대조군에 비해 아비산염을 첨가하[0084]

여 산화 스트레스를 가했을 때 eIF3B 과립이 생성됨을 확인하였다.

실시예 2. L1TD1 단백질의 신경퇴행성 질환 개선 효능 분석[0086]

2-1. 스트레스에 의해 생성된 과립에 미치는 L1TD1 영향 분석[0087]

아비산염 첨가에 의한 산화 스트레스, 소비톨(sorbitol) 첨가에 의한 삼투압 스트레스 및 고온 스트레스에 의해[0088]

생성되는 과립에 미치는 L1TD1의 영향을 분석하였다.

먼저, 실시예 1에서 제조한 HeLa-eIF3B-GFP 세포주에 pCAG-tRFP 플라스미드를 도입한 대조군, pCAG-L1TD1tRPF[0089]

플라스미드를 도입한 실험군을 제조하였다. L1TD1 유전자는 H1 배아줄기세포의 cDNA로부터 PCR을 이용하여 얻었

으며  염기서열  분석을  통하여  NCBI  reference  No.  NM_019079.5의  코딩  서열(서열번호  2)과  일치함을

확인하였다. pCAG 벡터는 CAG promoter와 BGA polyA signal을 포함하는 플라스미드이며, CAG promoter는 여러

요소를 결합하여 제조한 것으로서 서열번호 3의 염기 서열을 가진다.

모든 플라스미드는 pCAG 벡터에 CAG 프로모터와 함께 BGH polyA site에 도입하여 제조하였다. 제조한 플라스미[0090]

드는  Lipofectamine  3000  (Thermo)을  이용하여  제조사의  프로토콜에  따라  HeLa-eIF3B-GFP  세포주에

도입하였다.

24시간 경과 후, 산화 스트레스(15분간 0.5mM sodium arsenite 처리), 삼투 스트레스(1시간동안 0.4M 소비톨[0091]

처리) 및 고열 스트레스(30분간 42℃ 처리)를 가하였다. 그 후 각 대조군 및 실험군 내 스트레스 과립이 존재하

는 세포 수를 계수하였다. 실험은 3회 반복하였으며, 각각 100개의 세포주를 분석하였다.

그 결과, 아비산염 첨가에 의한 산화 스트레스, 소비톨 첨가에 의한 삼투압 스트레스 및 고온 스트레스에 의해[0092]

생성되는 과립(stress granules, SGs)을 함유하는 세포가 L1TD1 존재하에 빠르게 감소하는 것을 확인하였다(도

3 내지 5). 

구체적으로, 도 3A에 나타난 바와 같이, 스트레스 미처리에서도 전환과정이나 비정상적인 RNA 발현으로 인한 결[0093]

과로 인하여 tRFP만을 발현하는 세포 중 약 40%가 스트레스 과립을 형성하는 것을 확인하였다. 반면에 L1TD1-

tRFP를 결합한 단백질을 발현하는 세포들은 거의 eIF3B 단백질이 세포 내에서 특정 위치에 존재하는 것이 확인

되지 않았다. 또한, 도 3A 및 도 3B에 나타난 바와 같이, 아비산염 첨가에 의하여 산화 스트레스를 주는 경우

스트레스 과립을 포함하는 세포의 수가 tRFP 및 L1TD1-tRFP 에서 모두 100%까지 증가하였으며, 처리 후 회복

60, 75,  90  분 후에는 스트레스 과립을 포함하는 세포의 수가 tRFP 및 L1TD1-Trfp 에서 모두 감소하였으나,

L1TD1-tRFP의 경우 회복 60 분 후 40 % 미만으로 감소하여 보다 신속하게 스트레스 과립을 분해하는 것으로 확

인되었다. 

도 4에 나타난 바와 같이, 소비톨을 첨가하여 삼투압 스트레스를 주는 경우 스트레스 과립을 포함하는 세포의[0094]

수가 tRFP 및 L1TD1-tRFP 에서 모두 100%까지 증가하였으며, 처리 후 회복 30, 60 분 후에는 스트레스 과립을

포함하는 세포의 수가 tRFP 및 L1TD1-tRFP 에서 모두 감소하였으나, L1TD1-tRFP의 경우 회복 30 분 후 10 % 미

만으로 감소하여 보다 신속하게 스트레스 과립을 분해하는 것으로 확인되었다. 

도 5에 나타난 바와 같이, 열을 가하여 열 스트레스를 주는 경우 스트레스 과립을 포함하는 세포의 수가 tRFP[0095]

및 L1TD1-tRFP 에서 모두 100%까지 증가하였으며, 처리 후 회복 15, 30 분 후에는 스트레스 과립을 포함하는 세

포의 수가 tRFP 및 L1TD1-tRFP 에서 모두 감소하였으나, L1TD1-tRFP의 경우 회복 30 분 후 10 % 미만으로 감소

하여 보다 신속하게 스트레스 과립을 분해하는 것으로 확인되었다. 

또한, 도 6에 나타난 바와 같이, 아비산염을 이용하여 산화 스트레스를 주는 경우 L1TD1이 eIF3B 과립과 같은[0096]

곳에 위치할 뿐만 아니라, 스트레스 과립의 핵심 구성 요소 G3BP1, G3BP2, RNA 대사와 세포 내 위치에 관여하는

RNA 결합 단백질인 DDX6 와 같은 곳에 위치하는 것을 형광 이미지 분석을 통해 확인하였다.

아울러, 자식작용에 미치는 L1TD1의 영향을 분석하였다. 그 결과, 도 7에 나타난 바와 같이, 형광염색을 통하여[0097]

자식작용 표지인자인 LC3가 스트레스 적용 전에도 L1TD1과 함께 위치함을 확인하였으며, 아비산염 처리 후 형성
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된  스트레스  과립에도  L1TD1과  함께  위치함을  확인하였다.  또한  아비산염  처리  후  L1TD1이  감소함을

확인하였다.

전술한 바와 같이 HeLa-eIF3B-GFP 세포주에 pCAG-L1TD1tRPF 벡터를 도입한 후 12시간이 지나 자식작용을 억제하[0098]

도록 50 μM 클로로퀸(chloroquine)을 처리하고, 다시 12시간 후 0.5 mM 아비산염을 15분간 처리하였다. 이후

웨스턴블랏팅을 통해 단백질 양을 분석하였다.

그 결과, 도 8에 나타난 바와 같이, 아비산염만 처리하면 L1TD1이 감소하나, 클로로퀸을 처리하여 자식작용을[0099]

억제하는 경우 클로로퀸을 처리하지 않은 경우에 비해 감소 폭이 경감됨을 확인하였으며, proteasome inhibitor

인 MG132의 경우 이러한 효과가 관찰되지 않았다. 따라서 L1TD1이 스트레스 과립 형성 조건에서 자식작용에 의

해 분해되며, 이러한 작용이 스트레스 과립의 빠른 해소의 원인 중 하나로 추정된다.

2-2. 신경퇴행성 질환을 유발하는 돌연변이 단백질에 의해 생성된 과립에 미치는 L1TD1 영향 분석[0101]

루게릭병을 유발하는 변이 단백질 FUS1-493X 및 전두측엽 변성을 유발하는 TDP-43-M337V에 의해 생성되는 과립[0102]

에 L1TD1이 미치는 영향을 분석하였다.

FUS1-493X는 변이에 의해 493번 아미노산 위치에 stop codon이 나타나 길이가 짧은 단백질이 만들어지는 것으로[0103]

알려져 있다. FUS1과 TDP-43 (TARBP) 유전자는 H1 배아줄기세포의 cDNA로부터 PCR을 통하여 확보하였으며, 염기

서열 분석을 통하여 각각 NCBI referece sequence NM_004960.4와 NM_007375.4의 코딩 서열과 일치함을 확인하

였다. FUS1의 1-493 염기서열을 PCR을 통해 얻은 후 tRFP 유전자와 접합시켜 pCAG 벡터에 도입하여 발현 플라스

미드(pCAG-FUS1-493X-tRFP)를 제조하였다. TDP-43-M337V 변이의 경우 TDP 염기서열을 PCR을 이용하여 클로닝한

후 337 번 아미노산 위치에 변이를 도입하고 tRFP 유전자와 접합시켜 pCAG 벡터에 도입하여 발현 플라스미드

(pCAG-TDP-43-M337V-tRFP)를  제조하였다.  각  플라스미드를  L1TD1  발현  벡터(pCAG-L1TD1tRPF)와  함께

transfection을 통해 실시예 1에서 제조한 HeLa-eIF3B-GFP 세포주에 도입하여 실험군을 제조하고, 각 플라스미

드를 빈 벡터(pCAG)와 함께 transfection을 통해 HeLa-eIF3B-GFP 세포주에 도입하여 대조군을 제조하였다.

24시간 경과 후 각 대조군 및 실험군 내 스트레스 과립이 존재하는 세포의 수를 계수하였다. 실험은 3회 반복하[0104]

였으며, 각각 100개의 세포주를 분석하였다.

그 결과, 대조군에 비해 FUS1-493X 및 TDP-43-M337V를 각각 L1TD1과 함께 발현시킨 실험군에서 eIF3B 스트레스[0105]

과립을 함유하는 세포주가 현저히 감소하는 것을 확인하였다(도 9, A: TDP-43-M337V 단백질 및 L1TD1 발현에 의

한 과립 형성 확인, B: FUS1-493X  단백질 및 L1TD1  발현에 의한 과립 형성 확인, C: FUS1-493X 및 TDP-43-

M337V를 각각 L1TD1과 함께 발현시켰을 때 eIF3B 과립 함유 세포 수 변화). 

또한, 형광 이미지 분석을 통해 HeLa-eIF3B-GFP 세포주 내 FUS1-493X 및 TDP-43-M337V 단백질에 의해 생성되는[0106]

과립인 eIF3B와 L1TD1이 같은 곳에 위치함을 확인하였다(도 10, A: FUS1-493X 및 TDP-43-M337V 단백질과 eIF3B

의 동일위치 확인, B: FUS1-493X 및 TDP-43-M337V 단백질과 L1TD1 동일위치 확인).

실시예 3. L1TD1 단백질의 각 도메인별 기능 분석[0108]

3-1. L1TD1 단백질의 도메인 확인 및 융합 단백질 제작[0109]

도 11에 나타난 바와 같이, L1TD1 단백질은 두개의 코딩 엑손(coding exon 1, 2)로 이루어져 있고, 각각의 코딩[0110]

엑손은 L1 ORF1과 보존된 영역을 가지고 있는 것을 확인하였다. 구체적으로, 코딩 엑손 1은 CTD영역이 보존되어

있었고, 코딩 엑손 2는 CC, RRM, CTD 영역이 보존되어 있어, 코딩 엑손 2가 코딩 엑손 1보다 더 보존되어 있음

을 확인하였다.

코딩 엑손 1과 2로 구성된 L1TD1전장 단백질을 이루는 각각의 도메인의 기능을 확인하기 위하여, L1TD1전장 단[0111]

백질을 IUPred2A와 CIDER v2.0의 결과를 기반으로 나누어진 OH1 도메인, ER 도메인, OH2도메인의 세개의 도메인

을, 도 12에 나타난 바와 같이 L1TD1의 결손 돌연변이(deletion mutation)를 통해 OH2, OH1-OH2, ER-OH2으로

이루어진 융합 단백질을 제조하였다. 구체적으로, OH2는 L1TD1 coding sequence의 HpaI/AflII 부분을 제거하고

nuclease P1을 이용하여 절단 부위를 blunt end로 만들고, 이를 self-ligation하여 OH1과 ER부분이 제거된 변

이를 제조하였다. OH1-OH2, ER-OH2는 L1TD1 coding sequence의 HpaI/AflII 부분을 제거하고 PCR로 증폭한 OH1

및 ER을 해당 부위에 삽입하여 OH1-OH2, ER-OH2 결손 돌연변이를 제조하였다. 
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OH1 도메인, ER 도메인, OH2도메인의 아미노산 서열 및 mRNA 서열은 하기 표 1과 같다.[0112]

표 1

[0113] 서열

(N-ter → C-ter

또는 5' → 3')

서
열
번호

OH
1

아
미
노산
서열

MSDVSTSVQSKFARLAKKKENITYMKREQLTETDKDIAPVLDLKCKDVSAIMNKFKVLMEIQDLMFEEMRETLKNDLKAVLGGKATIP
EVKNSENSSSRTEFQQIINLALQKTGMVGKIEGENSKIGDDNENLTFKLEVNELSGKLDNTNEYNSNDGKKLPQGESRSYEVMGSMEE
TLCNIDDRDGNRNVHLEFTERESRKDGEDEFVKEMREERKFQKLKNKEEVLKASREEKVLMDEGAVLTLVADLSSATLDISKQWSNVF
NILRENDFEPKFLCEVKLAFKCDGEIKTFSDLQSLRKFASQKSSVKELLKDVLPQKEEINQGGRKYGIQEKR

4

mRNA
서열

ATGTCTGATGTATCTACTAGTGTACAATCAAAATTTGCTAGACTTGCAAAGAAAAAGGAAAATATCACCTATATGAAAAGAGAGCAGT
TAACAGAAACTGATAAGGACATAGCTCCGGTATTAGATTTAAAATGCAAGGACGTATCAGCAATTATGAATAAGTTTAAGGTCTTAAT
GGAAATTCAAGACCTGATGTTTGAGGAGATGAGGGAAACTCTTAAAAATGACCTAAAAGCAGTTTTAGGGGGAAAAGCTACAATACCT
GAGGTAAAGAATTCAGAGAACTCCAGTAGTAGGACAGAGTTTCAGCAAATAATCAATTTAGCATTACAAAAAACAGGGATGGTAGGGA
AAATAGAAGGAGAAAACTCTAAAATAGGTGATGATAATGAAAATTTAACCTTTAAATTAGAAGTAAATGAGCTGAGTGGTAAATTAGA
CAACACTAACGAATACAATAGTAATGATGGTAAGAAATTACCCCAGGGTGAATCACGAAGTTACGAAGTCATGGGAAGTATGGAAGAA
ACCTTATGCAATATAGATGACAGAGATGGAAATCGCAATGTCCATTTAGAATTTACAGAAAGAGAGAGTAGGAAGGATGGAGAGGATG
AATTTGTCAAAGAAATGAGAGAGGAAAGAAAATTTCAGAAATTGAAGAATAAAGAGGAGGTTTTAAAAGCCTCCAGAGAAGAAAAAGT
GTTGATGGATGAAGGAGCAGTACTTACCCTGGTAGCCGACCTTTCATCAGCAACACTGGATATTAGTAAGCAATGGAGTAATGTCTTC
AACATTCTGAGAGAAAATGATTTTGAACCTAAATTTCTGTGTGAAGTTAAATTAGCATTTAAATGTGATGGTGAAATAAAGACATTTT
CAGATCTGCAAAGCCTTAGAAAATTTGCCAGCCAAAAATCTTCTGTGAAAGAATTACTGAAAGATGTACTCCCACAAAAGGAAGAAAT
AAATCAAGGAGGAAGAAAATATGGAATTCAAGAAAAAAGG

5

ER 아
미
노산
서열

DKTLIDSKHRAGEITSDGLSFLFLKEVKVAKPEEMKNLETQEEEFSELEELDEEASGMEDDEDTSGLEEEEEEPSGLEEEEEEEASGL
EEDEASGLEEEEEQTSEQDSTFQGHTLVDAKHEVEITSDGMETTFIDSVEDSESEEEEEGKSSETGKVKTTSLTEKKASRRQKEIPFS
YLVGDSGKKKLVKHQVVHKTQEEEETAVPTSQ

6

mRNA
서열

GATAAAACCCTAATAGACTCAAAGCATAGAGCTGGAGAAATAACCAGTGATGGCTTGAGCTTCCTATTTCTTAAAGAAGTAAAAGTTG
CTAAGCCAGAGGAGATGAAAAACTTAGAGACTCAAGAGGAAGAGTTTTCCGAGCTAGAGGAGCTGGATGAAGAGGCCTCAGGGATGGA
GGATGATGAAGATACCTCAGGGCTGGAGGAGGAGGAGGAAGAGCCCTCAGGGCTGGAGGAGGAAGAAGAAGAAGAGGCTTCAGGGTTG
GAGGAGGATGAGGCCTCAGGGCTAGAGGAGGAAGAGGAACAGACTTCAGAACAGGACTCAACCTTTCAGGGTCATACTTTGGTAGATG
CAAAGCATGAAGTTGAGATAACCAGTGATGGCATGGAAACTACTTTCATTGACTCTGTAGAGGATTCTGAATCAGAGGAGGAAGAAGA
AGGAAAGAGCTCTGAAACAGGAAAGGTAAAGACTACCTCCCTGACTGAGAAAAAAGCCTCACGTAGACAAAAAGAAATTCCCTTTAGT
TATTTGGTTGGGGACTCTGGGAAGAAAAAGTTGGTGAAACACCAGGTGGTGCACAAAACCCAGGAGGAAGAGGAAACAGCTGTGCCCA
CAAGTCAA

7

OH
2

아
미
노산
서열

GTGTPCLTLCLASPSKSLEMSHDEHKKHSHTNLSISTGVTKLKKTEEKKHRTLHTEELTSKEADLTEETEENLRSSVINSIREIKEEI
GNLKSSHSGVLEIENSVDDLSSRMDILEERIDSLEDQIEEFSKDTMQMTKQIISKERQRDIEERSRSCNIRLIGIPEKESYENRAEDI
IKEIIDENFAELKKGSSLEIVSACRVPSKIDEKRLTPRHILVKFWNSSDKEKIIRASRERREITYQGTRIRLTADLSLDTLDARSKWS
NVFKVLLEKGFNPRILYPAKMAFDFRGKTKVFLSIEEFRDYVLHMPTLRELLGNNIP

8

mRNA
서열

GGAACTGGCACACCCTGTCTGACCTTATGTTTGGCCTCTCCCTCAAAGTCACTAGAGATGAGTCATGATGAGCATAAAAAGCATTCAC
ATACAAATTTGAGTATTTCAACAGGAGTCACCAAACTTAAGAAAACAGAAGAAAAGAAACACAGAACTCTGCACACAGAAGAACTAAC
ATCCAAAGAAGCAGACTTAACAGAGGAAACAGAAGAAAACTTGAGAAGTAGTGTGATTAATAGCATCAGAGAGATAAAAGAGGAGATT
GGAAATTTGAAAAGTTCCCATTCAGGTGTCTTGGAAATTGAAAATTCAGTAGATGATCTGAGTAGCAGAATGGACATACTTGAAGAAA
GAATAGACAGTCTAGAAGATCAAATTGAAGAATTCTCTAAGGATACAATGCAAATGACCAAACAGATAATTAGTAAAGAAAGGCAAAG
AGATATAGAGGAGAGATCTAGAAGTTGCAACATTCGTTTGATAGGAATTCCAGAAAAGGAGAGTTATGAGAATAGGGCAGAGGACATA
ATTAAAGAAATAATTGATGAAAACTTTGCAGAACTAAAGAAAGGTTCAAGTCTTGAGATTGTCAGTGCTTGTCGAGTACCTAGTAAAA
TTGATGAAAAGAGACTGACTCCTAGACACATCTTGGTGAAATTTTGGAATTCTAGTGATAAAGAGAAAATAATAAGGGCTTCTAGAGA
GAGAAGAGAAATTACCTACCAAGGAACAAGAATCAGGTTGACAGCAGACTTATCACTGGACACACTGGATGCTAGAAGTAAATGGAGC
AATGTCTTCAAAGTTCTGCTGGAAAAAGGCTTTAATCCTAGAATCCTATATCCAGCCAAAATGGCATTTGATTTTAGGGGTAAAACAA
AGGTATTTCTTAGTATTGAAGAATTTAGAGATTATGTTTTGCATATGCCCACCTTGAGAGAATTACTGGGGAATAATATACCT

9

3-2. 스트레스에 의해 생성된 과립에 미치는 L1TD1 각 도메인별 영향 분석[0114]

스트레스 과립의 해소는 구성 요소의 분산과 자식작용을 통해 이루어지므로, L1TD1의 결손 돌연변이를 통해[0115]

OH2, OH1-OH2, ER-OH2으로 이루어진 융합 단백질의 세포 내 분포를 확인하고, 스트레스 과립을 포함하고 있는

세포의 수를 계수하기 위하여, 실시예 1에서 제조한 HeLa-eIF3B-GFP 세포주에 pCAG-tRFP 플라스미드를 도입한

대조군, pCAG-L1ORF1-tRPF,  pCAG-L1TD1-tRPF,  pCAG-ER-OH2-tRPF,  pCAG-E1-OH2-tRPF,  pCAG-OH2-tRPF  플라스미

드를 도입한 실험군을 제조하였다. 구체적인 제조 방법은 실시예 2-1에 기재된 것과 동일하다.

또한, 실시예 1과 같은 방법으로 형광 이미지 분석을 통해 세포 내 분포를 확인하고, 24시간 경과 후 각 대조군[0116]

(tRFP) 및 실험군 내 스트레스 과립이 존재하는 세포 수를 계수하였다. 실험은 3회 반복하였으며, 각각 100개의

세포주를 분석하였다.
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그 결과, 도 13A에 나타난 바와 같이, L1 ORF1-tRFP는 스트레스 과립이 존재하는 세포 내에서 eIF3B, OH2-tRFP[0117]

와 유사한 위치에 분포하였고, OH1-OH2-tRFP는 결손 돌연변이 되지 않은 L1TD1과 비교하여 세포 내 분포가 달라

지지 않았고, ER-OH2는 세포질에 분산되어 분포하였다. 

또한, 도 13B에 나타난 바와 같이, OH2-tRFP는 스트레스 과립을 포함하는 세포의 수가 대조군(tRFP)와 대비하여[0118]

크게 감소하지 않았으나, ER-OH2-tRFP는 스트레스 과립을 포함하는 세포의 수가 가장 적은 것으로 확인되었다. 

3-3. 신경퇴행성 질환을 유발하는 돌연변이 단백질에 의해 생성된 과립에 미치는 L1TD1 각 도메인별 영향 분석[0120]

실시예 2-2와 동일한 방법으로 FUS1의 1-493 염기서열을 PCR을 통해 얻은 후 tRFP 유전자와 접합시켜 pCAG 벡터[0121]

에  도입하여  발현  플라스미드(pCAG-FUS1-493X-tRFP)를  제조하고,  플라스미드를  발현  벡터,  L1  ORF1-tRFP,

L1TD1-tRFP  및  결손  돌연변이체인  ER-OH2-tRFP,  OH1-OH2-tRFP,  OH2-tRFP를  각각  발현하는  벡터와  함께

transfection을 통해 실시예 1에서 제조한 HeLa-eIF3B-GFP 세포주에 도입하여 실험군을 제조하고, 각 플라스미

드를 빈 벡터(pCAG)와 함께 transfection을 통해 HeLa-eIF3B-GFP 세포주에 도입하여 대조군을 제조하였다. 실시

예 1과 같은 방법으로 형광 이미지 분석을 통해 세포 내 분포를 확인하고, 24시간 경과 후 각 대조군 및 실험군

내 스트레스 과립이 존재하는 세포 수를 계수하였다. 실험은 3회 반복하였으며, 각각 100개의 세포주를 분석하

였다.

그 결과, 도 14A에 나타난 바와 같이, 대부분의 융합 단백질들은 FUS 감염 세포에서 개별적으로 위치하는 것으[0122]

로 확인되었다.

도 14B에 나타난 바와 같이, OH2-tRFP는 대조군(tRFP)과 대비하여 스트레스 과립을 포함하는 세포의 수가 크게[0123]

감소하지 않았으나, ER-OH2-tRFP는 스트레스 과립을 포함하는 세포의 수가 가장 적은 것으로 확인되었다. 

따라서, L1TD1단백질 도메인 중 ER-OH2의 도메인의 경우 우수한 스트레스 과립 분해 활성이 있을 것으로 예상되[0124]

었다.

추가적으로, ER-OH2에 대한 특성을 확인하기 위하여, 각 단백질들의 세포 내 분포를 형광 이미지 분석을 통해[0125]

확인하였다. 먼저, L1TD1-tRFP 및 ER-OH2의 세포 내 분포를 스트레스 미처리 및 아비산염 처리(산화 스트레스

처리)에 따라 확인한 결과, 도 15에 나타난 바와 같이, ER-OH2-tRFP는 스트레스 미처리 및 아비산염 처리시 모

두 세포질에 분산되어 분포하는 것으로 확인되었다.

추가적으로, IPC 2.0 tool을 이용하여 ER 도메인의 등전점을 확인한 결과, ER 도메인은 예상 등전점이 약 4.33[0126]

으로 고도로 산성을 띄는 바, RNP 과립과 RNA와 같은 다른 음전하를 띈 분자들과 반발력이 있을 가능성이 높은

것으로 예상되었다. 

또한, 추가적으로, L1TD1 전장 단백질 및 결손 돌연변이(ER-OH2, OH1-OH2, OH2)의 발현을 전기영동을 통해 분석[0127]

한 결과, 도 16에 나타난 바와 같이, L1TD1 전장 단백질에서 가장 밴드가 두껍게 나타나 L1TD1 전장 단백질의

활성이 가장 높은 것으로 나타났다. 즉, ER이 강한 음전하를 띠고 있어 음전하를 띠는 RNA 분자 등의 분산을 유

도하므로 ER-OH2가 분산되는 분포를 보였고, 이는 OH1이 스트레스 과립의 다른 구성요소와 상호작용하여 ER에

의한 반발력을 상쇄하여 분산을 억제하고, OH2의 RNA 결합을 통해 SG로 이동하게 하는 것으로 예상되었다.

 즉, L1TD1의 다른 도메인 영역인 OH1 도메인이 추가적인 상호작용으로 인하여 RNP 과립에서 L1TD1 전장 단백질[0128]

이 분해되지 않게 유지시킴으로써 스트레스 과립의 분해를 도와줄 것으로 예상되었다.

따라서, L1TD1단백질 도메인 중 ER-OH2의 도메인의 경우 상당히 우수한 스트레스 과립 분해 활성이 있었으나,[0129]

L1TD1 전장 단백질은 OH1 도메인, ER 도메인, OH2 도메인이 각각 서로의 기능을 상호보완하여 스트레스 과립 분

해 활성을 나타내는 바, OH1 도메인, ER 도메인, OH2 도메인이 전부 포함된 L1TD1 전장 단백질에서 가장 큰 활

성을 나타내는 것으로 확인되었다. 

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0130]

경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 실시될 수 있다는 것을 이해할 수 있을 것이다. 이와 관련하여, 이상에서

기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적인 것이 아닌 것으로 이해해야만 한다. 본 발명의 범위

는 상기 상세한 설명보다는 후술하는 특허 청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 등가 개념으로부터 도출되는 모

든 변경 또는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.
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			 ggaactggcacaccctgtctgaccttatgtttggcctctccctcaaagtcactagagatgagtcatgatgagcataaaaagcattcacatacaaatttgagtatttcaacaggagtcaccaaacttaagaaaacagaagaaaagaaacacagaactctgcacacagaagaactaacatccaaagaagcagacttaacagaggaaacagaagaaaacttgagaagtagtgtgattaatagcatcagagagataaaagaggagattggaaatttgaaaagttcccattcaggtgtcttggaaattgaaaattcagtagatgatctgagtagcagaatggacatacttgaagaaagaatagacagtctagaagatcaaattgaagaattctctaaggatacaatgcaaatgaccaaacagataattagtaaagaaaggcaaagagatatagaggagagatctagaagttgcaacattcgtttgataggaattccagaaaaggagagttatgagaatagggcagaggacataattaaagaaataattgatgaaaactttgcagaactaaagaaaggttcaagtcttgagattgtcagtgcttgtcgagtacctagtaaaattgatgaaaagagactgactcctagacacatcttggtgaaattttggaattctagtgataaagagaaaataataagggcttctagagagagaagagaaattacctaccaaggaacaagaatcaggttgacagcagacttatcactggacacactggatgctagaagtaaatggagcaatgtcttcaaagttctgctggaaaaaggctttaatcctagaatcctatatccagccaaaatggcatttgattttaggggtaaaacaaaggtatttcttagtattgaagaatttagagattatgttttgcatatgcccaccttgagagaattactggggaataatatacct
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