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특허청구의 범위

청구항 1 

피험 대상의 근육 손상을 치료하기 위한 약제학적 조성물로서,

상기 약제학적 조성물은 유효량의:

(a) 마이크로 RNA(miR)-133, 그리고 miR-1의 억제제; 또는

(b) miR-1, 그리고 miR-133의 억제제를 포함하고,

상기 miR-1의 억제제는 서열번호 1의 서열과 상보적인 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드이고,

상기 miR-133의 억제제는 서열번호 2의 서열과 상보적인 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드인 약제학적 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 

근육 손상은 기계적 근육 외상, 근육 퇴행성 질환, 심장 손상 또는 이들의 조합에서 기인하는 것을 특징으로 하

는 약제학적 조성물.

청구항 3 

제2항에 있어서, 

상기 근육 퇴행성 질환은 근 위축증, 동작 뉴런 질병, 염증성 근병증, 신경근 접합부 질병, 내분비성 근병증 또

는 대사성 근육 질병인 약제학적 조성물.

청구항 4 

제3항에 있어서, 

상기 근 위축증은 뒤셴형 근위축증인 약제학적 조성물.

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기 피험 대상은 포유동물인 약제학적 조성물.

청구항 6 

삭제

청구항 7 

제1항에 있어서, 

상기 miR-133은 서열번호 2의 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드인 약제학적 조성물.

청구항 8 

삭제

청구항 9 

삭제

청구항 10 

제1항에 있어서, 

상기 miR-1은 서열번호 1의 서열을 포함하는 폴리뉴클레오티드인 약제학적 조성물.
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청구항 11 

삭제

청구항 12 

삭제

청구항 13 

삭제

청구항 14 

제1항에 있어서,

상기 폴리뉴클레오티드는 2'-O-메틸 폴리뉴클레오티드인 약제학적 조성물.

청구항 15 

제14항에 있어서, 

상기 miR-1의 억제제는 2'-O-메틸-miR-1(서열번호 62)인 약제학적 조성물.

청구항 16 

제14항에 있어서, 

상기 miR-133의 억제제는 2'-O-메틸-miR-133(서열번호 63)인 약제학적 조성물.

청구항 17 

삭제

청구항 18 

삭제

청구항 19 

제1항에 있어서,

상기 miR-133 또는 상기 miR-1은 벡터에 의해 암호화되는 약제학적 조성물.

청구항 20 

제19항에 있어서,

상기 벡터는:

(a) 상기 miR-133 또는 상기 miR-1을 암호화하는 핵산 분자에 작용적으로 연결된 프로모터; 및 

(b) 전사 종결 서열을 포함하는 약제학적 조성물.

청구항 21 

제20항에 있어서, 

상기 벡터는 바이러스 벡터인 약제학적 조성물.

청구항 22 

제21항에 있어서, 

상기 바이러스 벡터는 레트로바이러스 벡터인 약제학적 조성물.

등록특허 10-1485071

- 3 -



청구항 23 

제21항에 있어서,

상기 바이러스 벡터는 아데노바이러스 벡터인 약제학적 조성물.

청구항 24 

삭제

청구항 25 

삭제

청구항 26 

삭제

청구항 27 

삭제

청구항 28 

삭제

청구항 29 

삭제

청구항 30 

삭제

청구항 31 

삭제

청구항 32 

삭제

청구항 33 

삭제

청구항 34 

삭제

청구항 35 

삭제

청구항 36 

삭제

청구항 37 

삭제

청구항 38 
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삭제

청구항 39 

삭제

청구항 40 

삭제

청구항 41 

삭제

청구항 42 

삭제

청구항 43 

삭제

청구항 44 

삭제

청구항 45 

삭제

청구항 46 

삭제

청구항 47 

삭제

청구항 48 

삭제

청구항 49 

삭제

청구항 50 

삭제

청구항 51 

삭제

청구항 52 

삭제

청구항 53 

삭제

청구항 54 
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삭제

청구항 55 

삭제

청구항 56 

삭제

청구항 57 

삭제

청구항 58 

삭제

청구항 59 

삭제

청구항 60 

삭제

청구항 61 

삭제

청구항 62 

삭제

명 세 서

기 술 분 야

관련 출원에 관한 상호 참조[0001]

본원에 개시되는 주제는 2005년 12월 12일에 출원된 미국 가특허출원 제60/749,544호의 우선권을 주장하며, 상[0002]

기 출원의 개시 내용은 본원에 그 전문을 참고로 인용한다.

인가에 관한 언급[0003]

이 일은 국립보건원의 인가번호 R01-HL075251호에 의해 지원을 받았다. 따라서, 미국 정부는 본원에 개시되는[0004]

주제에 특정의 권리를 가진다.

본원에 개시되는 주제는 일반적으로 미오사이트 (myocyte)에서 유전자 발현을 조절하는 방법 및 조성물에 관한[0005]

것이다. 보다 구체적으로, 본원에 개시되는 주제는 미오사이트에서의 유전자의 발현 레벨을 조절하기 위해 마이

크로 RNA (miRNA)를 사용하는 방법 및 miRNA를 포함하는 조성물에 관한 것이다.

배 경 기 술

세포 증식 및 분화를 조절하는 분자적 메카니즘에 관한 이해가 발생 생물학의 중심 주제이다. 마이크로 RNA[0006]

(miRNA)는 유전자 발현을 전사후에 조절하는 22개에 이르는 뉴클레오티드로 이루어진 조절 RNA로서 최근에 발견

된 종류이다
1, 2

. 다양한 생물학적 과정에서의 miRNA의 유력한 역할에 대해 증가하는 증거들이 지적되어 왔다
3-8
.

그러나, 생물학적 과정에서 miRNA의 역할(들)의 특성화에 대해서는 당해 분야에서 장기간 공감 속에 지속되어[0007]

온 필요성으로 존재하고 있다. 본원에 개시되는 주제는 이 문제와 당해 분야에서의 다른 필요에 대해 다룬다.

발명의 상세한 설명
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발명의 개요[0008]

본 개요는 본원에 개시되는 주제의 몇 가지 구현예를 열거하며, 다수의 경우에는 상기 구현예의 변형예와 치환[0009]

예를 열거한다. 본 개요는 오로지 다수의 다양한 구현예를 예시하는 것에 불과하다. 제시된 구현예의 하나 이상

의 대표적인 특징에 관한 언급 역시 예시일 뿐이다. 그러한 구현예는 통상 언급된 특징(들)과 함께 또는 특징

없이 존재할 수 있으며; 마찬가지로, 상기 특징들은 본 개요에 열거되었는지 여부와 상관없이 본원에 개시되는

주제의 다른 구현예에 적용될 수 있다. 과도한 반복을 피하기 위해, 본 개요는 그러한 특징들의 모든 가능한 조

합을 열거하거나 시사하지는 않는다.

본원에 개시되는 주제의 일 구현예로, 피험 대상의 근육 손상을 치료하는 방법이 제시된다. 일부 구현예에서,[0010]

상기 방법은 피험 대상의 근육 손상 부위에 유효량의 miRNA 또는 miRNA를 암호화하는 벡터 또는 miRNA의 억제제

를 투여하는 단계를 포함하며, 여기서 miRNA는 근육 손상 부위의 미오사이트의 유전자를 표적으로 하는 것이다.

일부 구현예에서,  miRNA의 억제제는 표적 miRNA에 하이브리드될 수 있고,  일부 구현예에서는,  표적 miRNA는

miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-30, miR-128, miR-143 및 miR-145로 구성되

는 군에서 선택된다. 일부 특정 구현예에서, miRNA-133 및 miRNA-1의 억제제는 제1 시점에 근육 손상 부위에 맞

춰 투여하며, miRNA-1 및 miRNA-133의 억제제는 제2 시점에 근육 손상 부위에 맞춰 투여하여 근육 손상을 치료

한다. 일부 구현예에서, 근육 손상은 기계적 근육 외상, 근육 퇴행성 질환, 심장 손상 또는 이들의 조합에서 기

인한다. 일부 구현예에서, 피험 대상은 포유동물이다.

본원에 개시되는 주제의 또 다른 구현예로, 미오사이트 분화, 증식 또는 그 둘다를 조절하는 방법이 제시된다.[0011]

일부 구현예에서, 상기 방법은 미오사이트를 miRNA와 또는 미오사이트 분화, 증식 또는 그 둘다를 조절할 수 있

는 미오사이트내 유전자를 표적으로 하는 miRNA를 암호화하는 벡터와 접촉시키는 단계를 포함한다. 일부 구현예

에서, 상기 조절은 억제하는 것이며, 일부 구현예에서, miRNA는 유전자의 해독을 억제한다.

본원에 개시되는 주제의 또 다른 구현예로, 미오사이트의 유전자의 발현을 조절하는 방법이 제공된다. 일부 구[0012]

현예에서, 상기 방법은 미오사이트를 miRNA와 또는 미오사이트내 유전자를 표적으로 하는 miRNA를 암호화하는

벡터와 접촉시키는 단계를 포함한다.

본원에 개시되는 주제의 추가적인 구현예로, 미오사이트내 유전자의 발현을 억제하는 방법이 제공된다. 일부 구[0013]

현예에서, 상기 방법은 미오사이트를 miRNA를 암호화하는 벡터를 사용하여 형질전환시키는 단계를 포함하며, 여

기서, 상기 miRNA 분자는 miRNA가 유전자에서 발견될 모든 티미딘 대신에 우라실을 포함하는 것을 제외하고는

상기 유전자의 인접 17 내지 24개 뉴클레오티드 아서열과 70% 이상 동일한 뉴클레오티드 서열을 포함한다. 일부

구현예에서, miRNA는 유전자의 해독을 억제한다. 

본원에 개시된 방법의 일부 구현예에서, 이용된 miRNA는 서열번호 1-11의 뉴클레오티드 서열로 구성되는 군으로[0014]

부터 선택되는 뉴클레오티드와, 서열번호 1-11의 뉴클레오티드 서열과 70% 이상 동일한 뉴클레오티드 서열을 포

함한다. 일부 구현예에서, miRNA는 miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29, miR-30, miR-

128, miR-143 및 miR-145로 구성되는 군으로부터 선택된다. 또한, 일부 구현예에서, miRNA는 유전자의 3' 비해

독 영역을 표적으로 한다.

또한, 상기 방법의 일부 구현예에서, miRNA의 표적이 되는 유전자는 미오사이트 분화 유전자 (예, 히스톤 디아[0015]

세틸라제 4 (HDAC4) 폴리펩티드 또는 갑상선 호르몬 수용체 단백질 240 (TRAP240)을 암호화하는 유전자), 미오

사이트 증식 유전자 (예, 혈청 반응 인자 (SRF) 폴리펩티드를 암호화하는 유전자) 및 호르몬 관련 단백질 (예,

갑상선 호르몬 연관 단백질 1 (Thrap1)을 암호화하는 유전자)로 구성되는 군으로부터 선택된다.

본원에 개시되는 주제의 또 다른 구현예로, miRNA를 암호화하는 벡터가 제공된다. 일부 구현예에서, 상기 벡터[0016]

는 miRNA 분자를 암호화하는 핵산 분자에 작용적으로 연결된 프로모터; 및 전사 종결 서열을 포함한다. 또한,

일부 구현예에서, 상기 벡터는 벡터를 미오사이트에 도입시키기 위한 하나 이상의 시약을 추가로 포함하는 키트

에 도입된다. 상기 키트는 일부 구현에에서 벡터를 미오사이트에 도입시키기 위한 지시문을 추가로 포함한다.

따라서, 본원에 개시되는 주제의 목적은 miRNA-매개 방법을 사용하여 미오사이트에 유전자 발현을 조작하는 방[0017]

법을 제공하는 것이다. 상기 목적은 본원에 개시되는 주제에 의해 전체적으로 또는 부분적으로 달성된다.

상기 언급한 본원에 개시되는 주제의 목적, 기타 목적 및 장점은 본원에 개시되는 주제에 관한 하기의 설명 및[0018]

비한정적인 실시예를 검토한 후의 당업자에게는 자명할 것이다.

표에 관한 간단한 설명[0019]
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표 1은 본원에 사용된 1-문자 뉴클레오티드 약어의 목록이다.[0020]

표 2는 miR-1 및 miR-133이 근원성(筋原性) 증식 및 분화에 미치는 영향을 나타낸다. 성장 배지 (GM)에서 배양[0021]

된 C2C12 근원세포는 miR-1, miR-133 또는 GFP에 대한 이중 가닥 miRNA 이중체 또는 2'-O-메틸 안티센스 올리

고를 음성 대조군으로 사용하여 전기 천공하였다. 36 시간 후에, GM은 8, 12 및 24 시간 동안 분화 배지 (DM)로

대체하고, 세포들을 미오제닌, 포스포-히스톤 H3 및 미오신 중쇄 (MHC)에 대한 항체를 사용하여 면역조직화학

분석을 위해 고정하였다. 무작위 선택된 시야로부터 5000 DAPI 염색 세포로부터 양성 세포를 계수하였다. 분석

은 유사한 결과와 함께 3회 독립적으로 시행하였다.

표 3은 본원에 개시된 올리고뉴클레오티드의 명칭과 서열을 나열한 것이다.[0022]

서열목록에 관한 간단한 설명[0023]

서열 목록은 특히 다양한 miRNA들, 구체적으로 miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26, miR-29,[0024]

miR-30, miR-128, miR-143 및 miR-145 (각각 서열번호 1-11)의 서열뿐만 아니라 본원에 개시된 추가의 폴리뉴

클레오티드 서열을 개시한다. RNA 서열이 DNA (즉, 우라실 대신에 존재하는 티미딘을 포함)의 형태로 제공되는

일부의 경우에, 상기 서열들은 상기 DNA 서열의 RNA 전사체 (각각의 T가 U로 대체된 것)에 상응한다.

상세한 설명[0025]

본원에서는 특정 miRNA가 미오사이트의 분화 및/또는 증식에 영향을 끼치는 미오사이트내 특정 유전자의 발현을[0026]

조절할 수 있다는 측정 결과가 개시된다. 이 발견은 광범위한 원인, 예컨대 기계적 근육 외상, 근육 퇴행성 질

환 및 심장 손상을 가진 근육 손상을 치료하는 것을 비롯하여 본원에 개시된 바와 같이 치료적 용도를 가진다.

본원에 개시된 발견의 용도로는 유전자에 대한 특이성을 가진 miRNA을 이용하여 미오사이트내 하나 이상의 특정

유전자의 발현을 조절하고, 다시 미오사이트의 기능, 예컨대 미오사이트의 분화 및/또는 증식을 조절하는 것을

추가로 포함한다. 본원에 개시되는 주제에 유용한 비한정적인 예시 miRNA로는 miRNA-1, miRNA-133, miRNA-206

및 miRNA-208이 있다.

예컨대, 동일한 염색체 좌에 집합되어 있는 miRNA-1 (miR-1) 및 miRNA-133 (miR-133)는 발육 중에 조직 특이적[0027]

인 방식으로 함께 전사된다. miR-1 및 miR-133은 각각 생체외에서 배양된 근원세포 및 생체내의 개구리 배에서

의 골격근 증식 및 분화를 조절하는 데 현저한 역할을 수행한다. miR-1은 근육 유전자 발현의 전사 리프레서인

히스톤 디아세틸라제 4 (HDAC4)를 표적화함으로써 근육 발생을 촉진한다. 대조적으로, miR-133은 혈청 반응 인

자 (SRF)를 억압함으로써 근원세포 증식을 증진시킨다. 그 결과는 최초로 동일한 miRNA 폴리시스트론으로부터

유래하고 함께 전사되는 두 개의 성숙 miRNA가 현저한 생물학적 기능을 수행할 수 있음을 나타낸다. 따라서, 본

발명은 miRNA가 근육 유전자 발현 및 배의 발육을 조절하는 전사 회로에 참여하는 분자 메커니즘을 제공한다.

또 다른 비한정적인 예로서, Thrap 1 발현은 miR-208에 의해 조절되는 것 같다. Thrap1의 3' UTR은 두 개의 예[0028]

측된 miR-208 결합 부위를 포함한다 (도 18). 두 개의 표적은 Thrap1 정지 코돈의 하류 ~80 bp에 위치하며, 불

과 ~50 bp만큼만 서로 분리되어 있다. 두 표적은 miR-208의 종자 영역과 완전히 상보적이다. Thrap1 유전자는

도처에서 발현되는 TRAP (갑상선 호르몬 수용체 단백질) 복합체의 240  kd 서브유닛인 TRAP240을 암호화한다.

TRAP는 핵의 수용체에 대한 공동 활성화인자인 다중 서브유닛 단백질 복합체이며, TRAP 군의 멤버들은 적절한

발육에 중요하다. 따라서, miR-208은 TRAP240의 생성을 조절하고, 호르몬 의존성 심근세포 분화를 촉진한다.

I. 일반적 고려 사항[0029]

제1 miRNA가 표시하는 lin-4 유전자는 C. 엘레간스의 유충 발생의 시기를 조절하는 것으로서, 눈에 띄게 lin-14[0030]

mRNA 레벨에 영향을 끼치지 않으면서 lin-14 단백질 발현을 억제하는 21개 뉴클레오티드 길이의 비암호성 RNA를

예기치 않게 생성시키는 것으로 확인되었다. 이러한 소형 RNA는 lin-14의 3' 비해독 영역 (UTR)의 상보성 부위

를 표적으로 하는 것으로 확인되었다
49,50

. 이러한 현상은 초기에는 유전자 이상으로 취급되어 실제로 무시되었지

만, 현재는 lin-4와 유사한 miRNA로 불리는 수백 개의 소형 RNA가 다른 종의 게놈에 존재하며 상보성 mRNA의 해

독을 조절하는 것으로 이해되고 있다. 최근의 보고가 현저히 다양한 생물학적 과정에서 몇 개의 miRNA에 대한

역할을 제안하고 있지만, 다수는 주로 특성 규명되지 않은 채로 존재한다.

I.A. miRNA 생물 발생 및 메카니즘[0031]

miRNA 생물 발생의 일반적인 모델을 도 13에 도시한다. 성숙 miRNA는 더 긴 전사체로부터 가공되어 ~22개 뉴클[0032]

레오티드 (nt)의 길이를 가진다
51,52

. 1차-miRNA (pri-miRNA)는 독립 전사 단위로서 RNA Pol II에 의해 전사되거
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나 또는 숙주 유전자의 접속된 인트론으로부터 발생할 수 있다
53
. miRNA 가공 경로는 스템-루프 구조를 가지는

~70개 nt 길이의 중간 전구체-miRNA (pre-miRNA)를 생성시키는 RNAse III 엔도뉴클레아제 드로샤에 의한 pri-

miRNA 핵 절단과 함께 개시될 수 있다
54
. 엑스포틴-5는 드로샤 절단에 의해 남겨진 엇걸린 절단을 인지하고 pre-

miRNA를 세포질로 Ran-GTP 의존 방식으로 배출한다
54-60

. 세포질에서는 일단 pre-miRNA의 두 가닥이 스템-루프의

기저로부터 대략 나선 2회전만큼 떨어져 있는 또 다른 RNAse III 효소인 다이서에 의해 절단될 수 있다
61-63

. 생

성된 ~22량체 RNA 이중체는 다이서에 의해 해리되고, 단일의 스템-암이 RISC (RNA-유도된 사일런싱 복합체) 내

로 도입될 수 있다. RISC는 miRNA 및 mRNA 표적과 함께 아르고노트 단백질 군의 멤버들과 부속 인자들을 보유하

는 리보핵산 단백질 복합체이다. 스템-암 이중체의 상대적인 열 안정성은 어느 가닥이 RISC 내로 도입되는 지를

측정하기 위한 것으로 생각된다: RISC로 들어가는 가닥은 종종 그 5' 말단이 덜 안정적인 것이다
64,65

. 해독 억제

는 아직 알려지지 않은 메커니즘에 의해 표적 mRNA의 3' UTR내 표적 서열(들)에 대한 miRNA 상보성에 의해 매개

된다
66,67

. 일반적으로, 불완전한 상보성은 해독 억제를 초래하는 반면, 완전한 또는 거의 완전한 상보성은 mRNA

절단을 초래한다
68
. 다양한 측면의 miRNA 생물 발생, 트래피킹, RISC 어셀블리 및 RISC 기능의 메커니즘에 대해

서는 규명이 되어야 하겠지만, 특정 miRNA에 대한 기능적 연구 및 유전자와 miRNA 경로의 성분들의 유전적 및

생화학적 분석은 miRNA가 다양한 생물학적 과정에서 주요함을 나타냈다.

I.B. 발생 중의 miRNA[0033]

다세포 유기체의 발생은 유전자 경로의 공간적 및 일시적 제어를 필요로 한다. miRNA는 표적 유전자의 전사후[0034]

조절에 의해 상기 복합 유전 경로를 제어 또는 미세 조정하도록 제시된다. 동물 발생에서 miRNA의 필요성을 결

정하는 한 가지 방법은 miRNA를 그 성숙한 활성형으로 가공하는 데 필요한 상류 효소인 다이서에 돌연변이를 생

성시키는 것이다. 척출동물은 모든 척추동물 miRNA를 완전히 가공하는 데 필요할 것 같은 다이서의 단일 사본만

을 가지고 있는 것으로 생각된다
62,63,69

. 마우스에서 다이서 기능의 제거는 7.5일 배(E)에 의해 치사를 초래하였

다
69
. 다이서가 없는 마우스는 원시적인 줄 마커 T (brachyury)를 발현하지 않았는데, 이는 아마도 장배 형성 중

에 신체가 형성되기 전에 발육이 정지된 것을 나타낸다. 감소된 사지 크기 및 증가된 프로그래밍된 세포 사멸은

특히 마우스 사지 중배엽에서 다이서 기능의 조건부 상실로부터 초래되었다
70
.  모계-자이코트 다이서 돌연변이

를 형성함으로써 제브라피쉬에서의 miRNA 형성을 완전히 차단한 결과, miRNA의 상실이 배에서 다수의 세포형의

축 형성 또는 패턴 형성에 영향을 끼치지 않는 것으로 나타났다. 그러나, 장배 형성, 뇌 형성, 체절 형성 및 심

장 발생 중의 형태 발생은 모두 비정상으로 입증되고, 치사를 초래하였다
71
. 총괄적으로, 다이서 기능의 유전적

분석은  성숙  miRNA가  적절한  발생에  요구된다는  것을  시사한다.  모든  miRNA  기능을  제거하는  연구가

유익하지만, 그 역시 무딘 수단이고, 특정 miRNA의 정확한 기능에 대한 통찰을 제공하지는 못한다.

I.C. 특정 miRNA의 생물학적 역할[0035]

다양한 생물학적 과정에 miRNA가 참여한다고 제안하는 증거가 증가하고 있다. 췌장 섬 세포에서, miR-375의 과[0036]

발현은 글루코스-유도된 인슐린 분비를 억제한 반면, 내인성 miR-375을 억제하면 인슐린 분비가 증가하였다
72
.

유사한 과발현 및 억제 전략은 ERK5 단백질 발현을 조절함으로써 지방세포 (adipocyte) 분화에서 miR-143에 대

한 역할을 확인하였다
73
. 또 다른 실시예에서, 5 miRNA를 암호화하는 폴리시스트론 miRNA 유전자는 종양 발생과

연관되어 있었다
74
. miRNA에 대한 다른 기능은 조혈

75
, 뉴런의 분화

76,77
 및 Hox 유전자 발현의 조절

78,79
에서 제안

되었다.

현재 300개가 넘는 인간 miRNA가 알려져 있지만, 어떤 할당된 생물학적 기능을 가진 것은 단지 몇 개밖에 안된[0037]

다. 특정 miRNA의 연구는 발생 및 병리학에서 miRNA-매개의 조절의 유행 및 중요성을 이해하는 데 필요하다. 본

원에 개시되는 주제는 근육 분화 및 증식을 조절하는 데 있어서 miRNA에 대한 역할을 최초로 제시한다.

I.D. 심장 발육에서의 miRNA[0038]

심장 발생은 상이한 유전 프로그램의 정확한 제어를 필요로 하며, 따라서 달리 발현되는 심장-풍부한 miRNA가[0039]

그러한 복잡한 경로를 조절할 수 있다고 추측하는 것은 흥미롭다. 그러한 조직 특이적 발현 패턴은 몇 개의

miRNA에 대해 본원에 개시된 주제에 의해 본원에 개시된다. miR-1 및 miR-133은 골격근 및 심장근 조직에서 발

현되는 반면, miR-208은 심근 조직에서만 검출된다. 본 발명의 개시 이전에, 상기 근육 특이적 miRNA의 기능은
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불명하였다.

I.E. miRNA 표적 확인[0040]

특정 miRNA의 표적을 확인하는 것은 조절 경로에서의 그들의 정확한 역할을 이해하는 것을 용이하게 한다. 대부[0041]

분의 동물 miRNA는 그 표적 부위에 불완전하에 상보적인데, 이것은 동물 miRNA 표적 부위를 확인하기 위해 간단

한 상동성 검색을 사용하는 것을 방해한다. 이 장애를 극복하기 위해, 새로운 동물 miRNA 표적을 예측하기 위한

기준으로서 공지의 miRNA 표적의 서열 보존 및 특성을 도입한 몇 가지 컴퓨터적인 방법이 개발되었다
80-85

. 예컨

대, 일부 알고리즘은 다수의 miRNA가 '종자' 영역으로 불리는 유효 표적 부위 내에서 두 번째와 8번째 뉴클레오

티드 사이에 높은 상보성을 나타냈음을 고려하고 있다. 기타 알고리즘은 일부 경우에 miRNA의 3' 말단에서의 상

보성이 약한 5' 말단 결합을 보상할 수 있기 때문에 상기 사실을 고려하지 않는다. 상기 알고리즘은 또한 인접

영역에 대해 2개 이상의 종에 걸쳐 표적 서열 보존에 의해 예측을 평가한다. 이들 유형의 컴퓨터적 방법은 일부

포유동물의 miRNA 표적 부위를 성공적으로 예측하였다. 임의의 특정 miRNA에 대해 산출된 예측은 거의 틀림없이

허위 양성을 포함하고 있다. 그러나, 예측은 가설 생성자로서 극히 유용하다. 임의의 예측은 실험적으로 입증될

수 있고, 관련 생물학적 환경에 적용할 수 있다.

I.F. 중요성[0042]

miRNA-유도 억압 후의 정확한 분자 메커니즘을 이해하여 miRNA 발현을 분석하고 표적 부위를 확인하기 위한 보[0043]

다 양호한 수단을 개발하고, 조절 경로 내의 특이 miRNA에 대한 생물학적으로 관련된 역할을 측정하고자 하는

mRNA 연구에서 현재 몇 가지 활발한 영역이 있다.

심장 발생 및 병리학은 복합 유전 경로의 조절과 직접적으로 연관되어 있고, 그러한 경로를 이해하기 위한 시도[0044]

에 많은 노력이 확장되어 왔다. 심장 유전자 전사에 필요한 전사 인자 및 조절 인핸서 서열의 역할에 대부분의

연구가 집중되어 왔다. 심장 유전자 발현의 조절은 매우 복잡한 것으로 입증되었는데, 개개의 심장 유전자가 심

장에서 매우 제한된 발현 패턴을 유도하는 다중 독립 인핸서에 의해 조절되었다. 잠재적으로, miRNA는 전사후

레벨로 조절의 또 다른 층을 첨가함으로써 훨씬 더 상기 복잡성을 극적으로 증가시켜 왔다. 본원에 개시된 주제

는 부분적으로는 심근 및 골격근 유전자 발현이 어떻게 조절되는가에 대한 새로운 이해를 제공하며, 그 발견들

에 대한 치료적 및 연구 응용을 개시한다. 또한, 본원에 개시된 근육 분화 및 증식의 miRNA 제어와 관련된 발견

들은 다른 경로에서 miRNA의 기능을 이해하기 위한 모델로서도 작용한다.

II. 정의[0045]

편의상, 본 명세서, 실시예 및 첨부하는 청구의 범위에 이용된 특정 용어들을 여기에 모아 둔다. 하기 용어들은[0046]

당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게는 잘 이해될 수 있다고 생각되지만, 본원에 개시되는 주제에 관한 설

명을 용이하게 하기 위해 하기의 정의를 제시하는 것이다.

달리 정의하지 않는 한, 본원에 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어는 본원에 개시되는 주제가 속하는 분야에서[0047]

통상의 지식을 가진 자에게는 통상적으로 이해되는 것과 같은 의미를 가진다. 본원에 기재되는 것들과 유사하거

나 균등한 방법, 장치 및 재료를 본원에 개시되는 주제의 실시 또는 시험에 사용할 수 있지만, 대표적인 방법,

장치 및 재료를 기재한다.

오래 지속돼 온 특허법의 관례에 따라, 용어 "부정관사(a)", "부정관사(an)" 및 "정관사(the)"는 청구의 범위를[0048]

포함하여 본원에 사용될 때 "하나 이상(one or more)"를 의미한다. 따라서, 관사 "a", "an" 및 "the"는 관사의

문법적 목적물을 하나 또는 하나 이상 (즉,  적어도 하나)을 의미하는 것으로 본원에 사용된다. 예컨대, "an

element"는 하나의 요소 또는 하나 이상의 요소를 의미한다.

본원에 사용된 "약 (about)"이란 용어는 질량, 무게, 시간, 부피, 농도 또는 비율과 관련하여 언급할 때는 지정[0049]

된 양으로부터 일부 구현예에서는 ±20% 또는 ±10%, 일부 구현예에서는 ±5%, 일부 구현예에서는 ±1%, 일부

구현예에서는 ±0.5%, 일부 구현예에서는 ±0.1%의 변이를 포함하는 것을 의미하는데, 그러한 변이가 본원에 개

시되는 주제를 실시하기에 적합하기 때문이다. 달리 나타내지 않는 한, 본 명세서 및 청구의 범위에 사용된 성

분, 반응 조건 등의 양을 표현하는 모든 수치는 "약"이란 용어에 의해 모든 예에서 변형되는 것으로 이해될 수

있다. 따라서, 반대로 언급하지 않는 한, 본 명세서 및 첨부하는 청구의 범위에 제시된 수치 매개변수는 본원에

개시되는 주제에 의해 얻어질 수 있는 바람직한 성질에 의존하여 변화될 수 있는 추정치이다.

본원에 사용된 "아미노산" 및 "아미노산 잔기"란 용어는 호환적으로 사용되며, 20개의 자연 발생적 아미노산뿐[0050]

만 아니라 그 유사물, 유도체 및 동질체; 변형 측쇄를 가진 아미노산 유사물; 및 이들의 모든 입체 이성질체를
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의미한다. 따라서, "아미노산"이란 용어는 아미노 작용성과 산 작용성을 둘다 포함하여 자연 발생적 아미노산의

중합체에 포함될 수 있는 천연 또는 합성의 모든 분자를 포함하는 것이다.

아미노산은 펩티드 결합에서 폴리펩티드의 화학적 소화 (가수분해) 시에 형성될 수 있다. 본원에 기재된 아미노[0051]

산은 일부 구현예에서 "L" 아이소형이다. 그러나, "D" 아이소형 잔기는 바람직한 작용성이 폴리펩티드에 의해

보유되는 한, "D" 아이소형은 임의의 L-아미노산 잔기 대신에 치환될 수 있다. NH2는 폴리펩티드의 아미노 말단

에 존재하는 유리 아미노기를 의미한다. COOH는 폴리펩티드의 아미노 말단에 존재하는 유리 카르복시기를 의미

한다. 표준 폴리펩티드 명명법을 유지하면서, 아미노산 잔기에 대한 약어는 상기 제시된 표의 형태로 제시된다.

본원에 제시되는 모든 아미노산 잔기의 서열은 왼쪽으로부터 오른쪽으로의 방향을 가진다는 것이 주목된다. 또[0052]

한, "아미노산" 및 "아미노산 잔기"라는 문구는 변형 및 이상 아미노산을 포함하도록 광범위하게 정의된다.

또한, 아미노산 잔기 서열의 시작부 또는 말단의 대쉬는 하나 이상의 아미노산 잔기의 추가 서열에의 펩티드 결[0053]

합, 또는 NH 또는 아세틸과 같은 아미노-말단기 또는 COOH와 같은 카르복시-말단기에의 공유 결합을 나타낸다는

것이 주목된다.

본원에서 "세포"라는 용어는 그 통상의 생물학적 의미로 사용된다. 일부 구현예에서, 세포는 척추동물과 같은[0054]

유기체에 존재한다. 세포는 진핵세포 (예, 골격근 미오사이트나 심장 미오사이트와 같은 미오사이트) 또는 원핵

세포 (예, 박테리아)일 수 있다. 세포는 체세포 또는 생식 계열 기원이거나, 분화 전능성 (totipotent), 분화

다능성 (pluripotent) 또는 임의의 정도로 분화되거나, 분열성 또는 비분열성일 수 있다. 세포는 또한 생식세포

(gamete) 또는 배, 줄기 세포 또는 완전 분화 세포로부터 유래하거나 이들을 포함할 수 있다.

본원에 사용된 "숙주 세포" 및 "재조합 숙주 세포"란 용어는 호환적으로 사용되며, 본원에 개시되는 주제 (예컨[0055]

대, miRNA를 암호화하는 발현 벡터)의 조성물이 도입되는 세포 (예컨대, 미오사이트)를 의미한다. 또한, 상기

용어들은 발현 구성물이 초기에 도입되는 특정 세포뿐만 아니라, 그러한 세포의 자손 또는 잠재적 자손도 의미

한다. 돌연변이 또는 환경적 영향으로 인해 후속 세대에서 특정의 변형이 일어날 수 있기 때문에, 그러한 자손

은 실제로 모세포와 동일한 것이 아니라, 본원에 사용된 용어의 범위 내에 포함되는 것이다.

본원에 사용된 "유전자"란 용어는 RNA를 암호화하는 핵산, 예컨대, 폴리펩티드를 암호화하는 구조 유전자를 포[0056]

함(이에 국한되지 않음)하는 핵산 서열을 의미한다. "유전자"란 용어는 또한 생물학적 기능과 연관된 DNA의 임

의의 분절까지 넓은 의미를 가진다. 그러한 의미로, "유전자"란 용어는 암호 서열; 프로모터 영역; 전사 조절

서열; 조절 단백질에 특이적인 인지 서열인 비발현된 DNA 분절; 유전자 발현에 기여하는 비발현된 DNA 분절, 예

컨대, mRNA의 3' 비해독 영역 내로 전사되고, 다시 본원에 개시되는 주제의 예시 miRNA에 의해 표적화되고 결합

되는  DNA  분절;  요구되는  매개변수를  가지도록  설계된  DNA  분절;  또는  이들의  조합을  포함하는  서열을

포함하나, 이들에 국한되는 것은 아니다. 유전자는 다양한 방법에 의해 얻을 수 있는데, 예컨대, 생물학적 샘플

로부터 클로닝하거나, 공지 또는 예측된 서열 정보에 기초한 합성 및 하나 이상의 기존 서열로부터 재조합 유도

와 같은 방법들이 있다.

당해 분야에서 이해되듯이, 유전자는 통상 암호 가닥 및 비암호 가닥을 포함한다. 본원에 사용되는 "암호 가닥[0057]

(coding strand)" 및 "센스 가닥"이란 용어는 호환적으로 사용되며, 유전자 산물이 해독되는 mRNA와 동일한 뉴

클레오티드 서열을 가지는 핵산 서열을 의미한다. 당해 분야에서 역시 이해되듯이, 암호 가닥 및/또는 센스 가

닥을 DNA 분자를 언급하기 위해 사용할 때, 암호/센스 가닥은 상응하는 mRNA에서 발현되는 우리딘 잔기 대신에

티미딘 잔기를 포함한다. 또한, DNA 분자를 언급하기 위해 사용할 때, 암호/센스 가닥은 또한 mRNA에서 발견되

지 않은 추가 요소를 포함할 수  있으나,  프로모터,  인핸서 및 인트론에 국한되지 않는다.  유사하게,  "주형

가닥" 및 "안티센스 가닥"이란 용어는 호환적으로 사용되며, 암호/센스 가닥에 상보적인 핵산 서열을 의미한다.

그러나, 폴리펩티드 산물을 암호화하지 않는 유전자들, 예컨대, miRNA 유전자의 경우, "암호 가닥"이란 용어는

miRNA를 포함하는 가닥을 의미하기 위해 사용한다는 것을 주의하여야 한다. 이 용례에서, miRNA를 포함하는 가

닥은 miRNA 전구체와 관련하여서는 센스 가닥이나, 표적 RNA와 관련하여서는 안티센스가 될 수 있다 (즉, miRNA

는 그것이 표적 RNA에 대해서는 안티센스인 서열을 포함하기 때문에 표적 RNA에 하이브리드된다).

본원에 사용된 "상보성" 및 "상보적인"이란 용어는 전통적인 왓슨-크릭 또는 기타 비전통적 유형의 상호작용에[0058]

의해 또 다른 핵산과 하나 이상의 수소 결합을 형성할 수 있는 핵산을 의미한다. 본원에 개시되는 주제의 핵산

분자와 관련하여, 상보성 서열과 핵산 분자의 결합 자유 에너지는 핵산의 관련 기능이 일부 구현예에서는 리보

뉴클레아제 활성을 진행하게 하는 데는 충분하다. 예컨대, miRNA 전구체의 센스 가닥과 안티센스 가닥 사이의

상보성의 정도는 miRNA 전구체의 miRNA-포함 가닥과 표적 핵산 서열 사이의 상보성의 정도와 같거나 상이할 수
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있다. 핵산 분자에 대한 결합 자유 에너지의 측정법은 당해 분야에 널리 알려져 있다. 예컨대, 문헌 [ Freier

et al., 1986
31
; Turner et al., 1987

32
] 참조.

본원에 사용되는 문구 "상보성 비율", "동일성 비율" 및 "동일한 비율"은 호환적으로 사용되며, 제2 핵산 서열[0059]

과 수소 결합 (예컨대, 왓슨-크릭 염기쌍 결합)을 형성할 수 있는 핵산 분자에서 인접 잔기들의 비율을 의미한

다 (예컨대, 10개 중에서 5, 6, 7, 8, 9, 10개는 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 및 100% 상보적임). "100% 상보적

임", "전체적으로 상보적임)" 및 "완전히 상보적임"이란 용어는 핵산 서열의 인접 잔기 모두가 제2 핵산 서열의

동일한 개수의 인접 잔기와 수소 결합을 형성할 수 있음을 나타낸다. miRNA가 약 17 내지 24 nt이고, 5개까지의

부정합 (예컨대, 1, 2, 3, 4, 또는 5개 부정합)은 통상 유전자 발현의 miRNA-유도 조절 중에 용인되기 때문에,

miRNA와 그것을 표적으로 하는 RNA 사이에 약 70% 이상의 상보성은 표적 RNA가 유래한 유전자의 발현을 miRNA가

조절하기에 충분하다.

"유전자 발현"이란 용어는 일반적으로 생물학적 활성이 있는 폴리펩티드가 DNA 서열로부터 생성되고 세포에서[0060]

생물학적 활성을 나타내는 세포 과정을 의미한다. 그런 의미로, 유전자 발현은 전사 및 해독 과정을 포함할 뿐

만 아니라, 유전자 또는 유전자 산물의 생물학적 활성에 영향을 끼칠 수 있는 전사후 및 해독후 과정을 포함한

다. 상기 과정들은 RNA 합성, 가공 및 수송뿐만 아니라, 폴립펩티드 합성, 수송 및 폴리펩티드의 해독후 변형을

포함하지만, 이들에 국한되는 것은 아니다. 또한, 세포내 단백질-단백질 상호작용에 영향을 끼치는 과정들은 본

원에 정의된 유전자 발현에 영향을 끼칠 수도 있다.

그러나, 단백질 산물을 암호화하지 않는 유전자, 예컨대, miRNA 유전자의 경우에, "유전자 발현"이란 용어는 전[0061]

구체 miRNA가 유전자로부터 생성되는 과정을 의미한다. 통상, 상기 과정은, 단백질 암호 유전자에 대해 RNA 폴

리머라제 II에 의해 유도되는 전사와는 달리, miRNA 유전자의 전사 산물이 해독되어 단백질을 생성하지 않지만,

전사로 언급된다. 그럼에도 불구하고, miRNA 유전자로부터 성숙 miRNA의 생성은 그 용어가 본원에 사용되는 대

로 "유전자 발현"이란 용어에 의해 포함된다.

본원에 사용된 "분리된 (isolated)"이란 용어는 다른 핵산, 단백질, 지질, 탄수화물 및/또는 그것이 통상 연합[0062]

되어 있는(그러한 연합은 세포 물질 또는 합성 배지에서 이루어짐) 다른 물질이 실질적으로 없는 분자를 의미한

다. 따라서, "분리된 핵산 분자"라는 용어는 천연 또는 합성 기원의 리보핵산 분자 또는 데옥시리보핵산 분자

(예컨대, 게놈 DNA, cDNA, mRNA, miRNA 등) 또는 이들의 일부 조합을 의미하는데, 이들은 (1) "분리된 핵산"이

자연에서 발견되는 세포와 연합되어 있지 않거나, 또는 (2) 자연에서 연관되어 있지 않은 폴리뉴클레오티드에

작용적으로 연관되어 있다. 유사하게, "분리된 폴리펩티드"라는 용어는 일부 구현예에서는 재조합 DNA 또는 RNA

로부터 제조되거나 또는 합성 기원인 폴리펩티드 또는 이들의 일부 조합을 의미하는데, 이들은 (1) 그것이 자연

에서 함께 발견되는 단백질과 연합되어 있지 않거나, (2) 그것이 통상 발생하는 세포로부터 분리되거나, (3) 동

일한 세포원으로부터 다른 단백질 없이 분리되거나, (4) 상이한 종으로부터 유래한 세포에 의해 발현되거나, 또

는 (5) 자연에서 발생하지 않는다.

"분리된"이란 용어는 "분리된 세포"의 의미로 사용될 때는 예컨대, 기관, 조직 또는 유기체의 일부로서 그 자연[0063]

환경으로부터 제거된 세포를 의미한다.

본원에 사용된 "표지 (label)" 또는 "표지된 (labeled)"이란 용어는 분광학적, 방사선학적 또는 기타 방법에 의[0064]

해 검출할 수 있는 프로브 분자에의 일 부분의 부착을 의미한다. 따라서, "표지" 또는 "표지된"이란 용어는 검

출 가능한 마커를 폴리펩티드와 같은 분자에 공유적으로 또는 비공유적으로 선택적으로 혼입 또는 부착하는 것

을 의미한다. 폴리펩티드를 표지하는 다양한 방법이 당해 분야에 알려져 있으며, 이들을 사용할 수 있다. 폴리

펩티드용 표지의 예로는 방사성 동위원소, 형광성 표지, 중 원자, 효소 표지 또는 리포터 유전자, 화학 발광기,

비오티닐기, 2차 리포터 (예컨대, 류신 지퍼쌍 서열, 항체용 결합 부위, 금속 결합 도메인, 에피토프 태그)에

의해 인지되는 예정된 폴리펩티드 에피토프를 들 수 있으나, 이에 국한되는 것은 아니다. 일부 구현예에서, 표

지는 다양한 길이의 스페이서 암에 의해 의해 부착되어 잠재적인 입체적 방해를 감소시킨다.

본원에 사용된 "조절하다 (modulate)"라는 용어는 임의의 또는 모든 화학적 및 생물학적 활성 또는 생화학적 실[0065]

체의 성질의 증가, 감소 또는 기타의 변화를 의미한다. 예컨대, "조절하다"라는 용어는 유전자의 발현 레벨 또

는 하나 이상의 단백질 또는 단백질 서브유닛을 암호화하는 RNA 분자 또는 등가의 RNA 분자의 레벨의 변화; 또

는 상방 조절되거나 하방 조절되어 발현 레벨 또는 활성이 조절제의 부재시에 관찰되는 것보다 더 크거나 더 적

게 만드는 하나 이상의 단백질 또는 단백질 서브유닛의 활성의 변화를 의미할 수 있다. 예컨대, "조절하다"라는

용어는 "억제하다 (inhibit)" 또는 "억제하다 (suppress)"를 의미할 수 있으나, "조절하다"라는 말의 사용은 이
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정의에 국한되지 않는다.

본원에 사용되는 "조절 (modulation)"이란 용어는 반응의 상향 조절 (즉, 활성화 또는 자극) 및 하향 조절 (즉,[0066]

억제)을 의미한다. 따라서, "조절"이란 용어는 기능적 성질 또는 생물학적 활성 또는 과정 (예컨대, 효소 활성

또는 수용체 결합)과 관련하여 사용할 때 상향 조절 (예컨대, 활성화 또는 자극), 하향 조절 (예컨대, 억제) 또

는 그러한 성질, 활성 또는 과정의 질을 변화시키는 능력을 의미한다. 특정 예에서, 그러한 조절은 신호 전달

경로의 활성화와 같이 특정 이벤트의 발생을 조건으로 할  수 있고/있거나 특정 세포 유형에서만 명확할 수

있다.

"조절자 (modulator)"란 용어는 폴리펩티드, 핵산, 거대 분자, 복합체, 분자, 소분자, 화합물, 종 등 (자연 발[0067]

생적 또는 비자연 발생적), 또는 조절을 일으킬 수 있는 박테리아, 식물, 곰팡이, 또는 동물 세포 또는 조직과

같은 생물학적 물질로부터 만들어지는 추출물을 의미한다. 조절자는 분석에 포함되어 기능적 성질, 생물학적 활

성 또는 과정의 억제제 또는 활성화제 (직접 또는 간접), 또는 그 조합물 (예컨대, 작동물질, 부분적 길항물질,

부분적 작동물질, 역 작동물질, 길항물질, 항-미생물제, 미생물 감염 또는 증식의 억제제 등)로서의 잠재적인

활성에 대해 평가할 수 있다. 그러한 분석에서, 다수의 조절자는 한번에 구분될 수 있다. 조절자의 활성은 공지

되었거나, 미지이거나 부분적으로 공지된 것일 수 있다.

조절자는 선택적 또는 비선택적일 수 있다. 본원에 사용된 "선택적"이란 용어는 조절자 (예컨대, 억제제)과 관[0068]

련하여 사용할 때 조절자가 하나의 분자 (예컨대, 당해 표적 RNA) 대 또 다른 유사하나 동일하지 않은 분자 (예

컨대, 당해 표적 RNA와 동일한 유전자군의 멤버로부터 유래된 RNA)와 상호작용하는 방식으로 측정 가능하거나

생물학적으로 관련된 차이를 의미한다.

선택적인 조절자로 고려될 수 있는 조절자의 경우, 그것과 표적의 상호작용의 성질은 표적 (예컨대, 표적 자체[0069]

이외의 군 멤버로부터의 전사체)과 관련된 다른 분자와 그것의 상호작용을 전적으로 배제할 필요는 없다는 것이

이해되어야 한다. 다른 방식으로 언급해 보면, "선택적인 조절자"란 용어는 당해 유전자로부터 mRNA 전사체에만

결합하는 분자들 및 관련 군의 멤버의 분자들로 국한시키고자 하는 의도는 없다. 상기 용어는 또한 당해 유전자

로부터 및 관련 군 멤버로부터 유래한 전사체와 상호작용할 수 있는 조절자를 포함하는 것이나, 군 멤버에 대한

표적과의 차등 상호작용이 생물학적으로 관련된 결과를 가지는 조건을 설계하는 것이 가능하다. 그러한 조건으

로는 조절자와 군 멤버 사이의 서열 동일성의 정도의 차이와, 모두가 아닌 일부의 군 멤버를 발현시키는 특이

조직 또는 세포 유형에 조절자의 사용을 포함하나, 이에 국한되는 것은 아니다. 후자 세트의 조건 하에, 조절자

는 다른 군 멤버의 존재에 의해 조직으로부터 스며나오기 때문에 추가의 패밀리 멤버를 발현시키는 또 다른 조

직에서 조절자와 표적이 상호작용하여 생물학적 효과를 일으키지는 않는다는 사실에도 불구하고, 조절자가 주어

진 표적과 상호작용하여 생물학적으로 관련된 효과를 일으킨다면 조절자는 그 주어진 표적에 대해 선택적인 것

으로 간주될 수 있다.

선택적인 조절자가 확인될 때, 조절자는 그것이 또 다른 분자 (예컨대, 당해 유전자와 관련된 유전자의 mRNA 전[0070]

사체)에 결합하는 방식과는 상이한 (예컨대, 더 강력한) 방식으로 하나의 분자 (예컨대, 당해 유전자의 mRNA 전

사체)에 결합한다. 본원에 사용된 조절자는 그것이 결합할 수 있는 일부 다른 가능한 분자와 비교하여 그것이

더 강력하게 결합하는 분자에의 "선택적인 결합" 또는 "우선적인 결합"을 나타내는 것으로 언급된다.

본원에 사용된 "억제하다 (inhibit)", "억제하다 (suppress)", "하향 조절하다 (down regulate)" 및 이들의 문[0071]

법적 변형어들은 호환적으로 사용되며, 유전자 산물 (예컨대, 폴리펩티드), 유전자의 발현, 폴리뉴클레오티드,

예컨대, miRNA의 활성 또는 하나 이상의 유전자 산물을 암호화하는 RNA의 레벨이 본원에 개시되는 주제에 관한

연구의 실행의 부재 하에 관찰된 것 이하의 활성을 의미한다.

일부 구현예에서, miRNA 분자를 사용한 억제는 표적 RNA의 정상 상태 발현 레벨의 감소를 초래한다. 일부 구현[0072]

예에서, miRNA 분자를 사용한 억제는 표적의 발현 레벨을 하향 조절할 수 없는 불활성 또는 약화된 분자의 존재

하에 관찰된 레벨 이하인,  표적 유전자의 발현 레벨을 초래한다.  일부 구현예에서,  본원에 개시되는 주제의

miRNA 분자를 사용한 유전자 발현의 억제의 정도는 miRNA 분자의 존재시가 그 부재시보다 더 크다. 일부 구현예

에서, 유전자 발현의 억제는 유전자에 의해 (예컨대, 유전자 발현의 miRNA-매개된 억제에 의해) 암호화된 mRNA

의 분해의 증가된 비율과 연관이 있다. 일부 구현예에서, 본원에 개시되는 주제의 miRNA 분자를 사용한 억제는

miRNA의 부재시에 관찰된 레벨 이하인, 표적 유전자로부터의 유전자 산물의 발현 레벨을 초래한다.

일부 구현예에서, 내인성 miRNA와 같은 miRNA는 miRNA 억제제에 의해 억제됨으로써, miRNA가 억제되지 않을 때[0073]

유전자 발현 (예컨대, 유전자 산물의 생성) 레벨과 비교하여, miRNA가 표적으로 하는 유전자의 발현의 증가를
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초래할 수 있다. 본원에 사용된 "miRNA 억제제" 및 "miRNA의 억제제"라는 용어들은 호환적으로 사용되며, miRNA

의 활성을 억제하는 분자를 의미한다.

일부 구현예에서, miRNA 억제제는 지정된 조건 하에 특정 표적 miRNA에 하이브리드되어 표적 miRNA의 활성을 억[0074]

제하는 폴리뉴클레오티드이다. miRNA 억제제가 표적 miRNA에 하이브리드될 수 있는 조건으로는 생리적 조건을

포함한다. miRNA 억제제는 표적 miRNA 폴리뉴클레오티드에 대한 miRNA 억제제 폴리뉴클레오티드 서열의 상보성

에 기초하여 표적 miRNA 억제제에 큰 정도이든 적은 정도이든 하이브리드될 수 있다. 일부 구현예에서, miRNA는

표적 miRNA의 전부 또는 일부에 완전히 상보적이거나, 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게는 일반적으로

이해되듯이, 구체적인 용도와 특이성의 필요에 따라 완전히 상보적인 것보다는 더 적은 상보성, 예컨대, 표적

miRNA에 대해 99%, 98%, 97%, 96%, 95%, 90%, 80% 또는 70% 상보성이 있다. miRNA 억제제는 구체적인 세트의

조건 하에 목적량의 표적 miRNA 활성을 억제할 필요가 있는 대로 단지 표적 miRNA와 상보성을 공유할 필요가 있

다. 본원에 개시되는 주제와 함께 유용한 miRNA 억제제의 예로는 2'-O-메틸 폴리뉴클레오티드와 같은 변형된 폴

리뉴클레오티드가 있으나, 이에 국한되는 것은 아니다. 대표적인 비한정적인 예로는 표 2 및 3에 제시되는 것으

로, 2'-O-메틸-miR-1, 2'-O-메틸-miR-133  및 2'-O-메틸-miR-208이 있는데, 이들은 각각 miR-1, miR-133 또는

miR-208의 활성을 특이적으로 억제할 수 있다.

본원에 사용된 "돌연변이"라는 용어는 그 전통적인 의미를 보유하며, 자연 발생적으로 유전되거나 핵산 또는 폴[0075]

리펩티드 서열에 도입되는 변화를 의미하며, 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 일반적으로 알려진 대로

의 의미로 사용된다.

본원에 사용된 "미오사이트 (myocyte)"라는 용어는 발생의 모든 단계에서 근육 세포의 모든 분류를 광범위하게[0076]

의미한다. 따라서, "미오사이트"는 근원세포와 같은 미분화된 근육 세포와 말단에서 분화된 미오튜브와 같은 분

화된 근육 세포를 둘다 포함한다. "미오사이트"는 또한 다양한 조직학적 유형의 근육 세포를 포함하는데, 그 예

로는 횡문근 세포 (예컨대, 골격근 세포), 평활근 세포 (예컨대, 소장 근육 세포) 및 심근 세포가 있으며, 이에

국한되는 것은 아니다. 또한, 본원에 사용된 "미오사이트"는 종 특이적인 것은 아니다.

피험 대상에 적용되는 "자연 발생적"이란 용어는 피험 대상이 자연에서 발견될 수 있다는 사실을 의미한다. 예[0077]

컨대, 자연에서 임의의 출처로부터 분리될 수 있는 유기체 (박테리아 포함)에 존재하고 실험실에서 사람에 의해

의도적으로 변형된 것이 아닌 폴리펩티드 또는 폴리뉴클레오티드 서열이 자연 발생적인 것이다. 그러나, 사람의

손에 의한 임의의 조작은 그 용어를 본원에 사용되는 대로 "자연 발생적" 피험 대상을 "분리된" 피험 대상으로

만들 수 있다.

본원에  사용된  "핵산",  "폴리뉴클레오티드"  및  "핵산  분자"라는  용어들은  데옥시리보핵산  (DNA),  리보핵산[0078]

(RNA), 올리고뉴클레오티드, 폴리머라제 연쇄 반응 (PCR)에 의해 생성된 단편, 및 결찰, 절제, 엔도뉴클레아제

작용 및 엑소뉴클레아제 작용 중의 어느 하나에 의해 생성된 단편들 중의 어느 하나를 의미한다. 핵산은 자연

발생적 뉴클레오티드 (예컨대, 데옥시리보뉴클레오티드 및 리보뉴클레오티드), 또는 자연 발생적 뉴클레오티드

의 유사물 (자연 발생적 뉴클레오티드의 α-에난티오머 형태), 또는 이들의 조합인 단량체들을 포함할 수 있다.

변형된 뉴클레오티드는 당 부분 및/또는 피리미딘 또는 퓨린 염기 부분에 변형을 가질 수 있다. 당의 변형으로

는 하나 이상의 히드록실기를 할로겐, 알킬기, 아민 및 아지도기로 대체하거나, 당은 에테르 또는 에스테르로서

작용될 수 있다. 더욱이, 전체 당 부분은 아자-당 및 탄소환 당 유사물과 같이 입체적으로 및 전자적으로 유사

한 구조로 대체될 수 있다. 염기 부분에서의 변형의 예로는 알킬화 퓨린 및 피리미딘, 아실화 퓨린 또는 피리미

딘, 또는 기타 널리 알려진 복소환 치환체가 있다. 핵산 단량체는 포스포디에스테르 결합 또는 그러한 연결체의

유사물에 의해 연결될 수 있다. 포스포디에스테르 연결체의 유사물로는 포스포로티오에이트, 포스포로디티오에

이트, 포스포로셀레노에이트, 포스포로디셀레노에이트, 포스포로아닐로티오에이트, 포스포르아닐리데이트, 포스

포르아미데이트 등이 있다. "핵산"이란 용어는 또한 소위 "펩티드 핵산"을 포함하는데, 이것은 폴리아미드 주쇄

에 부착된 자연 발생적 또는 변형된 핵산 염기를 포함한다. 핵산은 단일 가닥 또는 이중 가닥일 수 있다.

"작용적으로 연결된 (operatively linked)"이란 용어는 두 핵산 영역 사이의 관계를 설명할 때, 영역들이 그 의[0079]

도된 방식으로 기능하도록 하는 관계로 위치하는 병치를 의미한다. 예컨대, 암호 서열에 "작용적으로 연결된"

제어 서열은 암호 서열의 발현이 예컨대, 적합한 분자 (예컨대, 인듀서 및 폴리머라제)가 제어 또는 조절 서열

(들)에 결합될 때와 같이 제어 서열과 양립할 수 있는 조건 하에 달성되도록 하는 방식으로 결찰될 수 있다. 따

라서, 일부 구현예에서, "작용적으로 연결된"이란 용어는 상기 암호 서열의 전사가 제어되고 그 프로모터에 의

해 조절되도록 하는 방식으로 암호 서열에 연결되는 프로모터를 의미한다. 암호 서열에 프로모터를 작용적으로

연결하는 기술은 당해 분야에 알려져 있다; 당해 암호 서열에 상대적인 정확한 배향 및 위치는 특히 프로모터의
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특정 성질에 의존된다.

따라서, "작용적으로 연결된"이란 용어는 상기 뉴클레오티드 서열의 전사가 상기 프로모터 영역에 의해 제어되[0080]

고 조절되는 방식으로 뉴클레오티드 서열에 연결되는 프로모터 영역을 의미한다. 유사하게, 뉴클레오티드 서열

은 그것이 작용적으로 연결되는 프로모터의 "전사적 제어"하에 있는 것으로 언급된다.

"작용적으로 연결된"이란 용어는 상기 뉴클레오티드 서열의 전사의 종결이 상기 전사 종결 서열에 의해 제어되[0081]

는 방식으로 뉴클레오티드 서열에 연결되는 전사 종결 서열을 의미한다. 일부 구현예에서, 전사 종결 서열은

RNA 폴리머라제 III에 의한 전사를 일으켜 종결 서열 TTTTTTT에서 세 번째 또는 네 번째 T에서 종결되는 서열을

포함한다. 그러므로, 초기의 소형 전사체는 통상 3' 말단에 3 또는 4개의 U를 가진다.

두  핵산  또는  단백질  서열과  관련하여  "동일성  비율  (percent  identity)"  및  "동일한  비율  (percent[0082]

identical)"이란 문구는 하기 서열 비교 알고리즘 중의 하나를 사용하거나 시각적 검사에 의해 측정되는 바와

같이, 최대 상응성에 대해 비교하고 정렬할 때, 일부 구현예에서는 60% 이상, 일부 구현예에서는 70% 이상, 일

부 구현예에서는 80% 이상, 일부 구현예에서는 85% 이상, 일부 구현예에서는 90% 이상, 일부 구현예에서는 95%

이상, 일부 구현예에서는 96% 이상, 일부 구현예에서는 97% 이상, 일부 구현예에서는 98% 이상, 및 일부 구현예

에서는 99% 이상의 뉴클레오티드 또는 아미노산 잔기 동일성을 가지는 두 개 이상의 서열 또는 아서열을 의미한

다. 동일성 비율은 일부 구현예에서는 약 10개 이상의 잔기 길이인 서열 영역에 걸쳐 존재하며, 일부 구현예에

서는 약 20개 이상의 잔기 길이인 영역에 걸쳐 존재하며, 일부 구현예에서는 약 50개 이상의 잔기 길이인 영역

에 걸쳐 존재하며, 일부 구현예에서는 약 100개 이상의 잔기 길이인 영역에 걸쳐 존재하며, 일부 구현예에서는

약 150개 이상의 잔기 길이인 영역에 걸쳐 존재한다. 일부 구현예에서는, 동일성 비율이 암호 영역 또는 전체

miRNA와 같이 주어진 영역의 전체 길이에 걸쳐 존재한다.

서열 비교를 위해, 통상 하나의 서열은 시험 서열이 비교되는 참조 서열로서 작용한다. 서열 비교 알고리즘을[0083]

사용할 때, 시험 및 참조 서열이 컴퓨터에 입력되고, 필요한 경우 아서열 등가물이 지정되며, 서열 알고리즘 프

로그램 매개변수가 지정된다. 서열 비교 알고리즘은 지정된 프로그램 매개변수에 기초하여 참조 서열에 비교한

시험 서열(들)에 대한 서열 동일성 비율을 계산한다.

비교를 위해 서열들의 최적 배열은 예컨대, 문헌 [Smith & Waterman, 1981]
33
에 기재된 국부적 상동성 알고리즘[0084]

에 의해, 문헌 [Needleman & Wunsch, 1970]
34
에 기재된 상동성 배열 알고리즘에 의해, 문헌 [Pearson & Lipman,

1988]
35
에 기재된 유사성 검색 방법에 의해, 상기 알고리즘들의 컴퓨터화된 실행 (미국 캘리포니아 샌디에고 소

재의 액셀리스 인코포레이티드에서 입수 가능한 GCG
®
 위스콘신 패키지

®
에서의 GAP, BESTFIT, FASTA 및 TFAST

A)에 의해, 또는 시각적 검사에 의해 수행할 수 있다. 일반적으로 문헌 [Ausubel et al., 1989]
36
 참조.

서열 동일성 및 서열 유사성 비율을 측정하는 데 적합한 알고리즘의 한 가지 예가 문헌 [Altschul  et  al.,[0085]

1990]
37
.에 기재된 BLAST 알고리즘이다. BLAST 분석을 수행하기 위한 소프트웨어는 월드 와이드 웹을 통해 내셔

널 센터 포 바이오테크놀로지 정보를 통해 공적으로 입수 가능하다. 이 알고리즘은 문제의 서열에서 길이 W의

짧은 단어를 확인함으로써 높은 수치로 기록되는 서열쌍 (HSP)을 먼저 확인하는 것을 포함하는데, 이것은 데이

터베이스 서열에서 동일한 길이의 단어와 배열될 때 일부의 양의 값의 역치값 T와 일치하거나 T를 충족시킨다.

T는 역치의 이웃말로서 언급된다
37
. 상기 초기의 이웃말 히트는 검색을 개시하는 종자로서 작용하여 그들을 포함

하는 더 긴 HSO를 발견한다. 단어 히트는 누적 배열치가 증가될 수 있는 한 각 서열을 따라 두 방향에서 연장된

다. 누적 수치는 뉴클레오티드 서열의 경우 매개변수 M (한 쌍의 정합 잔기에 대한 보상치; 항상 >0) 및 N (부

정합 잔기에 대한 벌칙 수치; 항상 <0)을 사용하여 계산한다. 아미노산 서열의 경우, 기록용 매트릭스를 사용하

여 누적 수치를 계산한다. 각 방향으로 단어 히트의 연장은, 누적 배열 수치가 그 최대 달성치로부터 양 X만큼

하락하거나, 누적 수치가 하나 이상의 음으로 기록되는 잔기 배열의 축적으로 인해 0 이하가 되거나, 또는 두

서열의 말단에 도달될 때 중지된다. BLAST 알고리즘 매개변수 W, T 및 X는 배열의 감도 및 속도를 결정한다.

BLASTN 프로그램 (뉴클레오티드 서열용)은 디폴트로서 단어 길이 (W) 11, 기대값 (E) 10, 컷오프 100, M = 5,

N = -4, 및 두 가닥의 비교를 사용한다. 아미노산 서열의 경우, BLASTP 프로그램은 디폴트로서 단어 길이 (W)

3, 기대값 (E) 10, 및 BLOSUM62 기록용 매트릭스를 사용한다.
38

서열 동일성 비율을 계산하는 것 외에, BLAST 알고리즘은 또한 두 서열들 사이의 유사성의 통계적 분석을 수행[0086]

한다. 예컨대, 문헌 [Karlin & Altschul 1993]
39
 참조.  BLAST 알고리즘에 의해 제공되는 유사성의 한 가지 척
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도는 최소 확률 합계 (P(N))인데, 이것은 두 개의 뉴클레오티드 또는 아미노산 서열들 사이의 정합이 우연히 일

어날 확률의 표시를 제공한다. 예컨대, 시험 핵산 서열은 참조 핵산 서열에 대한 시험 핵산 서열의 비교에서 최

소 확률 합계가 일부 구현예에서는 약 0.1 미만이고, 일부 구현예에서는 약 0.01이며, 일부 구현예에서는 약

0.001 미만이면 참조 서열과 유사한 것으로 간주된다.

두 개의 뉴클레오티드 서열과 관련하여 "실질적으로 동일한 (substantially identical)"이란 용어는 하기 서열[0087]

비교 알고리즘 중의 하나를 사용하거나 시각적 검사에 의해 측정되는 바와 같이, 최대 상응성에 대해 비교하고

정렬할 때, 일부 구현예에서는 약 70% 이상, 일부 구현예에서는 약 75% 이상, 일부 구현예에서는 약80% 이상,

일부 구현예에서는 약 85% 이상, 일부 구현예에서는 약 90% 이상, 일부 구현예에서는 약 95% 이상, 일부 구현예

에서는 약 97% 이상, 및 일부 구현예에서는 약 99% 이상의 뉴클레오티드 동일성을 가지는 두 개 이상의 서열 또

는 아서열을 의미한다. 일례로, 실질적인 동일성은 17개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서

는 약 18개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 19개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에

서, 일부 구현예에서는 약 20개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 21개 잔기 이상의

뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 22개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약

23개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 24개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일

부 구현예에서는 약 25개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 26개 잔기 이상의 뉴클레

오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 27개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 30개

잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 50개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구

현예에서는 약 75개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 100개 잔기 이상의 뉴클레오티

드 서열에서, 일부 구현예에서는 약 150개 잔기 이상의 뉴클레오티드 서열에서, 및 또 다른 실시예에서는 완전

한 암호 서열을 포함하는 뉴클레오티드 서열에서 존재한다. 일부 구현예에서는, 다형태성 서열이 실질적으로 동

일한 서열일 수 있다. "다형태성 (polymorphic)"이란 용어는 군집내에 2개 이상의 유전적으로 결정된 또 다른

서열 또는 대립 유전자의 발생을 의미한다. 대립 유전자의 차이는 하나의 염기쌍만큼 작을 수 있다. 그럼에도

불구하고, 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자는 다형태성 서열이 동일한 유전자에 상응한다는 것을 인지할

수 있다.

두 개의 뉴클레오티드 서열이 실질적으로 동일하다는 또 다른 표시는 두 개의 분자가 엄중 조건 하에 서로에게[0088]

특이적으로 또는 실질적으로 하이브리드된다는 것이다. 핵산 하이브리드화와 관련하여, 비교되는 두 개의 핵산

서열은 "프로브 서열" 및 "시험 서열로 지정될 수 있다. "프로브 서열"은 참조 핵산 분자이고, "시험 서열"은

핵산 분자의 이질적인 군집 내에서 종종 발견되는 시험 핵산 분자이다.

하이브리드화 연구 또는 분석에 이용되는 예시적인 뉴클레오티드 서열로는 일부 구현예에서는 본원에 개시되는[0089]

주제의 핵산 분자의 약 14 내지 40개 이상의 뉴클레오티드 서열에 상보적이거나 그 서열을 모방하는 프로브 서

열을 들 수 있다. 일례로, 프로브는 14 내지 20개 뉴클레오티드, 또는 필요한 경우 훨씬 더 긴 뉴클레오티드,

예컨대,  30,  40,  50,  60,  100,  200,  300  또는  500개  뉴클레오티드  또는  주어진  유전자의  전길이까지를

포함한다. 그러한 단편들은 예컨대, 화학 합성에 의해 단편을 직접 합성함으로써, 핵산 증폭 기술의 응용에 의

해, 또는 재조합 생산용 재조합 벡터내로 선택된 서열을 도입시킴으로써 쉽게 제조할 수 있다.

"표적으로 하는 (targeted)"이란 문구는 "...에 특이적으로 하이브리드되는"의 의미를 포함하는데, 후자의 문구[0090]

는 그 서열이 복합 핵산 혼합물 (예컨대, 총 세포 DNA 또는 RNA)에 존재할 때 엄중 조건 하에 특정 뉴클레오티

드 서열에만  분자를 결합, 이중체 형성 또는 하이브리드화하는 것을 의미한다.

비한정적 실시예에 의해, 하이브리드화는 5x SSC, 4x SSC, 3x SSC, 2x SSC, 1x SSC 또는 0.2x SSC 에서 약 1[0091]

시간, 2 시간, 5 시간, 12 시간 또는 24 시간 이상 동안 수행할 수 있다 (SSC 완충제와 기타 하이브리드화 조건

의 설명에 대해서는 문헌 [Sambrook & Russell, 2001] 참조). 하이브리드화의 온도는 반응의 엄중성을 조정하기

위해, 예컨대, 약 25℃ (실온)로부터 약 45℃, 50℃, 55℃, 60℃ 또는 65℃까지 증가될 수 있다. 하이브리드화

반응은 엄중성에 영향을 끼치는 또 다른 작용제를 포함할 수도 있는데; 예컨대, 50% 포름아미드의 존재 하에 수

행된 하이브리드화는 정해진 온도에서 하이브리드화의 엄중성을 증가시킨다.

하이브리드화 반응 다음에는 1회 세척 단계, 또는 동일하거나 상이한 염도 및 온도일 수 있는 2회 이상의 세척[0092]

단계가 실시될 수 있다. 예컨대, 세척의 온도는 엄중성을 조정하기 위해 약 25℃ (실온)로부터 약 45℃, 50℃,

55℃, 60℃,  65℃, 또는 그 이상까지 증가될 수 있다. 세척 단계는 세제 (예, SDS)의 존재 하에 수행할 수

있다. 예컨대, 하이브리드화 이후에는 2x SSC, 0.1% SDS에서 약 20분 동안 각각 65℃에서 2회의 세척 단계가 실

시될 수 있고, 선택적으로 2회의 추가 세척 단계는 0.2x SSC, 0.1% SDS에서 약 20분 동안 각각 65℃에서 실시될
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수 있다.

다음은 본원에 개시되는 주제의 참조 뉴클레오티드 서열과 실질적으로 동일한 상동성 뉴클레오티드 서열을 클로[0093]

닝하기 위해 사용할 수 있는 하이브리드화 및 세척 조건의 예이다: 프로브 뉴클레오티드 서열은 일 실시예에서

50℃에서 7% 나트륨 도데실 설페이트 (SDS), 0.5M NaPO4, 1 mm 에틸렌디아민 테트라아세트산 (EDTA) 중에서 표

적 뉴클레오티드 서열에 하이브리드시킨 다음, 50℃에서 2X SSC, 0.1% SDS에 세척하거나; 일부 구현예에서는,

프로브와 시험 서열은 50℃에서 7% 나트륨 도데실 설페이트 (SDS), 0.5M NaPO4, 1 mm EDTA  중에서 하이브리드

시킨 다음, 50℃에서 1X SSC, 0.1% SDS에 세척하거나; 일부 구현예에서는, 프로브와 시험 서열은 50℃에서 7%

나트륨 도데실 설페이트 (SDS), 0.5M NaPO4, 1 mm EDTA 중에서 하이브리드시킨 다음, 50℃에서 0.5X SSC, 0.1%

SDS에 세척하거나; 일부 구현예에서는, 프로브와 시험 서열은 50℃에서 7% 나트륨 도데실 설페이트 (SDS), 0.5M

NaPO4, 1 mm EDTA 중에서 하이브리드시킨 다음, 50℃에서 0.1X SSC, 0.1% SDS에 세척하거나; 또 다른 실시예에

서는, 프로브와 시험 서열은 50℃에서 7% 나트륨 도데실 설페이트 (SDS), 0.5M NaPO4, 1 mm EDTA 중에서 하이브

리드시킨 다음, 65℃에서 0.1X SSC, 0.1% SDS에 세척한다.

추가의 예시적인 엄중 하이브리드화 조건으로는 50% 포름아미드, 10x 덴하르츠 (0.2% 피콜, 0.2% 폴리비닐피롤[0094]

리돈, 0.2% 소 혈청 알부민) 및 200 mg/ml의 변성된 담체 DNA, 예컨대, 전단된 연어 정자 DNA를 포함하거나 이

들로 구성되는 용액에서 42℃에서 하루밤 동안 하이브리드화한 다음, 2x SSC, 0.1% SDS에 약 20분 동안 각각 65

℃에서 2회 세척 단계, 및 0.2x SSC, 0.1% SDS에 약 20분 동안 각각 65℃에서 2회 세척 단계를 실시하는 것이

있다.

하이브리드화는 용액 중에서 두 핵산을, 또는 용액 중의 한 핵산을 고체 지지체, 예컨대, 필터에 부착된 핵산에[0095]

하이브리드화하는 것을 포함할 수 있다. 하나의 핵산이 고체 지지체 상에 있을 경우, 하이브리드화 이전에 사전

하이브리드화 단계를 수행할 수 있다. 사전 하이브리드화는 하이브리드화와 동일한 용액 및 동일한 온도 (그러

나 상보적 폴리뉴클레오티드 가닥이 없이)에서 약 1 시간, 3 시간 또는 10 시간 이상 동안 수행할 수 있다.

따라서, 본 발명의 개시 사항의 검토 시에, 엄중 조건은 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게는 알려져 있[0096]

거나, 또는 과도한 실험 없이 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에 의해 결정될 수 있다. 
36, 40-44

"...에 실질적으로 하이브리드되는"이란 문구는 프로브 핵산 분자와 표적 핵산 분자 사이의 상보적 하이브리드[0097]

화를 의미하며, 하이브리드화 배지의 엄중성을 감소시켜 목적하는 하이브리드화를 달성함으로써 수용될 수 있는

소수의 부정합을 포함한다.

"표현형"이란 용어는 예컨대, 어느 하나의 형질 또는 어느 형질군을 가진 세포 또는 유기체의 전체 물리적, 생[0098]

화학적 및 생리학적 구성을 의미한다. 그런 의미로, 표현형은 세포 또는 유기체 내의 유전자의 발현으로부터 기

인하며, 잠재적으로 관찰하거나 분석할 수 있는 형질에 관한 것이다.

본원에 사용된 "폴리펩티드", "단백질" 및 "펩티드"란 용어들은 호환적으로 사용되는 것들로서, 그 크기 또는[0099]

기능에 상관 없이 20개의 단백질 아미노산 또는 아미노산 유사물의 중합체를 의미한다. "단백질"은 종종 비교적

큰 폴리펩티드와 관련하여 사용되고, "펩티드"는 종종 작은 폴리펩티드와 관련하여 사용되지만, 당해 분야에서

상기 용어들의 용례는 중첩되고 변화된다. 본원에 사용된 "폴리펩티드"란 용어는 달리 언급하지 않는 한, 펩티

드, 폴리펩티드 및 단백질을 의미한다. 본원에 사용된 "단백질", "폴리펩티드" 및 "펩티드"란 용어들은 유전자

산물을 언급할 때 본원에서 호환적으로 사용된다. "폴리펩티드"란 용어는 효소를 포함하여 모든 기능의 단백질

을 포함한다. 따라서, 예시적 폴리펩티드로는 유전자 산물, 자연 발생 단백질, 상동체, 오르토로그 (ortholog),

파라로그 (paralog), 단편 및 이들의 기타 등가물, 변형체 및 유사물이 있다.

참조 폴리펩티드와 관련하여 사용될 때 "폴리펩티드 단편" 또는 "단편"이란 용어는 아미노산 잔기가 참조 폴리[0100]

펩티드 자체와 비교할 때 결실되나, 잔존 아미노산 서열이 통상 참조 폴리펩티드의 상응하는 위치와 동일한 폴

리펩티드를 의미한다. 그러한 결실은 참조 폴리펩티드의 아미노 말단 또는 카르복시 말단, 또는 양자 모두에서

발생할 수 있다. 단편들은 통상 5, 6, 8 또는 10개 이상의 아미노산 길이, 14개 이상의 아미노산 길이, 20, 30,

40 또는 50개 이상의 아미노산 길이, 75개 이상의 아미노산 길이, 또는 100, 150, 200, 300, 500개 이상의 아미

노산 길이를 가진다. 단편은 참조 폴리펩티드의 생물학적 활성을 하나 이상 보유할 수 있다. 또한, 단편들은 아

단편이 그것이 유래한 영역의 기능을 보유하는 특이 영역의 아단편을 포함할 수 있다.

본원에 사용되는 "프라이머"라는 용어는 일부 구현예에서는 2개 이상의 데옥시리보뉴클레오티드 또는 리보뉴클[0101]
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레오티드, 일부 구현예에서는 3개 이상, 일부 구현예에서는 8개 이상, 및 일부 구현예에서는 엑손 또는 인트론

영역의 약 20개 이상의 뉴클레오티드를 포함하는 서열을 의미한다. 그러한 올리고뉴클레오티드는 일부 구현예에

서는 10개 내지 30개의 염기 길이이다.

"정제된 (purified)"이란 용어는 존재하는 우세 종인 (즉, 몰 기준으로 조성물내 다른 어떤 개별종보다 더 풍부[0102]

함) 목적 종을 의미한다. "정제된 분획 (purified fraction)"은 목적 종이 존재하는 모든 종의 약 50% 이상 (몰

기준으로)을 포함하는 조성물이다. 용액 또는 분산액 중의 종들의 순도를 결정함에 있어서, 종들이 용해 또는

분산되는 용매 또는 매트릭스는 통상 그러한 결정에 포함되지 않으며; 대신에, 용해되거나 분산된 종들만이 고

려된다. 일반적으로,  정제된 조성물은 조성물에 존재하는 모든 종의 약 80%  이상, 존재하는 모든 종의 85%,

90%, 95% 또는 99% 이상을 포함하는 한 가지 종을 가질 것이다. 목적 종은 조성물이 단일종으로만 구성되는 본

질적인 균질성 (통상의 검출 방법으로는 오염종이 조성물에서 검출될 수 없음)을 가질 때까지 정제할 수 있다.

폴리펩티드의 순도는 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게는 알려진 다수의 방법, 예컨대, 아미노 말단 아

미노산 서열 분석, 겔 전기영동 및 질량 분광분석법에 의해 측정할 수 있다.

"참조 서열 (reference sequence)"이란 서열 비교의 근거로서 사용되는 지정된 서열이다. 참조 서열은 예컨대,[0103]

전길이의 뉴클레오티드 또는 아미노산 서열의 분절로서 보다 큰 서열의 아세트이거나 완전 서열을 포함할 수 있

다. 두 단백질은 각각 (1) 두 단백질 사이에 유사한 서열 (즉, 완전 단백질 서열의 부분)을 포함하고, (2) 두

단백질 사이에 분기하는 서열을 추가로 포함할 수 있기 때문에, 두 (또는 그 이상) 단백질 사이의 서열 비교는

통상 "비교 창" (상기 정의함)에 대해 두 단백질의 서열을 비교하여 서열 유사성의 국부 영역을 확인하고 비교

함으로써 수행된다.

"조절 서열"이란 용어는 명세서 전반에 걸쳐 사용되는 일반 명칭으로서, 개시 신호, 인핸서, 조절자, 프로모터[0104]

및 종결 서열과 같이 이들이 작용적으로 연결되는 암호 및 비암호 서열의 발현에 영향을 끼칠 필요가 있거나 영

향을 끼치는 것이 바람직한 폴리뉴클레오티드 서열을 의미한다. 예시적 조절 서열은 문헌 [Goeddel, 1990
45
]에

기재되어 있으며, 그 예로는 원숭이 바이러스 40 (SV40)의 초기 및 후기 프로모터, 아데노바이러스 또는 사이토

메갈로박이러스 직초기 프로모터, CMV 최소 프로모터, lac 시스템,  trp 시스템, TAC 또는 TRC 시스템, 그 발현

이 T7 RNA 폴리머라제에 의해 유도되는 T7 프로모터, 파지 람다의 주요 오퍼레이터 및 프로모터 영역, fd 코트

단백질에 대한 제어 영역, 3-포소포글리세레이트 키나제 또는 기타 당분해 효소에 대한 프로모터, 산 포스파타

제, 예컨대, Pho5의 프로모터, 효모의 a-교배 인자의 프로모터, 바큘로바이러스 시스템의 폴리헤드론 프로모터

및 원핵 세포 또는 진핵 세포 또는 그 바이러스의 유전자의 발현을 제어하는 것으로 알려진 서열, 및 이들의 다

양한 조합을 들 수 있다. 그러한 제어 서열의 성질 및 사용은 숙주 유기체에 따라 달라질 수 있다. 원핵세포에

서는, 그러한 조절 서열은 일반적으로 프로모터, 리보좀 결합 부위 및 전사 종결 서열을 포함한다. "조절 서열

(regulatory sequence)"이란 용어는 최소한 그 존재가 발현에 영향을 끼칠 수 있고 그 존재가 유용한 추가 요소

들, 예컨대, 리더 서열 및 융합 파트너 서열을 포함할 수도 있는 요소들을 포함하는 것이다.

특정 구현예에서는, 폴리뉴클레오티드 서열의 전사는 발현을 의도하고 있는 세포 유형에서 폴리뉴클레오티드의[0105]

발현을 제어하는 프로모터 서열 (또는 기타 조절 서열)의 제어 하에 이루어진다. 폴리뉴클레오티드는 폴리뉴클

레오티드의 자연 발생형의 발현을 제어하는 그러한 서열과 동일하거나 또는 상이한 조절 서열의 제어 하에 존재

할 수 있음도 이해될 것이다. 일부 구현예에서는, 프로모터 서열은 CMV 최소 프로모터, 근육 크레아틴 키나제

(MCK) 및 α-미오신 중쇄 (MHC) ㅍ프플프로모터로 구성되는 군으로부터 선택된다. 예컨대, 골격근에서 유전자

발현을 유도하는 근육 크레아틴 키나제 (MCK) 프로모터는 현재 이용 가능한 형질전환 기술을 사용하여 골격근을

비롯한 조직에서 miR-1, miR-133 또는 miR-206과 같은 miRNA를 발현시키는 데 사용할 수 있다. 임의의 프로모터

(예컨대, 본원에 열거된 프로모터)에 대해 확인된 전체 프로모터를 이용할 필요는 없으며, 그 기능적 유도체를

사용할 수 있다는 것이 이해된다. 본원에 사용된 "기능적 유도체 (functional derivative)"란 문구는 또 다른

작용적으로 연결된 핵산 분자의 전사를 유도하기에 충분한 서열을 포함하는 핵산 서열을 의미한다. 그러한 의미

로서, "기능적 유도체"는 그 용어가 본원에서 정의되는 대로 최소 프로모터로서 기능할 수 있다.

폴리뉴클레오티드 서열의 전사의 종결은 통상 작용적으로 연결된 전사 종결 서열 (예컨대, RNA 폴리머라제 III[0106]

종결 서열)에 의해 조절된다. 특정 예에서, 전사 종결인자는 또한 정확한 mRNA 폴리아데닐화를 담당한다. 3' 비

전사된 조절 DNA 서열은 일부 구현예에서는 약 50 내지 약 1,000개, 그리고 일부 구현예에서는 약 100 내지 약

1,000개 뉴클레오티드 염기쌍을 포함하며, 전사 및 해독 종결 서열을 보유한다. 일부 구현예에서는, RNA 폴리머

라제 III 종결 서열이 뉴클레오티드 서열 TTTTTTT를 포함한다.

"리포터 유전자 (reporter gene)"란 용어는 그 존재 또는 활성에 의해 쉽게 검출될 수 있는 단백질을 암호화하[0107]
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는 뉴클레오티드 서열을 포함하는 핵산을 의미하는데, 그 예로는 루시퍼라제, 형광성 단백질 (예컨대, 녹색 형

광 단백질), 클로람페니콜 아세틸 트랜스퍼라제, β-갈락토시다제, 분비된 태반 알칼리 포스파타제, β-락타마

제, 인간 성장 호르몬 및 기타 분비된 효소 리포터를 들 수 있으나, 이들에 국한되는 것은 아니다. 일반적으로,

리포터 유전자는 세포(들)의 분석에 의해, 예컨대, 세포(들)의 직접 형광 분석, 방사성 동위원소 분석 또는 분

광 분석에 의해 신호 분석을 위해 그리고 통상적으로 세포들을 죽일 필요 없이 검출할 수 있는, 숙주 세포에 의

해 생성되지 않는 폴리펩티드를 암호화한다. 특정 예에서, 리포터 유전자는 정성적, 정량적 또는 반정량적 기능

또는 전사 활성화에 의해 검출할 수 있는, 숙주 세포의 형광분석적 성질에서의 변화를 산출하는 효소를 암호화

한다. 예시적인 효소로는 에스터라제, β-락타마제, 포스파타제, 퍼옥시다제, 프로테아제 (조직 플라스미노겐

활성화인자 또는 유로키나제), 및 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게 알려져 있거나 또는 장래에 개발되

는 적합한 발색원 또는 형광원 기질에 의해 그 기능이 검출될 수 있는 기타 효소를 들 수 있다.

본원에 사용되는 "서열 분석 (sequencing)"이란 용어는 통상의 수동 또는 자동 실험실 기술을 사용하여 DNA,[0108]

RNA, 또는 단백질 표적 샘플의 핵산 또는 아미노산의 정렬된 선형 서열을 측정하는 것을 의미한다.

본원에 사용된 "실질적으로 순수한 (substantially pure)"이란 용어는 폴리뉴클레오티드 또는 폴리펩티드가 그[0109]

자연적인 상태에서 연합되어 있는 서열 및 분자들, 및 분리 과정에서 사용된 그들 분자들이 실질적으로 부재한

다는 것을 의미한다. "실질적으로 부재한다 (substantially free)"라는 용어는 샘플 중에 자연계에서 연합되어

있는 재료 및 화합물이 일 구현예에서는 50% 이상, 일부 구현예에서는 70% 이상, 일부 구현예에서는 80% 이상,

및 일부 구현예에서는 90% 이상 부재한다는 것을 의미한다.

본원에 사용된 "표적 세포 (target cell)"란 용어는 핵산 서열 또는 폴리펩티드를 삽입하거나 또는 비변형 세포[0110]

에 표준인 것으로 알려진 조건으로부터 변형을 수행하고자 하는 세포를 의미한다. 표적 세포 내로 도입되는 핵

산 서열은 다양한 길이를 가질 수 있다. 또한, 핵산 서열은 플라스미드 또는 기타 벡터의 요소로서 또는 네이키

드 서열로서 표적 세포 속으로 들어갈 수 있다.

본원에 사용된 "표적 유전자 (target gene)"란 용어는 본원에 개시되는 주제의 방법 및 조성물을 사용하여 조절[0111]

하기 위해 표적으로 삼는 유전자를 의미한다. 그러므로, 표적 유전자는 그 발현 레벨이 mRNA 또는 폴리펩티드

레벨로 miRNA에 의해 하향 조절되는 핵산 서열을 포함한다. 유사하게, "표적 RNA" 또는 "표적 mRNA"란 용어는

miRNA가 결합하여 표적 유전자의 발현의 조절을 유도할 표적 유전자의 전사체를 의미한다. 표적 유전자는 세포

로부터 유래한 유전자, 내재성 유전자, 형질전환 유전자, 또는 병원체, 예컨대, 그 감염 후의 세포에 존재하는

바이러스의 유전자와 같이 외래성 유전자일 수 있다. 표적 유전자를 포함하는 세포는 식물, 동물, 원생동물, 바

이러스, 박테리아 또는 진균류와 같은 임의의 유기체로부터 유래하거나 또는 유기체에 포함될 수 있다.

본원에 사용된 "전사 (transcription)"란 용어는 유전자의 암호 서열에 존재하는 구조 정보의 RNA로서 발현을[0112]

유도하는 유전자와 RNA 폴리머라제의 상호작용을 포함하는 세포 과정을 의미한다. 이 과정은 다음 단계를 포함

하나, 이에 국한되는 것은 아니다: (a) 전사 개시; (b) 전사체 연장; (c) 전사체 접속; (d) 전사체 캐핑; (e)

전사체 종결; (f) 전사체 폴리아데닐화; (g) 전사체의 핵 배출; (h) 전사체 편집; 및 (i) 전사체의 안정화.

본원에 사용된 "전사 인자"라는 용어는 유전자의 발현을 조절하기 위하여 유전자에 결합하거나, 유전자의 RNA[0113]

전사체에 결합하거나, 또는 유전자 또는 RNA 전사체에 결합하는 또 다른 단백질에 결합하는 세포질 또는 핵 단

백질, 또는 유전자 또는 RNA 전사체에 다시 결합하는 또 다른 단백질을 의미한다. 그러한 조절은 추가로 다른

메커니즘에 의해 달성될 수 있다; "유전자용 전사 인사"의 본질은 어떤 방식으로 유전자의 전사 레벨을 변화시

키는 인자에 속한다.

"형질감염 (transfection)이란 단어는 특정 예에서는 핵산-매개의 유전자 전이를 포함하는, 핵산, 예컨대, 발현[0114]

벡터를 수용체 세포 내로 도입시키는 것을 의미한다. "형질전환 (transformation)"이란 용어는 외래 핵산의 세

포내 흡수의 결과로서 세포의 유전자형이 변화되는 과정을 의미한다. 예컨대, 형질전환된 세포는 본원에 개시되

는 주제의 miRNA를 발현시킬 수 있다.

본원에 사용된 "유의 수준 (significance)" 또는 "유의 수준의 (significant)"란 용어는 2개 이상의 실체 사이[0115]

의 비무작위적 연합인 확률의 통계적 분석에 관한 것이다. 관계가 "유의 수준"인지 "유의 수준"을 가지고 있는

지를 측정하기 위해 데이터의 통계적 조작을 수행하여 "p-값"으로 표현된 확률을 계산할 수 있다. 사용자 정의

의 컷오프점 이하로 감소한 p-값은 유의 수준으로 간주된다. 일례로, 0.05 이하, 일부 구현예에서는 0.01 미만,

일부 구현예에서는 0.005 미만, 및 일부 구현예에서는 0.001 미만인 p-값이 유의 수준으로 간주된다.

본원에 사용된 "표적 RNA"란 문구는 조정용 표적인 RNA 분자 (예컨대, 유전자 산물을 암호화하는 mRNA 분자)를[0116]
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의미한다. 일부 구현예에서, 표적 RNA는 표적 유전자에 의해 암호화된다. 유사하게, "표적 부위 (target sit

e)"란 문구는 표적 부위에 상보적인 안티센스 가닥내에 각종 서열들을 포함하는 miRNA 구성체에 의해 매개되는

절단을 위해 "표적화된" 표적 RNA내의 서열을 의미한다. 또한, 유사하게, "표적 세포"란 문구는 표적 RNA를 발

견시키고 miRNA를 도입시키고자 하는 세포를 의미한다. 표적 세포는 일부 구현예에서는 미오사이트이다.

miRNA는 miRNA와 RNA 분자가 상호작용하기에 충분한 조건 하에 RNA 분자의 발현을 조절할 것으로 기대되는 RNA[0117]

분자에 대해 충분한 뉴클레오티드 유사성을 가진다면 RNA 분자를 "표적으로 하는" 것이다. 일부 구현예에서, 상

호작용은 미오사이트 내에서 일어난다. 일부 구현예에서, 상기 상호작용은 생리적 조건 하에 일어난다. 본원에

사용된 "생리적 조건"이란 문구는 미오사이트가 피험 대상의 일부 또는 피험 대상의 조직이든 또는 미오사이트

가 시험관내에서 증식되든 미오사이트 내의 생체내 조건을 의미한다. 따라서, 본원에 사용된 "생리적 조건"이란

문구는 미오사이트가 피험 대상의 일부로서 또는 시험관내에서 성장될 때 노출될 수 있는 임의의 조건 하의 미

오사이트내의 조건을 의미한다.

본원에 사용된 "절단의 검출가능한 레벨"이란 문구는 표적 RNA의 무작위적 분해에 의해 생성된 RNA의 배경 이상[0118]

으로 절단 산물을 검출하기에 충분한 표적 RNA의 절단 (및 절단된 RNA 산물의 형성)의 정도를 의미한다. 1 내지

5% 이상의 표적 RNA로부터 miRNA-매개의 절단 산물의 생성은 대부분의 검출 방법에 대한 배경 이상으로 검출하

기에 충분하다.

"마이크로 RNA" 및 "miRNA"란 용어는 호환적으로 사용되는 것으로서, pri-miRNA, pre-miRNA, 또는 기능적 등가[0119]

물로부터 생성되는 약 17 내지 24개 뉴클레오티드의 핵산 분자를 의미한다. miRNA는 외부에서 공급된 miRNA와

siRNA와 관련하여 이러한 특성은 다소 인공적일 수 있지만, 짧은 간섭 RNA (siRNA)를 사용하여 대조될 수 있다.

기억할만한 특징은 miRNA가 본원에 기재된 바와 같이 반드시 헤어핀 분자 상의 뉴클레아제 활성의 산물이고,

siRNA는 완전 이중 가닥 RNA 분자 또는 헤어핀 분자로부터 생성될 수 있다는 점이다. miRNA와 관련된 추가의 정

보뿐만 아니라 공지의 공개된 miRNA의 데이터베이스 및 데이터베이스에 대한 검색 수단이 본원에 참고로 인용하

는 웰컴 트러스트 생거 인스티튜트 miRBase::Sequences 웹사이트에서 발견될 수 있다. 본원에 참고로 인용하는

문헌 [The  microRNA  Registry,  Griffiths-Jones  S.,  NAR,  2004,  32,  Database  Issue,  D109-D111]도 참조할

것.

본원에 사용된 "RNA"란 용어는 하나 이상의 리보뉴클레오티드 잔기를 포함하는 분자를 의미한다. "리보뉴클레오[0120]

티드"란 β-D-리보푸라노즈 부분의 2' 위치에 히드록실기를 가진 뉴클레오티드를 의미한다. 이 용어들은 이중

가닥 RNA, 단일 가닥 RNA, 이중 가닥과 단일 가닥 영역을 둘다 가진 RNA, 분리된 RNA, 예컨대, 부분적으로 정제

된 RNA, 본질적으로 순수한 RNA, 합성 RNA 및 재조합에 의해 생성된 RNA를 포함한다. 따라서, RNA로는 mRNA 전

사체, miRNA 및 miRNA 전구체, 및 siRNA가 있으나, 이에 국한되는 것은 아니다. 본원에 사용된 "RNA"라는 용어

는 또한 하나 이상의 뉴클레오티드의 첨가, 결실, 치환 및/또는 변경에 의해 자연 발생적 RNA와는 상이한 RNA인

변형된  RNA,  또는  유사  RNA를  포함한다.  그러한  변형으로는  예컨대,  RNA의  말단(들)에  또는  내부적으로,

예컨대, RNA의 하나 이상의 뉴클레오티드에 비뉴클레오티드 물질의 첨가를 포함한다. 본원에 개시되는 주제의

RNA 분자 중의 뉴클레오티드는 또한 자연 발생적 뉴클레오티드 또는 화학 합성된 뉴클레오티드 또는 데옥시뉴클

레오티드와 같은 비표준 뉴클레오티드를 포함할 수도 있다. 이들 변형된 RNA는 자연 발생 RNA의 유사물로서 언

급될 수 있다.

본원에 사용된 "이중 가닥 RNA (double stranded RNA)"란 문구는 그 적어도 일부가 왓슨-크릭 염기쌍을 형성하[0121]

는 이중체 형태인 RNA 분자를 의미한다. 그러한 의미로서, 상기 용어는 완전히 또는 부분적으로만 이중 가닥인

RNA 분자를 포함하는 것으로 이해되어야 한다. 예시적인 이중 가닥 RNA로는 분자간 하이브리드화에 의해 부분적

으로 또는 완전히 이중체 형태인 두 개 이상의 현저한 RNA 가닥을 포함하는 분자들을 포함하나, 이에 국한되는

것은 아니다. 또한, 상기 용어는 분자내 하이브리드화에 의해 이중 가닥 영역 (예컨대, 헤어핀)을 형성할 수 있

는 단일의 RNA를 포함하는 것이다. 따라서, 본원에 사용된 "분자간 하이브리드화" 및 "분자내 하이브리드화"란

문구는 이중체 형성에 관계된 뉴클레오티드가 상이한 분자 또는 동일한 분자에 각각 존재하는 이중 가닥 분자를

의미한다. 

본원에 사용된 "이중 가닥 영역"이란 문구는 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에 의해 이해될 수 있듯이 뉴[0122]

클레오티드들 사이의 수소 결합을 통해 이중 가닥 형태로 존재하는 핵산 분자의 임의의 영역, 및 임의의 기타

핵산 이중체을 의미하는데, 상기 수소 결합으로는 시토신과 구아노신, 아데노신과 티미딘, 아데노신과 우라실

사이의 수소 결합을 포함하나, 이에 국한되는 것은 아니다. 이중 가닥 영역의 길이는 약 15개의 연속 염기쌍으

로부터 수천 개의 염기쌍까지 변화될 수 있다. 일부 구현예에서, 이중 가닥 영역은 15개 이상의 염기쌍, 일부
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구현예에서는 15개와 300개 사이의 염기쌍, 및 일부 구현예에서는, 15개와 약 60개 사이의 염기쌍일 수 있다.

상기한 바와 같이, 이중 가닥 영역의 형성은 분자간 하이브리드화 (즉, 2개 이상의 특징적인 RNA 분자를 포함)

를 통해 또는 분자내 하이브리드화를 통해 상보적 RNA 가닥 (예컨대, 센스 가닥 및 안티센스 가닥)의 하이브리

드화로부터 기인하는데, 상기 분자내 하이브리드화는 단일의 RNA 분자가 동일한 RNA 분자 상에서 서로에게 하이

브리드될 수 있는 자체-상보적인 영역을 포함할 때 일어날 수 있다. 상기 자체-상보적 영역은 통상 분자내 하이

브리드 이벤트가 당해 분야에서 "헤어핀" 또는 "스텝-루프 구조"로 언급되는 것을 형성하도록 짧은 뉴클레오티

드 연장체 (예컨대, 약 5 내지 10개의 뉴클레오티드)에 의해 분리된다.

III. 핵산[0123]

본원에 개시되는 주제에 따라 이용되는 핵산 분자는 미오사이트 유전자 산물을 암호화하는 핵산 분자뿐만 아니[0124]

라, 본원에 개시되는 주제에 따라 미오사이트 유전자 (예컨대, miRNA 핵산 분자)의 발현을 조절하기 위해 사용

되는 핵산 분자를 포함한다. 따라서,  본원에 개시되는 주제에 따라 이용되는 핵산 분자로는 본원에 개시된 핵

산  분자를  포함하나,  이에  국한되는  것은  아니다.  예컨대,  본원에  이용되는  핵산  분자로는  miR-1

(UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUA;  서열번호  1),  miR-133  (UUGGUCCCCUUCAACCAGCUGU;  서열번호  2),  miR-206

(UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG;  서열번호  3),  miR-208  (AUAAGACGAGCAAAAAGCUUGU;  서열번호  4),  miR-22

(AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU;  서열번호  5),  miR-26  (UUCAAGUAAUyCAGGAUAGGy(U);  서열번호  6),  miR-29

(UAGCACCAUyUGAAAUCrGU(kUU);  서열번호  7),  miR-30  (ykUwmAswysshhswyUvnvv(bC);  서열번호  8),  miR-128

(UCACAGUGAACCGGUCUCUUUy;  서열번호  9),  miR-143  (UGAGAUGAAGCACUGUAGCUCA;  서열번호  10),  및  miR-145

(GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCUU; 서열번호 11); 본원에 기재된 것들과 실질적으로 동일한 서열들 (예컨대, 일부 구

현예에서는, 서열번호 1~11 중의 어느 것과 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 또

는 99% 이상 동일한 서열들); 및 이들의 아서열 및 연장된 서열들이 있으나, 이들에 국한되는 것은 아니다. 본

원에 개시되는 주제는 또한 유전자, cDNA, 키메라 유전자, 및 개시된 핵산 서열을 포함하는 벡터를 포함한다.

상기 및 본 명세서의 어딘가에서 사용되는 1  문자 뉴클레오티드 코드는 본원에 참고로 인용하는 문헌 [WIPO[0125]

Standard ST.25 (1998), Appendix 2, Table 1, (M.P.E.P. 2422, Table 1)]에 따른 것이다. 구체적으로, 하기의

1 문자 코드는 표 1에 제시된 관련 뉴클레오티드(들)를 나타낸다. 괄호 안의 뉴클레오티드(들)은 존재하거나 부

재할 수 있는 뉴클레오티드(들)을 의미하는 것이다. 또한, 도 21은 서열번호 5~11에 제시된 뉴클레오티드 순열

에 근거하여 서열번호 5~11에 가능한 개개의 서열을 열거하고 있다.

표 1

1 문자 뉴클레오티드 약어들[0126]

A 아데닌

G 구아닌

C 시토신

T 티민

U 우라실

k G 또는 U/T

w U/T 또는 A

m C 또는 A

s G 또는 C

h A, C 또는 U/T

v G, A 또는 C

b C, G 또는 U/T

n A, G, C 또는 U/T

y C 또는 T/U

본원에 개시된 방법에 이용되는 예시적인 뉴클레오티드 서열은 서로 상보적인 서열로서, 상보적인 영역은 일부[0127]

구현예에서는 약 15개 내지 300 이상의 염기쌍, 및 일부 구현예에서는 약 15 내지 24개 이상의 염기쌍으로 이루

어진 이중체를 형성할 수 있는 서열을 포함한다. 이중체의 한 가닥은 본원에 개시되는 주제의 핵산 분자의 핵산

서열을 가지는 15개 이상의 인접 염기로 이루어진 핵산 서열을 포함한다. 일례로, 이중체의 한 가닥은 15, 16,

17, 또는 18개 뉴클레오티드, 또는 필요에 따라 훨씬 더 긴, 예컨대, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,

28, 29, 또는 30개 뉴클레오티드, 또는 본원에 기재되는 핵산 서열 중의 임의의 서열의 전길이까지를 포함한다.
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그러한 단편들은 예컨대, 화학 합성에 의해 단편을 직접 합성함으로써, 핵산 증폭 기술을 적용함으로써, 또는

재조합 생성을 위해 선택된 서열을 재조합 벡터 내로 도입함으로써 쉽게 제조할 수 있다. "..에 특이적으로 하

이브리드되는"이란 문구는 서열이 복합 핵산 혼합물 (예컨대, 총 세포 DNA 또는 RNA)에 존재할 때 엄중 조건 하

에 특정 뉴클레오티드 서열에만 한 분자가 결합, 이중체 형성 또는 하이브리드되는 것을 의미한다.

"아서열 (subsequences)이란 용어는 보다 긴 핵산 또는 아미노산 서열의 일부를 포함하는 핵산 분자 또는 아미[0128]

노산 분자의 서열을 의미한다. 예시적인 아서열은  뉴클레아제 작용 후에 성숙 miRNA가 되는 뉴클레오티드를 포

함하는  (이에  국한되는  것은  아님)  pri-miRNA  또는  pre-miRNA  ("miRNA  전구체")의  이중체 형성  영역 또는

miRNA 전구체 중의 단일 가닥 영역의 일부를 포함하는 서열이다.

"연장된 서열 (elongated sequence)"이란 용어는 핵산 내로 도입된 뉴클레오티드 (또는 기타 유사 분자)의 첨가[0129]

를 의미한다.  예컨대,  폴리머라제 (예,  DNA  폴리머라제)는 핵산 분자의 3'  말단에 서열을 추가할 수 있다.

또한, 뉴클레오티드 서열은 다른 DNA 서열들, 예컨대, 프로모터, 프로모터 영역, 인핸서, 폴리아데닐화 신호,

인트론 서열, 추가 제한 효소 부위, 다중 클로닝 부위 및 기타 암호 분절과 조합될 수 있다.

본원에 개시되는 주제의 핵산은 클로닝, 합성, 재조합 변형, 돌연변이 유발 또는 상기 기술의 조합에 적용시킬[0130]

수 있다. 표준 재조합 DNA 및 분자 클로닝 기술을 사용하여 핵산을 분리하는 방법은 당해 분야에 알려져 있다.

예시적인 비한정적인 방법은 문헌 [Silhavy et al., 1984
46
; Ausubel et al., 1989

36
; Glover & Hames, 1995

47
;

and Sambrook & Russell, 2001
40
]에 기재되어 있다. 부위 특이적으로 돌연변이를 유발하여 염기쌍 변화, 결실

또는 소형 삽입을 일으키는 방법 역시 공개 문헌 (Adelman et al., 1983
48
; Sambrook & Russell, 2001

40
)에 예시

된 대로 당해 분야에 공지되어 있다.

IV. miRNA-발현 벡터[0131]

본원에 개시되는 주제의 일부 구현예에서, miRNA 분자 또는 miRNA 전구체 분자는 핵산 벡터 (일반적으로 재조합[0132]

벡터 또는 발현 벡터로 언급되기도 함) 내로 삽입된 전사 단위로부터 발현된다. 벡터를 사용하여 miRNA를 암호

화하는 핵산 분자를 미오사이트 내로 전달하여 특이 유전자를 표적화할 수 있다. 재조합 벡터의 예로는 DNA 플

라스미드 또는 바이러스 벡터를 들 수 있다. 다양한 발현 벡터가 당해 분야에 공지되어 있다. 적합한 발현 벡터

의 선택은 발현을 의도하는 세포 유형을 비롯하여 (이에 국한되는 것은 아님) 여러 인자에 근거하여 이루어질

수 있다.

"벡터"라는 용어는 그것이 연결되어 있는 또 다른 핵산을 수송할 수 있는 핵산을 의미한다. 벡터로는 그들이 연[0133]

결되는 핵산의 자동 복제 및 발현을 할 수 있는 것들이 있다. 벡터가 작용적으로 연결되는 유전자들의 발현을

유도할 수 있는 벡터를 본원에서는 "발현 벡터"로 지칭한다. 일반적으로, 재조합 기술에 이용되는 발현 벡터는

종종 플라스미드의 형태이다. 그러나, 본원에 개시되는 주제는 동등한 기능을 수행하고 후속적으로 당해 분야에

공지되어 있는 다른 형태의 발현 벡터를 포함할 수 있다.

본원에 사용된 "발현 벡터"라는 용어는 전사 종결 서열에 작용적으로 연결되는 당해 뉴클레오티드 서열에 작용[0134]

적으로 연결된 프로모터를 포함하는, 적합한 숙주 세포에서 구체적인 뉴클레오티드 서열의 발현을 유도할 수 있

는 뉴클레오티드 서열을 의미한다. 그것은 통상 뉴클레오티드 서열의 적합한 해독에 필요한 서열을 포함하기도

한다. 당해 뉴클레오티드 서열을 포함하는 구성체는 키메라일 수 있다. 상기 구성체는 또한 자연 발생적이지만

이종 발현에 유용한 재조합 형태로 얻어지는 것일 수 있다. 뉴클레오티드 서열의 적합한 발현을 수행하도록 고

안된 임의의 추가 서열을 포함하는 당해 뉴클레오티드 서열은 또한 "발현 카세트 (expression cassette)"로 지

칭할 수도 있다. 

본원에 사용된 "이종 유전자 (heterologous gene)", "이종 DNA 서열", "이종 heterologous 서열", "외래 핵산[0135]

분자" 또는 "외래 DNA 분절"이란 용어들은 각각 의도된 숙주 세포에게는 외래성인 출처로부터 기원하거나, 동일

한 출처로부터 유래한 것이라면 그 본래의 형태로부터 변형되는 서열을 의미한다. 따라서, 숙주 세포에서의 이

종 유전자는 특정 숙주 세포에게는 내생적이나, 예컨대, 돌연변이 유발에 의해 또는 천연 전사 조절 서열로부터

의 분리에 의해 변형되는 유전자를 포함한다. 상기 용어들은 또한 자연 발생적 뉴클레오티드의 비자연적으로 발

생하는 다중 사본을 포함한다. 따라서, 상기 용어들은 세포에는 외래성 또는 이종성이나, 구성 요소가 통상적으

로는 발견되지 않는 숙주 세포 핵산 내의 위치에 있는 DNA 분절을 의미할 수 있다.

"프로모터" 또는 "프로모터 영역"이란 용어는 암호 서열에 대해 5'에 위치하여 암호 서열의 전사를 유도하는 기[0136]

능을 하는 유전자내의 뉴클레오티드 서열을 의미한다. 프로모터 영역은 전사 개시 부위를 포함하고, 추가로 하
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나 이상의 전사 조절 요소를 포함할 수도 있다. 일부 구현예에서, 본원에 개시되는 주제의 방법은 RNA 폴리머라

제 III 프로모터를 이용한다.

"최소 프로모터 (minimal promoter)"는 기본 레벨의 전사가 일어날 수 있게 하는데 필요한 최소 요소를 가지는[0137]

뉴클레오티드 서열이다.  그러한 의미로서, 최소 프로모터는 완전 프로모터가 아니라,  실험 시스템에서 리포터

구성체의 전사의 기본 레벨을 유도할 수 있는 프로모터의 아서열이다. 최소 프로모터의 예로는 사이토메갈로바

이러스 (CMV) 최소 프로모터, 단순 포진 바이러스 티미딘 키나제 (HSV-tk) 최소 프로모터, 원숭이 바이러스 40

(SV40) 최소 프로모터, 인간 β-액틴 최소 프로모터, 인간 EF2 최소 프로모터, 아데노바이러스 E1B 최소 프로모

터, 및 열충격 단백질 (hsp) 70 최소 프로모터가 있으나, 이들에 국한되는 것은 아니다. 최소 프로모터는 종종

작용적으로 연결된 유전자의 전사에 영향을 끼치기 위해 하나 이상의 전사 조절 요소와 함께 증대시킨다. 예컨

대, 세포 유형 특이적 또는 조직 특이적 전사 조절 요소를 최소 프로모터에 첨가하여 세포 유형 특이적 또는 조

직 특이적 방식으로 작용적으로 연결된 뉴클레오티드 서열의 전사를 유도하는 재조합 프로모터를 생성시킬 수

있다. 본원에 사용된 "최소 프로모터"란 용어는 또한 RNA 폴리머라제 III 프로모터 (예컨대, H1, 7SL, 5S, 또는

U6 프로모터), 아데노바이러스 VA1 프로모터, 볼트 (Vault) 프로모터, 텔로머라제 RNA 프로모터 및 tRNA 유전자

프로모터를 포함하는 (이들에 국한되는 것은 아님) 본원에 개시되는 프로모터의 기능적 유도체도 포함한다.

상이한 프로모터는 전사 조절 요소의 상이한 조합을 가진다. 유전자가 세포에서 발현되는지 여부는 유전자의 프[0138]

로모터를  구성하는  특정  전사  조절  요소와,  세포의  핵  내에  존재하는  상이한  전사  인자의  조합에  의해

좌우된다.  그러한  의미로서,  프로모터는  종종  생체내  또는  시험관내에서의 그  기능적  활성에  따라  "구성적

(constitutive)", "조직 특이적", "세포 유형 특이적" 또는 "유도성 (inducible)" 프로모터로 분류된다. 예컨

대, 구성적 프로모터는 유기체의 다양한 세포 유형에서 (일부 구현예에서는 모든 세포 유형에서) 유전자의 전사

를 유도할 수 있는 프로모터이다. 예시적인 구성적 프로모터로는 특정 구성적 또는 "하우스키핑" 기능을 암호화

하는  다음  유전자들:  하이포크산틴  포스포리보실  트랜스퍼라제  (HPRT),  디히드로폴레이트  리덕타제  (DHFR;

(Scharfmann et al., 1991), 아데노신 디아미나제, 포스포글리세레이트 키나제 (PGK), 피루베이트 키나제, 포스

포글리세레이트 뮤타제에 대한 프로모터들, β-액틴 프로모터 (Williams et al., 1993 참조), 및 당해 분야에서

통상의 지식을 가진 자에게는 공지된 기타 구성적 프로모터를 들 수 있다. 한편, "조직 특이적" 또는 "세포 유

형 특이적" 프로모터들은 유기체의 일부 조직 또는 세포 유형에서 전사를 유도하지만, 일부 또는 모든 다른 조

직 또는 세포 유형에서는 불활성이다. 예시적인 조직 특이적 프로모터로는 아래에 상세히 기재되는 프로모터들

뿐만 아니라, 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자에게는 공지된 기타 조직 특이적 및 세포 유형 특이적 프로

모터가 있다.

프로모터와 관련하여 사용할 때, 본원에 사용된 "연결된 (linked)"이란 용어는 프로모터 요소들이 함께 기능하[0139]

여 작용적으로 연결된 뉴클레오티드의 전사를 유도하도록 하는 프로모터 요소의 물리적 근접성을 의미한다.

본원에 사용된 "전사 조절 서열" 또는 "전사 조절 요소 (transcriptional regulatory element)"란 용어는 각각[0140]

조절성 전사 인자에 반응성을 가질 수 있는 프로모터 영역내의 뉴클레오티드 서열을 의미한다. 반응성은 전사적

출력에서의 감소 또는 증가를 포함하고, 전사 조절 요소를 포함하는 뉴클레오티드 서열에 전사 인자를 결합시킴

으로써 매개된다. 일부 구현예에서는, 전사 조절 서열이 전사 종결 신호로서 본원에서 언급되기도 하는 전사 종

결 서열이다.

"전사 인자 (transcription factor)"란 용어는 일반적으로 RNA 폴리머라제, 전사 연관 인자 (TAFs), 크로마틴-[0141]

리모델링 단백질, 및 유전자 전사에 영향을 끼치는 임의의 기타 관련 단백질을 포함하는 (이들에 국한되는 것은

아님), 전사 조절 요소 및 전사용 세포 성분과의 상호작용에 의해 유전자 발현을 조절하는 단백질을 의미한다.

V. 미오사이트에서 유전자 발현을 조절하는 방법[0142]

본원에 개시되는 주제는 특이성을 가지고 미오사이트에서 유전자의 발현을 조절하는 방법을 제시한다. 일부 구[0143]

현예에서, 상기 방법은 미오사이트를 miRNA 또는 미오사이트내 유전자를 표적으로 하는 miRNA를 암호화하는 벡

터와 접촉시키는 단계를 포함한다. 미오사이트에서 하나 이상의 특정 유전자를 표적화함으로써 미오사이트 기능

또는 발육 (예컨대, 분화)을 고레벨의 특이성으로 조작할 수 있게 된다. 따라서, 일부 구현예에서, 본원에 개시

되는 주제는 또한 미오사이트를 미오사이트 기능 또는 발육을 조절할 수 있는 미오사이트내 유전자를 표적으로

하는 miRNA와 접촉시킴으로써 미오사이트 기능 또는 발육을 조절하는 방법을 제시한다. 

일부 구현예에서, 특정 유전자를 표적으로 하는 miRNA는  miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26,[0144]

miR-29, miR-30, miR-128, miR-143, 및 miR-145 (각각 서열번호 1-11)로 구성되는 군에서 선택되는 것으로서,
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예컨대, 서열번호 1-11 중의 어느 하나에 제시된 서열과 약 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,

96%, 97%, 98%, 또는 99% 이상 동일한 서열을 가진 miRNA들이 있다. 

miRNA는 miRNA와 RNA 분자가 상호작용하기에 충분한 조건 하에 RNA 분자의 발현을 조절할 것으로 예상되도록[0145]

RNA 분자에 대해 충분한 뉴클레오티드 유사성을 가진다면 RNA 분자를 "표적으로 하는" 것이다.  일부 구현예에

서는, 상호작용은 미오사이트내에서 일어난다. 일부 구현예에서, 상호작용은 생리적 조건 하에서 일어난다. 본

원에 사용된 "생리적 조건"이란 문구는 미오사이트가 피험 대상 또는 피험 대상의 조직의 일부이든 미오사이트

가 시험관내에서 성장하고 있든 간에 미오사이트내의 생체내 조건을 의미한다. 따라서, 본원에서 사용된 "생리

적 조건"이란 문구는 미오사이트가 유기체의 일부로서 또는 시험관내에서 성장될 때 노출될 수 있는 임의의 조

건 하에서의 미오사이트내 조건을 의미한다.

일부 구현예에서, 표적화된 유전자는 미오사이트 분화 유전자 또는 미오사이트 증식 유전자이고, 발현될 때 각[0146]

각 미오사이트 분화 및/또는 증식을 조절할 수 있다. 일부 구현예에서, 표적화된 유전자는 미오사이트 분화 및/

또는 증식을 억제하는 유전자 산물을 발현시킬 수 있다. 따라서, miRNA에 의한 하나 이상의 상기 분화 및/또는

증식 표적 유전자의 발현의 표적화된 억제는 처리된 미오사이트의 분화 및/또는 증식의 증가를 초래할 수 있다.

본원에  개시되는  주제의  비한정적인  예시적  구현예에서,  미오사이트  분화  유전자는  히스톤  디아세틸라제  4

(HDAC4) 폴리펩티드 또는 갑상선 호르몬 수용체 단백질 240 (TRAP240)을 암호화할 수 있으며, 미오사이트 증식

유전자는 혈청 반응 인자 (SRF) 폴리펩티드를 암호화할 수 있다.

하나 이상의 미오사이트 분화 또는 증식 유전자의 발현은 본원에 개시되는 miRNA 중의 하나를 이용하는 억제를[0147]

표적으로 할 수 있다. 예컨대, miRNA miR-1 및 miRNA-133은 각각 HDAC4 및 SRF의 3' 비해독 영역을 특이적으로

표적으로 하며, 이들 유전자에 의해 암호화된 유전자 산물의 발현을 억제한다. 따라서, 본원에 개시된 주제에

관한 일부 구현예에서, 미오사이트의 분화는 미오사이트를  miR-1과 접촉시킴으로써 증가시킬 수 있는데, 상기

miR-1은 HDAC4를 암호화하는 유전자를 표적으로 함으로써 HDAC4의 발현을 실질적으로 방지하고 미오사이트의 분

화를 증가시킨다.  마찬가지로,  본원에 개시되는 주제의 일부 구현예에서,  미오사이트의 증식은 미오사이트를

miR-133과 접촉시킴으로써 증가시킬 수 있는데, 상기 miR-133은 SRF를 암호화하는 유전자를 표적으로 함으로써,

SRF의 발현을 실질적으로 방지하고 미오사이트 분화를 증가시킨다. 

VI. 치료 방법[0148]

본원에 개시되는 주제는 일부 구현예에서는 피험 대상의 근육 손상을 치료하는 치료 방법을 제시한다. 본원에[0149]

개시하는 대로, miRNA는 유전자의 발현을 조절하는 유전자를 표적으로 할 수 있다. 구체적으로, 미오사이트 분

화 및/또는 증식을 억제하는 기능을 하는 생성물을 발현시키는 유전자는 상기 유전자의 발현을 억제함으로써 증

가된 미오사이트 분화 및/또는 증식을 초래하는 miRNA의 표적이 될 수 있다. 또한, miRNA 억제제는 근육 손상의

치료에 유익한 방식으로 특정 유전자 산물의 발현에서 상대적인 증가를 용이하게 하는 내생적 miRNA를 표적으로

할 수 있다. 또한,  손상의 치료를 최적화하기 위한 연구에서는 miRNA 및/또는 miRNA 억제제의 조합물을 근육에

동시 투여할 수 있다.  증가된 미오사이트 분화 및/또는 증식은 손상된 근육 조직의 치료에 또는 상실된 근육

조직의 재성장을 촉진하는 데 유용할 수 있다.

따라서, 본원에 개시되는 주제의 일부 구현예에서, 피험 대상의 근육 손상을 치료하는 방법은 피험 대상의 근육[0150]

에 유효량의 miRNA, miRNA를 암호화하는 벡터, miRNA의 억제제, 또는 이들의 배합물을 투여하는 것을 포함하는

데, 여기서, 상기 miRNA는 근육 손상 부위에서 미오사이트의 유전자를 표적으로 한다.

손상 후와 같이 근육 발생 및 상응하여 근육 성장 및/또는 치료는 여러 단계들에서 발생할 수 있다. 대표적인[0151]

단계로는 미분화된 미오사이트 증식과 그에 후속적으로 미오사이트를 근육 조직의 성숙 세포로의 분화를 들 수

있다. 따라서, 근육 손상 부위에서의 근육 조직의 복구는 미분화된 미오사이트의 증식을 증가시키는 miRNA 및/

또는 miRNA 억제제의 손상 부위로의 통합된 투여, 및 증식된 미오사이트의 성숙한 기능성 근육 조직으로의 분화

를 증가시키는 miRNA 및/또는 miRNA 억제제의 손상 부위로의 투여에 의해 용이해질 수 있다.

예컨대, 본원에 개시한 바와 같이, miR-1 및 miR-133은 각각 골격근 증식 및 분화를 조절하는 데 있어서 현저한[0152]

역할을 한다는 것이 측정되었다.  miR-133은 SRF를 억압함으로써 미오사이트 증식을 증가시킨다. 대조적으로,

miR-1은 근육 유전자 발현의 전사적 리프레서인 HDAC4를 표적으로 함으로써 미오사이트 증식을 증가시킨다. 따

라서, 본원에 개시되는 주제의 비한정적인 대표 구현예에서는, miR-133 및 miR-1의 억제제 (예, 2'-O-메틸-miR-

1)를 먼저 최초 시점에 근육 손상 부위로 동시 투여하여 손상 부위에서의 미오사이트 증식을 증가시킨다. 다음,

miR-1 및 miR-133의 억제제 (예, 2'-O-메틸-miR-133)을 두 번째 시점에 근육 손상 부위로 동시 투여하여 증식된
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미오사이트의 분화를 증가시킨다. 다중 miRNA 및/또는 miRNA 억제제의 일시적으로 통합된 동시 투여는 근육 손

상으로부터의 회복을 추가로 개선할 수 있다.

일부 구현예에서, 근육 손상은 기계적 근육 외상, 근육 퇴행성 질환, 심장 손상 또는 이들의 조합으로부터 기인[0153]

한다. 기계적 근육 외상은 근육 조직이 잘려지거나 찢어지는 자동차 사고 또는 찔리는 상해에서 생기는 것과 같

이 둔감한 힘의 외상의 결과일 수 있다. 예시적인 비한정적 근육 퇴행성 질환으로는 근 위축증 (예, 뒤셴형 근

위축증  (Duchenne  muscular  dystrophy,  DMD)),  동작  뉴런  질병  (예,  근위축성  측삭경화증  (amyotrophic

lateral  sclerosis,  ALS)),  염증성  근병증  (예,  피부근염  (DM)),  신경근  접합부 질병 (예,  중증  근무력증

(myasthenia gravis, MG)), 내분비성 근병증 (예, 갑상성 기능 항진성 근병증 (HYPTM)), 및 대사성 근육 질병

(예, 포스포릴라제 결핍증 (MPD))이 있다.  예시적인 비한정적 심장 손상으로는 심근 경색 및 심근 재관류 손상

이 있다.

일부 구현예에서는, 특정 유전자를 표적으로 한 miRNA는 miR-1, miR-133, miR-206, miR-208, miR-22, miR-26,[0154]

miR-29, miR-30, miR-128, miR-143, 및 miR-145 (각각 서열번호 1-11)로 구성되는 군으로부터 선택되는데, 그

예로는 서열번호 1-11 중의 어느 하나에 제시된 서열과 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%,

97%, 98%, 또는 99% 이상 동일한 서열을 가진 miRNA가 있다. 일부 구현예에서는, 상기 유전자가 미오사이트 분

화 유전자 (예, HDAC4 또는 TRAP240을 암호화함) 또는 미오사이트 분화 유전자 (예, SRF를 암호화함)이다.

본원에 개시되는 주제의 치료 방법과 관련하여, 바람직한 피험 대상은 척추동물이다. 바람직한 척추동물은 온혈[0155]

동물이며; 바람직한 온혈동물은 포유동물이다. 바람직한 포유동물은 가장 바람직하게는 인간이다. 본원에 사용

된 "피험 대상 (subject)"이란 용어는 인간과 동물 피험 대상을 모두 포함한다. 따라서, 수의학적 치료 용도가

본원에 개시되는 주제에 따라 제시된다.

그런 의미로서, 본원에 개시되는 주제는 인간과 같은 포유동물뿐만 아니라 시베리아 호랑이와 같이 위험으로 인[0156]

해 중요한 포유동물; 인간에 의한 소비용으로 농장에서 길러지는 동물과 같이 경제적인 중요성을 갖는 동물; 및

/또는 애완동물이나 동물원에서 보존되는 동물과 같이 인간에게 사회적인 중요성을 갖는 동물의 치료 방법을 제

시한다.

상기 동물들의 예로는 개와 고양이 같은 육식동물; 어린 돼지 (pig), 성장한 돼지 (hog) 및 수퇘지 (wild boa[0157]

r)를 포함하는 돼지 (swine); 소 (cattle), 황소 (oxen), 양, 기린, 사슴, 염소, 들소 (bison) 및 낙타와 같은

반추동물 및/또는 유제류; 및 말을 들 수 있으나, 이들에 국한되는 것은 아니다. 위험해지고/또는 동물원에서

보호되는 종류의 새들뿐만 아니라 가금류, 및 더 구체적으로는 길들여진 가금류, 즉 칠면조, 닭, 오리, 거위,

기니 가금 등과 같은 가금류의 치료를 포함하여 새의 치료 방법도 제시되는데, 이들 역시 인간에 경제적인 중요

성을 갖기 때문이다. 따라서, 길들여진 돼지, 반추동물, 유제류, 말 (경주용 말을 포함), 가금류 등을 포함하여

(이들에 국한되는 것은 아님) 가축의 치료 방법도 제시된다.

miRNA 또는 miRNA를 암호화하는 벡터를 피험 대상에게 투여하는 적합한 방법으로는 전신 투여, 비경구 투여 (정[0158]

맥내, 근육내, 동맥내 투여를 포함), 경구적 전달, 구강 전달, 피하 투여, 흡입, 기관내 삽입, 외과적 이식, 경

피적 전달, 국부 주사, 및 고속 주사/충격이 있으나, 이들에 국한되는 것은 아니다. 적용 가능한 경우, 연속 주

입이 표적 부위에서 약물 축적도를 증가시킬 수 있다.

본 발명의 주제에 따라 사용된 구체적인 투여 방식은 다양한 인자, 예컨대, miRNA 및/또는 이용되는 벡터 담체,[0159]

치료하고자 하는 상태의 심각도, 및 투여 이후에 ㅎ활성 화합물(들)의 대사 또는 제거 메커니즘이 있으나, 이에

국한되는 것은 아니다.

"유효량"이란 용어는 측정 가능한 생물학적 반응 (예컨대, 미오사이트 분화 및/또는 증식의 증가)을 산출하기에[0160]

충분한 양의 치료용 조성물 (예컨대, miRNA 또는 miRNA를 암호화하는 벡터를 포함하는 조성물)을 의미한다. 본

원에 개시되는 주제의 치료용 조성물에서 활성 화합물의 실제 투여 레벨은 특정 피험 대상 및/또는 용도에 대한

목적하는 치료 반응을 얻는 데 효과적인 활성 화합물(들)의 양을 투여하기 위해 변화될 수  있다. 선택되는 투

여 레벨은 치료용 조성물의 활성, 제형, 투여 경로, 다른 약 또는 치료와의 조합, 치료되는 상태의 심각도 및

치료되는 대상의 물리적 상태 및 이전 의료 이력을 포함하는 다양한 인자에 의존된다. 최소 투여량을 투여하는

것이 바람직하며, 투여량은 용량 한정적 독성이 부재시에 최소 유효량까지 상승시킨다. 유효 용량의 결정 및 조

정뿐만 아니라, 그러한 조정을 만드는 시기와 방법에 관한 평가는 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자의 인지

범위 내에 존재한다.
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실 시 예

하기 실시예들은 본원에 개시되는 주제의 양태를 예시하기 위한 것이다. 본원의 개시 내용 및 당해 분야의 일반[0222]

적인 기술 수준에 비추어, 당해 분야에서 통상의 지식을 가진 자는 하기 실시예들이 단지 예시용일 뿐이며, 다

수의 변화, 개조 및 변형예를 본원에 개시되는 주제의 범위로부터 이탈하지 않으면서 이용할 수 있음을 이해할

것이다.

실시예 1[0223]

골격근 증식 분화에 있어 마이크로 RNA (miRNA)의 잠재적 관련성을 이해하기 위해, 본원 발명자들은 확립된 마[0224]

이크로어레이 분석을 사용하여 골격근 분화 중에 miRNA의 발현을 분석하였다
9
. 본 발명자들은 C2C12 근원세포를

선택하였는데, 혈청이 배양 배지로부터 제거될 때 근원세포가 말단에서 분화된 미오튜브가 되도록 유도할 수 있

음에 따라 이 세포주들이 시험관내에서 골격근 분화를 충실히 모방하기 때문이다
10-12

.  본 발명자들은 검사된

miRNA의 분획의 발현이 분화된 C2C12 근원세포/미오튜브에서 상향 조절되었음을 확인하였다 (도 1a 및 도 6).

분화된 근원세포에서 miR-1 및 miR-133의 발현의 증가는 노던 블롯 분석에 의해 확인하였다 (도 1b 및 도 7).

실시예 2[0225]

miR-1 및 miR-133은 성체 심근 및 골격근 조직에서 특이적으로 발현되나, 시험된 기타 조직에서는 발현되지 않[0226]

았다 (도 1c, 도 8). 그러나, 포유동물 발생 중에 특이 miRNA의 일시 공간 분포에 대해서는 거의 알려져 있지

않다. 그러므로, 본 발명자들은 마우스 배와 신생물에서 miR-1 및 miR-133의 발현을 검사하였다. miR-1 및 miR-

133은 E13.5 및 E16.5 배의 발육 중인 심장 및 골격근에서 매우 낮은 레벨로 발현되었다 (도 1d 및 도 8). miR-

1 및 miR-133 발현의 증가하는 레벨은 신생물 심장 및 골격근에서 확인되었는데, 그것은 여전히 성체의 그것보

다 상당히 더 낮았다 (도 1e 및 도 8). 상기 데이터는 대부분의 miRNA가 배 발생 중에 상대적으로 후기에 발현

되는 제브라피쉬로부터의 발견과 일치하였다
16
.

실시예 3[0227]

miR-1 및 miR-133은 마우스 염색체 2 (9.3 kb에 의해 분리됨) 및 18 (2.5 kb에 의해 분리됨) 상에서 함께 집합[0228]

되어 있다 (도 9 및 참조문헌 14). 본 발명자들은 miR-1 또는 miR-133 서열을 포함하는 ~300 bp 게놈 프로브를

사용하여 노던 블롯 분석을 수행하였다 (도 9a-9e). 염색체 18로부터의 miR-1 및 miR-133 프로브는 심장 및 골

격근으로부터 분리된 총 RNA로부터 ~ 6 kb의 단일의 1차 전사체를 검출하였는데 (도 9b 및 9c), 이것은 miR-1

및 miR-133이 실제로 함께 전사된다는 것을 나타내는 것이다. 염색체 2로부터의 두 miR-1 및 miR-133 프로브는

심장 및 골격근으로부터 ~ 10 kb의 전사체를 검출하고, miR-133 프로브는 또한 ~ 4.5 kb 및 ~ 2.2 kb의 두 개의

추가 전사체에 하이브리되는 반면, miR-1 프로브는 또한 ~ 6 kb의 주요 전사체를 검출하였는데 (도 9d 및 9e),

이것은 전사후 가공의 잠재적 관련을 나타내는 것이다. 더불어, 본 발명자들의 데이터는 miR-1 및 miR-133의 심

근 및 골격근 특이적 발현이 1차 전사 단계에서 지시되어 있음을 나타낸다.

실시예 4[0229]

본 발명자들은 염색체 2 및 18의 miR-1 및 miR-133 집합체의 전사를 제어하는 조절 요소들이 보존되어 있을 가[0230]

능성을 추론하였다. 그러므로, 본 발명자들은 서열 분석을 수행하여 고도로 보존된 영역 (~ 2 kb)을 확인하였는

데, 이 영역은 두 염색체 2 및 18 상의 miR-1/133 집합체의 약 50kb 상류에 존해한다 (도 10). 염색체 2로부터

의 상기 게놈 단편을 사용하여 형질전환 개구리의 dsRed 리포터 유전자의 발현 및 형질전환 유전자의 골격근 특

이적 발현을 유발하였다 (도 10).

실시예 5[0231]

골격근에서 miR-1 및 miR-133의 기능을 평가하기 위해, 본 발명자들은 먼저 포유동물에서 miR-1 및 miR-133을[0232]

과발현시키는 시도를 하였다. 본 발명자들은 노던 블롯 분석뿐만 아니라 miR-1 및 miR-133 "센서"
17
를 사용하여

두 miRNA의 발현 및 활성을 시험하고 입증하였는데, 이 때 miR-1 또는 miR-133에 대한 상보적 서열은 dsRed 암

호 서열의 하류에 클로닝되었다 (도 11  및  데이터는 제시하지 않음).  본 발명자들은 miR-1  또는 miR-133로

C2C12 근원세포를 형질감염시킨 다음, 성장 배지 (GM)에서 세포를 배양하거나 또는 분화 배지 (DM)로 이동시켜

배양하였다. miR-1은 각각 초기 및 후기 근원성 마커인 미오게닌 및 미오신 중쇄 (MHC)뿐만 아니라 기타 근원성

마커, 예컨대, MyoD, Mef2, 및 골격근 α-액틴의 증가된 발현에 의해 나타나는 바와 같이 근육 발생을 강력하게
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증가시켰다 (도 2a-2e, 2i, 2j 및 표 2). miR-1은 로그-단계 성장 조건 (도 2c) 및 분화 조건 (도 2, 2d, 2e)

에서 배양되는 세포들에서 근원성 마커 유전자 발현을 유도하였다. miR-1에 의해 유도된 촉진된 근원성 분화는

또한 포스포-히스톤 H3의 발현에서의 상당한 감소에 의해 표시되는 바와 같이 세포 증식의 감소를 수반한다 (도

2, 2c, 2e 및 표 2). 특히 주의할 것으로는, GFP 대조군 또는 골격 미오사이트에서 내생적으로 발현되지 않는

miR-208의 과발현은 효과를 나타내지 않았기 때문에 miR-1 유도 근육 발생은 특이적이라는 것이다 (도 2a-2e).

또한, miR-1 "종자" 서열내로 도입된 돌연변이는 근원성 유전자 발현을 활성화하는 그 능력을 제거하였다 (도

2d-2e). 대조적으로, miR-133의 과발현은 미오게닌 및 MHC의 발현을 억압하였고 (도 2, a-e 및 표 2), 근원세포

증식을 촉진하였다 (도 2c-2e 및 표 2). 또한, 대조군은 효과를 나타내지 않았기 때문에, 근원세포 증식에 miR-

133가 미치는 영향은 특이적이며, 도입된 돌연변이는 miR-133의 기능을 제거하였다 (도 2a-2e, 2j).

표 2

[0233]

(miR-1 및 miR-133의 과발현 및 감소가 근원성 증식 및 분화에 미치는 영향)[0234]

본 발명자들은 miRNA의 기능을 억제하는 것으로 나타난 miR-1 또는 miR-133 2'-O-메틸 안티센스 억제 올리고[0235]

(또는 대조군 GFP 및 miR-208)로 C2C12 근원세포를 형질감염시키는 상반 실험을 수행하였다
18,19

. miR-1 억제제로

형질감염시킨 세포들은 근원성 마커의 감소 및 포스포-히스톤 H3의 감소에 의해 나타나는 바와 같이 근육 발생

의 억제 및 근원세포 증식의 촉진을 나타냈다 (도 2f-2i 및 표 2). 근원세포 증식의 촉진 및 분화의 억압에서의

miR-133의 역할과 일치되게, miR-133의 억제는 근육 발생은 증가되고 세포 증식은 억압되는 반대의 효과를 야기

했다 (도 2f-2j 및 표 2). 대조적으로, 대조군 2'-O-메틸 억제제는 아무런 효과를 나타내지 않았다 (도 2f-2j).

본 발명자들은 miR-1 및 miR-133이 골격근 증식 및 분화에 현저한 역할을 하며, miR-1은 근원세포 분화를 촉진

하는 반면, miR-133은 근원세포 증식을 자극한다는 것으로 결론지었다.

실시예 6[0236]

miR-1 및 miR-133은 둘다 초파리로부터 인간까지 대부분의 동물종에서 발견되었는데, 이것은 이들은 진화의 관[0237]

점에서 보존된 것임을 시사한다. miR-1 및 miR-133이 생체내에서 골격근과 심장 발생에 미치는 영향을 시험하기

위해, 본 발명자들은 개구리에서의 miR-1 및 miR-133의 사본들을 확인하고, 오발현을 통해 그 기능을 시험하였

다. 하나의 세포 단계에서 miR-1을 도입하면, 비주사된 또는 miGFP 주사된 대조군과 비교하여 등-배 축을 따라

정면 구조의 감소와 몸의 크기의 증가를 수반하면서 급격하게 단축된 축이 초래된다 (n > 45, 두 개의 독립 실

험) (도 3). miR-1 손상된 배에서 체절이 형성되지만 (도 3), 전체 착상 항체 염색 및 연속 단면화는 조직이 고

도로 파괴되어 있고 분절된 구조로 발생되지 않음을 나타낸다 (도 3e, 3f, 3j). 심장 조직은 조직학, 트로모파

이신 염색 (도 3f, 3j) 및 심장 액틴 염색으로 판단할 때 완전히 부재하였다. 상기 결함 외에도, 미오사이트 증

식 및 분화를 조절함에 있어 miR-1의 필수적인 역할과 일치되게, 포스포-히스톤 H3 염색에서는 극적인 감소가

있었다 (도 3i-3k). miR-1과 대조적으로, miR-133의 오발현 역시 체절 발생에서 정면 구조 및 결합의 감소를 초

래하지만, 전후 길이에는 약간의 감소만이 있고, 체세포의 결함은 체절이 형성되지 못하는 배의 더 많은 전방

또는 후방 모양에서 가장 심각하였다 (도 3g, 3h). 또한, 심장 조직은 고도로 파괴되어 심장 루프 형성 또는 심

실 형성을 수행하지 못하지만, miR-133 배에서 자주 형성된다 (도 3g, 3h, 3k). 총괄하면, 상기 데이터는 miR-1

및 miR-133 둘다의 정확한 시기 및 레벨이 적합한 골격근 및 심장 발생에 필요하다는 것을 시사한다.

실시예 7[0238]

등록특허 10-1485071

- 27 -



HDAC4는 그 3' UTR에서 두 개의 자연 발생적 추정 miR-1 부위를 포함하는데, 이들은 척추동물종 사이에 진화적[0239]

관점에서 보존되어 있다 (도 12). 유사하게, 두 개의 보존된 miR-133 결합 부위가 포유동물 SRF 유전자의 3'

UTR에서 발견되는데 (도 12), 이것은 시험관내 및 생체내에서 근육 증식 및 분화에 중요한 역할을 ㅎ하하는 것

으로 나타났다
11,24,25

.

본 발명자들은 마우스 SRF 및 HDAC4의 3' UTR을 루시퍼라제 리포터 유전자에 융합시키고 이들 구성체를 형질감[0240]

염 대조군과 함께 포유동물 세포내로 형질감염시켰다. miR-1의 이소성 과발현은 HDAC4 3' UTR 루시퍼라제 리포

터 유전자를 강하게 억압한 반면에, miR-133은 SRF 3' UTR 루시퍼라제 리포터 유전자의 발현을 억제하였다 (도

4a). 이와 대조적으로, miR-1 또는 miR-133 "종자" 서열내로 도입된 돌연변이는 그러한 억압을 제거하였는데,

이것은 작용의 특이성을 나타내는 것이다 (도 4a).

상기 리포터들을 C2C12 근원세포내로 형질감염시키고 세포 분화 전후에 루시퍼라제 활성을 측정하였을 때, 본[0241]

발명자들은 리포터 활성이 분화된 세포에 급격하게 억압되었는데 (도 4b), 이것은 증가된 레벨의 내재성 miR-1

및 miR-133이 리포터 유전자를 억제하였음을 나타낸다. 내재성 miR-1 및 miR-133의의 효과 및 특이성은 miRNA

 "센서"에 의해 모니터하였다 (도 11). 이와 대조적으로, 근육 분화의 지시물인 MCK-luc 리포터의 루시퍼라제

활성은 분화된 미오사이트에서 증가되었다 (도 4b). 또한, miR-1의 과발현은 성장 조건 (도 4c) 및 분화 조건

(도 4e)에서 C2C12 세포에서의 내재성 HDAC4 단백질의 하향 조절을 초래한 반면에, miR-133은 내재성 SRF 단백

질의 발현을 억압하였다 (도 4c, 4e). 이와 대조적으로, SRF 및 HDAC4의 mRNA 레벨은 상기 miRNA들에 의해 변화

되지 않았는데 (도 4d), 이것은 miRNA가 주로 해독을 억제함으로써 그 표적 유전자의 기능을 억압한다는 개념을

지지하는 것이다. miR-1 또는 miR-133에 대한 2'-O-메틸-안티센스 올리고를 적용할 때, 이들은 각각 HDAC4 또는

SRF의 단백질 레벨에 작용하는 억압을 구제하였으며 (도 4g), 그 mRNA 레벨에는 영향이 없었다 (도 4f).

HDAC4 및 SRF가 골격근 유전자 발현의 조절에 있어서 miR-1 또는 miR-133에 대한 동족의 표적임을 추가로 입증[0242]

하기 위해, 본 발명자들은 SRF 또는 HDAC4에 대한 발현 플라스미드를 동시 형질감염시키면 miRNA-매개의 근육

발생을 "억압"할 수 있는지 여부를 시험하였다. 실제로, 도 4h에 도시된 바와 같이, SRF의 과발현은 miR-133에

의해 유도된 근원성 유전자 억압을 부분적으로 역전시켰다. 이와 대조적으로, HDAC4는 miR이 골격근 유전자 발

현에 미치는 영향을 상쇄하였다 (도 4h).

miR-1 및 mir-133-의존성 골격근 증식 및 분화에 있어서의 HDAC4 및 SRF의 잠재적인 관련성과 일관되게, 내재성[0243]

HDAC4 및 SRF 단백질 레벨은 분화된 C2C12 세포에서 하향 조절되었는데, 이에 부수하여 근원성 분화 마커의 발

현의 증가 및 유사분열 지수 마커 포스포-히스톤 H3의 발현의 감소가 발생하였다 (도 4i 및 도 7d). SRF 및

HDAC4 단백질의 감소된 발현은 miR-1 및 miR-133의 발현의 증가를 수반하였다 (도 4i와 도 1b 비교). 더불어,

이들 데이터는 miR-1 및 miR-133이 각각 HDAC4 및 SRF 단백질 레벨을 특이적으로 억압하고, 그 결과 다시 상기

miRNA가 근원세포 증식 및 분화에 조절적인 영향을 끼친다 (적어도 부분적으로).

본 발명자들은 심근 및 골격근 특이적인 miR-1 및 miR-133을 특성 분석하였고, 골격근 증식 및 분화를 제어함에[0244]

있어서의 그들의 기능을 나타냈다. 중요하게는, 본 발명자들은 동일한 염색체좌에 집합되어 단일의 전사체로서

함께 전사되는 miR-1 및 miR-133이 상이한 표적 유전자를 억제함으로써 달성되는 현저한 생물학적 기능을 가진

두 개의 독립된 성숙 miRNA로 되었음을 확인하였다. 이것은 복잡한 분자 메커니즘에 miRNA가 관련되어 있음을

의미한다. 흥미롭게도, miR-1 및 miR-133의 조직 특이적 발현은 myoD 및 SRF
8
에 의해 제어되는 반면에, SRF 발

현은 miR-133에 의해 억압된다. 그러므로, 상기의 발견은 miRNA가 조절 경로에 참가하여 세포 증식 및 분화를

제어하는데 참가한다는 것을 나타낸다 (도 5).

실시예 1-7에 대한 재료 및 방법[0245]

마이크로어레이에 의한 마이크로 RNA 발현 분석[0246]

전체 RNA는 10% 소 태내 혈청 (FBS) (시그마) 및 1% 페니실린/스트렙토마이신 (미국 캘리포니아 칼스배드에 소[0247]

재하는 인비트로겐)과 함께 둘베코의 변형 이글 배지 (Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM) (미국 미주리

세인트루이스에 소재하는 시그마 케미컬 컴퍼니)로 구성되는 성장 배지 (GM)에서, 또는 상이한 시점에 (DM으로

이동시킨 첫째 날을 0일로 계산하여, 0, 1, 3, 및 5일에) 2% 말 혈청 (시그마)과 함께 DMEM (시그마)으로 구성

되는 분화 배지에서 배양한 C2C12 세포로부터 분리하였다. 마이크로어레이 (microarray) 하이브리드화를 수행하

고 데이터를 분석하고 기재하였다
9
. 간략히 언급하면, 2.5 ㎍의 분리된 RNA는 RNA 리가제를 사용하여 5'-포스페

이트-시티딜-우리딜-Cy3-3' (미국 콜로라도 라파예트에 소재하는 다마콘)으로 표지하고, 알렉사 647
®
(Cy5) (미
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국 오레곤 유진에 소재하는 몰레큘라 프로브스)로 표지된 124 miRNA에 대해 올리고뉴클레오티드 프로브의 0.5

mM 혼합물과 함께 1회용 챔버 (미국 네바다 레노에 소재하는 MJ 리서치; 파트 번호 SLF-0601)에서 하이브리드시

켰다. 정규화 로그 (밑이 2임) 데이터는 유전자에 의해 계층적으로 집합되어 열지도로 작성된다. 신호의 범위는

-4배로부터 +4배까지였다. 황색은 평균에 비해 고발현을 나타내고, 청색은 저발현을 나타낸다.

노던 블롯 분석[0248]

전체 RNA는 트리졸
® 
시약 (인비트로겐)을 사용하여 C2C12 세포, 마우스 배 또는 성체 조직으로부터 추출하였다.[0249]

miRNA의 노던 블롯 분석을 위해, PEG를 적용하여 큰 크기의 RNA를 제거하였다. 간략히 언급하면, 30 ㎍의 각각

의 전체 RNA 샘플을 5X PEG 용액과 1:1로 혼합하고 얼음에 10분 동안 배치하였다. 4℃에서 최대 속도로 10분 원

심분리한 후, 상청액을 새로운 튜브로 옮겼다. 그 후, 2.5 부피의 100% EtOH를 첨가하여 RNA를 침전시키고, 최

대 속도로 30분 동안 원심분리하였다. miRNA에 대한 노던 블롯 분석을 문헌에 기재된 대로 수행하였다
13
. 프로브

로 사용된 miR-1 및 miR-133 올리고뉴클레오티드 서열을 표 3에 열거한다. 노던 블롯 분석을 사용하여 miRNA의

1차 전사체를 검출하고, 각 샘플로부터 20 ㎍의 전체 RNA를 사용하여 문헌에 기재된 대로 수행하였다
26
. miR-1

및 miR-133에 대한 게놈 단편은 PCR-클로닝되어 프로브로서 작용하였다.

표 3

[0250]

(본원에 개시된 올리고뉴클레오티드의 서열)[0251]

miR 및 miR-133의 클로닝 및 발현[0252]

마우스 염색체 2 및 18 (ch 2 및 ch 18)로부터 유래한 miR-1 및 miR-133 전구체에 대한 게놈 단편을 주형으로서[0253]

마우스  게놈  DNA를  사용하여  PCR  증폭시켰다  (PCR  프라이머에  대해서는  상기  표  3  참조).  PCR  생성물을

pcDNA
TM
(+)3.1 벡터 (인비트로겐) 내로 클로닝하고, miRNA의 발현은 포유동물 세포 (COS7, 10T1/2 또는 C2C12)

내로 발현 벡터를 형질감염시켜 측정하고, 노던 블롯 분석에 의해 검출하였다.
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세포 배양, 시험관내 근육 발생 분화 및 루시퍼라제 리포터 분석[0254]

C2C12 근원 세포를 배양하고, 문헌에 기재된 대로 근육 발생을 유도하였다
12
. 일시적인 형질감염 루시퍼라제 리[0255]

포터 분석을 문헌에 기재된 대로 수행하였다 
12,26

. miRNA 이중체 및 miR-1, miR-133, miR-208 및 GFP에 대한

2'-O-메틸 안티센스 올리고뉴클레오티드를 다마콘으로부터 구입하였다 (서열에 대해서는 표 3 참조). 이들을 리

포펙타민
TM
(인비트로겐) 형질감염 (200 nM)을 사용하여 포유동물 세포 내로 도입하거나, 아막사 바이오시스템스

(미국 매릴랜드 게티스버그 소재)의 뉴클레오펙터
® 
시스템 (5 ㎍)을 사용하여 전기 천공하였다.

3' UTR-루시퍼라제 리포터 구성의 경우, pGL3-콘트롤 벡터 (미국 위스콘신 매디슨에 소재하는 프로메가)를 제거[0256]

하고, 루시퍼라제 유전자의 하류에 배치하였다. 마우스 HDAC4 및 SRF에 대한 3' UTR을 PCR 증폭시키고, 변형된

pGL3-콘트롤 벡터 내로 클로닝하여 SRF-3'UTR 및 HDAC4-3'UTR 구성체를 생성시켰다 (PCR 프라이머 서열에 대해

서는 표 3 참조). 루시퍼라제 리포터 분석을 문헌에 기재된 대로 수행하였다
26
.

웨스턴 블롯 및 면역 염색[0257]

웨스턴 블롯은 전술한 바와 같이 수행하였다
27
. 다음 항체들을 사용하였다: 항-미오게닌; SRF; MEF2; HDAC4; 및[0258]

β-튜불린 (미국 캘리포니아 산타 크루즈에 소재하는 산타 크루즈 바이오테크놀로지); 및 포스포-히스톤 H3 (미

국 뉴욕 레이크 플래시드에 소재하는 업스테이트 바이오테크놀로지). 횡문근 특이적 MHC를 인지하는 MF20 항체

를 DSHB (미국 아이오와 아이오와 씨티에 소재하는 유니버시티 오브 아이오와).

면역 염색의 경우, 12-웰 평판 중의 처리된 C2C12 세포를 37℃에서 5분 동안 4% 포름알데히드로 고정시키고, 실[0259]

온에서 15분 동안 0.1% NP40/PBS 용액으로 변경하였다. 1차 항체를 0.1% NP40-PBS에서 다음의 농도로 2 시간 동

안  3%  BSA와  함께 항온 배양하였다:  항-미오게닌 (1:  20  희석),  항-포스포-히스톤 H3  (1:100  희석),  MF20

(1:10 희석). 2차 항체인 플루오레세인 항-마우스/토끼 (1:100 희석; 미국 캘리포니아 벌링검에 소재하는 벡터

래보러토리즈)를 37℃에서 0.1% NP40-PBS에 3% BSA와 함께 1 시간 동안 첨가하였다. DAPI를 실온에서 5분 동안

첨가하였다. PBS로 수차례 세척한 후,세포들을 형광 현미경으로 관찰하였다. 전체 웰을 커버하는 10개시야를 선

택하고, DAPI 염색으로 녹색의 형광 양성 세포 및 총 세포를 각 웰에 대해 계수하였다.

RT-PCR 분석[0260]

RT-PCR을 문헌에 기재된 바와 본질적으로 동일하게 수행하였다
27
. 전체 RNA를 트리졸

®
 시약 (인비트로겐)을 사용[0261]

하여 C2C12 세포로부터 추출하고, 2.0 ㎍ 분획을 무작위 6량체 및 MMLV 역전사 효소 (인비트로겐)를 사용하여

cDNA에 역전사시켰다. 각각의 경우, 2.5% cDNA 풀을 증폭에 사용하고, PCR을 24 내지 28 주기 동안 수행하였다.

PCR 프라이머에 대한 서열들은 표 3에서 확인할 수 있다.

개구리 배 주사 및 형질전환 유전자 발생[0262]

제노푸스  라비스  배를  얻고  배양하는  데는  표준  방법을  이용하였다.  DNA  구성물을  Kpn  I을  사용하여[0263]

선형화하고, 형질전환 배는 문헌 Kroll & Amaya의 문헌에 기재된 방법에 따라 생성시켰다
28
. 형질전환 유전자의

발현은 레이카 MZFLIII 현미경 하에서 분석하였다. miRNA를 사용한 제노푸스의 제조 및 주사는 전술한 바와 본

질적으로 동일하게 수행하였다
29
. 그러나, RNA는 주사 전에 캐핑하지 않았다. 전체 착상 면역 조직학 분석을 문

헌에 기재된 대로 수행하였다
30
.

실시예 8[0264]

miR-208은 인간, 마우스 및 래트 사이에 보존된 심장 특이적 miRNA이다 (도 14). 노던 블롯 분석은 miR-208 발[0265]

현이 발생학적으로 조절된다는 것을 나타냈다 (도 15).  노던 블롯은 단계화된 마우스 조직으로부터 제조되고

miR-208에 상보적인 방사성 표지된 프로브로 처리하였다. miR-208 레벨은 E13.5, E16.5에 비해 성체 마우스 심

장, 및 신생물 단계의 심장에서 극적으로 더 높았다. miR-208은 심근 α-미오신 중쇄 (α-MHC) 유전자의 인트론

에 의해 주도된다 (도 14). 두 심근 미오신 중쇄 아이소형 중의 하나인 α-MHC는 마우스 발생 중에 약하게 발현

되나, 나중에 성체 마우스 심장에서 우세한 아이소형이 된다. miR-208 및 α-MHC는 둘다 심장 특이적이고, 반대

가닥으로부터 전사되는데, 이것은 miR-208이 α-MHC 인트론으로부터 가공되어 α-MHC 전사에 병행하여 발현된다

는 것을 시사한다.
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실시예 9[0266]

심근세포에서 miR-208의 시험관내 기능을 조사하기 위해, 본 발명자들은 심장 세포의 형태학적, 생화학적 및 전[0267]

기 생리학적 특성의 연구를 위해 잘 특성 규명된 시험관내 모델이란 이유로 신생물 래트의 심근세포를 사용하기

위해 선택하였다. 신생물 심근세포는 출생 후에 그 복제 능력을 상실하지 않으며; 큰 분획이 심장 유전자 발현

역시 활성화되는 시험관내 및 생체내에서 유사 분열을 진행하고 증식한다. 심장에서의 miR-208 기능을 측정하기

위해, 상기 모델 시스템을 사용하여 심장 발생 프로그램에 미치는 miR-208 발현 및 억제의 영향을 연구하였다.

시험관내 모델 시스템[0268]

배양된 심근세포는 심장 연구에서 가장 널리 사용되는 실험 모델 중의 하나이다. 작은 포유동물로부터 유래한[0269]

심근세포의 준비는 전체 동물 연구에 비해 경제적이고, 신뢰할만하며, 광범위한 실험을 가능하게 한다. 경제적

및 기술적 이유로, 심근세포는 신생물 래트로부터 가장 흔히 분리된다. 본 발명자들은 약간의 변형과 함께 전술

한 바와 본질적으로 동일하게 래트를 분리하였다.
86

miRNA 전구체 서열과 ~150개의 인접 뉴클레오티의 전사를 유도하기 위한 RNA Pol II 프로모터 서열을 사용하여[0270]

기능적 성숙 miRNA를 이소성으로 발현시킬 수 있다. 생성되는 RNA 전사체는 miRNA 가공 기구에 의해 인지되고,

해독 억압을 유도할 수 있는 완전히 기능적인 miRNA로 된다. 본 발명자들은 마우스 게놈 DNA로부터 miR-208 전

구체 서열 및 인접 영역을 PCR 증폭시키고, 이 단편을 아데노바이러스 벡터 내로 삽입하여 miR-208 (Ad-208)을

발현시키는 재조합 아데노바이러스를 생성시켰다. 노던 블롯 분석은 증가하는 농도의 Ad-208로 감염시킨 분리된

심근세포에서 mir-208 발현의 용량 의존적 증가를 나타낸다 (도 16). 이 수단을 이용하여 miR-208 과발현이 시

험관내에서 심근세포의 표현형에 미치는 효과를 연구할 수 있다.

이소성 miR-208 발현의 분석[0271]

세포 계수 분석법을 사용하여 miR-208 발현에서의 변화가 증식에 영향을 끼치는 지를 측정한다. 아데노바이러스[0272]

는 심근세포 연구에서 크게 성공하면서 광범위하게 사용되고 있지만, Ad-GFP를 가진 세포는 Ad-208과 동일한 감

염 다중도 (MOI)로 감염되어 아데노바이러스 감염에 의해 야기된 간접 효과를 제어할 수 있다. 두 바이러스는

녹색의 형광 단백질 (GFP)을 발현시키기 때문에, 감염 효율은 또한 동시 형광 현미경에 의해 제어할 수도 있다.

감염전 및 감염 24, 48, 72, 및 96 시간 후에 광시야 조명 하에 세포들을 계수한다. 각 시점에서의 두 조건에[0273]

대해 10개 시야에서의 세포들을 계수한다. 세포 계수 데이터에 통계 분석을 적용한다.  짝없는 학생 t-시험

(unpaired Student t-test)을 사용하여 시야당 계수된 세포의 평균 갯수가 각각의 특정 시점에서 Ad-208과 Ad-

GFP 감염 사이에 유의 수준으로 상이할 확률을 측정할 수 있는 반면에; 짝을 이룬 학생 t-시험은  각각의 감염

에 대해 계수된 세포의 평균 갯수가 시점들 사이에서 유의 수준으로 상이할 확률을 측정할 수 있다. 임의의 두

평균이 유의 수준으로 상이할 확률이 95% 이상이면, 그러한 차이는 유의 수준으로 간주된다.

포스포-히스톤 H3 항체를 사용하여 유사분열 지수를 측정하고 BrdU 도입에 의한 DNA 합성을 진행하는 세포 비율[0274]

을 측정하기 위한 연구로 세포 계수 분석을 보충하였다. miR-208 과발현이 세포 사멸을 일으킬 확률을 배제하기

위해 고정된 세포를 튜넬 염색하였다. 심근세포 증식시 Ad-208 감염의 잠재적 결과는 감소하거나, 증가하거나,

또는 세포수에 변화는 없었다. 이론으로 구속하고자 할 의도 없이 miR-208은 분화된 성체 심근세포에서 통상 고

도로 발현되기 때문에 miR-208 발현은 대조군에 비해 심근세포 증식을 지연시킬 것 같다.

Nkx2.5, MEF2C, GATA4, 미오카딘 및 TBX5를 포함하는 심장 전사 인자 세트는 초기 분화성 심근세포에서 발현됨[0275]

으로써 심근세포를 심장 분화의 초기 유전자 마커로 만드는 것으로 나타났다. α-MHC, β-MHC, α-CA, 및 MLV2V

와 같이 심근 특이적 수축성 단백질은 심근세포의 말단 분화 마커이다. 상기 심장 유전자의 일부는 발생 중에

차별적으로 조절된다. 예컨대, β-MHC는 배(embryonic) 심장에서 고도로 발현되나, 신생물 발생 후에 하향 조절

되는 반면에, α-MHC는 반대의 발현 패턴을 가진다. miR-208이 심장근 유전자 발현의 조절에서 어떤 역할을 하

는 지를 측정하기 위해, 신생물 래트의 심근세포에서 심장 마커 유전자 발현에 이소성 miR-208 발현이 미치는

영향을 검사하였다. 이론으로 구속하고자 하는 의도는 없이, miR-208 발현은 태내 유전자 발현을 감소시키고/또

는 성체 심장 유전자의 발현을 촉진할 것이다.

반-정량적 역전사 효소-PCR (RT-PCR) 방법을 사용하여, Ad-208 대 Ad-GFP 감염된 신생물 래트의 심근세포에서[0276]

다양한 심장 마커 유전자의 상대 mRNA 전사 레벨을 분석하였다. cDNA 라이브러리는 통상의 기술에 의해 감염된

심근세포로부터 분리한 RNA로부터 만들어진다. 거의 모든 조직에서 고도로 발현되는 GAPDH를 증폭시켜 cDNA 레

벨을 정규화하는 데 사용한다. DNA 오염이 존재하는 경우 더 큰 PCR 증폭 산물을 생성시킬 하나 이상의 인트론
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을 연결하는 생성물을 증폭시키도록 모든 PCR 프라이머 세트를 고안한다. 또한, 시판되는 항체를 사용하여 웨스

턴 블롯 분석에 의해 다양한 심장 마커의 단백질 발현 레벨을 검사하며 단백질 발현에서 검출되는 임의의 변화

가 mRNA 전사 레벨과 일치하는 지를 측정한다.

miR-208이 심장 유전자 발현에 미치는 영향을 연구하는 것 외에도, 전사 인자 및 구조 요소를 포함하여 다양한[0277]

심장 단백질의 국부화에 어떤 영향을 끼치는지를 측정한다. Ad-208  감염된 심근세포의 관찰은 상기 세포들이

Ad-GFP 감염된 심근세포에 대한 상이한 형태를 나타낸다는 것을 시시한다 (도 16b). Ad-208 감염된 심근세포는

그들의 Ad-GFP 감염된 상대에 비해 "둥근" 것으로 나타났다.

Ad-208 및 Ad-GFP 감염된 심근세포를 유리 커버 슬립 상에 고정하고, 적합한 1차 및 2차 항체로 프로브 처리하[0278]

고, 핵 염색하며 현미경에 의한 분석용 슬라이드에 착상시켰다.

miR-208의 불활성화[0279]

miR-208 과발현 연구와 병행하여, miR-208에 대해 2'-O-메틸올리고뉴클레오티드 안티센스를 사용하는 miR-208[0280]

억제의 영향을 연구하였다. 2'-O-메틸올리고뉴클레오티드는 화학량론적 방식으로 miRNA 기능의 서열 특이적 및

비가역적 억제제로서 작용한다. 이 miRNA 억제 시스템은 심근세포에 적용된다. 안티센스 miR-208 2'-O-메틸올리

고뉴클레오티드 또는 대조군에서는 무작위 2'-O-메틸올리고뉴클레오티드를 양이온성 지질 시약에 의해 또는 전

기 천공에 의해 심근세포로 형질감염시켰다. 루시퍼라제 유전자에 직접 3'에서 부착된(luc-miR-208-센서) 안티

센스 miR-208 서열을 가진 리포터 구성체를 대조군으로 사용하고, 시스템이 miR-208 기능을 차단하는 효과를 시

험하였다. mRNA 및 단백질 레벨뿐만 아니라, 단백질 국부화를 miR-208 과발현에 대해 기재된 대로 연구한다.

실시예 10[0281]

miR-208은 배의 심장에서 약하게 발현되며, 그 발현은 성체 심장에서 극적으로 증가한다. 본 실시예는 miR-208[0282]

기능이 발생 중의 심장 또는 성체 심장에서 유전자 조절에 더 중요하다는 것을 분석하였다. 발생 중에, miR-208

은 배에서 약하게 발현되기 때문에 중요하지 않을 것 같다는 것을 주장할 수 있다. 그러한 주장에 대해, 적합한

miR-208 투여는 발생 중에 특정 유전자 경로를 조절하는데 중요할 수 있다. 또한, miR-208의 발현이 그들 동물

에서 영향을 받은 지 여부는 알려져 있지 않지만, 성체 단계에 비해 발생 중에 약하게 발현되는 그 숙주 유전자

α-MHC의 낙아웃 (knockout) 마우스는 배의 치사성을 겪었다
87
. 성체 심장에서 검출된 miR-208의 고발현은 그것

의 가장 중요한 기능이 발생 후기에 존재한다는 것을 나타낼 수 있다. 상기 유형의 이슈를 자세히 살펴보기 위

해, 두 개의 마우스 모델을 창조하여 miR-208 기능을 연구하였다: 조건에 따라 miR-208을 과발현시키는 miR-208

낙아웃 마우스 및 형질전환 마우스.

miR-208 낙아웃 마우스 디자인[0283]

숙주 유전자 α-MHC의 발현에 영향을 끼치지 않고 miR-208에 대해 기능적으로 무의미한 마우스를 디자인하고 생[0284]

성시켰다. miR-208 낙아웃 마우스로부터 유래한 배-스템 세포의 생성은 3 단계 과정이다: 표적 벡터의 생성; 상

동 재조합에 의해 배의 줄기 세포내로 DNA 서열의 도입; 및 배의 줄기 세포로부터 유래한 유전자 변형된 마우스

의 생성. 관련 miRNA는 그 종자 영역 내의 서열 상동성에 근거하여 패밀리로 분류하였다. 상기 패밀리는 잠재적

으로  생체내에서 그들의 기능의 유전자  분석을 복잡하게 하면서 동일 유전자의 발현을  중복되게  조절할 수

있다. miR-208의 종자 영역은 계통수에서 기타 공지의 miRNA와 집합체를 이루지 않아 miR-208을 적합한 miRNA

낙아웃 후보로 만든다.

miR-208 표적화 구성체는 선형 DNA 단편과 원형 플라스미드 사이의 상동 재조합을 사용하는 재조합 공학이라 불[0285]

리는 전략을 사용하여 제조한다
88,89

. 원형 플라스미드는 miR-208이 중앙에 존재하는 α-MHC 유전자의 6~7 kb의

단편을 포함할 수 있다. 선형 DNA 단편은 22개 nt의 miR-208 서열을 플록세드 선별 카세트 (floxed selection

cassette)로 대체하도록 고안된 두 개의 상동성 암을 포함한다. 원형 플라스미드로 형질전환시킨 박테리아를 선

형 DNA 단편으로 전기 천공하고, 이어서 재조합 콜로니에 대한 선형 단편 선별체에 의해 내성이 암호화된다. 생

성되는 구성체를 사용하여 상동 재조합에 의해 ES 세포를 표적으로 한다. PCR에 기초한 스크리닝을 사용하거나

서던 블롯에 의해 이형접합성 ES 세포를 일단 확인하면, 배반포 (blastocyst) 주사에 의해 키메라를 생성시키는

데 사용한다. 본원에 개시되는 낙아웃 디자인은 α-MHC의 인트론내에 외래성 DNA의 소형 족문만을 남기고, α-

MHC의 전사 또는 α-MHC mRNA의 접속 패턴은 영향을 받지 않은 채로 유지된다는 것을 보장한다.

조건적 형질전환 마우스 디자인[0286]
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조건적인 형질전환 전략이 도 17에 다이아그램으로 제시되어 있다. 조건적인 형질전환 방법은 두 개의 형질전환[0287]

유전자로 구성되는 2원 시스템이다. 하나의 형질전환 유전자는 miR-208 (tet208)을 암호화하는 반면에, 다른 형

질전환 유전자는 조절 서열을 그 프로모터 내에 결합시킴으로써 miR-208 형질전환 유전자를 활성화시키는 트랜

스액티베이터 (tTA)를 암호화한다. 독시사이클린 (DOX)이 존재할 때마다 tTA의 결합이 억제됨으로써 DOX 처리에

의해 miR-208 형질전환 유전자의 일시적 조절을 가능하게 한다.

miR-208 형질전환 유전자에 상동 접합성인 마우스 콜로니가 확립되었다. tet208 마우스는 tTA 형질전환 유전자[0288]

를 보유하여 연구용 이중 형질전환체를 생성시키기 위해 교배된 것이다. 멘델 유전학을 추정하면, 4개 자손 중

하나가 이중 형질전환체이고 tTA가 발현되는 miR-208을 발현시킨다. α-MHC 프로모터를 이용하여 tTA 발현을 유

도한다. α-MHC 프로모터는 잘 특성 규명되어 있고, 발생 초기에 조직 특이적 발현을 적절히 유도하기에 충분하

다
90
. 내재성 miR-208은 통상 α-MHC 유전자내의 인트론으로부터 기원하기 때문에 α-MHC 프로모터를 사용하여

tTA를 발현시키면 이중 형질전환 동물에서 내재성 miR-208과 동일한 조직에서 miR-208 투여량을 증가시킬 것이

다. 마우스 α-MHC 프로모터를 사용하여 tTA 발현을 유도하는 형질전환 마우스 라인이 존재하고, 성공적으로 사

용되어 왔다
91,92

. tet208 형질전환 마우스 라인은 우리가 발생하는 배 또는 성체 마우스 심장에서 독립적으로

miR-208 발현의 투여 효과를 연구할 수 있게 한다. 통상, 조절 형질전환 창설자의 초기 배의 치사성은 표현형

분석을 연구하고 지연시키는 데 이용하는 발생학적으로 정지된 배들의 수를 심각하게 제한하였다. 조건적인 전

략으로, 본 발명자들은 이중 형질전환 마우스가 초기의 miR-208 과발현이 치명적인 것으로 입증되었기 때문에

miR-208 형질전환 발현을 지연시킬 수 있다.

분석[0289]

표현형이 어떻게 규명되는가에 따라 특이적 분석을 수행하였다. 일반적으로, 발생하는 배 및/또는 성체에서 잠[0290]

재적인 표현형을 특성 분석하기 위해 조직학적 및 생화학적 연구를 사용하는 것이 허용 가능하다. 심장을 전체

이상에 대해 검사하고 조직학적 분석을 위해 절단하여 잠재적으로 더 민감한 발생학적 결함을 확인한다. 결함

가능성이 무수하며, 결함성 격막 형성으로부터 두꺼워진 아트리아까지 어떤 것을 포함할 수 있다. 표현형은 전

기 생리학적 연구에 의해 특성 분석될 수 있는 수축성 결함일 수 있다는 것이 동일하게 가능하다.

실시예 11[0291]

miR-208의 직접적인 분자 표적의 확인은 그 생물학적 기능을 강조하는 메커니즘에 관한 이해를 용이하게 한다.[0292]

표적 예측법을 이용하여 시험관내 및 생체내 마우스 모델에서 miR-208 기능의 연구와 관련된 관찰을 보충한다.

이론으로 구속할 의도 없이, Thrap1 발현은 miR-208에 의해 조절되는 것으로 가정된다. Thrap1의 3' UTR은 두[0293]

개의  예측  miR-208  결합  부위를  포함한다  (도  18).  두  개의  표적을  Thrap1  정지  코돈의  ~80  bp  하류에

배치하고, ~50 bp만큼만 서로 이격시킨다. 두 표적은 miR-208의 종자 영역과 완전히 상보적이다. Thrap1 유전자

는 도처에서 발현되는 TRAP (갑상성 호르몬 수용체 단백질)의 240 kd 서브유닛을 암호화한다
93
. TRAP는 초기에는

갑상선 호르몬 핵 수용체에 대해 특성 분석되었다
94
. Thrap1은 특성 규명되지 않았으나, 다른 TRAP 서브유닛의

결함이 핵의 수용체 신호작용에 영향을 끼치는 것으로 나타났다. 마우스에서 TRAP220의 유전자 절제는 심장 및

신경계 발생을 손상시킨 반면에, TRAP230 및 TRAP240의 초파리 상동체가 적합한 눈-안테나 디스크 발생에 필요

하다
95,96

. Thrap2로 명명된 Thrap1과 고도로 유사한 유전자의 돌연변이가 선천적인 심장 결함인 대동맥의 병치

환자에서 발견되었다
97
. 따라서, TRAP 패밀리 멤버들은 적합한 발생에 중요하다. 특히 관심을 끄는 것은 miR-208

의 표적으로서 Thrap1인데, 갑상선 호르몬은 심장 수축성에 깊은 영향을 끼치는 것으로 알려져 있기 때문이다.

갑상선 호르몬은 심장 미오신 아이소형 전환에 연결되어 있다. 심근세포에서, 갑상선 호르몬은 α-MHC mRNA의[0294]

신속한 축적을 야기함과 동시에 β-MHC 발현을 억제한다
98,99

. 몇 개의 양성 작용 갑상선 반응 요소 (TRE)는 α-

MHC 프로모터내에 배치되고, β-MHC 프로모터내의 음성 작용 반-TRE를 확인하였다
100,101

. α-MHC 및 β-MHC 유전

자는 염색체 14상에 병렬로 배열되고, 이들은 상이한 속도로 ATP를 기계적인 일로 전환시키고, 그 단백질 발현

비가 심장 사크로메어의 수축성에 영향을 끼치는, 두 개의 심장 미오신 중쇄 아이소형을 암호화하며; α-MHC는

"신속한" 반면에, β-MHC는 "느리다". 그들의 발현은 발생학적으로 조절된다. 마우스 및 래트에서, β-MHC는 후

기 태내 삶에서 우세하나, 출생 직후 α-MHC는 우세한 성체 심장 아이소형으로 된다. 전이는 출생 직후에 발생

하는 순환성 갑상선 호르몬의 상승에 의해 야기되는 것 같다
98
. 토끼와 인간과 같이 보다 큰 포유동물에서는, β
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-MHC가 우세한 성체 심장 아이소형이다. 그러나, α-MHC 및 β-MHC 유전자의 프로모터들은 마우스와 인간 사이

에서 고도로 보존되어 있는데, 이것은 이들이 유사하게 조절된다는 것을 의미한다. α-MHC 인트론으로부터 miR-

208의 기원이 주어지고 이론으로 구속받고자 하는 의도가 없이, miR-208은 TRAP 복합체의 요소를 표적화함으로

써 심장 미오신 중쇄 아이소형의 비를 조절하기 위해 음성 피드백 루프에서 갑상선 호르몬 신호 작용의 조직 특

이적 억제제로서 작용한다 (도 19).

초기의 스크리닝 전략은 miR-208의 과발현이 3' UTR에서 추정 표적 부위를 보유하는 리포터 유전자의 발현을 하[0295]

향 조절하는 지를 질문한다. 본 발명자들은 구성적으로 발현되는 루시퍼라제 리포터 유전자의 암호 서열 바로

뒤에 Thrap1 3' UTR을 삽입하였다. 결과는 miR-208이 Thrap1 UTR을 표적으로 한다는 것을 시사한다 (도 18).

상기 관찰을 확인하기 위해, 본 발명자들은 Thrap1 UTR내의 두 개의 추정 표적 부위의 종자 영역을 별개로 및

조합하여 돌연변이시켰다. 돌연변이된 폴리뉴클레오티드를 시험하여 이들이 miR-208 매개의 억압을 경감시킬 수

있는 지를 측정할 수 있다.

종전의 연구는 심근세포에서 갑상선 호르몬이 α-MHC 쇄 발현을 전사적으로 활성화하며, β-MHC 발현을 억제한[0296]

다는 것을 제시하고 있다
98,99,102

. 심근세포는 Ad-208로 감염시켜 miR-208 발현이 α-MHC 및 β-MHC의 전사 및 단

백질 레벨을 모니터함으로써 갑상선 호르몬 신호작용을 억제하는 지를 측정한다. miR-208에 의한 α-MHC 발현의

억제는 miR-208이 갑상선 호르몬 신호작용 경로의 요소를 표적으로 한다는 우리의 가설을 간접적으로 지지하는

것이다.

예측된 표적을 추가로 입증하기 위해, miR-208 발현이 miR-208 낙아웃 및 miR-208 형질전환 마우스 모델로부터[0297]

심장에서의 mRNA 또는 단백질 레벨을 감소시키는 지를 측정할 수 있다. 표적화된 단백질에 대한 특이 항체를 이

용한다. 인간의 Thrap1이 시판된다. 마우스 연구에서 효과적이지 않으면, 마우스 Thrap1-특이 항체가 개발된다.

miR-208에 대한 추가의 후보 표적[0298]

Thrap1 외에도, 본 발명자들은 리포터 연구를 위해 4개의 다른 흥미로운 miR-208 예측된 표적의 3' UTR을 루시[0299]

퍼라제 유전자에 직접 클로닝하였다. 3' UTR은 SP3 (Spe 트란스 작용성 전사 인자 3), EYA4 (눈에 부재하는 상

동체 4), CSNK2A2 (카제인 키나제 2, 알파 프라임 폴리펩티드 및 TTN (티틴)으로부터 유래한다.

SP3 단백질 발현은 miR-208 발현과는 반대된다; SP3은 GC-박스르르 포함하는 다양한 프로모터와 상호작용하는[0300]

전사 인자이다
103,104,105

. SP3 단백질은 태내 마우스 심장에서 쉽게 발견되나, 성체 심장에서는 드물게 검출될 수

있다. SP3 및 miR-208의 반대되는 발현 패턴은 miR-208이 SP3 해독을 형식적으로 조절할 수 있게 한다.

EYA4는 인간의 심장에서 병리학에 대한 그 확립된 연관이 주어지면 miR-208의 흥미로운 잠재적인 표적이다. 돌[0301]

연변이는 확장된 심근병증 및 관련 심부전을 야기하는 인간 EYA4에서 확인되었다
106,107

. EYA4는 사인-오쿨리스 패

밀리 (Six1-Six6)의 멤버 및 유전자 활성화를 초래하는 다쉬 (Dach) 전사 인자와 상호작용하는 전사 공활성화

인자이다
108,109

. 약화된 EYA4 레벨은 심부전의 형태학적 및 혈역학적 특성을 생성시키기 때문에 인간의 돌연변이

의 특성 분석은 제브라피쉬에 관한 연구에 의해 지지되었다
106
. 현재, EYA4의 잠재적인 하류 심장 유전자가 확인

된 것은 없다.

CSNK2A2는 DNA 복제, 기초 및 유도성 전사의 조절, 해독 및 대사 제어에 관여하는 광범위하게 발현되는 단백질[0302]

세린/트레오닌  키나제이다
110,111

.  본  발명자들은  다양한  유전적  경로를  조절함에  있어서  그  잠재력에  대해

CSNK2A2에 관심이 있다.

EYA4와 유사하게, TTN 역시 심장 혈관 기능 및 병리학과 그 확립된 관련성이 주어진 흥미로운 miR-208 표적 후[0303]

보이다. TTN은 심근 및 골격근 조직에서 발현되는 거대 사크로메어 단백질이며, 사크로메어 조립 및 힘 전달에

중요하다
112
. TTN에서의 돌연변이는 비대성 및 확창된 심근병증과 연관되었다. 심근 및 골격근 기능에 TTN의 필

요성이 주어지면, 본 발명자들은 miR-208이 TTN을 강력하게 조절하는 지를 의심하나, 하나의 사크로메어 유전자

(즉, α-MHC)가 또 다른 유전자 (즉, TTN)의 발현을 미세 조정하여 심근세포의 수축성을 조정하였다.

예측된 표적 유전자의 3' UTR은 리포터 분석에 의해 시험되어 그것이 miR-208 매개의 억제를 제공하는 지를 측[0304]

정한다. 후보 유전자들은 예측된 표적 부위를 돌연변이시키고, miR-208 억제가 감소되는 지를 시험함으로써 추

가로 특성 분석된다. 후보 표적의 초기 리포터 스크리닝 후에, 심근세포를 사용하는 miR-208의 시험관내 과발현

이 전사 및 단백질 레벨의 후보 유전자 발현에 미치는 영향을 분석한다. 우리의 miR-208 낙아웃 및 유도성 형질
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전환 마우스 모델을 사용하여 입증된 표적의 생물학적 관련성을 생체내에서 연구한다. 잠재적인 miR-208의 시험

관내 및 생체내 표적의 분석은 표적 예측을 입증하고, 심장에서 miR-208에 의해 조절되는 유전적 경로를 이해하

기 위해 그 생물학적 관련성을 확인할 수 있다.

실시예 12[0305]

골격근은 삶의 전체에 걸쳐 손상받고 반복적으로 복구되곤 한다. 근육 재생은 노화 중의 운동 기능을 유지하고,[0306]

신경 근육 질병, 예컨대, 뒤셴형 근위축증에서 임상적 징후의 발현을 지연시킨다. 조직 복구에 관한 이 능력은

바닥판과 성숙 근섬유의 횡문근형질막 사이에 배치된 위성 세포로 불리는 줄기세포 유사 세포의 서브세트에 의

해 부여된다. 손상이 있을 때, 위성 세포는 세포 사이클로 재진입하고, 증식한 다음, 세포 사이클을 떠나 잠복

위성 세포 풀을 갱신하거나 성숙 근섬유로 분화시킨다. 세포 증식 및 분화 프로그램이 근육 발생에 필수적이다. 

본원에 개시되는 주제는 miRNA가 근육 세포의 증식 및 분화에 반응성이 있다는 것을 입증하는 데이터를 제시한[0307]

다.

방법:[0308]

카디오톡신을 Yan 등의 문헌에 따라 6주령의 수컷 C57BL/6 마우스의 전경골근 (tibialis anterior, TA)내로 주[0309]

사하였다
114
. 주사 3일 후에 근육을 수집하였다. 비주사된 TA 근육을 대조군으로서 사용하였다. TA 근육으로부터

전체 RNA를 추출하고, 마이크로 RNA의 마일크로어레이 분석에 5 ㎍을 사용하였다.

결과:[0310]

도 20a 및 20b는  카디오톡신 주사된 (손상된) 또는 비주사된 (대조군) 전경골근 (TA)으로부터 miRNA 어레이 발[0311]

현 데이터를 도시한 것이다. 정규화 로그 (밑이 2임) 데이터는 유전자에 의해 계층적으로 집합되어 열지도로 작

성된다. 신호의 범위는 -4배로부터 +4배까지였다. 밝은 음영은 평균에 상대적으로 고발현을 나타내고, 어두운

음영은 저발현을 나타낸다. 도 20a는 손상된 근육에서 하향 조절되는 miRNA를 나타내며, 도 20b는 손상된 근육

에서 상향 조절되는 miRNA를 나타낸다.

실시예 13[0312]

골격근의 위성 세포는 성숙한 다핵 근섬유의 혈장막과 주위 바닥판 사이에 배치된 소형 단핵 세포군이다. 위성[0313]

세포는 성체 골격근의 전구 세포로서 오래 동안 간주되어 왔다. 최근의 증거는 위성 세포가 이질적이고 줄기세

포 유사 잠재력을 가진다는 개념을 지지한다. 이들 세포는 잠복 상태로 유지되나, 일단 활성화되면 광범위하게

증식하여 근육 조직을 분화 및 재생 또는 복구시키는 근원세포의 풀을 형성한다.

위성 세포를 정상 조건 하에 그 불활성 잠복 상태로 유지하는 유전적 경로 및 분자적 메커니즘뿐만 아니라, 이[0314]

들 세포가 근육 손상에 반응하여 활성화되어 근육 재생을 용이하게 하는 방법이 밝혀내야 할 출발점이다. 짝을

이룬 박스/호모도메인 전사 인자 패밀리의 멤버인 Pax3 및 Pax7은 위성세포-관련 골격근 재생 과정에서 중요하

고 현저한 역할을 하는 것으로 입증되었다. 그러나, Pax 단백질의 발현이 위성 세포 유지 및 활성화의 과정 중

에 어떻게 조절되는 지는 명확하지 않다. 모호하게도, Pax3 및 Pax7의 발현은 분화성 근원세포에서 하향 조절된

다. 더 중요한 것은, C2C12 근원세포에서 Pax3 또는 Pax7의 이소성 과발현은 그 분화를 차단한다는 것이다. 그

러한 관찰은 위성 세포의 잠복 및 자가 갱신뿐만 아니라 근원세포 증식 및 분화의 상태가 긴밀한 전사 및 전사

후 조절 하에 있다는 것을 시사한다.

또한, 뇌에서 유래한 신경성장인자 (BDNF)는 골격근 위성 세포에서 발현되고, 근원성 분화를 억제한다. Pax7 및[0315]

BDNF가 miR-1/206에 대한 추정의 조절 표적임이 발견되어 본원에 개시되는데, 이것은 miR-1/206이 골격근 위성

세포 조절에 중요한 역할을 한다는 것을 의미한다.

위성 세포에서 miRNA 과발현 및 검출 시스템의 확립[0316]

miRNA를 위성 세포 내로 이소성으로 효율적으로 상시 발현시키기 위해, 레트로바이러스에 기초한 과발현 시스템[0317]

을 적용하였다. The genomic sequences miR-1 및 miR-206에 인접한 (300-400 bp 부근) 게놈 서열은 녹색 형광

단백질 (GFP) 암호 서열이 miRNA-SDSA 서열의 하류에 배치되는 쥐의 줄기 세포 바이러스 (MSCV)-유래의 레트로

바이러스 벡터내에 접속 공여자 (SD) 및 접속 수용자 (SA)가 인접되어 있다. 이러한 방식으로, miR-1/206 및

GFP는 동시에 발현되고, GFP의 발현은 miR-1/206 발현의 우수한 표시로서 작용할 것이다 (도 23).

위성 세포에서 miRNA의 발현 및 억제 효과를 모니터하기 위해, 본 발명자들은 dsRed 유전자의 발현이 구성적으[0318]

로 활성이 있는 CMV 프로모터의 전사 제어 하에 있는 "miRNA 센서"를 생성시켰다. miR-1/206의 상보적 서열은
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dsRed 리포터 유전자의 3'에 연결하고, 기능적 miRNA가 dsRed 단백질의 해독을 억압하도록 MSCV-유래의 레트로

바이러스 벡터내로 삽입하였다 (도 22). 이 시스템을 사용하여, 본 발명자들은 위성 세포에서 miRNA의 발현 및

억제 효과를 정확히 검출할 수 있는데, 이것은 골격근에서 miRNA의 기능을 추가로 연구하기 위한 강력한 수단을

제공한다.

Pax7 및 BDNF는 위성 세포에서 miR-1/206의 조절 표적이다[0319]

본 발명자들은 Pax7 및 BDNF 유전자가 그 3' UTR에서 고도로 보존된 miR-1/206 표적 부위를 포함한다는 것을 발[0320]

견하였다 (도 24,  25,  26).  본 발명자들은 상기 3'  UTR  서열을 루시퍼라제 리포터내로 클로닝하고,  이들이

miRNA에 의해 억압될 수 있는 지에 대해 시험하였다. 도 24에 도시한 바와 같이, miR-1 및 miR-206은 둘다 상기

리포터를 강력하게 억압한다. miRNA-매개의 억압은 보존된 miRNA 결합 서열이 돌연변이될 때 제거되는데, 이것

은 억압의 특이성을 나타내는 것이다. 이러한 데이터는 miR-1/206이 중요한 표적 유전자를 억압함으로써 근육

세포 및/또는 그들의 전구체의 증식 및 분화를 제어할 수 있음을 시사한다.

단일 골격근 근섬유로부터 위성 세포의 분리[0321]

위성 세포는 출생 후의 성장 및 재생에 반응하는 성체 골격근 원조 세포이다. 이론으로 구속할 의도 없이, 본[0322]

발명자들은 miRNA가 위성 세포의 조절자라고 가정한다. 이 가설을 시험하기 위해, 본 발명자들은 신생물 또는

성체 마우스의 뒷다리 또는 횡경막으로부터 위성 세포를 분리하기 시작했다. 본 발명자들은 단일의 근섬유로부

터 위성 세포를 분리할 수 있는데, 이것은 가장 순수한 위성 세포 군집을 생성시키고 재현성 있는 결과를 제공

한다. 이러한 위성 세포는 bFGF가 배양 배지에 포함될 때 미분화된 상태로 유지될 수 있는데, 상기 배지에서

Pax7 및 기타 위성 세포 마커의 발현이 검출될 수 있다. 그러나, 상기 위성 세포들은 성장인자 bFGF 제거 시에

근원세포 및 미오튜브로 분화될 수 있는데, 이것은 골격근 분화 과정을 시험관내에서 충실히 모방하는 것이다

(도 28).

miR-1/206은 위성 세포의 증식을 억제한다[0323]

골격근 원조 세포에서 miR-1/206의 기능을 규명하기 위해, 성체 마우스의 단일 근섬유로부터 분리된 위성 세포[0324]

를 24 웰 조직 배양 평판 상에 도말하고, SDSA 벡터에 기초한 레트로바이러스를 사용하여 miR-1/206을 세포내로

도입하였다. 이소성으로 발현되는 miRNA의 발현 및 활성을 여러 방식으로 모니터하였다: miR-1의 발현을 검출하

고 정량적으로 측정하기 위해 노던 블롯 분석을 적용하였다. miR-1/206의 활성 역시 "센서" 리포터를 사용하여

모니터하였는데, 상기 리포터에는 miR-1/206에 대한 상보적 서열이 dsRed 리포터 유전자를 향해 3'에 클로닝된

다.

증식 분석을 위해, 위성 세포 배양물을 수집 전에 BrdU로 1 시간 동안 표지하였다. 그 후, 세포들을 고정하고[0325]

증식 세포는 BrdU 양성 염색 세포를 계수하여 측정하였다. 도 27에 도시한 바와 같이, 위성 세포에서 miR-1/206

의 과발현은 그들의 증식을 억제한다.

miR-1/206은 위성 세포의 분화를 증가시킨다[0326]

분화 역학 분석을 위해, 단일 근섬유로부터 얻은 위성 세포를 DMEM + 20% FBS 및 10 ng/ml의 bFGF 중의 콜라겐[0327]

코팅된 24개 웰 평판 상에 도말하였다. 세포들을 약 5 X 10
3
 세포/cm

2
의 밀도로 도말하고, miR-1/206 레트로바

이러스 또는 대조군 레트로바이러스로 감염시켰다. 일단 bFGF가 배양 배지로부터 제거되면, 위성 세포는 자발적

으로 세포 사이클을 떠나서 분화한다. 도 28 및 29에 도시한 바와 같이, miR-1/206의 과발현은 위성 세포의 분

화를 증가시키고, 그 분화 역학을 촉진한다.

요약하면, 본 실시예에 제시된 데이터는 miR-1 및 miR-206이 골격근 위성 세포 증식 및 분화 과정을 조절하는데[0328]

중요한 역할을 함을 입증하는 것이다. 골격근 재생 및 복구 과정에서 위성 세포의 중요한 기능이 주어지면, 이

론으로 구속하고자 하는 의도 없이, miR-1, miR-206 및 miR-133은 골격근 재생에 중요하다는 것이 시사되고 있

다 (도 30).

참고 문헌[0329]

아래에 열거되는 참고 문헌뿐만 아니라, 본 명세서 중에 인용된 모든 참고 문헌은 이들이 본원에 이용되는 방법[0330]

론, 기술 및/또는 조성물에 대해 보충하거나, 설명하거나, 배경을 제시하거나 또는 교시하는 정도로 본원에 참

고로 인용한다.
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[0336]

도면의 간단한 설명

도 1a-1e는 발육 중의 심근 및 골격근에서의 miR-1 및 miR-133의 발현 데이터를 도시한 것이다.[0161]

도 1a는 성장 배지 (GM) 또는 분화 배지 (DM)에서 배양된 C2C12 근원세포로부터 각각 0, 1, 3 및 5일 동안 얻은[0162]

miRNA 배열 발현 데이터를 나타낸다. 정규화 로그 (밑이 2임) 데이터는 유전자에 의해 계층적으로 집합되어 열

지도로 작성된다. 신호의 범위는 -4배로부터 +4배까지였다. 황색은 평균에 상대적으로 고발현을 나타내고, 청색

은 저발현을 나타내며, 분화 배지에서 상향 조절되는 miRNA만이 나타나 있다.

도 1b는 GM 또는 분화 배지 DM에서 배양된 C2C12 근원세포로부터 각각 0, 1, 3 및 5일 동안 분리된 전체 RNA를[0163]

사용한 miR-1 및 miR-133의 발현에 관한 노던 블롯 분석을 도시한 것이다. tRNA를 로딩 대조군으로 사용하였다.

도 1c는 마우스 성체 조직에서 miR-1 및 miR-133의 발현에 관한 노던 블롯 분석을 도시한 것이다.[0164]

도 1d는 13.5일째의 배 (E13.5) 및 16.5일째의 배 (E16.5)의 마우스 조직에서 miR-1 및 miR-133의 발현에 관한[0165]

노던 블롯을 도시한 것이다.

도 1e는 신생물 마우스 조직에서 miR-1 및 miR-133의 발현에 관한 노던 블롯 분석을 도시한 것이다. 성체의 심[0166]

장 및 골격근에서 얻은 동일량의 전체 RNA를 블롯내로 로딩하여 배와 신생물 RNA에 대한 비교용으로 사용하였다

(도 1d 및 1e).

도 2a-2j는 miR-1 및 miR-133에 의한 근원세포 증식 및 분화의 조절을 나타내는 데이터를 도시한 것이다. 성장[0167]

배지 (GM)에서 배양된 C2C12 근원세포를 miR-1, miR-133 및 대조군으로서 GFP에 대한 이중 가닥 miRNA 이중체와

함께 전기 천공하였다.

도 2a-2e는 세포들을 형질감염후 24 시간 동안 GM에서 연속 배양한 다음, 미오게닌 (도 2a)에 대한 면역 염색[0168]

전에 12 시간 동안 또는 MHC (도 2b)에 대한 면역 염색 전에 36 시간 동안 분화 배지 (DM)로 이동시켜 배양한

실험의 결과를 나타낸다. GM에서 배양된 C2C12 근원세포를 miR-1, miR-133 (또는 나타낸 바와 같이 그 돌연변이

체) 또는 miR-208 및 대조군으로서 GFP에 대해 이중 가닥 miRNA 이중체와 함께 전기 천공하고 지시된 항체를 사

용하여 웨스턴 블로팅하기 전에 24 시간 동안 배양하거나 (도 2c); 세포들을 24 시간 동안 DM으로 이동시키고,

지시된 유전자에 대해 RT-PCR을 수행하거나 (도 2d); 또는 세포들을 24 시간 동안 DM으로 이동시키고, 지시된
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항체를 사용하여 웨스턴 블로팅을 수행하였다 (도 2e).

도 2f-2h는 GM에서 배양된 C2C12 근원세포를 miR-1, miR-133 또는 miR-208 및 대조군으로서 GFP에 대해 2'-[0169]

O-메틸 안티센스 올리고뉴클레오티드 억제제와 함께 전기 천공하는 실험의 결과를 나타낸다. 세포들을 형질감염

후 GM에서 24 시간 동안 배양한 다음, 포스포-히스톤 H3에 대한 면역 염색 전에 12 시간 동안 (도 2f); 지시된

유전자에 대한 RT-PCR을 수행하기 전에 24 시간 동안 (도 2g); 또는 지시된 항체를 사용하여 웨스턴 블로팅하기

전에 24 시간 동안 (도 2h) DM에 이동시켜 배양하였다.

도 2i 및 2j는 GM에서 배양된 C2C12 근원세포를 miRNA 이중체 또는 지시된 대로 2'-O-메틸 안티센스 올리고뉴클[0170]

레오티드 억제제와 함께 전기 천공하는 실험의 결과를 나타낸다. 세포들을 형질감염후 24 시간 동안 GM에서 배

양한 다음, 미오게닌 (도 2i) 또는 포스포-히스톤 H3 (도 2j)에 대한 면역 염색 전에 12 시간 동안 DM에 이동시

켜 배양하였다. 양성 염색 세포를 계수하고, GFP 대조군 (100%)에 대한 발현 레벨로서 데이터를 제시하였다.

도 3a-3k는 생체내에서 miR-1 및 miR-133에 의한 심근 및 골격근 발생의 제어를 나타내는 데이터를 도시한 것이[0171]

다.

도 3a-3h는 개구리 배 실험에서 얻은 데이터를 나타낸다. 무주사된 (도 3a 및 3b), GFP RNA 대조군-주사된 (도[0172]

3c 및 3d), miR-1-주사된 (도 3e 및 3f) 또는 miR-133-주사된 (도 3g 및 3h) 배들로부터 유래된 개구리 배는

항-트로포마이신으로 염색하여 명시야 (도 3a, 3c, 3e 및 3g) 또는 형광 (도 3b, 3d, 3f 및 3h) 하에 단계 32

에서 나타냈다. 심장 조직에 대한 염색의 부재 (도 3b 및 3d, H 화살표) 및 분절된 체절의 파괴 (도 3f 및 3h,

S 화살표)를 주목할 것.

도 3i-3k는 개구리 배의 횡단면으로부터 얻은 데이터를 나타낸다. 무주사된 (도 3i), miR-1 주사된 (도 3j) 또[0173]

는 miR-133 주사된 (도 3k) 배들로부터 얻은 단계 32의 심장의 위치에 상응하는 개구리 배의 횡단면을 항-트로

포마이신으로 염색하여 체절 (S 화살표)과 심장 조직 (H 화살표)을 가시화하고, 항-포스포-히스톤 H3 (적색)으

로 염색하여 S 단계의 세포들을 가시화하였다. 각각의 주사 세트는 2회 이상 독립적으로 수행하고, 전체 착상

면역염색에 의해 평가되는 50개 배중 최소 90% 이상에서 표현형을 관찰하였다.

도 4a-4i는 골격근에서의 miR-1 및 miR-133 표적 유전자의 동정을 나타내는 데이터를 도시한 것이다.[0174]

도 4a는 miR-133 및 miR-1에 의한 SRF 및 HDAC4 3'UTR의 억압을 나타내는 데이터를 도시한 것이다. 마우스 SRF[0175]

3' UTR (SRF-3'-UTR)로부터 miR-133 상보성 ㅂ부위, 마우스 HDAC4 3' UTR (HDAC4-3'-UTR)로부터 miR-1 상보성

부위 또는 miR-133 (miR-133-luc) 또는 miR-1 (miR-1-luc)의 완전 안티센스 서열을 보유하는 루시퍼라제 리포

터를 지시된 miRNA 발현 벡터 또는 그 돌연변이체로 동시 형질감염시켰다. 루시퍼라제 활성은 형질감염 48 시간

후에 측정하였다. 데이터는 3종의 독립적 실험을 두번씩 실시하여 얻은 평균 +  표준편차를 나타낸다 (*  P <

0.05).

도 4b는 C2C12 근원섬유 내로 형질감염된 SRF-3'-UTR, HDAC4-3'-UTR 및 MCK-luc 루시퍼라제 리포터의 결과를[0176]

나타내는 데이터를 도시한 것이다. 세포들을 루시퍼라제 활성을 측정하기 전에 GM에서 24 시간 동안 (GM) 유지

하거나 1일 동안 (DM1) 또는 3일 동안 (DM3) DM으로 이동시켜 배양하였다.

도 4c-4e는 GM에서 배양되고, 지시된 이중 가닥 miRNA 이중체 (또는 그 돌연변이체) 또는 miR-208 및 대조군으[0177]

로서 GFP와 함께 전기 천공하였다. 항-SRF 및 항-HDAC4 항체를 사용하여 웨스턴 블로팅하기 전에 형질감염후 24

시간 동안 GM에서 세포들을 배양하고 (도 4c); 세포들을 DM으로 이동시켜 24 시간 동안 배양하고 지시된 유전자

에 대해 RT-PCR을 수행하고 (도 4d); 세포들을 DM으로 이동시켜 24 시간 동안 배양하고 지시된 항체를 사용하여

웨스턴 블로팅을 실시하였다. GM에서 배양된 C2C12 근원섬유는 지시된 2'-O-메틸 안티센스 올리고뉴클레오티드

억제제와 함께 전기 천공하였다 (도 4e).

도 4f 및 4g는 형질감염후 GM에서 24 시간 동안 배양한 다음, 지시된 유전자에 대한 RT-PCR (도 4f) 및 지시된[0178]

항체를 사용하는 웨스턴 블로팅 (도 4g)을 수행하기 전에 DM으로 이동시켜 24 시간 동안 배양한 세포들의 결과

를 나타내는 데이터를 도시한 것이다.

도 4h는 GM에서 배양하고, SRF 또는 HDAC4에 대한 지시된 이중가닥 miRNA 이중체 또는/및 발현 플라스미드와 함[0179]

께 전기 천공한 C2C12 근원섬유의 결과를 나타내는 데이터를 도시한 것이다. 세포들을 형질감염후 GM에서 24 시

간 동안 배양하였다. 지시된 항체를 사용하여 DM으로 이동시킨 지 24 시간 후에 웨스턴 블로팅을 수행하였다.

도 4i는 GM 또는 DM에서 0, 1, 3 또는 5일 동안 배양한 C2C12 근원섬유의 결과를 나타내는 데이터를 도시한 것[0180]
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이다.

도 5는 골격근 증식 및 분화의 miR-1 및 miR-133-매개된 조절에 대한 모델을 나타낸다.[0181]

도 6은 성장 배지 (GM) 또는 분화 배지 (DM)에서 각각 0, 1, 3 및 5일 동안 배양한 C2C12 근원섬유로부터 miRNA[0182]

배열 발현 데이터에서 얻은 분석 데이터를 나타낸다. 정규화 로그 (밑이 2임) 데이터는 유전자에 의해 계층적으

로 집합되어 열지도로 작성된다. 신호의 범위는 -4배로부터 +4배까지였다. 밝은 음영은 평균에 상대적으로 고발

현을 나타내고, 어두운 음영은 저발현을 나타낸다.

도 7a-7d는 C2C12 세포에서 miR-1, miR-133 및 골격근 분화 마커 유전자의 발현의 데이터를 나타낸다.[0183]

도 7a 및 7b는 GM 또는 분화 배지 (DM)에서 각각 0, 1, 3 및 5일 동안 배양된 C2C12 근원세포로부터 얻은 전체[0184]

RNA를 사용한 miR-1  (도 7a)  및 miR-133  (도 7b)의 발현에 관한 노던 블롯 분석을 도시한 것이다. 두 성숙

miRNA 및 그 전구체  (Pre)가 표시되어 있다. tRNA를 로딩 대조군으로서 사용하였다.

도 7c는 골격근 분화 마커 유전자의 반-정량적 RT-PCR 분석을 나타낸다. GAPDH를 균등 로딩용 대조군으로서 사[0185]

용하였다.

도 7d는 골격근 분화 마커의 발현을 나타낸다. C2C12 근원세포를 성장 배지 (GM) 또는 분화 배지 (DM)에서 0,[0186]

1, 3 및 5일 동안 배양하고, 지시된 항체를 사용하여 세포 추출물과 함께 웨스턴 블롯을 수행하였다. β-튜불린

이 로딩 대조군으로 작용하였다.

도 8a-8f는 성체 마우스 및 전체 발생 단계에서 심근 및 골격근내 miR-1 및 miR-133의 발현 데이터를 도시한 것[0187]

이다. 노던 블롯 분석은 성체 마우스 조직에서 miR-1 (도 8a) 및 miR-133 (도 8d)의 발현에 대해 나타난다. 노

던 블롯 분석은 13.5일째 배 (E13.5) 및 16.5일째 배 (E16.5)의 마우스 조직에서 miR-1 (도 8b) 및 miR-133

(도 8e)의 발현에 대해 나타난다. 성체 심근 및 골격근에서 얻은 전체 RNA의 동일량도 역시 블롯에서 비교용으

로 로딩하였다. 노던 블롯 분석은 신생물 마우스 조직에서 miR-1 (도 8c) 및 miR-133 (도 8f)의 발현에 대해 나

타난다. 성체 심근 및 골격근에서 얻은 전체 RNA의 동일량도 역시 블롯에서 비교용으로 로딩하였다. 두 성숙

miRNAs 및 그 전구체 (Pre)가 표시되어 있다. tRNA를 로딩 대조군으로서 사용하였다.

도 9a-9e는 심근 및 골격근에서 miR-1 및 miR-133 1차 전사체의 발현에 관한 데이터를 도시한 것이다.[0188]

도 9a는 마우스 염색체 2 및 18 상에 집합된 miR-1 및 miR-133 유전자를 나타내는 다이아그램이다. 도 9b-9e에[0189]

는 노던 블롯에 사용된 프로브가 표시되어 있다.

도 9b-9e 염색체 2 (도 9d 및 9e) 및 염색체 18 (도 9b 및 9c)로부터 miR-1 (도 9c 및 9e) 및 miR-133 (도 9b[0190]

및 9d)에 대한 1차 전사체의 발현에 관한 노던 블롯 분석의 데이터를 도시한 것이다. 지시된 성체 마우스 조직

으로부터 얻은 20 ㎍의 전체 RNA를 사용하였다.

도 10a-10g는 miR-1 및 miR-133 인핸서가 심근 및 골격근에서 리포터 유전자 발현을 유도할 수 있다는 것을 나[0191]

타내는 데이터를 도시한 것이다.

도 10a는 단계 28에서 체절 (S, 화살표) 발현을 예시하는 dsRed에 연결된 마우스 miR-1 및 miR-133 게놈 서열에[0192]

대한 제노푸스 라비스 형질전환체의 데이터를 도시한 것이다.

도 10b는 광시야 하에 단계 46에서 miR-1 및 miR-133이 포함하는 형질전환 유전자를 보유하는 형질전환 (Tg) 제[0193]

노푸스 라비스 (아래쪽 배) 및 음성 대조군 (비형질전환체, Ct, 위쪽 배)를 도시한 것이다.

도 10c는 형광 하에 도 10b에 도시된 것과 동일한 배에 관한 사진이다.[0194]

도 10d는 심장 (H, 화살표) 및 아가미궁 (BA, 화살표)에서 형질전환 유전자의 발현을 나타내는 광시야 하에 도[0195]

10b에서의 형질전환 배의 고배율 광학현미경 사진이다.

도 10e는 심장 (H, 화살표) 및 아가미궁 (BA, 화살표)에서 형질전환 유전자의 발현을 나타내는 형광 하에 도[0196]

10b에서의 형질전환 배의 고배율 광학현미경 사진이다.

도 10f는 체절 (S, 화살표)에서 형질전환 유전자의 발현을 나타내는 단계 46의 형질전환 배의 고배율 광학현미[0197]

경 사진이다.

도 10g는 마우스 염색체 2로부터  miR-1/133  인핸서의 게놈 DNA 서열 (서열번호 82)을 도시한 것이다. 추정[0198]

MEF2 부위 및 CArG 박스가 표시되어 있고, 이들 부위 내로 도입된 돌연변이가 표시되어 있다.
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도 11a-11h는 C2C12 세포에서 miR-133에 의한 miR-133 센서의 억압을 입증하는 데이터를 도시한 것이다. miR-[0199]

133 센서를 안정하게 발현하는 C2C12 세포를 GFP (대조군), 야생형 miR-133 (miR-133), "종자" 서열이 돌연변

이되어 있는 돌연변이 miR-133 (miR-133mut)에 대한 발현 벡터, 또는 miR-133 발현 벡터와 2'-O-메틸 안티센스

올리고의 조합 (miR-133 + 2'-O-메틸)으로 형질감염시켰다. 세포들을 분화 배지로 이동시켜 12 시간 동안 배양

하고, dsRed 리포터 유전자 (도 11e-11h)의 발현을 나타내기 위해 상대조 (P/C) (도 11a-11d) 또는 형광을 사용

하여 이미지를 얻었다. 각 조건으로부터의 세포들을 모으고, dsRed 리포터 유전자의 발현을 FACS 분석 (아래 패

널)을 사용하여 정량 분석하였다. 라인 아래의 열린 영역은 세포의 자동 형광을 나타내며, 라인 아래의 줄무늬

영역은 ds-Red 발현을 나타낸다.

도 12는 HDAC4 및 SRF 유전자의 3' UTR에서 miR-1 및 miR-133 표적 부위의 서열을 도시한 것이다. 위쪽 패널:[0200]

보존된 척추동물종인 인간 (서열번호 24), 침팬지 (서열번호 25), 마우스 (서열번호 26), 래트 (서열번호 27),

개 (서열번호 28) 및 닭 (서열번호 29)으로부터 얻은 HDAC4 3' UTR 서열, 및 이들과  miR-1 (서열번호 1) 및

miR-206 (서열번호 3)과의 정렬. 아래 패널: 인간 (서열번호 30 및 31) 및 래트 (서열번호 32 및 33)으로부터

SRF 3' UTR 서열, 및 이들과  miR-133의 정렬. 보존된 뉴클레오티드 서열이 대문자로 나열되어 있다.

도  13은  miRNA  생물  발생의  모델을  도시한  것이다.  (A)  pri-miRNA는  RNA  폴리머라제  II에  의해  핵에서[0201]

전사되고, (B) 드로샤에 의해 스템-루프를 포함하는 pre-miRNA로 가공된다. (C) 엑스포틴-5는 드로샤에 의해 남

겨진 3'  돌출부를 인지하고 pre-miRNA를 세포질내로 배출하며, (D)  여기서, 다이서는 스템-루프 아래의 pre-

miRNA를 절단하여 ~22개의 뉴클레오티드 이중체를 생성한다. (E) 단일 가닥이 RISC 에 도입되며, (F) 이것은

mRNA의 3' 비해독 영역 내의 상보성 서열을 인지하고 ㅎ해독에 의한 억제 또는 mRNA 절단에 의한 유전자 발현을

조절한다.

도 14a-14c는 miR-208 게놈학을 도시한 것이다. 도 14a는 마우스 전구체 miR-208 서열 (서열번호 34)은 mFold[0202]

를 사용하여 폴딩하여 오른쪽 성숙 miR-208 (서열번호 4)이 되는 것을 도시한다. 도 14b는 마우스 (서열번호

35), 래트 (서열번호 36) 및 인간 (서열번호 37) 전구체 miR-208 서열의 배열을 도시한다. 성숙 miR-208 서열은

도 14A의 위쪽 우측에 도시되어 있다. 별표는 완전한 서열 보존을 나타낸다. 도 14c는 miR-208이 알파-MHC 인트

론으로부터 기원함을 나타낸다. 마우스 miR-208은 α-MHC의 인트론 29 내에 배치된다. 유사하게, 인간의 miR-

208은 α-MHC의 인트론 28 내에 배치된다.

도 15a-15c는 miR-208이 발육 단계적으로 조절된다는 것을 입증하는 데이터를 도시한 것이다. 상이한 마우스 조[0203]

직에서 얻은 전체 RNA를 블로팅하고, miR-208에 상보적인 5'-방사성 표지된 올리고데옥시뉴클레오티드로 프로브

처리하였다. 겔 상에 전체 RNA의 균등한 로딩은 이동 전에 에티듐 브로마이드 염색에 의해 입증되었다.

도 15a는 miR-208이 심장 특이적임을 입증하는 데이터를 도시한 것이다. 위쪽 신호는 pre-miR-208 전사체인 반[0204]

면, 아래쪽 신호는 성숙한 22 nt 형태이다.

도 15b는 성체 심근 및 골격근에 상대적인 신생물 마우스로부터 얻은 조직에서의 miR-208 발현의 데이터를 도시[0205]

한 것이다.

도 15c는 성체 심근 및 골격근에 상대적인 E13.5 및 E16.5로부터 얻은 다양한 조직에서의 miR-208 발현의 데이[0206]

터를 도시한 것이다.

도 16a 및  16b는 심근세포에서의 이소성 miR-208 발현의 데이터를 도시한 것이다. 도 16a는  방사성 표지된[0207]

miR-208 안티센스 올리고뉴클레오티드를 사용하여 프로브 처리된 Ad-GFP 또는 Ad-208로 감염된 심근세포로부터

준비되는 노던 블롯을 도시한 것이다. 도 16b는 MOI 1 및 10에서 감염된 심근세포의 형광현미경 사진을 도시한

것이다.

도 17은 본원에 개시된 조건부 형질전화 시스템의 다이아그램을 도시한 것이다. 마우스의 형질전환 라인의 두[0208]

독립 라인을 이용하였다: α-MHC 프로모터의 제어 하에 tTA-VP16 융합 단백질을 발현하는 라인과, CMV 최소 프

로모터의 제어 하의 miR-208 형질전환 유전자를 포함하는 두 번째 라인. CMV 최소 프로모터는 바로 상류에 위치

한 테트라사이클린 오페론 (tetO)의 몇 개의 반복 서열을 가진다. 두 라인은 함께 교배되어 이중 형질전환체인

4 마리 마우스 중의 한 마리로서 멘델의 유전 패턴을 산출한다. 독시사이클린 (DOX)을 이중 형질전환 마우스에

투여하면, tTA-VP16 단백질이 DOX에 의해 결합되고 miR-208의 전사가 억제된다. DOX가 부재하면, tTA 단백질이

tetO 콘카테머에 결합하는데, 이 콘카테머는 VP16 도메인이 CMV 최소 프로모터로부터 miR-208 전사를 유도하게

한다. 심장 특이적 표적 유전자 발현은 DOX의 첨가 또는 제거에 의해 개시 또는 중단될 수 있다. 본원에 참고로

인용한 James 등의 문헌 [Am J Physiol 273: H2105-H211] 참조.
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도 18a-18c는 miR-208 표적 Thrap1을 입증하는 데이터를 나타내는 그래프 및 서열 배열이다.   안티센스 miR-[0209]

208 서열을 가진 루시퍼라제 리포터 (mir-208 센서), 또는 헤모글로빈-β(Hbb)의 3' UTR 및 갑상선 호르몬 연합

단백질 1 (Thrap1) (도 18a) 또는 Thrap1 3' UTR (도 18b)로부터 유래한 추정 miR-208 결합 부위의 4개의 사본

을 루시퍼라제 유전자의 하류에 직접 부착시키고, 293T 세포에서 증가하는 양의 pCDNA3.1 miR-208로 동시 형질

감염시켰다. miR-208 센서, Thrap1 및 4x Thrap1 ㄹ리포터는 모두 용량 의존적 방식으로 억압되는 반면에, 음성

대조군  CSNK는  유의  수준으로  변화되지는  않았다.  도  18c는  인간 (서열번호 38)  및  마우스 (서열번호 39)

Thrap1 유전자의 3' UTR 내의 예측된 miR-208 표적 부위에 결합된 성숙 miR-208 서열 (서열번호 4)을 나타낸다.

두 예측된 표적 (miR-208의 5' 말단에서 두 번째에서부터 8번째까지의 뉴클레오티드) 내에 완전히 보존된 표적

종자 영역을 주목할 것.

도 19는  심장 미오신 중쇄 아이소형 전환의 miR-208 조절 모델을 도시한 것이다. 갑상선 호르몬 핵 수용체[0210]

(TR)는 α-MHC 및 β-MHC 유전자의 프로모터 내의 갑상선 수용체 요소 (TRE)에 결합한다. α-MHC 프로모터는 두

개의 TR에 의해 결합된 전체-TRE를 포함하는 반면에, β-MHC는 반-TRE에서 하나의 TR에 의해 결합된다. TR 단량

체 및 이량체는 둘다 TR 공인자인 TRAP 복합체와 이종 이량체를 형성할 수 있다. 갑상선 호르몬 (T3)은 TR에 결

합하고, α-MHC의 발현을 유도하면서 β-MHC의 전사를 억제한다. miR-208은 α-MHC 단백질과 함께 동시에 발현

되며, TRAP 복합체의 최대 서브유닛인 Tharp1의 해독을 조절하는 것으로 예측된다. miR-208이 T3 신호 작용을

억제함으로써 심장 미오신 중쇄 아이소형 발현을 조절하는 음성 피드백 루프의 성분인 것으로 믿어지고 있다. 

도 20a 및 20b는 손상된/재생된 골격근의 miRNA 배열 분석으로부터 얻은 데이터를 도시한 것이다. 도 20a는 손[0211]

상된 근육에서 하방 조절되는 miRNA로부터 얻은 데이터를 도시한 것이다. 도 20b는 손상된 근육에서 상방 조절

되는 miRNA로부터 얻은 데이터를 도시한 것이다.

도 21은 서열번호 6-9에 대한 예시적 서열을 나열한 것이다.[0212]

도 22는 miRNA 센서를 사용하여 골격근 위성 세포를 분화시키는 데 있어서 miR-1의 발현을 입증하는 데이터를[0213]

도시한 것이다. miR-1 센서 (dsRed::miR-1) 또는 돌연변이 센서 (dsRed::miR-1-Mut)를 안정하게 발현시키는 위

성 세포는 분화 배지로 이동시켜서 분화되도록 유도하는데, 분화 배지에서  bFGF가 제거되고, dsRed 리포터 유

전자 (dsRed::miR-1) 또는 근육 분화 마커 유전자 미오신 중쇄 (MF20)의 발현을 나타내기 위해 형광을 사용하여

이미지를 얻었다. 센서 발현된 분화 세포에서 dsRed의 저발현은 이들 세포에서 miR-1의 발현을 나타낸다. DAPI

은 세포핵을 염색한다.

도 23a 및 23b는  miR-1/206 발현 시스템 (도 23a) 및 miR-1/206 센서 (도 23b)의 확립을 입증하는 데이터를[0214]

도시한 것이다. 도 23a는 miR-1/206 및 GFP 단백질 (도 23a, 왼쪽 패널)의 발현용 발현 구성체의 다이아그램을

도시한 것이다. 노던 블롯 분석은 miR-1 (도 23a,  오른쪽 패널)의 발현을 나타낸다. 도 23b는 293 세포에서

miR-1에  의해 miR-1/206  센서의 억압을 입증한다.  miR-1/206  센서를 안정하게 발현시키는 293  세포를 miR-

1/206  (SDSA::miR-1)용  발현 벡터로 형질감염시키고,  dsRed  리포터 유전자 (dsRed::miR-1)  또는 miRNA::GFP

(SDSA::miR-1) 또는 둘다의 오버레이 (Overlay)의 발현을 나타내기 위해 상대조 (293 세포) 또는 형광을 사용하

여 이미지를 얻었다. dsRed 센서 및 miR-1의 발현이 예외적임을 주목하여야 하는데, 이것은 miR-1이 센서 리포

터의 발현을 특이적으로 억압한다는 것을 나타낸다.

도 24a 및 24b는 miR-1/206에 의한 Pax7 및 BDNF 3' UTR의 억압을 나타내는 데이터를 도시한 것이다. 도 24a는[0215]

MiR-1 (서열번호 1) 및 miR-206 (서열번호 3)과 함께 마우스 Pax7 UTR (서열번호 40-41)의 서열 배열이다. 마

우스 Pax7 3' UTR (Luc-Pax7::UTR), 또는 그 돌연변이 (Luc-Pax7::UTR-M) 또는 BDNF 3' UTR (Luc-BDNF::UTR)

또는 그 돌연변이 (Luc-BDNF::UTR-M)를 포함하는 루시퍼라제 리포터를 지시된 miRNA 발현 벡터와 함께 동시 형

질감염시켰다. 루시퍼라제 활성은 형질감염 48 시간 후에 측정하였다. 데이터는  3종 이상의 독립 실험을 중복

으로 실시하여 얻은 평균 + 표준편차를 의미한다. miR-1/206은 Pax7 및 BDNF 3' UTR 리포터의 발현을 강하게 억

압한다는 것을 주목할 것.

도 25a-25c는 miR-1/206이 위성 세포에서 Pax3이 아닌 Pax7의 발현을 억제하는 것을 나타낸다. 도 25a는 Pax7[0216]

발현의 노던 블롯 분석인데, 이것은 Pax7 mRNA의 전사 레벨이 3' UTR에 의해 억제되지 않는다는 것을 입증하는

것이다. 도 25a는 Pax3이 아닌 Pax7 단백질 레벨이 miR-1/206 과발현된 위성 세포에서 더 낮음을 입증하는 웨스

턴  블롯  분석이다.  도  25c는  골격근  위성  세포에서  Pax7  또는  Pax3  단백질  (Pax7  및  Pax3  패널)  또는

miRNA::GFP (SDSA::miR-1/206 패널) 또는 오버레이 (오버레이 패널)의 발현을 나타내기 위해 상대조 (상/대조

패널) 또는 형광을 사용하여 얻은 이미지를 나타낸다. Pax3이 아닌 Pax7의 발현이 miR-1/206에 의해 억제된다는
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것을 주목할 것.

도 26은 miR-1/206이 위성 세포에서 GDNF가 아닌 BDNF의 발현을 억제한다는 것을 나타낸다. 골격근 위성 세포에[0217]

서 BDNF 또는 GDNF 단백질 (BDNF 및 GDNF 패널) 또는 miRNA::GFP (SDSA::miR-1/206 패널) 또는 오버레이 (오버

레이 패널)의 발현을 나타내기 위해 상대조 (상/대조 패널) 또는 형광을 사용하여 이미지를 얻었다. GDNF가 아

닌 BDNF의 발현이 miR-1/206에 의해 억제된다는 것을 주목할 것.

도 27a 및 27b는 miR-1/206이 위성 세포 증식을 억제한다는 것을 나타낸다. 도 27a는 BrdU (BrdU 패널) 또는[0218]

miRNA::GFP (SDSA::miR-1+206 패널)에 의해 표시된 대로 세포 증식 지수를 나타내기 위해 상대조 또는 형광을

사용하여 얻은 위성 세포 이미지를 나타낸다. 더 적은 수의 BrdU 양성 세포들이 miR-1/206 과발현된 위성 세포

에서 관찰되었다. 도 27b는 BrdU 양성 염색된 세포를 대조군과 miR-1/206 과발현된 세포에서 계수하고, 데이터

를 BrdU 양성 세포 대 총 세포의 비로서 제시되는 실험들의 결과를 나타내는 그래프이다.

도 28a 및 28b는 miR-1/206이 위성 세포 분화를 증가시킨다는 것을 도시한 것이다. 도 28a 및 28b는 위성 세포[0219]

들이 miR-1/206 (SDSA-miR-1+206) 또는 GFP (대조군)를 안정하게 과발현한 다음, 미오신 중쇄 (MyHC)에 대한

면역 염색 전에, GF가 제거되는 분화 배지로 이동시켜 24 시간 동안 (도 28a) 또는 48 시간 동안 (도 28b) 배양

하는 실험들의 결과를 도시한 것이다. miR-1/206 과발현된 세포에서 MyHC 염색이 증가된 것을 주목할 것. DAPI

는 세포핵을 표지한다.

도 29는 miR-1/206의 과발현이 위성 세포 분화 역학을 증가시키는 실험들의 결과를 나타내는 그래프이다. miR-[0220]

1/206 (■) 또는 GFP (대조군; ◆)를 과발현하는 위성 세포를 성장 배지에서 배양하거나, bFGF가 제거되는 분화

배지로 상이한 시점 (0, 12, 24, 36 및 48 시간)에 이동시켜 배양하고, 미오신 중쇄 (MyHC) 양성 세포를 기록하

였다. 결과는 MyHC 양성 세포 대 총 세포의 비로서 제시하였다.

도 30은 골격근 위성 세포 증식 및 분화의 조절에서 miR-1/206에 대한 모델을 도시한 것이다.[0221]
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<210>  1

<211>  21

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  1

uggaauguaa agaaguaugu a                                               21

<210>  2

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  2

uugguccccu ucaaccagcu gu                                              22

<210>  3

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA
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<400>  3

uggaauguaa ggaagugugu gg                                              22

<210>  4

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  4

auaagacgag caaaaagcuu gu                                              22

<210>  5

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  5

aagcugccag uugaagaacu gu                                              22

<210>  6

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (11)..(11)

<223>  y can be C or U

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (21)..(21)

<223>  y can be C or U
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<400>  6

uucaaguaau ycaggauagg yu                                              22

<210>  7

<211>  23

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (10)..(10)

<223>  y can be C or U

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (18)..(18)

<223>  r can be G or A

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (21)..(21)

<223>  k can be G or U

<400>  7

uagcaccauy ugaaaucrgu kuu                                             23

<210>  8

<211>  23

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (1)..(22)

<223>  y can be C or U;  k can be G or U;  w can be U or A; m can be C 

       or A; s can be G or C; h can be A, C, or U; v can be G, A, or C; 
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       n can be A, G, C, or U; b can be C, G, or U

<400>  8

ykuwmaswys shhswyuvnv vbc                                             23

<210>  9

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<220>

<221>  misc_feature

<222>  (22)..(22)

<223>  y can be C or U

<400>  9

ucacagugaa ccggucucuu uy                                              22

<210>  10

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  10

ugagaugaag cacuguagcu ca                                              22

<210>  11

<211>  24

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  11
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guccaguuuu cccaggaauc ccuu                                            24

<210>  12

<211>  21

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  12

uucaaguaau ccaggauagg c                                               21

<210>  13

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  13

uucaaguaau ucaggauagg uu                                              22

<210>  14

<211>  21

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  14

uagcaccauc ugaaaucggu u                                               21

<210>  15

<211>  23

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>
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<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  15

uagcaccauu ugaaaucagu guu                                             23

<210>  16

<211>  20

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  16

uagcaccauu ugaaaucggu                                                 20

<210>  17

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  17

cuuucagucg gauguuugca gc                                              22

<210>  18

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  18

uguaaacauc cuacacucag cu                                              22

<210>  19

<211>  23

<212>  RNA
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<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  19

uguaaacauc cuacacucuc agc                                             23

<210>  20

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  20

uguaaacauc cccgacugga ag                                              22

<210>  21

<211>  21

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  21

cuuucagucg gauguuuaca g                                               21

<210>  22

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  22

ucacagugaa ccggucucuu uu                                              22
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<210>  23

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miRNA

<400>  23

ucacagugaa ccggucucuu uc                                              22

<210>  24

<211>  63

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  24

tttttctttt tgatcagaac attccttctt tactggtcac agccacgtgc tcattccatt     60

ctt                                                                   63

<210>  25

<211>  63

<212>  DNA

<213>  Pan troglodytes

<400>  25

tttttctttt tgatcagaac attccttctt tactggtcac agccacgtgc tcattccatt     60

ctt                                                                   63

<210>  26

<211>  61

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  26

tgtttctttc ctcagaacat tccttcttca ctggtcacag ccacgtgctc attccatcct     60

t                                                                     61
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<210>  27

<211>  65

<212>  DNA

<213>  Rattus rattus

<400>  27

tgtttctttc ctcagaacat tccttccttc ttcactggtc ccagccacgt gctcattcca     60

tcctt                                                                 65

<210>  28

<211>  61

<212>  DNA

<213>  Canis familiaris

<400>  28

gttttacttt tcgatcagaa cattccttct ttactggtca cagccatgtg ctcattccat     60

t                                                                     61

<210>  29

<211>  64

<212>  DNA

<213>  Gallus gallus

<400>  29

tttttacttt cgatacggaa cattcctttt ttattagtct cagtcatgta ttcattccat     60

tctt                                                                  64

<210>  30

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Homo sapiens

<400>  30

gctcctgggt tggagggaac cac                                             23

<210>  31

<211>  22

<212>  DNA
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<213>  Homo sapiens

<400>  31

ttagcttacc caatgggacc gt                                              22

<210>  32

<211>  26

<212>  DNA

<213>  Rattus rattus

<400>  32

ggggctcttg ggttgaaggg aaccac                                          26

<210>  33

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Rattus rattus

<400>  33

ttagcttacc caatgggacc gt                                              22

<210>  34

<211>  83

<212>  RNA

<213>  Mus musculus

<400>  34

uuccuuugac gggugagcuu uuggcccggg uuauaccuga cacucacgua uaagacgagc     60

aaaaagcuug uuggucagag gag                                             83

<210>  35

<211>  83

<212>  RNA

<213>  Mus musculus

<400>  35

uuccuuugac gggugagcuu uuggcccggg uuauaccuga cacucacgua uaagacgagc     60

aaaaagcuug uuggucagag gag                                             83
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<210>  36

<211>  83

<212>  RNA

<213>  Rattus rattus

<400>  36

uuccuuugac gggugagcuu uuggcccggg uuauaccuga cucucacgua uaagacgagc     60

aaaaagcuug uuggucagag gag                                             83

<210>  37

<211>  71

<212>  RNA

<213>  Homo sapiens

<400>  37

ugacgggcga gcuuuuggcc cggguuauac cugaugcuca cguauaagac gagcaaaaag     60

cuuguugguc a                                                          71

<210>  38

<211>  24

<212>  RNA

<213>  Homo sapiens

<400>  38

cuaaaauaua uguaaucguc uuaa                                            24

<210>  39

<211>  24

<212>  RNA

<213>  Mus musculus

<400>  39

cuaaaauaua uguaaucguc uuaa                                            24

<210>  40

<211>  32

<212>  DNA
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<213>  Mus musculus

<400>  40

accaaatgca tcctcctcca cattccttgc tc                                   32

<210>  41

<211>  31

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  41

gtcccagcca agggagcaac attccaacgc t                                    31

<210>  42

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1 probe

<400>  42

tacatacttc tttacattcc a                                               21

<210>  43

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-133 probe

<400>  43

acagctggtt gaaggggacc aa                                              22

<210>  44

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>
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<223>  Artificially synthesized miR-133a-1-up regulation probe

<400>  44

catgtgaccc ctcacacaca                                                 20

<210>  45

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-133a-1-down regulation probe

<400>  45

acaaggggag cctggatccc                                                 20

<210>  46

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-133a-2-up probe

<400>  46

ggacatatgc ctaaacacgt ga                                              22

<210>  47

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-133a-2-down  probe

<400>  47

gaaacatctt tatccagttt                                                 20

<210>  48

<211>  22

<212>  DNA
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<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1-2-up probe

<400>  48

agactgagac acaggcgaca cc                                              22

<210>  49

<211>  22

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1-2-down probe

<400>  49

tgccggtcca tcggtccatt gc                                              22

<210>  50

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1-1-up probe

<400>  50

cactggatcc attactcttc                                                 20

<210>  51

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1-1-down probe

<400>  51

ttggaatggg gctgttagta                                                 20
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<210>  52

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1mut-up probe

<400>  52

tgaacattca gtgctataaa gaagtatgta ttttgggtag gta                       43

<210>  53

<211>  43

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1mut-down probe

<400>  53

tacctaccca aaatacatac ttctttatag cactgaatgt tca                       43

<210>  54

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-133mut-up probe

<400>  54

aatcgcctct tcaatggatt tgtcaaccag ctgtagctat gcattgat                  48

<210>  55

<211>  48

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-133mut-down probe

<400>  55
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atcaatgcat agctacagct ggttgacaaa tccattgaag aggcgatt                  48

<210>  56

<211>  42

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1 duplex

<400>  56

uggaauguaa agaaguaugu acauacuucu uuacauucca ua                        42

<210>  57

<211>  42

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-1-mut duplex

<400>  57

uuaaccauaa agaaguaugu acauacuucu uuaugguuaa ua                        42

<210>  58

<211>  44

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-133 duplex

<400>  58

uugguccccu ucaaccagcu guagcugguu gaaggggacc aaau                      44

<210>  59

<211>  44

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>
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<223>  Artificially synthesized miR-133-mut duplex

<400>  59

ucaaguaacu ucaaccagcu guagcugguu gaaguuacuu gaau                      44

<210>  60

<211>  44

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized miR-208 duplex

<400>  60

auaagacgag caaaaagcuu guaagcuuuu ugcucgucuu auac                      44

<210>  61

<211>  44

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized GFP duplex

<400>  61

aacuucaggg ucagcuugcc uuggcaagcu gacccugaag uugg                      44

<210>  62

<211>  28

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized 2'-O-methyl-miR-1

<400>  62

aaauacauac uucuuuacau uccauagc                                        28

<210>  63

<211>  31

<212>  RNA
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<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized 2'-O-methyl-miR-133

<400>  63

agcuacagcu gguugaaggg gaccaaaucc a                                    31

<210>  64

<211>  32

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized 2'-O-methyl-miR-208

<400>  64

gaccaacaag cuuuuugcuc gucuuauacg ug                                   32

<210>  65

<211>  22

<212>  RNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized 2'-O-methyl-GFP

<400>  65

aaggcaagcu gacccugaag uu                                              22

<210>  66

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized HDAC4-UTR-up

<400>  66

cagcactggt gatagacttg g                                               21
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<210>  67

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized HDAC4-UTR-down

<400>  67

cttaagaata agttcaataa gac                                             23

<210>  68

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificiallly synthesized SRF-UTR-up

<400>  68

agatatgggg gcttgtgccc                                                 20

<210>  69

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized SRF-UTR-down

<400>  69

ctgggagaaa gggggtagac                                                 20

<210>  70

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized Myogenin F PCR primer

<400>  70
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tggagctgta tgagacatcc c                                               21

<210>  71

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized Myogenin R PCR primer

<400>  71

tggacaatgc tcaggggtcc c                                               21

<210>  72

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized MyoD F PCR primer

<400>  72

gcaggctctg ctgcgcgacc                                                 20

<210>  73

<211>  23

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized MyoD R PCR primer

<400>  73

tgcagtcgat ctctcaaagc acc                                             23

<210>  74

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>
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<223>  Artificially synthesized Skeletal  -actin F PCR primer

<400>  74

cagagcaagc gaggtatcc                                                  19

<210>  75

<211>  19

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized Skeletal  -actin R PCR primer

<400>  75

gtccccagaa tccaacacg                                                  19

<210>  76

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized MEF2D F PCR primer

<400>  76

caagctgttc cagtatgcca g                                               21

<210>  77

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized MEF2D R PCR primer

<400>  77

aagggatgat gtcaccaggg                                                 20

<210>  78

<211>  30

<212>  DNA
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<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized HDAC4 F PCR primer

<400>  78

gagagaattc tgctagcaat gagctcccaa                                      30

<210>  79

<211>  34

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized HDAC4 R PCR primer

<400>  79

gagactcgag ctatgcaggt tccaagggca gtga                                 34

<210>  80

<211>  21

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized SRF F PCR primer

<400>  80

gtccccatgc agtgatgtat g                                               21

<210>  81

<211>  20

<212>  DNA

<213>  Artificial sequence

<220>

<223>  Artificially synthesized SRF R PCR primer

<400>  81

gtagctcggt gaggttgctg                                                 20
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<210>  82

<211>  2620

<212>  DNA

<213>  Mus musculus

<400>  82

gagcaagttt cactagggcc acacagtatc attgagcact gagcgtggaa ggagacagat     60

gggccacgtt tctcctccct ctttctagcc ttccttctcc ctcccttttc ttatacatta    120

tatcctggcg gcagttttcc ctccctccac tcctcccagt tccttcccca cttccattct    180

cccccagatc cattcctctt atgccccccc cccccaagag caggctttcc atgaataccc    240

accaaacatg gcataacaag ttacaataag atcaggaaca aaccctcata tcaaggctgg    300

atgaggcaac ccaacaggag gaaaagggcc ccaagagcag gcaaaaaact cccactgttg    360

tgtcttctgc tagaacacaa agctacacaa ctataatgta tatgcagagg acccagctca    420

gtctcatcag ggtccgtgtt tgttgctaca gtttctgtga acctctgtgg gctctgctta    480

gttggttctg tgggttgtgt tcttgtggca tcctcaactc ctctggctcc tacaatcttt    540

cctcccatct tctttggagt tcccctggcc atgcctgatg tttggttggc ttggctgtgt    600

gggcctctgc atttatttcc gtcagttgct ggaaagcatc cctctgttga cagttggtcc    660

atgcactgat ctatgaggat agcagagtat cactaggaat tactttattg tcttttttgc    720

cagtcgtttt tggttctctc ccgagtctct gggctgtcca gtctctggtt cctggccttc    780

cagacactgt cagttgtggg ttcccttttg tggtgttggc ctcaacttgg ccagtcattg    840

gttggccatt cccacaagtt ctacaccacc attaccctag catgtctcgc aggcaggaca    900

gattgtacgc ggaaggattt atggctgggt tatgtctcag tcccagggct ggaagccttg    960

cctggttaaa gaagacagct agttctgact cagtattccc tgttactagc agaattcact   1020
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aggattaccc tcaccctcag ggcatttcca cagcactagg gttctgcatt gcctctccaa   1080

taccccctcc aattccagtc gcctttccca gaactctcct cccccagcct gatccctatt   1140

gttcccaccc ccatccaccc ccagtccacc tacaaagctc tttccccttc ccaagaagat   1200

ccatgagttt ctctgtgtct gtggattgga gtatgatctg tggatttagc agctaatgtt   1260

cacttaccag tgagtacaca ccgtttgtct tttgggtctg ggttacctca ctcagggtgg   1320

attttggatt tttttttttg agtgctatcc atttgtctgc aaatgtcatg atgtcatttt   1380

ttttaacagc tgaggaattc tctcagaacc acattttctt tatccattat tcagattgtt   1440

cccagtttct ggctattata aggctgctat gaacatggtt gaacaagtgt ccttgtggta   1500

tcggtacaca ggatgtggca tcctttgggt atatgcctag gagtggtatc gatgggtctc   1560

gaggtagatc aattcccgat tttctgagaa actgccatat ctgtttccaa agtggctgtg   1620

taagtttgcg ctcccaccag caacggagga gtgttctcct tactcctccc acattatcaa   1680

cagtgtgagc tgtcacttgt gtttttgatc ttagcctttc tgacaggtgt aagatggaat   1740

ctcaaagtag ctttgatttg catttccctg ctggctaagg atgttgaaca tttctttaag   1800

tgtttctcag ccatttgaga tttatccatt gagaattctg tttagatctg aactccacct   1860

tctaattgga ttatttggtt tttaaaatat ccactttctc gagttcttaa tgggttttgg   1920

atattagccc tctgtcaaat gtggagttgg tgaagatctt ttcccattcg gtaggttttg   1980

tcctattgac agtgtccttt gcttcacaga agcttttcag tttcatgagg tcccatttat   2040

tgattgttga atcttggtct tcttagtgcc tgtgctattg atgtctattc aggaagttgt   2100

ctcctgtgcc aatgcgttca aggctatttc ccactttctc ttctattagg ttcagtgtat   2160

ctcattttat gttgaggtct ttgatccact tagagttgag ttttgtgcag agtgatagat   2220
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atggatctat ttgcattctt ctacatgcag atatccagta agaccagcat catttattgc   2280

ggatgctttt taaatttttt cgcttgtgta tttctggctt ctttataaaa atcaggtgtt   2340

cactgatttc attgatcagc caatgctttt ctgccgatac catgtggttt tattgctata   2400

gctctgaggt acagcttgag tcagggatgt gatgcccctg gacgtccttt tattgtacag   2460

gagtatccta ggtttagcta tcctaggttt tttggttttc cacatggagt taagtattgt   2520

cctttcaagg tctatagaga attgcattgg gattttggtg gagattgtat tgcatttgta   2580

gatttggtag ggtggccatt tttactatgg taatcctacc                         2620
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