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(54) 발명의 명칭 Cas 단백질 및 박테리아 톡신을 포함하는 융합 단백질 및 이의 용도

(57) 요 약

Cas  단백질  및  박테리아  톡신을  포함하는  융합  단백질  및  이의  용도에 관한 것으로,  일  양상에 따른 융합

단백질, 이의 폴리펩타이드, 및 이를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템에 의하면, 효과적인 염기 교정을 할 수 있다.

또한, 폴리펩타이드의 크기가 작아 벡터를 통한 전달이 용이한 효과가 있다. 또한, 이를 통해 인델을 유도하는

경우, 인델 효율이 현저히 증가하고 인델 유도의 경우 인델 효율이 현저히 상승하며, 인델이 형성되는 뉴클레오

타이드의 크기도 증가하여 유전자의 넉아웃(knock-out)에 효과적으로 활용될 수 있다. 

대 표 도 - 도7c

공개특허 10-2024-0055677

- 1 -

공개특허 10-2024-0055677



(52) CPC특허분류

     C12N 15/113 (2013.01)

     C12N 15/62 (2013.01)

     C12N 9/78 (2013.01)

     C12Y 305/04005 (2013.01)

     C12N 2310/20 (2017.05)

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호          1711165429

    과제번호              2021R1C1C1007162

    부처명                과학기술정보통신부

    과제관리(전문)기관명  한국연구재단

    연구사업명            개인기초연구(과기정통부)

    연구과제명            유전자 교정기술의 기능 향상법 연구

    기 여 율              1/1

    과제수행기관명        울산대학교

    연구기간              2022.03.01 ~ 2023.02.28

공개특허 10-2024-0055677

- 2 -



명 세 서

청구범위

청구항 1 

Cas  단백질(CRISPR-associated  protein)  및  박테리아  톡신(toxin)을  포함하고,  상기  박테리아  톡신은

SsdA(single-stranded DNA deaminase toxin A)인 것인, 융합 단백질.

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기 Cas 단백질은 Cas9 단백질 또는 Cas12 단백질인 것인, 융합 단백질.

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

상기 SsdA는 시티딘 디아미나제(cytidine deaminase)인 것인, 융합 단백질.

청구항 4 

청구항 1에 있어서,

상기 SsdA는 불활성화된 SsdA인 것인, 융합 단백질.

청구항 5 

청구항 1에 있어서,

상기 SsdA는 서열번호 1의 아미노산 서열을 포함하는 것인, 융합 단백질.

청구항 6 

청구항 1에 있어서,

상기 SsdA는 서열번호 1의 아미노산 서열과 적어도 85%이상의 서열 동일성(sequence identity)를 갖는 서열을

포함하는 것인, 융합 단백질.

청구항 7 

청구항 4에 있어서,

상기 불활성화된 SsdA는 SsdA의 촉매활성부위(catalytic active site)에서 아미노산 변이가 발생한 것인, 융합

단백질.

청구항 8 

청구항 4에 있어서,

상기 불활성화된 SsdA는 서열번호 1의 아미노산 서열에서 G302D, E349A, 또는 이들의 상응하는 아미노산 변이를

갖는 것인, 융합 단백질. 

청구항 9 

청구항 4에 있어서,

상기 불활성화된 SsdA는 서열번호 17의 아미노산 서열을 갖는 것인, 융합 단백질.

청구항 10 
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청구항 4에 있어서,

상기 불활성화된 SsdA는 서열번호 17의 아미노산 서열과 적어도 85%이상의 서열 동일성(sequence identity)를

갖는 서열을 포함하는 것인, 융합 단백질.

청구항 11 

청구항 1에 있어서,

상기 박테리아 톡신은 Cas 단백질의 C-말단, N-말단, 또는 C-말단과 N-말단 모두에 결합된 것인, 융합 단백질.

청구항 12 

청구항 1에 있어서,

상기 융합 단백질은 DNA 글리코실레이즈 억제제(DNA glycosylase inhibitor)를 더 포함하는 것인, 융합 단백질.

청구항 13 

청구항 12에 있어서,

상기 DNA　글리코실레이즈 억제제는 티민 글리코실레이즈 억제제(thymine glycosylase inhibitor),　우라실　글

리코실레이즈  억제제(uracil  glycosylase  inhibitor),  옥소구아닌  글리코실레이즈  억제제(oxoguanine

glycosylase inhibitor), 또는 알킬구아닌 DNA　글리코실레이즈 억제제(alkylguanine glycosylase inhibitor)

인 것인, 융합 단백질. 

청구항 14 

청구항 1에 있어서,

상기 융합 단백질은 타겟 서열의 5'말단으로부터 1bp 내지 20bp 범위의 교정 윈도우 (editing window)를 갖는

것인, 융합 단백질.

청구항 15 

청구항 1 내지 14 중 어느 한 항의 융합 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드(polynucleotide). 

청구항 16 

청구항 15의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터.

청구항 17 

Cas 단백질(CRISPR-associated protein) 및 박테리아 톡신(toxin)을 포함하는 융합 단백질 또는 상기 융합 단

백질을  암호화하는  폴리뉴클레오티드;  및  가이드  폴리뉴클레오티드를  포함하고,  상기  박테리아  톡신은

SsdA(single-stranded DNA deaminase toxin A)인 것인, CRISPR-Cas 시스템.

청구항 18 

청구항 17에 있어서,

상기 가이드 폴리뉴클레오티드는 크리스퍼 RNA(CRISPR  RNA:  crRNA)  및  트랜스-활성화 RNA(trans-activating

RNA: tracrRNA)를 포함하고, 상기 가이드 폴리뉴클레오티드는 이중 가이드 RNA(dual guide RNA) 또는 단일-사슬

가이드 RNA(single-chain guide RNA: sgRNA)인 것인, CRISPR-Cas 시스템.

청구항 19 

청구항 17에 있어서,

상기 시스템은 타겟 핵산(nucleic acid) 분자의 뉴클레오타이드(nucleotide) 서열 중 적어도 하나 이상의 뉴클

레오타이드의  삭제(deletion),  삽입(insertion),  치환(substitution)  또는  인델(insertion  and  deletion;

indel)을 형성하는 것인, CRISPR-Cas 시스템.
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청구항 20 

청구항 19에 있어서,

상기 시스템은 타겟 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열에서 1 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 결실, 1 bp 내

지 60 bp의 뉴클레오타이드의 삽입, 또는 1 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 인델을 형성하는 것인, CRISPR-

Cas 시스템.

청구항 21 

청구항 17에 있어서,

상기 시스템은 타겟 서열의 5'말단으로부터 1bp 내지 20bp 범위의 교정 윈도우 (editing window)를 갖는 것인,

CRISPR-Cas 시스템.

청구항 22 

핵산(nucleic acid) 분자를 CRISPR-Cas 시스템과 접촉시키는 단계를 포함하는 핵산을 편집하는 방법으로, 

상기 편집은 상기 핵산 분자의 뉴클레오타이드(nucleotide) 서열 중 적어도 하나 이상의 뉴클레오타이드 서열의

결실(deletion), 삽입(insertion), 치환(substitution) 또는 인델(insertion and deletion; indel)을 형성하는

것이고, 

상기 CRISPR-Cas 시스템은 Cas 단백질(CRISPR-associated protein) 및 박테리아 톡신(toxin)을 포함하는 융합

단백질 또는 상기 융합 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드; 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하고, 상기

박테리아 톡신은 SsdA(single-stranded DNA deaminase toxin A)인 것인, 핵산을 편집하는 방법.

청구항 23 

청구항 22에 있어서,

상기 편집은 상기 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열 중 1 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 결실, 1 bp 내지

60  bp의 뉴클레오타이드의 삽입, 또는 1  bp  내지 60  bp의 뉴클레오타이드의 인델인 것인, 핵산을 편집하는

방법.

발명의 설명

기 술 분 야

Cas 단백질 및 박테리아 톡신을 포함하는 융합 단백질 및 이의 용도에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

유전체 교정(Genome editing)이란 생명체의 유전정보를 자유롭게 교정하는 기술이다. 생명과학분야의 진보와 유[0002]

전체 서열 분석 기술의 발전을 통해 우리는 다양한 유전정보에 대해 폭넓게 이해할 수 있게 되었다. 예를 들어

동식물의 번식, 질병과 성장, 다양한 인간 유전질병을 일으키는 유전자 변이, 바이오연료의 생산 등을 위한 유

전자에 대한 이해는 이미 확보된 상황이지만 이를 직접적으로 활용하여 생명체를 개선하고, 인간 질병을 치료하

는 수준에까지 이르기 위해서는 그 이상의 기술 진보가 필수적이다.

전체 교정 기술은 인간을 포함하여 동물, 식물, 미생물의 유전정보를 변화시켜 그 활용범위를 획기적으로 확장[0003]

시킬 수 있다. 유전자가위는 원하는 유전정보를 정확히 자를 수 있도록 설계되어 만들어지는 분자 도구로 유전

체  교정  기술에서  핵심역할을  하고  있다.  유전자  서열분석  분야를  한  차원  발전시켰던  차세대시퀀싱(Next

generation sequencing) 기술과 같이, 유전자가위는 유전정보 활용의 속도와 그 범위를 확장시키고 새로운 산업

분야를 창출해 내는 핵심 기술이 되고 있다.

그러나 Cas9을 활용한 시토신 염기 교정에 흔히 사용되는 단백질인 APOBEC 또는 AID 단백질은 크기가 상대적으[0004]

로 커 세포치료제로 활용하기 위한 벡터로 제작하기 어렵다는 문제가 있다. 이에, 벡터로 제작하기 용이하면서

도 염기 교정 효율이 우수한 CRISPR-Cas 시스템의 제작이 요구되고 있다.
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발명의 내용

해결하려는 과제

일 양상은 Cas 단백질(CRISPR-associated protein) 및 박테리아 톡신(toxin)을 포함하는 융합 단백질을 제공하[0005]

는 것이다.

다른 양상은 상기 융합 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드(polynucleotide)를 제공하는 것이다.[0006]

또 다른 양상은 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 제공하는 것이다.[0007]

또 다른 양상은 상기 융합 단백질 또는 이를 암호화하는 폴리뉴클레오티드; 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함[0008]

하는 CRISPR-Cas 시스템을 제공하는 것이다.

또 다른 양상은 핵산(nucleic acid) 분자를 상기 CRISPR-Cas 시스템과 접촉시키는 단계를 포함하는 핵산을 편집[0009]

하는 방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

일 양상은 Cas 단백질(CRISPR-associated protein) 및 박테리아 톡신(toxin)을 포함하는 융합 단백질을 제공한[0010]

다.

본 명세서에서 용어, "Cas 단백질(CRISPR-associated protein)"은 크리스퍼-결합 엔도뉴클레아제일 수 있다. 상[0011]

기 Cas 단백질은 특정 표적 폴리뉴클레오티드 서열의 전부 또는 일부를 절단할 수 있다.

상기 Cas 단백질은 클래스 2 Cas(Class 2 CRISPR associated system) 단백질일 수 있다. 상기 클래스 2 Cas 단[0012]

백질은 타입 II, 타입 V, 또는 타입 VI 시스템에 포함될 수 있다. 

상기 타입 II 시스템은 cas1, cas2, 및 cas9 유전자를 가질 수 있다. 타입 II 시스템은 3개의 서브타입, 즉 서[0013]

브타입 II-A,  II-B  및 II-C로 추가로 분류될 수 있다. 서브타입 II-A는 추가의 유전자인 csn2를 포함할 수

있다. 서브타입 II-A 시스템을 갖는 유기체로 스트렙토코쿠스 써모필루스(Streptococcus　thermophilus)가 있을

수 있다. 서브타입 II-B는 csn2가 결여되지만, cas4를 가질 수 있다. 서브타입 II-B 시스템을 갖는 유기체로는

레지오넬라 뉴모필라(Legionella　pneumophila)가 있을 수 있다. 서브타입 II-C는 박테리아에서 발견되는 가장

일반적인 타입 II 시스템으로, Cas1, Cas2 및 Cas9의 3개의 단백질만을 가질 수 있다. 서브타입 II-C 시스템을

갖는 유기체로는 네이세리아 락타미카(Neisseria lactamica)가 있을 수 있다.

상기 타입 V 시스템은 cas12 유전자 및 cas1 및 cas2 유전자를 가질 수 있다. Cas12 유전자는 Cas9의 각각의 영[0014]

역에 상동성인 RuvC-유사 뉴클레아제 도메인을 갖지만 Cas9 단백질에 존재하는 HNH 뉴클레아제 도메인이 결여된

단백질 Cas12을 코딩할 수 있다. 

상기 타입 VI 시스템은 cas13 유전자 및 cas1 및 cas2 유전자를 가질 수 있다. [0015]

상기 타입 II 시스템에서, Cas9의 RuvC-유사 뉴클레아제 (RNase H 폴드 도메인 및 HNH (McrA-유사) 뉴클레아제[0016]

도메인은 각각 표적 핵산의 가닥 중 하나를 절단할 수 있다. 타입 II 시스템의 Cas9 절단 활성은 또한 Cas9에

의한 crRNA 및 표적 결합을 촉진시키는 듀플렉스를 형성하기 위해 crRNA의 tracrRNA의 혼성화를 필요로 할 수

있다.

상기 타입 V 시스템에서, Cas12의 RuvC-유사 뉴클레아제 도메인은 표적 핵산의 양쪽 가닥을 엇갈린 구성으로 절[0017]

단하여 5' 오버행을 생성할 수 있다. 이러한 5' 오버행은 비-상동성 말단 연결 방법을 통한 DNA 삽입을 용이하

게 할 수 있다. 타입 V 시스템의 Cas12 절단 활성은 또한 듀플렉스를 형성하기 위해 tracrRNA에 대한 crRNA의

혼성화를 필요로 하지 않고, 타입 V 시스템의 crRNA는 내부 듀플렉스를 형성하는 스템 루프 구조를 갖는 단일

crRNA를 사용할 수 있다. 상기 타입 V 시스템은 표적 서열의 위치에서 단일 또는 이중 가닥 파손을 유도할 수

있다. 가닥 파손은 5' 오버행을 이용한 엇갈린 절단일 수 있다. 

상기 Cas 단백질은 Cas9 또는 Cas12를 포함할 수 있다.[0018]

상기 Cas12 단백질은 다양한 박테리아 종의 유래로부터 유래된 단백질을 의미할 수 있다. 상기 Cas 단백질은 스[0019]

트렙토코커스(Streptococcus),  캄필로박터(Campylobacter),  니트라티프락토르(Nitratifractor),  스타필로코커

스(Staphylococcus),  파르비바쿨룸(Parvibaculum),  로세부리아(Roseburia),  네이세리아(Neisseria),  글루콘아
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세토박터(Gluconacetobacter),  아조스피릴룸(Azospirillum),  스파에로카에타(Sphaerochaeta),  락토바실러스

(Lactobacillus),  유박테리움(Eubacterium),  코리네박터(Corynebacter),  카르노박테리움(Carnobacterium),  로

도박터(Rhodobacter),  리스테리아(Listeria),  팔루디박터(Paludibacter),  클로스트리디움(Clostridium),  라크

노스피라세아에(Lachnospiraceae),  클로스트리디아리디움(Clostridiaridium),  렙토트리키아(Leptotrichia), 프

란시셀라(Francisella),  레지오넬라(Legionella),  알리사이클로바실러스(Alicyclobacillus),  메타노메티오필러

스(Methanomethyophilus),  포르피로모나스(Porphyromonas),  프레보텔라(Prevotella),  박테로이데테스

(Bacteroidetes),  헬코코커스(Helcococcus),  레토스피라(Letospira),  데설포비브리오(Desulfovibrio),  데설포

나트로눔(Desulfonatronum),  오피투타세아에(Opitutaceae),  투베리바실러스(Tuberibacillus),  바실러스

(Bacillus),  브레비바실러스(Brevibacilus),  메틸로박테리움(Methylobacterium)  또는  아시다미노코커스

(Acidaminococcus) 속 유래의 것일 수 있다. 더욱 구체적으로, 상기 Cas12 단백질은 프란시셀라 툴라렌시스 1,

프란시셀라 툴라렌시스 아종 노비시다, 프레보텔라 알벤시스, 라크노스피라세아에 박테리움 MC2017 1, 부티리비

브리오  프로테오클라스티쿠스,  페레그리니박테리아  박테리움  GW2011_GWA2_33_10,  파르쿠박테리아  박테리움

GW2011_GWC2_44_17, 스미텔라 종 SCADC, 아시다미노코커스 종 BV3L6, 라크노스피라세아에 박테리움 MA2020, 칸

디다투스 메타노플라즈마 테르미툼, 유박테리움 엘리겐스, 모락셀라 보보쿨리 237, 렙토스피라 이나다이, 라크

노스피라세아에 박테리움 ND2006, 포르피로모나스 크레비오리카니스 3, 프레보텔라 디시엔스 및 포르피로모나스

마카카에로 이루어진 군으로부터 선택되는 박테리아 종으로부터 유래된 것일 수 있다. 

또한, 상기 Cas12  단백질은 Cas12a,  mgCas12a,  Cas12b,  Cas12c,  Cas12d,  Cas12e,  Cas12f,  Cas12g,  Cas12h,[0020]

Cas12i, Cas12j로 이루어진 군으로부터 선택된 어느 하나일 수 있다. 상기 Cas12 단백질은 Cas12 단백질의 변형

을 포함할 수 있다. 상기 Cas12 단백질이 뉴클레아제 활성을 갖는 경우, Cas12 단백질은 감소된 뉴클레아제 활

성, 예를 들어 야생형 효소에 비하여 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95% 이상, 적어도 97%, 또는

100%의 뉴클레아제 비활성화를 갖도록 변형될 수 있다. 

상기 Cas9은 사카로마이세스 뉴모니애(S. pneumoniae), 스트렙토코커스 피오게네스(S. pyogenes), 스트렙토코커[0021]

스 써모필러스(S. thermophilus), 캠필로박터 제주니(C. jejuni) Cas9일 수 있으며, 이들 유기체로부터 유래된

돌연변이된 Cas9를 포함할 수 있다. 효소는 Cas9 상동체 또는 오솔로그(ortholog)일 수 있다. 일 구체예에서,

CRISPR 효소는 진핵 세포에서의 발현을 위해 코돈-최적화될 수 있다. 일 구체예에서, CRISPR 효소는 표적 서열

의 위치에서 1개 또는 2개 가닥의 절단을 유도할 수 있다. 상기 Cas9 단백질은 Cas9 단백질의 변형을 포함할 수

있다. 상기 Cas9 단백질이 뉴클레아제 활성을 갖는 경우, Cas9 단백질은 감소된 뉴클레아제 활성, 예를 들어 야

생형 효소에 비하여 적어도 70%, 적어도 80%, 적어도 90%, 적어도 95% 이상, 적어도 97%, 또는 100%의 뉴클레아

제 비활성화를 갖도록 변형될 수 있다. 일 구체예에 따르면, 상기 Cas9은 Cas9 D10A일 수 있다.

일 구체예에 있어서 상기 Cas 단백질은 Cas9 단백질 또는 Cas12 단백질일 수 있다.[0022]

본 발명의 일 구현예에서, 적어도 하나의 핵 국소화 신호(nuclear localization signal; NLS)가 Cas 단백질을[0023]

인코딩하는 핵산 서열에 부착될 수 있다. 일 구체예에 있어서, 적어도 하나 이상의 C-말단 또는 N-말단 NLS가

부착될 수 있다. 하나 이상의 핵 국소화 서열(NLS), 예컨대 약 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 개 이상, 또는

이를 초과하는 NLS를 포함하는 Cas 단백질, 이의 오솔로그 또는 동족체를 인코딩할 수 있다. 본 명세서에 기재

된 Cas 단백질 복합체의 바람직한 구현예에서, 코돈 최적화된 Cas 단백질은 단백질의 C-말단에 부착된 NLS를 포

함할 수 있다. 특정 구현예에서, 예컨대 Cas를 세포 내 특정 부위, 예컨대 세포 소기관, 예를 들어 미토콘드리

아. 플라스티드, 엽록체, 소포, 골지, (핵 또는 세포) 막, 리보솜, 핵소체, ER, 세포골격, 액포, 중심체, 뉴클

레오솜, 과립, 중심립 등(이로 제한되지 않음)으로 국소화시키기 위한 기타 다른 국소화 태그를 Cas 단백질에

융합시킬 수 있다.

상기 Cas 단백질 및 박테리아 톡신은 링커(linker)를 통해 융합될 수 있다. 상기 링커는 Cas 단백질의 C-말단,[0024]

N-말단, 또는 C-말단과 N-말단 모두 위치할 수 있으며, 상기 링커를 통해 박테리아 톡신이 Cas 단백질에 결합할

수  있다.  상기  적합한  링커  모티프  및  링커  배치형태는  문헌  [Chen  et  al.,  Fusion  protein  linkers:

property, design and functionality. Adv Drug Deliv Rev. 2013; 65(10):1357-69]에 기재된 것들을 포함하며,

그의 전체 내용은 본원에 참조로 포함될 수 있다. 

일 구체예에 있어서, 상기 박테리아 톡신은 SsdA(single-stranded DNA deaminase toxin A)일 수 있다. [0025]

상기 SsdA는 슈도모나스 속(Pseudomonas SP.) 균주 유래일 수 있다. 상기 슈도모나스 속 균주는 슈도모나스 시[0026]

링가에(Pseudomonas  syringae),  슈도모나스  콘겔랑스(Pseudomonas  congelans),  슈도모나스  사바스타노이

(Pseudomonas  savastanoi),  슈도모나스  비리디플라바(Pseudomonas  viridiflava),  슈도모나스 코로나파시엔스
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(Pseudomonas  coronafaciens),  슈도모나스 플루오레센스 (Pseudomonas fluorescens), Pseudomonas sp. MPC6,

Pseudomonas sp. GL-R-26, 또는 Pseudomonas sp. GL-RE-26일 수 있다.

상기 SsdA의 N 말단에는 PAAR 도메인이 있을 수 있으며, SsdA의 C 말단에는 DYW deaminase 도메인이 있을 수 있[0027]

다. 상기 SsdA는 일반적인 아미노산 motif인 HxE, CxxC motif를 가지는 점에 있어서 기존 염기 교정에 사용된

탈아미노효소와 동일하나, SGW motif를 추가로 가지고 있는 점에서 기존 염기 교정에 사용된 탈아미노효소와 차

이가 있다. 상기 SsdA는 기존에 염기교정기술에 사용된 기타 다른 탈아미노효소와 구조적, 진화적으로 다른 탈

아미노효소로 DYW-like deaminase로 분류이다. SsdA와 기존 염기교정기술에 사용된 기타 다른 탈아미노효소의

계통도 및 구성 도메인의 차이를 도 1에 나타내었다.

일 구체예에 따르면, 상기 SsdA는 서열번호 1의 아미노산 서열을 포함하는 것일 수 있다. [0028]

상기 SsdA는 톡신 도메인(domain)을 포함할 수 있다. 상기 SsdA의 톡신 도메인은 deaminase 활성을 가진 부분으[0029]

로, 100 내지 200 개의 아미노산의 길이, 예를 들면 120 내지 180 아미노산의 길이, 120 내지 170 아미노산의

길이, 130 내지 160 아미노산의 길이, 또는 140 내지 160 아미노산의 길이를 가질 수 있다. 구체적으로, 상기

SsdA의 톡신 도메인은 서열번호 2의 아미노산 서열을 포함하는 것일 수 있다. 상기 톡신 도메인의 염기서열은

하기 표 1에 나타내었다.

표 1

[0030] 아미노산 서열 서열번호

톡신
도메인(domain)

KVSNIAESEAALGRASQARADLPQSKELKVKTVSSNDKKTLSGWGNKKPEGYERISAEQVKAKSE
EIGHEVKSHPYDRDYKGQYFSSHAEKQMSIASPNHPLGVSKPMCTDCQGYFSQLAKYSKVEQTVA

DPKAIRIFKTDGSVETIMRSE

서열번호 2

상기 SsdA의 서열번호 2의 아미노산 서열(톡신 도메인)은 촉매활성부위(catalytic active site)를 포함하는 것[0031]

일 수 있다. 상기 촉매활성부위(catalytic active site)는 HxE motif, CxxC motif 또는 SGW motif를 포함한 것

일 수 있다. SGW motif는 APOBEC, AID 등 기존 탈아미노효소와 다르게 SsdA 효소만이 추가적으로 가지고 있는

모티프이다. 구체적으로 HxE motif는 서열번호 1(PAAR domaomn-containing protein)의 301 내지 303 번째 아미

노산을 포함할 수 있고, HxE motif는 347 내지 349 번째 아미노산을 포함할 수 있으며, SGW motif는 301 내지

303번째 아미노산을 포함할 수 있다. 

일 구체예에 있어서, 상기 SsdA는 서열번호 1(PAAR  domaomn-containing  protein)의 아미노산 서열과 적어도[0032]

80% 이상, 85% 이상, 90%이상, 91% 이상, 92% 이상, 93% 이상, 94% 이상, 95% 이상, 96% 이상, 97% 이상, 98%

이상 또는 99% 이상의 서열 동일성(sequence identity)을 가지는 것일 수 있다.

일 구체예에 있어서, 상기 융합 단백질은 Cas 단백질에 DYW deaminase 단백질이 결합한 것일 수 있다. [0033]

일 구체예에 있어서, 상기 SsdA는 불활성화된 SsdA일 수 있다.[0035]

상기 불활성화된 SsdA는 활성화된 SsdA의 촉매활성부위에서 아미노산 변이가 발생한 것일 수 있다. 상기 불활성[0036]

화된 SsdA는 SsdA 대비 낮은 세포독성을 갖는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 불활성화된 SsdA는 서열번호 1(PAAR domaomn-containing protein)의 아미노산 서열[0037]

에서 G302, E349 위치에 아미노산 변이를 갖는 것일 수 있다. 상기 아미노산 변이는 야생형(wild type) 단백질

이 G302, E349 위치에서 갖는 아미노산을 제외한 다른 아미노산으로 치환된 것을 의미한다. 상기 다른 아미노산

은 아르기닌(R), 히스티딘(H), 라이신(K), 아스파르트산(D), 글루탐산(E), 세린(S), 트레오닌(T), 아스파라진

(N), 글루타민(Q), 시스테인(C), 셀레노시스테인(U), 글리신(G), 프롤린(P), 알라닌(A), 발린(V), 이소류신(I),

류신(L), 메티오닌(M), 페닐알라닌(F), 티로신(Y), 트립토판(W) 및 상기 아미노산들의 모든 변형체로 이루어진

군에서 선택된 어느 하나의 것으로서 야생형 단백질이 변이 위치에서 갖는 아미노산을 제외한 아미노산인 것일

수 있다. 구체적으로, 상기 불활성화된 SsdA는 서열번호 1의 아미노산 서열에서 G302D, E349A 또는 이들의 상응

하는  아미노산  변이를  갖는  것일  수  있다.  더욱  구체적으로,  상기  서열번호  1(PAAR  domaomn-containing

protein)의 아미노산 서열에서 G302D의 변이를 갖는 불활성화 된 SsdA는 서열번호 17인 것일 수 있다.

일 구체예에 있어서, 상기 불활성화 된 SsdA는 서열번호 17의 아미노산 서열과 적어도 80% 이상, 85% 이상, 90%[0038]

이상, 91% 이상, 92% 이상, 93% 이상, 94% 이상, 95% 이상, 96% 이상, 97% 이상, 98% 이상 또는 99% 이상의 서
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열 동일성(sequence identity)을 가지는 것일 수 있다.

상기  SsdA는  단일가닥  DNA의  탈아미노화를  유도할  수  있으며,  상기  SsdA는  시티딘  디아미나제(cytidine[0039]

deaminase)일 수 있다.

본 명세서에서 용어, "시티딘 디아미네이즈(cytidine deaminase)"는 시토신(cytosine), 시티딘(cytidine) 또는[0040]

데옥시시티딘(deoxycytidine)의 아미노(-NH2)기를 제거하는 활성을 가지는 효소를 의미한다. 본 명세서에서 상

기 시티딘(cytidine) 디아미네이즈는 시토신(cytosine) 디아미네이즈를 포함하는 개념으로 사용된다. 본 명세서

에서 상기 시티딘(cytidine) 디아미네이즈는 상기 시토신(cytosine) 디아미네이즈와 혼용되어 사용될 수 있다.

상기 시티딘 디아미네이즈(cytidine deaminase)는 뉴클레오티드에 존재하는 염기인 시토신 (예컨대, DNA 또는[0041]

RNA에 존재하는 시토신)을 우라실로 변환 (C-to-U conversion or C-to-U editing)시키는 활성을 갖는 모든 효

소를 의미하는 것으로, 표적 부위의 서열(표적 핵산서열)의 PAM 서열이 존재하는 가닥에 위치하는 시토신을 우

라실로 변환시킨다. 

상기 박테리아 톡신은 Cas 단백질의 말단에 결합된 것일 수 있다. 예를 들면, 상기 박테리아 톡신은 Cas 단백질[0042]

의 C-말단, N-말단, 또는 C-말단과 N-말단 모두에 결합된 것일 수 있다.

일 구체예에 있어서, 상기 융합 단백질은 DNA 글리코실레이즈 억제제(DNA glycosylase inhibitor)를 더 포함할[0043]

수 있다.

상기 DNA 글리코실레이즈 억제제는 티민 글리코실레이즈 억제제(thymine glycosylase inhibitor), 우라실 글리[0044]

코실레이즈  억제제(uracil  glycosylase  inhibitor),  옥소구아닌  글리코실레이즈  억제제(oxoguanine

glycosylase inhibitor), 또는 알킬구아닌 DNA 글리코실레이즈 억제제(alkylguanine glycosylase inhibitor)일

수 있다. 

상기 우라실 DNA 글리코실레이즈 억제제는 바실러스 서브틸리스 (Bacillus subtilis) 박테리오파지, PBS1로부터[0045]

유래한 우라실 DNA 글리코실라제 억제제, 바실러스 서브틸리스 박테리오파지, 또는 PBS2로부터 유래한 우라실

DNA 글리코실라제 억제제일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

다른 양상은 상기 융합 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드(polynucleotide)를 제공한다.[0047]

또 다른 양상은 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 제공한다.[0048]

본 명세서에서, 용어 "벡터"는 그것이 연결되어 있는 다른 핵산을 수송할 수 있는 핵산 분자를 의미할 수 있다.[0049]

벡터는, 단일-가닥, 이중-가닥, 또는 부분적 이중-가닥인 핵산 분자; 하나 이상의 자유 말단을 포함하는 핵산

분자, 자유 말단이 없는 핵산 분자(예를 들어, 원형); DNA, RNA 또는 이들 둘 다를 포함하는 핵산 분자; 및 당

업계에서 알려진 기타 다른 다양한 폴리뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 벡터의 일 종류로 "플라스미드"가 있으

며, 이는 원형 이중 가닥 DNA 루프를 지칭할 수 있으며, 그 안으로 예컨대 표준 분자 클로닝 기법에 의해서 추

가적인 DNA 분절이 삽입될 수 있다. 벡터의 또 다른 종류로 바이러스 벡터가 있으며, 바이러스-유래된 DNA 또는

RNA 서열이 바이러스(예를 들어, 레트로바이러스, 복제 결함 레트로바이러스, 아데노바이러스, 복제 결함 아데

노바이러스, 및 아데노-연관 바이러스) 내로의 패키징을 위해 벡터에 존재할 수 있다. 재조합 발현 벡터는 숙주

세포에서 핵산의 발현에 적합한 형태로 본 발명의 핵산을 포함할 수 있는데, 이는 재조합 발현 벡터가 하나 이

상의 조절 요소를 포함하는 것을 의미할 수 있으며, 하나 이상의 조절 요소는 발현에 사용될 숙주 세포에 기반

하여 선택될 수 있고, 발현될 핵산 서열에 작동 가능하게 연결될 수 있다. 재조합 발현 벡터 내에서, "작동 가

능하게 연결된"은 관심 뉴클레오티드 서열이 (예를 들어, 시험관 내 전사/번역 시스템에서 또는 벡터가 숙주 세

포에 도입된 경우에는 숙주 세포에서) 상기 뉴클레오티드 서열의 발현을 허용하는 방식으로 조절 요소(들)에 연

결됨을 의미할 수 있다.

본  명세서에서,  용어  "조절  요소"는 프로모터,  인핸서,  내부  리보솜 엔트리 부위(internal  ribosomal  진입[0050]

site; IRES), 및 기타 다른 발현 제어 요소(예를 들어, 전사 종결 신호, 예컨대 폴리아데닐화 신호 및 폴리-U

서열)를 포함할 수 있다. 조절 요소는, 예를 들어 문헌[Goeddel,  GENE  EXPRESSION  TECHNOLOGY:  METHODS  IN

ENZYMOLOGY 185, Academic Press, San Diego, Calif. (1990)]에 기재되어 있다. 조절 요소는 많은 유형의 숙주

세포에서 뉴클레오티드 서열의 구성적 발현을 지시하는 것들과 특정 숙주 세포에서만 뉴클레오티드 서열의 발현

을 지시하는 것들(예를 들어, 조직-특이적 조절 서열)을 포함할 수 있다. 일부 구체예에서, 벡터는 하나 이상의

pol III 프로모터 (예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5 개 또는 그 이상의 pol III 프로모터), 하나 이상의 pol II 프로

공개특허 10-2024-0055677

- 9 -



모터(예를 들어, 1, 2, 3, 4, 5 개 또는 그 이상의 pol II 프로모터), 하나 이상의 pol I 프로모터(예를 들어,

1, 2, 3, 4, 5 개 또는 그 이상의 pol I 프로모터), 또는 이들의 조합을 포함할 수 있다. pol III 프로모터의

예들은, 이로 제한되지는 않지만, U6 및 H1 프로모터를 포함할 수 있다. pol II 프로모터의 예들은, 이로 제한

되지는 않지만, 레트로바이러스 라우스 육종 바이러스(Rous sarcoma virus; RSV) LTR 프로모터(선택적으로 RSV

인핸서와 함께), 사이토메갈로바이러스(CMV) 프로모터(선택적으로 CMV 인핸서와 함께), SV40 프로모터, 디하이

드로폴레이트 환원효소 프로모터, β-액틴 프로모터, 포스포글리세롤 키나아제(phosphoglycerol kinase; PGK)

프로모터, 및 EF1α 프로모터를 포함할 수 있다. 예를 들면, 벡터는 렌티바이러스 및 아데노-연관 바이러스

(AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8, 또는 AAV9)를 포함할 수 있으며, 이와 같은 벡터의 유형은

또한 특정 유형의 세포들의 표적화를 위해 선택될 수 있다.

또한, 상기 벡터 시스템 내의 복수의 핵산 분자는 동일하거나 상이한 벡터 상에 위치할 수 있다.[0051]

일 구체예에서, 벡터, 예를 들어 플라스미드 또는 바이러스 벡터는, 예를 들어 근육내 주사에 의해 관심 조직으[0052]

로 전달되는 한편, 기타 다른 경우에 전달은 정맥내, 경피, 비강내, 구강, 점막 또는 기타 다른 전달 방법을 통

하여 이루어질 수 있다. 이와 같은 전달은 단일 용량 또는 다중 용량 중 어느 하나를 통하여 이루어질 수 있다.

당업자는, 본 명세서에서 전달되는 실제 투여량은 다양한 인자, 예컨대 벡터 선택, 표적 세포, 유기체, 또는 조

직, 치료될 대상체의 일반 상태, 구하는 형질전환/변형의 정도, 투여 경로, 투여 방법, 구하는 형질전환/변형의

형태 등에 따라 크게 달라질 수 있다. 투여량은, 예를 들어 담체(물, 식염수, 에탄올, 글리세롤, 락토오스, 수

크로오스, 인산칼슘, 젤라틴, 덱스트란, 한천, 펙틴, 땅콩유, 참기름 등), 희석제, 약학적으로 허용가능한 담체

(예를 들어, 인산염 완충 식염수), 약학적으로 허용가능한 부형제, 및/또는 당업계에 알려진 기타 다른 화합물

을 추가로 함유할 수 있다. 투여량은 하나 이상의 약학적으로 허용가능한 염, 예를 들어 무기산 염, 예컨대 염

산염, 브롬화수소산염, 인산염, 황산염 등; 및 유기산 염, 예컨대 아세테이트, 프로피오네이트, 말로네이트, 벤

조에이트 등을 추가로 함유할 수 있다. 추가적으로, 보조 성분, 예컨대 습윤 또는 유화제, pH 완충 성분, 겔 또

는 겔화 물질, 풍미제, 착색제, 마이크로스피어, 중합체, 현탁제 등이 또한 본 명세서에서 제시될 수 있다. 추

가적으로, 하나 이상의 기타 다른 통상의 약학 성분들, 예컨대 보존제, 보수제, 현탁화제, 계면활성제, 산화방

지제, 충전제, 킬레이트화제, 코팅제, 화학 안정화제 등이 또한 존재할 수 있다. 적합한 예시적인 성분으로는,

미세결정성 셀룰로오스, 카르복시메틸셀룰로오스 나트륨, 폴리소르베이트 80, 페닐에틸 알코올, 클로로부탄올,

칼륨 소르베이트, 소르빈산, 이산화황, 프로필 갈레이트, 파라벤, 에틸 바닐린, 글리세린, 페놀, 파라클로로페

놀, 젤라틴, 알부민 및 이의 조합을 포함한다. 예를 들면, 질병 치료를 위한 전달은 AAV를 통해 이루어질 수 있

다. 인간에 대한 AAV의 생체 내 전달을 위한 치료적으로 유효한 투여량은, 용액 ml 당 약 1Υ1010 내지 약 1Υ

10100의 AAV를 함유하는 약 20 ml 내지 약 50 ml 범위의 식염수 용액일 수 있다. 투여량은 임의의 부작용에 대

하여 치료 이익의 균형을 맞추도록 조정될 수 있다.

또 다른 양상은 Cas 단백질 및 박테리아 톡신을 포함하는 융합 단백질 또는 상기 융합 단백질을 암호화하는 폴[0054]

리뉴클레오티드; 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템을 제공한다.

상기 융합 단백질 및 이를 암호화하는 폴리뉴클레오티드는 상기한 바와 같다.[0055]

상기 가이드 폴리뉴클레오티드는 표적화 서열 및/또는 활성화 서열을 포함하는 것일 수 있다. [0056]

본 명세서에서 사용되는 바와 같이, 용어 "표적화 서열"은 표적 핵산 내의 서열에 상보성인 DNA, 또는 DNA 및[0057]

RNA의 혼합물을 포함하는 폴리뉴클레오티드를 의미할 수 있다. 특정 실시양태에서, 표적화 서열은 또한 다른 핵

산, 또는 핵산 유사체, 또는 이들의 조합물을 포함할 수 있다. 특정 실시양태에서, 표적화 서열은 이러한 구성

이 숙주 세포의 내부에서 분해될 가능성이 보다 작기 때문에 단독으로 DNA로 이루어질 수 있다. 일부 실시양태

에서, 이러한 구성은 표적 서열 인식 특이성을 증가시키고/시키거나 표적 벗어남 결합/혼성화의 발생을 감소시

킬 수 있다. 상기 표적화 서열은 가이드 서열 또는 스페이서 서열을 포함하는 것일 수 있다. 상기 표적화 서열

의 도메인의 길이는 적어도 12개, 13개, 14개, 15개, 16개, 17개, 18개, 19개, 20개, 21개, 22개, 23개, 24개,

25개, 26개, 27개, 28개, 29개 또는 30개 뉴클레오티드 길이일 수 있다.

본 명세서에서, 용어 "활성화 서열"은 Cas  단백질과 상호작용하거나, 회합하거나, 결합할 수 있는 RNA  또는[0058]

DNA, 또는 DNA 및 RNA의 혼합물을 포함하는 폴리뉴클레오티드의 일부를 의미할 수 있다. 일 구체예에 있어서,

활성화 영역은 또한 다른 핵산, 또는 핵산 유사체, 또는 이들의 조합물을 포함할 수 있다. 일 구체예에 있어서,

활성화 서열은 표적 서열에 인접하거나, 이에 연결된 것일 수 있다. 일 구체예에 있어서, 활성화 영역은 표적화
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영역의 하류에 있을 수 있다. 일 구체예에 있어서, 활성화 영역은 표적화 영역의 상류에 있을 수 있다. 상기 활

성화 서열은 직접 반복부 서열, 크리스퍼 RNA(CRISPR RNA: crRNA 및/또는 트랜스-활성화 RNA(trans-activating

RNA: tracrRNA)를 포함하는 것일 수 있다.

일 구체예에 있어서, 가이드 폴리뉴클레오티드, 가이드 RNA, 성숙 crRNA, 및 미성숙 crRNA는 직접 반복부 서열[0059]

및 가이드 서열 또는 스페이서 서열을 포함하거나, 이들로 이루어질 수 있다. 일 구체예에 있어서, 가이드 RNA

또는 성숙 crRNA는 가이드 서열 또는 스페이서 서열에 연결된 직접 반복부 서열을 포함하거나, 이로 이루어질

수 있다. 일 구체예에 있어서, 직접 반복부 서열은 가이드 서열 또는 스페이서 서열로부터 상류(즉, 5')에 위치

할 수 있다.

일 구체예에 있어서, 상기 가이드 폴리뉴클레오티드는 crRNA 및 tracrRNA를 포함할 수 있다.[0060]

일 구체예에 있어서, 상기 가이드 폴리뉴클레오티드는 이중 가이드 RNA(dual guide RNA) 또는 단일-사슬 가이드[0061]

RNA(single-chain guide RNA: sgRNA)일 수 있다.

상기 시스템은 타겟 핵산(nucleic acid) 분자의 뉴클레오타이드(nucleotide) 서열 중 적어도 하나 이상의 뉴클[0062]

레오타이드의  삭제(deletion),  삽입(insertion),  치환(substitution)  또는  인델(insertion  and  deletion;

indel)을 형성할 수 있다.

상기 핵산은 RNA 또는 DNA일 수 있다.[0063]

일 구체예에 따르면, 상기 시스템는 타겟 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열에서 1 bp 내지 60 bp, 예를 들면, 1[0064]

bp 내지 55 bp, 1 bp 내지 50 bp, 1 bp 내지 45 bp, 1 bp 내지 40 bp, 1 bp 내지 35 bp, 1 bp 내지 30 bp, 1

bp 내지 25 bp, 1 bp 내지 20 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 5 bp, 5 bp 내지 60 bp, 5 bp

내지 55 bp, 5 bp 내지 50 bp, 5 bp 내지 45 bp, 5 bp 내지 40 bp, 5 bp 내지 35 bp, 5 bp 내지 30 bp, 5 bp

내지 25 bp, 5 bp 내지 20 bp, 5 bp 내지 15 bp, 5 bp 내지 10 bp, 10 bp 내지 60 bp, 10 bp 내지 55 bp, 10

bp 내지 50 bp, 10 bp 내지 45 bp, 10 bp 내지 40 bp, 10 bp 내지 35 bp, 10 bp 내지 30 bp, 10 bp 내지 25

bp, 10 bp 내지 20 bp, 10 bp 내지 15 bp, 15 bp 내지 60 bp, 15 bp 내지 55 bp, 15 bp 내지 50 bp, 15 bp 내

지 45 bp, 15 bp 내지 40 bp, 15 bp 내지 35 bp, 15 bp 내지 30 bp, 15 bp 내지 25 bp, 15 bp 내지 20 bp, 20

bp 내지 60 bp, 20 bp 내지 55 bp, 20 bp 내지 50 bp, 20 bp 내지 45 bp, 20 bp 내지 40 bp, 20 bp 내지 35

bp, 20 bp 내지 30 bp, 20 bp 내지 25 bp, 25 bp 내지 60 bp, 25 bp 내지 55 bp, 25 bp 내지 50 bp, 25 bp 내

지 45 bp, 25 bp 내지 40 bp, 25 bp 내지 35 bp, 25 bp 내지 30 bp, 30 bp 내지 60 bp, 30 bp 내지 55 bp, 30

bp 내지 50 bp, 30 bp 내지 45 bp, 30 bp 내지 40 bp, 30 bp 내지 35 bp, 35 bp 내지 60 bp, 35 bp 내지 55

bp, 35 bp 내지 50 bp, 35 bp 내지 45 bp, 35 bp 내지 40 bp, 40 bp 내지 60 bp, 40 bp 내지 55 bp, 40 bp 내

지 50 bp, 40 bp 내지 45 bp, 45 bp 내지 60 bp, 45 bp 내지 55 bp, 45 bp 내지 50 bp, 50 bp 내지 60 bp, 50

bp 내지 55 bp 또는 55 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 결실을 형성하는 것일 수 있다. 

일 구체예에 따르면, 상기 시스템은 타겟 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열에서 1 bp 내지 60 bp, 예를 들면, 1[0065]

bp 내지 55 bp, 1 bp 내지 50 bp, 1 bp 내지 45 bp, 1 bp 내지 40 bp, 1 bp 내지 35 bp, 1 bp 내지 30 bp, 1

bp 내지 25 bp, 1 bp 내지 20 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 5 bp, 5 bp 내지 60 bp, 5 bp

내지 55 bp, 5 bp 내지 50 bp, 5 bp 내지 45 bp, 5 bp 내지 40 bp, 5 bp 내지 35 bp, 5 bp 내지 30 bp, 5 bp

내지 25 bp, 5 bp 내지 20 bp, 5 bp 내지 15 bp, 5 bp 내지 10 bp, 10 bp 내지 60 bp, 10 bp 내지 55 bp, 10

bp 내지 50 bp, 10 bp 내지 45 bp, 10 bp 내지 40 bp, 10 bp 내지 35 bp, 10 bp 내지 30 bp, 10 bp 내지 25

bp, 10 bp 내지 20 bp, 10 bp 내지 15 bp, 15 bp 내지 60 bp, 15 bp 내지 55 bp, 15 bp 내지 50 bp, 15 bp 내

지 45 bp, 15 bp 내지 40 bp, 15 bp 내지 35 bp, 15 bp 내지 30 bp, 15 bp 내지 25 bp, 15 bp 내지 20 bp, 20

bp 내지 60 bp, 20 bp 내지 55 bp, 20 bp 내지 50 bp, 20 bp 내지 45 bp, 20 bp 내지 40 bp, 20 bp 내지 35

bp, 20 bp 내지 30 bp, 20 bp 내지 25 bp, 25 bp 내지 60 bp, 25 bp 내지 55 bp, 25 bp 내지 50 bp, 25 bp 내

지 45 bp, 25 bp 내지 40 bp, 25 bp 내지 35 bp, 25 bp 내지 30 bp, 30 bp 내지 60 bp, 30 bp 내지 55 bp, 30

bp 내지 50 bp, 30 bp 내지 45 bp, 30 bp 내지 40 bp, 30 bp 내지 35 bp, 35 bp 내지 60 bp, 35 bp 내지 55

bp, 35 bp 내지 50 bp, 35 bp 내지 45 bp, 35 bp 내지 40 bp, 40 bp 내지 60 bp, 40 bp 내지 55 bp, 40 bp 내

지 50 bp, 40 bp 내지 45 bp, 45 bp 내지 60 bp, 45 bp 내지 55 bp, 45 bp 내지 50 bp, 50 bp 내지 60 bp, 50

bp 내지 55 bp 또는 55 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 삽입을 형성하는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 시스템은 타겟 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열에서 1 bp 내지 60 bp, 예를 들면, 1[0066]

bp 내지 55 bp, 1 bp 내지 50 bp, 1 bp 내지 45 bp, 1 bp 내지 40 bp, 1 bp 내지 35 bp, 1 bp 내지 30 bp, 1
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bp 내지 25 bp, 1 bp 내지 20 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 5 bp, 5 bp 내지 60 bp, 5 bp

내지 55 bp, 5 bp 내지 50 bp, 5 bp 내지 45 bp, 5 bp 내지 40 bp, 5 bp 내지 35 bp, 5 bp 내지 30 bp, 5 bp

내지 25 bp, 5 bp 내지 20 bp, 5 bp 내지 15 bp, 5 bp 내지 10 bp, 10 bp 내지 60 bp, 10 bp 내지 55 bp, 10

bp 내지 50 bp, 10 bp 내지 45 bp, 10 bp 내지 40 bp, 10 bp 내지 35 bp, 10 bp 내지 30 bp, 10 bp 내지 25

bp, 10 bp 내지 20 bp, 10 bp 내지 15 bp, 15 bp 내지 60 bp, 15 bp 내지 55 bp, 15 bp 내지 50 bp, 15 bp 내

지 45 bp, 15 bp 내지 40 bp, 15 bp 내지 35 bp, 15 bp 내지 30 bp, 15 bp 내지 25 bp, 15 bp 내지 20 bp, 20

bp 내지 60 bp, 20 bp 내지 55 bp, 20 bp 내지 50 bp, 20 bp 내지 45 bp, 20 bp 내지 40 bp, 20 bp 내지 35

bp, 20 bp 내지 30 bp, 20 bp 내지 25 bp, 25 bp 내지 60 bp, 25 bp 내지 55 bp, 25 bp 내지 50 bp, 25 bp 내

지 45 bp, 25 bp 내지 40 bp, 25 bp 내지 35 bp, 25 bp 내지 30 bp, 30 bp 내지 60 bp, 30 bp 내지 55 bp, 30

bp 내지 50 bp, 30 bp 내지 45 bp, 30 bp 내지 40 bp, 30 bp 내지 35 bp, 35 bp 내지 60 bp, 35 bp 내지 55

bp, 35 bp 내지 50 bp, 35 bp 내지 45 bp, 35 bp 내지 40 bp, 40 bp 내지 60 bp, 40 bp 내지 55 bp, 40 bp 내

지 50 bp, 40 bp 내지 45 bp, 45 bp 내지 60 bp, 45 bp 내지 55 bp, 45 bp 내지 50 bp, 50 bp 내지 60 bp, 50

bp 내지 55 bp 또는 55 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 인델을 형성하는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 시스템은 뉴클레오타이드의 인델을 형성하는 효울이 5% 내지 50%, 예를 들면, 5% 내[0067]

지 45%, 5% 내지 40%, 5% 내지 35%, 5% 내지 30%, 5% 내지 25%, 5% 내지 20%, 5% 내지 15%, 5% 내지 10%, 10%

내지 50%, 10% 내지 45%, 10% 내지 40%, 10% 내지 35%, 10% 내지 30%, 10% 내지 25%, 10% 내지 20%, 10% 내지

15%, 15% 내지 50%, 15% 내지 45%, 15% 내지 40%, 15% 내지 35%, 15% 내지 30%, 15% 내지 25%, 15% 내지 20%,

20% 내지 50%, 20% 내지 45%, 20% 내지 40%, 20% 내지 35%, 20% 내지 30%, 20% 내지 25%, 25% 내지 50%, 25%

내지 45%, 25% 내지 40%, 25% 내지 35%, 25% 내지 30%, 30% 내지 50%, 30% 내지 45%, 30% 내지 40%, 30% 내지

35%, 35% 내지 50%, 35% 내지 45%, 35% 내지 40%, 40% 내지 50%, 40% 내지 45%, 또는 45% 내지 50%일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 시스템은 뉴클레오타이드의 서열의 치환을 형성하는 효율이 1% 내지 20%, 예를 들면,[0068]

1% 내지 18%, 1% 내지 16%, 1% 내지 14%, 1% 내지 12%, 1% 내지 10%, 1% 내지 8%, 1% 내지 6%, 1% 내지 4%, 1%

내지 2%, 2% 내지 20%, 2% 내지 18%, 2% 내지 16%, 2% 내지 14%, 2% 내지 12%, 2% 내지 10%, 2% 내지 8%, 2%

내지 6%, 2% 내지 4%, 4% 내지 20%, 4% 내지 18%, 4% 내지 16%, 4% 내지 14%, 4% 내지 12%, 4% 내지 10%, 4%

내지 8%, 4% 내지 6%, 6% 내지 20%, 6% 내지 18%, 6% 내지 16%, 6% 내지 14%, 6% 내지 12%, 6% 내지 10%, 6%

내지 8%, 8% 내지 20%, 8% 내지 18%, 8% 내지 16%, 8% 내지 14%, 8% 내지 12%, 8% 내지 10%, 10% 내지 20%,

10% 내지 18%, 10% 내지 16%, 10% 내지 14%, 10% 내지 12%, 12% 내지 20%, 12% 내지 18%, 12% 내지 16%, 12%

내지 14%, 14% 내지 20%, 14% 내지 18%, 14% 내지 16%, 16% 내지 20%, 16% 내지 18%, 또는 18% 내지 20%일 수

있다.

상기 시스템은 타겟 핵산(nucleic acid) 분자의 뉴클레오타이드(nucleotide) 서열 중 적어도 4 뉴클레오타이드[0069]

의 교정 윈도우(editing window)을 형성할 수 있다. 일 구체예에 따르면, 상기 시스템은 적어도 50 뉴클레오티

드, 예를 들면, 적어도 49 뉴클레오티드, 적어도 48 뉴클레오티드, 적어도 47 뉴클레오티드, 적어도 46 뉴클레

오티드, 적어도 45 뉴클레오티드, 적어도 44 뉴클레오티드, 적어도 43 뉴클레오티드, 적어도 42 뉴클레오티드,

적어도 41 뉴클레오티드, 적어도 40 뉴클레오티드, 적어도 39 뉴클레오티드, 적어도 38 뉴클레오티드, 적어도

37 뉴클레오티드, 적어도 36 뉴클레오티드, 적어도 35 뉴클레오티드, 적어도 34 뉴클레오티드, 적어도 33 뉴클

레오티드,  적어도  32  뉴클레오티드,  적어도  31  뉴클레오티드,  적어도  30  뉴클레오티드,  적어도  29

뉴클레오티드, 적어도 28 뉴클레오티드, 적어도 27 뉴클레오티드, 적어도 26 뉴클레오티드, 적어도 25 뉴클레오

티드, 적어도 24 뉴클레오티드, 적어도 23 뉴클레오티드, 적어도 22 뉴클레오티드, 적어도 21 뉴클레오티드, 적

어도 20 뉴클레오티드, 적어도 19 뉴클레오티드, 적어도 18 뉴클레오티드, 적어도 17 뉴클레오티드, 적어도 16

뉴클레오티드, 적어도 15 뉴클레오티드, 적어도 14 뉴클레오티드, 적어도 13 뉴클레오티드, 적어도 12 뉴클레오

티드, 적어도 11 뉴클레오티드, 적어도 10 뉴클레오티드, 적어도 9 뉴클레오티드, 적어도 8 뉴클레오티드, 적어

도 7 뉴클레오티드, 적어도 6 뉴클레오티드, 적어도 5 뉴클레오티드 또는 적어도 4 뉴클레오티드의 교정 윈도우

(editing window)를 갖는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 시스템은 gRNA 표적 염기서열의 5' 말단으로부터 1 bp 내지 20 bp, 1 bp 내지 19 bp,[0070]

1 bp 내지 18 bp, 1 bp 내지 17 bp, 1 bp 내지 16 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 14 bp, 1 bp 내지 13 bp, 1

bp 내지 12 bp, 1 bp 내지 11 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 9 bp, 1 bp 내지 8 bp, 2 bp 내지 20 bp, 2 bp

내지 19 bp, 2 bp 내지 18 bp, 2 bp 내지 17 bp, 2 bp 내지 16 bp, 2 bp 내지 15 bp, 2 bp 내지 14 bp, 2 bp

내지 13 bp, 2 bp 내지 12 bp, 2 bp 내지 11 bp, 2 bp 내지 10 bp, 2 bp 내지 9 bp, 2 bp 내지 8 bp, 3 bp 내

지 20 bp, 3 bp 내지 19 bp, 3 bp 내지 18 bp, 3 bp 내지 17 bp, 3 bp 내지 16 bp, 3 bp 내지 15 bp, 3 bp 내
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지 14 bp, 3 bp 내지 13 bp, 3 bp 내지 12 bp, 3 bp 내지 11 bp, 3 bp 내지 10 bp, 3 bp 내지 9 bp, 3 bp 내지

8 bp, 4 bp 내지 20 bp, 4 bp 내지 19 bp, 4 bp 내지 18 bp, 4 bp 내지 17 bp, 4 bp 내지 16 bp, 4 bp 내지 15

bp, 4 bp 내지 14 bp, 4 bp 내지 13 bp, 4 bp 내지 12 bp, 4 bp 내지 11 bp, 4 bp 내지 10 bp, 4 bp 내지 9 bp

또는 4 bp 내지 8 bp의 교정 윈도우(editing window)를 갖는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 뉴클레오타이드 교정 윈도우(Editing window)는 gRNA 표적 염기서열의 5' 말단으로부[0071]

터 첫번째 위치한 시토신(C1) 내지 20번째 위치한 시토신(C20), C2 내지 C20, C3 내지 C20, C4  내지 C20, C1  내지

C19, C2 내지 C19, C3 내지 C19, C4 내지 C19, C1 내지 C18, C2 내지 C18, C3 내지 C18, C4 내지 C18, C1 내지 C17, C2 내

지 C17, C3 내지 C17, C4 내지 C17, C1 내지 C16, C2 내지 C16, C3 내지 C16, C4 내지 C16, C1 내지 C15, C2 내지 C15, C3

내지 C15, C4 내지 C15, C1 내지 C14, C2 내지 C14, C3 내지 C14, C4 내지 C14, C1 내지 C13, C2 내지 C13, C3 내지 C13,

C4 내지 C13, C1 내지 C12, C2 내지 C12, C3 내지 C12, C4 내지 C12, C1 내지 C11, C2 내지 C11, C3 내지 C11, C4 내지

C11, C1 내지 C10, C2 내지 C10, C3 내지 C10, C4 내지 C10, C1 내지 C9, C2 내지 C9, C3 내지 C9, C4 내지 C9, C1 내지

C8, C2 내지 C8, C3 내지 C8 또는 C4 내지 C8,범위에서 염기 교정을 나타내는 것일 수 있다.

또 다른 양상은 핵산 분자를 상기 CRISPR-Cas 시스템과 접촉시키는 단계를 포함하는 핵산을 편집하는 방법을 제[0072]

공한다.

상기 핵산, 및 CRISPR-Cas 시스템은 상기한 바와 같다.[0073]

일 구체예에 있어서, 상기 편집은 상기 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열 중 적어도 하나 이상의 뉴클레오타이[0074]

드 서열의 결실, 삽입, 치환 또는 인델을 형성하는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는 방법에서 변형은 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열 중 1 bp 내지 60[0075]

bp, 예를 들면, 1 bp 내지 55 bp, 1 bp 내지 50 bp, 1 bp 내지 45 bp, 1 bp 내지 40 bp, 1 bp 내지 35 bp, 1

bp 내지 30 bp, 1 bp 내지 25 bp, 1 bp 내지 20 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 5 bp, 5 bp

내지 60 bp, 5 bp 내지 55 bp, 5 bp 내지 50 bp, 5 bp 내지 45 bp, 5 bp 내지 40 bp, 5 bp 내지 35 bp, 5 bp

내지 30 bp, 5 bp 내지 25 bp, 5 bp 내지 20 bp, 5 bp 내지 15 bp, 5 bp 내지 10 bp, 10 bp 내지 60 bp, 10 bp

내지 55 bp, 10 bp 내지 50 bp, 10 bp 내지 45 bp, 10 bp 내지 40 bp, 10 bp 내지 35 bp, 10 bp 내지 30 bp,

10 bp 내지 25 bp, 10 bp 내지 20 bp, 10 bp 내지 15 bp, 15 bp 내지 60 bp, 15 bp 내지 55 bp, 15 bp 내지 50

bp, 15 bp 내지 45 bp, 15 bp 내지 40 bp, 15 bp 내지 35 bp, 15 bp 내지 30 bp, 15 bp 내지 25 bp, 15 bp 내

지 20 bp, 20 bp 내지 60 bp, 20 bp 내지 55 bp, 20 bp 내지 50 bp, 20 bp 내지 45 bp, 20 bp 내지 40 bp, 20

bp 내지 35 bp, 20 bp 내지 30 bp, 20 bp 내지 25 bp, 25 bp 내지 60 bp, 25 bp 내지 55 bp, 25 bp 내지 50

bp, 25 bp 내지 45 bp, 25 bp 내지 40 bp, 25 bp 내지 35 bp, 25 bp 내지 30 bp, 30 bp 내지 60 bp, 30 bp 내

지 55 bp, 30 bp 내지 50 bp, 30 bp 내지 45 bp, 30 bp 내지 40 bp, 30 bp 내지 35 bp, 35 bp 내지 60 bp, 35

bp 내지 55 bp, 35 bp 내지 50 bp, 35 bp 내지 45 bp, 35 bp 내지 40 bp, 40 bp 내지 60 bp, 40 bp 내지 55

bp, 40 bp 내지 50 bp, 40 bp 내지 45 bp, 45 bp 내지 60 bp, 45 bp 내지 55 bp, 45 bp 내지 50 bp, 50 bp 내

지 60 bp, 50 bp 내지 55 bp 또는 55 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 결실을 형성하는 것일 수 있다. 

일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는 방법에서 변형은 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열 중 1 bp 내지 60[0076]

bp, 예를 들면, 1 bp 내지 55 bp, 1 bp 내지 50 bp, 1 bp 내지 45 bp, 1 bp 내지 40 bp, 1 bp 내지 35 bp, 1

bp 내지 30 bp, 1 bp 내지 25 bp, 1 bp 내지 20 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 5 bp, 5 bp

내지 60 bp, 5 bp 내지 55 bp, 5 bp 내지 50 bp, 5 bp 내지 45 bp, 5 bp 내지 40 bp, 5 bp 내지 35 bp, 5 bp

내지 30 bp, 5 bp 내지 25 bp, 5 bp 내지 20 bp, 5 bp 내지 15 bp, 5 bp 내지 10 bp, 10 bp 내지 60 bp, 10 bp

내지 55 bp, 10 bp 내지 50 bp, 10 bp 내지 45 bp, 10 bp 내지 40 bp, 10 bp 내지 35 bp, 10 bp 내지 30 bp,

10 bp 내지 25 bp, 10 bp 내지 20 bp, 10 bp 내지 15 bp, 15 bp 내지 60 bp, 15 bp 내지 55 bp, 15 bp 내지 50

bp, 15 bp 내지 45 bp, 15 bp 내지 40 bp, 15 bp 내지 35 bp, 15 bp 내지 30 bp, 15 bp 내지 25 bp, 15 bp 내

지 20 bp, 20 bp 내지 60 bp, 20 bp 내지 55 bp, 20 bp 내지 50 bp, 20 bp 내지 45 bp, 20 bp 내지 40 bp, 20

bp 내지 35 bp, 20 bp 내지 30 bp, 20 bp 내지 25 bp, 25 bp 내지 60 bp, 25 bp 내지 55 bp, 25 bp 내지 50

bp, 25 bp 내지 45 bp, 25 bp 내지 40 bp, 25 bp 내지 35 bp, 25 bp 내지 30 bp, 30 bp 내지 60 bp, 30 bp 내

지 55 bp, 30 bp 내지 50 bp, 30 bp 내지 45 bp, 30 bp 내지 40 bp, 30 bp 내지 35 bp, 35 bp 내지 60 bp, 35

bp 내지 55 bp, 35 bp 내지 50 bp, 35 bp 내지 45 bp, 35 bp 내지 40 bp, 40 bp 내지 60 bp, 40 bp 내지 55

bp, 40 bp 내지 50 bp, 40 bp 내지 45 bp, 45 bp 내지 60 bp, 45 bp 내지 55 bp, 45 bp 내지 50 bp, 50 bp 내
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지 60 bp, 50 bp 내지 55 bp 또는 55 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 삽입을 형성하는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는 방법에서 변형은 핵산 분자의 뉴클레오타이드 서열 중 1 bp 내지 60[0077]

bp, 예를 들면, 1 bp 내지 55 bp, 1 bp 내지 50 bp, 1 bp 내지 45 bp, 1 bp 내지 40 bp, 1 bp 내지 35 bp, 1

bp 내지 30 bp, 1 bp 내지 25 bp, 1 bp 내지 20 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 5 bp, 5 bp

내지 60 bp, 5 bp 내지 55 bp, 5 bp 내지 50 bp, 5 bp 내지 45 bp, 5 bp 내지 40 bp, 5 bp 내지 35 bp, 5 bp

내지 30 bp, 5 bp 내지 25 bp, 5 bp 내지 20 bp, 5 bp 내지 15 bp, 5 bp 내지 10 bp, 10 bp 내지 60 bp, 10 bp

내지 55 bp, 10 bp 내지 50 bp, 10 bp 내지 45 bp, 10 bp 내지 40 bp, 10 bp 내지 35 bp, 10 bp 내지 30 bp,

10 bp 내지 25 bp, 10 bp 내지 20 bp, 10 bp 내지 15 bp, 15 bp 내지 60 bp, 15 bp 내지 55 bp, 15 bp 내지 50

bp, 15 bp 내지 45 bp, 15 bp 내지 40 bp, 15 bp 내지 35 bp, 15 bp 내지 30 bp, 15 bp 내지 25 bp, 15 bp 내

지 20 bp, 20 bp 내지 60 bp, 20 bp 내지 55 bp, 20 bp 내지 50 bp, 20 bp 내지 45 bp, 20 bp 내지 40 bp, 20

bp 내지 35 bp, 20 bp 내지 30 bp, 20 bp 내지 25 bp, 25 bp 내지 60 bp, 25 bp 내지 55 bp, 25 bp 내지 50

bp, 25 bp 내지 45 bp, 25 bp 내지 40 bp, 25 bp 내지 35 bp, 25 bp 내지 30 bp, 30 bp 내지 60 bp, 30 bp 내

지 55 bp, 30 bp 내지 50 bp, 30 bp 내지 45 bp, 30 bp 내지 40 bp, 30 bp 내지 35 bp, 35 bp 내지 60 bp, 35

bp 내지 55 bp, 35 bp 내지 50 bp, 35 bp 내지 45 bp, 35 bp 내지 40 bp, 40 bp 내지 60 bp, 40 bp 내지 55

bp, 40 bp 내지 50 bp, 40 bp 내지 45 bp, 45 bp 내지 60 bp, 45 bp 내지 55 bp, 45 bp 내지 50 bp, 50 bp 내

지 60 bp, 50 bp 내지 55 bp 또는 55 bp 내지 60 bp의 뉴클레오타이드의 인델을 형성하는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는 방법은 뉴클레오타이드 서열의 인델을 형성하는 효울이 5%  내지[0078]

50%, 예를 들면, 5% 내지 45%, 5% 내지 40%, 5% 내지 35%, 5% 내지 30%, 5% 내지 25%, 5% 내지 20%, 5% 내지

15%, 5% 내지 10%, 10% 내지 50%, 10% 내지 45%, 10% 내지 40%, 10% 내지 35%, 10% 내지 30%, 10% 내지 25%,

10% 내지 20%, 10% 내지 15%, 15% 내지 50%, 15% 내지 45%, 15% 내지 40%, 15% 내지 35%, 15% 내지 30%, 15%

내지 25%, 15% 내지 20%, 20% 내지 50%, 20% 내지 45%, 20% 내지 40%, 20% 내지 35%, 20% 내지 30%, 20% 내지

25%, 25% 내지 50%, 25% 내지 45%, 25% 내지 40%, 25% 내지 35%, 25% 내지 30%, 30% 내지 50%, 30% 내지 45%,

30% 내지 40%, 30% 내지 35%, 35% 내지 50%, 35% 내지 45%, 35% 내지 40%, 40% 내지 50%, 40% 내지 45%, 또는

45% 내지 50%일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는 방법은 뉴클레오타이드 서열의 치환을 형성하는 효율이 1%  내지[0079]

20%, 예를 들면, 1% 내지 18%, 1% 내지 16%, 1% 내지 14%, 1% 내지 12%, 1% 내지 10%, 1% 내지 8%, 1% 내지

6%, 1% 내지 4%, 1% 내지 2%, 2% 내지 20%, 2% 내지 18%, 2% 내지 16%, 2% 내지 14%, 2% 내지 12%, 2% 내지

10%, 2% 내지 8%, 2% 내지 6%, 2% 내지 4%, 4% 내지 20%, 4% 내지 18%, 4% 내지 16%, 4% 내지 14%, 4% 내지

12%, 4% 내지 10%, 4% 내지 8%, 4% 내지 6%, 6% 내지 20%, 6% 내지 18%, 6% 내지 16%, 6% 내지 14%, 6% 내지

12%, 6% 내지 10%, 6% 내지 8%, 8% 내지 20%, 8% 내지 18%, 8% 내지 16%, 8% 내지 14%, 8% 내지 12%, 8% 내지

10%, 10% 내지 20%, 10% 내지 18%, 10% 내지 16%, 10% 내지 14%, 10% 내지 12%, 12% 내지 20%, 12% 내지 18%,

12% 내지 16%, 12% 내지 14%, 14% 내지 20%, 14% 내지 18%, 14% 내지 16%, 16% 내지 20%, 16% 내지 18%, 또는

18% 내지 20%일 수 있다.

상기 핵산을 변형하는 방법은 타겟 핵산(nucleic acid) 분자의 뉴클레오타이드(nucleotide) 서열 중 적어도 4[0080]

뉴클레오타이드의 교정 윈도우(editing window)을 형성할 수 있다. 일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는

방법은 적어도 50 뉴클레오티드, 예를 들면, 적어도 49 뉴클레오티드, 적어도 48 뉴클레오티드, 적어도 47 뉴클

레오티드,  적어도  46  뉴클레오티드,  적어도  45  뉴클레오티드,  적어도  44  뉴클레오티드,  적어도  43

뉴클레오티드, 적어도 42 뉴클레오티드, 적어도 41 뉴클레오티드, 적어도 40 뉴클레오티드, 적어도 39 뉴클레오

티드, 적어도 38 뉴클레오티드, 적어도 37 뉴클레오티드, 적어도 36 뉴클레오티드, 적어도 35 뉴클레오티드, 적

어도 34 뉴클레오티드, 적어도 33 뉴클레오티드, 적어도 32 뉴클레오티드, 적어도 31 뉴클레오티드, 적어도 30

뉴클레오티드, 적어도 29 뉴클레오티드, 적어도 28 뉴클레오티드, 적어도 27 뉴클레오티드, 적어도 26 뉴클레오

티드, 적어도 25 뉴클레오티드, 적어도 24 뉴클레오티드, 적어도 23 뉴클레오티드, 적어도 22 뉴클레오티드, 적

어도 21 뉴클레오티드, 적어도 20 뉴클레오티드, 적어도 19 뉴클레오티드, 적어도 18 뉴클레오티드, 적어도 17

뉴클레오티드, 적어도 16 뉴클레오티드, 적어도 15 뉴클레오티드, 적어도 14 뉴클레오티드, 적어도 13 뉴클레오

티드, 적어도 12 뉴클레오티드, 적어도 11 뉴클레오티드, 적어도 10 뉴클레오티드, 적어도 9 뉴클레오티드, 적

어도 8 뉴클레오티드, 적어도 7 뉴클레오티드, 적어도 6 뉴클레오티드 또는 적어도 5 뉴클레오티드의 교정 윈도

우(editing window)를 갖는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는 방법은 gRNA 표적 염기서열의 5' 말단으로부터 1 bp 내지 20 bp, 1[0081]

bp 내지 19 bp, 1 bp 내지 18 bp, 1 bp 내지 17 bp, 1 bp 내지 16 bp, 1 bp 내지 15 bp, 1 bp 내지 14 bp, 1
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bp 내지 13 bp, 1 bp 내지 12 bp, 1 bp 내지 11 bp, 1 bp 내지 10 bp, 1 bp 내지 9 bp, 1 bp 내지 8 bp, 2 bp

내지 20 bp, 2 bp 내지 19 bp, 2 bp 내지 18 bp, 2 bp 내지 17 bp, 2 bp 내지 16 bp, 2 bp 내지 15 bp, 2 bp

내지 14 bp, 2 bp 내지 13 bp, 2 bp 내지 12 bp, 2 bp 내지 11 bp, 2 bp 내지 10 bp, 2 bp 내지 9 bp, 2 bp 내

지 8 bp, 3 bp 내지 20 bp, 3 bp 내지 19 bp, 3 bp 내지 18 bp, 3 bp 내지 17 bp, 3 bp 내지 16 bp, 3 bp 내지

15 bp, 3 bp 내지 14 bp, 3 bp 내지 13 bp, 3 bp 내지 12 bp, 3 bp 내지 11 bp, 3 bp 내지 10 bp, 3 bp 내지 9

bp, 3 bp 내지 8 bp, 4 bp 내지 20 bp, 4 bp 내지 19 bp, 4 bp 내지 18 bp, 4 bp 내지 17 bp, 4 bp 내지 16

bp, 4 bp 내지 15 bp, 4 bp 내지 14 bp, 4 bp 내지 13 bp, 4 bp 내지 12 bp, 4 bp 내지 11 bp, 4 bp 내지 10

bp, 4 bp 내지 9 bp 또는 4 bp 내지 8 bp의 교정 윈도우(editing window)를 갖는 것일 수 있다.

일 구체예에 따르면, 상기 핵산을 변형하는 방법의 교정 윈도우(Editing window)는 gRNA 표적 염기서열의 5' 말[0082]

단으로부터 첫번째 위치한 시토신(C1) 내지 20번째 위치한 시토신(C20), C2 내지 C20, C3 내지 C20, C4 내지 C20, C1

내지 C19, C2 내지 C19, C3 내지 C19, C4 내지 C19, C1 내지 C18, C2 내지 C18, C3 내지 C18, C4 내지 C18, C1 내지 C17,

C2 내지 C17, C3 내지 C17, C4 내지 C17, C1 내지 C16, C2 내지 C16, C3 내지 C16, C4 내지 C16, C1 내지 C15, C2 내지

C15, C3 내지 C15, C4 내지 C15, C1 내지 C14, C2 내지 C14, C3 내지 C14, C4 내지 C14, C1 내지 C13, C2 내지 C13, C3 내

지 C13, C4 내지 C13, C1 내지 C12, C2 내지 C12, C3 내지 C12, C4 내지 C12, C1 내지 C11, C2 내지 C11, C3 내지 C11, C4

내지 C11, C1 내지 C10, C2 내지 C10, C3 내지 C10, C4 내지 C10, C1 내지 C9, C2 내지 C9, C3 내지 C9, C4 내지 C9, C1

내지 C8, C2 내지 C8, C3 내지 C8 또는 C4 내지 C8,범위에서 염기 교정을 나타내는 것일 수 있다.

발명의 효과

일 양상에 따른 융합 단백질, 이의 폴리펩타이드, 및 이를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템에 의하면, 효과적인 염[0083]

기 교정을 할 수 있다. 또한, 폴리펩타이드의 크기가 작아 Cas 단백질과 결합이 용이하고, 세포치료제로 활용하

는 경우 벡터를 통한 전달이 용이한 효과가 있다. 

또한, 이를 통해 인델을 유도하는 경우, 인델 효율 및 인델이 형성되는 뉴클레오타이드의 크기도 증가하여 유전[0084]

자의 넉아웃(knock-out)에 효과적으로 활용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 SsdA와 기존 염기교정기술에 사용되던 다른 탈아미노효소와 구조적/진화적으로 다름을 보여주는 모식도[0085]

이다.

도 2는 서열번호 4의 염기서열을 갖는 단일가닥 DNA에 SsdA를 처리하여 탈아미노화 시키고, UDG와 NaOH를 처리

하여 단일가닥 DNA를 절단 과정을 나타낸 그림 및 SsdA의 탈아미노화 여부를 확인한 웨스턴 블랏 결과를 나타낸

사진이다. 

도 3는 표적 DNA의 타겟 사이트에서 Cas 단백질, SsdA 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스

템의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이다: 도 3a는 RNF2 DNA의 타겟 사이트에서 Cas 단백질, SsdA 및 가이드

폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이고, 도 3b는 HEK2 DNA의

타겟 사이트에서 Cas 단백질, SsdA 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효

율을 나타낸 그래프이다.

도 4는 Cas9(D10A)-SsdA 융합 단백질, Cas9(D10A)-SsdA-UGI 융합 단백질, dCas9-SsdA 융합 단백질, 및 dCas9-

SsdA-UGI 융합 단백질 각각의 세포 독성을 나타낸 그래프이다.

도 5는 Cas9 및 SsdA 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효율 및 인델 형성 효율을 나타낸

그래프이다:

도  5a는  Cas9(D10A)-SsdA  융합  단백질,  Cas9(D10A)-SsdA-UGI  융합  단백질,  dCas9-SsdA  융합  단백질,  또는

dCas9-SsdA-UGI 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, HEK4, 및 RNF2에서 염기 교정

효율 및 인델 형성 효율을 나타낸 그래프이고, 도 5b는 cjCas9(D8A)-SsdA 융합 단백질, cjCas9(D8A)-SsdA-UGI

융합  단백질,  또는  cjCas9(L58Y/D900K)(D8A)-SsdA-UGI  융합  단백질을  포함하는  CRISPR-Cas  시스템  각각의

EPAS1_e2, EPAS1_e5, HIF_e8, HIF_e9, 및 TFPi에서의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이며, 도 5c는 Uracil-

DNA glycosylase (UDG) 발현 억제 세포주에서 cjCas9(D8A)-SsdA 융합 단백질, cjCas9(D8A)-SsdA-UGI 융합 단백

질,  또는  cjCas9(L58Y/D900K)(D8A)-SsdA-UGI  융합  단백질을  포함하는  CRISPR-Cas  시스템  각각의  EPAS1_e2,
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EPAS1_e5, HIF_e8, HIF_e9, 및 TFPi에서의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이다.

도 6는 SsdA와 Uracil glycosylase inhibitor (UGI)가 Cas 단백질의 C 말단, N 말단, 그리고 N, C 말단 양쪽에

결합된 융합 단백질을 제조하기 위한 플라스미드를 나타낸 모식도이다. 

도 7은 SsdA와 Cas 단백질의 결합 위치에 따른 염기 교정 효율 확인한 그래프이다: 

도  7a는  Cas9(D10A)-SsdA  융합  단백질(SsdA-C),  SsdA-Cas9(D10A)  융합 단백질(SsdA-N,  SsCBE),  또는 SsdA-

Cas9(D10A)-SsdA(SsdA-NC) 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, HEK4, RNF2, FANCF,

TYRO3, CCR5, 또는 EMX1 에서 시토신 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이고, 도 7b는 SsdA-Cas9(D10A) 융합단백

질(SsdA-N, SsCBE)의 C 말단, N 말단, 그리고 C, N 말단 양쪽에 한 개 또는 두 개의 UGI를 결합한 융합단백질을

포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, HEK4, RNF2, FANCF, TYRO3, CCR5, 또는 EMX1 에서 시토신 염

기 교정 효율을 나타낸 그래프이며, 도 7c는 염기 교정 효율이 현저히 높은 UGI를 N 말단에 두 개 결합한 UGI-

UGI-SsdA-Cas9(D10A) 융합단백질(SsCBE-UGI-N2) 또는 UGI를 N, C 말단 양쪽에 두 개씩 결합한 UGI-UGI-SsdA-

Cas9(D10A)-UGI-UGI  융합단백질(SsCBE-UGI-N2C2)에 대하여 정확함 염기 교정 효율 비교를 위해 표적 위치 20

종 (HEK2-1,  HEK2-2,  HEK2-3,  HEK2-4,  HEK3-1,  HEK3-2,  HEK3-3,  HEK3-6,  HEK3-7,  HEK3-8,  HEK4-1,  HEK4-2,

HEK4-3, HEK4-4, HEK4-5, HEK4-6, HEK4-7, HEK4-8, RNF2-3, RNF2-4)에서 시토신 염기 교정 효율을 나타낸 그래

프이고, 도 7d는 도7c에서 보인 20 종의 표적 위치에 대한 염기 교정에 대하여 염기 교정 기술의 특징인 염기

교정 범위(Editing window)를 분석하여 나타낸 그래프이다.

도 8은 표적 위치(HEK2, HEK3, HEK2-2, HEK3-8, HEK4-2, 또는 HEK4-7 사이트)에서 UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A) 융

합단백질(SsCBE-UGI-N2), BE3 및 BE4max의 치환 빈도(substitution frequency)(%)를 나타낸 그래프이다.

도 9는 Cas9(D10A)-SsdA(G54D)-UGI  융합 단백질, Cas9(D10A)-SsdA(G54D) 융합 단백질, dCas9-SsdA(G54D)-UGI

융합 단백질 또는 dCas9-SsdA(G54D) 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, 및 HEK4에

서 염기 교정 효율 및 인델 형성 효율을 나타낸 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 예시적으로 설명하기 위한 것으로 본 발[0086]

명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. 플라스미드 클로닝(plasmid cloning)[0088]

서열번호 1의  아미노산 서열을 갖는 His6-SsdA  및  서열번호 3의  아미노산 서열을 갖는 SsdAI를 인코딩하는[0089]

gBlock 이중 가닥 DNA 단편 (Integrated DNA Technologies) 및 박테리아 발현 벡터 pET-28b(+) DNA(Novagen)을

XbaI  및 XhoI  제한 효소(New England  Biolabs)로 각각 37  ℃에서 3시간 동안 처리하였다. 그 후, 선형화된

pET-28b 벡터를 아가로스 겔 추출(Geneall)을 사용하여 정제하고 퀵 리가제(New England Biolabs)를 사용하여

상기 gBlock 이중 가닥 DNA 단편과 연결하였다.

그리고, pCMV  plamid  DNA를 사용하여, PCR  증폭을 통해 Cas9와 UGI의 코딩 서열(coding  sequence)을 얻고,[0090]

Gibson Assembly Master Mix(New England Biolabs)를 사용하여 gBlock에서 SsdA 서열을 증폭하고 pCMV 플라스

미드로 서브클론하였다.

서열번호 1의 PAAR-domin-containing protein 아미노산 서열 및 서열번호 3의 SsdAI 아미노산 서열을 표 2에[0091]

나타내었다.

표 2

[0092] 아미노산 서열 서열번호

SsdA
protein(PAA
R-domin-
containing
protein)

MSAAARVNDPIEHTGSLTGLLAGLAIGAIGAALVVGTGGLAAVAIVGASAATGAGVGQLIGSLSCCNHQTGQI
VSGSSNVYINGEPAARAHADQAKCDEHTSRPQVIAQGSSNVYINGHPAARVGDRTACDAKIVVGSSNVFIGGG
TETTDPINPEVPELLERSILLVGLASAVVLASPVIVIAGLVGGIAGGTVGSMGGAQLFGEGTDGQKLMAFGGA
LLGGGLGAKGGKWFDTRYDIKVQGVGSNLGNLKITPKGAAKVSNIAESEAALGRASQARADLPQSKELKVKTV
SSNDKKTLSGWGNKKPEGYERISAEQVKAKSEEIGHEVKSHPYDRDYKGQYFSSHAEKQMSIASPNHPLGVSK
PMCTDCQGYFSQLAKYSKVEQTVADPKAIRIFKTDGSVETIMRSE

서열번호 1

SsdAI
protein

MNNKSKVLIEKLLLEVAKSPEGELILPLRKLLWNTITEDETAAKKKAILTALDVMCVRQGVNFWIKKFGDNEP
LNYILNIALETAEGKFDESKALGLRDEFYVSIVEDQEYEVEEYPAMFVGHAAANTIARAVDDFQFEPYDHRVD
RDLDPEGFESSYLVASAFAGGLSEDGDPKLRRAFWEWYLSIAVPQVV

서열번호 3

공개특허 10-2024-0055677

- 16 -



실시예 2. SsdA의 정제(purification)[0093]

실시예 1에서 클로닝한 SsdA 단백질을 대장균 BL21을 사용하여 정제하였다.[0094]

보다 구체적으로, pET-28b-His6-SsdA-SsdAI를 0.5mM IPTG를 사용하여 대장균 BL21에 투여하고, Ni-NTA 아가로[0095]

스 비드(Qiagen)를 사용하여 His6-SsdA 및 SsdAI 복합 단백질을 정제하였다. 그리고 His6-SsdA를 SsdAI로부터

분리하기 위해, His6-SsdA 및 SsdAI 복합 단백질을 변성 완충액(8M urea, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 500mM NaCl

및 1mM DTT)으로 변성시킨 후, 4 ℃에서 16 시간 동안 배양하였다. 변성된 단백질 복합체를 포함하는 현탁액 완

충액을 Ni-NTA 아가로스 비드(Qiagen)와 혼합하고 중력 흐름 컬럼(gravity-flow column)에 로딩하여 결합되지

않은 SsdAI를 제거하였다. 그 후, 요소(6 M, 4 M, 2 M, 1 M 및 0 M)의 농도가 감소하는 변성 완충액을 SsdA의

리폴딩(refolding)을 위해 처리하였다. Ni-NTA 아가로스 비드에 결합된 리폴딩된 단백질을 300 mM 이미다졸을

함유하는 용출 완충액으로 용리시킨 후, 용출된 단백질을 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, 및

40%(w/v)  글리세롤을 이용하여 투석(dialysis)하고, Amicon  Ultra-15  Centrifugal  Filter  Unit(Millipore)을

사용하여 농축하였다. 그리고 His6-SsdA 단백질의 농도를 SDS-PAGE로 분석하였다.

실시예 3. 세포 배양 및 형질감염(transfection)[0097]

HEK293T  세포(ATCC  CRL-11268)를 10%  소태아혈청(fetal  bovine  serum:  FBS)  및 1%  페니실린/스트렙토마이신[0098]

(Welgene)이 포함된 Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)에서 보존한 뒤, 상기 HEK293T 세포를 웰 밀도

당 6 x 10
4
 세포로 TC 처리된 48웰 플레이트(Corning Life Sciences)에 시딩하였다. 시딩 후 24 시간이 경과한

뒤, 약 60% 세포 컨플루언시에서 500 ng의 플라스미드(250 ng의 Cas9-SsdA 발현 플라스미드 및 250 ng의 gRNA

발현 플라스미드) 및 1.5 uL의 Lipofectamine 2000(Thermo Fisher Scientific)을 사용하여 형질감염을 수행하

였다. 그리고 형질감염된 세포를 37 ℃에서 3 일 동안 인큐베이션하고, 용해 완충액(pH 7.5의 10 mM Tris-HCl,

0.05% SDS, 100 mg/mL 프로테이나제 K; QIAGEN)을 사용하여 세포를 직접 용해하여 게놈 DNA를 제조하였다. 상기

세포 용해물을 56 ℃에서 30분 동안 인큐베이션하고, 99 ℃에서 15 분 동안 추가로 인큐베이션하여 Proteinase

K를 비활성시켰다.

실시예 4. 타겟 딥 시퀀싱(deep sequencing) 및 데이터 분석[0100]

표적 부위를 PCR을 수행하여 증폭하였고(총 2 또는 3 회), Illumina MiniSeq 또는 iSeq 100 시퀀싱 시스템을[0101]

통해 시퀀싱을 수행하였다.

보다 구체적으로, 3 mL의 세포 용해물 또는 1 mL의 분리된 게놈 DNA를 1차 PCR에 적용한 후, 1차 PCR 생성물 1[0102]

mL를 2차 PCR에 사용하였다. Illumina TruSeq HT 이중 인덱스 어댑터 시퀀스를 1 mL의 2차 PCR 산물을 사용하

여 인덱스 PCR 프라이머 쌍으로 부착하였다. PCR 앰플리콘의 크기를 2% 아가로스 겔에서 확인하였으며 앰플리콘

은  Illumina  MiniSeq  또는  iSeq  100  시퀀싱  시스템을  사용하였다.  표적  심층  시퀀싱  분석은

MAUND(https://github.com/ibscge/maund)를  사용하여  수행하였으며  모든  결과는  Cas-

Analyzer(http://www.rgenome.net/cas-analyzer/)로 확인하였다.

실시예 5. SsdA의 단일 가닥 DNA에서의 시토신의 탈아미노화 확인[0104]

SsdA가 단일 가닥 DNA의 시토신(Cytosine) 염기를 우라실(Uracil)로 전환하는지 확인하기 위해, FAM을 포함하는[0105]

단일 가닥 DNA에 SsdA를 처리하였다.

보다 구체적으로,  서열번호 4의  염기 서열(5'-  Aaaaaaaaaaaaaaagcgaaaaaaaaaaaaaaaaa-3')을  갖는 단일 가닥[0106]

DNA에 1 내지 200 nM의 SsdA를 37 ℃에서 1 시간 처리한 뒤, 우라실 글리코실레이즈(Uracil DNA Glycosylase:

UDG)를 37 ℃ 조건에서 30 분 동안 처리하여 우라실로 변화된 DNA 염기를 제거하여 abasic site를 만들었다. 그

후, 100 mM NaOH를 처리하고, 95 ℃ 조건에서 2 분 동안 인큐베이션하여 abasic site를 절단하였다. 그리고 그

절단 여부를 웨스턴 블랏을 통해 확인하고, 그 결과를 도 2에 나타내었다.

도 2는 서열번호 4의 염기서열을 갖는 단일가닥 DNA에 SsdA를 처리하여 탈아미노화 시키고, UDG 와 NaOH를 처리[0107]
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하여 단일가닥 DNA를 절단 과정을 나타낸 그림 및 SsdA의 탈아미노화 여부를 확인한 웨스턴 블랏 결과를 나타낸

사진이다. 

도 2에 나타낸 바와 같이, 단일가닥 DNA에 SsdA, UDG 및 NaOH를 처리하였을 때만 DNA 절단이 발생하는 것을 확[0108]

인하였다. 이는 SsdA가 단일 가닥 DNA의 시토신을 탈아미노화시켜 우라실로 효과적으로 전환시켜줄 수 있음을

의미한다. 

실시예 6. Cas 단백질, SsdA 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효율 확인[0110]

Cas 단백질, SsdA 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효율을 확인하기 위[0111]

해, 표적 DNA(RNF2 및 HEK2)에 SsdA, dCas9 및 gRNA를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템을 처리하여 시토신의 탈아

미노화의 형성 여부를 확인하였다. 상기 표적 DNA(RNF2 및 HEK2)의 염기서열은 표 3에 나타내었다.

표 3

표적 DNA[0112] 타겟 사이트(target site) 서열 번호

RNF2 GTC3ATC6TTAGTC12ATTACCTGAGG 서열번호 5

HEK2 GAAC4AC6AAAGC11ATAGACTGCGGG 서열번호 6

보다 구체적으로, RNF2 DNA 및 HEK2 DNA 각각에 100 nM Cas9, 300 nM sgRNA, 및 40 nM SsdA를 처리한 후 37 ℃[0113]

에서 8 시간 동안 인큐베이션하고, 표적 DNA의 타겟 위치에서 시토신의 우라실로의 전환을 유도하였다. 그리고,

8 시간 후 RNase와 Protease K를 처리하여 sgRNA, Cas9, 및 SsdA를 제거하였다. 그리고 qiagen DNA extraction

kit을 이용하여 DNA를 정제(DNA purification)하였다. 그 후 타겟 사이트를 포함하는 프라이머(primer)를 사용

하여 PCR을 진행한 후 Deep sequencing을 통하여 염기 교정 효율을 측정하고 그 결과를 도 3에 나타내었다.

도 3은 표적 DNA의 타겟 사이트에서 Cas 단백질, SsdA 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스[0114]

템의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이다:

도 3a는 RNF2 DNA의 타겟 사이트에서 Cas 단백질, SsdA 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시[0115]

스템의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이고, 도 3b는 HEK2 DNA의 타겟 사이트에서 Cas 단백질, SsdA 및 가이드

폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이다.

도 3a에 나타낸 바와 같이, RNF2를 타겟하는 gRNA를 사용하였을 경우, 시토신의 우라실로의 전환 효율이 C3에서[0116]

는 약 7%, C12에서는 약 11%로 나타남을 확인하였다. 또한, 도 3b에 나타낸 바와 같이, HEK2를 타겟하는 gRNA를

사용하였을 경우에는 C4, C6, 및 C11에서 시토신의 우라실로의 전환 효율이 약 18 내지 19% 로 나타남을 확인하

였다. 

이는, 상기 CRISPR-Cas 시스템이 DNA 이중 가닥 중에 한쪽 가닥에서만 유전자 편집을 발생시킬 수 있고, 이에[0117]

따라 최대 염기 교정 효율이 50%임을 고려하였을 때, 이와 같은 결과는 상당히 높은 수준의 염기 교정 효율을

나타냄을 의미한다.

또한, 이에 추가로, 상기 Cas 단백질, SsdA 및 가이드 폴리뉴클레오티드를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템에 의해[0118]

발생한 염기 전환이 시토신에서 우라실로의 전환이 맞는지 확인하기 위해, 탈아미노화된 DNA에 우라실 특이적

제거  효소인  Uracil-Specific  Excision  Reagent(USER)  효소를  처리하고,  PCR을  통해  타겟  사이트를

증폭하였다. 그 결과, 시토신이 우라실로 전환된 리드(read)의 수가 없어지는 것을 확인하였다. 

이와 같은 결과는, 상기 CRISPR-Cas 시스템이 시토신을 우라실로 효과적으로 전환시키는 것을 의미한다. [0119]

실시예 7. Cas 단백질 및 SsdA를 포함하는 융합 단백질의 세포 독성 확인[0121]

Cas 단백질, SsdA 및 UGI를 포함하는 융합 단백질의 세포 독성을 확인하고 그 결과를 도 4에 나타내었다.[0122]

CRISPR-Cas 시스템의 SsdA가 진핵세포 내에서 독성이 있는지 확인하기 위해서 Cas9(D10A)와 결합한 단백질을 발[0123]

현하는 플라스미드를 제작하였다. 그리고, HEK293 세포를 48 웰 플레이트(well plate)에 6 x 10
4
 cell/well 농
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도로 분주한 후 상기 플라스미드를 HEK293 세포에 형질감염(transfection)하였다. 형질주입하고 48시간 후 살아

있는 세포를 트립신화(trypsinization)하여 헤모사이토미터(hemacytometer)를 이용하여 HEK293 세포의 수를 카

운팅하였다.

도 4는 Cas9(D10A)-SsdA 융합 단백질, Cas9(D10A)-SsdA-UGI 융합 단백질, dCas9-SsdA 융합 단백질, 및 dCas9-[0124]

SsdA-UGI 융합 단백질 각각의 세포 독성을 나타낸 그래프이다.

도 4에 나타낸 바와 같이, Cas9, SsdA 및 UGI를 포함하는 융합 단백질의 경우, 세포 독성이 거의 없음을 확인하[0125]

였다.

실시예 8. Cas 단백질 및 SsdA를 포함하는 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효율 및 인[0127]

델 형성 효율 확인 

CRISPR-Cas  시스템의  SsdA가  진핵세포  내에서 시토신 탈아미노화를 효과적으로 일으키는지 확인하기 위해서[0128]

Cas9과  결합한  단백질을  발현하는  플라스미드를  제작하여  HEK293  세포에  형질감염(transfection)하였다.

그리고, 형질 주입된 세포로부터 표적 위치(HEK2, HEK3, HEK4, RNF2, EPAS1_e2, EPAS1_e5, HIF_e8, HIF_e9, 또

는 TFPi 사이트)의 염기서열을 PCR로 증폭하고 차세대염기서열분석법(NGS)를 이용하여 변이의 도입 여부 및 인

델 형성 여부를 분석하고, 그 결과를 도 5에 나타내었다. 

Cas9은 spCas9(Cas9(D10A))  또는 cjCas9(D8A)을 사용하였다. Uracil-DNA glycosylase(UDG) 발현 억제 세포주[0129]

(UNG  KD)는 UDG를 넉다운(knockdown)하는 shRNA(5'-GTCTACAGACATAGAGGATTT  -3:  서열번호 7) 발현 플라스미드

및  HIV  기반  패키징  플라스미드(유전자:  Gag/Pol,  Rev,  VSV-G  포함)를  Opti  MEM(Invitrogen)에서

Lipofectamine 3000(Invitrogen) 시약과 혼합하여 HEK293 세포를 형질감염시킴으로써 제조하였다.

도 5는 Cas9 및 SsdA 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템의 염기 교정 효율 및 인델 형성 효율을 나타낸[0130]

그래프이다:

도  5a는  Cas9(D10A)-SsdA  융합  단백질,  Cas9(D10A)-SsdA-UGI  융합  단백질,  dCas9-SsdA  융합  단백질,  또는[0131]

dCas9-SsdA-UGI 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, HEK4, 및 RNF2에서의 염기 교

정 효율 및 인델 형성 효율을 나타낸 그래프이고, 도 5b는 cjCas9(D8A)-SsdA 융합 단백질, cjCas9(D8A)-SsdA-

UGI 융합 단백질, 또는 cjCas9(L58Y/D900K)(D8A)-SsdA-UGI 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의

EPAS1_e2, EPAS1_e5, HIF_e8, HIF_e9, 및 TFPi에서의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이며, 도 5c는 Uracil-

DNA glycosylase (UDG) 발현 억제 세포주에서 cjCas9(D8A)-SsdA 융합 단백질, cjCas9(D8A)-SsdA-UGI 융합 단백

질,  또는  cjCas9(L58Y/D900K)(D8A)-SsdA-UGI  융합  단백질을  포함하는  CRISPR-Cas  시스템  각각의  EPAS1_e2,

EPAS1_e5, HIF_e8, HIF_e9, 및 TFPi에서의 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이다.

도 5a에 나타낸 바와 같이, Cas9(D10A)-SsdA-UGI의 경우 HEK2, HEK3, HEK4, and RNF2 사이트 모두에서 4 내지[0132]

11%의 시토신 염기교정을 일으키는 것을 확인하였으며, 표적 위치에서 염기서열의 인델이 형성되는 것을 확인하

였다. 또한, dCas9-SsdA-UGI의 경우 1 내지 3.5% 수준으로 시토신 염기교정이 일어나는 것을 확인하였으며, 인

델은 형성되지 않음을 확인하였다. 

도 5b에 나타낸 바와 같이, cjCas9(D8A)-SsdA-UGI, 및 cjCas9(L58Y/D900K)(D8A)-SsdA-UGI의 경우 모두 약 3%의[0133]

염기 교정을 일으키는 것을 확인하여, UGI가 결합하지 않은 융합 단백질 대비 향상된 염기교정 효율을 보임을

확인하였다. 

도 5c에 나타낸 바와 같이, UDG 발현 억제 세포주에서는 cjCas9(D8A)-SsdA-UGI 및 cjCas9(L58Y/D900K)(D8A)-[0134]

SsdA-UGI의 경우 모두 약 15 % 정도의 염기교정 효율을 보여, UGI가 결합하지 않은 cjCas9(D8A)-SsdA 융합 단

백질 대비 현저히 향상된 염기교정 효율을 보임을 확인하였다.

표 4는 Cas9(D10A)-Ssda-UGI와 HEK2 표적 gRNA에 의해 발생한 염기교정된 서열을 분석한 결과를나타낸 것이다.[0135]

표 4

서열[0136] read 서열번호

GGAAACTGGAACACAAAGCATAGACTGCGGGGCGGGCCA 3,912 (WT) 서열번호 8

GGAAACTGGAACATAAAGCATAGACTGCGGGGCGGGCCA 237 서열번호 9

GGAAACTGGAATATAAAGCATAGACTGCGGGGCGGGCCA 103 서열번호 10
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GGAAACTGGAATACAAAGCATAGACTGCGGGGCGGGCCA 61 서열번호 11

GGAAACTGGAACACAAAGTATAGACTGCGGGGCGGGCCA 29 서열번호 12

실시예 9. SsdA와 Cas 단백질의 결합 위치에 따른 염기 교정 효율 확인[0137]

세포 내 DNA에서 시토신 탈아미노화를 일으키면 이를 수선하는 단백질로 Uracil-DNA glycosylase(UDG)가 잘 알[0138]

려져 있다. SsdA가 실제로 세포 내 DNA에서 시토신 탈아미노화를 일으키는 것을 정확히 확인하기 위해 먼저 UDG

를 녹아웃한 HEK293 세포주(HEK293 UDG-KO)를 제작하였다.

SsdA가 Cas 단백질의 C 말단, N 말단, 그리고 N, C 말단 양쪽에 결합된 융합 단백질의 염기 교정 효율 및 인델[0139]

형성 효율을 확인하기 위해, SsdA의 위치를 달리하여 융합 단백질을 제조하고, 이를 통해 염기 교정 효율 및 인

델 형성 효율을 확인하였다.

보다 구체적으로, 도 6과 같은 pCMV 플라스미드를 제작하고, 이를 실시예 3에 따라 각 표적 위치에 대한 gRNA와[0140]

함께 HEK293 UDG-KO 세포로 도입하였다. 그리고, 형질 주입된 세포로부터 표적 위치(HEK2, HEK3, HEK4, RNF2,

FANCF, TYRO3, CCR5, 또는 EMX1 사이트)의 염기서열을 PCR로 증폭하고 차세대염기서열분석법 (NGS)를 이용하여

변이의 도입여부 및 인델 형성 여부를 분석하고, 그 결과를 도 7에 나타내었다

도 6은 SsdA와 Uracil glycosylase inhibitor (UGI)가 Cas 단백질의 C 말단, N 말단, 그리고 N, C 말단 양쪽에[0141]

결합된 융합 단백질을 제조하기 위한 플라스미드를 나타낸 모식도이다. 

도 7은 SsdA와 Cas 단백질의 결합 위치에 따른 염기 교정 효율 확인한 그래프이다: [0142]

도 7a는  Cas9(D10A)-SsdA  융합  단백질(SsdA-C),  SsdA-Cas9(D10A)  융합 단백질(SsdA-N,  SsCBE),  또는 SsdA-[0143]

Cas9(D10A)-SsdA(SsdA-NC) 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, HEK4, RNF2, FANCF,

TYRO3, CCR5, 또는 EMX1 에서 시토신 염기 교정 효율을 나타낸 그래프이고,도 7b는 SsdA-Cas9(D10A) 융합단백

질(SsdA-N, SsCBE)의 C 말단, N 말단, 그리고 C, N 말단 양쪽에 한 개 또는 두 개의 UGI를 결합한 융합단백질을

포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, HEK4, RNF2, FANCF, TYRO3, CCR5, 또는 EMX1 에서 시토신 염

기 교정 효율을 나타낸 그래프이며, 도 7c는 염기 교정 효율이 현저히 높은 UGI를 N 말단에 두 개 결합한 UGI-

UGI- SsdA-Cas9(D10A) 융합단백질(SsCBE-UGI-N2); 또는 UGI를 N, C 말단 양쪽에 두 개씩 결합한 UGI-UGI-SsdA-

Cas9(D10A)-UGI-UGI 융합단백질(SsCBE-UGI-N2C2);에 대하여 정확함 염기 교정 효율 비교를 위해 표적 위치 20

종 (HEK2-1,  HEK2-2,  HEK2-3,  HEK2-4,  HEK3-1,  HEK3-2,  HEK3-3,  HEK3-6,  HEK3-7,  HEK3-8,  HEK4-1,  HEK4-2,

HEK4-3, HEK4-4, HEK4-5, HEK4-6, HEK4-7, HEK4-8, RNF2-3, RNF2-4)에서 시토신 염기 교정 효율을 나타낸 그래

프이고, 도 7d는 도 7c에서 보인 20 종의 표적 위치에 대한 염기 교정에 대하여 염기 교정 기술의 특징인 염기

교정 범위(Editing window)를 분석하여 나타낸 그래프이다.

상기 표적 유전자의 타겟 사이트의 염기서열은 표 5에 나타내었다.[0144]

표 5

표적 DNA[0145] 타겟 사이트 (taregt site) 서열번호

HEK2 GAACACAAAGCATAGACTGC 18

HEK2-1 CCAGCCCGCTGGCCCTGTAA 19

HEK2-2 GCTGGCCCTGTAAAGGAAAC 20

HEK2-3 GTTTCCTTTACAGGGCCAGC 21

HEK2-4 GCACTTGTTTGCAGCTATTC 22

HEK3 GGCCCAGACTGAGCACGTGA 23

HEK3-1 CTGCTTCTCCAGCCCTGGCC 24

HEK3-2 CCCTGGCCTGGGTCAATCCT 25

HEK3-3 GACTGAGCACGTGATGGCAG 26

HEK3-6 CTTCCTCCAGAGGGCGTCGC 27

HEK3-7 CAGGACAGCTTTTCCTAGAC 28

HEK3-8 CAGCTCCTGCACCGGGATAC 29

HEK4 GGCACTGCGGCTGGAGGTGG 30

HEK4-1 GGGGCACCGCGGCGCCCCGG 31

HEK4-2 GCGGCGCCCCGGTGGCACTG 32

HEK4-3 CGCCCCGGTGGCACTGCGGC 33

HEK4-4 TCCCTTCCTTCCACCCAGCC 34
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HEK4-5 CCCTGCCTGTCATCCTGCTT 35

HEK4-6 GCAGTGCCACCGGGGCGCCG 36

HEK4-7 CTCCAGCCGCAGTGCCACCG 37

HEK4-8 ACCTCCAGCCGCAGTGCCAC 38

RNF2 GTCATCTTAGTCATTACCTG 39

RNF2-3 TACACGTCTCATATGCCCCT 40

RNF2-4 TCAACCATTAAGCAAAACAT 41

EMX1 GTCACCTCCAATGACTAGGG 42

FANCF GGAATCCCTTCTGCAGCACC 43

TYRO3 GGCCACACTAGCGTTGCTGC 44

CCR5 TGACATCAATTATTATACAT 45

도 7a에 나타낸 바와 같이, Cas의 C 말단에 SsdA를 결합한 SsdA-Cas9(D10A)(SsdA-C);의 경우 시토신 염기교정[0146]

효율은 N 말단 또는 N, C 말단 양쪽에 결합한 경우 대비 다소 감소하는 것을 확인하였다. 반면, Cas의 N 말단에

SsdA를 결합하는 경우(SsdA-N, SsCBE), 염기 교정 효율이 상승하는 것을 확인하였다.

도 7b에 나타난 바와 같이 염기 교정 효율이 높은 SsdA-Cas9(D10A)(SsdA-N, SsCBE);에 UGI를 추가로 결합한 경[0147]

우 UGI가 없을 때보다 염기 교정 효율이 상승하였으며, UGI를 N 말단에 두 개 결합한 UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A)

융합단백질(SsCBE-UGI-N2); 또는 UGI를 N, C 말단 양쪽에 두 개씩 결합한 UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A)-UGI-UGI 융

합단백질(SsCBE-UGI-N2C2);의 경우 염기교정 효율이 현저히 상승하는 것을 확인하였다. 

도  7c에  나타난  바와  같이,  염기  교정  효율이  가장  높은  UGI를  N  말단에  두  개  결합한  UGI-UGI-SsdA-[0148]

Cas9(D10A)  융합단백질(SsCBE-UGI-N2);  또는  UGI를  N,  C  말단  양쪽에  두  개씩  결합한  UGI-UGI-SsdA-

Cas9(D10A)-UGI-UGI 융합단백질(SsCBE-UGI-N2C2);에 대하여 20 종의 표적 위치에서 비교한 결과, UGI를 N 말단

에 두 개 결합한 UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A) 융합단백질(SsCBE-UGI-N2);이 조금 더 상승된 염기 교정 효율을 나

타내는 것을 확인하였다. 

도  7d에  나타난  바와  같이,  염기  교정  효율이  가장  높은  UGI를  N  말단에  두  개  결합한  UGI-UGI-SsdA-[0149]

Cas9(D10A)  융합단백질(SsCBE-UGI-N2);  또는  UGI를  N,  C  말단  양쪽에  두  개씩  결합한  UGI-UGI-SsdA-

Cas9(D10A)-UGI-UGI 융합단백질 (SsCBE-UGI-N2C2);에 대하여 20 종의 표적 위치에서 염기 교정 범위 (Editing

window)를 비교한 결과, gRNA 표적 염기서열의 5' 말단으로부터 4bp 내지 8 bp 사이의 위치에서 높은 염기 교정

효율을 나타내는 것을 확인하였다. 

실시예 10. 야생형 HEK293 세포에서 UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A) 융합단백질(SsCBE-UGI-N2)를 이용한 염기 교정능[0151]

확인

염기 교정능이 가장 높은 것으로 확인된 UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A)  융합단백질(SsCBE-UGI-N2);에 따른 야생형[0152]

HEK293 세포에서도 염기 교정 효율이 나타나는지 확인하였다. 

보다 구체적으로, UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A) 융합단백질(SsCBE-UGI-N2);과 기존의 BE3 또는 BE4max를 실시예 3[0153]

에 따라 각 표적 위치에 대한 gRNA와 함께 HEK293 세포로 도입하였다. 그리고 형질 주입된 세포로부터 표적 위

치(HEK2, HEK3, HEK2-2, HEK3-8, HEK4-2, 또는 HEK4-7 사이트)의 염기서열을 PCR로 증폭하고 차세대염기서열분

석법 (NGS)를 이용하여 변이의 도입여부 및 인델 형성 여부를 분석하고, 그 결과를 도 8에 나타내었다.

도 8은 표적 위치(HEK2, HEK3, HEK2-2, HEK3-8, HEK4-2, 또는 HEK4-7 사이트)에서 UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A) 융[0154]

합단백질(SsCBE-UGI-N2), BE3 및 BE4max의 치환 빈도(substitution frequency)(%)를 나타낸 그래프이다.

도  8에  나타난  바와  같이  UGI-UGI-SsdA-Cas9(D10A)  융합단백질(SsCBE-UGI-N2);은  6  종의  표적  위치(HEK2,[0155]

HEK3, HEK2-2, HEK3-8, HEK4-2, 또는 HEK4-7 사이트)에서 성공적으로 염기 교정 효능을 나타내었다. 

실시예 11. SsdA 변이체를 이용한 CRISPR-Cas 시스템의 세포 독성 및 염기 교정능 확인[0157]

SsdA의 변이체에 따른 세포 독성 및 염기 교정능을 확인하기 위해, 불활성화된 SsdA를 제작하고, 이에 따른 효[0158]

과를 확인하였다.
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보다 구체적으로, SsdA의 촉매활성부위에 G54D 변이를 도입한 뒤, 상기 변이가 발생한 SsdA 단백질을 Cas9에 결[0159]

합하고 세포 내 기능을 확인하였다. 그리고 그 결과를 도 9에 나타내었다. SsdA의 촉매활성부위의 G54D 변이는

서열번호 1의 아미노산 서열(PAAR domaomn-containing protein)에서 G302D 변이이다. 구체적으로, 상기 SsdA의

촉매활성부위의 G54D 변이는 서열번호 17의 서열을 가진 것 일 수 있다. 상기 SsdA의 촉매활성부위의 G54D 변이

의 아미노산 서열은 표 6에 나타내었다.

표 6

[0160] 아미노산 서열 서열번호

SsdA의 촉매활성부위의
G54D 변이 서열

KVSNIAESEAALGRASQARADLPQSKELKVKTVSSNDKKTLSDWGNKKPEGYERISAEQVKAKSEEIGHE
VKSHPYDRDYKGQYFSSHAEKQMSIASPNHPLGVSKPMCTDCQGYFSQLAKYSKVEQTVADPKAIRIFKT
DGSVETIMRSE

17

도 9는 Cas9(D10A)-SsdA(G54D)-UGI  융합 단백질, Cas9(D10A)-SsdA(G54D) 융합 단백질, dCas9-SsdA(G54D)-UGI[0161]

융합 단백질 또는 dCas9-SsdA(G54D) 융합 단백질을 포함하는 CRISPR-Cas 시스템 각각의 HEK2, HEK3, 및 HEK4에

서 염기 교정 효율 및 인델 형성 효율을 나타낸 그래프이다.

도 9에 나타낸 바와 같이, SsdA의 G54D 변이는 Cas9(D10A)와 결합하는 경우 UGI 유무와 상관없이 인델이 약 18[0162]

내지 34%의 매우 높은 효율로 나타나는 것을 확인하였다. 이는 SsdA(G54D)는 UGI 기능에 상관없이 표적 위치에

서 인델을 더 높은 효율로 일으킬 수 있음을 의미한다.

또한, SsdA(G54D)를 사용하는 경우, 세포 내 독성이 현저히 감소하였을 뿐만 아니라, 결실 되는 염기서열의 크[0163]

기가 현저히 증가되는 것을 확인하였다.

표 7은 SsdA(G54D)-Cas9(D10A)에 의해 발생한 염기 교정된 서열을 분석한 결과를 나타낸 것이다.[0164]

표 7에 나타낸 바와 같이, SsdA(G54D)-Cas9(D10A)에 의해 발생한 indel 서열을 분석한 결과, 통상적으로 1bp의[0165]

결실을 형성하는 Cas9과는 달리, SsdA(G54D)-Cas9(D10A)의 경우 결실 되는 염기서열의 크기가 현저히 증가되는

것을 확인하였다. 이러한 결과는 SsdA(G54D)를 포함하는 CRISPR-Cas 시스템은 Cas9만을 이용한 시스템보다 유전

자 녹아웃 효율이 증가할 수 있음을 의미한다. 

표 7

서열[0166] read 서열번호

AATTTTCCAGCCCGCTGGCCCTGTAAAGGAAACTGGAACACAAAGCATAGACTGCGGGG
CGGGCCAGCCTGAATA

1,010 (WT) 서열번호 13

AATTTTCCAGCCTGAATA 503 서열번호 14

AATTTTCCAGCCCGCTGGCCCTGTAAAGGAAACTGGAACACAAAGCGGGGCGGGCCAGC
CTGAATA

354 서열번호 15

AATTTTCCAGCCCGCTGGCCCTGTAAAGGAAACTGGAACACAAAGCATA 349 서열번호 16
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