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명 세 서

청구범위

청구항 1 

TAZ(Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) 또는 이의 작용제(agonist)를 유효성분으로 포함하

는, 염증성 피부질환 예방 또는 치료용 약학적 조성물. 

청구항 2 

청구항 1에 있어서,

상기  염증성  피부질환은  건선(psoriasis),  과각화증(hyperkeratosis),  어린선(ichthyosis),  아토피  피부염

(atopic  dermatitis),  모공성각화증(keratosis  pilaris),  광선각화증(actinic  keratoses),  지루각화증

(seborrheic  keratoses),  천포창(pemphigus),  티눈(corns),  사마귀(warts),  및 편평태선(lichen planus)으로

이루어진 군에서 선택되는 것인, 약학적 조성물.

청구항 3 

청구항 1에 있어서,

상기 약학적 조성물은 TCTP(Translationally controlled tumor protein)의 발현 수준을 감소시키는 것인, 약학

적 조성물. 

청구항 4 

청구항 3에 있어서,

상기 TCTP 발현 수준의 감소는 TCTP의 안정성을 감소시키는 것에 의한 것인, 약학적 조성물. 

청구항 5 

청구항 3에 있어서,

상기 TCTP 발현 수준의 감소는 비장에서 TCTP의 발현 수준이 감소하는 것인, 약학적 조성물.

청구항 6 

청구항 1에 있어서,

상기 염증성 피부질환은 이미퀴모드(Imiquimod)에 의해 유발된 것인, 약학적 조성물. 

청구항 7 

청구항 1에 있어서,

상기 염증성 피부질환은 지질다당류(lipopolysaccharide)에 의해 유발된 것인, 약학적 조성물. 
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청구항 8 

TAZ(Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) 또는 이의 작용제(agonist)를 유효성분으로 포함하

는, 염증성 피부질환 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물.

청구항 9 

청구항 8에 있어서,

상기  염증성  피부질환은  건선(psoriasis),  과각화증(hyperkeratosis),  어린선(ichthyosis),  아토피  피부염

(atopic  dermatitis),  모공성각화증(keratosis  pilaris),  광선각화증(actinic  keratoses),  지루각화증

(seborrheic  keratoses),  천포창(pemphigus),  티눈(corns),  사마귀(warts),  및 편평태선(lichen planus)으로

이루어진 군에서 선택되는 것인, 건강기능식품 조성물.

청구항 10 

하기 단계를 포함하는 염증성 피부질환 치료제의 스크리닝 방법:

(a) In vitro 상에서 세포에 후보 물질을 처리하는 단계;

(b) 상기 후보 물질 처리 후 TCTP의 발현 수준을 측정하는 단계; 및

(c)  후보물질  비처리군에  비해  TCTP의  발현  수준을  감소시키는  물질을  염증성  피부질환  치료제로  결정하는

단계.

청구항 11 

청구항 10에 있어서,

상기  (b)  단계의  발현  수준은  면역침강법(immunoprecipitation),  방사능면역분석법(RIA),  효소면역분석법

(ELISA),  면역조직화학분석법(immunohistochemical  analysis),  RealTime-PCR,  qRT-PCR,  웨스턴 블롯(Western

Blotting), 및 유세포 분석법(FACS)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 방법으로 측정하는 것인,

염증성 피부질환 치료제의 스크리닝 방법.

청구항 12 

청구항 10에 있어서,

상기 (b) 단계의 발현 수준 측정은 비장에서 이루어지는 것인, 염증성 피부질환 치료제의 스크리닝 방법.

청구항 13 

청구항 10에 있어서,

상기  염증성  피부질환은  건선(psoriasis),  과각화증(hyperkeratosis),  어린선(ichthyosis),  아토피  피부염

(atopic  dermatitis),  모공성각화증(keratosis  pilaris),  광선각화증(actinic  keratoses),  지루각화증

(seborrheic  keratoses),  천포창(pemphigus),  티눈(corns),  사마귀(warts),  및 편평태선(lichen planus)으로

이루어진 군에서 선택되는 것인, 염증성 피부질환 치료제의 스크리닝 방법.

발명의 설명

기 술 분 야
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TAZ 또는 이의 작용제를 유효성분으로 포함하는 염증성 피부질환 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

건선(Psoriasis)을 비롯한 염증성 피부질환은 유전적, 환경적, 면역학적인 원인에 의해 발생하고, 피부 가장 바[0002]

깥에서 보호벽 역할을 하는 각질층에 이상이 생긴 것으로 건조한 기후에서 더욱 심해지는 질환이다. 이들의 주

요 증상은 심한 가려움증, 피부건조, 발진, 진물, 부스럼딱지, 비늘 같은 껍질이 있는 피부(인비늘) 등으로 주

로 만성 피부염증이 동반된다. 가려움에 의한 환자의 긁는 행동으로 인해서 피부장벽이 붕괴되고 2차 감염을 유

발하여 염증이 더욱 악화될 수 있다.

건선은 단순히 피부에만 영향을 주는 것이 아니라, 광범위한 전신성 염증 면역반응을 수반하고 있어 다양한 장[0003]

기와 기관에서의 염증 반응을 유발하여 기능에 장해를 일으킬 수 있다. 이러한 건선을 치료하기 위한 위해 수많

은 연구 개발이 진행되고 있으나(국내공개특허: 2021-0154983), 이러한 연구는 단순히 피부에 나타나는 건선의

증상에 집중하는 것이 대부분이다. 따라서, 건선의 이러한 광범위한 전신성 염증을 제어할 수 있는 기술의 개발

이 필요한 실정이다.

발명의 내용

해결하려는 과제

일 양상은 TAZ(Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) 또는 이의 작용제(agonist)를 유효성분[0004]

으로 포함하는, 염증성 피부질환 예방, 치료 또는 개선용 조성물을 제공하는 것이다.

다른 양상은 하기 단계를 포함하는 염증성 피부질환 치료제의 스크리닝 방법: (a) In vitro 상에서 세포에 후보[0005]

물질을 처리하는 단계; (b) 상기 후보 물질 처리 후 TCTP의 발현 수준을 측정하는 단계; 및 (c) 후보물질 비처

리군에 비해 TCTP의 발현 수준을 감소시키는 물질을 염증성 피부질환 치료제로 결정하는 단계를 제공하는 것이

다.

그러나, 본 발명이 해결하고자 하는 과제는 이상에서 언급한 과제로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다른[0006]

과제들은 아래의 기재로부터 해당 기술분야의 통상의 지식을 가진 자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

일 양상은 TAZ(Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) 또는 이의 작용제(agonist)를 유효성분[0007]

으로 포함하는, 염증성 피부질환 예방, 치료 또는 개선용 조성물을 제공하는 것이다.

상기 본 명세서에서 용어, "TAZ(Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif)"는 14-3-3 단백질과 상[0008]

호작용하는 세포 단백질로 동정된 바 있으며, WWTR1으로도 명명될 수 있다. TAZ는 또한 근육 세포 내 인슐린수

용체 물질(the insulin  receptor  substrate:  IRS)과 근육세포-특이적인 상호작용을 수행하여, 포도당 항상성

조절에 활용될 수 있다. 따라서, 상기 TAZ는 TAZ 유전자에 의해 암호화된 단백질일 수 있다.

상기  TAZ  단백질을  코딩하는  유전자의  서열은,  사람의  경우  GeneBank  Accession  No.  NM_000116.5,[0009]

NM_001303465.1,  NM_181311.3,  NM_181312.3,  또는  NM_181313.3,  마우스의  경우,  NM_001173547.2,

NM_001242615.2, NM_001242616.2, NM_001290738.1, 또는 NM_181516.6로부터 수득되는 서열일수 있다. 상기 TAZ

단백질의  아미노산  서열은  GeneBank  Accession  No.  NP_001161753,  NP_001161753,  NP_001335291.1,

NP_000107.1, NP_001290394.1, NP_851828.1, NP_851829.1, 또는 NP_851830.1로부터 수득되는 아미노산 서열일

수 있다. 상기 핵산 서열 또는 아미노산 서열과 일부 핵산 서열 또는 아미노산 서열이 일치하지 않더라도, 생물

학적으로 동등한 활성을 갖는 핵산 서열 또는 아미노산 서열은 TAZ의 mRNA 또는 단백질로 간주될 수 있다.

상기 TAZ는 TAZ 유전자를 의미할 수 있고, 그 외에도 TAZ 유전자가 암호화하는 폴리펩티드를 의미하는 것일 수[0010]

있다.

상기 약학적 조성물은 TAZ 유전자, TAZ 단백질 또는 TAZ 작용제 외에 본 약학적 조성물이 목적으로 하는 주 효[0011]

과를 손상시키지 않는 범위 내에서, 바람직하게는 주 효과에 상승 효과를 줄 수 있는 다른 성분 등을 포함할 수

있다.

또한, 상기 약학적 조성물은 투여를 위해서 상기 기재한 유효성분 외에 추가로 약학적으로 허용 가능한 담체,[0012]

부형제 및 희석제를 더 포함할 수 있다.
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예를 들어, 담체, 부형제 및 희석제로는 락토오스, 텍스트로오스, 수크로오스, 소르비톨, 만니톨, 자일리톨, 에[0013]

리스리톨, 말티톨, 전분, 아카시아 고무, 알지네이트, 젤라틴, 칼슘 포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로오스,

메틸셀룰로오스, 미정질 셀룰로오스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸히드록시벤조에이트, 프로필히드록시벤조에이

트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트, 광물유 등을 사용할 수 있으며, 표적 기관에 특이적으로 작용할 수 있도록

표적 기관 특이적 항체 또는 기타 리간드를 상기 담체와 결합시켜 사용할 수 있다.

상기 약학적 조성물은 공지의 방법에 따라 다양한 비경구 또는 경구 투여용 형태로 제조될 수 있다. 비경구 투[0014]

여용 제형의 대표적인 것으로는 에어로졸 제형, 주사용 제형이 있을 수 있다.

경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되며, 이러한 고형제제는 상기 유효[0015]

성분에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면, 전분, 칼슘 카보네이트, 수크로오스 또는 락토오스, 젤라틴 등

을 혼합하여 조제된다. 또한, 단순한 부형제 이외에도 마그네슘 스테아레이트, 탈크와 같은 윤활제들도 사용될

수 있다.

경구투여를 위한 액상제제에는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데, 흔히 사용되는 단순 희석제인[0016]

물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러가지 부형제, 예를 들면, 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제 등이 포함될 수 있다.

비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제, 좌제가 포함된다. 비[0017]

수성용제, 현탁제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌글리콜, 올리브오일과 같은 식물성 오일, 에틸올레이트와 같

은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔, 마크로골, 트윈 61, 카카오지, 라우린

지, 글리세로젤라틴 등이 사용될 수 있다. 그러나, 이에 제한되는 것은 아니며, 일 양상에 따른 약학적 조성물

은 당해 기술분야의 공지된 방법이라면 제한 없이 사용하여 목적에 맞게 제제화할 수 있다.

상기 약학적 조성물의 유효 투여량은 환자의 나이, 성별 체중에 따라 달라질 수 있으나 0.0001 내지 100mg/kg으[0018]

로 투여할 수 있으며, 바람직하게는 0.001 내지 10mg/kg으로 투여될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 약학적 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여될 수 있으며, 0.0001 내지 100mg/kg으로 투여할 수 있고,[0019]

바람직하게는 0.001 내지 10mg/kg으로 투여될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 투여량은 환자의 나이,

성별, 체중, 건강상태, 식이, 투여기간, 투여방법, 질환의 중증도 등에 따라 변화될 수 있다.

다른 양상은 TAZ(Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) 또는 이의 작용제(agonist)를 유효성[0020]

분으로 포함하는, 염증성 피부질환 예방 또는 개선용 건강기능식품 조성물을 제공한다.

일 양상에 따른 염증성 피부질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품에 있어서, 상기 TAZ 또는 이의 작용제를 건[0021]

강기능식품의  첨가물로 사용하는 경우 이를 그대로 첨가하거나 다른 식품 또는 식품성분과 함께 사용할 수

있고, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용할 수 있다. 유효 성분의 혼합양은 예방, 건강 또는 치료 등의 각 사

용 목적에 따라 적합하게 결정할 수 있다.

건강기능식품의 제형은 산제, 과립제, 환, 정제, 캡슐제의 형태뿐만 아니라 일반 식품 또는 음료의 형태 어느[0022]

것이나 가능하다.

상기 식품의 종류에는 특별히 제한은 없고, 상기 물질을 첨가할 수 있는 식품의 예로는 육류, 소세지, 빵, 쵸콜[0023]

렛, 캔디류, 스넥류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류, 아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료

수, 차,  드링크제, 알콜 음료 및 비타민 복합제 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 식품을 모두 포함할 수

있다.

일반적으로, 식품 또는 음료의 제조시에 상기 TAZ 또는 이의 작용제를 첨가하는 경우 섭취에 적절한 양으로 첨[0024]

가할 수 있다. 그러나, 건강 및 위생을 목적으로 하거나 또는 건강 조절을 목적으로 하는 장기간의 섭취의 경우

에는 보다 낮은 수준으로 첨가할 수 있으며, 또한 본 발명은 천연물로부터의 분획물을 이용하는 점에서 안전성

면에서 문제가 없으므로 상기 범위 이상의 양으로도 사용할 수 있다.

일 양상에 따른 건강기능식품 중 음료는 통상의 음료와 같이 여러 가지 향미제 또는 천연 탄수화물 등을 추가[0025]

성분으로 함유할 수 있다. 상술한 천연 탄수화물은 포도당, 과당과 같은 모노사카라이드, 말토스, 슈크로스와

같은 디사카라이드 및 덱스트린, 사이클로덱스트린과 같은 폴리사카라이드, 자일리톨, 소르비톨, 에리트리톨 등

의 당알콜일 수 있다. 감미제로서는 타우마틴, 스테비아 추출물과 같은 천연 감미제나, 사카린, 아스파르탐과

같은 합성 감미제 등을 사용할 수 있다. 상기 천연 탄수화물의 비율은 본 발명에 따른 음료 100 mL당 약 0.01 ~

0.04 g, 바람직하게는 약 0.02 ~ 0.03 g일 수 있다.
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상기 외에 일 양상에 따른 염증성 피부질환의 예방 또는 개선용 건강기능식품은 여러 가지 영양제, 비타민, 전[0026]

해질, 풍미제, 착색제, 펙트산 및 그의 염, 알긴산 및 그의 염, 유기산, 보호성 콜로이드 증점제, pH 조절제,

안정화제, 방부제, 글리세린, 알콜, 탄산음료에 사용되는 탄산화제를 함유할 수 있다. 그 밖에 본 발명의 수면

개선용 조성물은 천연 과일쥬스, 과일쥬스 음료 및 야채 음료의 제조를 위한 과육을 함유할 수 있다. 이러한 성

분은 독립적으로 또는 혼합하여 사용할 수 있다. 이러한 첨가제의 비율은 제한되지 않으나 본 발명의 건강기능

식품 100 중량부 대비 0.01 ~ 0.1 중량부의 범위에서 선택되는 것이 일반적이다.

또 다른 양상은 상기 약학적 조성물을 개체에 투여하는 단계를 포함하는 염증성 피부질환의 치료 방법을 제공하[0027]

는 것이다.

상기 개체는 인간을 제외한 포유동물일 수 있고, 바람직하게는 침팬지, 고릴라, 원숭이, 개, 고양이, 소 또는[0028]

쥐일 수 있다.

또 다른 양상은 상기 약학적 조성물의 염증성 피부질환 치료 용도를 제공하는 것이다.[0029]

또 다른 양상은 하기 단계를 포함하는 염증성 피부질환 치료제의 스크리닝 방법을 제공하는 것이다.[0030]

(a) In vitro 상에서 세포에 후보 물질을 처리하는 단계;[0031]

(b) 상기 후보 물질 처리 후 TCTP의 발현 수준을 측정하는 단계; 및[0032]

(c)  후보물질  비처리군에  비해  TCTP의  발현  수준을  감소시키는  물질을  염증성  피부질환  치료제로  결정하는[0033]

단계.

상기  (b)  단계의  발현  수준은  면역침강법(immunoprecipitation),  방사능면역분석법(RIA),  효소면역분석법[0034]

(ELISA),  면역조직화학분석법(immunohistochemical  analysis),  RealTime-PCR,  qRT-PCR,  웨스턴 블롯(Western

Blotting), 및 유세포 분석법(FACS)으로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나의 방법으로 수행되는 것이 바

람직하나, 당업자에게 알려진 단백질 발현 정도를 측정하는 방법이면 제한없이 사용할 수 있다.

또한, 상기 (b) 상기 후보 물질 처리 후 TCTP의 발현 수준을 측정하는 단계는 측정하는 타겟 장기가 한정되지[0035]

않으나, 비장에서 TCTP의 발현 수준을 측정하는 것일 수 있다.

발명의 효과

본 발명은 TAZ(Transcriptional coactivator with PDZ-binding motif) 또는 이의 작용제(agonist)를 유효성분[0036]

으로 포함하는, 염증성 피부질환 예방 또는 치료용 조성물에 관한 것이다. 본 발명의 조성물은 TCTP의 안정성을

조절함으로써, 건선을 비롯한 피부염증성 질환을 효율적으로 개선할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 TAZ 단백질의 구조를 나타낸 도이다.[0037]

도 2는 건선 발생된 피부의 병리학을 나타낸 도이다.

도 3은 마우스에 건선을 유발시키는 전략 및 이에 따라 건선이 유발된 마우스의 체중 변화를 나타낸 도이다.

도 4는 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹의 귀 및 등의 피부의 염증 상태를 확인한 도이다.

도 5는 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹의 등 및 귀의 상태를 촬영한 도이다.

도 6은 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹의 등 및 귀 피부조직을 H&E (헤마톡실린 및 에오신), Trichrome

(콜라겐), 및 Sirius red (콜라겐) 염색한 다음 관찰한 결과이다.

도 7은 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹에서 흉선을 채취한 다음 촬영 및 무게 분석, 그리고 유세포 분석

을 수행하여 T 세포의 정상적 분화 성숙 특징을 확인한 도이다. 

도 8은 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹의 비장을 채취하여 촬영하고 비장 및 림프절의 총 세포수 증가를

확인한 도이다.

도 9는 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹의 비장 및 림프절을 채취한 다음, CD3으로 염색하고 T 세포의 변

화를 유세포 분석을 수행한 결과를 나타낸 도이다.

도 10은 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹의 비장 단백질 및 혈중 단백질을 채취하여 TCTP 단백질의 발현을
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확인한 도이다.

도 11은 건선 유발 실험에 사용된 마우스 그룹의 등 및 귀 피부 조직에서 TCTP 단백질 변화를 확인한도이다.  

도 12는 상기 비장 세포에서 TCTP 발현세포를 유세포측정법으로 분석한 결과를 나타낸 도이다.

도 13은 상기 비장 세포에 LPS, CHX 및 MG132를 처리한 다음, 면역블롯을 수행하여 TCTP 발현 변화를 확인한 도

이다.

도  14는  대조군(WT),  TAZ  KO군(TAZ  KO),  TAZ를  재도입한  KO  (KO/T)  MEF  세포를

확보하여면역형광실험,면역블롯, 및 유세포 분석법을 수행하여 TCTP 발현 변화를 확인한 결과를 나타낸 도이다.

도 15는 상기 MEF 세포에 CHX를 처리한 다음, TCTP 단백질 변화를 확인한 도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0038]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다. 

본 명세서에서 사용된 바와 같이, 단수 형태는 문맥상 다른 경우를 분명히 지적하는 것이 아니라면, 복수의 형[0039]

태를 포함할 수 있다. 또한, 본 명세서에서 사용되는 경우 “포함한다(comprise, include)”및/또는 “포함하는

(comprising, including)”은 언급한 형상들, 숫자, 단계, 동작, 부재, 요소 및/또는 이들 그룹의 존재를 특정

하는 것이며, 하나 이상의 다른 형상, 숫자, 동작, 부재, 요소 및/또는 그룹들의 존재 또는 부가를 배제하는 것

이 아니다.

실시예[0041]

실시예 1. 실험 및 재료 준비[0042]

1-1. 항체[0043]

실험에  사용된  항체는  Abcam  (Cambridge,  MA,  USA),  Santa  Cruz  Biotecnology  (Dallase,  TX,  USA),  Cell[0044]

signaling, Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA), BioLegend (San Diego, CA, USA) 및 BD Biosciences (NJ,

USA)에서 구매하였다. 실험에 사용한 구체적인 항체의 목록은 하기 표 1에 나타낸 바와 같다.

표 1

Antibody[0045] catalog company application dilution
factor/conc

TAZ 560235 BD Pharmingen IF 1:100

TCTP ab37506 Abcam IB, IF, 

IHC, FACS

1:500 ~ 1:3000

b-actin sc-47778 Santa Cruz IB 1:1000

Alexa Fluor
TM
488, 

Goat anti-Rat IgG (H+L) 

A11006 Invitrogen IHC 1:500

Alexa Fluor
TM
488, 

Goat anti-rabbit IgG (H+L)

A11008 Invitrogen IHC , FACS 1:500

Alexa Fluor
TM
647, 

Goat anti-mouse IgG (H+L)

A21235 Invitrogen IHC 1:500

APC Rat IgG1, κ Isotype Ctrl 400412 Biolegend FACS 1:500

APC anti-mouse CD25 Antibody 102012 Biolegend FACS 1:500

FITC Mouse IgG1, κ

Isotype Control　

550616 BD Pharmingen FACS 1:500

FITC anti-mouse/human 

CD45R/B220

103206 Biolegend FACS 0.5 

PE Hamster 

Anti-Mouse CD3e

553064 BD Pharmingen FACS 1:500
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1-2. 프라이머 [0047]

실험에 사용된 프라이머 서열은 하기 표 2에 나타낸 바와 같다.[0048]

표 2

Primer[0049] Sequence

IL-17a F GCT CCA GAA GGC CCT CAG A

IL-17a R AGC TTT CCC TCC GCA TTG A

IL-22 F TTG AGG TGT CCA ACT TCC AGC A

IL-22 R AGC CGG ACA TCT GTG TTG TTA

Foxp3 F GGC CCT TCT CCA GGA CAG A　

Foxp3 R GCT GAT CAT GGC TGG GTT GT

IFNg F AGC AAC AGC AAG GCG AAA A

IFNg R CTG GAC CTG TGG GTT GTT GA

RORgt F ACC TCC ACT GCC AGC TGT GTG CTG TC

RORgt R TGA CGC GTG CAG GAG TAG G

TCTP F ACC GAA AGC ACA GTA GTC ACC

TCTP R AGT CAC ACC ATC TTC ACG G

b-actin F AGA GGG AAA TCG TGC GTG AC

b-actin R CAA TAG TGA TGA CCT GGC CG

1-3. 실험용 동물[0051]

Jackson Laboratory (Minneapolis, MN, US)에서 구입한 WT C57BL/6 마우스와 TAZ 결핍 마우스(KO)는 기존에 알[0052]

려진 대로 제조되었다. 모든 쥐는 이화여자대학교의 특정 무병원체 동물시설에서 사육 및 관리되었다. 모든 동

물은 통제된 조건(온도 22 ± 2 °C, 습도 60 ± 5%, 조명 12시간 명/12시간 암) 하에 사육되었으며, 모든 동물

실험은 이화여자대학교 동물실험실 관리 및 사용위원회 의 승인을 받았다. 지침(IACUC 19-031, 21-072)에 따라

실시되었다.

1-4. 이미퀴모드 처리에 의한 건선 유발 마우스의 제조[0054]

마우스 실험은 야생형(WT) 마우스(수컷, 8~12주령, 25~30g) 및 TAZ 결핍(KO) 마우스(수컷, 8~12주령, 20~25g)[0055]

를 사용하여 실험을 수행했다. 마우스 그룹은 WT, TAZ KO, 이미퀴모드(imiquimod, IMQ)를 처리한 WT(WT + IMQ)

및 이미퀴모드를 처리한 TAZ  KO(TAZ  KO  +  IMQ)로 나누어 구성하였다. 이미퀴모드를 처리한 그룹의 경우, 5%

IMQ(Aldara 크림) 62.5 mg을 제모된 등 피부와 왼쪽 귀에 처리하였다. 이미퀴모드를 처리하지 않은 그룹의 경우

같은 양의 바셀린을 처리하였다. 

상기 마우스 그룹은 PASI(The Psoriasis Area and Severity Index) 점수 시스템을 사용하여 5일동안 피부의 염[0056]

증 수준을 평가하였으며, 상기 평가 기준에는 피부 두께, 체중 감소 등도 포함하였다. 치료 전 피부 두께는 다

이얼 두께 측정기(Peacock G1-A, Ozaki MFG. Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 사용하였다. 

1-5. 세포 배양[0058]

① 비장세포 배양[0059]

마우스로부터 얻은 비장을 RPMI 1640 배지(Hyclone, Logan, VA, USA)가 담긴 30 mm 배양 접시에 넣었다. 비장[0060]

용 반투명 슬라이드 유리를 사용하여 조직을 갈아준 다음, 현탁액을 50ml 원뿔형 튜브로 옮겼다. 그리고 현탁액

을 1,000rpm에서 3분간 회전시킨 후 RBC 용해 완충액으로 적혈구를 용해했다. 용해된 현탁액을 70um 스트레이너

로 여과한 다음, 새로운 50ml 원뿔형 튜브로 옮겨주었다. 10% 열 불활성화 소 태아 혈청(FBS, Gendepot, Katy,
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TX, USA)이 포함된 충분한 RPMI 1640 배지로 다시 중화한 다음, 재현탁하였다. 얻은 총 비장 세포를 배양 플레

이트 웰에 플레이팅(5 x 10
6
cells/ml )했다.

② 섬유아세포 배양[0062]

마우스 섬유아세포(Mouse Embryonic Fibroblast)를 야생형 및 TAZ 결핍 마우스 배아로부터 분리한 다음, 10%[0063]

FBS가 포함된 Dulbecco's Modified Eagle's Medium(DMEM, Hyclone, Logan, VA, USA)에서 배양했다.

1-6. 조직학적 분석[0065]

마우스의 등, 귀 등의 조직을 부인 용액(bouin`s solution)에 3-4시간 고정한 다음, 밤새 4%의 포름알데히드를[0066]

포함한 PBS로 고정하였다. 그 다음 파라핀에 매립하였다. 매립된 조직을 슬라이드 유리 위에 자동 회전 마이크

로톰을 사용하여 4um 두께의 슬라이스로 절개했다. 피부 절편을 Neo-Clear(Merck Millipore, MA, USA)로 파라

핀 제거하고 무수 알코올로 70% 알코올로 재수화시킨 후 증류수로 세척하였다. 세척된 피부 절편은 Hematoxylin

과 Eosin(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA )으로 염색했다. 콜라겐 염색에는 trichrome 염색 키트(DAKO)와

Sirius red 염색 키트(Abcam)를 사용하였다.

1-7. 면역형광 염색[0068]

① 조직 염색[0069]

파라핀  포매된  피부  조직을  코팅된  슬라이드  글라스(Matsunami,  Japan)  위에서  4um  두께의  슬라이스로[0070]

절단했다. 피부 절편을 파라핀에서 제거한 다음 재수화했다.  항원 검색을 10mM 시트르산나트륨 완충액(pH 6.

0)으로 수행하고 PBS 중 1% Triton-X-100으로 투과화시키고 PBST에서 3% BSA로 차단하고 각각 1%로 희석된 TAZ

및 TCTP에 특이적인 1차 항체로 염색했습니다. 4°C에서 하룻밤 동안 PBST의 BSA PBST로 3회 세척한 후 슬라이

드를 Alexa 647, 488 염소 항-마우스 및 염소 항-토끼(Invitrogen)와 함께 암실에서 실온조건으로 40분 동안 배

양했다. 핵은 DAPI(1ug/ml)로 염색하였다. 이미지는 Aryscan을 사용하여 공초점 현미경 Zeiss LSM880을 분석한

다음, ZEN5 소프트웨어(Zeiss, Oberkochen, Germany)로 처리했다.

② MEF 세포 염색[0072]

MEF  세포를  0.01%  폴리-L-리신(Sigma-Aldrich)으로  코팅된  커버  슬립이  포함된  24웰  플레이트에서[0073]

배양했습니다. 세포를 PBS 중 4% 파라포름알데히드로 20분 동안 고정시키고, PBS 중 0.1% Triton X-100에서 10

분 동안 투과화시키고, PBST 중 3% BSA로 30분 동안 차단시켰습니다. 세포를 1차 항체 YAP, TAZ, TCTP와 함께 4

°C에서 밤새 배양했습니다. PBST로 3회 세척하고 Alexa 647, 488 2차 항체와 함께 40분 동안 배양했습니다. 그

런 다음 핵을 DAPI로 5분 동안 염색하고 형광 장착 매체로 장착했습니다. 이미지는 Aryscan을 사용하여 공초점

현미경 Zeiss LSM880을 분석하고 ZEN5 소프트웨어(Zeiss, Oberkochen, Germany)로 처리했습니다.

1-8. 면역블롯 분석[0075]

마우스 조직 또는 배양 세포에서 단백질을 추출하고, 10% 글리세롤, 25mM Tris(pH 7. 5), 150mM NaCl, 1% NP-[0076]

40, 1% 데옥시콜산나트륨, 0.1% SDS, 50mM NaF, 1mM PMSF, 1mM DTT, 1mM Na₃VO₄, 프로테아제 억제제 칵테일

(Roche, BS, SUI) 및 12,000rpm에서 4°C에서 10분 동안 원심분리했다.

환원 또는 비환원 조건에서 용해물에 SDS-PAGE를 실시하고 니트로셀룰로오스 멤브레인으로 옮겼다. 3%  BSA와[0077]

0.1% tween-20을 TBS로 차단한 후, 멤브레인을 1차 항체와 함께 4°C에서 하룻밤 배양하고 양 고추냉이 과산화

효소 결합 2차 항체(horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies)와 ECL 웨스턴 블롯팅 시약으로

배양했으며, 결과는 Image J 소프트웨어로 정량 분석하였다.
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1-9. 유세포 분석 [0079]

림프절 및 비장의 단일 세포 현탁액을 PE, FITC 또는 APC와 접합된 항체를 사용하여 염색했다. 고정된 세포는[0080]

항-TCTP  및 알렉사 488-항-토끼 IgG(Alexa  488-anti-rabbit  IgG)  또는 알렉사 633-항-토끼(Alexa 633-anti-

rabbit)를 사용하여 염색했다. 염색된 세포는 유세포 분석기 및 Cell Quest Pro 분석을 사용하여 분석했다. 모

든 분석은 10,000개의 살아있는 세포를 게이팅하여 수행했다. 모든 분석의 음성 대조군으로는 FITC, PE 또는

APC Isotype Ctrl을 사용했다.

1-10. 단백질 안정성 분석[0082]

비장에서 얻은 단일 세포 현탁액을 5 x 세포/ml의 밀도로 6개의 웰에 플레이트했다. 모든 웰에서 지질다당류[0083]

(LPS, 1 ug/ml)를 24시간 동안 자극한 다음, MG132(20 uM) 및 사이클로헥시미드(CHX, 20 ug/ml)를 수확 6시간

및 4시간 전에 처리했다. 수확한 세포를 RIPA 용해 완충액을 사용하여 용해한 다음, SDS-PAGE를 통해 단백질을

검출했다. 각 밴드의 강도는 Image J 소프트웨어를 통해 b-actin으로 정규화하여 분석했다. MEF 세포에서는 LPS

자극 없이 MG132와 CHX만 처리했다. 폴리-L-라이신으로 코팅된 커버 슬라이드가 포함된 24개의 웰에 MEF 세포를

1 x 10
6
cells/ml의 밀도로 시드하고 면역 형광 염색을 통해 단백질을 확인했다.

실시예 2. TAZ 유전자 유무에 따른 건선 증상 확인[0085]

실험은 4 그룹으로 나누어 진행하였다. 야생형(WT) 및 TAZ KO 그룹에 IMQ를 처리 유무를 달리하며 총 4개의 그[0086]

룹으로 실험군을 준비하였다. 각 그룹은 그룹당 n=5로 3회 반복하여 실험을 수행하였다. IMQ는 5일 동안 지속적

으로 처리하였고, 대조군은 바셀린을 동일한 방법으로 처리하였다. IMQ 및 바셀린 모두 처리전 매일 체중을 측

정하였고, Day 0의 수치를 100%로 설정하여 체중변화를 확인하였다(도 3).

PASI(Psoriasis Area Severity Index)를 활용하여 체중, 등 피부 두께 변화, 스케일링(각 4점)을 평가하여 총[0087]

12점을 부여하였다. IMQ 비처리 군의 경우, WT와 TAZ 결핍 마우스 사이에 유의한 수준의 차이가 관찰되지 않았

다(도 4). 그러나, IMQ로 처리된 마우스 그룹의 경우, WT와 TAZ 결핍 마우스 사이에 현저한 수준의 차이과 확인

되었다. 구체적으로, TAZ KO 마우스에 IMQ를 처리했을 때, 체중 변화에 대한 민감도가 높아졌으며 더 심한 건선

유발이 관찰되었다. 또한 시각적으로 등쪽 피부가 1일 차부터 두꺼워졌으며, 3일 차부터는 귀의 극적인 변화도

관찰되었다. 5일 차에 마우스를 관찰했을 때, WT 마우스에 IMQ를 처리한 그룹은 등 피부의 붉은 부위에서는 부

분적인 발적과 각질분리가 관찰되었으나(도 5), TAZ KO 마우스에 IMQ를 처리한 그룹은 WT 마우스에 비해 더 많

은 각질이 발견되고, 전체 피부의 발적이 증가한 것으로 확인되었다. 귀 분석에서도, TAZ KO 마우스에서 더 큰

발적과 더 뚜렷한 피부 각질분리가 관찰되었다.

피부의 두께를 확인했을 때에도, IMQ를 처리하지 않은 그룹의 경우, 유의한 수준의 차이가 확인되지 않았으며[0088]

(도 6), IMQ를 처리한 그룹들의 경우에도 진피층 두께에는 유의미한 차이가 확인되지 않았다. 그러나, IMQ를 처

리한 그룹의 경우, TAZ KO 마우스가 WT 마우스에 비하여 표피층의 두께가 전체적으로 두꺼워진 것으로 확인되었

다.

상기와 같은 결과는 TAZ가 결핍된 마우스에서 유발된 건선이 대조군에 비해 현저히 증가하였음을 보여주었다.[0089]

이에 따라 TAZ 유전자가 건선의 감수성에 영향을 주는 것으로 보아, 건선발병과정에서 관찰되는 면역 염증 반응

에 TAZ 유전자의 효과를 확인하기 위한 실험을 수행하였다.

실시예 3. TAZ 유전자 유무에 따른 염증 반응 확인[0091]

우선, 내인성 면역체계(intrinsic immune system)에 차이가 있는지 알아보기 위해 흉선을 채취하여 크기와 무게[0092]

를 확인하였다. 그 결과, IMQ 비처리 그룹의 경우, 두 그룹 사이에 유의한 수준의 차이가 확인되지 않았다. 따

라서 TAZ 결핍은 내인성 면역체계에 영향을 미치지 않음을 확인하였다. IMQ을 처리했을 때에도, 염증으로 인해

흉선 위축이 발생하는 것은 확인되었으나, 야생형 및 TAZ KO 그룹간의 차이도 확인되지 않았다. 또한 T 세포의

성숙 동안 생성되는 CD4/CD8 double positive 세포와 CD4 T, CD8 T single positive 세포 생성 모두 야생형 및

TAZ KO 그룹 사이에 차이가 나타나지 않았다 (도 7). 
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말단에서의 면역반응의 변화를 확인하기 위하여 비장과 림프절을 확인한 결과, IMQ 처리에 의해 비장 비대증이[0093]

관찰되었으며, 비장 및 림프절을 구성하는 총 면역세포의 숫자가 증가하였음을 확인하였다. 또한, TAZ KO군의

비장이 일부 커져있었으나 IMQ 처리에 의해 더 현저하게 증가하였고 비장 및 림프절 구성 세포도 유의미하게 증

가하였다 (도 8). 림프절과 비장에 존재하는 T 세포를 염색한 결과, 림프절의 T 세포는 IMQ를 처리한 대조군과

TAZ KO군 모두에서 증가하였고 비장의 T 세포의 구성 비율은 IMQ 처리에 의해 감소하였고 대조군과 TAZ KO군 사

이에 의미있는 변화는 확인되지 않았다(도 9).  

실시예 4. TAZ 결핍 마우스에서 TCTP 단백질 수준 확인[0095]

TAZ KO 군에서의 건선 발병 민감성 증가로 인한 염증 악화 기전을 이해하기 위하여 염증성 사이토카인의 발현을[0096]

분석하였고, 특히 건선 유발의 주요 인자 TCTP 발현을 관찰하고자 하였다. 각 그룹의 비장에서 TCTP의 단백질

발현 수준을 b-actin과  비교하여 확인하였다.  TCTP는  세포 증식,  세포 사멸,  세포 주기, 세포골격, 단백질

합성, 면역 반응, 악성 형질 전환 및 핵 재프로그래밍을 비롯한 다양한 생리학적 과정에서 필수적인 역할을 한

다. 또한, TCTP는 염증 세포가 염증 부위로의 이동하는 것에 영향을 주고, NF-κB를 포함한 신호 전달 경로와

상호작용하여 알레르기 반응의 발달에 참여할 수 있는 바, TAZ 유전자와 TCTP 단백질과의 상호작용을 확인하였

다.  그  결과,  도  11에  나타낸  바와  같이,  IMQ를  처리한  그룹에서  TCTP  단백질  수준이  증가하는  것을

확인하였고, 그 중에서도 TAZ KO 그룹의 TCTP의 발현 수준이 현저하게 높은 것을 확인할 수 있었다. 또한, IMQ

를 처리하지 않은 TAZ KO 군에서 대조군에 비하여 내인성 TCTP 발현이 증가하였음을 추가로 확인하였다 (도 10

의 A). 게다가 혈청을 확보하여 혈청중 존재하는 TCTP 발현수준을 확인한 결과, TAZ KO 군의 혈청에서 TCTP 발

현이 증가하였고, IMQ 처리에 의해 대조군과 TAZ KO 군 모두에서 TCTP 혈청 농도 증가를 웨스턴블롯 및 ELISA

방법으로 확인하였다 (도 10의 B).

피부에서의 TCTP 발현 확인을 위하여 등 및 귀의 피부에서 면역조직화학(IHC)를 수행하여 TCTP의 단백질 수준을[0097]

확인하였다(도 11). 그 결과, TAZ가 결핍된 마우스에서 현저하게 높은 수준의 TCTP 발현을 보이는 형광을 확인

할 수 있었다. 또한, 웨스턴블롯 방법을 통해서도 TAZ KO 마우스에서 TCTP의 단백질이 상대적으로 증가함을 확

인하였다. 

실시예 5. TAZ의 TCTP 단백질 안정성 조절능 확인[0099]

상기 실시예 4에서 확인한 바와 같이, TAZ KO 마우스에 TCTP의 단백질 발현이 증가함을 확인할 수 있었으나, 별[0100]

도로 mRNA의 수준을 확인했을 때에는 유의한 발현 증가가 확인되지 않았다. 따라서, TAZ 유전자는 TCTP의 발현

이 아닌, 안정성을 조절하는 기능을 할거라 판단하여, 사이클로헥시미드(CHX) 및 MG132를 사용한 추가적인 실험

을 수행하였다. 구체적으로, LPS 자극 조건에서 CHX를 4시간 동안 도포하고, MG132를 6시간 동안 투여하였다.

그 결과, WT 마우스에서 CHX를 처리했을 때, TCTP 발현이 50% 이상 감소했으며, 이는 MG132 치료 시 원래 상태

로 복원됨을 확인하였다(도 12 및 도 13). 그러나, TAZ KO 마우스의 경우, CHX를 처리했을 때, TCTP가 미미한

수준으로 감소되는 것을 확인하였다. 즉, TAZ가 존재하지 않을 경우, TCTP가 충분히 안정화되어 있기 때문에

CHX 처리에 의해 단백질 양이 감소하지 않기에 MG132에 의해서도 크게 영향을 받지 않는 것으로 이해된다.

상기와 같이 TAZ가 TCTP 단백질 안정성을 조절한다는 결과가 비장세포뿐만 아니라 TCTP가 발현되는 다른 종류의[0101]

세포에서도 동일하게 관찰되는지 확인하기 위하여, MEF를 사용한 실험을 진행하였다. MEF 세포는 야생형(WT),

TAZ  KO,  TAZ  KO  세포에  TAZ를  재도입하여  TAZ를  과발현  시킨  세포(KO/T)의  3가지를  제조하여  실험을

준비하였다. 우선 상기 세포에 면역형광염색을 수행했을 때, WT에 비하여 TAZ KO에서 TCTP의 발현이 증가했고,

TAZ가 재도입된 KO/T MEF 세포에서는 감소하였다 이러한 경향성은 WB 및 FACS 염색 실험에서도 동일하게 나타나

는 것이 확인되었다. 즉, TAZ가 존재하지 않는 경우, TCTP  발현이 증가하였고 TAZ  발현이 재도입되는 경우,

TCTP 발현이 감소함을 증명하였다 (도 14).

또한, 대조군 MEF 세포에서의 TCTP의 발현은 CHX 처리에 의해 급감하는 반면, TAZ가 존재하지 않는 MEF 세포에[0102]

서는 CHX 영향을 거의 받지않았으며, TAZ 발현이 재도입된 MEF 세포는 대조군 세포와 동일하게 CHX 처리에 의해

TCTP 감소를 보였다 (도 15). 따라서, TAZ는 TCTP 단백질 안정성 조절에 중요한 인자임을 확인하였다.
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