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명 세 서

청구범위

청구항 1 

1) 제 1 유전자의 mRNA를 타겟하는 제 1 핵산 분자; 및

2) 제 2 유전자의 mRNA를 타겟하는 제 2 핵산 분자를 포함하는 이중 타겟 핵산 분자에 있어서, 

제 1 핵산 분자 및 제 2 핵산 분자는 부분적으로 상보적이고, 및

제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 전체 뉴클레오타이드(nucleotide, nt) 길이 1.00에 대해 제 1 핵산 분자

또는 제 2 핵산 분자의 5' 말단 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.40에 해당하는 위치 또는 0.60 내지 0.75에

해당하는 위치에서 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자의 염기쌍이 미스매치(mismatch)된 것을 특징으로 하는, 이

중 타겟 핵산분자. 

청구항 2 

제 1항에 있어서, 제 1 핵산 분자는 제 1 유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 갖고, 제 2 핵산 분자는 제 2

유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 가지는, 이중 타겟 핵산분자. 

청구항 3 

제 1항에 있어서, 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자는 1 내지 3개의 염기쌍이 미스매치되는, 이중 타겟 핵산분

자. 

청구항 4 

제 1항에 있어서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자는 14 내지 30mer인, 이중 타겟 핵산 분자.

청구항 5 

제 4항에 있어서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자는 17 내지 24mer인, 이중 타겟 핵산 분자.

청구항 6 

제 1항에 있어서, 이중 타겟 핵산 분자는 siRNA 또는 shRNA인, 이중 타겟 핵산 분자.

청구항 7 

제 1항에 있어서, 상기 이중 타겟 핵산 분자가 20mer인 경우, 

1) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의

염기가 미스매치되고;

2) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 9번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 12번째 위치의

염기가 미스매치되며; 및

3) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째 위치의

염기가 미스매치된, 이중 타겟 핵산 분자.

청구항 8 

기형성된 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스에서,

이중 타겟 핵산 분자의 제1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 전체 뉴클레오타이드(nucleotide, nt) 길이 1.00

에 대해, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산분자의 5' 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.40에 해당하는 위치 또는

0.60 내지 0.75에 해당하는 위치에서 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자의 염기쌍이 미스매치된 것을 선별하는

단계를 포함하는 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법.
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청구항 9 

제 8항에 있어서, 제 1 핵산 분자는 제 1 유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 갖고, 제 2 핵산 분자는 제 2

유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 가지는, 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법.

청구항 10 

제 8항에 있어서, 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자는 1 내지 3개의 염기쌍이 미스매치되는, 이중 타겟 핵산 분

자의 설계 방법.

청구항 11 

제 8항에 있어서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자는 14 내지 30mer인, 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법.

청구항 12 

제 11항에 있어서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자는 17 내지 24mer인, 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법.

청구항 13 

제 8항에 있어서, 이중 타겟 핵산 분자는 siRNA 또는 shRNA인, 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법.

청구항 14 

제 8항에 있어서, 상기 이중 타겟 핵산 분자가 20mer인 경우, 

1) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의

염기가 미스매치되고;

2) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 9번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 12번째 위치의

염기가 미스매치되며; 및

3) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째 위치의

염기가 미스매치된, 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법.

청구항 15 

제 8항에 있어서, 상기 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스의 생성은,

제 1 유전자의 mRNA의 5' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를 생성

하는 세그멘트화 단계가 이루어지되,

상기 세그멘트화 단계는,

상기 mRNA의 5' 말단으로부터 3' 말단 방향으로 1nt(nucleotide)씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15

내지 30mer 길이만큼 복수 번의 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생성하는 것을 특징으로 하는, 이중 타겟

핵산 분자의 설계 방법.

청구항 16 

제 8항에 있어서, 상기 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스의 생성은,

제 2 유전자의 mRNA의 3' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를 생성

하는 세그멘트화 단계가 이루어지되,

상기 세그멘트화 단계는,

상기 mRNA의 3' 말단으로부터 5' 말단 방향으로 1nt씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15 내지 30mer

길이만큼 복수번의 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생성하는 것을 특징으로 하는, 이중 타겟 핵산 분자의

설계 방법.

청구항 17 

공개특허 10-2024-0124818

- 4 -



제 15항 또는 제 16항의 세그멘트화 단계의 서열 정보의 생성은 17 내지 21mer의 길이로 생성되는 것인, 이중

타겟 핵산 분자의 설계 방법.

청구항 18 

제 8항에 있어서, 상기 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스의 생성은,

(1) 제 1 유전자의 mRNA의 5' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를

생성하는 세그멘트화 단계가 이루어지되,

상기 세그멘트화 단계는,

상기 mRNA의 5' 말단으로부터 3' 말단 방향으로 1nt(nucleotide)씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15

내지 30mer 길이만큼 복수 번의 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생성하고; 

(2) 제 2 유전자의 mRNA의 3' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를

생성하는 세그멘트화 단계가 이루어지되,

상기 세그멘트화 단계는,

상기 mRNA의 3' 말단으로부터 5' 말단 방향으로 1nt씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15 내지 30mer

길이만큼 복수번의 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생성하며; 및

(3) 상기 제 1 유전자의 mRNA로부터 생성된 서열 정보와 상기 제 2 유전자의 mRNA로부터 생성된 서열 정보를 얼

라이먼트하는 단계를 포함하는 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법.

청구항 19 

제 18항에 있어서, 얼라이먼트하는 단계 이후에 매칭된 서열을 점수화하는 단계를 추가로 포함하는, 이중 타겟

핵산 분자의 설계 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 2 종의 유전자를 표적화하여 동시에 발현을 억제하는 이중 타겟 핵산 분자를 설계하기 위한 플랫폼에[0001]

관한 것이다.

배 경 기 술

유전자의  발현을  억제하는  기술은  질병치료를  위한  치료제  개발  및  표적  검증에서  중요한  도구이다.  간섭[0002]

RNA(RNA  interference,  이하  RNAi라고  한다)는  그  역할이  발견된  이후로,  다양한  종류의  포유동물세포

(mammalian  cell)에서 서열 특이적 mRNA에 작용한다는 사실이 밝혀졌다 (Silence  of  the  transcripts:  RNA

interference in medicine. J Mol Med (2005) 83: 764773). RNAi는 21-25개의 뉴클레오타이드 크기의 이중나선

구조를 가진 작은 간섭 리보핵산 짧은 간섭 RNA (small interfering RNA, 이하 siRNA라고 한다)이 상보적인 서

열을 가지는 전사체(mRNA transcript)에 특이적으로 결합하여 해당 전사체를 분해함으로써 특정 단백질의 발현

을 억제하는 현상이다. 세포 내에서는 RNA 이중가닥이 Dicer라는 엔도뉴클라아제(endonuclease)에 의해 프로세

싱되어 21  내지 23개의 이중가닥(base pair,bp)의 siRNA로 변환되며, siRNA  는 RISC(RNA-induced  silencing

complex)에 결합하여 가이드(안티센스) 가닥이 타겟 mRNA를 인식하여 분해하는 과정을 통해 타겟 유전자의 발현

을  서열  특이적으로  저해한다  (NUCLEIC-ACID  THERAPEUTICS:  BASIC  PRINCIPLES  AND  RECENT  APPLICATIONS.

Nature Reviews Drug Discovery. 2002. 1, 503-514). 베르트랑(Bertrand) 연구진에 따르면 동일한 타겟 유전자

에  대한  siRNA가  안티센스  올리고뉴클레오티드(Antisense  oligonucleotide,  ASO)에  비하여  생체  내/외(in

vitro 및 in vivo)에서 mRNA 발현의 저해효과가 뛰어나고, 해당 효과가 오랫동안 지속되는 효과를 포함하는 것

으로  밝혀졌다  (Comparison  of  antisense  oligonucleotides  and  siRNAs  in  cell  culture  and  in  vivo.

Biochem. Biophys. Res.Commun. 2002. 296: 1000-1004). siRNA를 포함하는 RNAi 기술 기반 치료제 시장은 향후

세계 시장규모가 2020년경에 총 12조원 이상을 형성하는 것으로 분석되었으며, 해당 기술을 적용할 수 있는 대

상이 획기적으로 확대되어 기존의 항체, 화합물 기반 의약품으로 치료하기 어려운 질병을 치료할 수 있는 차세
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대 유전자 치료기술로 평가되고 있다. 또한 siRNA의 작용 기작은 타겟 mRNA와 상보적으로 결합하여 서열 특이적

으로 타겟 유전자의 발현을 조절하기 때문에, 기존의 항체 기반 의약품이나 화학물질(small molecule drug)이

특정한 단백질 표적에 최적화되기까지 오랜 동안의 개발 기간 및 개발 비용이 소요되는 것에 비하여, 적용할 수

있는 대상이 획기적으로 확대될 수 있고, 개발 기간이 단축되면서, 의약화가 불가능한 표적 물질을 포함한 모든

단백질 표적에 대하여 최적화된 리드 화합물을 개발할 수 있다는 장점을 가진다 (Progress Towards in Vivo Use

of siRNAs. MOLECULAR THERAPY. 2006 13(4):664-670). 이에, 최근 이 리보핵산 매개 간섭현상이 기존의 화학

합성 의약 개발에서 발생되는 문제의 해결책을 제시하면서 전사체 수준에서 특정 단백질의 발현을 선택적으로

억제하여 각종 질병 치료제, 특히 종양 치료제 개발에 이용하려는 연구가 진행되고 있다. 또한, siRNA 치료제는

기존 항암제와 달리 표적이 명확하여 부작용이 예측 가능하다는 장점이 있으나, 이러한 표적 특이성은 다양한

유전자의 문제에 의해 발생하는 질병인 종양의 경우, 오히려 이러한 표적 특이성은 치료 효과가 높지 않은 원인

이 되기도 한다. 또한, 종양의 경우, 하나의 유전자를 제어한다고 암을 치료할 수 있는 것은 아니고, 또한 항암

제 내성등이 잘 발생한다. 따라서, 유전자 치료제로 암을 치료하는 경우에 하나의 유전자를 표적화하는 것만으

로는 암을 제어하기 어렵다. 이러한 문제점을 해결하고자, 여러 유전자에 대한 siRNA를 제작하여 각각을 도입하

는 경우에는 벡터로 전달할 수 있는 갯수의 한계 및 오프타겟 효과가 증가되어 목적하려는 효과를 달성하기 어

렵다. 따라서, 하나의 핵산서열이 목적하려는 질환과 관련한 여러 유전자를 동시에 타겟할 수 있도록 서열 설계

가 필요하나, 서열의 다양성, 오프 타겟의 존재 가능성 등으로 이중 타겟 핵산 분자를 설계하는 것은 매우 어려

운 실정이다. 

현재 RNAi 도구로서 코딩된 바이-시스트론 서열(bi-cistronic sequence)로부터 생성된 shRNA 또는 miRNA를 두[0003]

가지 유전자의 억제에 이용되고 있으나, 많은 경우에 상대적으로 긴 전사본을 생성하여 원하는 구조를 형성하지

못하는 문제점이 있어왔다. 또한, 다중 프로모터를 사용하여 독립된 프로모터 하에 별개의 shRNA를 코딩하는 방

법이 있으나, 이는 표적화된 두 종류의 유전자 중 한 종류의 유전자만 하향 조절되는 등 shRNA의 편향된 생성이

발생하는 문제점이 있다. 따라서, 서로 다른 두 유전자의 불균형한 하향 조절로 인한 오프 타겟 문제점을 해결

한 차세대 이중 표적화 방법의 개발이 필요하다.

현재, 이중 특이적 핵산분자를 설계하는 방법으로는 대한민국 출원 10-2019-0160720에서 개시한 방법이 있다.[0004]

상기 방법은 각기 다른 유전자의 mRNA를 타겟하는 핵산분자를 설계할 수 있으나, 1)특정 유전자의 DNA 서열을

특정 간격으로 세그멘트화하여 서열정보를 획득하여 이중 타겟 핵산 분자를 설계하는데, 상기 세그멘트화 과정

에서 공백영역이 도출될 수 있고, DNA 서열의 경우 인트론 영역이 존재하여, 설계 효율이 낮을 수 있는 문제점

이 있다. 또한, 2)이중 특이적 핵산 분자 각각 서열의 경우, 미스매칭을 허용하는 경우가 대부분이나, 이러한

미스매칭의 위치에 따라 오프타겟 효과 및 억제효율이 현저히 차이가 있어서, 이중 특이적 핵산분자를 설계하였

다고 하여도, 설계된 이중 특이적 핵산분자는 오프타겟 효과가 존재하거나, 억제효율이 낮을 수 있는 문제점이

있다.

이에 본 발명의 발명자들은 상기의 문제점을 해결하고자, 1)이중 특이적 핵산분자를 설계시 유전자의 DNA 서열[0005]

이 아닌 mRNA 서열을 이용하여 이중 특이적 핵산분자 서열의 설계 효율을 높였으며, 2)이중 특이적 핵산분자의

효과를 극대화할 수 있는 미스매칭 위치를 도출함으로써, 본 발명을 완성하게 되었다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

따라서, 본 발명의 목적은 특정 위치의 미스매치를 포함하는 이중 타겟 핵산분자를 제공하는 것이다.[0006]

아울러, 본 발명의 목적은 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법을 제공하는 것이다.[0007]

과제의 해결 수단

상기 목적의 달성을 위해, 본 발명은 특정 뉴클레오타이드 위치에 미스매치가 포함된 이중 타겟 핵산분자를 제[0008]

공한다.

아울러, 본 발명은 오프 타겟 효과가 없는 이중 타겟 핵산 분자의 설계 방법을 제공한다.[0009]

발명의 효과

본 발명에서는 이중 타겟 핵산 분자의 특정 뉴클레오타이드 위치에 미스매치를 도입함으로써 종래의 이중 타겟[0010]
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핵산 분자들의 오프 타겟 문제점과 유전자 발현 억제 효과의 편향성을 개선하였으므로, 이를 이중 타겟 핵산 분

자의 설계에 활용할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 이중 타겟 siRNA 후보들을 도출하는 알고리즘의 원리를 나타낸 도이다.[0011]

도 2는 종래에 설계된 이중 타겟 siRNA 쌍과 본 발명에서 미스매치(mismatch)를 포함하도록 설계된 이중 타겟

siRNA 쌍의 차이를 나타낸 도이다.

도  3은  설계된  siRNA  쌍의  미스매치  위치와  siRNA  쌍의  각  가닥의 해당 유전자 발현 억제 효율을 분석한

도이다:

a: 전체 서열 길이 1에서 siRNA 쌍에서의 미스매치의 위치; 및

b: 미스매치 위치 및 유전자 발현 억제 효율 (KDeff).

도 4는 이중 타겟 siRNA에서 유전자 발현 억제 효율이 최적화된 미스매치의 존재 위치를 한 가닥의 siRNA 기준

에서 나타낸 도이다.

도 5는 미스매치 위치 및 구조에 따른 siRNA의 유전자 발현 억제 효율 선택성을 확인한 도이다.

도 6는 일 실시예에 따른 이중 타겟 핵산분자를 설계하는 장치(200)의 블록도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명의 구현예로 본 발명을 상세히 설명하기로 한다. 다만, 하기 구현예는 본 발명에 대한 예시로 제[0012]

시되는 것으로, 이에 의해 본 발명이 제한되지는 않으며 본 발명은 후술하는 특허청구범위의 기재 및 그로부터

해석되는 균등 범주 내에서 다양한 변형 및 응용이 가능하다. 

달리 지시되지 않는 한, 핵산은 좌측에서 우측으로 5'→3' 방향으로 기록된다. 명세서 내에서 열거된 수치 범위[0013]

는 범위를 정의하는 숫자를 포함하고, 정의된 범위 내의 각각의 정수 또는 임의의 비-정수 분획을 포함한다.

달리 정의되지 않는 한, 본원에서 사용된 모든 기술적 및 과학적 용어는 본 발명이 속하는 분야의 당업자가 통[0014]

상적으로 이해하는 것과 동일한 의미를 갖는다. 본원에 기술된 것들과 유사하거나 등가인 임의의 방법 및 재료

가 본 발명을 테스트하기 위한 실행에서 사용될 수 있지만, 바람직한 재료 및 방법이 본원에서 기술된다.

본 발명에서 사용되는 용어는 본 발명에서의 기능을 고려하면서 가능한 현재 널리 사용되는 일반적인 용어들을[0015]

선택하였으나, 이는 해당 분야에 종사하는 기술자의 의도 또는 판례, 새로운 기술의 출현 등에 따라 달라질 수

있다. 또한, 특정한 경우는 출원인이 임의로 선정한 용어도 있으며, 이 경우 해당되는 발명의 설명 부분에서 상

세히 그 의미를 기재할 것이다. 따라서 본 발명에서 사용되는 용어는 단순한 용어의 명칭이 아닌, 그 용어가 가

지는 의미와 본 발명의 전반에 걸친 내용을 토대로 정의되어야 한다.

명세서 전체에서 어떤 부분이 어떤 구성요소를 "포함"한다고 할 때, 이는 특별히 반대되는 기재가 없는 한 다른[0016]

구성요소를 제외하는 것이 아니라 다른 구성요소를 더  포함할 수  있음을 의미한다.  또한,  명세서에 기재된

 "...부", "모듈" 등의 용어는 적어도 하나의 기능이나 동작을 처리하는 단위를 의미하며, 이는 하드웨어 또는

소프트웨어로 구현되거나 하드웨어와 소프트웨어의 결합으로 구현될 수 있다.

일 측면에서, 본 발명은 1) 제 1 유전자의 mRNA를 타겟하는 제 1 핵산 분자; 및 2) 제 2 유전자의 mRNA를 타겟[0018]

하는 제 2 핵산 분자를 포함하는 이중 타겟 핵산 분자에 관한 것으로, 상기 제 1 핵산 분자 및 제 2 핵산 분자

는 부분적으로 상보적이고, 및 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 전체 뉴클레오타이드(nucleotide, nt) 길

이 1.00에 대해 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 5' 말단 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.40에 해당하

는 위치 또는 0.60  내지 0.75에 해당하는 위치에서 제 1  핵산 분자와 제 2  핵산 분자의 염기쌍이 미스매치

(mismatch)된 것을 특징으로 하는, 이중 타겟 핵산분자에 관한 것이다.

본 발명의 일 구현예에서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 전체 뉴클레오타이드(nucleotide, nt) 길이[0019]

1.00에 대해 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 5' 말단 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.30에 해당하는

위치  또는  0.70  내지  0.75에  해당하는  위치에서  제  1  핵산  분자와  제  2  핵산  분자의  염기쌍이  미스매치
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(mismatch)된 것일 수 있다.

일 구현예에서, 상기 제 1 핵산 분자는 제 1 유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 갖고, 상기 제 2 핵산 분자[0020]

는 제 2 유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 가질 수 있다.

일 구현예에서, 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자는 1 내지 3개의 염기쌍이 미스매치될 수 있다.[0021]

일 구현예에서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자는 14 내지 30mer일 수 있고, 17 내지 24mer인 것이 더욱[0022]

바람직하다.

일 구현예에서, 상기 이중 타겟 핵산 분자는 이중 가닥(double strand, ds) siRNA(small interfering RNA) 또[0023]

는 shRNA일 수 있다.

일 구현예에서, 상기 이중 타겟 핵산 분자가 20mer인 경우, 1) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째 위치의[0024]

염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의 염기가 미스매치되고; 2) 제 1 핵산 분자의 5' 말단

으로부터 9번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 12번째 위치의 염기가 미스매치되며; 및 3)

제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째 위치의 염

기가 미스매치될 수 있다.

일 구현예에서, 상기 핵산 분자는 제 1 유전자의 mRNA를 타겟하는 제 1 핵산 분자인 단일 가닥 siRNA 및 제 2[0025]

유전자의 mRNA를 타겟하는 제 2 핵산 분자인 단일 가닥 siRNA가 부분적으로 상보적 결합을 이루고 있는 이중 가

닥 siRNA일 수 있으며, 이중 가닥(double strand, ds)으로 이루어진 siRNA의 센스 가닥 (guide RNA)이 제 1 유

전자의 mRNA에 상보적으로 결합하는 siRNA이고, siRNA의 안티센스 가닥 (passenger RNA)이 제 2 유전자의 mRNA

에 상보적으로 결합하는 siRNA일 수 있다.

일 구현예에서, 제 1 핵산 분자는 RNA 간섭에 의해 제 1 유전자 발현을 억제할 수 있고, 제 2 핵산 분자는 RNA[0026]

간섭에 의해 제 2 유전자 발현을 억제할 수 있어, 본 발명의 핵산 분자는 2종의 유전자의 발현을 동시에 억제할

수 있다. 

일 구현예에서, 상기 siRNA의 핵산은 하나 이상의 뉴클레오타이드의 당 또는 백본(backbone)이 변형된 뉴클레오[0027]

타이드 유사체를 포함할 수 있다.

일 구현예에서, 상기 당의 변형은 리보스의 2' 탄소 위치에서 수산화기(-OH)가 메틸기(-CH3)(OMe), 메톡시기(-[0028]

OCH3), 아민기(-NH2), 불소(-F)(fluoro), O-2-메톡시에틸기(methoxyethyl, MOE), O-프로필기, O-2-메틸티오에틸

기, O-3-아미노프로필기, O-3-디메틸아미노프로필기, O-N-메틸아세트아미도기 또는 O-디메틸아미도옥시에틸기로

치환된 것일 수 있으며, 리보스의 2'-수산화기가 2'-MOE(2'-O-methoxyethyl),  2'-OMe(2'-O-Methyl)  또는 2'-

F(fluoro)로 치환된 것이 더욱 바람직하다.

일  구현예에서,  상기  백본의  변형은  뉴클레오타이드의  포스페이트  백본이  포스포로티오에이트[0029]

(Phosphorothioate),  포스포로디티오에이트(phosphorodithioate),  메틸포스포네이트(methyl  phosphonate),  알

킬포스포네이트(alkylphosphonate),  포스포로아미데이트(phosphoroamidate)  또는  보라노포스페이트

(boranophosphate)로 변형된 것일 수 있으며, 포스포로티오에이트로 변형된 것이 더욱 바람직하다.

본 발명에서 사용되는 용어, "역상보 서열(reverse complementary sequence)" 또는 "역상보화 서열"은 5'에서[0030]

3'로 표시된 유전자 서열의 반대방향의 서열을 5'에서 3'으로 표시한 서열을 의미한다. 보다 구체적으로, 일반

적으로 유전자 서열의 표시 방법은 프로모터의 위치로부터 5'에서 3' 방향으로 유전자의 이중가닥 중 한 가닥의

서열만을 표시하는데, 유전자의 전사시, 상기 5'에서 3' 방향으로 표시된 유전자의 상보적인 서열, 즉 3' 에서

5' 서열을 주형으로 이용하고, 결과적으로 프로모터 위치 방향으로부터 5'에서 3' 서열이 mRNA 전사체의 서열과

일치하는 서열 (mRNA 서열의 경우 한가닥임)이 된다. 이때, 상기 mRNA와 동일한 서열을 센스 서열이라고 하고,

상기 센스 서열과 상보적인 서열을 안티센스 서열이라고 한다. 이 때, 주형으로 이용되는 가닥의 서열을 5'에서

3'  방향으로  표시한  서열을  역상보  서열  또는  역상보화  서열이라고  한다.  즉,  유전자의  서열  표시가  5'-

ATGCATGC-3'이라고 표시가 되었을때, 이의 역상보 서열은 5'-GCATGCAT-3'이 된다. 또한, 유전자 서열이 5'-

ATGCATGC-3'이라면,  mRNA로  전사되는  서열은  5'-GCAUGCAU-3'이  되며,  전사된  mRNA의  안티센스  서열은  5'-

AUGCAUGC-3'이 된다.

본 발명에서 사용되는 용어 "핵산 분자"는 단일가닥 또는 이중가닥 형태로 존재하는 디옥시리보뉴클레오타이드[0031]

또는  리보뉴클레오타이드이며,  다르게  특별하게  언급되어  있지  않은  한  자연의  핵산  유사체를  포함한다
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(Scheit, Nucleotide Analogs , John Wiley, New York(1980); Uhlman 및 Peyman, Chemical Reviews , 90:543-

584(1990)).

본 발명에서 사용되는 용어, "발현 억제"란 표적 유전자의 (mRNA로의) 발현 또는 (단백질로의) 번역 저하를 야[0032]

기하는 것을 의미하며, 바람직하게는 이에 의해 표적 유전자 발현이 탐지 불가능해지거나 무의미한 수준으로 존

재하게 되는 것을 의미한다.

본  발명에서  사용되는  용어,  "siRNA(small  interfering  RNA)"란  특정  mRNA의  절단(cleavage)을  통하여[0033]

RNAi(RNA interference) 현상을 유도할 수 있는 짧은 이중사슬 RNA를 의미한다. 일반적으로 siRNA는 표적 유전

자의 mRNA와 상동인 서열을 가지는 센스 RNA 가닥과 이와 상보적인 서열을 가지는 안티센스 RNA 가닥으로 구성

되나, 본 발명의 이중 타겟(타겟) siRNA는 센스 RNA 가닥이 제 1 유전자에 대한 안티센스 가닥이고, 안티센스

RNA 가닥이 제 2 유전자에 대한 안티센스 가닥이므로, 이중 가닥의 siRNA가 각각 동시에 제 1 유전자 및 제 2

유전자의 발현을 억제할 수 있기 때문에 효율적인 유전자 넉다운(knock-down)  방법으로서 또는, 유전자치료

(gene therapy)의 방법으로 제공된다.

본 발명에서 사용되는 용어, "shRNA(short hairpin RNA)"란, 단일가닥 RNA에서 부분적으로 회문상의 염기서열을[0034]

포함함으로써, 3´영역에 이중가닥 구조를 가지고 헤어핀과 같은 구조를 형성하고, 세포내에서 발현된 후에 세

포내에 존재하는 RNase의 일종인 dicer에 의하여 절단되어 siRNA로 변환될 수 있는 RNA를 의미하는데, 상기 이

중가닥 구조의 길이는 특별히 한정되지는 않으나, 바람직하게는 10 뉴클레오티드 이상이고, 보다 바람직하게는

20 뉴클레오티드 이상이다. 본 발명에 있어서, 상기 shRNA는 발현 카세트에 포함될 수 있으며, 상기 shRNA는 각

유전자에 대한 siRNA 안티센스 가닥 및 센스 가닥으로 이루어진 세트 서열에서 U를 T로 변환한 뒤, 센스 가닥의

3'에 TTGGATCCAA (TTGGATCCAA 루프) 또는 TTCAAGAGAG (TTCAAGAGAG 루프), 안티센스 가닥 및 TT를 순차적으로

연결하여 shRNA를 코딩하는 발현 카세트를 제작하고 이를 세포 내에서 발현시킴으로써 생산할 수 있다. 

일 구현예에서, 제 1 유전자를 표적으로 하는 염기 서열은 제 2 유전자를 표적으로 하는 염기 서열의 역상보 서[0035]

열과 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 이상의 상보성을 갖는 염기서열을 포함할 수 있고, 제

2 유전자를 표적으로 하는 염기 서열은 제 1 유전자를 표적으로 하는 염기 서열의 역상보 서열과 70%, 80%,

85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 또는 99% 이상의 상보성을 갖는 염기서열을 포함할 수 있다.

제 1 유전자를 표적으로하는 염기 서열 또는 제 2 유전자를 표적으로 하는 염기 서열의 변이체가 본 발명의 범[0036]

위 내에 포함된다. 본 발명의 발현 카세트는 이를 구성하는 핵산 분자의 작용성 등가물, 예를 들어, 핵산 분자

의 일부 염기서열이 결실(deletion), 치환(substitution) 또는 삽입(insertion)에 의해 변형되었지만, 염기 서

열 분자와 기능적으로 동일한 작용을 할 수 있는 변이체(variants)를 포함하는 개념이다. 핵산 분자에 대한 "서

열 상동성의 %"는 두 개의 최적으로 배열된 서열과 비교 영역을 비교함으로써 확인되며, 비교 영역에서의 핵산

분자 서열의 일부는 두 서열의 최적 배열에 대한 참고 서열(추가 또는 삭제를 포함하지 않음)에 비해 추가 또는

삭제(즉, 갭)를 포함할 수 있다.

일 측면에서, 본 발명은 본 발명의 핵산 분자를 발현하는 재조합 발현 벡터에 관한 것이다.[0037]

본 발명의 재조합 벡터는 당해 분야에 공지된 재조합 DNA 방법에 의해 제조될 수 있다.[0038]

본 발명에서 이중 타겟 핵산 분자를 전달하기에 유용한 비바이러스 벡터로는 통상적으로 유전자 요법에 사용되[0039]

는 모든 벡터를 포함하며, 예를 들어 진핵세포에서 발현 가능한 다양한 플라스미드 및 리포좀 등이 있다.

본 발명에서 이중 타겟 핵산 분자인 siRNA가 전달된 세포에서 적절히 전사되게 하기 위해서는 이를 포함하는[0040]

shRNA를 암호화하는 염기서열이 적어도 프로모터에 작동가능하게 연결되는 것이 바람직하다. 상기 프로모터는

진핵세포에서 기능할 수 있는 프로모터라면 어떤 것이든지 무방하다. 이중 타겟 핵산 분자인 siRNA 또는 shRNA

의 효율적인 전사를 위하여 필요에 따라 리더 서열, 폴리아데닐화 서열, 프로모터, 인핸서, 업스트림 활성화 서

열, 신호펩타이드 서열 및 전사 종결인자를 비롯한 조절서열을 추가로 포함할 수도 있다.

본  발명에서  이중  타겟  핵산  분자를  전달하기에  유용한  바이러스  또는  바이러스  벡터로는  바쿨로비리디애[0041]

(baculoviridiae),  파르보비리디애(parvoviridiae),  피코르노비리디애(picornoviridiae),  헤레페스비리디애

(herepesviridiae),  폭스비리디애(poxviridiae), 아데노비리디애(adenoviridiae) 등이 있지만, 이에 제한되는

것은 아니다.

일 측면에서, 본 발명은 기형성된 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스에서, 이중 타겟 핵산 분자의 제1 핵산 분[0042]

자 또는 제 2 핵산 분자의 전체 뉴클레오타이드(nucleotide, nt) 길이 1.00에 대해, 제 1 핵산 분자 또는 제 2
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핵산분자의 5' 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.40에 해당하는 위치 또는 0.60 내지 0.75에 해당하는 위치에

서 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자의 염기쌍이 미스매치된 것을 선별하는 단계를 포함하는 이중 타겟 핵산 분

자의 설계 방법에 관한 것이다.

일 구현예에서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 전체 뉴클레오타이드(nucleotide, nt) 길이 1.00에 대해[0043]

제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자의 5' 말단 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.30에 해당하는 위치 또는

0.70 내지 0.75에 해당하는 위치에서 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자의 염기쌍이 미스매치(mismatch)된 것일

수 있다.

일 구현예에서, 상기 제 1 핵산 분자는 제 1 유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 갖고, 상기 제 2 핵산 분자[0044]

는 제 2 유전자의 mRNA에 100% 상보적인 서열을 가질 수 있다.

일 구현예에서, 제 1 핵산 분자와 제 2 핵산 분자는 1 내지 3개의 염기쌍이 미스매치될 수 있다.[0045]

일 구현예에서, 제 1 핵산 분자 또는 제 2 핵산 분자는 14 내지 30mer일 수 있고, 17 내지 24mer인 것이 더욱[0046]

바람직하다.

일 구현예에서, 상기 이중 타겟 핵산 분자는 이중 가닥(double strand, ds) siRNA(small interfering RNA) 또[0047]

는 shRNA일 수 있다.

일 구현예에서, 상기 이중 타겟 핵산 분자의 길이가 20mer인 경우, 1) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째[0048]

위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의 염기가 미스매치되고; 2) 제 1 핵산 분자의

5' 말단으로부터 9번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 12번째 위치의 염기가 미스매치되며;

및 3) 제 1 핵산 분자의 5' 말단으로부터 14번째 위치의 염기 및 제 2 핵산 분자의 5' 말단으로부터 7번째 위치

의 염기가 미스매치될 수 있다.

일 구현예에서, 상기 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스의 생성은, 제 1 유전자의 mRNA의 5' 말단으로부터 서열[0049]

정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를 생성하는 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생

성할 수 있으며, 상기 세그멘트화 단계는, 상기 mRNA의 5' 말단으로부터 3' 말단 방향으로 1nt(nucleotide)씩

순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15 내지 30mer 길이만큼 복수 번의 세그멘트화하는 것일 수 있다.

일 구현예에서, 상기 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스의 생성은, 제 2 유전자의 mRNA의 3' 말단으로부터 서열[0050]

정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를 생성하는 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생

성할 수 있으며, 상기 세그멘트화 단계는, 상기 mRNA의 3' 말단으로부터 5' 말단 방향으로 1nt씩 순차적으로 이

격된 지점을 기점으로 하여 15 내지 30mer 길이만큼 복수번의 세그멘트화하는 것일 수 있다.

일 구현예에서, 상기 세그멘트화 단계의 서열 정보의 생성은 17 내지 21mer의 길이로 생성되는 것일 수 있다.[0051]

일 구현예에서, 상기 이중 타겟 핵산 분자 데이터베이스의 생성은, 참고문헌인 대한민국 특허출원 10-2019-[0052]

0160720의 이중 타겟 핵산분자의 설계방법에 의하여 생성할 수 있다.

또한, 일 구현예에서, (1) 제 1 유전자의 mRNA의 5' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘[0053]

트화하여 서열 정보를 생성하는 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생성할 수 있으며, 상기 세그멘트화 단계

는, 상기 mRNA의 5' 말단으로부터 3' 말단 방향으로 1nt(nucleotide)씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하

여 15 내지 30mer 길이만큼 복수 번의 세그멘트화하는 것일 수 있고; 

(2) 제 2 유전자의 mRNA의 3' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를[0054]

생성하는 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생성할 수 있으며, 상기 세그멘트화 단계는, 상기 mRNA의 3' 말

단으로부터 5' 말단 방향으로 1nt씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15 내지 30mer 길이만큼 복수 번

의 세그멘트화하는 것일 수 있고; 및

(3) 상기 제 1 유전자의 mRNA로부터 생성된 서열 정보와 상기 제 2 유전자의 mRNA로부터 생성된 서열 정보를 얼[0055]

라이먼트(alignment)하는 단계를 포함할 수 있다.

일 구현예에서, 얼라이먼트하는 단계 이후에 매칭된 서열을 점수화하는 단계를 추가로 포함할 수 있다.[0056]

일 구현예에서, 상기 점수화하는 단계는 세그멘트화된 서열이 1) 시작 코돈(start condon)으로부터 75nt 거리[0057]

내에 위치하는 않는 경우, 2) G 염기 및 C 염기의 함량이 전체 염기 수에 대해서 36% 내지 52%인 경우, 3) GC

반복서열이 3 미만인 경우, 4) AT 반복 서열이 4 미만인 경우, 5) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, G 염

공개특허 10-2024-0124818

- 10 -



기 또는 C 염기가 첫 번째 위치에 존재하는 경우, 6) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, A 염기가 3번째

위치에 존재하는 경우, 7) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, T 또는 U 염기가 10번째 위치에 존재하는 경

우, 8) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, G 염기가 13번째 위치에 존재하지 않는 경우, 9) 세그멘트화된

서열이 센스 서열인 경우, 19번째 위치에 A 염기가 존재하는 경우, 10) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우,

19번째 위치에 G 염기 또는 C 염기가 존재하지 않는 경우, 11) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 첫

번째 위치에 A 염기, T 염기 또는 U 염기가 존재하지 않는 경우, 12) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경

우, 서열의 첫 번째 위치에 G 염기가 존재하는 경우, 13) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 6번째 위

치에 A가 존재하는 경우, 14) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 19번째 서열이 G 염기 또는 C 염기가

아닌 경우, 15) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 19번째 서열이 U 염기 또는 T 염기인 경우, 및 16)

세그멘트화된 서열이 코딩서열(Coding sequence, CDS)에 위치하는 경우에 1점의 가중치를 주는 것일 수 있다.

일 구현예에서, 상기 점수화하는 단계는 세그멘트화된 서열과 상기 세그멘트화된 서열과 매칭된 서열의 전체 뉴[0058]

클레오타이드(nucleotide, nt) 길이 1.00에 대해 세그멘트화된 서열 또는 상기 세그멘트화된 서열과 매칭된 서

열의 5' 말단 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.40에 해당하는 위치 또는 0.60 내지 0.75에 해당하는 위치에

미스매치(mismatch)가 존재하는 경우 가중치를 주는 것일 수 있다.

바람직하게는 상기 세그멘트화된 서열과 매칭된 서열의 5' 말단 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.30에 해당하[0059]

는 위치 또는 0.70 내지 0.75에 해당하는 위치에 미스매치(mismatch)가 존재하는 경우 가중치를 주는 것일 수

있다.

상기 세그멘트화된 서열과 매칭된 서열의 특정 위치에 미스매치가 존재하는 경우, 세그멘트화된 서열 및 "매칭[0060]

된 서열" 각각이 타겟하려는 목적 유전자를 제외한 다른 유전자에 대한 오프 타겟 효과를 제거할 수 있다. 본

발명에서 사용되는 용어 "오프 타겟 효과(off-target effect)"란, 목적하려는 타겟 유전자 아닌 다른 유전자를

타겟하는 효과를 의미한다.

일 구현예에서, 상기 점수화 단계 후, 상기 점수화의 점수가 높은 순위부터 낮은 순위로 정렬하는 단계를 포함[0061]

할 수 있다. 또한, 상기 점수화 단계 후, 상기 세그멘트화된 서열과 상기 세그멘트화된 서열과 얼라이먼트되어

매칭된 서열 각각을 기 형성된 유전자 전사체에 대한 데이터 베이스의 서열과 얼라이먼트를 시킨 후, 상기 세그

멘트화된 서열과 상기 세그멘트화된 서열과 얼라이먼트되어 매칭된 서열 각각의 서열이 자신이 유래된 유전자의

전사체를 제외하고 매칭이 되는 유전자 전사체가 없는 경우, 이를 이중 타겟 핵산분자로 선정하는 단계를 추가

로 포함할 수 있다. 

일 구현예에서, 얼라이먼트는 striped  smith-waterman algorithm, needleman-wunsch algorithm, levenshtein[0062]

distance algorithm, heuristic algorithm 또는 hamming distance algorithm을 이용할 수 있고, 바람직하게는

Striped smith-waterman 알고리즘을 이용할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 또한, 상기 단계에서는 얼

라이먼트화되어 매칭된 서열들이 유래된 유전자 (제 2 유전자라고 함)가 제 1 유전자와 동일한 질환에 관련되어

있는 경우, 상기 매칭된 서열들만을 선택하여, 이 후 단계를 진행할 수 있다.

일 구현예에서, 상기 얼라이먼트하는 단계는, 세그멘트화된 서열의 상보서열(complementary sequence)을 이용하[0063]

는 것일 수 있다.

보다 구체적으로, 본 발명의 일 구현예에 있어서, (1) 제 1 유전자의 mRNA의 서열을 5'에서 3' 방향으로 세그멘[0064]

트화한 서열과 상보적인 서열과 (2) 제 2 유전자의 mRNA의 서열을 3'에서 5'방향으로 세그멘트화한 서열을 서로

얼라이먼트할 수 있다. 예컨대, (1)의 서열이 5'-AUGAU-3' 이고, (1)의 서열과 상보적인 서열은 3'-UACUA-5'이

될 수 있고, (2)의 서열이 3'-UACUG-5`과 매칭될 수 있고 (5'에 A와 G과 미스매칭됨), 상기 서열이 소정의 기준

을 넘는 점수를 확보한 경우, 이중 타겟 핵산분자의 후보 서열이 되어, siRNA 또는 shRNA 설계시, 제 1 유전자

의 mRNA를 타겟하는 서열은 5'-AUCAU-3'로 변형할 수 있으며, 제 2 유전자의 mRNA를 타겟하는 서열은 3'-CAGUA-

5', 즉 5'-AUGAC-3'으로 변형될 수 있다. 즉, 최종 도출되는 서열은 제 1 유전자의 mRNA를 타겟하는 서열로서,

5'-AUCAU-3' (제 1 서열로 칭함), 제 2 유전자의 mRNA를 타겟하는 서열로서, 5'-AUGAC-3' (제 2 서열로 칭함)

이 될 수 있다. 즉, 실제로 양 서열은 서로 부분적으로 상보적 결합을 하여 제 1 서열의 5' 말단의 A와 제 2 서

열의 3' 말단의 C가 미스매칭을 이루어, 이중 타겟 핵산분자로 작용할 수 있는 포텐셜을 가질 수 있다.

또한, 본 발명의 다른 구현예에서, (1) 제 1 유전자의 mRNA의 서열을 5'에서 3' 방향으로 세그멘트화한 서열과[0065]

(2) 제 2 유전자의 mRNA의 서열을 3'에서 5' 방향으로 세그멘트화한 서열의 상보적인 서열을 얼라이먼트할 수

있다. 예컨대, (1)의 서열이 5'-AUGAU-3'  이고, (2)의 서열이 3'-UACUG-5'라고 할 때, 이의 상보적인서열은
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5'-AUGAC-3' 이고, 상기 서열은 서로 매칭될 수 있고 (3'에 U와 C와 미스매칭됨), 상기 서열이 소정의 기준을

넘는 점수를 확보한 경우, 상기 서열은 이중 타겟 핵산분자의 후보서열이 되어, siRNA 또는 shRNA 설계시, 제 1

유전자의 mRNA를 타겟하는 서열은 5'-AUCAU-3'로 변형할 수 있으며, 제 2 유전자의 mRNA를 타겟하는 서열은 5'-

AUGAC-3'가 될 수 있다. 즉, 최종 도출되는 서열은 제 1 유전자의 mRNA를 타겟하는 서열로서, 5'-AUCAU-3' (제

1 서열로 칭함), 제 2 유전자의 mRNA를 타겟하는 서열로서, 5'-AUGAC-3' (제 2 서열로 칭함)이 될 수 있다. 즉,

실제로 양 서열은 서로 부분적으로 상보적 결합을 하여 제 1 서열의 5' 말단의 A와 제 2 서열의 3' 말단의 C가

미스매칭을 이루어, 이중 타겟 핵산분자로 작용할 수 있는 포텐셜을 가질 수 있다.

본 발명에서 사용되는 용어, "센스 서열", "세그먼트화된 서열" 또는 siRNA의 "guide RNA"는, 타겟하려는 제 1[0066]

유전자에서 발현된 mRNA 5'에서 3' 서열에 상보적인 서열 (3' -> 5')을 의미하고, "안티센스 서열" 또는 siRNA

의 "passenger  RNA"이란, 타겟하려는 제 2 유전자에서 발현된 mRNA 3'에서 5' 서열에 상보적인 서열 (5' ->

3')을 의미할 수 있다.

본  발명에서  사용되는  용어,  "코딩서열(coding  sequence,  CDS)"이란,  단백질로  번역되는  서열을  의미할  수[0067]

있다.

본 발명에서 사용되는 용어, "시작코돈"이란 서열들이 유래한 유전자의 mRNA가 전사되는 시작부위를 의미한다.[0068]

예를들어, 서열들이 시작코돈으로부터 75bp에 위치하지 않을 것이라는 요건은 세그멘트화된 서열이 유래된 제 1

유전자의 개시코돈으로부터 세그멘트화된 서열이 75bp 이내에 위치한 서열로부터 유래되지 않는 경우를 의미한

다.

본 발명에서 얼라이먼트 시, 이용하는 서열은 세그멘트화된 서열의 5'에서 3' 서열 방향 서열 (제 1 유전자의[0069]

mRNA에 대한 안티센스 서열)을 이용하고, "매칭된 서열"의 경우도 5'에서 3' 서열 (제 2 유전자의 mRNA에 대한

안티센스)을 이용할 수 있다. 보다 구체적으로 설명하면, 세그멘트화된 서열이 5'-ATGCTAC-3' 이고, 이에 매칭

된 서열은 5'-GTAGCAT-3'이 되어, 세그멘트화된 서열은 제 1 유전자의 mRNA를 타겟하고, 매칭된 서열은 제 2 유

전자의 mRNA를 타겟한다. 이 때, 얼라이먼트 시, 세그멘트화된 서열 5'-ATGCTAC-3' 서열을 이용하고, 매칭된 서

열은 5'-GTAGCAT-3' 서열을 이용하여, 각각 제 1 유전자 및 제 2유전자를 제외하고는 얼라이먼트되어 매칭된 서

열이 없는 경우, 상기 서열을 이중 타겟 핵산분자로 선정할 수 있다.

본 발명에서 이중 타겟 핵산분자는 siRNA 또는 shRNA로 설계될 수 있으나, 이에 제한되지 않는다. 상기 siRNA로[0070]

설계되는 경우, 17 내지 24bp의 이중가닥 siRNA일 수 있고, 한 가닥은 "세그멘트화된 서열"로부터 유래된 것,

즉, 제 1 유전자로부터 유래된 것일 수 있고, 다른 한 가닥은 "매칭된 서열"로부터 유래된 것, 즉 제 2 유전자

로부터 유래된 것일 수 있다. shRNA로 설계되는 경우, 제 1 유전자로부터 유래된 서열, 헤어핀 구조를 이룰 수

있는 구조체 및 제 2 유전자로부터 유래된 서열을 포함한 구조로 설계될 수 있다.

본 발명에서 제 1 유전자 또는 제 2 유전자를 타겟한다는 의미는 제 1 유전자의 전사체 또는 제 2 유전자의 전[0071]

사체를 타겟(표적화)한다는 의미일 수 있다.

본 발명의 핵산분자는 서로 다른 유전자를 타겟하는 것을 목적으로 하고, 세그멘트화된 서열이 타겟하는 제 1[0072]

유전자와 "매칭된 서열"이 타겟하는 제 2 유전자는 동일한 질환, 예를들어, 암과 관련된 유전자, 즉 온코진일

수 있으나 이에 제한되는 것은 아니다.

도 6은 일 실시예에 따른 이중 타겟 핵산분자를 설계하는 장치(200)의 블록도이다.[0073]

도 6을 참조하면, 상기 장치(900)는 메모리(210), 입력부(220) 및 적어도 하나의 프로세서(230)를 포함할 수 있[0074]

다. 상기 실시예들에서 제안한 핵산분자를 설계하는 방법에 따라, 메모리(210), 입력부(220) 및 적어도 하나의

프로세서(230)가 동작할 수 있다. 다만, 일 실시예에 따른 장치(200)의 구성 요소가 전술한 예에 한정되는 것은

아니다. 다른 실시예에 따라, 핵산분자를 설계하는 장치(200)는 전술한 구성 요소들 보다 더 많은 구성 요소를

포함하거나 더 적은 구성 요소를 포함할 수도 있다. 

일 실시예에 따른 메모리(210)는 유전자의 서열정보를 기초로 기 생성된 데이터 베이스를 저장할 수 있다. 예를[0075]

들어, 메모리(210)는 데이터 베이스의 일 예로 NCBI의 데이터를 저장할 수 있고, 이미 형성된 이중 특이적 핵산

분자의 정보를 저장할 수 있다. 또한, 다른 실시예에 따라, 메모리(210)는 NCBI를 통해 획득한 유전자정보들을

저장할 수 있다.

일 실시예에 따른 입력부(220)는 타겟 유전자명 또는 서열정보등을 입력할 수 있다. 다만, 이는 일 실시예일[0076]

뿐, 입력부(220)는 이중 타겟 핵산 서열 설계를 위해 요구되는 모든 사용자 입력을 수신할 수 있다. 
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일 실시예에 따른 적어도 하나의 프로세서(230)는 기 생성된 데이터 베이스를 이용하여, 제 1 유전자의 mRNA의[0077]

5' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를 생성하는 세그멘트화 단계를

통해 서열 정보를 생성할 수 있으며, 상기 세그멘트화 단계는, 상기 mRNA의 5' 말단으로부터 3' 말단 방향으로

1nt(nucleotide)씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15 내지 30mer 길이만큼 복수 번의 세그멘트화하는

것일 수 있고; 

(2) 제 2 유전자의 mRNA의 3' 말단으로부터 서열 정보를 15 내지 30mer의 길이로 세그멘트화하여 서열 정보를[0078]

생성하는 세그멘트화 단계를 통해 서열 정보를 생성할 수 있으며, 상기 세그멘트화 단계는, 상기 mRNA의 3' 말

단으로부터 5' 말단 방향으로 1nt씩 순차적으로 이격된 지점을 기점으로 하여 15 내지 30mer 길이만큼 복수 번

의 세그멘트화하는 것일 수 있고, 상기 세그멘트화된 서열을 얼라이먼트하여 매칭된 서열들을 점수화시켜, 점수

가 높은 서열들을 특정 기준에 따라 선택하여, 이를 이중 타겟 핵산분자의 후보물질로 결정할 수 있다.

상기 점수화의 경우, 기존 대한민국출원 10-2019-0610720에서 개시한 점수화방법을 이용할 수 있다.[0079]

또한, 결정된 후보물질의 전체 뉴클레오타이드(nucleotide, nt) 길이 1.00에 대해 5' 말단 또는 3' 말단으로부[0080]

터 0.25 내지 0.40에 해당하는 위치 또는 0.60 내지 0.75에 해당하는 위치에 미스매치(mismatch)가 존재하는 경

우, 최적의 이중 타겟 핵산분자를 도출할 수 있다.

상기 세그멘트화된 서열과 매칭된 서열의 5' 말단 또는 3' 말단으로부터 0.25 내지 0.30에 해당하는 위치 또는[0081]

0.70 내지 0.75에 해당하는 위치에 미스매치(mismatch)가 존재하는 경우 가중치를 부여할 수 있다.

본 발명에 따른 장치는 프로세서, 프로그램 데이터를 저장하고 실행하는 메모리, 디스크 드라이브와 같은 영구[0082]

저장부(permanent storage), 외부 장치와 통신하는 통신 포트, 터치 패널, 키(key), 버튼 등과 같은 사용자 인

터페이스 장치 등을 포함할 수 있다. 소프트웨어 모듈 또는 알고리즘으로 구현되는 방법들은 상기 프로세서상에

서 실행 가능한 컴퓨터가 읽을 수 있는 코드들 또는 프로그램 명령들로서 컴퓨터가 읽을 수 있는 기록 매체 상

에 저장될 수 있다. 여기서 컴퓨터가 읽을 수 있는 기록 매체로 마그네틱 저장 매체(예컨대, ROM(read-only

memory), RAM(random-access memory), 플로피 디스크, 하드 디스크 등) 및 광학적 판독 매체(예컨대, 시디롬

(CD-ROM), 디브이디(DVD: Digital Versatile Disc)) 등이 있다. 컴퓨터가 읽을 수 있는 기록 매체는 네트워크

로 연결된 컴퓨터 시스템들에 분산되어, 분산 방식으로 컴퓨터가 판독 가능한 코드가 저장되고 실행될 수 있다.

매체는 컴퓨터에 의해 판독가능하며, 메모리에 저장되고, 프로세서에서 실행될 수 있다. 

본 발명에서 인용하는 공개 문헌, 특허 출원, 특허 등을 포함하는 모든 문헌들은 각 인용 문헌이 개별적으로 및[0083]

구체적으로 병합하여 나타내는 것 또는 본 발명에서 전체적으로 병합하여 나타낸 것과 동일하게 본 발명에 병합

될 수 있다.

본 발명의 이해를 위하여, 도면에 도시된 바람직한 실시 예들에서 참조 부호를 기재하였으며, 본 발명의 실시[0084]

예들을 설명하기 위하여 특정 용어들을 사용하였으나, 특정 용어에 의해 본 발명이 한정되는 것은 아니며, 본

발명은 당업자에 있어서 통상적으로 생각할 수 있는 모든 구성 요소들을 포함할 수 있다. 

본 발명은 기능적인 블록 구성들 및 다양한 처리 단계들로 나타내어질 수 있다. 이러한 기능 블록들은 특정 기[0085]

능들을 실행하는 다양한 개수의 하드웨어 또는/및 소프트웨어 구성들로 구현될 수 있다. 예를 들어, 본 발명은

하나 이상의 마이크로프로세서들의 제어 또는 다른 제어 장치들에 의해서 다양한 기능들을 실행할 수 있는, 메

모리, 프로세싱, 로직(logic), 룩업 테이블(look-up table) 등과 같은 직접 회로 구성들을 채용할 수 있다. 본

발명에의 구성 요소들이 소프트웨어 프로그래밍 또는 소프트웨어 요소들로 실행될 수 있는 것과 유사하게, 본

발명은 데이터 구조, 프로세스들, 루틴들 또는 다른 프로그래밍 구성들의 조합으로 구현되는 다양한 알고리즘을

포함하여, C, C++, 자바(Java), 어셈블러(assembler), R, Python 등과 같은 프로그래밍 또는 스크립팅 언어로

구현될 수 있다. 기능적인 측면들은 하나 이상의 프로세서들에서 실행되는 알고리즘으로 구현될 수 있다. 또한,

본 발명은 전자적인 환경 설정, 신호 처리, 및/또는 데이터 처리 등을 위하여 종래 기술을 채용할 수 있다. "매

커니즘", "요소", "수단", "구성"과 같은 용어는 넓게 사용될 수 있으며, 기계적이고 물리적인 구성들로서 한정

되는 것은 아니다. 상기 용어는 프로세서 등과 연계하여 소프트웨어의 일련의 처리들(routines)의 의미를 포함

할 수 있다.

본 발명에서 설명하는 특정 실행들은 일 실시 예들로서, 어떠한 방법으로도 본 발명의 범위를 한정하는 것은 아[0086]

니다. 명세서의 간결함을 위하여, 종래 전자적인 구성들, 제어 시스템들, 소프트웨어, 상기 시스템들의 다른 기

능적인 측면들의 기재는 생략될 수 있다. 또한, 도면에 도시된 구성 요소들 간의 선들의 연결 또는 연결 부재들

은 기능적인 연결 및/또는 물리적 또는 회로적 연결들을 예시적으로 나타낸 것으로서, 실제 장치에서는 대체 가
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능하거나 추가의 다양한 기능적인 연결, 물리적인 연결, 또는 회로 연결들로서 나타내어질 수 있다. 또한, "필

수적인", "중요하게" 등과 같이 구체적인 언급이 없다면 본 발명의 적용을 위하여 반드시 필요한 구성 요소가

아닐 수 있다.

본 발명의 명세서(특히 특허청구범위에서)에서 "상기"의 용어 및 이와 유사한 지시 용어의 사용은 단수 및 복수[0087]

모두에 해당하는 것일 수 있다. 또한, 본 발명에서 범위(range)를 기재한 경우 상기 범위에 속하는 개별적인 값

을 적용한 발명을 포함하는 것으로서(이에 반하는 기재가 없다면), 발명의 상세한 설명에 상기 범위를 구성하는

각 개별적인 값을 기재한 것과 같다. 마지막으로, 본 발명에 따른 방법을 구성하는 단계들에 대하여 명백하게

순서를 기재하거나 반하는 기재가 없다면, 상기 단계들은 적당한 순서로 행해질 수 있다. 반드시 상기 단계들의

기재 순서에 따라 본 발명이 한정되는 것은 아니다. 본 발명에서 모든 예들 또는 예시적인 용어(예들 들어, 등

등)의 사용은 단순히 본 발명을 상세히 설명하기 위한 것으로서 특허청구범위에 의해 한정되지 않는 이상 상기

예들 또는 예시적인 용어로 인해 본 발명의 범위가 한정되는 것은 아니다. 또한, 당업자는 다양한 수정, 조합

및 변경이 부가된 특허청구범위 또는 그 균등물의 범주 내에서 설계 조건 및 팩터에 따라 구성될 수 있음을 알

수 있다.

하기의 실시예를 통하여 본 발명을 보다 상세하게 설명한다. 그러나 하기 실시예는 본 발명의 내용을 구체화하[0089]

기 위한 것일 뿐 이에 의해 본 발명이 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. 이중 타겟 siRNA 설계[0091]

다양한 2종의 표적 유전자 (제 1 유전자 및 제 2 유전자)의 mRNA 서열을 추출한 뒤, 이에 상보적인 서열을 제작[0092]

하고, 제 1 유전자는 mRNA 서열에 상보적인 서열의 3'에서 5' 방향으로 1 nt(nucleotide)씩 17~24mer 길이로

세그멘트화하고, 다른 제 2 유전자는 mRNA 서열에 상보적인 서열의 5'에서 3' 방향으로 1 nt씩 17~24mer 길이로

세그멘트화하였다. 세그멘트화한 두 유전자의 서열 각각에 대하여, Striped Smith-Waterman 알고리즘을 이용하

여, NCBI에서 제공하는 약 37961개의 유전자 서열과 얼라이먼트(alignment)를 진행하였다. 이 후, 제 1 유전자

의 mRNA에서 세그멘트화된 서열이 1) 시작 코돈(start condon)으로부터 75nt 거리 내에 위치하는 않는 경우, 2)

G 염기 및 C 염기의 함량이 전체 염기 수에 대해서 36% 내지 52%인 경우, 3) GC 반복서열이 3 미만인 경우, 4)

AT 반복 서열이 4 미만인 경우, 5) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, G 염기 또는 C 염기가 첫 번째 위치

에 존재하는 경우, 6) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, A 염기가 3번째 위치에 존재하는 경우, 7) 세그

멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, T 또는 U 염기가 10번째 위치에 존재하는 경우, 8) 세그멘트화된 서열이 센

스 서열인 경우, G 염기가 13번째 위치에 존재하지 않는 경우, 9) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, 19번

째 위치에 A 염기가 존재하는 경우, 10) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, 19번째 위치에 G 염기 또는 C

염기가 존재하지 않는 경우, 11) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 첫 번째 위치에 A 염기, T 염기

또는 U 염기가 존재하지 않는 경우, 12) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 서열의 첫 번째 위치에 G

염기가 존재하는 경우, 13) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 6번째 위치에 A가 존재하는 경우, 14)

세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 19번째 서열이 G 염기 또는 C 염기가 아닌 경우, 15) 세그멘트화된

서열이 안티센스 서열인 경우, 19번째 서열이 U 염기 또는 T 염기인 경우, 및 16) 세그멘트화된 서열이 코딩서

열(Coding sequence, CDS)에 위치하는 경우에 1점의 가중치를 주었고; 및 얼라이먼트되어 매칭된 서열도 상기

매칭된 서열이 타겟하는 제 2  유전자의 mRNA에서 세그멘트화된 서열이 1)  시작 코돈(start  condon)으로부터

75bp 거리 내에 위치하는 않는 경우, 2) G 염기 및 C 염기의 함량이 전체 염기 수에 대해서 36% 내지 52%인 경

우, 3) GC 반복서열이 3 미만인 경우, 4) AT 반복 서열이 4 미만인 경우, 5) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인

경우, G 염기 또는 C 염기가 첫 번째 위치에 존재하는 경우, 6) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, A 염기

가 3번째 위치에 존재하는 경우, 7) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, T 또는 U 염기가 10번째 위치에 존

재하는 경우, 8) 세그멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, G 염기가 13번째 위치에 존재하지 않는 경우, 9) 세그

멘트화된 서열이 센스 서열인 경우, 19번째 위치에 A 염기가 존재하는 경우, 10) 세그멘트화된 서열이 센스 서

열인 경우, 19번째 위치에 G 염기 또는 C 염기가 존재하지 않는 경우, 11) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열

인 경우, 첫 번째 위치에 A 염기, T 염기 또는 U 염기가 존재하지 않는 경우, 12) 세그멘트화된 서열이 안티센

스 서열인 경우, 서열의 첫 번째 위치에 G 염기가 존재하는 경우, 13) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경

우, 6번째 위치에 A가 존재하는 경우, 14) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 19번째 서열이 G 염기

또는 C 염기가 아닌 경우, 15) 세그멘트화된 서열이 안티센스 서열인 경우, 19번째 서열이 U 염기 또는 T 염기
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인 경우, 및 16) 세그멘트화된 서열이 코딩서열(Coding sequence, CDS)에 위치하는 경우에 1점의 가중치를 주었

다. 이렇게 생성된 제 1  유전자 및 제 2  유전자의 mRNA  서열에 각각 상보적으로 결합하면서 서로 상보적인

17~24mer 길이의 이중 특이적 siRNA들을 99쌍을 제작하였다 (도 1). 

실시예 2. 미스 매치를 포함하는 이중 타겟 siRNA 설계[0094]

RISC는 일반적으로 siRNA 두 가닥 중 한 가닥만 선호하므로, 두 종류의 유전자의 mRNA를 적절하게 하향 조절하[0095]

기 위해서는 두 서열이 비슷한 비율로 RISC에 결합되어야 하는데, 종래의 이중 타겟 siRNA는 각 유전자의 mRNA

서열에 상보적인 핵산 서열인 센스(sense) 서열, 즉, guide RNA (제 1 유전자의 mRNA에 상보적인 핵산 서열)와

안티센스(antisense) 서열, 즉, passenger RNA (제 2 유전자의 mRNA에 상보적인 핵산 서열)의 각 염기가 100%

상보적이기 때문에 off-target effect가 발생하였다. 이에, 미스매치의 수 및 위치가 RISC가 두 가닥을 비슷한

비율로 인식하는데 중요할 것으로 판단하여, 오프 타겟 효과(off-target effect)를 제어하면서 두 종류의 유전

자를  모두  낙다운하기  위해,  siRNA의  guide  RNA  및  passenger  RNA  서열  사이의  다양한  위치에  미스매치

(mismatch)가 존재하도록 siRNA를 설계한 뒤 (도 2), mismatch 위치와 해당 서열의 각 유전자 발현 억제 효과의

상관관계를 분석하였다. 구체적으로, 상기 실시예 1에서 다양한 유전자 세트에 대해 도출한 길이 17~24mer 사이

의 이중 타겟 siRNA 99쌍 (총 198개의 핵산 서열)에서 두 서열간 mismatch의 위치를 '전체 서열 길이 대비 위치

(mismatch  location)'로 나타내  이들의 서로 다른 길이를 표준화하고 (도 3a),  총 198개 서열의 mismatch

location 및 억제 효율 (KDeff)을 데이터화하였다 (도 3b). 이 때, Mismatch location을 0.05 단위로 구간화하

였고 (e.g 0.00~0.05, 0.05~0.10, …0.90~0.95, 0.95~1.00), 각 구간별 mismatch 유무에 따른 억제 효율 차이

를 분석하기 위해, mismatch가 있는 서열의 억제 효율 상위 30% 및 하위 30%, 및 mismatch가 없는 서열의 억제

효율 상위 30% 및 하위 30%의 억제효율 차이를 수학식 1 및 2를 이용하여 계산하였다. 하기 수학식 1 및 2에서

mismatch의  효과가  없다면  상위  30%의  결과와  하위  30%의  결과는  1이  되며,  차이가  있다면  1이  나오지

않으므로, 하기 수학식 3을 이용하여, 상기 두 수학식의 결과값의 차이 (Mismatch location에 따른 상대적 KDeff

차이)를 분석하여 (Mismatch가 두 유전자의 발현 억제 효율을 향상시키면 양수의 값/Mismatch가 두 유전자의 발

현 억제 효율을 감소시키면 음수의 값),  99쌍의 siRNA  (총 198개 서열)의 mismatch  location이 bispecific

siRNA의 유전자 발현 억제 효율에 미치는 영향을 분석하였다.

수학식 1

[0096]

수학식 2

[0097]

수학식 3

[0098]

그 결과, siRNA 쌍의 단일 가닥 서열을 기준으로, siRNA의 총 길이를 1.0으로 가정했을 때, 5' 말단으로부터[0099]

0.25~0.30 및 0.70~0.75의 위치의 뉴클레오타이드에 mismatch가 존재할 경우 (예를 들어, 20mer siRNA인 경우,

5'말단에서 14번째 뉴클레오타이드 위치에 mismatch가 존재), 유전자 억제 효율이 증가되는 것으로 나타났다
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(도 4). 또한, 비대칭 mismatch(불일치) 구조가 siRNA 효능의 선택성을 높이는 것으로 나타났으며, 0.3 위치에

불일치가 있는 단일 가닥 siRNA가 작업 서열로 선택되는 경향이 있고, 0.7 위치에 상보적인 불일치가 있는 다른

가닥이 선택되는 경향이 나타났다 (도 5). 결과적으로 0.3 위치가 siRNA 효능에 가장 중요한 부위임을 확인하였

다.

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5

도면6
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