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(57) 요 약

본 발명은 개방 해독 틀 하나 이상과, 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유

래하는 핵산을 포함하는 3'-UTR 요소 하나 이상을 포함하는 인공 핵산 분자에 관한 것이다. 본 발명은 또한 유전

자 치료법 및/또는 유전자 백신화에 있어서 이와 같은 인공 핵산 분자의 용도에 관한 것이기도 하다. 뿐만 아니

라, 본 발명은 이와 같은 3'-UTR 요소를 포함하는 핵산 서열로부터의 단백질 발현을 안정화 및/또는 연장하기 위

한, 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하는 3'-

UTR 요소의 용도에 관한 것이기도 하다. 

대 표 도 - 도1
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특허청구의 범위

청구항 1 

a. 개방 해독 틀(ORF) 하나 이상; 및

b. 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하는 3'-비

번역 영역 요소(3'-UTR 요소) 하나 이상

을 포함하는 인공 핵산 분자로서,

상기 개방 해독 틀은, 특히 3'-UTR 요소가 래트 알부민 유전자의 3'-UTR로부터 유래하는 경우, 베타-글로빈을

암호화하지 않는 것이 바람직하고,

상기 개방 해독 틀은, 특히 3'-UTR 요소가 사람 알부민 유전자의 3'-UTR로부터 유래하는 경우, 사람 인자 IX를

암호화하지 않는 것이 바람직한 인공 핵산 분자.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소 하나 이상은 상기 인공 핵산 분자로부터의 단백질 생산을 안정화/연장하는

것인 인공 핵산 분자.

청구항 3 

제1항 또는 제2항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소 하나 이상은, 척추동물 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이

체, 바람직하게는 포유동물 알부민 유전자, 예를 들어 마우스 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체, 더욱

바람직하게는 영장류 알부민 유전자, 특히 사람 알부민 유전자 또는 올리브 개코 원숭이 유래 알부민 유전자의

3'-UTR 또는 이것들의 변이체, 더더욱 바람직하게는 유전자 은행 수탁 번호 NM_000477.5에 의한 사람 알부민 유

전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 4 

제1항 내지 제3항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소 하나 이상은 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열

번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 따른 핵산 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상, 바람

직하게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상,

더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상인 핵산

서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어져 있거나, 또는 상기 3'-UTR 요소 하나 이상은 서열 번호 1, 서열 번

호 2, 서열 번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 따른 핵산 서열에 대한 동일성이 약 40%

이상, 바람직하게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약

80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이

상인 핵산 서열의 단편을 포함하거나 이 단편으로 이루어져 있는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 단편의 길이는 약 50 뉴클레오티드 이상, 바람직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱

바람직하게는 약 100 뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게는 약 125 뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는

약 150 뉴클레오티드 이상인 것인 인공 핵산 분자.

청구항 6 

제1항 내지 제5항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 3'-UTR  요소 하나 이상의 길이는 약 50  뉴클레오티드

이상, 바람직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱 바람직하게는 약 100 뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하

게는 약 125 뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는 약 150 뉴클레오티드 이상인 것인 인공 핵산 분자.

청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 인공 핵산 분자는 
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c. 폴리(A) 서열 및/또는 폴리아데닐화 신호

를 추가로 포함하는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 폴리아데닐화 신호는 3'-UTR 요소의 내부에 위치하는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 9 

제7항 또는 제8항에 있어서, 상기 폴리아데닐화 신호는 공통 서열 NN(U/T)ANA[여기서, N은 A 또는 U임], 바람직

하게는 AA(U/T)AAA 또는 A(U/T)(U/T)AAA를 포함하는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 10 

제7항 내지 제9항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 폴리아데닐화 신호, 바람직하게는 공통 서열 NNUANA는 3'-

UTR의 3'-말단 쪽 약 50 뉴클레오티드 미만만큼 상류에 위치하는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 11 

제7항 내지 제10항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 폴리(A) 서열의 길이는 약 20~약 300개 아데닌 뉴클레오

티드, 바람직하게는 약 40~약 200개 아데닌 뉴클레오티드, 더욱 바람직하게는 약 50~약 100개 아데닌 뉴클레오

티드, 더더욱 바람직하게는 약 60~약 70개 아데닌 뉴클레오티드인 것인 인공 핵산 분자.

청구항 12 

제1항 내지 제11항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 개방 해독 틀은 알부민, 바람직하게는 사람 알부민을 암

호화하지 않는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 13 

제1항 내지 제12항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 인공 핵산 분자는 5'-캡 구조, 폴리(C) 서열, 히스톤 스

템-루프 및/또는 IRES 모티프를 추가로 포함하는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 14 

제1항 내지 제13항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 핵산은 부가의 5'-요소, 바람직하게는 5'-UTR, 프로모터,

또는 5'-UTR과 프로모터 포함 서열을 포함하는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 15 

제1항 내지 제14항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 인공 핵산 분자, 바람직하게 개방 해독 틀은 G/C에 적어

도 부분적으로 변화가 가하여지며, 개방 해독 틀의 G/C 함량은, 바람직하게 야생형 개방 해독 틀의 G/C 함량과

비교되게 증가한 것인 인공 핵산 분자.

청구항 16 

제1항 내지 제15항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 개방 해독 틀은 코돈 최적화된 영역을 포함하고, 바람직

하게 상기 개방 해독 틀은 코돈 최적화되는 것인 인공 핵산 분자.

청구항 17 

제1항 내지 제16항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 인공 핵산 분자는 RNA 분자, 바람직하게는 mRNA 분자인

것인 인공 핵산 분자.

청구항 18 

a. 개방 해독 틀 및/또는 클로닝 위치; 및

b. 알부민 유전자의 3'-UTR로부터 유래하거나 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열

을 포함하는 3'-비번역 영역 요소(3'-UTR 요소) 하나 이상
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을 포함하는 벡터로서,

상기 개방 해독 틀은, 특히 3'-UTR 요소가 래트 알부민 유전자의 3'-UTR로부터 유래하는 경우, 베타-글로빈을

암호화하지 않는 것이 바람직하고,

상기 개방 해독 틀은, 특히 3'-UTR 요소가 사람 알부민 유전자의 3'-UTR로부터 유래하는 경우, 사람 인자 IX를

암호화하지 않는 것이 바람직한 벡터.

청구항 19 

제18항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소 하나 이상은, 척추동물 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체, 바람직

하게는 포유동물 알부민 유전자, 예를 들어 마우스 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체, 더욱 바람직하게

는 영장류 알부민 유전자, 특히 사람 알부민 유전자 또는 올리브 개코 원숭이 유래 알부민 유전자의 3'-UTR 또

는 이의 변이체, 더더욱 바람직하게는 유전자 은행 수탁 번호 NM_000477.5에 의한 사람 알부민 유전자의 3'-UTR

또는 이의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어진 것인 벡터.

청구항 20 

제18항 또는 제19항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소 하나 이상은 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열 번호 32, 서열

번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 따른 핵산 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상, 바람직하게는 약

50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직

하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상인 핵산 서열을 포함

하거나 이 핵산 서열로 이루어져 있거나, 또는 상기 3'-UTR 요소 하나 이상은 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열

번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 따른 핵산 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상, 바람

직하게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상,

더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상인 핵산

서열의 단편을 포함하거나 이 단편으로 이루어져 있는 것인 벡터.

청구항 21 

제20항에 있어서, 상기 단편의 길이는 약 50 뉴클레오티드 이상, 바람직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱

바람직하게는 약 100 뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게는 약 125 뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는

약 150 뉴클레오티드 이상인 것인 벡터.

청구항 22 

제18항 내지 제21항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소 하나 이상의 길이는 약 50 뉴클레오티드 이

상, 바람직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱 바람직하게는 약 100 뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게

는 약 125 뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는 약 150 뉴클레오티드 이상인 것인 벡터.

청구항 23 

제18항 내지 제22항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 

c. 폴리(A) 서열 및/또는 폴리아데닐화 신호

를 추가로 포함하는 것인 벡터.

청구항 24 

제23항에 있어서, 상기 폴리아데닐화 신호는 3'-UTR 요소의 내부에 위치하는 것인 벡터.

청구항 25 

제23항 또는 제24항에 있어서, 상기 폴리아데닐화 신호는 공통 서열 NN(U/T)ANA[여기서, N은 A 또는 U임], 바람

직하게는 AA(U/T)AAA 또는 A(U/T)(U/T)AAA를 포함하는 것인 벡터.

청구항 26 

제23항 내지 제25항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 폴리아데닐화 신호, 바람직하게는 공통 서열 NNUANA는
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3'-UTR 요소의 3'-말단 쪽 약 50 뉴클레오티드 미만만큼 상류에 위치하는 것인 벡터.

청구항 27 

제23항 내지 제26항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 폴리(A) 서열의 길이는 약 20~약 300개 아데닌 뉴클레오

티드, 바람직하게는 약 40~약 200개 아데닌 뉴클레오티드, 더욱 바람직하게는 약 50~약 100개 아데닌 뉴클레오

티드, 더더욱 바람직하게는 약 60~약 70개 아데닌 뉴클레오티드인 것인 벡터.

청구항 28 

제18항 내지 제27항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 개방 해독 틀은 알부민, 바람직하게는 사람 알부민을 암

호화하지 않는 것인 벡터.

청구항 29 

제18항 내지 제28항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 개방 해독 틀은 사람 인자 IX 또는 리포터 단백질, 바람

직하게는 GFP 단백질, 루시퍼라제 단백질 또는 글로빈 단백질, 또는 이것들의 변이체들을 암호화하지 않는 것인

벡터.

청구항 30 

제18항 내지 제29항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 폴리(C) 서열, 히스톤 스템-루프 및/또는 IRES-

모티프를 추가로 포함하는 것인 벡터.

청구항 31 

제18항 내지 제30항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 5' 요소, 바람직하게는 5'-UTR, 프로모터, 또는

5'-UTR과 프로모터를 포함하는 서열을 추가로 포함하는 것인 벡터.

청구항 32 

제18항 내지 제31항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 적어도 부분적으로 G/C에 변화가 가하여지고, 바

람직하게 상기 개방 해독 틀은 적어도 부분적으로 G/C에 변화가 가하여지며, 바람직하게 상기 개방 해독 틀의

G/C 함량은, 야생형 개방 해독 틀의 G/C 함량과 비교되게 증가한 것인 벡터.

청구항 33 

제18항 내지 제32항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 개방 해독 틀은 코돈 최적화된 영역을 포함하고, 바람직

하게 상기 개방 해독 틀은 코돈 최적화되는 것인 벡터.

청구항 34 

제18항 내지 제33항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 DNA 벡터인 것인 벡터.

청구항 35 

제18항 내지 제34항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 플라스미드 벡터 또는 바이러스 벡터, 바람직하

게는 플라스미드 벡터인 것인 벡터.

청구항 36 

제18항 내지 제35항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인

공 핵산 분자를 포함하는 것인 벡터.

청구항 37 

제18항 내지 제36항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 벡터는 원형 분자인 것인 벡터.

청구항 38 

제37항에 있어서, 암호화 사슬의 폴리(A) 서열 또는 3'-UTR 요소 뒤에는 원형 벡터 분자의 선형화에 사용될 제
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한 위치가 5'→3' 방향으로 따르는 것인 벡터.

청구항 39 

제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인공 핵산 분자 또는 제18항 내지 제38항 중 어느 하나의 항에 의

한 벡터를 포함하는 세포.

청구항 40 

제39항에 있어서, 상기 세포는 포유동물 세포인 것인 세포.

청구항 41 

제39항 또는 제40항에 있어서, 상기 세포는 포유동물 개체의 세포, 바람직하게는 포유동물 개체, 바람직하게는

사람 개체의 분리된 세포인 것인 세포.

청구항 42 

제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인공 핵산 분자, 제18항 내지 제38항 중 어느 하나의 항에 의한

벡터, 또는 제39항 내지 제41항 중 어느 하나의 항에 의한 세포를 포함하는 약학 조성물.

청구항 43 

제42항에 있어서, 상기 약학 조성물은 하나 이상의 약학적으로 허용 가능한 희석제 및/또는 부형제 및/또는 하

나 이상의 보조제를 추가로 포함하는 것인 약학 조성물.

청구항 44 

의약품으로서 사용되기 위한, 제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인공 핵산 분자, 제18항 내지 제38

항 중 어느 하나의 항에 의한 벡터, 제39항 내지 제41항 중 어느 하나의 항에 의한 세포, 또는 제42항 또는 제

43항에 의한 약학 조성물.

청구항 45 

백신으로서 사용되거나 유전자 치료법에서 사용되기 위한, 제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인공

핵산 분자, 제18항 내지 제38항 중 어느 하나의 항에 의한 벡터, 제39항 내지 제41항 중 어느 하나의 항에 의한

세포, 또는 제42항 또는 제43항에 의한 약학 조성물.

청구항 46 

제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인공 핵산 분자, 제18항 내지 제38항 중 어느 하나의 항에 의한

벡터, 제39항 내지 제41항 중 어느 하나의 항에 의한 세포, 또는 제42항 또는 제43항에 의한 약학 조성물을, 이

것들의 투여를 필요로 하는 개체에 투여하는 단계를 포함하는, 질환을 치료 또는 예방하는 방법.

청구항 47 

제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인공 핵산 분자 또는 제18항 내지 제38항 중 어느 하나의 항에 의

한 벡터를 세포에 형질 감염시키는 단계를 포함하는, 질환을 치료 또는 예방하는 방법.

청구항 48 

제47항에 있어서, 상기 세포의 형질 감염은 시험관 내/생체 외에서 수행되고, 상기 형질 감염된 세포는 이것의

투여를 필요로 하는 개체, 바람직하게는 사람인 환자에 투여되는 것인 방법.

청구항 49 

제48항에 있어서, 상기 시험관 내 형질 감염될 세포는 개체, 바람직하게는 사람인 환자의 분리된 세포인 것인

방법.

청구항 50 
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제46항 내지 제49항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 방법은 백신화 방법 또는 유전자 치료법인 것인 방법.

청구항 51 

핵산 분자, 바람직하게는 mRNA 분자 또는 벡터로부터의 단백질 생산을 안정화 및/또는 연장하는 방법으로서, 상

기 방법은 핵산 분자, 바람직하게는 mRNA 분자 또는 벡터와 3'-UTR 요소를 결합하는 단계를 포함하고, 상기 3'-

UTR 요소는 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하

거나 이 핵산 서열로 이루어진 방법.

청구항 52 

핵산 분자, 바람직하게는 mRNA 분자 또는 벡터로부터 단백질 생산을 안정화 및/또는 연장하기 위한 3'-UTR의 용

도로서, 상기 3'-UTR 요소는 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵

산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어진 용도.

청구항 53 

제51항에 의한 방법 또는 제52항에 의한 용도로서, 상기 3'-UTR 요소는 척추동물 알부민 유전자의 3'-UTR 또는

이의 변이체, 바람직하게는 포유동물 알부민 유전자, 예를 들어 마우스 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이

체, 더욱 바람직하게는 영장류 알부민 유전자, 특히 사람 알부민 유전자 또는 올리브 개코 원숭이 유래 알부민

유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체, 더더욱 바람직하게는 유전자 은행 수탁 번호 NM_000477.5에 의한 사람 알부

민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어진 것인

방법 또는 용도.

청구항 54 

제51항 내지 제53항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소는 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열 번호

32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 따른 핵산 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상, 바람직하

게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더

욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상인 핵산 서

열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어져 있거나, 또는 상기 3'-UTR 요소는 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열

번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 따른 핵산 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상, 바람

직하게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상,

더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상인 핵산

서열의 단편을 포함하거나 이 단편으로 이루어져 있는 것인 방법 또는 용도.

청구항 55 

제54항에 있어서, 상기 단편의 길이는 약 50 뉴클레오티드 이상, 바람직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱

바람직하게는 약 100 뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게는 약 125 뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는

약 150 뉴클레오티드 이상인 것인 방법 또는 용도.

청구항 56 

제51항 내지 제55항 중 어느 하나의 항에 있어서, 상기 3'-UTR 요소의 길이는 약 50 뉴클레오티드 이상, 바람직

하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱 바람직하게는 약 100 뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게는 약 125

뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는 약 150 뉴클레오티드 이상인 것인 방법 또는 용도.

청구항 57 

제1항 내지 제17항 중 어느 하나의 항에 의한 인공 핵산 분자, 제18항 내지 제38항 중 어느 하나의 항에 의한

벡터, 제39항 내지 제41항 중 어느 하나의 항에 의한 세포 및/또는 제42항 또는 제43항에 의한 약학 조성물을

포함하는 키트 또는 이것을 포함하는 부분들로 이루어진 키트.

청구항 58 

제57항에 있어서, 상기 키트는 사용 지침, 형질 감염용 세포, 보조제, 약학 조성물 투여 수단, 인공 핵산 분자,

DNA 벡터 또는 약학 조성물을 용해 또는 희석함에 있어 약학적으로 허용 가능한 캐리어 및/또는 약학적으로 허
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용 가능한 용액을 추가로 포함하는 것인 키트.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 개방 해독 틀, 즉 3'-UTR 요소와, 임의로는 폴리(A) 서열 및/또는 폴리아데닐화 신호를 포함하는 인[0001]

공 핵산 분자에 관한 것이다. 본 발명은 또한, 바람직하게 유전자 치료법 및/또는 유전자 백신화 분야에서 사용

될, 3'-UTR 요소를 포함하는 벡터, 상기 인공 핵산 분자를 포함하는 약학 조성물, 그리고 인공 핵산 분자, 이

인공 핵산 분자를 포함하는 벡터 및/또는 약학 조성물을 포함하는 키트에 관한 것이기도 하다. 

배 경 기 술

유전자 치료법과 유전자 백신화는 가장 전도 유망하고도 급속도로 발전하고 있는 현대 의학의 방법들에 속한다.[0002]

이 방법들은 다양한 질병을 치료하기 위해 매우 특이적이며 구체적인 사양을 제공할 수 있다. 특히 선천성 유전

병뿐만 아니라 자가 면역 질병, 암 또는 종양 관련 질병, 그리고 염증성 질병이 이러한 치료 접근법의 대상이

될 수 있다. 또한 이와 같은 접근법들에 의해 상기와 같은 질병들의 (조기) 발병을 예방하는 것이 구현되기도

한다.

유전자 치료법의 저변에 있는 주요 개념상 근거는, 특정 질병의 병리적 병태와 연관된, 손상 유전자 발현을 적[0003]

당히 조정하는 것이다. 병리적으로 변형된 유전자 발현은 필수 유전자 생산물, 예를 들어 신호 전달 인자, 예를

들어 호르몬, 항존 인자(housekeeping factor), 대사 효소 또는 구조 단백질 등의 결실 또는 과 생산을 초래할

수 있다. 변형된 유전자 발현은 전사 및/또는 번역의 잘못된 조절(misregulation)에 기인할 수 있을 뿐만 아니

라 특정 단백질을 암호화하는 ORF 내 돌연 변이에 기인할 수도 있다. 병리적 돌연 변이들은, 예를 들어 염색체

이상, 또는 더욱 특이적인 돌연 변이, 예를 들어 점 돌연 변이 또는 해독 틀 이동 돌연 변이에 의하여 발생할

수 있는데, 이 돌연 변이들은 모두 유전자 생산물의 기능 상실과, 잠재적으로는 이 유전자 생산물 기능의 완전

상실을 초래한다. 그러나 전사 또는 번역의 잘못된 조절은, 만일 돌연 변이들이 세포의 전사 또는 번역 기구에

관여하는 단백질을 암호화하는 유전자에 영향을 미치면 발생할 수도 있다. 이와 같은 돌연 변이들은 (보통 말하

는) 기능을 가지는 유전자들의 병리적 상향 조절 또는 하향 조절을 유도할 수 있다. 이와 같은 조절 기능을 발

휘하는 유전자 생산물을 암호화하는 유전자들은, 예를 들어 전사 인자, 신호 수용체 또는 메신저 단백질 등일

수 있다. 그러나 이와 같은 조절 단백질 암호화 유전자들의 기능 상실은, 임의의 경우 손상된 유전자 생산물의

추가 하류로서 작용을 하는 기타 인자들을 인공적으로 도입함으로써 회복될 수 있다. 이와 같은 유전자 결함들

은 또한 손상된 유전자 자체의 치환을 통한 유전자 치료법에 의하여 만회될 수도 있다.

유전자 백신화는 선택된 항원, 예를 들어 박테리아 표면, 바이러스 입자 또는 종양 항원 등의 특징을 이루는 구[0004]

성 요소들에 대하여 원하는 면역 반응을 일으킬 수 있다. 일반적으로 백신화는 현대 의학의 중심축을 이루는 성

과물들 중 하나이다. 그러나 현재는 단지 소수의 질병들에 대한 유효 백신들만이 시판되고 있는 실정이다. 또한

백신화를 통해 예방될 수 없는 감염들이 매년 수 백만명의 사람들을 여전히 침노하고 있다.

보통 백신은 "제1 세대", "제2 세대" 또는 "제3 세대" 백신으로 세분될 수 있다. "제1 세대 백신"은 통상 전 유[0005]

기체 백신(whole organism vaccine)이다. 상기 제1 세대 백신은 살아있으면서 약독화된 병원체 또는 사멸된 병

원체, 예를 들어 바이러스 또는 박테리아 등을 기반으로 한다. 살아있으면서 약독화된 백신의 주요 단점은 병원

체가 생명을 위협하는 변이체로 역전될 위험이 있다는 점이다. 그러므로 이와 같이 약독화된 병원체는 본질적으

로 예측 불가능한 위험을 여전히 보유하고 있을 수 있다. 사멸된 병원체는 특이적 면역 반응을 유발하는데 요망

될 만큼 효과적일 수 없다. 이와 같은 위험들을 최소화하기 위해 "제2 세대" 백신들이 개발되었다. 상기 제2 세

대 백신은 통상 병원체로부터 유래하는 한정된 항원들 또는 재조합 단백질 구성 성분들로 이루어진 서브유닛 백

신이다.

유전자 백신, 즉 유전자 백신화용 백신은 보통 "제3 세대" 백신인 것으로 이해된다. 상기 제3 세대 백신은 통상[0006]

생체 내에서 병원체나 종양 항원의 특징을 나타내는 펩티드 또는 단백질 (항원) 단편들을 발현시킬 수 있는 유

전자 조작된 핵산 분자로 구성된다. 유전자 백신은 환자에게 투여되었을 때 수용성 세포에 의해 흡수됨으로써

발현된다. 투여된 핵산이 발현되면 암호화된 단백질이 생산된다. 이러한 단백질이 환자의 면역계에 의해 외래

물질로서 인지되는 경우, 면역 반응은 촉발된다. 
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전술된 사항들로부터 알 수 있는 바와 같이, 유전자 치료법과 유전자 백신화 방법은 둘 다 본질적으로 핵산 분[0007]

자를 환자에 투여한 다음, 암호화된 유전 정보를 전사 및/또는 번역시키는 것을 바탕으로 한다. 대안적으로 유

전자 백신화 또는 유전자 치료법은 또한 치료될 환자로부터 특이적 체세포를 분리한 다음, 이 세포를 시험관 내

에서 형질 감염시키고, 이와 같이 처리된 세포들을 환자에게 다시 투여하는 단계들을 포함할 수도 있다. 

 RNA 뿐만 아니라 DNA는 유전자 치료법 또는 유전자 백신화 과정 중 투여되는 핵산 분자로서 사용될 수 있다.[0008]

DNA는 비교적 안정적이고 다루기 용이한 것으로 알려져 있다. 그러나 DNA를 사용함에 있어서는, 투여된 DNA 단

편이 환자의 유전체에 원치 않게 삽입되어, 손상된 유전자의 기능이 잠재적으로 상실될 위험이 있다. 추가의 위

험으로서는, 항 DNA 항체들이 원치 않게 생산된다는 점이 있다. 또 다른 단점으로서는, DNA가 투여되어 전사/번

역이 진행될 때 달성될 수 있는 암호화 펩티드 또는 단백질의 발현 수준이 제한된다는 점이 있다. 다른 어떤 이

유들보다도, 투여된 DNA의 발현 수준은, DNA 전사를 조절하는 특이적 전사 인자들의 존재에 좌우될 것이다. 이

러한  인자들이  존재하지  않으면  DNA  전사를  통해서는  만족할만한  양의  RNA가  생산되지  않을  것이다.

결과적으로, 번역된 펩티드 또는 단백질의 수준은 제한된다.

유전자 치료법이나 유전자 백신화에 DNA 대신 RNA가 사용되면, 이 DNA가 원치 않게 유전자에 통합되어 항 DNA[0009]

항체가  생산될  위험이  최소화되거나  없어질  수  있다.  그러나  RNA는  오히려  도처에  존재하는  RNA  분해효소

(ubiquotous RNAase)에 의해 용이하게 분해될 수 있는 불안정 분자 종인 것으로 간주한다.

생체 내에서의 RNA 분해는 RNA 반감기(RNA half-life time) 조절에 기여한다. 이러한 효과는 진핵 생물 유전자[0010]

발현의 조절을 훌륭하게 변조(tuning)하는 것으로 간주 및 입증되었다[Friedel et al., Conserved principles

of mammalian transcriptional regulation revealed by RNA half-life, Nucleic Acid Research, 2009, 1-12].

즉 자연 발생 mRNA 각각은 자체의 개별 반감기를 가지는데, 이 반감기는 mRNA가 유도된 유전자에 의존한다. 반

감기로 말미암아 이와 같은 유전자의 발현 수준이 조절되는 것이다. 불안정한 RNA는 개별 시점들에서 유전자를

일시적으로 발현시킴에 있어 중요한 역할을 한다. 그러나 반감기가 긴 RNA(long-lived RNA)는 변별적 단백질들

의 축적 또는 유전자의 연속 발현과 연관될 수 있다. 생체 내 mRNA의 반감기는 또한, 예를 들어 인슐린 유사 생

장 인자 I, 액틴 및 알부민 mRNA의 경우에서 보인 바와 같이, 환경적 요인들, 예를 들어 호르몬 처리에 의존적

일  수도  있다[Johnson  et  al.,  Newly  synthesized  RNA:  Simultaneous  measurement  in  intact  cells  of

transcription rates and RNA stability of insulin-like growth factor I, actin, and albumin in growth

hormone-stimulated hepatocytes, Proc. Natl. Acad. Sci., Vol. 88, pp. 5287-5291, 1991].

유전자 치료법과 유전자 백신화에는 보통 안정한 RNA가 요망된다. 이는, 한편으로는 RNA 서열에 의해 암호화된[0011]

생산물이 생체 내에 축적될 것이라는 사실 때문이다. 다른 한편으로, RNA는, 그것이 축적되는 과정 중에 적당한

투여형으로 제조될 때와 투여될 때, 자체의 구조적 및 기능적 일체성을 유지하여야 한다. 그러므로 RNA 분자가

조기에 분해 또는 붕괴하는 것이 방지되도록, 유전자 치료법 또는 유전자 백신화에 안정한 RNA 분자들을 제공하

는데 상당한 주의가 기울여졌다.

핵산 분자의 G/C 함량은 핵산 분자의 안정성에 영향을 미칠 수 있음이 보고된 바 있다. 그러므로 구아닌(G) 및/[0012]

또는 시토신(C) 잔기들의 양이 증가한 핵산은, 아데닌(A) 및 티민(T) 또는 우라실(U) 뉴클레오티드들을 다량으

로 함유하는 핵산보다 기능상으로 더욱 안정할 수 있다. 이와 같은 내용에 있어서, WO 제02/098443호는 번역된

영역 내 서열 변형을 통하여 안정화된 mRNA를 포함하는 약학 조성물을 제공한다. 이와 같은 서열 변형은 유전

암호의 축퇴성(degeneracy)을 이용한다. 그러므로 덜 유리한(RNA 안정성의 관점에서 덜 유리한) 뉴클레오티드

조합을 포함하는 코돈들은, 암호화된 아미노산 서열을 변형시키지 않고 대안적 코돈들에 의해 치환될 수 있다.

이와 같은 RNA 안정화 방법은, 원하는 아미노산 서열의 공간이 남는 것이 허용되지 않는 단일 RNA 분자 각각의

특이적  뉴클레오티드  서열이  제공됨으로  인하여  제한된다.  또한  이러한  접근법은  RNA의  암호화  영역에

제한된다.

mRNA 안정화에 대한 대안적 사양으로서, 자연 발생 진핵 생물 mRNA 분자들이 특징적인 안정화 요소들을 포함한[0013]

다는 사실이 파악되었다. 예를 들어 자연 발생 진핵 생물 mRNA 분자들은 자체의 5' 말단 및/또는 3'-말단에 소

위 비번역 영역(UTR)(각각 5'-UTR 및/또는 3'-UTR)을 포함할 수 있을 뿐만 아니라, 기타 구조적 특징들, 예를

들어 5'-캡 구조 또는 3'-폴리(A) 미부를 포함할 수도 있다. 상기 5'-UTR 및 3'-UTR은 둘 다 통상 게놈 DNA로부

터 전사되므로, 미성숙 mRNA의 요소이다. 성숙 mRNA의 특징을 이루는 구조적 특징들, 예를 들어 5'-캡 및 3'-폴

리(A) 미부(폴리(A) 미부 또는 폴리(A) 서열이라고도 칭하여짐)는 보통 mRNA 가공 중 전사된 (미성숙) mRNA에

부가된다.

3'-폴리(A) 미부는 통상 전사된 mRNA의 3'-미부에 부가된, 아데닌 뉴클레오티드들의 단조로운 서열 구획이다.[0014]
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상기 3'-폴리(A) 미부는 약 400개 이하의 아데닌 뉴클레오티드를 포함할 수 있다. 이와 같은 3'-폴리(A) 미부의

길이는 개별 mRNA의 안정성에 잠재적으로 중요한 요소라는 사실이 파악되었다.

또한 α-글로빈 mRNA의 3'-UTR은 α-글로빈 mRNA의 안정성에 기여하는 것으로 널리 알려진 중요한 인자일 수 있[0015]

다[Rodgers et al., Regulated α-globin mRNA decay is a cytoplasmic event proceeding through 3'-to-5'

exosome-dependent decapping, RNA, 8, pp. 1526-1537, 2002]. α-글로빈 mRNA의 3'UTR은, 그 존재 자체가 시

험관 내 mRNA 안정성과 상관 있는 특이적 리보핵산단백질-복합체, 즉 α-복합체의 형성에 관여하는 것이 분명하

다[Wang et al., An mRNA stability complex functions with poly(A)-binding protein to stabilize mRNA in

vitro, Molecular and Cellular biology, Vol 19, No. 7, July 1999, p. 4552-4560].

mRNA 안정성에 영향을 미치는 인자들과는 상관없이, 투여된 핵산 분자의 표적 세포 또는 조직에 의한 효과적인[0016]

번역은, 유전자 치료법용 또는 유전자 백신화용 핵산 분자를 사용하는 임의의 접근법에 중요하다. mRNA 안정성

조절과 아울러, 다량의 mRNA의 번역은 구조적 특징들, 예를 들어 UTR, 5'-캡 및 3'-폴리(A) 미부에 의해 조절된

다. 이와 같은 내용에 있어서, 폴리(A) 미부의 길이는 또한 번역 효율에 중요한 역할을 할 수 있는 것으로 보고

된 바 있다. 그러나 3'-요소가 안정화되면 번역을 저해하는 효과가 나타날 수도 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

유전자 치료법 및/또는 유전자 백신화를 수행하는데 적당할 수 있는 핵산 분자를 제공하는 것이 본 발명의 목적[0017]

이다. 특히 번역 효율에 있어서 유의적인 기능 상실을 나타내지 않고 조기 분해 또는 붕괴에 대해 안정화된

mRNA 종을 제공하는 것이 본 발명의 목적이다. 이와 같이 유전자 치료법 및/또는 유전자 백신화에 사용함에 있

어 순응할 수 있는, 우수한 mRNA 종을 암호화하는 핵산 분자를 제공하는 것이 본 발명의 다른 목적이다. 유전자

치료법 및/또는 유전자 백신화에 사용할 약학 조성물을 제공하는 것이 본 발명의 추가의 목적이다. 요약하면,

비용 효율적이면서 간단한 접근법에 의해 선행 기술의 전술된 단점들을 해결하는, 개선된 핵산 종을 제공하는

것이 본 발명의 목적인 것이다.

과제의 해결 수단

유전자 치료법 및/또는 유전자 백신화를 수행하는데 적당할 수 있는 핵산 분자를 제공하는 것이 본 발명의 목적[0018]

이다. 특히 번역 효율에 있어서 유의적인 기능 상실을 나타내지 않고 조기 분해 또는 붕괴에 대해 안정화된

mRNA 종을 제공하는 것이 본 발명의 목적이다. 이와 같이 유전자 치료법 및/또는 유전자 백신화에 사용함에 있

어 순응할 수 있는, 우수한 mRNA 종을 암호화하는 핵산 분자를 제공하는 것이 본 발명의 다른 목적이다. 유전자

치료법 및/또는 유전자 백신화에 사용할 약학 조성물을 제공하는 것이 본 발명의 추가의 목적이다. 요약하면,

비용 효율적이면서 간단한 접근법에 의해 선행 기술의 전술된 단점들을 해결하는, 개선된 핵산 종을 제공하는

것이 본 발명의 목적인 것이다.

본 발명의 바탕을 이루는 목적은 청구된 특허 대상들에 의해 해결된다.[0019]

명확성과 이해의 용이함을 위하여 다음과 같은 정의들이 제공된다. 이러한 정의들에 대해서 언급된 임의의 기술[0020]

적 특징은 본 발명의 각각의 구체예 및 모든 구체예에 대해 적용될 수 있다. 부가의 정의 및 설명은 이러한 구

체예의 내용에 구체적으로 제공될 수 있다.

적응성 면역 반응: 적응성 면역 반응은 통상 면역계의 항원 특이적 반응인 것으로 이해된다. 항원 특이성은 특[0021]

이 병원체 또는 병원체 감염 세포에 대해 맞추어진 반응들을 일으킬 수 있다. 이와 같이 맞추어진 반응들을 확

립하는 능력은 보통 체내에서 "기억 세포"에 의해 유지된다. 만일 병원체가 1회 이상 체내 감염되면, 특이적 기

억 세포들은 상기 병원체를 신속하게 제거하는데 사용된다. 이와 같은 내용에 있어서, 적응성 면역 반응의 제1

단계는, 항원 제시 세포에 의해 항원 특이적 면역 반응을 유도할 수 있는 무경험(naive) 항원 특이 T 세포들 또

는 상이한 면역 세포들의 활성화다. 이와 같은 활성화는 무경험 T 세포가 일정하게 통과하는 림프양 조직 및 장

기 내에서 일어난다. 항원 제시 세포로서 사용될 수 있는 세포의 3가지 유형으로서는, 수지상 세포, 대식 세포

및 B 세포가 있다. 이러한 세포들 각각은 면역 반응을 유도함에 있어서 변별적 기능을 가진다. 수지상 세포는

식세포 작용 및 대음세포작용에 의해 항원을 흡수할 수 있으며, 예를 들어 외래 항원과의 접촉을 통해 자극되어

국소 림프양 조직으로 이동한 다음, 여기에서 성숙한 수지상 세포로 분화될 수 있다. 대식 세포는 입자형 항원,

예를 들어 박테리아를 섭식한 후, 감염성 제제나 기타 적당한 자극에 의해 MHC 분자들을 발현하도록 유도된다.

B 세포 특유의 능력, 즉 가용성 단백질 항체 자체의 수용기를 통해 이 단백질 항원을 결합 및 내부화하는 능력
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은 또한 T 세포를 유도하는데 중요하게 작용할 수도 있다. MHC 분자는 통상 T 세포에 항원을 제시하는데 관여한

다. 여기서 MHC 분자가 항원을 제시하게 되면, T 세포가 활성화되고, 그 결과 T 세포가 증식되어 무장된(armed)

효과기 T 세포로 분화된다. 효과기 T 세포의 가장 중요한 기능은, CD8+ 세포 독성 T 세포에 의해 감염된 세포를

사멸하는 것과, Th1 세포에 의해 대식 세포를 활성화함으로써 상기 대식 세포와 함께 세포 매개 면역성을 나타

내는 것, 그리고 Th2 및 Th1 세포 둘 다에 의해 B 세포가 활성화됨으로써 상이한 항체 군들이 생산되도록 하고,

이를 통해 체액 면역 반응을 일으키는 것이다. T 세포는, 항원을 직접 인지하여 항원과 결합하지 않는 대신에,

병원체 유래 단백질 항원의 짧은 펩티드 단편(예를 들어 소위 에피토프)(기타 세포의 표면 위에 있는 MHC 분자

들에 결합하는 부분)을 인지하는, 자체의 T 세포 수용기에 의해 항원을 인식한다. 

적응성 면역계: 적응성 면역계는 본질적으로 병원체의 생장을 막거나 예방하는데 기여한다. 적응성 면역계는 통[0022]

상 척추 동물 면역계에 (면역성을 나타내기 위해) 특이 병원체를 인지 및 기억하는 능력과, 병원체와 마주칠 때

마다 더욱 강력하게 병원체를 공격할 태세를 갖추는 능력을 제공함으로써 적응성 면역 반응을 조절한다. 상기

적응성 면역계는, 체세포 과 돌연 변이(가속화된 체세포 돌연 변이 과정), V(D)J 재조합(항원 수용기 유전자 분

절들의 비가역적 유전자 재조합)으로 인해 순응성이 크다. 이러한 기작은 소수의 유전자들이, 각각의 개별 림프

구 상에서만 특유하게 발현되는 다수의 상이한 항원 수용기들을 생산하도록 만든다. 유전자 재배열은 각각의 세

포의 DNA 내에 비가역적인 변화를 초래하므로, 이러한 세포, 예를 들어 지속 기간이 긴 특이적 면역성에 대해

중요한 역할을 담당하는 기억 B 세포 및 기억 T 세포의 자손(후손)들은 모두 동일한 수용기 특이성을 암호화하

는 유전자들을 물려줄 것이다.

보조제/보조제 구성 성분: 보조제 또는 보조제 구성 성분은 최 광의에서 통상 기타 제제, 예를 들어 약물 또는[0023]

백신의 효과를 개선(예를 들어 증강)할 수 있는 약학적 및/또는 면역학적 제제이다. 이는 최 광의에서 해석될

것이며, 광범위한 물질들을 말한다. 통상적으로 이와 같은 물질들은 항원의 면역원성을 증가시킬 수 있다. 예를

들어 보조제는 선천성 면역계에 의해 인지될 수 있으며, 예를 들어 선천성 면역 반응을 유도할 수도 있다. "보

조제"는 통상 적응성 면역 반응은 유도하지 않는다. 이러한 관점에서 "보조제"는 항원으로서 간주하지 않는다.

보조제의 작용 방식은 적응성 면역 반응을 일으키는 항원에 의해 촉발되는 효과들과는 구분된다.

항원: 본 발명의 내용에 있어서, "항원"이란 통상 면역계, 바람직하게는 적응성 면역계에 의해 인지될 수 있으[0024]

며, 예를 들어 적응성 면역 반응의 일환으로 항체 및/또는 항원 특이 T 세포를 생산함으로써 항원 특이 면역 반

응을 촉발할 수 있는 물질을 말한다. 통상적으로 항원은 MHC에 의해 T 세포에 제시될 수 있는 펩티드 또는 단백

질일 수 있거나 또는 이와 같은 펩티드 또는 단백질을 포함할 수 있다.

인공 핵산 분자: 인공 핵산 분자는 통상 자연 발생하지 않는 핵산 분자, 예를 들어 DNA 또는 RNA로서 이해될 수[0025]

있다. 다시 말해서, 인공 핵산 분자는 비 자연 핵산 분자로서 이해될 수 있다. 이러한 핵산 분자는 자체의 개별

서열(자연적으로 발생하지 않는 서열) 및/또는 기타 자연 발생하지 않는 뉴클레오티드의 변형, 예를 들어 구조

적 변형으로 인해 비 자연 생산되는 것일 수 있다. 인공 핵산 분자는 DNA 분자, RNA 분자, 또는 DNA 부분들과

RNA 부분들을 포함하는 하이브리드 분자일 수 있다. 통상적으로 인공 핵산 분자는 뉴클레오티드의 원하는 인공

서열(이종 서열)에 상응하도록 유전자 조작 방법에 의해 디자인 및/또는 생산될 수 있다. 이와 같은 내용 중,

인공 서열은 보통 자연 발생할 수 없는 서열, 즉 야생형 서열과 하나 이상의 뉴클레오티드만큼이 상이한 서열이

다. 용어 "야생형 서열"은 자연에서 발생하는 서열인 것으로 이해될 수 있다. 또한 용어 "인공 핵산 분자"는 "

하나의 단일 분자"를 의미하는 것으로 한정되지 않고, 통상 동일 분자들의 총체를 포함하는 것으로 이해된다.

그러므로 이는 특정 분취량 만큼에 포함된 동일한 분자들 다수 개와 관련될 수 있다. 

2 시스트론형 RNA, 다중 시스트론형 RNA: 2 시스트론형 또는 다중 시스트론형 RNA는 통상 개방 해독 틀(ORF)을[0026]

2개 가질 수 있거나(2 시스트론형) 그 이상 가질 수 있는(다중 시스트론형) RNA, 바람직하게는 mRNA이다. 이와

같은 내용에 있어서 개방 해독 틀은 펩티드 또는 단백질로 번역되는 코돈들의 서열이다.

캐리어/중합체 캐리어: 본 발명의 내용 중 캐리어는 통상 다른 화합물(화물; cargo)의 운반 및/또는 복합체화를[0027]

촉진하는 화합물일 수 있다. 중합체 캐리어는 통상 중합체로 이루어진 캐리어이다. 캐리어는 공유 또는 비 공유

상호 작용에 의해 자체의 화물과 결합할 수 있다. 캐리어는 핵산, 예를 들어 RNA 또는 DNA를 표적 세포에 운반

할 수 있다. 캐리어는 (몇몇 구체예를 위해서) 양이온 구성 성분일 수 있다.

양이온 구성 성분: 용어 "양이온 구성 성분"이란, 통상적으로 pH값이 통상적으로 1~9일 때, 바람직하게는 pH값[0028]

이 9 또는 그 이하일 때(예를 들어 5~9일 때), 또는 8 또는 그 이하일 때(예를 들어 5~8일 때), 또는 7 또는 그

이하일 때(예를 들어 5~7일 때), 가장 바람직하게는 생리적 pH 범위(예를 들어 7.3~7.4)일 때 양으로 하전되는

(양이온인) 하전 분자를 말한다. 그러므로 양이온 구성 성분은 임의의 양으로 하전된 화합물 또는 중합체, 바람
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직하게는 생리적 조건, 특히 생체 내 생리적 조건 하에서 양으로 하전되는 양이온 펩티드 또는 단백질일 수 있

다. "양이온 펩티드 또는 단백질"은, 예를 들어 Arg, His, Lys 또는 Orn으로부터 선택되는, 하나 이상의 양 하

전 아미노산 또는 하나보다 많은 양 하전 아미노산을 포함할 수 있다. 그러므로 "다가 양이온" 구성 성분도 소

정의 조건 하에서 하나보다 많은 양전하를 나타내는 구성 성분의 범위 내에 포함된다. 

5'-캡: 5'-캡은, 일반적으로 성숙한 mRNA의 5'-말단을 "캡핑(capping)"하는 실체, 통상적으로 변형된 뉴클레오[0029]

티드  실체이다.  5'-캡은  통상  변형된  뉴클레오티드,  특히  구아닌  뉴클레오티드의  유도체에  의해  형성될  수

있다. 바람직하게 5'-캡은 5'-5'-트리포스페이트 결합을 통해 5'-말단에 결합한다. 5'-캡은 메틸화되어, 예를

들어 m7GpppN[식 중, N은 5'-캡을 운반하는 핵산의 5' 말단 뉴클레오티드, 통상적으로 RNA의 5'-말단임]이 될

수 있다. 5'-캡 구조에 관한 추가의 예들로서는 글리세릴, 역전 데옥시 무 염기 잔기(부), 4',5'-메틸렌 뉴클레

오티드, 1-(베타-D-에리트로푸라노실) 뉴클레오티드, 4'-티오 뉴클레오티드, 탄소환 뉴클레오티드, 1,5-무수 헥

시톨 뉴클레오티드, L-뉴클레오티드, 알파-뉴클레오티드, 변형 염기 뉴클레오티드, 트레오-펜토푸라노실 뉴클레

오티드, 비환형 3',4'-세코 뉴클레오티드, 비환형 3,4-디하이드록시부틸 뉴클레오티드, 비환형 3,5-디하이드록

시펜틸 뉴클레오티드, 3'-3'-역전 뉴클레오티드 부, 3'-3'-역전 무 염기 부, 3'-2'-역전 뉴클레오티드 부, 3'-

2'-역전 무 염기 부,  1,4-부탄디올포스페이트,  3'-포스포라미데이트,  헥실포스페이트,  아미노헥실포스페이트,

3'-포스페이트, 3'-포스포로티오에이트, 포스포로디티오에이트, 또는 가교형 또는 비 가교형 메틸포스포네이트

부를 포함한다.

세포성 면역/세포성 면역 반응: 세포성 면역은 통상 대식 세포, 자연 살해(NK) 세포, 항원 특이적 세포 독성 T[0030]

림프구의 활성화와, 항원에 반응하여 다양한 시토킨들을 방출하는 것과 관련된다. 더욱 일반적인 관점에서, 세

포성 면역은 항체에 바탕을 두지 않고, 면역계 세포의 활성화에 바탕을 둔다. 통상적으로 세포성 면역 반응은,

예를 들어 세포, 예를 들어 수지상 세포나 기타 세포와 같은 특이적 면역 세포 내에서 세포 자살을 유도할 수

있는 항원 특이적 세포 독성 T 림프구를 활성화하는 것과, 외래 항원의 에피토프를 자체의 표면상에 전시하도록

만드는 것을 특징으로 할 수 있다. 이러한 세포들은 바이러스 감염될 수 있거나, 세포 내 박테리아로 감염될 수

있거나, 또는 종양 항원을 전시하는 암 세포일 수 있다. 추가의 특징들로서는, 대식 세포 및 자연 살해 세포를

활성화하는 것과, 이 세포들이 병원체를 파괴할 수 있는 능력, 그리고 이 세포를 자극하여 다양한 시토킨(적응

성 면역 반응 및 선천성 면역 반응에 관여하는 기타 세포들의 기능에 영향을 미침)을 분비하게 하는 것을 들 수

있다.

DNA: DNA는 데옥시리보핵산의 일반적인 축약어이다. 상기 DNA는 핵산 분자, 즉 뉴클레오티드들로 이루어진 중합[0031]

체이다. 이와 같은 뉴클레오티드들은 보통 당 부(데옥시리보스), 염기 부 및 포스페이트 부로 이루어져 있고,

특징적인 주쇄 구조에 의해 중합되는, 데옥시-아데노신-모노포스페이트, 데옥시-티미딘-모노포스페이트, 데옥시

-구아노신-모노포스페이트 및 데옥시-시티딘-모노포스페이트 단량체이다. 상기 주쇄 구조는 통상 뉴클레오티드

의 당 부, 즉 제1 단량체의 데옥시리보스와, 인접하는 제2 단량체의 포스페이트 부 사이의 포스포디에스테르 결

합에 의해 형성된다. 단량체의 구체적인 순서, 즉 당/포스페이트-주쇄에 결합된 염기들의 순서는 DNA 서열이라

칭하여진다. DNA는 단일 사슬형 또는 이중 사슬형일 수 있다. 이중 사슬 형태에 있어서, 제1 사슬의 뉴클레오티

드들은 통상, 예를 들어 A/T-염기쌍 형성 및 G/C-염기쌍 형성에 의해 제2 사슬의 뉴클레오티드들과 혼성화된다.

에피토프: 에피토프("항원 결정기"라고도 칭하여짐)는 T 세포 에피토프 및 B 세포 에피토프로 구분될 수 있다.[0032]

본 발명의 내용에 있어서 단백질의 일부 또는 T 세포 에피토프는, 바람직하게 길이가 약 6~약 20개 아미노산,

또는 그 이상의 아미노산인 단편들, 예를 들어 제I군 MHC 분자에 의해 가공 및 제시되는 단편들, 바람직하게 길

이가 약 8~약 10개 아미노산, 예를 들어 8, 9 또는 10개 아미노산(또는 심지어 11 또는 12개 아미노산)인 단편

들, 또는 제II군 MHC 분자에 의해 가공 및 제시되는 단편들, 바람직하게 길이가 약 13개 이상 아미노산, 예를

들어 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20개 또는 그 이상의 아미노산인 단편들을 포함할 수 있는데, 이 경우, 이와

같은 단편들은 아미노산 서열의 임의의 부분으로부터 선택될 수 있다. 이러한 단편들은 통상적으로 T 세포에 의

해 펩티드 단편과 MHC 분자로 이루어진 복합체의 형태로서 인지되는데, 즉 이러한 단편들은 통상적으로 그 자체

의 천연 형태로서 인지되지 않는다.  B  세포 에피토프는 통상 항체에 의해 자체의 천연 형태로서 인지될 수

있는, 본원에 정의된 (천연) 단백질 또는 펩티드 항원의 외부 표면에 위치하는 단편으로서, 바람직하게는 5~15

개의 아미노산, 더욱 바람직하게는 5~12개의 아미노산, 더더욱 바람직하게는 6~9개의 아미노산을 가지는 단편이

다.

뿐만 아니라 단백질 또는 펩티드의 이러한 에피토프는, 이 단백질 또는 펩티드의 변이체들로서 본원에 예시된[0033]

것들 중 임의의 것들로부터 선택될 수도 있다. 이와 같은 내용에 있어서, 항원 결정기는, 본원에 정의된 바와

같은 단백질 또는 펩티드의 분절들로 이루어진 형태학적 또는 불연속적 에피토프로서, 본원에 정의된 바와 같은
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단백질 또는 펩티드의 아미노산 서열에는 불연속적으로 존재하되, 다만 모여있을 때에는 3차원 구조를 형성하는

에피토프이거나, 또는 단일 폴리펩티드 사슬로 이루어진 연속적 또는 선형 에피토프일 수 있다.

서열 단편: 서열 단편은 통상 전장 서열(예를 들어 핵산 분자 또는 아미노산 서열)의 전장 서열 중 길이가 짧은[0034]

부분일 수 있다. 그러므로 단편은 통상 전장 서열 내 상응하는 구획과 동일한 서열로 이루어져 있는 것이다. 본

발명의 내용에 있어서 서열의 바람직한 단편은, 이 단편이 유래한 분자 내 실체의 연속 구획에 상응하는 실체

(예를 들어 뉴클레오티드 또는 아미노산)의 연속 구획으로 이루어져 있으며, 이와 같은 단편은 이 단편이 유래

한 전체 분자(즉 전장 분자)의 20% 이상, 바람직하게는 30% 이상, 더욱 바람직하게는 40% 이상, 더욱 바람직하

게는 50% 이상, 더더욱 바람직하게는 60% 이상, 더더욱 바람직하게는 70% 이상, 그리고 가장 바람직하게는 80%

이상에 해당한다.

G/C 변형 핵산: GC 변형 핵산은 통상, 바람직하게 야생형 서열에 비하여 구아노신 및/또는 시토신 뉴클레오티드[0035]

의 수가 증가한, 변형 야생형 서열을 기반으로 하는 핵산, 바람직하게는 본원에 정의된 인공 핵산 분자일 수 있

다. 이와 같이 구아노신 및/또는 시토신 뉴클레오티드 수의 증가는, 아데노신 또는 티미딘 뉴클레오티드를 포함

하는 코돈을, 구아노신 또는 시토신 뉴클레오티드를 포함하는 코돈으로 치환함으로써 이루어질 수 있다. 만일

DNA 또는 RNA의 암호화 영역 중 G/C 함량이 증가하게 되면, 유전 암호의 축퇴성이 적용된다. 그러므로 코돈 치

환은 암호화된 아미노산 잔기들을 변형하지 않되, 핵산 분자의 G/C 함량을 배타적으로 증가시키는 것이 바람직

하다.

유전자 치료법: 유전자 치료법은 통상 환자의 몸 또는 환자의 몸에서 분리된 구성 요소, 예를 들어 분리된 조직[0036]

/세포를 펩티드나 단백질을 암호화하는 핵산으로 치료하는 것을 의미하는 것으로 이해될 수 있다. 유전자 치료

법은 통상 a) 핵산, 바람직하게는 본원에 정의된 바와 같은 인공 핵산 분자를 (투여 경로가 무엇이든 간에) 환

자에게 직접 투여하거나, 또는 환자로부터 분리된 세포/조직에 투여하여(시험관 내 투여) 환자의 세포를 생체

내/생체 외 또는 시험관 내 형질 감염시키는 단계; b) 도입된 핵산 분자를 전사 및/또는 번역하는 단계; 그리고

임의로는 c) 만일 핵산이 환자에게 직접 투여되지 않는다면, 분리되어 형질 감염된 세포를 환자에 다시 투여하

는 단계와 같은 단계들 중 하나 이상의 단계를 포함할 수 있다.

유전자 백신화: 유전자 백신화는 통상 항원이나 면역원 또는 이것들의 단편을 암호화하는 핵산 분자의 투여에[0037]

의한 백신화로서 이해될 수 있다. 핵산 분자는 개체의 체내에 투여될 수 있거나, 또는 개체로부터 분리된 세포

에 투여될 수 있다. 항원 또는 면역원으로, 개체의 몸을 구성하는 임의의 세포를 형질 감염시키거나 개체로부터

분리된 세포를 형질 감염시켰을 때, 상기 항원 또는 면역원은 이와 같이 형질 감염된 세포에 의해 발현될 수 있

으며, 그 결과 적응성 면역 반응, 즉 항원 특이적 면역 반응을 유도하는 면역계에 제시될 수 있다. 그러므로 유

전자 백신화는 통상 a) 본원에 정의된 바와 같은 핵산, 바람직하게는 인공 핵산 분자를 개체, 바람직하게는 환

자에 투여하거나, 또는 개체, 바람직하게는 환자로부터 분리된 세포에 투여하여, 일반적으로 개체의 세포를 생

체 내 또는 시험관 내 형질 감염시키는 단계; b) 도입된 핵산 분자를 전사 및/또는 번역하는 단계; 그리고 임의

로는 c) 만일 핵산이 환자에게 직접 투여되지 않는다면, 분리되어 형질 감염된 세포를 개체, 바람직하게는 환자

에 다시 투여하는 단계와 같은 단계들 중 하나 이상의 단계를 포함한다.

이종 서열: 만일 2개의 서열이 동일한 유전자로부터 유래할 수 없는 것이면(다시 말해서 비록 이종 서열이 동일[0038]

한 유기체로부터 유래할 수 있는 것일지라도, 이 서열들이 동일한 핵산 분자, 예를 들어 동일한 mRNA 내에 자연

적으로(자연에서) 발생하지 않는 것이면), "이종"인 것으로 이해된다.

체액성 면역/체액성 면역 반응: 체액성 면역이란 통상적으로 항체의 생산, 임의로는 항체의 생산을 수반하는 부[0039]

수적 과정을 말한다. 체액성 면역 반응은 통상, 예를 들어 Th2 활성화 및 시토킨 생산, 배 중심 형성 및 동형

전환(isotype switching), 친화성 성숙 및 기억 세포 생산을 특징으로 할 수 있다. 체액성 면역은 또한 통상적

으로 병원체 및 독소 중화, 고전적 보체 활성화, 그리고 식세포 작용의 옵소닌에 의한 촉진 및 병원체 제거를

포함하는 항체의 효과기 기능을 말하는 것일 수도 있다.

면역원: 본 발명의 내용 중, 면역원은 통상 면역 반응을 자극할 수 있는 화합물로서 이해될 수 있다. 면역원은[0040]

펩티드, 폴리펩티드 또는 단백질인 것이 바람직하다. 특히 바람직한 구체예에서, 본 발명의 관점에서의 면역원

은 제공된 핵산 분자, 바람직하게는 본원에 정의된 바와 같은 인공 핵산 분자의 번역 생산물이다. 통상적으로

면역원은 최소한 적응성 면역 반응을 유도한다.

면역 자극성 조성물: 본 발명의 내용에 있어서, 면역 자극성 조성물은 통상 면역 반응을 유도할 수 있는 성분[0041]

하나 이상을 포함하는 조성물, 또는 면역 반응을 유도할 수 있는 성분이 유래할 수 있는 조성물로서 이해될 수
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있다. 이러한 면역 반응은 선천성 면역 반응일 수 있거나, 또는 적응성 면역 반응 및 선천성 면역 반응의 조합

일 수 있는 것이 바람직하다. 바람직하게 본 발명의 내용에 있어서, 면역 자극성 조성물은 인공 핵산 분자, 더

욱 바람직하게는 RNA, 예를 들어 mRNA 분자 하나 이상을 포함한다. 면역 자극성 성분, 예를 들어 mRNA는 적당한

캐리어와 복합체를 형성할 수 있다. 그러므로 면역 자극성 조성물은 mRNA/캐리어-복합체를 포함할 수 있다. 뿐

만 아니라, 면역 자극성 조성물은 면역 자극성 성분, 예를 들어 mRNA에 적당한 비이클 및/또는 보조제를 포함할

수 있다.

면역 반응: 면역 반응은 통상적으로 특정 항원에 대한 적응성 면역계의 특이적 반응(소위 특이적 또는 적응성[0042]

면역 반응이라 칭함) 또는 선천성 면역계의 비특이적 반응(소위 비특이적 또는 선천성 면역 반응이라 칭함), 또

는 이것들의 조합일 수 있다.

면역계: 면역계는 유기체를 감염으로부터 보호할 수 있다. 만일 병원체가 유기체의 물리적 장벽을 통과하는데에[0043]

성공하여 이 유기체 내에 들어왔다면, 선천성 면역계는 즉각적이되 비특이적인 반응을 제공한다. 만일 병원체가

이 선천성 면역 반응을 피하였다면, 척추 동물은 제2의 보호층, 즉 적응성 면역계를 가동시키게 된다. 여기서,

면역계는 감염이 진행되는 동안 자체의 반응을 순응시키고, 그 결과, 면역계의 병원체 인지 능력이 개선된다.

이와 같이 개선된 반응은 병원체가 제거된 이후에도 면역 기억의 형태로 유지되며, 이후 동일한 병원체와 마주

칠 때마다 적응성 면역계는 더욱 신속하고 강력하게 병원체를 공격하는 기작을 확립할 수 있다. 이에 따라서 면

역계는 선천성 및 적응성 면역계를 포함한다. 통상적으로 이와 같은 두 가지 경로들 각각은, 소위 체액성 구성

성분과 세포성 구성 성분을 포함한다.

면역 자극성 RNA: 본 발명의 내용에 있어서 면역 자극성 RNA(isRNA)는 통상적으로 선천성 면역 반응을 유도할[0044]

수 있는 RNA일 수 있다. 상기 면역 자극성 RNA는 보통 개방 해독 틀을 가지지 않으므로 펩티드 항원 또는 면역

원을 제공하지 않지만, 예를 들어 특정 종류의 톨-유사 수용기(TLR) 또는 기타 적당한 수용기와 결합함으로 말

미암아 면역 반응을 유도한다. 그러나 물론 개방 해독 틀을 가지고 펩티드/단백질을 암호화하는 mRNA도 선천성

면역 반응을 유도할 수 있으므로, 이와 같은 mRNA도 면역 자극성 RNA일 수 있다.

선천성 면역계: 선천성 면역계(비 특이적(또는 비특이적) 면역계라고도 알려짐)는 통상적으로 숙주를, 다른 유[0045]

기체로 인한 감염으로부터 비특이적 방식으로 방어하는 기구와 세포를 포함한다. 이는, 선천성 면역계의 세포들

은 유전적 방식으로 병원체를 인지하여 이에 반응할 수 있지만, 적응성 면역계와는 달리, 오랜 기간 동안 지속

되거나 보호 작용을 하는 면역성을 숙주에 부여하지 않는다는 것을 의미한다. 선천성 면역계는, 예를 들어 톨-

유사  수용기(TLR)의  리간드  또는  기타  보조적  물질,  예를  들어  리포다당체,  TNF-알파,  CD40  리간드  또는

시토킨, 모노킨, 림포카인, 인터루킨 또는 케모카인, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9,

IL-10, IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-23, IL-

24, IL-25, IL-26, IL-27, IL-28, IL-29, IL-30, IL-31, IL-32, IL-33, IFN-알파, IFN-베타, IFN-감마, GM-

CSF,  G-CSF,  M-CSF,  LT-베타, TNF-알파, 성장 인자 및 hGH,  사람 톨-유사 수용기 TLR1,  TLR2,  TLR3,  TLR4,

TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10의 리간드, 쥣과 동물 톨-유사 수용기 TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5,

TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11, TLR12 또는 TLR13의 리간드, NOD 유사 수용기의 리간드, RIG-I 유사

수용기의 리간드, 면역 자극성 핵산, 면역 자극성 RNA(isRNA), CpG-DNA, 항 박테리아 제제 또는 항 바이러스 제

제에 의해 활성화될 수 있다. 본 발명에 의한 약학 조성물은 이러한 물질을 하나 이상 포함할 수 있다. 통상적

으로 선천성 면역계의 반응은, 화학적 인자들, 예를 들어 특화된 화학적 매개체(시토킨이라 칭하여짐)의 생산을

통한 면역 세포의 감염 위치로의 보충; 보체 캐스케이드의 활성화; 특화된 백혈구에 의한 장기, 조직, 혈액 및

림프 내 외래 물질의 동정 및 제거; 적응성 면역계의 활성화; 및/또는 감염성 제제에 대한 물리적 및 화학적 장

벽으로서의 작용을 포함한다.

클로닝 위치: 클로닝 위치는 통상적으로 핵산 서열, 예를 들어 개방 해독 틀을 포함하는 핵산 서열의 삽입에 적[0046]

당한 핵산 분자의 분절인 것으로 이해된다. 삽입은, 당 업자에게 알려진 임의의 분자 생물학적 방법, 예를 들어

제한(restriction) 및 결찰(ligation)에 의해 수행될 수 있다. 클로닝 위치는 통상 제한 효소 인지 위치(제한

위치)를 하나 이상 포함한다. 이와 같은 하나 이상의 제한 위치들은 이 위치들에서 DNA를 절단하는 제한 효소에

의해 인지될 수 있다. 하나 이상의 제한 위치를 포함하는 클로닝 위치는 또한 다중 클로닝 위치(MCS) 또는 폴리

링커(polylinker)라고도 칭하여질 수 있다.

핵산  분자:  핵산  분자는  핵산  구성  성분들을  포함하는  분자,  바람직하게  핵산  구성  성분들로  이루어진[0047]

분자이다. 용어 핵산 분자는 바람직하게 DNA 분자 또는 RNA 분자를 말한다. 상기 핵산 분자는 바람직하게 용어

"폴리뉴클레오티드"와 같은 의미로 사용된다. 바람직하게 핵산 분자는 당/포스페이트-주쇄의 포스포디에스테르
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결합에 의해 서로 공유 결합하고 있는 뉴클레오티드 단량체들을 포함하거나 이러한 단량체들로 이루어진 중합체

이다. 용어 "핵산 분자"는 또한 변형된 핵산 분자, 예를 들어 염기 변형, 당 변형 또는 주쇄 변형된 DNA 또는

RNA 분자를 포함하기도 한다.

개방 해독 틀: 본 발명의 내용에 있어서 개방 해독 틀(ORF)은 통상 펩티드나 단백질로 번역될 수 있는 몇몇 뉴[0048]

클레오티드 삼중체의 서열일 수 있다. 개방 해독 틀은 바람직하게 서열의 5'-말단에 개시 코돈, 즉 일반적으로

아미노산 메티오닌을 암호화하는 연속 3개 뉴클레오티드 조를 포함하고, 그 다음에는 보통 뉴클레오티드들 3개

가 1조를 이루는 것들(조들) 다수 개로 이루어진, 특정 길이의 영역이 뒤따른다. ORF는 종결 코돈(예를 들어

TAA, TAG, TGA)에 의해 종결되는 것이 바람직하다. 통상적으로 이는 개방 해독 틀의 종결 코돈일 뿐이다. 그러

므로 본 발명의 내용에 있어서 개방 해독 틀은, 바람직하게 뉴클레오티드들 3개가 1조를 이룰 수 있는 것들(조

들) 다수 개로 이루어져 있으며, 개시 코돈(예를 들어 ATG)으로 개시되어, 바람직하게는 종결 코돈(예를 들어

TAA, TGA 또는 TAG)으로 종결되는 뉴클레오티드 서열이다. 개방 해독 틀은 분리될 수 있거나 길이가 더욱 긴 핵

산 서열, 예를 들어 벡터나 mRNA에 통합될 수 있다. 개방 해독 틀은 또한 "단백질 암호화 영역"이라고도 칭하여

질 수 있다.

펩티드: 펩티드 또는 폴리펩티드는 통상 펩티드 결합에 의해 결합하고 있는 아미노산 단량체들의 중합체이다.[0049]

펩티드 또는 폴리펩티드는 통상 50개 미만의 단량체 단위들을 포함한다. 그럼에도 불구, 용어 "펩티드"는 50개

이상의 단량체 단위를 가지는 분자를 제외하는 것은 아니다. 길이가 긴 펩티드도 폴리펩티드라고 불리기도 하는

데, 이는 통상 50~600개의 단량체 단위들을 가진다.

약학적 유효량: 본 발명의 내용에 있어서 약학적 유효량은 통상, 예를 들어 병리적 조건에서 약학적 효과, 예를[0050]

들어 면역 반응, 발현된 펩티드 또는 단백질의 병리적 수준 변경, 또는 결실된 유전자 생산물의 치환을 유도하

기에 충분한 양으로 이해된다.

단백질: 단백질은 통상 펩티드 또는 폴리펩티드를 하나 이상 포함한다. 단백질은 통상 3차원 형태로 접히는데,[0051]

이와 같은 형태는 단백질이 자체의 생물학적 기능을 발휘하는데 필요할 수 있다.

폴리(A) 서열: 폴리(A) 미부 또는 3'-폴리(A) 미부라고도 불리는 폴리(A) 서열은 통상 아데닌 뉴클레오티드, 예[0052]

를 들어 약 400개 이하의 아데닌 뉴클레오티드, 예를 들어 약 20~약 400개, 바람직하게 약 50~약 400개, 더욱

바람직하게 약 50~약 300개, 더더욱 바람직하게 약 50~약 250개, 가장 바람직하게는 약 60~약 250개 아데닌 뉴

클레오티드로 이루어진 서열로서 이해된다. 폴리(A) 서열은 통상 mRNA의 3'-말단에 위치한다. 본 발명의 내용에

있어서, 폴리(A) 서열은 mRNA 또는 기타 임의의 핵산 분자, 예를 들어 벡터, 예를 들어 RNA, 바람직하게는 mRNA

생산에 주형으로서 사용되는 벡터 내에, 예를 들어 벡터의 전사를 통하여 위치하게 될 수 있다.

폴리아데닐화: 폴리아데닐화는 통상 폴리(A) 서열을 핵산 분자, 예를 들어 RNA 분자, 예를 들어 미성숙 mRNA에[0053]

부가하는 것으로 이해된다. 폴리아데닐화는 소위 폴리아데닐화 신호에 의해 유도될 수 있다. 이 신호는 바람직

하게 폴리아데닐화될 핵산 분자, 예를 들어 RNA 분자의 3'-말단에 있는 뉴클레오티드들의 구획 내에 위치한다.

폴리아데닐화 신호는 통상 아데닌 및 우라실/티민 뉴클레오티드로 이루어진 6량체, 바람직하게는 6량체 서열인

AAUAAA를 포함한다. 기타 서열, 바람직하게 6량체 서열도 고려될 수 있다. 폴리아데닐화는 통상 전구체 mRNA(미

성숙 mRNA라고도 칭하여짐)의 가공 중에 발생한다. 통상적으로 (전구체 mRNA에서 성숙 mRNA로의) RNA 성숙은 폴

리아데닐화 단계를 포함한다.

제한 위치: 제한 효소 인지 위치라고도 칭하여지는 제한 위치는 제한 효소에 의해 인지되는 뉴클레오티드 서열[0054]

이다. 제한 위치는 통상 길이가 짧은 서열, 바람직하게는 앞뒤 역 순상 동서열의(palindromic) 뉴클레오티드 서

열, 예를 들어 4~8개의 뉴클레오티드를 포함하는 서열이다. 제한 위치는 제한 효소에 의해 특이적으로 인지되는

것이 바람직하다. 제한 효소는, 통상 제한 위치에서 이 제한 위치를 포함하는 뉴클레오티드 서열을 절단한다.

이중 사슬 뉴클레오티드 서열, 예를 들어 이중 사슬 DNA 서열에 있어서, 제한 효소는 통상 뉴클레오티드 서열의

양 사슬들을 절단한다.

RNA, mRNA: RNA는 리보핵산의 일반적인 축약어이다. RNA는 핵산 분자, 즉 뉴클레오티드들로 이루어진 중합체이[0055]

다, 이와 같은 뉴클레오티드는 일반적으로 소위 주쇄를 따라서 서로 연결되어 있는 아데노신-모노포스페이트,

우리딘-모노포스페이트, 구아노신-모노포스페이트 및 시티딘-모노포스페이트 단량체이다. 주쇄는 제1 단량체의

당, 즉 리보스와, 이 제1 단량체에 인접하는 제2 단량체의 포스페이트 부 사이의 포스포디에스테르 결합에 의해

형성된다. 단량체들의 특이적인 연결 관계(succession)는 RNA 서열이라고 칭하여진다. 보통 RNA는, 예를 들어

세포 내에서 DNA 서열의 전사에 의해 생산될 수 있다. 진핵 생물 세포에 있어서, 전사는 통상 핵 또는 미토콘드
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리아 내에서 수행된다. DNA의 생체 내 전사는 소위 메신저 RNA(일반적으로 mRNA로 약칭됨)로 가공될, 소위 미성

숙 RNA를 생산한다. 예를 들어 진핵 생물 유기체 내 미성숙 RNA의 가공은, 다수의 상이한 전사 후 변형들, 예를

들어 스플라이싱(splicing),  5'-캡핑(5'-capping),  폴리아데닐화, 그리고 핵 또는 미토콘드리아로부터의 배출

등을 포함한다. 이러한 가공 과정들은 통틀어서 RNA의 성숙이라고도 칭하여진다. 성숙한 메신저 RNA는 보통 특

정 펩티드 또는 단백질의 아미노산 서열로 번역될 수 있는 뉴클레오티드 서열을 제공한다. 통상적으로, 성숙한

mRNA는 5'-캡, 5'-UTR, 개방 해독 틀, 3'-UTR 및 폴리(A) 서열을 포함한다. 메신저 RNA와는 별도로, 전사 및/

또는 번역의 조절에 관여할 수 있는 RNA의 비 암호화 유형 몇 가지가 존재한다.

핵산 분자의 서열: 핵산 분자의 서열은 통상 자체의 뉴클레오티드의 구체적이고도 개별적인 순서, 즉 연결 관계[0056]

인 것으로 이해된다. 단백질 또는 펩티드의 서열은 통상 자체의 아미노산의 순서, 즉 연결 관계인 것으로 이해

된다.

서열 동일성: 만일 2개 이상의 서열들이 동일한 길이와 동일한 뉴클레오티드 또는 아미노산 순서를 나타낸다면[0057]

그 서열들은 동일한 것이다. 동일성%는 통상 2개의 서열들이 동일한 정도를 말해주는 것인데, 다시 말해서, 동

일성%는 통상 뉴클레오티드의 서열 위치 중 기준 서열의 동일한 뉴클레오티드들과 일치하는 뉴클레오티드들의

백분율을 말하는 것이다. 동일성 정도가 측정됨에 있어서, 비교될 서열들은 일단 길이(즉 비교될 서열들 중 가

장 긴 서열의 길이)가 동일한 것으로 간주한다. 이는, 8개의 뉴클레오티드로 이루어진 제1 서열은 제1 서열을

포함하여 10개의 뉴클레오티드로 이루어진 제2 서열과 80% 동일하다는 것을 의미한다. 다시 말해서, 본 발명의

내용에 있어서, 서열의 동일성은 바람직하게 길이가 동일한 2개 이상의 서열들 중 동일한 위치를 차지하는 서열

내 뉴클레오티드들의 백분율과 관련이 있다. 갭(gap)은, 보통 배열 중 이 갭 자체의 실제 위치와는 상관없이 동

일하지 않은 위치인 것으로 간주한다.

안정화된 핵산 분자: 안정화된 핵산 분자는 변형되어, 예를 들어 환경적 요인들 또는 효소에 의한 분해, 예를[0058]

들어 엑소뉴클레아제 또는 엔도뉴클레아제 분해에 의한 분해 또는 붕괴에 대해, 변형이 일어나지 않은 핵산 분

자보다 더욱 안정하게 된 핵산 분자, 바람직하게는 DNA 또는 RNA 분자이다. 본 발명의 내용에 있어서 안정화된

핵산 분자는 바람직하게 세포, 예를 들어 원핵 생물 세포 또는 진핵 생물 세포, 바람직하게는 포유동물 세포,

예를 들어 사람 세포 내에서 안정화된다. 안정화 효과는 또한 세포 외부, 예를 들어 안정화된 핵산 분자를 포함

하는 약학 조성물을 제조하는 방법에 있어서, 예를 들어 완충 용액 중에서 발휘될 수도 있다.

형질 감염: 용어 "형질 감염"은 핵산 분자, 예를 들어 DNA 또는 RNA(예를 들어 mRNA) 분자가 세포, 바람직하게[0059]

는 진핵 생물 세포에 도입되는 것을 말한다. 본 발명의 내용에 있어서, 용어 "형질 감염"은 핵산 분자를 세포,

바람직하게는 진핵 생물 세포, 예를 들어 포유 동물 세포에 도입하는 방법으로서 당 업자에게 알려진 임의의 방

법을 포함한다. 이와 같은 방법들로서는, 예를 들어 전기 천공법, 리포펙션(lipofection), 예를 들어 양이온 지

질 및/또는 리포좀 기반 리포펙션, 칼슘 포스페이트 침전법, 나노입자를 기반으로 하는 형질 감염, 바이러스를

기반으로 하는 형질 감염, 또는 양이온 중합체, 예를 들어 DEAE-덱스트란 또는 폴리에틸렌이민 등을 기반으로

하는 형질 감염을 포함한다. 도입은 비 바이러스성인 것이 바람직하다.

백신: 백신은 통상 하나 이상의 항원, 바람직하게는 면역원을 제공하는 예방 물질 또는 치료 물질인 것으로 이[0060]

해된다. 항원 또는 면역원은 백신화에 적당한 임의의 물질로부터 유래할 수 있다. 예를 들어 항원 또는 면역원

은 병원체, 예를 들어 박테리아 또는 바이러스 입자 등으로부터 유래할 수 있거나, 또는 종양이나 암 조직으로

부터 유래할 수도 있다. 항원 또는 면역원은 체내 적응성 면역계를 자극하여 적응성 면역 반응을 제공한다. 

벡터: 용어 "벡터"란, 핵산 분자, 바람직하게는 인공 핵산 분자를 말한다. 본 발명의 내용에 있어서 벡터는 원[0061]

하는 핵산 서열, 예를 들어 개방 해독 틀을 포함하는 핵산 서열을 통합(incorporating) 또는 담지(harboring)하

는데 적당하다. 이와 같은 벡터로서는 저장 벡터(storage vector), 발현 벡터(expression vector), 클로닝 벡

터(cloning vector), 운반 벡터(transfer vector) 등이 있을 수 있다. 저장 벡터는 핵산 분자, 예를 들어 mRNA

분자를 편리하게 저장할 수 있는 벡터이다. 그러므로 상기 저장 벡터는, 예를 들어 원하는 mRNA 서열 또는 이것

의 일부에 상응하는 서열, 예를 들어 mRNA의 개방 해독 틀 및 3'-UTR에 상응하는 서열을 포함할 수 있다. 발현

벡터는 발현 생산물, 예를 들어 RNA, 예를 들어 mRNA 또는 펩티드, 폴리펩티드 또는 단백질을 생산하는데 사용

될 수 있다. 예를 들어 발현 벡터는 벡터의 서열 구획을 전사하는데 필요한 서열, 예를 들어 프로모터 서열, 예

를 들어 RNA 프로모터 서열을 포함할 수 있다. 클로닝 벡터는 통상 핵산 서열들을 벡터에 통합하는데 사용될 수

있는 클로닝 위치를 포함하는 벡터이다. 클로닝 벡터는, 예를 들어 플라스미드 벡터 또는 박테리오파지 벡터일

수 있다. 운반 벡터는 핵산 분자를 세포나 유기체에 운반하는데 적당한 벡터, 예를 들어 바이러스 벡터일 수 있

다. 본 발명의 내용에 있어서 벡터는, 예를 들어 RNA 벡터 또는 DNA 벡터일 수 있다. 바람직하게 벡터는 DNA 분
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자이다. 바람직하게 본 출원의 관점에서 벡터는 클로닝 위치, 선별 마커, 예를 들어 항생제 내성 인자, 그리고

벡터의 증식에 적당한 서열, 예를 들어 복제 기원을 포함한다. 바람직하게 본 출원의 내용에 있어서 벡터는 플

라스미드 벡터이다.

비이클: 비이클은 통상 화합물, 예를 들어 약학적으로 활성인 화합물을 저장, 운반 및/또는 투여하는데 적당한[0062]

물질인 것으로 이해된다. 예를 들어 비이클은 생리적으로 허용 가능한 액체로서, 약학적으로 활성인 화합물을

저장, 운반 및/또는 투여하는데 적당한 액체일 수 있다.

3'-비번역  영역(3'-UTR):  3'-UTR은  통상  mRNA의  단백질  암호화  영역(개방  해독  틀(ORF)  또는  암호화  서열[0063]

(CDS))과 폴리(A) 서열 사이에 위치하는 mRNA의 일부이다. mRNA의 3'-UTR은 아미노산 서열로 번역되지 않는다.

3'-UTR 서열은 보통 유전자 발현 과정에서 각각의 mRNA로 전사되는 유전자에 의해 암호화된다. 게놈 서열은 우

선 임의의 인트론들을 포함하는 미성숙 mRNA로 전사된다. 이후, 미성숙 mRNA는 성숙 과정을 통해 성숙한 mRNA로

추가 가공된다. 이와 같은 성숙 과정은, 5'-캡핑 단계, 미성숙 mRNA를 스플라이싱하여 임의의 인트론들을 잘라

내는 단계, 그리고 3'-말단의 변형 단계, 예를 들어 미성숙 mRNA의 3'-말단의 폴리아데닐화 단계와, 임의의 엔

도뉴클레아제/엑소뉴클레아제 절단 단계 등을 포함한다. 본 발명의 내용에 있어서, 3'-UTR은, 단백질 암호화 영

역의 종결 코돈에 대해 3'-말단 쪽, 바람직하게는 단백질 암호화 영역의 종결 코돈에 대해 바로 3'-말단 쪽에

위치하며, 폴리(A) 서열의 5'-말단 쪽, 바람직하게는 폴리(A) 서열에 대해 바로 5'-말단 쪽으로 뻗어있는, 성숙

한 mRNA의 서열에 상응한다. 용어 "~에 상응하다"란, 3'-UTR 서열이 RNA 서열, 예를 들어 3'-UTR 서열을 한정하

는데 사용되는 mRNA 서열 내 RNA 서열, 또는 이러한 RNA 서열에 상응하는 DNA 서열일 수 있음을 의미한다. 본

발명의 내용에 있어서, 용어 "유전자의 3'-UTR", 예를 들어 "알부민 유전자의 3'-UTR"은, 이 유전자로부터 유래

하는  성숙한  mRNA(즉  유전자의  전사  및  미성숙  mRNA의  성숙을  통해  생산된  mRNA)의  3'-UTR에  상응하는

서열이다. 용어 "유전자의 3'-UTR"은, 3'-UTR의 DNA 서열 및 RNA 서열을 포함한다.

제1 양태에 있어서, 본 발명은 다음과 같은 요소들을 포함하는 인공 핵산 분자에 관한 것이다:[0064]

a. 개방 해독 틀(ORF) 하나 이상; 및[0065]

b. 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이[0066]

핵산 서열로 이루어진 3'-비번역 영역 요소(3'-UTR 요소) 하나 이상. 

용어 "3'-UTR 요소"란, 3'-UTR 또는 3'-UTR 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이[0067]

루어진 핵산 서열을 말한다. "3'-UTR 요소"란 바람직하게 인공 핵산 서열, 예를 들어 인공 mRNA의 3'-UTR을 나

타내거나 인공 핵산 분자의 3'-UTR을 암호화하는 핵산 서열을 말한다. 그러므로 본 발명의 관점에 있어서, 바람

직하게 3'-UTR 요소는 mRNA의 3'-UTR, 바람직하게는 인공 mRNA의 3'-UTR일 수 있거나, 아니면 mRNA의 3'-UTR에

대한 전사 주형일 수 있다. 그러므로 3'-UTR 요소는 바람직하게 mRNA의 3'-UTR, 바람직하게는 인공 mRNA, 예를

들어 유전자 조작된 벡터 구성물의 전사에 의해 생산된 mRNA의 3'-UTR에 상응하는 핵산 서열이다. 바람직하게

본 발명의 관점에 있어서 3'-UTR 요소는 3'-UTR로서 작용을 하거나, 또는 3'-UTR의 작용을 수행하는 뉴클레오티

드 서열을 암호화한다.

바람직하게 하나 이상의 개방 해독 틀과 하나 이상의 3'-UTR 요소는 이종이다. 이와 같은 내용에 있어서 용어[0068]

 "이종"이란, 개방 해독 틀과 3'-UTR 요소가 이 조합으로는 자연적으로(자연에서) 발생하지 않는다는 것을 의미

한다. 바람직하게 3'-UTR 요소는 개방 해독 틀과는 상이한 유전자로부터 유래한다. 예를 들어 ORF는, 예를 들어

상이한 단백질 또는 동일한 단백질을 암호화하되 상이한 종의 것인, 3'-UTR 요소와 상이한 유전자로부터 유래할

수 있다. 바람직하게 개방 해독 틀은 사람 알부민을 암호화하지 않으며, 바람직하게 개방 해독 틀은 알부민을

암호화하지 않는다. 개방 해독 틀은, 예를 들어 글로빈 단백질(특히 베타-글로빈), 루시퍼라제 단백질, GFP 단

백질 또는 이것들의 변이체, 예를 들어 글로빈 단백질, 루시퍼라제 단백질 또는 GFP 단백질에 대한 서열 동일성

이 70% 이상인 변이체로 이루어진 군으로부터 선택되는 리포터 단백질을 암호화하지 않는 것이 바람직하다. 특

히 특정 구체예에서, 개방 해독 틀은, 특히 3'-UTR 요소가 래트 알부민 3'-UTR 또는 이의 변이체로부터 유래하

는 경우, 베타-글로빈을 암호화하지 않는 것이 바람직하거나, 또는 더욱 구체적으로 토끼 베타-글로빈 또는 이

것들의 변이체를 암호화하지 않는 것이 바람직하다. 더욱이 특정 구체예에서, 본 발명의 인공 핵산 분자는 신호

서열(이는 또한 국소화 신호 또는 표적화 신호라고도 명명됨)을 암호화하지 않는다(다시 말해서 상기 신호 서열

을 암호화하는 분절을 포함하지 않는다). 상기와 같은 신호 서열은 통상 암호화된 아미노산 서열의 5'-말단에

제공된다. 특히 본 발명의 인공 핵산은 "신호 아미노산 서열", 구체적으로 암호화된 단백질을 소포체 막에 결합

하고 있는 폴리좀(polysome)에 보내고/보내거나, 본 발명의 핵산에 의해 암호화된 관심 단백질을 소포체 막을

통과시켜 이동하게 하는 신호 서열을 (인공적으로나 자연적으로) 포함하는 단백질을 암호화하지 않는다. 특히
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본 발명의 핵산 분자의 암호화된 단백질은 알부민 신호 서열을 포함하지 않으며, 더욱 구체적으로는 래트의 알

부민 신호 서열을 포함하지 않는다. 특히 암호화 영역이 글로빈, 더욱 구체적으로는 베타-글로빈, 더더욱 구체

적으로는 토끼의 베타-글로빈을 암호화하면, 통상적으로 본 발명의 인공 핵산 분자에 의해 암호화된 단백질은

또한 우유 단백질이나 성장 호르몬 신호 서열을 포함하지 않는다. 다른 구체예에서, 만일 암호화 영역이 글로빈

서열, 더욱 구체적으로는 베타-글로빈 또는 이의 변이체를 암호화하면, 본 발명의 인공 핵산 서열은 글로빈 5'-

UTR 서열, 구체적으로 베타-글로빈 유전자 유래 5'-UTR 서열, 더욱 구체적으로는 토끼의 글로빈 5'-UTR 서열을

포함하지 않는다. 만일 인공 핵산 분자가 5'-UTR 서열을 포함하면, 이 5'-UTR 서열은, 알부민 유전자 유래 5'-

UTR 서열이 아닌 것, 특히 래트 알부민 유전자 유래 5'-UTR 서열이 아닌 것으로 선택될 수 있다. 본 발명의 인

공 핵산 분자가 3'-UTR을 하나 이상 포함하는 경우, 다른 3'-UTR(들)은 글로빈 3'-UTR 및 c-myc 3'-UTR로 이루

어진 군으로부터 선택되지 않는 것이 바람직하다. 다른 구체예에서, 특히 암호화 영역이 글로빈, 더욱 구체적으

로 베타-글로빈을 암호화하면, 본 발명의 핵산 분자의 3'-UTR은 래트 알부민 3'-UTR에 상응하지 않는다.

더욱이 개방 해독 틀은 사람 인자 IX 또는 이의 변이체, 예를 들어 사람 인자 IX에 대한 서열 동일성이 70% 이[0069]

상인 변이체를 암호화하지 않는 것이 특히 바람직하다. 특히 본 발명의 핵산 분자의 암호화 영역이 전술된 바와

같이 사람 인자 IX 또는 이의 변이체를 암호화하면, 본 발명의 핵산 분자는 알부민 프로모터, 구체적으로 점 돌

연 변이가 일어난 알부민 프로모터, 더욱 구체적으로 G52A 점 돌연 변이가 일어난 알부민 프로모터를 포함하지

않는다.

다른 구체예에서, 특히 암호화 영역이 내성 유전자, 구체적으로 네오마이신 내성 유전자를 암호화하면, 본 발명[0070]

의 인공 핵산 분자는 트랜스포손 요소(transposon element), 예를 들어 트랜스포손 플라스미드와 상응하지 않거

나, 또는 트랜스포손(구체적으로 Tn5 트랜스포손 또는 TN5 모자이크 요소)를 포함하지 않는다. 본 발명의 핵산

분자는 기능상 트랜스포사제(transposase)와 상호 작용할 수 없으며, 특히 이러한 경우 Tn5 트랜스포사제와 상

호 작용할 수 없다. 기능면에서 말하면, (본 발명의 인공 핵산은 트랜스포손을 포함하지 않으므로) 본 발명의

핵산 분자는 통상 핵산과, 트랜스포손이 어떠한 것이든 간에 이 트랜스포손에 특이적인 트랜스포사제 사이에 복

합체를 형성하지 않을 것이다. 특히 본 발명의 핵산 분자가 기능상 트랜스포사제와 상호 작용을 한다면, 본 발

명의 핵산 분자의 암호화 영역(ORF)은 siRNA를 암호화하지 않는다.

이와 같은 내용에 있어서, 특정 구체예에서, 특히 개방 해독 틀이 사람 인자 IX 또는 이의 변이체를 암호화하는[0071]

경우, 개방 해독 틀은 인트론을 포함하지 않는 것이 특히 바람직하다. 

뿐만 아니라 이와 같은 내용에 있어서, 특정 구체예에서, 특히 3'-UTR 요소가 사람 알부민 3'-UTR 또는 이의 변[0072]

이체로부터  유래하는  경우,  개방  해독  틀은  사람  인자  IX  또는  이의  변이체를  암호화하지  않는  것이

바람직하다.

본 발명의 인공 핵산 분자는 (본 발명의 특정 구체예로서) 발현 카세트가 아니다. 그러므로 본 발명의 핵산 분[0073]

자는, 예를 들어 3'-프로모터 또는 프로모터의 3'-말단을 포함하지 않는다. 이러한 구체예의 관점에서, 본 발명

의 핵산 분자는 신호 서열, 바람직하게는 3'-프로모터를 포함하지 않으므로, "분비 카세트"인 것도 아니다. 특

히 본 발명의 핵산 분자는 ORF 및 3'-UTR 영역을 포함하고, 임의로는 5'-UTR 영역도 포함하는 단일 핵산 분자

하나로 이루어져 있다. 그러므로 본 발명의 핵산 분자는, 독립된 유전 요소 하나 이상으로 이루어진 분비 카세

트에 상응하지 않으며, 특히, 예를 들어 키트의 일부로서 독립적으로 제공되는, 암호화 영역의 상류에 있는 영

역을 나타내는 제1 유전 요소(ORF)와, ORF의 하류에 있는 영역을 나타내는 독립된 제2 유전 요소에 상응하지 않

는다.

바람직하게 3'-UTR 요소 하나 이상은 ORF에 기능상 결합한다. 이는, 바람직하게 3'-UTR 요소는 ORF와 결합할[0074]

때, 특정 기능, 예를 들어 ORF 발현에 대한 안정화 기능 또는 인공 핵산 분자에 대한 안정화 기능을 발휘할 수

있다는 것을 의미한다. 바람직하게 ORF 및 3'-UTR 요소는 5'→3' 방향으로 결합한다. 그러므로 본 발명의 인공

핵산 분자는 구조 5'-ORF-(임의의) 링커-3'-UTR 요소-3'[여기서, 링커는 존재할 수 있거나 존재하지 않을 수 있

음]을 포함하는 것이 바람직하다. 예를 들어 링커는, 예를 들어 제한 효소 인지 위치(제한 위치) 하나 이상을

포함하거나 이 위치 하나 이상으로 이루어진 뉴클레오티드 하나 이상, 예를 들어 1~50개 또는 1~20개 뉴클레오

티드로 이루어진 구획일 수 있다.

바람직하게 하나 이상의 3'-UTR 요소는, 척추 동물 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체, 바람직하게는 포[0075]

유동물 알부민 유전자의 3'-UTR, 예를 들어 마우스 알부민 유전자, 올리브 개코 원숭이의 알부민 유전자 또는

사람 알부민 유전자의 3'-UTR, 또는 이것들의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로

이루어져 있다. 더욱 바람직하게 하나 이상의 3'-UTR 요소는 영장류 알부민 유전자, 특히 사람 알부민 유전자
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또는 올리브 개코 원숭이의 알부민 유전자의 3'-UTR, 또는 이것들의 변이체, 더욱 바람직하게는 유전자 은행 수

탁 번호 NM_000477.5에 의한 사람 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 이의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함

하거나 이 핵산 서열로 이루어져 있다. 바람직한 구체예에서, 3'-UTR 요소는 손톱 개구리속의 알부민 유전자의

3'-UTR로부터 유래하지 않는다. 바람직하게 3'-UTR 요소는 손톱 개구리속 알부민 유전자 유래 3'-UTR의 폴리(A)

제한 요소 B(PLEB)를 포함하지 않는다. 바람직하게 3'-UTR 요소는 손톱 개구리속 알부민 유전자 유래 3'-UTR의

PLEB로 이루어져 있지 않다.

용어  "[...]  알부민  유전자의  3'-UTR로부터  유래하는  핵산  서열"이란,  바람직하게  알부민  유전자의  3'-UTR[0076]

서열, 이의 단편 또는 일부를 기반으로 하는 핵산 서열을 말한다. 상기 용어는 알부민 유전자의 전체 3'-UTR 서

열, 즉 알부민 유전자의 전장 3'-UTR 서열에 상응하는 서열과, 알부민 유전자의 3'-UTR 서열의 단편에 상응하는

서열을 포함한다. 바람직하게 알부민 유전자의 3'-UTR 단편은 알부민 유전자의 전장 3'-UTR 내 뉴클레오티드 연

속 구획에 상응하는 뉴클레오티드 연속 구획으로서, 알부민 유전자의 전장 3'-UTR의 20%  이상, 바람직하게는

30% 이상, 더욱 바람직하게는 40% 이상, 더욱 바람직하게는 50% 이상, 더더욱 바람직하게는 60% 이상, 더더욱

바람직하게는 70% 이상, 더더욱 바람직하게는 80% 이상, 그리고 가장 바람직하게는 90% 이상에 해당하는 뉴클레

오티드 연속 구획으로 이루어져 있다. 이러한 단편은 본 발명의 관점에서 본원에 기술된 바와 같이 기능성 단편

인 것이 바람직하다. 용어 "알부민 유전자의 3'-UTR"이란, 바람직하게 자연 발생 알부민 유전자의 3'-UTR을 말

한다.

알부민 유전자의 3'-UTR에 관한 내용에 있어서 용어 "알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체" 및 "이의 변이체"란,[0077]

자연 발생 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체, 바람직하게는 척추 동물 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체, 더욱

바람직하게는 포유동물 알부민 유전자의 3'-UTR, 예를 들어 마우스 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체, 더더욱

바람직하게는 영장류 알부민 유전자, 특히 전술된 바와 같은 사람 알부민 유전자 또는 올리브 개코 원숭이의 알

부민 유전자의 3'-UTR의 변이체를 말한다. 이와 같은 변이체는 알부민 유전자의 변형된 3'-UTR일 수 있다. 예를

들어 변이체 3'-UTR은, 이 변이체가 유래하는 자연 발생 3'-UTR과 비교되게, 뉴클레오티드 결실, 삽입, 부가 및

/또는 치환을 하나 이상 가질 수 있다. 바람직하게 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체는, 이 변이체가 유래하는

자연 발생 3'-UTR에 대하여 40% 이상, 바람직하게는 50% 이상, 더욱 바람직하게는 60% 이상, 더욱 바람직하게는

70% 이상, 더더욱 바람직하게는 80% 이상, 더더욱 바람직하게는 90% 이상, 가장 바람직하게는 95% 이상 동일하

다. 바람직하게 변이체는 본원에 기술된 바와 같은 기능성 변이체이다.

용어 "알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열"이란, 전술된 바와 같이 바람직하게는 알부[0078]

민 유전자의 3'-UTR 서열의 변이체, 이의 단편 또는 일부를 기반으로 하는 핵산 서열을 말한다. 상기 용어는,

알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체의 전체 서열(즉 알부민 유전자의 전장 변이체 3'-UTR 서열)에 상응하는 서열

과, 알부민 유전자의 변이체 3'-UTR 서열의 단편에 상응하는 서열을 포함한다. 바람직하게 알부민 유전자의 3'-

UTR의 변이체의 단편은, 알부민 유전자의 3'-UTR의 전장 변이체 내 뉴클레오티드 연속 구획에 상응하는 뉴클레

오티드 연속 구획으로서, 알부민 유전자의 3'-UTR의 전장 변이체의 20% 이상, 바람직하게는 30% 이상, 더욱 바

람직하게는 40% 이상, 더욱 바람직하게는 50% 이상, 더더욱 바람직하게는 60% 이상, 더더욱 바람직하게는 70%

이상, 더더욱 바람직하게는 80% 이상, 그리고 가장 바람직하게는 90% 이상에 해당하는 뉴클레오티드 연속 구획

으로 이루어져 있다. 본 발명의 관점에서 이러한 변이체 단편은 본원에 기술된 바와 같은 변이체의 기능성 단편

인 것이 바람직하다.

본 발명의 내용에 있어서 용어 "기능성 변이체", "기능성 단편" 및 "변이체의 기능성 단편"("기능성 변이체 단[0079]

편"이라고도 칭하여짐)이란, 알부민 유전자의 3'-UTR의 단편, 3'-UTR의 변이체, 또는 3'-UTR의 변이체의 단편으

로서, 상기 변이체, 단편 또는 변이체의 단편이 유래하는 알부민 유전자의 자연 발생 3'-UTR의 기능을 하나 이

상, 바람직하게는 하나보다 많이 수행하는 변이체, 단편 또는 변이체의 단편을 의미한다. 이러한 기능은, 바람

직하게 포유동물 세포, 예를 들어 사람 세포 내에서, 예를 들어 mRNA를 안정화하는 것, 및/또는 mRNA로부터의

단백질 생산을 안정화하고/하거나 연장하는 것, 및/또는 mRNA로부터의 단백질 발현량 또는 단백질 총 생산량을

증가시키는 것일 수 있다. 본 발명의 내용에 있어서 변이체, 단편 및 변이체의 단편은, 바람직하게 포유동물 세

포, 예를 들어 사람 세포 내에서 mRNA를, 기준 3'-UTR을 포함하거나 3'-UTR이 결실된 mRNA와 비교되게 안정화하

는 기능, 및/또는 바람직하게 포유동물 세포, 예를 들어 사람 세포 내에서 mRNA로부터의 단백질 생산을, 기준

3'-UTR을 포함하거나 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 단백질 생산과 비교되게 안정화 및/또는 연장하는 기능, 및

/또는 바람직하게 포유동물 세포, 예를 들어 사람 세포 내에서 mRNA로부터의 단백질 생산량을, 기준 3'-UTR을

포함하거나 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 단백질 생산량과 비교되게 증가시키는 기능을 수행하는 것이 특히 바

람직하다. 기준 3'-UTR은, 예를 들어 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR일 수 있다. 더욱이 알부민 유전자의 3'-
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UTR의 기능성 변이체, 기능성 단편 또는 기능성 변이체 단편은, 이와 같은 변이체, 단편 또는 변이체 단편이 유

래하는 야생형 3'-UTR과 비교되게, 상기 3'-UTR의 변이체, 단편 또는 변이체 단편을 포함하는 mRNA의 번역 효율

을 실질적으로 감소시키는 효과를 나타내지 않는다. 본 발명의 내용에 있어서 알부민 유전자의 3'-UTR의  "기능

성 단편", "기능성 변이체" 또는 "변이체의 기능성 단편"의 특히 바람직한 기능은, 전술된 바와 같은 기능성 단

편, 기능성 변이체 또는 변이체의 기능성 단편을 운반하는 mRNA를 발현시킴으로써 단백질 생산을 안정화 및/또

는 연장하는 것이다.

바람직하게 상기 기능성 변이체, 상기 기능성 단편 또는 상기 기능성 변이체 단편에 의해 발휘되는 기능들 하나[0080]

이상의 효율, 예를 들어 mRNA 및/또는 단백질 생산 안정화 효율 및/또는 단백질 생산량 증가 효율은, 상기 변이

체, 단편 또는 변이체 단편이 유래하는 알부민 유전자의 자연 발생 3'-UTR에 의해 발휘되는 mRNA 및/또는 단백

질 생산 안정화 효율 및/또는 단백질 생산량 증가 효율의 40% 이상, 더욱 바람직하게는 50% 이상, 더욱 바람직

하게는 60% 이상, 더더욱 바람직하게는 70% 이상, 더더욱 바람직하게는 80% 이상, 가장 바람직하게는 90% 이상

에 해당한다.

본 발명의 내용에 있어서, 알부민 유전자의 3'-UTR의 단편 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체의 단편의 길[0081]

이는 바람직하게 약 50 뉴클레오티드 이상, 바람직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱 바람직하게는 약 100

뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게는 약 125 뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는 약 150 뉴클레오티드

이상이다. 바람직하게 알부민 유전자의 3'-UTR의 단편 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체의 단편은 전술된

바와 같이 기능성 단편이다. 

바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은, 알부민 유전자의 "기능성 단편", "기능[0082]

성 변이체" 또는 "변이체의 기능성 단편"을 포함하거나 이것들로 이루어져 있다.

바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR,[0083]

예를 들어 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포함하는 각각의 mRNA(기준 mRNA)와 비교되게, 본 발명에 의한

인공 핵산 분자의 안정성, 예를 들어 본 발명에 의한 mRNA의 안정성을 증가시킨다. 바람직하게 본 발명에 의한

인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 예를 들어 본 발명에 의한 mRNA로

부터의 단백질 생산의 안정성을, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR, 예를 들어 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-

UTR을 포함하는 각각의 mRNA로부터의 단백질 생산의 안정성과 비교되게 증가시킨다. 바람직하게 본 발명에 의한

인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 예를 들어 본 발명에 의한 mRNA로

부터의 단백질 생산을, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR, 예를 들어 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포

함하는 각각의 mRNA로부터의 단백질 생산과 비교되게 연장한다. 바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의

3'-UTR 요소 하나 이상은, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 예를 들어 본 발명에 의한 mRNA로부터의 단백질 발

현량 및/또는 단백질 총 생산량을, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR, 예를 들어 ORF와 함께 자연 발생하는

3'-UTR을 포함하는 각각의 mRNA로부터의 단백질 발현량 및/또는 단백질 총 생산량과 비교되게 증가시킨다. 바람

직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은 mRNA의 번역 효율에, 3'-UTR이 결실되었거나

기준 3'-UTR, 예를 들어 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포함하는 각각의 mRNA의 번역 효율과 비교되게 악

영향을 미치지 않는다. 이와 같은 내용에 있어서 용어 "각각의 mRNA"란, 기준 mRNA가 상이한 3'-UTR들과는 별개

로 본 발명의 3'-UTR 요소를 포함하는 mRNA와 거의 비슷하거나, 바람직하게는 동일하다는 것을 의미한다.

용어, 인공 핵산 분자, 예를 들어 인공 mRNA로부터 "단백질 생산을 안정화 및/또는 연장함"이라 함은, 바람직하[0084]

게는 포유동물 발현계, 예를 들어 HeLa 세포 또는 HDF 세포 내에서, 인공 핵산 분자, 예를 들어 인공 mRNA로부

터의 단백질 생산이, 예를 들어 기준 3'-UTR을 포함하거나 3'-UTR이 결실된 기준 핵산 분자, 예를 들어 기준

mRNA로부터의 단백질 생산과 비교되게 안정화 및/또는 연장됨을 의미한다. 그러므로 인공 핵산 분자, 예를 들어

인공 mRNA로부터 생산되는 단백질은, 기준 핵산 분자로부터 생산되는 단백질이 관찰될 수 있는 기간보다 더욱

오랜 기간 동안 관찰될 수 있다. 다시 말해서, 인공 핵산 분자, 예를 들어 인공 mRNA로부터 생산되는 단백질의

경시적으로 측정되는 양은, 기준 핵산 분자, 예를 들어 기준 mRNA로부터 생산되는 단백질의 경시적으로 측정되

는 양과 비교되게, 더욱 늦은 시점에서 역치 값을 밑돌게 된다. 이와 같은 역치 값은, 예를 들어 발현의 초기

시점, 예를 들어 발현 개시 후(예를 들어 핵산 분자의 형질 감염 후) 1, 2, 3, 4, 5 또는 6시간 경과시에 측정

되는 단백질의 양일 수 있다(도 17). 

포유 동물 발현계, 예를 들어 포유동물 세포, 예를 들어 HeLa 세포 또는 HDF 세포 내에서, 예를 들어 인공 핵산[0085]

분자, 예를 들어 인공 mRNA로부터의 단백질 생산은, 기준 핵산 분자, 예를 들어 기준 mRNA로부터의 단백질 생산

과 비교되게, 발현의 초기 시점, 예를 들어 발현 개시 후, 예를 들어 핵산 분자의 형질 감염 후 1, 2, 3, 4, 5
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또는 6시간 경과시에 관찰되는 양 이상의 양으로, 약 5시간 이상, 바람직하게는 약 10시간 이상, 더욱 바람직하

게는 약 24시간 이상 연장된다. 그러므로, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-

UTR을 포함하는 기준 핵산 분자와 비교되게 단백질 생산을, 발현의 초기 시점, 예를 들어 발현 개시 후, 예를

들어 형질 감염 후 1, 2, 3, 4, 5 또는 6시간 경과시에 관찰되는 양 이상의 양으로, 약 5시간 이상, 바람직하게

는 약 10시간 이상, 더욱 바람직하게는 약 24시간 이상 연장하는 것이 바람직하다. 

바람직한 구체예에서, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자로부터의 단백질 생산은, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-[0086]

UTR을 포함하는 기준 핵산 분자로부터의 단백질 생산과 비교되게, 1.5배 이상, 바람직하게는 2배 이상, 더욱 바

람직하게는 2.5배 이상 연장된다.

이와 같은 단백질 생산 연장 효과는, (i) 바람직하게 포유동물 발현계, 예를 들어 HeLa 세포 또는 HDF 세포 내[0087]

에서, 예를 들어 리포터 단백질, 예를 들어 루시퍼라제를 암호화하는 ORF의 발현에 의해 경시적으로 생산되는

단백질 양을 측정하고, (ii) 단백질 양이, 예를 들어 발현 개시 후 1, 2, 3, 4, 5 또는 6시간 경과시, 예를 들

어 인공 핵산 분자의 형질 감염 후 1, 2, 3, 4, 5 또는 6시간 경과시에 관찰되는 단백질의 양을 밑도는 시점을

측정하며, (iii) 단백질 양이, 발현 개시 후 1, 2, 3, 4, 5 또는 6시간 경과시에 관찰되는 단백질의 양을 밑도

는 시점을, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR을 포함하는 핵산 분자에 대해 측정된 상기 시점과 비교함으로써

확인될 수 있다(도 17). 

바람직하게 이와 같은 단백질 생산에 대한 안정화 및/또는 연장 효과는, 예를 들어 48시간 또는 72시간에 걸친[0088]

기간 이내에 본 발명에 의한 인공 핵산 분자로부터 생산되는 단백질의 총량이, 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-

UTR, 예를 들어 인공 핵산 분자의 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포함하는 기준 핵산 분자로부터 생산되는

단백질 양의 이상이 될 때 달성된다. 그러므로 본 발명은 포유동물 발현계, 예를 들어 포유동물 세포, 예를 들

어 상기 특정된 바와 같이 HeLa 세포 또는 HDF 세포 내에서 단백질 생산을 연장 및/또는 안정화할 수 있는 인공

핵산 분자를 제공하는데, 이 경우, 예를 들어 48시간 또는 72시간에 걸친 기간 이내에 상기 인공 핵산 분자로부

터 생산되는 단백질의 총량은, 예를 들어 상기 기간 이내에 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR, 예를 들어 인

공 핵산 분자의 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포함하는 기준 핵산 분자로부터 생산되는 단백질의 총량 이

상이다.

그러므로 "안정화된 단백질 발현"이란, 바람직하게 소정의 기간, 예를 들어 24시간, 더욱 바람직하게는 48시간,[0089]

더더욱 바람직하게 72시간에 걸친 본 발명에 의한 인공 핵산 분자로부터의 단백질 생산이, 기준 핵산 분자, 예

를 들어 기준 3'-UTR을 포함하거나 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 단백질 생산과 비교되었을 때 더욱 균일함을

의미한다. 따라서, 예를 들어 포유동물 계 내 본 발명에 의한 3'-UTR 요소를 포함하는 인공 핵산 분자, 예를 들

어 본 발명에 의한 mRNA로부터의 단백질 생산 수준은, 전술된 바와 같은 기준 핵산 분자, 예를 들어 기준 mRNA

에 대해서 관찰되는 단백질 생산 수준 정도로 떨어지지 않는 것이 바람직하다. 예를 들어 발현 개시 후 6시간

경과시, 예를 들어 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 세포, 예를 들어 포유동물 세포로의 형질 감염 후 6시간

경과시에 관찰되는 (ORF에 의해 암호화된) 단백질의 양은, 발현 개시 후 48시간 경과시, 예를 들어 형질 감염

후 48시간 경과시 관찰되는 단백질의 양과 거의 동일할 수 있다. 그러므로 발현 개시 후 48시간 경과시, 예를

들어 형질 감염 후 48시간 경과시 관찰되는, ORF에 의해 암호화되는 단백질, 예를 들어 리포터 단백질, 예를 들

어 루시퍼라제의 양 대 발현 개시 후 6시간 경과시, 예를 들어 형질 감염 후 6시간 경과시 관찰되는 단백질의

양의 비율은, 바람직하게 약 0.4 이상, 더욱 바람직하게 약 0.5 이상, 더욱 바람직하게 약 0.6 이상, 더더욱 바

람직하게 약 0.7 이상이다. 바람직하게 본 발명에 의한 핵산 분자에 있어서 상기 비율은 약 0.4~약 4, 바람직하

게 약 0.65~약 3, 더욱 바람직하게 약 0.7~약 2이다. 각각의 기준 핵산 분자, 예를 들어 기준 3'-UTR을 포함하

거나 3'-UTR이 결실된 mRNA에 있어서, 상기 비율은 약 0.05~약 0.3일 수 있다.

그러므로 본 발명은 전술된 바와 같이 ORF와 3'-UTR 요소를 포함하는 인공 핵산 분자를 제공하는데, 여기서, 바[0090]

람직하게 포유동물 발현계, 예를 들어 포유동물 세포, 예를 들어 HeLa 세포 내 발현 개시 후 48시간 경과시에

관찰되는  (리포터)  단백질의  양,  예를  들어  루시퍼라제의  양  대  발현  개시  후  6시간  경과시에  관찰되는

(리포터) 단백질의 양의 비율은 바람직하게 약 0.4 이상, 더욱 바람직하게 약 0.5 이상, 더욱 바람직하게 약

0.6 이상, 더더욱 바람직하게 약 0.7 이상, 예를 들어 약 0.4~약 4, 바람직하게 약 0.65~약 3, 더욱 바람직하게

약 0.7~2이고, 이때, 예를 들어 48시간의 기간 이내에 상기 인공 핵산 분자로부터 생산되는 단백질의 총량은,

예를 들어 상기 기간 이내에 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR, 예를 들어 인공 핵산 분자의 ORF와 함께 자연

발생하는 기준 3'-UTR을 포함하는 기준 핵산 분자로부터 생산되는 단백질의 총량 이상인 것이 바람직하다. 바람

직한 구체예에서, 본 발명은 전술된 바와 같은 ORF 및 3'-UTR 요소를 포함하는 인공 핵산 분자를 제공하는데,

여기서, 포유동물 발현계, 예를 들어 포유동물 세포, 예를 들어 HeLa 세포 내 발현 개시 후 72시간 경과시 관찰
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되는 상기 (리포터) 단백질의 양, 예를 들어 루시퍼라제의 양 대 발현 개시 후 6시간 경과시 관찰되는 상기 (리

포터) 단백질의 양의 비율은, 바람직하게 약 0.4 이상, 더욱 바람직하게 약 0.5 이상, 더욱 바람직하게 약 0.6

이상, 더더욱 바람직하게 약 0.7 이상, 예를 들어 약 0.4~1.5, 바람직하게 약 0.65~약 1.15, 더욱 바람직하게

약 0.7~약1.0인 것이 바람직하고, 여기서, 예를 들어 72시간의 기간 이내에 상기 인공 핵산 분자로부터 생산되

는 단백질의 총량은, 예를 들어 상기와 같은 기간 이내에 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR, 예를 들어 인공

핵산 분자의 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포함하는 기준 핵산 분자로부터 생산되는 단백질의 총량 이상

인 것이 바람직하다.

본 발명의 내용에 있어서 "증가된 단백질 발현량"이란, 발현 개시 후 어느 특정 시점에서의 단백질 발현량이,[0091]

기준 분자의 경우와 비교되게 증가하였음을 의미한다. 그러므로 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 발현 개시

후, 예를 들어 형질 감염 후, 예를 들어 본 발명에 의한 mRNA의 형질 감염 후 임의의 시점, 예를 들어 형질 감

염 후 48시간 또는 72시간 경과시에 관찰되는 단백질 수준은, 기준 핵산 분자, 예를 들어 기준 3'-UTR을 포함하

거나 3'-UTR이 결실된 기준 mRNA의 발현 개시 후, 예를 들어 형질 감염 후 상기와 동일한 시점에 관찰되는 단백

질 수준보다 더 높은 것이 바람직하다.

인공 핵산 분자로부터의 "증가한 단백질 총 생산량"이란, 일정 기간에 걸친 단백질 생산량이 증가하였음을 말하[0092]

는데, 여기서, 상기 단백질은, 바람직하게 포유동물 발현계, 예를 들어 포유동물 세포, 예를 들어 HeLa 세포 또

는 HDF 세포 내에서 인공 핵산 분자로부터 생산된다. 그러므로 "단백질 총 생산량"이란, 경시적 단백질 생산량

을 나타내는 곡선 아래 면적(AUC)을 말하는 것이 바람직하다.

상기 인공 핵산 분자의 안정성 증가, 상기 단백질 생산량 증가, 상기 단백질 생산 연장 및/또는 상기 단백질 발[0093]

현량의 증가 및/또는 단백질 총 생산량은, 3'-UTR이 결실된 각각의 기준 핵산 분자, 예를 들어 3'-UTR이 결실된

mRNA, 또는 기준 3'-UTR, 예를 들어 전술된 바와 같이 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포함하는 기준 핵산

분자의 경우와 비교됨으로써 분석되는 것이 바람직하다.

알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체, 단편 및/또는 변이체 단편의 mRNA 및/또는 단백질 생산 안정화 효과 및 효율[0094]

및/또는 단백질 생산량 증가 효과 및 효율과, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상의 mRNA

및/또는 단백질 생산 안정화 효과 및 효율, 및/또는 단백질 생산량 증가 효과 및 효율은, 이와 같은 효과 및 효

율의 측정용으로서 적당하다고 당 업자에게 알려진 임의의 방법에 의해 분석될 수 있다. 예를 들어 리포터 단백

질, 예를 들어 루시퍼라제를 암호화하는 암호화 서열을 포함하고, 3'-UTR, 즉 자연 발생 알부민 유전자로부터

유래하는 3'-UTR, 기준 유전자로부터 유래하는 3'-UTR(즉 기준 3'-UTR, 예를 들어 ORF와 함께 자연 발생하는

3'-UTR), 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체, 자연 발생 알부민 유전자의 단편, 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의

변이체의 단편은 3'-UTR로서 포함되지 않는 인공 mRNA 분자가 생산될 수 있다. 이와 같은 mRNA는, 예를 들어 T7

프로모터와 각각의 mRNA 서열을 암호화하는 서열을 포함하는 각각의 벡터, 예를 들어 플라스미드 벡터를 시험관

내 전사함으로써 생산될 수 있다. 생산된 mRNA 분자는 mRNA를 형질 감염하기 적당한 임의의 형질 감염 방법을

통해 세포에 형질 감염될 수 있는데, 예를 들어 생산된 mRNA 분자는 포유동물 세포, 예를 들어 HeLa 세포에 전

기 천공에 의해 도입될 수 있고, 샘플은 형질 감염 후 임의의 시점, 예를 들어 형질 감염 후 6시간, 24시간, 48

시간 및 72시간 경과시에 분석될 수 있다. 상기 샘플은 당 업자에게 널리 알려진 방법들을 통하여 mRNA의 양 및

/또는 단백질의 양에 대해 분석될 수 있다. 예를 들어 샘플 채취 시점에 세포 내에 존재하는 리포터 mRNA의 양

은 정량적 PCR 방법에 의해 측정될 수 있다. 각각의 mRNA에 의해 암호화되는 리포터 단백질의 양은 사용된 리포

터 단백질에 따라서, 예를 들어 ELISA 분석법 또는 리포터 분석법, 예를 들어 루시퍼라제 분석법을 통해 측정될

수 있다. 단백질 발현의 안정화 효과 및/또는 단백질 발현의 연장 효과는, 예를 들어 형질 감염 후 48시간 경과

시에 관찰되는 단백질 수준과 형질 감염 후 6시간 경과시에 관찰되는 단백질 수준의 비율을 측정함으로써 분석

될 수 있다. 상기 비율이 1에 가까울수록 상기 시기 이내에서의 단백질 발현은 더욱 안정한 것이다. 이와 같은

측정은 물론 72시간 이상 경과된 후에도 수행될 수 있으며, 형질 감염 후 72시간 경과시에 관찰되는 단백질 수

준과 형질 감염 후 6시간 경과시에 관찰되는 단백질 수준의 비율은 단백질 발현의 안정성을 분석하기 위해 측정

될 수 있다. 

바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은, 알부민 유전자의 3'-UTR의 핵산 서열,[0095]

예를 들어 이하에 보인 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열 번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호

35에 의한 핵산 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상, 바람직하게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바

람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게

는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상, 가장 바람직하게는 100%인 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산

서열로 이루어져 있는데, 이 경우, (예를 들어 동일성이 40% 이상인) 서열의 변이체는 전술된 기능성 변이체인
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것이 바람직하다:

[0096]

[0097]

본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은 또한, 알부민 유전자의 3'-UTR의 핵산 서열, 예를[0098]

들어 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열 번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 따른 핵산 서

열에 대한 동일성이 약 40% 이상, 바람직하게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70%

이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더

더욱 바람직하게는 약 99% 이상, 가장 바람직하게는 100%인 핵산 서열의 단편을 포함하거나 이의 단편으로 이루

어져 있는데, 이 경우, 상기 단편은 전술된 기능성 단편 또는 기능성 변이체 단편인 것이 바람직하다. 이와 같

은 단편의 길이는 약 50 뉴클레오티드 이상, 바람직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱 바람직하게는 약 100

뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게는 약 125 뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는 약 150 뉴클레오티드

이상인 것이 바람직하다.

예를 들어 이러한 단편은 서열 번호 18~30에 따른 핵산 서열, 예를 들어 다음과 같은 서열들 또는 이에 상응하[0099]

는 RNA 서열, 또는 이와 같은 핵산 서열과 40% 이상, 바람직하게는 약 50% 이상, 바람직하게는 약 60% 이상, 바

람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게

는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상 동일한 핵산 서열 또는 이에 상응하는 RNA 서열을 나타낼 수

있다:
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[0100]

[0101]
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[0102]

그러므로 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상은, 전술된 바와 같은 핵산 단편을 포함하거[0103]

나 이 단편으로 이루어질 수 있다. 분명한 점은, 서열 번호 18~30에 의한 단편 내에 포함된 티미딘 뉴클레오티

드들은 우리딘 뉴클레오티드들로 치환될 수 있다는 점이다.

바람직하게 상기 변이체, 단편 또는 변이체 단편은, 바람직하게 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열 번호 32, 서열[0104]

번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 의한 핵산 서열에 의해 발휘되는 단백질 생산량 증가 효율 및/또는

단백질 생산 안정화 효율의 40% 이상, 더욱 바람직하게는 50% 이상, 더욱 바람직하게는 60% 이상, 더더욱 바람

직하게는 70% 이상, 더더욱 바람직하게는 80% 이상, 가장 바람직하게는 90% 이상에 해당하는 효율로, 전술된 바

와 같이 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열 번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35에 의한 핵산

서열의 기능, 예를 들어 본 발명에 의하여 인공 핵산 분자를 안정화하는 기능, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자

로부터의 단백질 발현을 안정화 및/또는 연장하는 기능, 및/또는 단백질 생산량을 증가시키는 기능을 하나 이상

발휘하는 기능성 변이체, 기능성 단편 또는 기능성 변이체 단편이다.

바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 3'-UTR 요소 하나 이상의 길이는 약 50 뉴클레오티드 이상, 바람[0105]

직하게는 약 75 뉴클레오티드 이상, 더욱 바람직하게는 약 100 뉴클레오티드 이상, 더더욱 바람직하게는 약 125

뉴클레오티드 이상, 가장 바람직하게는 약 150 뉴클레오티드 이상이다. 예를 들어 3'-UTR 요소의 길이는 약 50~

약 300 뉴클레오티드, 바람직하게는 약 100~약 250 뉴클레오티드, 더욱 바람직하게는 약 150~약 200 뉴클레오티

드일 수 있다.

뿐만 아니라 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 전술된 바와 같은 3'-UTR 요소를 하나 이상 포함할 수 있다. 예[0106]

를 들어 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 1개,  2개,  3개,  4개 또는 그 이상의 3'-UTR  요소를 포함할 수

있는데, 이 경우, 각각의 3'-UTR 요소는 동일할 수 있으며, 아니면 상기 3'-UTR 요소는 상이할 수 있다. 예를

들어 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 전술된 바와 같은 본질적으로 동일한 3'-UTR 요소 2개, 예를 들어 알부

민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열, 예를 들어 서열 번호 1,

2, 32, 33, 34 또는 35에 의한 핵산 서열, 이의 기능성 변이체, 이의 기능성 단편 또는 이의 기능성 변이체 단

편을 포함하거나 이것들로 이루어져 있는 3'-UTR 요소 2개를 포함할 수 있다.

놀랍게도 본 발명의 발명자들은, 전술된 바와 같은 3'-UTR을 포함하는 인공 핵산 분자가 단백질 생산을 연장 및[0107]

/또는 안정화할 수 있는 mRNA 분자를 나타낼 수 있거나 제공할 수 있음을 발견하게 되었다. 그러므로 본원에 기

술된 바와 같은 3'-UTR은 mRNA 분자로부터의 단백질 발현의 안정성을 개선할 수 있으며/개선할 수 있거나 번역

효율을 증가시킬 수 있다.

본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 RNA, 예를 들어 mRNA, DNA, 예를 들어 DNA 벡터일 수 있거나, 또는 변형된[0108]

RNA 또는 DNA 분자일 수 있다. 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 센스 사슬과 안티센스 사슬을 가지는 이중 사

슬 분자, 예를 들어 센스 사슬과 안티센스 사슬을 가지는 DNA 분자로서 제공될 수 있다.

본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 임의로 5'-UTR 및/또는 5'-캡을 추가로 포함할 수 있다. 임의의 5'-캡 및/또[0109]
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는 5'-UTR은 본 발명에 의한 인공 핵산 분자 내 ORF에 대해 5' 말단 쪽에 위치하는 것이 바람직하다.

바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 폴리(A) 서열 및/또는 폴리아데닐화 신호를 추가로 포함한다. 바[0110]

람직하게 임의의 폴리(A) 서열은 3'-UTR 요소 하나 이상에 대해 3'-말단 쪽에 위치하며, 바람직하게 3'-UTR 요

소의 3'-말단에 연결되어 있다. 연결 관계는, 예를 들어 하나 이상의 제한 위치를 포함하거나 이 제한 위치로

이루어져 있는, 2, 4, 6, 8, 10, 20개 등의 뉴클레오티드로 이루어진 구획, 예를 들어 1~50개, 바람직하게는

1~20개의 뉴클레오티드로 이루어진 링커를 통한 직접적 또는 간접적 연결 관계일 수 있다.

하나의 구체예에서, 임의의 폴리아데닐화 신호는 3'-UTR 요소 내에 위치한다. 바람직하게 폴리아데닐화 신호는[0111]

공통 서열인 NN(U/T)ANA[여기서, N은 A 또는 U임], 바람직하게 AA(U/T)AAA 또는 A(U/T)(U/T)AAA를 포함한다.

이와 같은 공통 서열은 대부분의 동물 및 박테리아 세포 계, 예를 들어 폴리아데닐화 인자, 예를 들어 CstF,

PAP, PAB2, CFI 및/또는 CFII와 공동으로 작용하는 절단/폴리아데닐화 특이성 인자(CPSF)에 의해 인지될 수 있

다. 바람직하게 폴리아데닐화 신호, 바람직하게 공통 서열 NNUANA는 3'-UTR 요소의 3'-말단 쪽 약 50 뉴클레오

티드 미만, 더욱 바람직하게는 약 30개 염기 미만, 가장 바람직하게는 약 25개 염기 미만, 예를 들어 21개 염기

만큼 상류에 위치한다.

3'-UTR 요소 내에 폴리아데닐화 신호를 포함하는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 전사, 예를 들어 인공 DNA[0112]

분자의 전사는, 이 핵산 분자 자체의 3'-UTR 요소 내에 폴리아데닐화 신호를 포함하는 미성숙 RNA를 생산해낼

것이다. 예를 들어 서열 번호 1, 즉 

[0113]

에 의한 3'-UTR 요소를 포함하는 DNA 분자의 전사는 서열[0114]

[0115]

에 의한 3'-UTR 요소를 가지는 RNA를 생산해낼 것이다. [0116]

적당한 전사 계를 이용하면 미성숙 RNA에 폴리(A) 서열이 부착될 것이다. 예를 들어 본 발명의 인공 핵산 분자[0117]

는 전술된 바와 같은 3'-UTR 요소와 폴리아데닐화 신호를 포함하는 DNA 분자일 수 있으며, 이 DNA 분자가 전사

됨에 따라서 RNA는 폴리아데닐화될 수 있는 것이다. 그러므로 생산된 RNA는 본 발명의 3'-UTR 요소와 폴리(A)

서열을 이 순서대로 함께 포함할 수 있다.

잠재적인 전사 계는 시험관 내 전사 계 또는 세포 전사 계 등이다. 그러므로 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의[0118]

전사, 예를 들어 개방 해독 틀, 3'-UTR 요소 및 폴리아데닐화 신호를 포함하는 인공 핵산 분자의 전사는, 개방

해독 틀, 3'-UTR 요소 및 폴리(A) 서열을 포함하는 mRNA 분자를 생산해낼 수 있다.

그러므로 본 발명은 또한 개방 해독 틀, 전술된 3'-UTR 요소 및 폴리(A) 서열을 포함하는 mRNA 분자인 인공 핵[0119]

산 분자를 제공하기도 한다.

하나의 구체예에서, 본 발명은 전술된 바와 같이 개방 해독 틀과, 서열 번호 1에 의한 서열 또는 서열 번호 1의[0120]

서열에 대한 동일성이 약 40% 이상 또는 그보다 높은 서열 또는 이것들의 단편을 포함하는 인공 DNA 분자인 인

공 핵산 분자를 제공한다. 뿐만 아니라 본 발명은 전술된 바와 같이 개방 해독 틀과, 서열 번호 2에 의한 서열

또는 서열 번호 2의 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상 또는 그보다 높은 서열 또는 이것들의 단편을 포함하는

인공 RNA 분자인 인공 핵산 분자를 제공한다.

하나의 추가 구체예에서 본 발명은 전술된 바와 같이 개방 해독 틀과, 서열 번호 32에 의한 서열 또는 서열 번[0121]

호 32의 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상 또는 그보다 높은 서열 또는 이것들의 단편을 포함하는 인공 DNA 분

자인 인공 핵산 분자를 제공한다. 뿐만 아니라 본 발명은 전술된 바와 같이 개방 해독 틀과, 서열 번호 33에 의
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한 서열 또는 서열 번호 33의 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상 또는 그보다 높은 서열 또는 이것들의 단편을

포함하는 인공 RNA 분자인 인공 핵산 분자를 제공한다.

더욱이 본 발명은 전술된 바와 같이 개방 해독 틀과, 서열 번호 34에 의한 서열 또는 서열 번호 34의 서열에 대[0122]

한 동일성이 약 40% 이상 또는 그보다 높은 서열 또는 이것들의 단편을 포함하는 인공 DNA 분자인 인공 핵산 분

자를 제공한다. 뿐만 아니라 본 발명은 전술된 바와 같이 개방 해독 틀과, 서열 번호 35에 의한 서열 또는 서열

번호 35의 서열에 대한 동일성이 약 40% 이상 또는 그보다 높은 서열 또는 이것들의 단편을 포함하는 인공 RNA

분자인 인공 핵산 분자를 제공한다.

그러므로 본 발명은 RNA 분자, 바람직하게는 mRNA 분자에 대한 주형일 수 있는 인공 핵산 분자로서, 번역 효율[0123]

의 관점에서 안정화 및 최적화된 인공 핵산 분자를 제공한다. 다시 말해서, 본 발명의 인공 핵산 분자는 mRNA의

생산에 사용될 수 있는 DNA 또는 RNA일 수 있다. 생산될 수 있는 mRNA는 이후 번역되며, 그 결과 개방 해독 틀

에 의해 암호화되는, 원하는 펩티드 또는 단백질이 생산된다. 만일 인공 핵산 분자가 DNA이면, 상기 인공 핵산

분자는, 예를 들어 mRNA의 시험관 내 또는 생체 내 연속적이고도 반복적인 생산에 사용될 이중 사슬 저장형으로

서 사용될 수 있다.

하나의 구체예에서, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 폴리(A) 서열을 추가로 포함한다. 폴리(A) 서열의 길이는[0124]

다양할 수 있다. 예를 들어 폴리(A) 서열의 길이는 약 20개 아데닌 뉴클레오티드~약 300개 이하의 아데닌 뉴클

레오티드, 바람직하게는 약 40개~약 200개 아데닌 뉴클레오티드, 더욱 바람직하게 약 50개~약 100개 아데닌 뉴

클레오티드, 예를 들어 약 60, 70, 80, 90 또는 100개 아데닌 뉴클레오티드일 수 있다.

예를 들어 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 다음과 같은 DNA 서열들에 상응하는 핵산 서열을 포함할 수 있다:[0125]

[0126]
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이와 같은 서열들이 전사되면, 다음과 같은 서열들을 포함하는 인공 핵산 분자들이 생산될 수 있다:[0127]

[0128]

[0129]

이와 같은 인공 RNA 분자, 즉 서열 번호 4, 37 또는 39에 의한 서열을 포함하는 인공 핵산 분자는 또한 DNA 전[0130]

구체(DNA progenitor)로부터의 전사 과정을 반드시 거치지 않고서도 통상의 화학적 합성 방법에 의해 시험관 내

에서 생산될 수도 있다. 

특히 바람직한 구체예에서, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 5'→3' 방향 개방 해독 틀, 전술된 3'-UTR 및 폴[0131]

리(A) 서열을 포함하는 RNA 분자, 바람직하게 mRNA 분자이다.

바람직한 구체예에서, 개방 해독 틀은 알부민, 특히 사람 알부민, 마우스 알부민 또는 올리브 개코 원숭이 유래[0132]

알부민을 암호화하지 않는데, 다만 3'-UTR 요소는 사람 알부민, 마우스 알부민 또는 올리브 개코 원숭이 유래

알부민의  3'-UTR  각각과  동일하다.  몇몇  추가의  구체예에서,  개방  해독  틀이  유전자  은행  수탁  번호

NM_000477.5에 의한 사람 알부민을 암호화하지 않되, 다만 3'-UTR 요소는 사람 알부민의 3'-UTR과 동일한 것이

바람직할 수 있다. 몇몇 추가의 구체예에서, 개방 해독 틀이 알부민 또는 이의 변이체를 암호화하지 않되, 다만

3'-UTR 요소는 서열 번호 1, 서열 번호 2, 서열 번호 32, 서열 번호 33, 서열 번호 34 또는 서열 번호 35와 동

일한 것이 바람직할 수 있다. 뿐만 아니라 몇몇 구체예에서, 개방 해독 틀은 사람 인자 IX 또는, 예를 들어 글

로빈 단백질(특히 베타-글로빈), 루시퍼라제 단백질, GFP 단백질 또는 이것들의 변이체, 예를 들어 글로빈 단백

질, 루시퍼라제 단백질 또는 GFP 단백질에 대한 서열 동일성이 70% 이상인 변이체로 이루어진 군으로부터 선택

되는 리포터 단백질을 암호화하지 않는 것이 바람직하다. 또한 특정 구체예에서, 특히 개방 해독 틀이 사람 인

자 IX를 암호화하는 경우, 개방 해독 틀은 인트론을 포함하지 않는 것이 바람직하다.

하나의 구체예에서, 본 발명은 개방 해독 틀, 바람직하게는 알부민 이외의 펩티드 또는 단백질을 암호화하는 개[0133]

방 해독 틀; 서열 번호 1, 32 또는 34의 서열에 대한 서열 동일성이 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상,

더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바

람직하게는 99% 이상, 더더욱 바람직하게는 100%인 서열을 포함하거나 이 서열로 이루어져 있는 3'-UTR 요소;

그리고 폴리아데닐화 신호 및/또는 폴리(A) 서열을 포함하는 인공 핵산 분자를 제공한다. 뿐만 아니라 본 발명

은 개방 해독 틀, 바람직하게는 알부민 이외의 임의의 펩티드 또는 단백질을 암호화하는 개방 해독 틀; 서열 번

호 3, 36 또는 38의 서열에 대한 서열 동일성이 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약

80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 99% 이상,

더더욱 바람직하게는 100%인 서열을 포함하거나 이 서열로 이루어져 있는 3'-UTR 요소를 포함하는 인공 DNA 분
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자를 제공한다.

또한 본 발명은 개방 해독 틀, 바람직하게는 알부민 이외의 펩티드 또는 단백질을 암호화하는 개방 해독 틀; 서[0134]

열 번호 2, 33 또는 35의 서열에 대한 서열 동일성이 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게

는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 99%

이상, 더더욱 바람직하게는 100%인 서열을 포함하거나 이 서열로 이루어져 있는 3'-UTR 요소; 그리고 폴리아데

닐화 신호 및/또는 폴리(A) 서열을 포함하는 인공 RNA 분자, 바람직하게는 인공 mRNA 분자 또는 인공 바이러스

RNA 분자를 제공한다. 뿐만 아니라 본 발명은 개방 해독 틀, 바람직하게는 알부민 이외의 펩티드 또는 단백질을

암호화하는 개방 해독 틀; 서열 번호 4, 37 또는 39의 서열에 대한 서열 동일성이 약 60% 이상, 바람직하게는

약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이

상, 더더욱 바람직하게는 99% 이상, 더더욱 바람직하게는 100%인 서열을 포함하거나 이 서열로 이루어져 있는

3'-UTR  요소를  포함하는  인공  RNA  분자,  바람직하게는  인공  mRNA  분자  또는  인공  바이러스  RNA  분자를

제공한다.

본 발명은 암호화된 펩티드 또는 단백질의 발현 안정성이 증강되었고 발현이 연장된 것을 특징으로 할 수 있는[0135]

인공 핵산 분자, 바람직하게는 인공 mRNA를 제공한다. 어떠한 이론에도 국한되지 않을 때, 단백질 발현의 증강

된 안정성과 이로 인한 단백질 발현의 연장은, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 예를 들어 인공 mRNA 분자의 분

해를 감소시키는 것에서 기인할 수 있다. 그러므로 본 발명의 3'-UTR 요소는 인공 핵산이 분해 및 붕괴되는 것

을 막을 수 있다.

몇몇 구체예에서, 3'-UTR 요소는 히스톤 스템-루프로 이루어져 있지 않은 것이 바람직하며, 상기 3'-UTR 요소는[0136]

히스톤 스템-루프를 포함하지 않는 것이 바람직하다. 하나의 구체예에서, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 히

스톤 스템-루프를 포함하지 않는다. 그러나 몇몇 구체예에서, 본 발명의 인공 핵산 분자는 알부민 유전자의 3'-

UTR로부터 유래하는 핵산 서열 이외에 히스톤 스템-루프를 포함할 수 있다. 이와 같이 본 발명에 의한 인공 핵

산 분자는, 예를 들어 ORF와, 바람직하게는 폴리아데닐화 신호를 포함하는 본 발명의 3'-UTR 요소, 임의의 히스

톤 스템-루프 및 임의의 폴리(A) 서열을 5'→3' 방향으로 포함할 수 있다. 또한 본 발명의 인공 핵산 분자는

ORF와, 예를 들어 폴리아데닐화 신호를 포함하는 본 발명의 3'-UTR 요소, 폴리(A) 서열 및 임의의 히스톤 스템-

루프를 5'→3' 방향으로 포함할 수도 있다. 

본 발명의 내용에 있어서, 이와 같은 히스톤 스템-루프는 통상 히스톤 유전자로부터 유래하고, 2개의 이웃하는[0137]

전체 또는 부분 역전 상보성 서열들의 분자 내 염기쌍을 포함함으로 인해 스템-루프를 형성할 수 있다. 스템-루

프는 단일 사슬 DNA, 더욱 일반적으로는 RNA에서 형성될 수 있다. 상기 구조는 또한 헤어핀 또는 헤어핀 루프라

고도 알려져 있으며, 보통 연속 서열 내 (말단) 루프 부와 스템 부로 이루어져 있는데, 상기 스템은 2개의 이웃

하는 전체 또는 부분 역전 상보성 서열들(스템-루프 구조 중 루프를 이루는 짧은 서열, 즉 일종의 스페이서

(spacer)에 의해 떨어져 있음)에 의해 형성된다. 상기 2개의 이웃하는 전체 또는 부분 역전 상보성 서열들은,

예를 들어 스템-루프 요소 스템 1 및 스템 2로서 정의될 수 있다. 스템-루프는, 상기 2개의 이웃하는 전체 또는

부분 역전 상보성 서열들, 예를 들어 스템-루프 요소 스템 1 및 스템 2가 서로 염기 쌍을 이루어, 쌍을 형성하

지 않은 루프(연속 서열상 스템-루프 요소 스템 1 및 스템 2 사이에 위치하는 짧은 서열에 의해 형성됨)를 자체

의 말단에 포함하는 이중 사슬 핵산 서열이 형성될 때 만들어진다. 이로써 상기 쌍을 형성하지 않은 루프는 통

상 상기된 바와 같은 스템-루프 요소들 중 어느 하나와 염기 쌍을 형성할 수 없는 핵산의 한 영역을 이룬다. 형

성된 롤리팝 형상의 구조는 다수의 RNA 2차 구조를 이루는 핵심 구성 블록(building block)이다. 그러므로 스템

-루프 구조의 형성은 생성된 스템 및 루프 영역들의 안정성에 좌우되는데, 이 경우, 제1 전제 조건은 통상 서열

자체가 폴딩백(folding back)되어, 쌍을 이루는 이중 사슬을 이룰 수 있는 서열이 존재하는 것이다. 쌍을 이루

는 스템-루프 요소들의 안정성은 길이, 이중 사슬이 포함하고 있는 미스매치부(maismatch) 또는 돌출부(bulge)

의 수(특히 길이가 긴 이중 사슬에서 미스매치부가 소수 개 존재하는 것은 통상 관용됨), 그리고 쌍을 이루는

영역의 염기 조성에 의해 결정된다. 본 발명의 내용에 있어서, 최적 루프 길이는 3~10개 염기, 더욱 바람직하게

는 3~8개, 3~7개, 3~6개 염기, 또는 더욱 바람직하게 4~5개 염기, 그리고 가장 바람직하게는 4개 염기이다.

히스톤 스템-루프 서열에 관한 일례로서는 서열 번호 31에 의한 서열(CAAAGGCTCTTTTCAGAGCCACCA) 또는 이에 상[0138]

응하는 RNA 서열이 있다.

그러므로 몇몇 구체예에서, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 (a) 개방 해독 틀 하나 이상; (b) 전술된 바와 같[0139]

은 3'-UTR  요소 하나 이상, 그리고 (c) 예를 들어 서열 번호 31에 의한 서열에 대한 서열 동일성이 약 75%

이상, 바람직하게는 약 80% 이상, 바람직하게는 약 85% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람직하
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게는 약 95% 이상인 서열 또는 이에 상응하는 RNA 서열을 포함할 수 있거나 이와 같은 서열로 이루어져 있을 수

있는 히스톤-스템 루프 하나 이상을 포함하는데, 이 경우, 서열 번호 31에 의한 서열에 대한 서열 동일성이 약

75% 이상, 바람직하게는 약 80% 이상, 바람직하게는 약 85% 이상, 더욱 바람직하게는 약 90% 이상, 더더욱 바람

직하게는 약 95% 이상인 서열 또는 이에 상응하는 RNA 서열의 6, 13 및 20번 위치들은 보존되는 것(즉 서열 번

호 31에 의한 서열의 6, 13 및 20번 위치의 뉴클레오티드들과 동일한 것)이 바람직하다.

몇몇 구체예에서, 본 발명의 인공 핵산 분자는 추가의 요소들, 예를 들어 5'-캡, 폴리(C) 서열 및/또는 IRES-모[0140]

티프를 포함한다. 5'-캡은 전사 후에 RNA의 5' 말단에 부가될 수 있다. 뿐만 아니라 본 발명의 인공 핵산 분자

는 (특히 이 핵산이 mRNA의 형태이거나 mRNA를 암호화한다면) 10개 이상의 시티딘, 바람직하게는 20개 이상의

시티딘, 더욱 바람직하게는 30개 이상의 시티딘으로 이루어진 서열(소위 "폴리(C) 서열")에 의해 변형될 수 있

다. 특히 본 발명의 핵산 분자는 (특히 이 핵산이 (m)RNA의 형태이거나 mRNA를 암호화한다면) 통상 약 10~200개

의 시티딘 뉴클레오티드, 바람직하게는 약 10~100개의 시티딘 뉴클레오티드, 더욱 바람직하게는 약 10~70개의

시티딘 뉴클레오티드 또는 더더욱 바람직하게는 약 20~50개 또는 심지어 20~30개의 시티딘 뉴클레오티드로 이루

어진 폴리(C) 서열을 포함할 수 있다. 그러므로 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 바람직하게 ORF, 전술된 바와

같은 3'-UTR 요소 하나 이상, 폴리(A) 서열 또는 폴리아데닐화 신호, 그리고 폴리(C) 서열을 5'→3' 방향으로

포함하는 것이 바람직하다.

예를 들어 만일 본 발명의 인공 핵산 분자가 2개 이상의 펩티드 또는 단백질을 암호화한다면, 내부 리보좀 도입[0141]

위치(Internal Ribosome Entry Site; IRES) 서열 또는 IRES-모티프는 몇몇 개방 해독 틀을 격리할 수 있다. 만

일 mRNA가 2 시스트론형 RNA이거나 다중 시스트론형 RNA라면 IRES-서열은 특히 유리할 수 있다. 

뿐만 아니라 본 발명의 인공 핵산 분자는 부가의 5'-요소, 바람직하게는 5'-UTR, 프로모터, 또는 5'-UTR과 프로[0142]

모터를 포함하는 서열을 포함할 수 있다. 프로모터는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 예를 들어 본 발명에 의

한 인공 DNA 분자의 전사를 가동 및/또는 조절할 수 있다. 뿐만 아니라 5'-UTR은 본 발명의 3'-UTR 요소와 상호

작용을 할 수 있으므로, 본 발명의 3'-UTR 요소의 안정화 효과를 뒷받침할 수 있다. 이와 같은 요소는 안정성과

번역 효율을 추가로 뒷받침할 수 있다. 그러므로 몇몇 구체예에서, 본 발명은 5'→3' 방향으로 다음과 같은 구

조들 중 하나 이상을 포함하는 인공 핵산 분자, 바람직하게는 mRNA 분자를 제공한다:

5'-캡━5'-UTR━ORF━3'-UTR 요소━히스톤 스템-루프━폴리(A) 서열[0143]

5'-캡━5'-UTR━ORF━3'-UTR 요소━폴리(A) 서열━히스톤 스템-루프[0144]

5'-캡━5'-UTR━ORF━IRES━ORF━3'-UTR 요소━히스톤 스템-루프━폴리(A) 서열[0145]

5'-캡━5'-UTR━ORF━IRES━ORF━3'-UTR 요소━히스톤 스템-루프━폴리(A) 서열━폴리(C) 서열[0146]

5'-캡━5'-UTR━ORF━IRES━ORF━3'-UTR 요소━폴리(A) 서열━히스톤 스템-루프[0147]

5'-캡━5'-UTR━ORF━IRES━ORF━3'-UTR 요소━폴리(A) 서열━폴리(C) 서열━히스톤 스템-루프[0148]

5'-캡━5'-UTR━ORF━3'-UTR 요소━폴리(A) 서열━폴리(C) 서열[0149]

5'-캡━5'-UTR━ORF━3'-UTR 요소━폴리(A) 서열━폴리(C) 서열━히스톤 스템-루프[0150]

바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 바람직하게 개방 해독 틀은 적어도 부분적으로 G/C에 변화가 있다.[0151]

그러므로 본 발명의 인공 핵산 분자는 분자의 G(구아닌)/C(시티딘) 함량을 바꾸어줌으로써 열역학적으로 안정화

될 수 있다. 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 개방 해독 틀의 G/C 함량은, 바람직하게는 유전 암호의 축퇴성이

이용됨으로써, 상응하는 야생형 서열의 개방 해독 틀의 G/C 함량과 비교되게 증가할 수 있다. 그러므로 핵산 분

자의 암호화된 아미노산 서열은 G/C에 변화가 가하여졌을 때, 해당 핵산 분자의 야생형 서열의 암호화된 아미노

산 서열과 비교되게 변형되지 않는 것이 바람직하다. 따라서 암호화 서열 또는 전체 핵산 분자, 예를 들어 mRNA

의 코돈들은 야생형 암호화 서열의 경우와 비교되게 다양할 수 있으므로, 상기 코돈들에 있어서는 번역된 아미

노산 서열은 유지되면서 G/C 뉴클레오티드의 양만 증가하게 된다. 몇몇 코돈들은 하나의 아미노산 및 이와 동일

한 아미노산을 암호화한다는 사실(소위 유전 암호의 축퇴성)과 관련하여, 안정성에 가장 유리한 코돈들이 결정

될 수 있다(소위 대안적 코돈 선호도).

본원에 정의된 바와 같은 본 발명의 핵산 분자의 암호화 영역에 의해 암호화될 아미노산에 따라서, 상기 핵산[0152]

분자의 야생형 암호화 영역과 비교되게, 핵산 서열, 예를 들어 개방 해독 틀이 변형될 여러 가지 가능성이 존재

한다. 배타적으로 G 또는 C 뉴클레오티드만을 포함하는 코돈에 의해 암호화되는 아미노산의 경우, 코돈 변형은
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필수적이지 않다. 그러므로 Pro(CCC 또는 CCG), Arg(CGC 또는 CGG), Ala(GCC 또는 GCG) 및 Gly(GGC 또는 GGG)

와 같은 코돈들은 변형을 필요로 하지 않는데, 그 이유는 A 또는 U/T가 존재하기 때문이다.

이와는 대조적으로 A 및/또는 U/T 뉴클레오티드를 포함하는 코돈들은, 동일한 아미노산을 암호화하되 A 및/또는[0153]

U/T는 포함하지 않는 다른 코돈들의 치환을 통해 변형될 수 있다. 예를 들어

Pro에 대한 코돈은 CC(U/T) 또는 CCA에서 CCC 또는 CCG로 변형될 수 있고;[0154]

Arg에 대한 코돈은 CG(U/T) 또는 CGA 또는 AGA 또는 AGG에서 CGC 또는 CGG로 변형될 수 있으며;[0155]

Ala에 대한 코돈은 GC(U/T) 또는 GCA에서 GCC 또는 GCG로 변형될 수 있고;[0156]

Gly에 대한 코돈은 GG(U/T) 또는 GGA에서 GGC 또는 GGG로 변형될 수 있다.[0157]

다른 경우에 있어서, 비록 A 또는 (U/T) 뉴클레오티드들이 코돈들로부터 제외될 수 없다고는 하지만, A 및/또는[0158]

(U/T) 뉴클레오티드들의 함량이 낮은 코돈들을 이용함으로써 A 및 (U/T) 함량을 낮추는 것이 가능하다. 이에 관

한 예들로서는 다음과 같은 경우들이 있다:

Phe에 대한 코돈은 (U/T)(U/T)(U/T)에서 (U/T)(U/T)C로 변형될 수 있고;[0159]

Leu에 대한 코돈은 (U/T)(U/T)A, (U/T)(U/T)G, C(U/T)(U/T) 또는 C(U/T)A에서 C(U/T)C 또는 C(U/T)G로 변형될[0160]

수 있으며;

Ser에 대한 코돈은 (U/T)C(U/T) 또는 (U/T)CA 또는 AG(U/T)로부터 (U/T)CC, (U/T)CG 또는 AGC로 변형될 수 있[0161]

고;

Tyr에 대한 코돈은 (U/T)A(U/T)에서 (U/T)AC로 변형될 수 있으며;[0162]

Cys에 대한 코돈은 (U/T)G(U/T)에서 (U/T)GC로 변형될 수 있고;[0163]

His에 대한 코돈은 CA(U/T)에서 CAC로 변형될 수 있으며;[0164]

Gln에 대한 코돈은 CAA에서 CAG로 변형될 수 있고;[0165]

Ile에 대한 코돈은 A(U/T)(U/T) 또는 A(U/T)A에서 A(U/T)C로 변형될 수 있으며;[0166]

Thr에 대한 코돈은 AC(U/T) 또는 ACA에서 ACC 또는 ACG로 변형될 수 있고;[0167]

Asn에 대한 코돈은 AA(U/T)에서 AAC로 변형될 수 있으며;[0168]

Lys에 대한 코돈은 AAA에서 AAG로 변형될 수 있으며;[0169]

Val에 대한 코돈은 G(U/T)(U/T) 또는 G(U/T)A에서 G(U/T)C 또는 G(U/T)G로 변형될 수 있고;[0170]

Asp에 대한 코돈은 GA(U/T)에서 GAC로 변형될 수 있으며;[0171]

Glu에 대한 코돈은 GAA에서 GAG로 변형될 수 있고;[0172]

종결 코돈 (U/T)AA는 (U/T)AG 또는 (U/T)GA로 변형될 수 있다. [0173]

다른 한편, 코돈 Met(A(U/T)G) 및 Trp((U/T)GG)의 경우, 암호화된 아미노산 서열이 변형되지 않고 서열 변형이[0174]

일어날 가능성은 없다.

상기 나열된 치환들은, 본원에 정의된 본 발명의 핵산 서열의 개방 해독 틀의 G/C 함량이, 상기 핵산 서열의 구[0175]

체적인 야생형 개방 해독 틀(즉 원 서열)과 비교되게 증가하도록, 개별적으로 또는 가능한 모든 조합에 따라서

이용될 수 있다. 그러므로, 예를 들어 야생형 서열에 발생하는 Thr에 대한 모든 코돈들은 ACC(또는 ACG)로 변형

될 수 있다.

바람직하게 본원에 정의된 본 발명의 인공 핵산 분자의 개방 해독 틀의 G/C 함량은, 암호화된 아미노산 서열이[0176]

변형되지 않으면서(즉 유전 암호의 축퇴성이 이용되면서) 야생형 암호화 영역의 G/C 함량과 비교되게 7% 이상,

더욱 바람직하게는 15% 이상, 특히 바람직하게는 20% 이상 증가한다. 특정 구체예에 의하면, 본 발명의 인공 핵

산 분자, 이의 단편, 변이체 또는 유도체의 개방 해독 틀 내 치환 가능한 코돈들 중 5% 이상, 10% 이상, 20% 이

상, 30% 이상, 40% 이상, 50% 이상, 60% 이상, 더욱 바람직하게는 70% 이상, 더더욱 바람직하게는 80% 이상, 그

리고 가장 바람직하게는 90% 이상, 95% 이상 또는 심지어 100%가 치환되면, 상기 개방 해독 틀의 G/C 함량은 증
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가하게 된다.

이와 같은 내용에 있어서, 본원에 정의된 본 발명의 핵산 서열의 개방 해독 틀의 G/C 함량은, 암호화된 아미노[0177]

산 서열은 변형되지 않으면서 야생형 개방 해독 틀의 경우와 비교되게 최대치(즉 치환 가능한 코돈들 100%)로

증가하는 것이 특히 바람직하다. 

더욱이 개방 해독 틀은 최소한 부분적으로 코돈 최적화된 것이 바람직하다. 코돈 최적화는, 번역 효율은 세포[0178]

내에 운반 RNA(tRNA)가 발생할 때 상이한 발생 빈도에 의해 결정될 수 있다는 사실에 바탕을 둔다. 그러므로 소

위 "희귀 코돈(rare codon)"이 본원에 정의된 본 발명의 인공 핵산 분자의 암호화 영역 내에 다수 존재한다면,

상응하는 변형 핵산 서열의 번역은, 비교적 "자주 발생하는(frequent)" tRNA를 암호화하는 코돈이 존재하는 경

우보다 그 효율이 떨어지게 된다.

그러므로 본 발명의 핵산 서열의 개방 해독 틀은, 세포 내에서 비교적 희귀한 tRNA를 암호화하는 야생형 서열의[0179]

코돈 하나 이상이, 세포 내에서 비교적 자주 발생하고 상기 비교적 희귀한 tRNA가 운반하는 아미노산과 동일한

아미노산을 운반하는 tRNA를 암호화하는 코돈으로 치환되도록, 상응하는 야생형 암호화 영역과 비교되게 변형되

는 것이 바람직하다. 이와 같은 변형을 통해서 본원에 정의된 본 발명의 인공 핵산 분자의 개방 해독 틀은, 자

주 발생하는 tRNA가 운반할 수 있는 코돈들이 희귀한 tRNA에 상응하는 코돈들을 대체할 수 있도록 변형된다. 다

시 말해서 본 발명에 의하면, 이와 같은 변형을 통해, 희귀한 tRNA를 암호화하는 야생형 개방 해독 틀 코돈 전

부는, 세포 내에서 더욱 자주 발생하고 상기 희귀한 tRNA가 운반하는 아미노산과 동일한 아미노산을 운반하는

tRNA를 암호화하는 코돈으로 치환될 수 있는 것이다. 어느 tRNA가 세포 내에서 비교적 자주 발생하는지와, 이와

는 대조적으로 어느 tRNA가 비교적 희귀하게 발생하는지에 관하여는 당 업자에게 알려져 있다[Akashi,  Curr.

Opin. Genet. Dev. 2001, 11(6): 660-666]. 그러므로 개방 해독 틀은, 바람직하게 본 발명에 의한 핵산 분자가

발현될 계, 더욱 바람직하게는 본 발명에 의한 핵산 분자가 번역될 계에 대해서 코돈 최적화되는 것이 바람직하

다. 바람직하게 개방 해독 틀의 코돈 선호도는 포유동물 코돈 선호도, 더욱 바람직하게는 사람 코돈 선호도에

따라서 코돈 최적화된다. 개방 해독 틀은 코돈 최적화되고 G/C 함량에 변화가 일어나는 것이 바람직하다.

분해 저항성, 예를 들어 엑소뉴클레아제 또는 엔도뉴클레아제에 의한 생체 내 분해 저항성을 더욱 개선하기 위[0180]

하고/위하거나, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자로부터의 단백질 발현의 안정성을 더욱 개선하기 위해서, 본 발

명의 인공 핵산 분자는 변형, 예를 들어 주쇄 변형, 당 변형 및/또는 염기 변형, 예를 들어 지질 변형 등을 추

가로 포함할 수 있다. 본 발명에 의한 인공 핵산 분자의 전사 및/또는 번역은 상기와 같은 변형들에 의해 거의

저해되지 않는 것이 바람직하다.

본 발명에서 사용될 수 있는 뉴클레오티드 유사체/변형체는, 예를 들어 2-아미노-6-클로로퓨린리보시드-5'-트리[0181]

포스페이트, 2-아미노아데노신-5'-트리포스페이트, 2-티오시티딘-5'-트리포스페이트, 2-티오우리딘-5'-트리포스

페이트, 4-티오우리딘-5'-트리포스페이트, 5-아미노알릴시티딘-5'-트리포스페이트, 5-아미노알릴우리딘-5'-트리

포스페이트, 5-브로모시티딘-5'-트리포스페이트, 5-브로모우리딘-5'-트리포스페이트, 5-요오도시티딘-5'-트리포

스페이트,  5-요오도우리딘-5'-트리포스페이트,  5-메틸시티딘-5'-트리포스페이트,  5-메틸우리딘-5'-  트리포스페

이트, 6-아자시티딘-5'-트리포스페이트, 6-아자우리딘-5'-트리포스페이트, 6-클로로퓨린리보시드-5'-트리포스페

이트, 7-데아자아데노신-5'-트리포스페이트, 7-데아자구아노신-5'-트리포스페이트, 8-아자아데노신-5'-트리포스

페이트, 8-아지도아데노신-5'-트리포스페이트, 벤지미다졸-리보시드-5'-트리포스페이트, N1-메틸아데노신-5'-트

리포스페이트,  N1-메틸구아노신-5'-트리포스페이트,  N6-메틸아데노신-5'-트리포스페이트,  O6-메틸구아노신-

5'-트리포스페이트,  슈도우리딘-5'-트리포스페이트 또는 퓨로마이신-5'-트리포스페이트,  잔토신-5'-트리포스페

이트로부터 선택될 수 있다. 5-메틸시티딘-5'-트리포스페이트, 7-데아자구아노신-5'-트리포스페이트, 5-브로모

시티딘-5'-트리포스페이트 및 슈도우리딘-5'-트리포스페이트로 이루어진 염기 변형 뉴클레오티드들의 군으로부

터 선택되는 염기 변형에 대한 뉴클레오티드가 특히 바람직하다. 

또한 지질 변형 인공 핵산 분자는 통상 본 발명의 인공 핵산 분자와 공유 결합하고 있는 링커 하나 이상, 그리[0182]

고 이 링커와 공유 결합하고 있는 지질 하나 이상을 포함할 수 있다. 대안적으로 지질 변형 인공 핵산 분자는

본원에 정의된 인공 핵산 분자 하나 이상과, 링커를 매개로 하지 않고 상기 인공 핵산 분자와 공유 결합하고 있

는 2 기능성 지질 하나 이상을 포함할 수 있다. 제3 대안에 의하면, 지질 변형 인공 핵산 분자는 본원에 정의된

인공 핵산 분자, 이 인공 핵산 분자와 공유 결합하고 있는 링커 하나 이상, 이 링커와 공유 결합하고 있는 지질

하나 이상, 그리고 추가로, 바람직하게는 링커를 매개로 하지 않고 상기 인공 핵산 분자와 공유 결합하고 있는

2 기능성 지질 하나 이상을 포함할 수 있다.

추가의 양태에서, 본 발명은 다음과 같은 요소들을 포함하는 벡터를 제공한다:[0183]
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a. 개방 해독 틀(ORF) 및/또는, 예를 들어 개방 해독 틀 또는 개방 해독 틀을 포함하는 서열을 삽입하기 위한[0184]

클로닝 위치; 및

b. 알부민 유전자의 3'-UTR로부터 유래하거나 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열[0185]

을 포함하는 3'-비번역 영역 요소(3'-UTR 요소) 하나 이상.

3'-UTR 요소 하나 이상과 ORF는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자에 대해 전술된 바와 같다. 클로닝 위치는 개방[0186]

해독 틀 또는 개방 해독 틀을 포함하는 서열을 도입하는데 적당한 임의의 서열, 예를 들어 하나 이상의 제한 위

치일 수 있다. 그러므로 클로닝 위치를 포함하는 벡터는 개방 해독 틀을 벡터에 삽입하기 적당한 것, 바람직하

게는 개방 해독 틀(5')을 3'-UTR 요소에 삽입하기 적당한 것이 바람직하다. 클로닝 위치 또는 ORF는 3'-UTR 요

소에 대해 5' 말단 쪽, 바람직하게는 3'-UTR 요소의 5'-말단에 인접한 곳에 위치하는 것이 바람직하다. 예를 들

어 클로닝 위치 또는 ORF는 3'-UTR 요소의 5'-말단에 직접 결합할 수 있거나, 아니면 뉴클레오티드 구획, 예를

들어 본 발명에 의한 인공 핵산 분자에 대해 전술된 바와 같은 2, 4, 6, 8, 10 또는 20개 등의 뉴클레오티드들

로 이루어진 구획을 통하여 3'-UTR 요소의 5'-말단에 결합할 수 있다.

바람직하게 본 발명에 의한 벡터는, 예를 들어 임의로 개방 해독 틀 또는 이 개방 해독 틀을 포함하는 서열을[0187]

벡터에 삽입한 다음, 이 벡터를 전사시킴으로써 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 바람직하게는 본 발명에 의한

인공 mRNA를 생산하는데 적당하다. 그러므로 벡터는 전사에 필요한 요소들, 예를 들어 프로모터, 예를 들어 RNA

중합 효소 프로모터를 포함하는 것이 바람직하다. 벡터는 진핵생물, 원핵생물, 바이러스 또는 파지 전사 계, 예

를 들어 진핵생물 세포, 원핵생물 세포, 또는 진핵생물, 원핵생물, 바이러스 또는 파지 시험관 내 전사 계가 사

용되는 전사한 것이 바람직하다. 따라서, 예를 들어 벡터는 중합 효소, 예를 들어 RNA 중합 효소, 예를 들어 진

핵생물, 원핵생물, 바이러스 또는 파지 RNA 중합 효소에 의해 인지되는 프로모터 서열을 포함할 수 있다. 바람

직한 구체예에서, 벡터는 파지 RNA 중합 효소 프로모터, 예를 들어 SP6 또는 T7, 바람직하게는 T7 프로모터를

포함한다. 바람직하게 벡터는 파지 기반 시험관 내 전사 계, 예를 들어 T7 RNA 중합 효소 기반 시험관 내 전사

계가 사용되는 시험관 내 전사에 적당하다.

벡터는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자에 대해 전술된 바와 같이 폴리(A) 서열 및/또는 폴리아데닐화 신호를 추[0188]

가로 포함할 수 있다.

벡터는 RNA 벡터 또는 DNA 벡터일 수 있다. 벡터는 DNA 벡터가 바람직하다. 벡터는 당 업자에게 알려진 임의의[0189]

벡터, 예를 들어 바이러스 벡터 또는 플라스미드 벡터일 수 있다. 바람직하게 벡터는 플라스미드 벡터, 바람직

하게는 DNA 플라스미드 벡터이다.

바람직한 구체예에서, 본 발명에 의한 벡터는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자를 포함한다.[0190]

바람직하게 본 발명에 의한 DNA 벡터는 서열 번호 1, 서열 번호 3, 서열 번호 32, 서열 번호 34, 서열 번호 36[0191]

또는 서열 번호 38에 의한 서열이나, 또는 이 서열 번호 1, 서열 번호 3, 서열 번호 32, 서열 번호 34, 서열 번

호 36 또는 서열 번호 38에 의한 핵산 서열에 대한 서열 동일성이 약 40% 이상, 바람직하게는 약 50% 이상, 바

람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약

90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상인 서열이나, 또는 전술된 바와

같은 이것들의 단편, 바람직하게는 이것들의 기능성 단편을 포함한다.

바람직하게 본 발명에 의한 RNA 벡터는 서열 번호 2, 서열 번호 4, 서열 번호 33, 서열 번호 35, 서열 번호 37[0192]

또는 서열 번호 39에 의한 서열이나, 또는 이 서열 번호 2, 서열 번호 4, 서열 번호 33, 서열 번호 35, 서열 번

호 37 또는 서열 번호 39에 의한 핵산 서열에 대한 서열 동일성이 약 40% 이상, 바람직하게는 약 50% 이상, 바

람직하게는 약 60% 이상, 바람직하게는 약 70% 이상, 더욱 바람직하게는 약 80% 이상, 더욱 바람직하게는 약

90% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 95% 이상, 더더욱 바람직하게는 약 99% 이상인 서열이나, 또는 이것들의 단

편, 바람직하게는 이것들의 기능성 단편을 포함한다.

바람직하게 벡터는 원형 분자이다. 바람직하게 벡터는 이중 사슬 분자, 예를 들어 이중 사슬 DNA 분자이다. 이[0193]

와 같이 원형이면서, 바람직하게는 이중 사슬인 DNA 분자는 본 발명의 인공 핵산 분자에 대한 저장 형태로서 편

리하게 사용될 수 있다. 뿐만 아니라 벡터는 세포, 예를 들어 배양된 세포의 형질 감염에 사용될 수 있다. 또한

벡터는 본 발명에 의한 인공 RNA 분자를 생산하기 위한 시험관 내 전사에 사용될 수도 있다.

바람직하게  벡터,  바람직하게  원형  벡터는,  예를  들어  제한  효소  분해를  통해  선형화된다.  바람직한[0194]

구체예에서, 벡터는, 3'-UTR 요소에 대해 3'-말단 쪽에 바로 붙어있거나, 또는 (만일 존재한다면) 폴리(A) 서열
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또는 폴리아데닐화 신호에 대해 3'-말단 쪽에 위치하거나, 또는 (만일 존재한다면) 폴리(C) 서열에 대해 3'-말

단 쪽에 위치하거나, 또는 (만일 존재한다면) 히스톤 스템-루프에 대해 3'-말단 쪽에 위치하는 절단 위치, 예를

들어 제한 위치, 바람직하게는 특유의(unique) 절단 위치를 포함한다. 그러므로, 벡터를 선형화하여 제조된 생

산물의 3'-말단은, 3'-UTR 요소의 3'-말단으로 종결되거나, 또는 (만일 존재한다면) 폴리(A) 서열 또는 폴리아

데닐화 신호의 3'-말단으로 종결되거나, 또는 (만일 존재한다면) 폴리(C) 서열의 3'-말단으로 종결된다. 본 발

명에 의한 벡터가 본 발명에 의한 인공 핵산 분자를 포함하는 구체예에서, 제한 위치, 바람직하게는 특유의 제

한 위치는 인공 핵산 분자의 3'-말단에 대해 3'-말단 쪽에 바로 붙어 있다.

추가의 양태에서, 본 발명은, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 본 발명에 의한 벡터를 포함하는 세포에 관[0195]

한 것이다. 세포는 임의의 세포, 예를 들어 박테리아 세포, 곤충 세포, 식물 세포, 척추 동물 세포, 예를 들어

포유동물 세포일 수 있다. 이와 같은 세포는, 예를 들어 박테리아 세포 내에서, 예를 들어 본 발명의 벡터를 복

제하는데 사용될 수 있다. 더욱이 세포는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 벡터를 전사하고/전사하거나 본

발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 벡터의 개방 해독 틀을 번역하는데 사용될 수 있다. 예를 들어 세포는 재조합

단백질 생산에 사용될 수 있다.

본 발명에 의한 세포는, 예를 들어 표준 핵산 운반 방법, 예를 들어 표준 형질 감염, 형질 도입 또는 형질 전환[0196]

방법을 통해 생산될 수 있다. 예를 들어 본 발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 벡터는 전기 천공법, 예를 들어

양이온 지질 및/또는 리포좀을 기반으로 하는 리포펙션, 칼슘 인산염 침전법, 나노입자 기반 형질 감염, 바이러

스 기반 형질 감염 또는 양이온 중합체, 예를 들어 DEAE-덱스트란 또는 폴리에틸렌이민 기반 방법을 통해 세포

에 운반될 수 있다.

세포는 포유동물 세포, 예를 들어 사람 개체의 세포, 가축의 세포, 실험실 동물의 세포, 예를 들어 마우스나 래[0197]

트의 세포인 것이 바람직하다. 세포는 사람 세포인 것이 바람직하다. 세포는 확립된 세포주의 세포, 예를 들어

CHO, BHK, 293T, COS-7, HELA, HEK 등일 수 있거나, 또는 세포는 1차 세포, 예를 들어 HDF 세포 등, 바람직하

게는 유기체로부터 분리된 세포일 수 있다. 바람직한 구체예에서, 세포는 포유동물 개체, 바람직하게는 사람 개

체의 분리된 세포이다. 예를 들어 세포는 바람직하게 포유동물 개체, 바람직하게는 사람 개체의 면역 세포, 예

를 들어 수지상 세포, 암 또는 종양 세포, 또는 임의의 체세포 등일 수 있다.

추가의 양태에서, 본 발명은, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터 또는 본 발명에 의한 세포[0198]

를 포함하는 약학 조성물을 제공한다. 본 발명에 의한 약학 조성물은, 예를 들어 백신, 예를 들어 유전자 백신

화용 백신으로서 사용될 수 있다. 그러므로 ORF는, 예를 들어 백신화를 위해 환자에게 투여될 항원을 암호화할

수 있다. 그러므로 바람직한 구체예에서, 본 발명에 의한 약학 조성물은 백신이다. 뿐만 아니라, 본 발명에 의

한 약학 조성물은, 예를 들어 유전자 치료법에 사용될 수 있다.

바람직하게 본 발명의 약학 조성물은 하나 이상의 약학적으로 허용 가능한 부형제, 비이클, 충전제 및/또는 희[0199]

석제를 추가로 포함한다. 본 발명의 내용에 있어서, 약학적으로 허용 가능한 비이클은 통상 본 발명의 약학 조

성물에 대한 액체 또는 비 액체 베이스를 포함한다. 하나의 구체예에서, 본 발명의 약학 조성물은 액체의 형태

로 제공된다. 이와 같은 내용에 있어서, 비이클은 물, 예를 들어 무발연원 물, 등장성 염수 또는 완충한 (수성)

용액, 예를 들어 인산염 및 시트르산염 등으로 완충한 용액을 기반으로 한다. 완충액은 특정 기준 매질과 관련

하여 고장성, 등장성 또는 저장성일 수 있는데, 다시 말해서, 완충액은 특정 기준 매질과 관련하여 염의 함량이

더욱 높을 수 있거나, 동일할 수 있거나, 낮을 수 있는데, 여기서, 전술된 염의 농도, 즉 삼투 작용이나 기타

농도 효과로 인해 포유동물 세포를 손상시키지 않는 농도가 적용될 수 있는 것이 바람직하다. 기준 매질은, 예

를 들어 "생체 내"  방법에서 사용되는 액체,  예를 들어 혈액,  림프액,  세포 기질액 또는 기타 체액이거나,

또는, 예를 들어 "시험관 내" 방법에서 기준 매질로서 사용될 수 있는 액체, 예를 들어 통상의 완충액이나 액체

이다. 이와 같은 통상의 완충액 또는 액체는 당 업자에게 알려져 있다. 링거-젖산 염 용액이 액체 베이스로서

특히 바람직하다.

환자에 투여되기 적당한 혼화성 고체 또는 액체 충전제나 희석제 또는 피포화 화합물(encapsulating compound)[0200]

하나 이상도 또한 본 발명의 약학 조성물에 사용될 수 있다. 본원에 사용된 용어 "혼화성"이란, 바람직하게 본

발명의 약학 조성물의 구성 성분들이, 통상의 사용 조건 하에서 본 발명의 약학 조성물의 약학 효능을 실질적으

로 떨어뜨리게 될 상호 작용이 일어나지 않는 양상으로, 본원에 정의된 본 발명의 핵산, 벡터 또는 세포와 혼합

될 수 있는 경우를 의미한다.

임의로, 본 발명에 의한 약학 조성물은 추가의 약학 활성 성분들 하나 이상을 추가로 포함할 수도 있다. 이러한[0201]

내용에 있어서 약학 활성 성분은 특정 징후나 질병을 치유, 완화 또는 예방하는 치료 효과를 발휘하는 화합물이
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다. 이러한 화합물로서는 펩티드 또는 단백질, 핵산, (치료 활성) 저 분자량 유기 또는 무기 화합물(분자량

5000 미만, 바람직하게는 1000 미만), 당, 항원 또는 항체, 이미 선행 기술로서 공지되어 있는 치료제, 항원성

세포(antigenic cell), 항원성 세포 단편, 세포 분획, 세포 벽 구성 성분(예를 들어 다당체), (예를 들어 화학

적으로나 조사에 의해) 변형, 약독화 또는 불활성화된 병원체(바이러스, 박테리아 등)를 포함하나, 여기에는 어

떠한 제한이 내포되어 있는 것은 아니다.

더욱이 본 발명의 약학 조성물은 인공 핵산 분자 또는 벡터용 캐리어를 포함할 수 있다. 이러한 캐리어는 생리[0202]

적으로 허용 가능한 액체 중 용해, 약학 활성 인공 핵산 분자 또는 벡터의 이동과 세포 내 흡수를 매개하는데

적당할 수 있다. 그러므로 이러한 캐리어는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 벡터의 저장 및 전달에 적당할

수 있는 성분일 수 있다. 이러한 성분들은, 예를 들어 형질 감염 제제 또는 복합체화 제제로서 사용될 수 있는

양이온 또는 다가 양이온 캐리어 또는 화합물일 수 있다.

이와 같은 내용에 있어서 특히 바람직한 형질 감염 제제 또는 복합체화 제제는, 양이온 또는 다가 양이온 화합[0203]

물, 예를 들어 프로타민, 뉴클레올린, 스퍼민 또는 스퍼미딘이나, 또는 기타 양이온 펩티드 또는 단백질, 예를

들어 폴리-L-리신(PLL), 폴리-아르기닌, 염기성 폴리펩티드, 세포 투과성 펩티드(CPP), 예를 들어 HIV-결합 펩

티드, HIV-1 Tat(HIV), Tat-유래 펩티드, 페네트라틴, VP22 유래 펩티드 또는 VP22 유사체 펩티드, HSV VP22

(단순 포진 바이러스), MAP, KALA 또는 단백질 형질 도입 도메인(PTD), PpT620, 프롤린-풍부 펩티드, 아르기닌-

풍부 펩티드, 리신-풍부 펩티드, MPG-펩티드(들), Pep-1, L-올리고머, 칼시토닌 펩티드(들), 안테나페디아 유래

펩티드(특히 드로소필라 안테나페디아(Drosophila antennapedia) 유래 펩티드), pAntp, pIsl, FGF, 락토페린,

트랜스포탄, 버포린-2, Bac715-24, SynB, SynB(1), pVEC, hCT-유래 펩티드, SAP 또는 히스톤이다.

뿐만 아니라, 이러한 양이온 또는 다가 양이온 화합물 또는 캐리어는, 바람직하게 -SH부를 하나 이상 포함하거[0204]

나 이것을 포함하도록 추가로 변형된 양이온 또는 다가 양이온 펩티드 또는 단백질일 수 있다. 바람직하게 양이

온 또는 다가 양이온 캐리어는 다음과 같은 화학식(I)을 가지는 양이온 펩티드들로부터 선택된다:

[화학식 I][0205]

{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x}; [0206]

상기 식 중, [0207]

l + m + n + o + x = 3~100으로서, l, m, n 또는 o는 서로 독립적으로 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,[0208]

12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21~30, 31~40, 41~50, 51~60, 61~70, 71~80, 81~90 및 91~100으로부터

선택되는 임의의 수이되, 다만 Arg(아르기닌), Lys(리신), His(히스티딘) 및 Orn(오르니틴)의 총 함량은 올리고

펩티드를 구성하는 모든 아미노산의 10% 이상에 해당하고; Xaa는 Arg, Lys, His 또는 Orn을 제외한 천연(자연

발생) 또는 비 천연 아미노산으로부터 선택되는 임의의 아미노산이며; x는 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21~30, 31~40, 41~50, 51~60, 61~70, 71~80, 81~90으로부터 선택되

는 임의의 수이되, 다만 Xaa의 총 함량은 올리고펩티드를 구성하는 모든 아미노산의 90%를 넘지 않는다. 아미노

산 Arg, Lys, His, Orn 및 Xaa 중 임의의 것은 펩티드의 임의의 위치에 배치될 수 있다. 이와 같은 내용에서,

7~30개 범위의 아미노산으로 이루어진 양이온 펩티드 또는 단백질이 특히 바람직하다.

뿐만 아니라 -SH부를 하나 이상 포함하거나 이 -SH부를 하나 이상 포함하도록 추가로 변형된 양이온 또는 다가[0209]

양이온 펩티드 또는 단백질이 상기 보인 화학식 {(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x}(화학식 I)에 의해서 정의

될 때, 이 양이온 또는 다가 양이온 펩티드 또는 단백질은, 다음과 같은 하위 화학식 Ia의 펩티드 또는 단백질

로부터 선택될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다:

[화학식 Ia][0210]

{(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa')x (Cys)y}[0211]

상기 식 중,[0212]

(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o; 및 x는 본원에 정의된 바와 같고, Xaa'는 Arg, Lys, His, Orn 또는 Cys을 제외한[0213]

천연(자연 발생) 또는 비 천연 아미노산으로부터 선택되는 임의의 아미노산이며, y는 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,

8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21~30, 31~40, 41~50, 51~60, 61~70, 71~80 및 81~90으

로부터 선택되는 임의의 수이되, 다만 Arg(아르기닌), Lys(리신), His(히스티딘) 및 Orn(오르니틴)의 총 함량은

올리고펩티드를 구성하는 모든 아미노산의 10% 이상에 해당한다. 뿐만 아니라 양이온 또는 다가 양이온 펩티드
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는 하기 하위 화학식 Ib의 펩티드로부터 선택될 수 있다:

[화학식 Ib][0214]

Cys1 {(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x} Cys2[0215]

실험식 {(Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x}(화학식 III)는 본원에 정의된 바와 같고, (반 실험) 화학식 III에[0216]

의한 아미노산 서열의 코어를 형성하며, Cys1 및 Cys2는 (Arg)l;(Lys)m;(His)n;(Orn)o;(Xaa)x 가 있는 쪽으로 되

도록 가까이 존재하거나 이의 양 말단을 이루는 시스테인이다.

형질 감염 제제 또는 복합체화 제제로서 사용될 수 있는 추가의 바람직한 양이온 또는 다가 양이온 화합물로서[0217]

는,  양이온  다당체,  예를  들어  키토산,  폴리브렌,  양이온  중합체,  예를  들어 폴리에틸렌이민(PEI),  양이온

지질, 예를 들어 DOTMA: [1-(2,3-시올레일옥시)프로필)]-N,N,N-트리메틸암모늄 염화물, DMRIE, 디-C14-아미딘,

DOTIM,  SAINT,  DC-Chol,  BGTC,  CTAP,  DOPC,  DODAP,  DOPE:  디올레일  포스파티딜에탄올아민,  DOSPA,  DODAB,

DOIC, DMEPC, DOGS: 디옥타데실아미도글리실스퍼민, DIMRI: 디미리스토옥시프로필 디메틸 하이드록시에틸 암모

늄 브롬화물, DOTAP: 디올레오일옥시-3-(트리메틸암모니오)프로판, DC-6-14: O,O-디테트라데카노일-N-(α-트리

메틸암모니오아세틸)디에탄올아민 염화물, CLIP1: rac-[(2,3-디옥타데실옥시프로필)(2-하이드록시에틸)]-디메틸

암모늄  염화물,  CLIP6:  rac-[2(2,3-디헥사데실옥시프로필옥시메틸옥시)에틸]트리메틸암모늄,  CLIP9:  rac-

[2(2,3-디헥사데실옥시프로필옥시숙시닐옥시)에틸]-트리메틸암모늄,  올리고펙타민이나,  양이온 또는 다가 양이

온 중합체, 예를 들어 변형된 폴리아미노산, 예를 들어 β-아미노산-중합체 또는 역전된 폴리아미드 등, 변형된

폴리에틸렌,  예를  들어  PVP  (폴리(N-에틸-4-비닐피리디늄  브롬화물))  등,  변형된  아크릴산염,  예를  들어

pDMAEMA (폴리(디메틸아미노에틸 메타크릴산염)) 등, 변형된 아미도아민, 예를 들어 pAMAM (폴리(아미도아민))

등, 변형된 폴리베타아미노에스테르 (PBAE), 예를 들어 디아민 말단 변형된 1,4-부탄디올 디아크릴산염-코-5-아

미노-1-펜탄올 중합체 등, 덴드리머, 예를 들어 폴리프로필아민 덴드리머 또는 pAMAM 기반 덴드리머 등, 폴리이

민(들), 예를 들어 PEI: 폴리(에틸렌이민), 폴리(프로필렌이민) 등, 폴리알릴아민, 당 주쇄 기반 중합체, 예를

들어 사이클로덱스트린 기반 중합체, 덱스트란 기반 중합체, 키토산 등,  실란 주쇄 기반 중합체, 예를 들어

PMOXA-PDMS 공중합체 등, 하나 이상의 양이온 블록(예를 들어 전술된 바와 같은 양이온 중합체로부터 선택되는

양이온 블록)과 하나 이상의 친수성 또는 소수성 블록(예를 들어 폴리에틸렌글리콜)의 조합으로 이루어진 블록

중합체 등을 포함할 수 있다.

이러한 내용에 있어서, 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 본 발명의 벡터는 적어도 부분적으로 양이온 또는 다가[0218]

양이온 화합물, 바람직하게는 양이온 단백질 또는 펩티드와 복합체를 형성하는 것이 특히 바람직하다. "부분적

으로"란, 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 본 발명의 벡터의 일부만이 양이온 또는 다가 양이온 화합물과 복합체

를  형성하고,  본  발명의  인공  핵산  분자  또는  본  발명의  벡터의  나머지는  복합체를  형성하지  않은

형태("자유형")를 하고 있는 경우를 의미한다. 바람직하게 복합체를 형성한 핵산 대 자유형 핵산의 비율은 약

5:1(w/w)~약  1:10(w/w),  더욱  바람직하게  약  4:1(w/w)~약  1:8(w/w),  더더욱  바람직하게  약  3:1(w/w)~약

1:5(w/w) 또는 1:3(w/w)으로부터 선택되고, 가장 바람직하게 복합체를 형성한 핵산 대 자유형 핵산의 비율은 약

1:1(w/w)의 비율로부터 선택된다. 

본 발명에 의한 약학 조성물은 임의로는 보조제, 예를 들어 선천성 면역계를 자극하거나 인공 핵산 분자 또는[0219]

벡터의 세포 내 흡수를 촉진하는 보조제 하나 이상을 추가로 포함할 수도 있다. 이와 같은 내용에 있어서, 보조

제는 선천성 면역계의 면역 반응, 즉 비특이적 면역 반응을 개시 또는 증강하는데 적당한 임의의 화합물인 것으

로 이해될 수 있다. 다시 말해서, 본 발명의 약학 조성물이 투여될 때 상기 조성물은, 임의로 이 조성물 중에

포함된 상기 보조제로 말미암아 선천성 면역 반응을 유도하는 것이 바람직하다. 바람직하게 이와 같은 보조제는

포유동물에서 선천성 면역 반응의 유도를 뒷받침하는 보조제일 수 있다. 이러한 보조제는, 예를 들어 면역 자극

성 핵산, 즉 톨-유사 수용기 등에 결합할 수 있는 핵산, 바람직하게는 면역 자극성 RNA 등일 수 있다.

이러한 보조제, 바람직하게는 이러한 면역 자극성 핵산은 본 발명의 약학 조성물, 바람직하게는 백신의 인공 핵[0220]

산 분자에 의해 암호화되는 펩티드 또는 단백질, 즉 항원에 대한 특이적(즉 적응성) 면역 반응을 뒷받침할 수

있는 선천성(즉 비특이적) 면역 반응을 유도할 수 있다.

본 발명의 약학 조성물은 또한 추가로 임의의 추가 화합물(화합물 자체의 사람 톨-유사 수용기들 TLR1, TLR2,[0221]

TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10에 대한 (리간드로서의) 결합 친화성, 또는 쥣과 동물 톨-유

사 수용기들 TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8, TLR9, TLR10, TLR11, TLR12 또는 TLR13에 대

한  (리간드로서의)  결합  친화성으로  말미암아  면역  자극성을  가진다고  알려져  있는  화합물)을  포함할  수도
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있다. 

본  발명의  약학  조성물  중에  포함될  수  있는  추가의  첨가제로서는,  예를  들어  유화제,  예를  들어[0222]

트윈(Tween)®; 습윤제, 예를 들어 소듐 라우릴 황산염; 착색제; 풍미 부여제, 약학 캐리어; 정제 형성 제제;

안정화제; 항산화제; 보존제 등이 있다.

본 발명에 의한 약학 조성물은 바람직하게 약학 조성물의 성분들, 특히 본원에 정의된 바와 같은 본 발명의 핵[0223]

산 서열, 벡터 및/또는 세포를 "안전량 및 유효량"만큼 포함한다. 본원에 사용된 "안전량 및 유효량"이란, 본원

에 정의된 질병 또는 질환의 긍정적 개선을 유의적으로 유도하는데 충분한 양을 의미한다. 그러나, 이와 동시에

"안전량 및 유효량"은 중증 부작용이 발생하는 것을 막고, 이점과 위험성 간 분별 가능한 관계를 허용한다. 이

러한 한계들은 통상적으로 현명한 의료상 판단 범위 내에서 결정된다.

추가의 양태에서, 본 발명은 유전자 치료법 또는 (유전자 백신화에서) 의약품, 예를 들어 백신으로서 사용될,[0224]

본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물

을 제공한다.

본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물[0225]

은 펩티드, 폴리펩티드 또는 단백질의 치료 작용이나 치료 효과를 이용하는 임의의 의학 분야에서, 또는 특정

펩티드 또는 단백질의 보충이 필요한 경우에 특히 적당하다. 그러므로 본 발명은, 펩티드, 폴리펩티드 또는 단

백질의 치료 작용 또는 치료 효과를 바탕으로 한 치료에 순응성이거나, 또는 특정 펩티드, 폴리펩티드 또는 단

백질의 보충을 바탕으로 한 치료에 순응성인 질병 또는 질환의 치료 또는 예방에 사용되는, 본 발명에 의한 인

공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물을 제공한다. 예를

들어 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조

성물은 유전병, 자가 면역 질환, 암 또는 종양 관련 질병, 감염성 질병 또는 만성 질병 등의, 예를 들어 유전자

백신화 또는 유전자 치료법에 의한 치료 또는 예방에 사용될 수 있다.

특히 치료 대상인 개체에서 치료 펩티드, 폴리펩티드 또는 단백질이 안정적으로 존재하고 그 존재 기간이 연장[0226]

됨으로 인해 이익을 얻는, 이와 같은 치료적 처치들은 본 발명의 내용에 있어서 의료 수단으로서 사용되기에 특

히 적당한데, 그 이유는 본 발명의 3'-UTR 요소가 본 발명의 핵산 분자의 ORF 발현을 안정화 및 연장해 주기 때

문이다. 그러므로 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에

의한 약학 조성물에 특히 적당한 의료적 사용 방법은 백신화이다. 그러므로 본 발명은, 개체, 바람직하게는 포

유동물 개체, 더욱 바람직하게는 사람 개체의 백신화를 위한, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한

벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물을 제공한다. 바람직한 백신화 치료법으로서는 감

염성 질병, 예를 들어 박테리아, 원생 동물 또는 바이러스 감염에 대한 백신화와 항종양 백신화가 있다. 이러한

백신화 치료법은 예방용 또는 치료용일 수 있다.

치료 또는 예방될 질병에 따라서 ORF가 선택될 수 있다. 예를 들어 개방 해독 틀은 단백질의 기능이 완전히 상[0227]

실되었거나 적어도 부분적으로 상실된 환자, 예를 들어 유전병을 앓고 있는 환자에게 공급되어야 하는 단백질을

암호화할 수 있다. 뿐만 아니라 개방 해독 틀은 개체의 질병이나 병태에 유익한 영향을 미치는 펩티드 또는 단

백질을 암호화하는 ORF로부터 선택될 수 있다. 더욱이 개방 해독 틀은 자연적 펩티드 또는 단백질의 병리적 과

생산을 하향 조절하거나 병리적으로 단백질 또는 펩티드를 발현하는 세포를 제거하는 펩티드 또는 단백질을 암

호화할 수 있다. 이와 같이 기능의 결실, 상실 또는 과 생산은, 예를 들어 종양 및 신생 물질 생성, 자가 면역

질환, 알레르기, 감염 또는 만성 질병 등에서 일어날 수 있는 현상이다. 뿐만 아니라 개방 해독 틀은 항원 또는

면역원, 예를 들어 병원체의 에피토프 또는 종양 항원을 암호화할 수도 있다. 그러므로 바람직한 구체예에서,

본 발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 벡터는 항원 또는 면역원, 예를 들어 병원체의 에피토프 또는 종양 연관

항원, 전술된 3'-UTR 요소, 그리고 임의의 추가 구성 성분들, 예를 들어 폴리(A) 서열 등을 포함하거나 이것으

로 이루어진 아미노산 서열을 암호화하는 ORF를 포함한다.

의료적 사용 방법, 특히 백신화에 있어서, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자는 RNA, 바람직하게는 mRNA인 것이 바[0228]

람직한데, 그 이유는 DNA는 항DNA 면역 반응을 유도할 위험을 보유하고 있으면서 게놈 DNA 내에 삽입되는 경향

이 있기 때문이다. 그러나 몇몇 구체예에 의하면, 예를 들어 유전자 치료 처치법에서, 예를 들어 바이러스 전달

비이클,  예를  들어  아데노바이러스  전달  비이클이  본  발명에  의한  인공  핵산  분자  또는  벡터의  전달에

사용되면, 상기 인공 핵산 분자 또는 벡터는 DNA 분자인 것이 요망될 수 있다.

본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물[0229]
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은 경구,  비 경구,  흡입 스프레이,  국소,  직장,  비강,  협측,  질 내 투여될 수 있거나 또는 이식된 저장체

(reservoir)를 통해 투여될 수 있다. 본원에 사용된 용어 "비 경구 투여"에는 피하, 정맥 내, 근육 내, 관절

내, 활액 내, 흉골 내, 초 내, 간 내, 병변 내, 두개골 내, 경 피, 피 내, 폐 내, 복막 내, 심장 내, 동맥 내

및 설 하 주사 또는 주입 기법을 포함한다.

바람직하게 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한[0230]

약학 조성물은 비 경구 투여, 예를 들어 비 경구 주사, 더욱 바람직하게는 피하, 정맥 내, 근육 내, 관절 내,

활액 내, 흉골 내, 초 내, 간 내, 병변 내, 두개골 내, 경 피, 피 내, 폐 내, 복막 내, 심장 내, 동맥 내 및 설

하 주사 또는 주입 기법을 통하여 투여된다. 피 내 및 근육 내 주사가 특히 바람직하다. 본 발명의 약학 조성물

의 멸균 주사 제형은 수성 현탁액 또는 유질 현탁액일 수 있다. 이러한 현탁액은 당 업계에 알려진 기법에 따라

서 적당한 분산제 또는 습윤제 및 현탁제를 사용하여 제형될 수 있다. 

본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물[0231]

은 또한 경구적으로 허용 가능한 투여형, 예를 들어 캡슐, 정제, 수성 현탁액 또는 용액(이에 한정되는 것은 아

님)으로 경구 투여될 수도 있다.

본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물[0232]

은 또한, 특히 치료 대상이 국소 적용에 의해 용이하게 접근 다능한 부위이거나 장기를 포함할 때(예를 들어 치

료 대상이 피부병 또는 기타 접근 가능한 임의의 상피 조직의 질병일 때) 국소 투여될 수도 있다. 적당한 국소

투여용 제형들은 이와 같은 부위들 또는 장기들 각각에 사용될 목적으로 용이하게 제조된다. 국소 적용을 위해,

본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에 의한 약학 조성물

은 하나 이상의 캐리어 중에 현탁 또는 용해된 적당한 연고로서 제형될 수 있다.

하나의 구체예에서, 의약품으로서의 사용 방법은, 포유동물 세포를 형질 감염시키는 단계, 바람직하게는 포유동[0233]

물 세포를 시험관 내 형질 감염시키는 단계, 더욱 바람직하게는 의약품으로 치료될 개체의 분리된 세포들을 시

험관 내 형질 감염시키는 단계를 포함한다. 만일 상기 사용 방법이 분리된 세포를 시험관 내 형질 감염시키는

단계를 포함하면, 의약품으로서의 사용 방법은 또한 형질 감염된 세포들을 환자에 (재)투여하는 단계를 추가로

포함할 수 있다. 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터의 의약품으로서의 사용 방법은 연이어 형질 감염된 분리

세포들을 선택하는 단계를 추가로 포함할 수 있다. 그러므로, 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터의 의약품으

로서의 사용 방법은 만일 벡터가 선별 마커를 추가로 포함하면 유리할 수 있다. 또한 의약품으로서의 사용 방법

은, 분리된 세포를 시험관 내 형질 감염시키는 단계와, 이러한 세포들로부터 발현 생산물, 즉 암호화된 펩티드

또는 단백질을 정제하는 단계를 포함할 수 있다. 이처럼 정제된 펩티드 또는 단백질은 추후 이의 투여를 필요로

하는 개체에 투여될 수 있다.

본 발명은 또한, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 또는 본 발명에[0234]

의한 약학 조성물을 이것들의 투여를 필요로 하는 개체에 투여하는 단계를 포함하는, 전술된 바와 같은 질병 또

는 질환을 치료 또는 예방하는 방법도 제공한다.

뿐만 아니라 본 발명은, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 본 발명에 의한 벡터로 세포를 형질 감염시키는[0235]

단계를 포함하는, 질병 또는 질환을 치료 또는 예방하는 방법을 제공한다. 상기 형질 감염은 시험관 내 또는 생

체 내에서 수행될 수 있다. 바람직한 구체예에서, 세포의 형질 감염은 시험관 내에서 수행되며, 형질 감염된 세

포는 치료 또는 예방을 필요로 하는 개체, 바람직하게는 사람인 환자에 투여된다. 바람직하게 시험관 내 형질

감염될 세포는 개체, 바람직하게는 사람인 환자의 분리된 세포이다. 그러므로 본 발명은, 개체, 바람직하게는

사람인 환자로부터 세포를 분리하는 단계, 이 분리된 세포를 본 발명에 의한 인공 핵산 분자 또는 본 발명에 의

한 벡터로 형질 감염시키는 단계, 그리고 형질 감염된 세포를 개체, 바람직하게는 사람인 환자에 투여하는 단계

를 포함하는 치료 방법을 제공한다.

본 발명에 의한 질환의 치료 또는 예방 방법은 전술된 바와 같은 백신화 방법 및/또는 유전자 치료법인 것이 바[0236]

람직하다.

전술된 바와 같이, 본 발명의 3'-UTR 요소는 mRNA 분자를 안정화할 수 있고/있거나 mRNA 분자로부터의 단백질[0237]

생산을 안정화 및/또는 연장할 수 있다. 그러므로 추가의 양태에서, 본 발명은, RNA 분자, 바람직하게는 mRNA

분자 또는 이 RNA 분자를 암호화하는 벡터를, 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체가

유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어진 3'-UTR 요소, 바람직하게는 전술된 바와 같은 3'-

UTR 요소와 결합시키는 단계를 포함하는, RNA 분자, 바람직하게는 mRNA 분자를 안정화하는 방법에 관한 것이다.
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뿐만 아니라, 본 발명은 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터, 바람직하게는 mRNA 분자로부터의 단백질 생산량[0238]

을 증가시키고/증가시키거나, 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터, 바람직하게는 mRNA 분자로부터의 단백질 생

산을 안정화 및/또는 연장하는 방법에 관한 것인데, 여기서, 이 방법은 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터,

바람직하게는 mRNA 분자를, 알부민 유전자의 3'-UTR로부터 유래하거나  알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터

유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어진 3'-UTR 요소, 바람직하게는 전술된 바와 같은 3'-

UTR 요소를 결합시키는 단계를 포함한다.

본 발명의 내용 중 용어 "본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터와 3'-UTR 요소를 결합시키는 것"이란, 본 발명의[0239]

인공 핵산 분자 또는 벡터와 3'-UTR 요소를 기능상 결합시키는 것 또는 기능상 합하는 것을 의미한다. 이는, 인

공 핵산 분자 또는 벡터와 3'-UTR 요소, 바람직하게는 전술된 3'-UTR 요소가 결합 또는 커플링되어, 3'-UTR 요

소의 기능, 예를 들어 RNA 및/또는 단백질 생산 안정화 기능이 발휘되는 것을 의미한다. 통상적으로 이는, 3'-

UTR 요소가 인공 핵산 분자 또는 벡터, 바람직하게는 mRNA 분자 내에 개방 해독 틀에 대해 3'-말단 쪽에 통합되

는 것, 바람직하게는 개방 해독 틀에 대해 3'-말단 쪽에 바로 붙어 통합되는 것, 바람직하게는 개방 해독 틀과

폴리(A) 서열 또는 폴리아데닐화 신호 사이에 통합되는 것을 의미한다. 바람직하게 3'-UTR 요소는 인공 핵산 분

자 또는 벡터, 바람직하게는 mRNA에 3'-UTR로서 통합되는데, 다시 말해서 상기 3'-UTR 요소는 인공 핵산 분자

또는 벡터의 3'-UTR, 바람직하게는 mRNA의 3'-UTR로서, 개방 해독 틀의 3'-말단 쪽으로부터 폴리(A) 서열 또는

폴리아데닐화 신호의 5'-말단 쪽(임의로는 짧은 링커, 예를 들어 하나 이상의 제한 위치를 포함하거나 이것으로

이루어진 서열을 통해 상기 개방 해독 틀의 3'-말단과 연결되어 있기도 함)까지 뻗어있다. 그러므로 상기 용어

"본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터와 3'-UTR 요소를 결합시키는 것"이란, 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡

터, 바람직하게는 mRNA 분자 내에 존재하는 개방 해독 틀과 3'-UTR 요소를 기능상 결합시키는 것을 의미한다.

상기 3'-UTR 및 ORF는 본 발명에 의한 인공 핵산 분자에 대해 전술된 바와 같은데, 예를 들어 상기 ORF 및 3'-

UTR은 전술된 바와 같이 이종인 것(예를 들어 상이한 유전자들로부터 유래하는 것)이 바람직하다.

추가의 양태에서, 본 발명은, RNA 분자, 바람직하게는 mRNA 분자의 안정성을 증가시키기 위한, 3'-UTR 요소, 바[0240]

람직하게는 전술된 바와 같은 3'-UTR 요소의 용도를 제공하는데, 여기서, 상기 3'-UTR 요소는 알부민 유전자의

3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 서열을 포함하거나 이 핵산 서열로 이루어

져 있다.

뿐만 아니라, 본 발명은, 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터, 바람직하게는 mRNA 분자로부터의 단백질 생산량[0241]

을 증가시키고/증가시키거나, 본 발명의 인공 핵산 분자 또는 벡터 분자, 바람직하게는 mRNA 분자로부터의 단백

질  생산을  안정화  및/또는  연장하기  위한,  3'-UTR  요소,  바람직하게는  전술된  3'-UTR  요소의  용도를

제공하는데, 여기서, 상기 3'-UTR 요소는 전술된 바와 같이 알부민 유전자의 3'-UTR 또는 알부민 유전자의 3'-

UTR의 변이체로부터 유래하는 핵산 분자를 포함하거나 이 핵산 분자로 이루어져 있다.

본 발명에 의한 용도는 바람직하게 본 발명의 인공 핵산 분자, 벡터 또는 RNA를 전술된 3'-UTR 요소와 결합하는[0242]

것을 포함한다.

본 발명의 약학 조성물 중 화합물들 및 성분들은 또한 서로 별도로 제조 및 거래될 수도 있다. 그러므로 본 발[0243]

명은, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 본 발명에 의한 벡터, 본 발명에 의한 세포 및/또는 본 발명에 의한 약

학 조성물을 포함하는 키트 또는 이것들을 포함하는 부분들로 이루어진 키트에 관한 것이기도 하다. 상기 키트

또는 상기된 바와 같은 부분들로 이루어진 키트는 사용 지침, 형질 감염용 세포, 보조제, 약학 조성물 투여 수

단, 본 발명의 인공 핵산 분자, 벡터, 세포 또는 약학 조성물을 용해 또는 희석함에 있어 약학적으로 허용 가능

한 캐리어 및/또는 약학적으로 허용 가능한 용액을 추가로 포함할 수 있다.

도면의 간단한 설명

이하 도면들, 서열들 및 실시예들은 본 발명을 추가로 설명하기 위한 것이다. 이와 같은 것들은 본 발명에 관한[0244]

특허 대상을 제한하고자 하는 것이 아니다.

도 1은, 사람 α-글로빈 3'-UTR, 사람 알부민 3'-UTR 및 사람 β-글루쿠로니다제 3'-UTR의, 인공 mRNA로부터의

루시퍼라제 발현에 대한 영향력을 보여주는 것이다. 이 도면에 있어서, 사람 알부민 3'-UTR을 포함하는 mRNA는

본 발명에 의한 mRNA이다. 상기 mRNA는 포티누스 피랄리스(Photinus pyralis)의 루시퍼라제를 암호화하는 개방

해독 틀, 서열 번호 2에 의한 3'-UTR 요소(5'→3' 방향), 그리고 길이 64개 아데닌인 폴리(A) 서열을, 이 순서

대로 포함한다. 인공 mRNA(서열 번호 2의 서열에 상응하는 사람 알부민 3'-UTR 포함)로부터의 단백질 발현이 확

연히 연장되었음이 관찰될 수 있다. 
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사람 α-글로빈 3'-UTR, 사람 알부민 3'-UTR 및 사람 β-글루쿠로니다제 3'-UTR의, mRNA로부터의 루시퍼라제 발

현에 대한 영향력이, 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현의 경우와 비교되면서 관찰되었다. 즉 상이

한 mRNA들이 전기 천공에 의해 HeLa 세포에 도입되었다. 형질 감염 후 6, 24 및 48시간 경과시 루시퍼라제 수준

이 측정되었다. 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~48시간 사이에 감소하

는데, 형질 감염 후 48시간 경과시에는 6시간 경과시 신호의 10%로 유지된다. α-글로빈 3'-UTR은 mRNA로부터의

루시퍼라제 발현을 중간 정도로 안정화한다. 그러나 놀랍게도 본 발명의 사람 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루

시퍼라제 발현을 확연히 더욱 연장한다. 이와는 대조적으로, 안정한 β-글루쿠로니다제 mRNA의 3'-UTR은 루시퍼

라제 발현을, 알부민 3'-UTR이 존재할 때 관찰되는 정도로 연장하지는 않는데, 이는 곧 알부민 3'-UTR이 mRNA로

부터의 단백질 발현을 연장함에 있어서 특히 효율적임을 입증하는 것이다. 3회 실시한 형질 감염에 대한 데이터

를 소재로 그래프가 작성된다[평균 RLU ± SD(상대적 광 단위(Relative Light Unit) ± 표준 편차)]. RLU는 실

시예 5.1에 요약되어 있다.

도 2는, 사람 알부민 3'-UTR의 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 대한 영향력을, 사람 α-글로빈 3'-UTR 또는 몇

몇 상이한 안정형 mRNA들 각각의 3'-UTR들을 포함하는 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현의 경우와 비교하면서 보여

주는 것이다. 즉 상이한 mRNA들이 전기 천공에 의해 HeLa 세포에 도입되었다. 형질 감염 후 6, 24 및 48시간 경

과시 루시퍼라제 수준이 측정되었다. 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후

6~48시간 사이에 감소하는데, 형질 감염 후 48시간 경과시에는 6시간 경과시 신호의 14%로 유지된다. α-글로빈

3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 중간 정도로 안정화한다. 그러나 놀랍게도 본 발명의 사람 알부민

3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 확연히 더욱 연장한다. 알부민 3'-UTR과 비교되게, 몇몇 상이한 안정

형 mRNA의  3'-UTR들은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 훨씬 덜 유리한 양상으로 영향을 미친다:  atp5o  및

atp5l 3'-UTR은 루시퍼라제 발현을 알부민 3'-UTR보다 훨씬 덜 안정화한다. 더욱이, atp5o 및 atp5l 3'-UTR은

알부민 3'-UTR보다 루시퍼라제 수준을 상당히 감소시킨다. 안정한 ndufa1 mRNA의 3'-UTR은 루시퍼라제 발현을

확연히 안정화한다. 그러나 상기 ndufa1 3'-UTR도 루시퍼라제 수준을 상당히 감소시킨다. 알부민 3'-UTR은, 총

단백질 발현량은 유지하면서 단백질 발현을 연장함에 있어서 특유의 요소이다. 3회 실시한 형질 감염에 대한 데

이터를 소재로 그래프가 작성된다[평균 RLU ± SD(상대적 광 단위 ± 표준 편차)]. RLU는 실시예 5.2에 요약되

어 있다.

도 3은, 사람 알부민 3'-UTR로부터 HindIII 및/또는 XbaI 제한 위치 및/또는 T7 종결 신호가 제거되는 점 돌연

변이의, 사람 알부민 3'-UTR 포함 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 대한 영향력을 보여주는 것이다. 즉 상이한

mRNA들이 전기 천공에 의해 HeLa 세포에 도입되었다. 형질 감염 후 6, 24, 48 및 72시간 경과시 루시퍼라제 수

준이 측정되었다. PpLuc 신호가, 공동 형질 감염된 RrLuc의 신호에 의하여 형질 감염 효율에 대해 보정되었다.

α-글로빈 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 단지 중간 정도로만 안정화한다. 이와는 대조적으로, 알부

민 3'-UTR의 모든 변이체들은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 확연히 연장한다. 3회 실시한 형질 감염에 대한

데이터를 소재로 그래프가 작성된다[평균 RLU ± SD(상대적 광 단위 ± 표준 편차)]. RLU는 실시예 5.4에 요약

되어 있다.

도 4는, PpLuc(GC)━A64의 3'-UTR 결실 mRNA 서열을 보여주는 것이다, 도 5는, PpLuc(GC)━알부민━A64의 mRNA

서열을 보여주는 것이다. 사람 알부민의 3'-UTR은 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다. 서열은 문헌[Dugaiczyk et

al. 1982; Proc Natl Acad Sci U S A. Jan;79(1):71-5]에 따라 입수되었다.

도 6은, PpLuc(GC)━알부민2━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 단일 점 돌연 변이에 의해 T7 종결 신호가

제거된 사람 알부민의 3'-UTR이 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 7은, PpLuc(GC)━알부민3━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 단일 점 돌연 변이에 의해 T7 종결 신호가

제거된 사람 알부민의 3'-UTR이 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 8은, PpLuc(GC)━알부민4━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 단일 점 돌연 변이에 의해 T7 종결 신호가

제거된 사람 알부민의 3'-UTR이 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 9는, PpLuc(GC)━알부민5━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 2회의 연속 점 돌연 변이에 의해 T7 종결 신

호가 제거된 사람 알부민의 3'-UTR이 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 10은, PpLuc(GC)━알부민6━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 2회의 단일 점 돌연 변이에 의해 HindIII

및 XbaI 제한 위치가 제거된 사람 알부민의 3'-UTR이 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 11은, PpLuc(GC)━알부민7━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 3회의 단일 점 돌연 변이에 의해 T7 종결
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신호뿐만 아니라 HindIII 및 XbaI 제한 위치도 제거된 사람 알부민의 3'-UTR이 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었

다.

도 12는, PpLuc(GC)━ag━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 사람 α-글로빈의 3'-UTR의 중앙 α-복합체-결합

부가 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 13은, PpLuc(GC)━gusb━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 사람 β-글루쿠로니다제의 3'-UTR이 ORF와 폴

리(A) 사이에 삽입되었다.

도 14는, PpLuc(GC)━atp5o━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 사람 ATP 신타제 서브유닛 O의 3'-UTR이 ORF

와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 15는, PpLuc(GC)━ndufa1━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 사람 NADH 탈수소효소[유비퀴논] 1α 종속

복합체 서브유닛 1의 3'-UTR이 ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 16은, PpLuc(GC)━atp5l━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 사람 ATP 신타제 서브유닛 g의 3'-UTR이 ORF

와 폴리(A) 사이에 삽입되었다.

도 17은, 본 발명에 의한 3'-UTR 요소의 단백질 생산 안정화 효과 및/또는 단백질 생산 연장 효과를 예를 들어

도시하는 것이다. 곡선은, 예를 들어 포유동물 세포 내에서 핵산 분자로부터 생산되는 단백질의 양(경시적으로

측정됨)을 나타내는 것이다. 실선은 본 발명에 의한 인공 핵산 분자, 예를 들어 인공 mRNA로부터의 단백질 생산

량을 나타내는 것이고, 점선은 기준 핵산 분자(예를 들어 3'-UTR이 결실되었거나 기준 3'-UTR, 예를 들어 리포

터 단백질을 암호화하는 ORF와 함께 자연 발생하는 3'-UTR을 포함하는 기준 핵산 분자)로부터의 단백질 생산량

을 나타내는 것이다. 수평의 굵은 실선은 역치 값을 나타내는 것이다. 이는, 예를 들어 발현 개시 후, 예를 들

어 핵산 분자의 형질 감염 후 1, 2, 3, 4, 5 또는 6시간 경과시 측정된 단백질의 양일 수 있다. 기준 핵산 분자

로부터 생산되는 단백질의 양은, 발현 개시 후, 예를 들어 형질 감염 후 약 32시간 경과시의 역치 값을 밑도는

반면에, 본 발명에 의한 인공 핵산 분자로부터 생산되는 단백질의 양은, 발현 개시 후, 예를 들어 형질 감염 후

약 68시간 경과시의 역치 값을 밑돈다. 단백질의 총 생산량은 곡선 아래의 면적(AUC)과 같다. 바람직하게 본 발

명에 의한 인공 핵산 분자로부터 생산된 단백질의 총량은, 3'-UTR이 결실된 기준 핵산 분자로부터 생산된 단백

질의 총량보다 많다.

도 18은, 영장류로부터 유래하는 상이한 알부민 3'-UTR들의, 인공 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 대한 영향력

을, 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현의 경우와 비교하면서 보여주는 것이다. 본 도면에서, 사람

알부민 3'-UTR을 포함하는 mRNA(알부민)와, 올리고 개코 원숭이 유래 알부민의 3'-UTR을 포함하는 mRNA(알부민

8)은 본 발명에 의한 mRNA이다. 상기 mRNA들은 포티누스 피랄리스의 루시퍼라제를 암호화하는 개방 해독 틀, 서

열 번호 2 또는 서열 번호 33에 의한 3'-UTR 요소(5'→3' 방향), 그리고 길이 64개 아데닌인 폴리(A) 서열을,

이 순서대로 포함한다. 인공 mRNA(서열 번호 2 또는 서열 번호 33의 서열에 상응하는 알부민 3'-UTR 포함)로부

터의 단백질 발현이 확연히 연장되었음이 관찰될 수 있다. 

사람 알부민 3'-UTR 및 올리브 개코 원숭이 유래 알부민의 3'-UTR의, mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 대한 영

향력이, 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현의 경우와 비교되면서 관찰되었다. 루시퍼라제 발현을

관찰하기 위해 상이한 mRNA들이 전기 천공으로 사람 진피 섬유 아세포(HDF)에 도입되었다. 형질 감염 후 6, 24,

48 및 72시간 경과시 루시퍼라제 수준이 측정되었다. 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은

형질 감염 후 6~72시간 사이에 감소하였는데, 형질 감염 후 72시간 경과시에는 6시간 경과시 신호의 5%로 유지

된다. 또한, 본 발명의 사람 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 확연히 연장한다. 올리브 개코

원숭이 유래 알부민 3'-UTR(알부민 8)은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을, 사람 알부민 3'-UTR 서열의 경우와

동일한 정도로 연장한다. 그러므로 영장류 유래 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장하는데 특히

적당하다. 3회 실시한 형질 감염에 대한 데이터를 소재로 그래프가 작성된다[평균 RLU ± SD(상대적 광 단위 ±

표준 편차)]. RLU는 실시예 5.4 및 표 7에 요약되어 있다.

도 19는, 영장류로부터 유래하는 상이한 알부민 3'-UTR들의, mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 대한 영향력을,

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현의 경우와 비교하면서 보여주는 것이다. 즉 상이한 mRNA들이 전

기 천공에 의해 사람 진피 섬유 아세포(HDF)에 도입되었다. 형질 감염 후 6, 24, 48 및 72시간 경과시 루시퍼라

제  수준이  측정되었다.  3'-UTR이  결실된  mRNA로부터  합성되는  루시퍼라제  수준은  형질  감염  후  6~48시간

사이에, 형질 감염 후 6시간 경과시 신호의 82%로 감소한다. 또한, 사람 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼

라제 발현을 확연히 연장하는데, 형질 감염 후 48시간 경과시의 신호는 형질 감염 후 6시간 경과시의 신호보다
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컸다.  올리브 개코 원숭이 유래 알부민 3'-UTR(알부민 8)은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을, 사람 알부민 3'-

UTR 서열과 동일한 정도로 연장한다. 그러므로 영장류 유래 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장

하는데 특히 적당하다. 3회 실시한 형질 감염에 대한 데이터를 소재로 그래프가 작성된다[평균 RLU ± SD(상대

적 광 단위 ± 표준 편차)]. RLU는 실시예 5.4 및 표 9에 요약되어 있다.

도 20은, 영장류로부터 유래하는 상이한 알부민 3'-UTR들의, 마우스 세포 내 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에

대한 영향력을, 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현의 경우와 비교하면서 보여주는 것이다. 즉 상이

한 mRNA들이 리포펙션에 의해 L-929 세포, 즉 쥣과 동물 섬유 아세포 세포주에 도입되었다. 형질 감염 후 6,

24, 48 및 72시간 경과시 루시퍼라제 수준이 측정되었다. 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수

준은 형질 감염 후 6~48시간 사이에 감소하였는데, 형질 감염 후 48시간 경과시에는 형질 감염 후 6시간 경과시

신호의 23%로 유지된다. 또한, 쥣과 동물 세포 내에서조차도 사람 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발

현을 확연히 연장한다. 올리브 개코 원숭이 유래 알부민 3'-UTR(알부민 8)은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을

유사하게 연장한다. 그러므로 영장류 유래 알부민 3'-UTR은 포유동물 세포 류 내에서 mRNA로부터의 단백질 발현

을 연장하는데 특히 적당하다. 3회 실시한 형질 감염에 대한 데이터를 소재로 그래프가 작성된다[평균 RLU ±

SD(상대적 광 단위 ± 표준 편차)]. RLU는 실시예 5.5 및 표 11에 요약되어 있다.

도 21은, 포유동물로부터 유래하는 상이한 알부민 3'-UTR들의, mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 대한 영향력을,

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현의 경우와 비교하면서 보여주는 것이다. 즉 상이한 mRNA들이 리

포펙션에 의해 HeLa 세포에 도입되었다. 형질 감염 후 6, 24, 48 및 72시간 경과시 루시퍼라제 수준이 측정되었

다. 3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~48시간 사이에 감소하였는데, 형

질 감염 후 48시간 경과시에는 형질 감염 후 6시간 경과시의 신호의 49%로 유지된다. 또한 사람 알부민 3'-UTR

및 올리브 개코 원숭이 유래 알부민 3'-UTR(알부민 8)은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 확연히 연장하는데,

형질 감염 후 48시간 경과시의 신호는 형질 감염 후 6시간 경과시의 신호보다 컸다. 중요한 점은, 마우스 유래

알부민 3'-UTR(알부민 9) 역시 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 유사하게 연장한다는 점이다. 그러므로 포유동

물 유래 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장하는데 특히 적당하다. 3회 실시한 형질 감염에 대한

데이터를 소재로 그래프가 작성된다[평균 RLU ± SD(상대적 광 단위 ± 표준 편차)]. RLU는 실시예 5.6 및 표

13에 요약되어 있다.

도 22는, PpLuc(GC)━알부민 8━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 올리브 개코 원숭이 알부민의 3'-UTR은

ORF와 폴리(A) 사이에 삽입되었다. 이 서열은 NCBI 기준 서열 XM_003898783.1로부터 입수되었다.

도 23은, PpLuc(GC)━알부민 9━A64의 mRNA 서열을 보여주는 것이다. 마우스  알부민의 3'-UTR이 ORF와 폴리

(A) 사이에 삽입되었다. 이 서열은 NCBI 기준 서열 XM_009654.3으로부터 입수되었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

실시예[0245]

1. DNA 주형의 제조[0246]

T7 프로모터, 포티누스 피랄리스 루시퍼라제를 암호화하는 GC-풍부 서열(PpLuc(GC)) 및 A64 폴리(A) 서열을 이[0247]

순서대로 포함하는 시험관 내 전사용 벡터를 제조하였다. 폴리(A) 서열을, 벡터를 선형화하는데 사용되는 제한

위치 바로 앞에 붙인 다음 시험관 내 전사를 수행하여, A64 폴리(A) 서열로 종결되는 mRNA를 제조하였다. 시험

관 내 전사를 통해 상기 벡터로부터 생산된 mRNA를 "PpLuc(GC)━A64"라 명명하였다.

상기 벡터가 개방 해독 틀의 3' 말단 비번역 서열(3'-UTR)을 포함하도록 변형시켰다. 다음과 같은 mRNA 암호화[0248]

서열들을 포함하는 벡터들을 제조하였다(도 4~16 및 도 22 및 23):

서열 번호 5(도 4): PpLuc(GC)━A64[0249]

서열 번호 6(도 5): PpLuc(GC)━알부민━A64[0250]

서열 번호 7(도 6): PpLuc(GC)━알부민 2━A64[0251]

서열 번호 8(도 7): PpLuc(GC)━알부민 3━A64[0252]

서열 번호 9(도 8): PpLuc(GC)━알부민 4━A64[0253]

서열 번호 10(도 9): PpLuc(GC)━알부민 5━A64[0254]
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서열 번호 11(도 10): PpLuc(GC)━알부민 6━A64[0255]

서열 번호 12(도 11): PpLuc(GC)━알부민 7━A64[0256]

서열 번호 13(도 12): PpLuc(GC)━ag━A64[0257]

서열 번호 14(도 13): PpLuc(GC)━gusb━A64[0258]

서열 번호 15(도 14): PpLuc(GC)━atp5o━A64[0259]

서열 번호 16(도 15): PpLuc(GC)━ndufa1━A64[0260]

서열 번호 17(도 16): PpLuc(GC)━apt5l━A64[0261]

서열 번호 40(도 22): PpLuc(GC)━알부민 8━A64[0262]

서열 번호 41(도 23): PpLuc(GC)━알부민 9━A64[0263]

실시예들에서 사용된 mRNA들은 상기 벡터들의 시험관 내 전사를 통해 생산된 것들이다.[0264]

2. 시험관 내 전사[0265]

실시예 1에 의한 DNA 주형을 선형화한 후 T7 중합 효소를 사용하여 시험관 내 전사하였다. 이후 상기 DNA 주형[0266]

을 DNA 분해효소 처리로 절단하였다. mRNA 전사체는, 과량의 N7-메틸-구아노신-5'-트리포스페이트-5'-구아노신

을 전사 반응에 첨가함으로써 생산된 5'-캡을 포함하였다. 이와 같이 제조된 mRNA를 정제하고 나서, 물에 다시

현탁하였다.

3. 세포의 형질 감염[0267]

3.1 mRNA 전기 천공[0268]

세포를 트립신으로 처리한 다음, 옵티-MEM(opti-MEM)에서 세정하였다. 옵티-MEM 200㎕ 중 5×10
4
개 세포 또는 1[0269]

×10
4
개 세포 각각을 전기 천공시켜 PpLuc 암호화 mRNA 0.3㎍ 또는 1㎍을 도입하였다. 대조군으로서 PpLuc를 암

호화하지  않는  mRNA를  별도로  전기  천공에  의해  도입하였다.  몇몇  실험에서,  레닐라  레니포르미스(Renilla

reniformis) 루시퍼라제(RrLuc)를 암호화하는 mRNA(RrLuc mRNA 0.1㎍)를 PpLuc mRNA와 함께 전기 천공으로 도

입하여, 형질 감염 효율을 제어하였다. 전기 천공된 세포를 배지 1㎖ 중 24웰 평판에 접종하였다. 형질 감염 후

6, 24 또는 48시간 경과시(몇몇 실험에서는 72시간 경과시), 배지를 흡인해낸 다음, 세포를 용해 완충액[25 mM

Tris, pH 7.5(HCl), 2mM EDTA, 10% 글리세롤, 1% Triton X-100, 2mM DTT, 1mM PMSF, 대안적으로는 수동적 용해

완충액(Passive Lysis Buffer)(프로메가(Promega)사)] 200㎕ 중에서 용해하였다. 루시퍼라제 활성을 측정할 때

까지 용해물을 -20℃에 보관하여 두었다.

3.2 mRNA 리포펙션[0270]

형질 감염하기 3일 전에 세포를 96웰 평판에 접종하였다(웰당 2500 또는 5000개 세포). 리포펙션을 수행하기 직[0271]

전에 세포를 옵티-MEM 중에서 세정하였다. 웰당 PpLuc 암호화 mRNA(리포펙타민 2000으로 복합체화된 mRNA) 25ng

을 사용하여 세포를 리포펙션하였다. 레닐라 레니포르미스 루시퍼라제(RrLuc)를 암호화하는 mRNA를 PpLuc mRNA

와 함께 공동 형질 감염하여, 형질 감염 효율을 제어하였다(웰당 RrLuc mRNA 2.5ng). 형질 감염 후 6, 24, 48

또는 72시간 경과시, 배지를 흡인해낸 다음, 세포를 용해 완충액[프로메가사의 수동적 용해 완충액] 100㎕ 중에

서 용해하였다. 루시퍼라제 활성을 측정할 때까지 용해물을 -80℃에 보관하여 두었다.

4. 루시퍼라제 측정[0272]

바이오텍  시너지HT(BioTek  SynergyHT)  평판  판독기에서  상대적  광  단위(RLU)로서  루시퍼라제  활성을[0273]

측정하였다.  측정 시간 5초 경과시 용해물 50㎕와 루시페린 완충액[75μM  루시페린,  25mM  글리실글리신,  pH

7.8(NaOH), 15mM MgSO4, 2mM ATP] 200㎕를 사용하여 PpLuc 활성을 측정하였다. 측정 시간 5초 경과시 용해물 50

㎕와 코엘렌테라진(coelenterazin) 완충액[40μM 코엘렌테라진, 2.2mM EDTA, 220mM KH2PO4/K2HPO4 pH 5.0, 1.1M

NaCl, 1.3mM NaN3, 0.44 g/ℓ BSA] 200㎕를 사용하여 RrLuc 활성을 측정하였다. 

대안적으로, 하이덱스 카멜레온(Hidex Chameleon) 평판 판독기에서 루시퍼라제 활성을 상대적 광단위(RLU)로서[0274]

측정하였다. 측정 시간 2초 경과시 용해물 20㎕와 루시페린 완충액[비틀 쥬스(Beetle-Juice), PJK GmbH] 100㎕
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를 사용하여 PpLuc 활성을 측정하였다. 측정 시간 2초 경과시 용해물 20㎕와 코엘렌테라진 완충액[레닐라-쥬스

(Renilla-Juice), PJK GmbH] 100㎕를 사용하여 RrLuc 활성을 측정하였다.

5. 결과[0275]

5.1 알부민 3'-UTR은, 널리 알려진 α-글로빈 3'-UTR보다 mRNA로부터의 단백질 발현을 확연히 연장함[0276]

3'  비번역 영역들의,  mRNA로부터의 단백질 발현에 대한 영향력을 연구하기 위해,  상이한 3'-UTR들을 가지는[0277]

mRNA들을 실시예 1~2에 따라서 합성하였다: mRNA는 사람 α-글로빈의 3'-UTR의 중앙 α-복합체 결합부(서열 번

호 13에 의한 PpLuc(GC)━ag━A64)를 포함시켰는데, 그 이유는 α-글로빈 3'-UTR은 암호화 영역 서열과는 독립

되게  mRNA를  안정화한다고  보고된바  있기  때문이었다[Rodgers,  N.D.,  Wang,  Z.  &  Kiledjian,  M.,  2002.

Regulated alpha-globin mRNA decay is a cytoplasmic event proceeding through 3'-to-5'exosome-dependent

decapping.  RNA,  8(12),  S.1526  -1537].  대안적으로,  mRNA는  사람  알부민의  3'-UTR(서열  번호  6에  의한

PpLuc(GC)━알부민━A64)을 포함시키기도 하였다. 사람 알부민 mRNA는 안정한 것으로 보고된 바 있다[Johnson,

T.R.  et  al.,  1991.  Newly  synthesized  RNA: simultaneous measurement in intact cells of transcription

rates  and  RNA  stability  of  insulin-like  growth  factor  I,  actin,  and  albumin  in  growth  hormone-

stimulated hepatocytes. Proceedings of the National Academy of Sciences, 88(12), S.5287-5291]. 마지막

으로 사람 β-글루쿠로니다제의 3'-UTR을 포함하는 mRNA(서열 번호 14에 의한 PpLuc(GC)━gusb━A64)를 사용하

였다. 이와 같은 사람의 β-글루쿠로니다제 mRNA도 또한 안정한 것으로 보고된 바 있다[Watson, G. & Paigen,

K., 1987. Genetic variations in kinetic constants that describe beta-glucuronidase mRNA induction in

androgen-treated mice. Molecular and Cellular Biology, 7(3), S.1085 -1090]. 비교를 위해서, 3'-UTR이 결

실된 mRNA(서열 번호 5에 의한 PpLuc(GC)━A64)도 사용하였다. 루시퍼라제 암호화 mRNA를 전기 천공으로 HeLa

세포에 도입하였다. 형질 감염 후 6, 24 및 48시간 경과시에 루시퍼라제 수준을 측정하였다(이하 표 1 및 도 1

참조).

표 1

mRNA[0278] 6시간 경과시 

RLU

24시간 경과시 RLU 48시간 경과시 RLU 

PpLuc(GC)-A64 299993 162445 29168

PpLuc(GC)-ag-A64 571131 574896 120029

PpLuc(GC)-알부민-A64 364580 476567 277317

PpLuc(GC)-gusb-A64 357513 431134 134463

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~48시간 사이에 감소하였는데, 48시간[0279]

경과시에는 형질 감염 후 6시간 경과시 신호의 10%로 유지되었다. α-글로빈 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제

발현을 단지 중간 정도로만 안정화하였다. 그러나 놀랍게도, 사람 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발

현을 확연히 더 연장하였다. 이와는 대조적으로, β-글루쿠로니다제의 3'-UTR은 알부민 3'-UTR에 대해 관찰되는

정도로 루시퍼라제 발현을 연장하지 않았다.

형질 감염 후 48시간 및 6시간 경과시 루시퍼라제 수준들의 비율을 산정하였다(그 수치가 클수록 단백질 발현이[0280]

안정화되었음을 말해주는 것임). 임의의 3'-UTR이 단백질 발현의 시간 경과를 얼마나 많이 안정화하였는지 말해

주는 데이터를 이하 표 2에 요약하였다.

표 2

mRNA[0281] 48시간 경과시 RLU / 

6시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 0,10

PpLuc(GC)-ag-A64 0,21

PpLuc(GC)-알부민-A64 0,76

PpLuc(GC)-gusb-A64 0,38

알부민 3'-UTR은, 널리 알려진 α-글로빈 3'-UTR보다 훨씬 많이, 그리고 안정한 β-글루쿠로니다제 mRNA의 3'-[0282]

UTR보다 많이 단백질 발현을 안정화하였다. 이 결과는, 알부민 3'-UTR이 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장하는
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데 특히 효율적임을 입증해준다.

5.2 알부민 3'-UTR은 총 단백질 발현량을 유지하면서 단백질 발현을 연장함에 있어 특유의 역할을 함[0283]

(실시예 5.1에서 관찰된 α-글로빈 3'-UTR의 매우 제한된 효과는 이러한 논쟁을 입증해주지는 않지만) 알부민[0284]

3'-UTR에 의한 단백질 발현이 연장됨은 안정한 mRNA 3'-UTR의 일반 효과를 말해줄 수 있는 것이었다. 그러므로

안정한 mRNA의 3'-UTR을 포함하는 mRNA를 합성하였다[Friedel, C.C. et el., 2009. Conserved principles of

mammalian  transcriptional  regulation  revealed  by  RNA  half-life.  Nucleic  Acids  Research,  37(17),

S.e115.]. atp5o 또는 ndufa1 또는 atp5l은 각각 사람 ATP 신타제 서브유닛 O, 사람 NADH 탈수소효소 [유비퀴

논] 1α 하위 복합체 서브유닛 1, 또는 사람 ATP 신타제 서브유닛 g이다. 루시퍼라제 암호화 mRNA를 전기 천공

에 의해 HeLa 세포에 도입하였다. 형질 도입 후 6, 24 및 48시간 경과시 루시퍼라제 수준을 측정하였다(이하 표

3 및 도 2 참조).

표 3

mRNA[0285] 6시간 경과시 RLU 24시간 경과시 RLU 48시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 529804 725602 72348

PpLuc(GC)-ag-A64 1065036 1790023 263484

PpLuc(GC)-알부민-A64 548821 1261832 523000

PpLuc(GC)-atp5o-A64 239418 402629 79566

PpLuc(GC)-ndufa1-A64 116139 277149 133723

PpLuc(GC)-atp5l-A64 58610 56553 9728

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~48시간 사이에는 감소하였으며, 형질[0286]

감염 후 48시간 경과시에는 6시간 경과시 신호의 14%로 유지되었다. α-글로빈 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라

제 발현을 중간 정도로 안정화하였다. 그러나 놀랍게도, 사람 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을

확연히 더 연장하였다.  알부민 3'-UTR이 그러했던 것과는 대조적으로,  몇몇 상이한 안정형 mRNA의 3'-UTR은

mRNA로부터의 루시퍼라제 발현에 훨신 덜 유리한 양상으로 영향을 미쳤다: atp5o 및 atp5l 3'-UTR들은 알부민

3'-UTR보다 루시퍼라제 발현을 훨씬 덜 안정화하였다. 또한 atp5o 및 atp5l 3'-UTR이 존재할 때의 루시퍼라제

수준은 알부민 3'-UTR이 존재할 때의 루시퍼라제 수준보다 상당히 낮았다. 안정한 ndufa1 mRNA의 3'-UTR은 루시

퍼라제 발현을 확연히 안정화하였다. 그러나 ndufa1 3'-UTR도 루시퍼라제 수준을 상당히 감소시켰다.

형질 감염 후 48시간 및 6시간 경과시 루시퍼라제 수준들의 비율을 산정하였다(그 수치가 클수록 단백질 발현이[0287]

안정화되었음을 말해주는 것임). 임의의 3'-UTR이 단백질 발현의 시간 경과를 얼마나 많이 안정화하였는지 말해

주는 데이터를 이하 표 4에 요약하였다.

표 4

mRNA[0288] 48시간 경과시 RLU / 

6시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 0,14

PpLuc(GC)-ag-A64 0,25

PpLuc(GC)-알부민-A64 0,95

PpLuc(GC)-atp5o-A64 0,33

PpLuc(GC)-ndufa1-A64 1,15

PpLuc(GC)-atp5l-A64 0,17

알부민 3'-UTR은 단백질의 총 발현량을 유지하면서 단백질 발현을 연장함에 있어서 특유의 역할을 하였다. 알부[0289]

민 3'-UTR은, 널리 알려진 α-글로빈 3'-UTR과 몇몇 상이한 안정형 mRNA의 3'-UTR과 비교되게, 가장 늦은 시점

에서의 단백질 발현량을 상당히 증가시켰다. 이 결과는, 알부민 3'-UTR이 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장하는

데 특히 적당함을 입증해준다.

5.3 알부민 3'-UTR의 상이한 변이체들은 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장함[0290]

사람 알부민 3'-UTR은 HindIII 제한 위치, XbaI 제한 위치 및 T7 종결 신호를 포함하였다. 그러므로 HindIII 및[0291]

/또는 XbaI 제한 위치 및/또는 T7 종결 신호가 점 돌연 변이(들)에 의해 제거되었으며, 사람 알부민 3'-UTR의
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변이체를 포함하는 mRNA를 합성하였다[서열 번호 17~12에 의한 PpLuc(GC)-알부민 2-7]. 루시퍼라제 암호화 mRNA

를 전기 천공에 의해 HeLa 세포에 도입하였다. 형질 전환 후 6, 24, 48 및 72 시간 경과시 루시퍼라제 수준을

측정하였다. PpLuc 신호를 공동 형질 감염된 RrLuc의 신호에 의해 형질 감염 효율에 대해 보정하였다(이하 표 5

및 도 3 참조).

표 5

mRNA[0292] 6시간 경과시 RLU 24시간 경과시 RLU 48시간 경과시
RLU 

72시간 경과시 RLU 

PpLuc(GC)-A64 382909 576557 122118 20962

PpLuc(GC)-ag-A64 281262 536346 118000 20356

PpLuc(GC)-알부민-A64 199494 499804 282475 134271

PpLuc(GC)-알부민2-A64 258516 655711 351888 186869

PpLuc(GC)-알부민3-A64 219365 547307 292511 124330

PpLuc(GC)-알부민4-A64 236873 576151 298229 139260

PpLuc(GC)-알부민5-A64 223815 576899 289954 131145

PpLuc(GC)-알부민6-A64 180412 455039 240086 99802

PpLuc(GC)-알부민7-A64 174371 417171 216048 68887

형질 감염 후 72시간 및 6시간 경과시 루시퍼라제 수준들의 비율을 산정하였다(그 수치가 클수록 단백질 발현이[0293]

안정화되었음을 말해주는 것임). 임의의 3'-UTR이 단백질 발현의 시간 경과를 얼마나 많이 안정화하였는지 말해

주는 데이터를 이하 표 6에 요약하였다.

표 6

mRNA[0294] 72시간 경과시 RLU / 

6시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 0,05

PpLuc(GC)-ag-A64 0,07

PpLuc(GC)-알부민-A64 0,67

PpLuc(GC)-알부민2-A64 0,72

PpLuc(GC)-알부민3-A64 0,57

PpLuc(GC)-알부민4-A64 0,59

PpLuc(GC)-알부민5-A64 0,59

PpLuc(GC)-알부민6-A64 0,55

PpLuc(GC)-알부민7-A64 0,40

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~72시간 사이에 감소하였는데, 72시간[0295]

경과시에는 형질 감염 후 6시간 경과시 신호의 5%로 유지되었다. α-글로빈 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제

발현을 단지 중간 정도로만 안정화하였다. 이와는 대조적으로, 알부민 3'-UTR의 모든 변이체는 mRNA로부터의 루

시퍼라제 발현을 확연히 연장하였다.

5.4 영장류의 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장함[0296]

알부민 3'-UTR에 의한 단백질 발현의 연장은 종 특이적일 것이다. 상이한 영장류들로부터 유래하는 알부민 3'-[0297]

UTR들을 비교하였을 때, 올리브 개코 원숭이 알부민 3'-UTR은 사람 알부민 3'-UTR과의 상동성이 가장 작았다(통

상의 침팬지와의 동일성: 99%, 피그미 침팬지와의 동일성: 99%, 수마트라 오랑우탄과의 동일성: 99%, 올리브 개

코 원숭이와의 동일성: 96%). 그러므로 올리브 개코 원숭이 알부민 유전자의 3'-UTR을 포함하는 mRNA를 합성하

였다[서열 번호 40에 의한 PpLuc(GC)-알부민8-A64]. 루시퍼라제 암호화 mRNA들을 전기 천공에 의해 사람 진피

섬유 아세포(HDF)에 도입하였다. 형질 감염 후 6,  24,  48  및 72시간 경과시 루시퍼라제 수준을 측정하였다.

PpLuc 신호를 공동 형질 감염된 RrLuc의 신호에 의해 형질 감염 효율에 대해 보정하였다(이하 표 7 및 도 18 참

조).
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표 7

mRNA[0298] 6시간 경과시 RLU 24시간 경과시
RLU 

48시간 경과시
RLU

72시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 130469 72629 26267 6637

PpLuc(GC)-알부민-A64 70661 74152 38209 17648

PpLuc(GC)-알부민8-A64 71463 123361 51361 18373

형질 감염 후 72시간 및 6시간 경과시 루시퍼라제 수준들의 비율을 산정하였다(그 수치가 클수록 단백질 발현이[0299]

안정화되었음을 말해주는 것임). 임의의 3'-UTR이 경시적으로 단백질 발현의 시간 경과를 얼마나 많이 안정화하

였는지 말해주는 데이터를 이하 표 8에 요약하였다.

표 8

mRNA[0300] 72시간 경과시 RLU / 

6시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 0,05

PpLuc(GC)-알부민-A64 0,25

PpLuc(GC)-알부민8-A64 0,26

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~72시간 사이에 감소하였는데, 72시간[0301]

경과시에는 형질 감염 후 6시간 경과시 신호의 5%로 유지되었다. 사람 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라

제 발현을 확연히 연장하였다. 올리브 개코 원숭이 유래 알부민 3'-UTR은 사람 서열의 경우와 동일하게 mRNA로

부터의 루시퍼라제 발현을 연장하였다. 이 결과는, 영장류 유래 알부민 3'-UTR이 mRNA로부터의 단백질 발현을

연장하는데 특히 적당함을 입증해 주는 것이다.

만일 mRNA가 전기 천공에 의하기보다는 리포펙션에 의해 도입되면, 사람 유래 알부민 3'-UTR 및 올리브 개코 원[0302]

숭이 유래 알부민 3'-UTR 둘 다에 의해서도 단백질 발현이 연장되는 것이 관찰되었다. 루시퍼라제 암호화 mRNA

를 HDF에 리포펙션으로 도입하였다. 형질 감염 후 6, 24, 48 및 72시간 경과시 루시퍼라제 수준을 측정하였다.

PpLuc 신호를 공동 형질 감염된 RrLuc의 신호에 의해 형질 감염 효율에 대해 보정하였다(이하 표 9 및 도 19 참

조).

표 9

mRNA[0303] 6시간 경과시
RLU

24시간 경과시 RLU 48시간 경과시 RLU 72시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 3285 7946 2725 1266

PpLuc(GC)-알부민-A64 3743 9525 5466 3381

PpLuc(GC)-알부민8-A64 3259 7367 4044 1892

형질 감염 후 48시간 및 6시간 경과시 루시퍼라제 수준들을 산정하였다(그 수치가 클수록 단백질 발현이 안정화[0304]

되었음을 말해주는 것임). 임의의 3'-UTR이 단백질 발현의 시간 경과를 얼마나 많이 안정화하였는지 말해주는

데이터를 이하 표 10에 요약하였다.

표 10

mRNA[0305] 48시간 경과시 RLU / 

6시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 0,82

PpLuc(GC)-알부민-A64 1,46

PpLuc(GC)-알부민8-A64 1,24

전기 천공보다는 리포펙션을 수행하였을 때, 사람 알부민 3'-UTR과 올리브 개코 원숭이 유래 알부민 3'-UTR 둘[0306]

다는 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 확연히 연장하였다. 이 결과는, 영장류 유래 알부민 3'-UTR이 mRNA로부터
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의 단백질 발현을 연장하는데 특히 적당함을 확인시켜 주는 것이다.

5.5 영장류의 알부민 3'-UTR은 마우스 세포 내에서 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장함[0307]

알부민 3'-UTR에 의한 단백질 발현의 연장은 종 특이적일 것이다. 그러므로 사람 알부민 3'-UTR과 올리브 개코[0308]

원숭이 유래 알부민 3'-UTR이 마우스 세포 내에서 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 연장하는지 여부에 대해 테

스트하였다. 루시퍼라제 암호화 mRNA를 L-929 세포, 즉 쥣과 동물 섬유 아세포 세포주에 리포펙션으로 도입하였

다. 형질 감염 후 6, 24, 48 및 72시간 경과시 루시퍼라제 수준을 측정하였다. PpLuc 신호를 공동 형질 감염된

RrLuc의 신호에 의해 형질 감염 효율에 대해 보정하였다(이하 표 11 및 도 20 참조).

표 11

mRNA[0309] 6시간 경과시
RLU

24시간 경과시 RLU 48시간 경과시 RLU 72시간 경과시
RLU

PpLuc(GC)-A64 177805 128658 40414 12593

PpLuc(GC)-알부민-A64 160478 244279 101177 22605

PpLuc(GC)-알부민8-A64 151076 178839 68786 16969

형질 감염 후 48시간 및 6시간 경과시 루시퍼라제 수준들의 비율을 산정하였다(그 수치가 클수록 단백질 발현이[0310]

안정화되었음을 말해주는 것임). 임의의 3'-UTR이 단백질 발현의 시간 경과를 얼마나 많이 안정화하였는지 말해

주는 데이터를 이하 표 12에 요약하였다.

표 12

mRNA[0311] 48시간 경과시 RLU / 

6시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 0,23

PpLuc(GC)-알부민-A64 0,63

PpLuc(GC)-알부민8-A64 0,46

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~48시간 사이에 감소하였는데, 48시간[0312]

경과시에는 형질 감염 후 6시간 경과시 신호의 23%로 유지되었다. 사람 알부민 3'-UTR은 마우스 세포주 내 mRNA

로부터의 루시퍼라제 발현을 확연히 연장하였다. 올리브 개코 원숭이 유래 알부민 3'-UTR도 역시 마우스 세포주

내 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 연장하였다. 이 결과는, 영장류 유래 알부민 3'-UTR이 포유동물 세포 류에

서 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장하는데 특히 적당함을 입증해 주는 것이다.

5.6 포유동물의 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장함[0313]

알부민 3'-UTR에 의한 단백질 발현의 연장은 종 특이적일 것이다. 상이한 포유동물들로부터 유래하는 알부민[0314]

3'-UTR들을 비교하였을 때, 마우스 알부민 3'-UTR은 사람 알부민 3'-UTR과의 상동성이 가장 작았다(말과의 동일

성: 86%, 애완용 개와의 동일성: 84%, 소와의 동일성: 74%, 래트와의 동일성: 73%, 마우스와의 동일성: 72%).

그러므로 마우스 알부민 유전자의 3'-UTR을 포함하는 mRNA를 합성하였다[서열 번호 41에 의한 PpLuc(GC)-알부민

9-A64]. 루시퍼라제 암호화 mRNA들을 리포펙션에 의해 HeLa 세포에 도입하였다. 형질 감염 후 6, 24, 48 및 72

시간 경과시 루시퍼라제 수준을 측정하였다. PpLuc 신호를 공동 형질 감염된 RrLuc의 신호에 의해 형질 감염 효

율에 대해 보정하였다(이하 표 13 및 도 21 참조).

표 13

mRNA[0315] 6시간 경과시
RLU

24시간 경과시
RLU

48시간 경과시 RLU 72시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 46533 200168 22702 3001

PpLuc(GC)-알부민-A64 42931 224315 109190 25314

PpLuc(GC)-알부민8-A64 39783 205950 82918 17447

PpLuc(GC)-알부민9-A64 42500 210365 60893 8380

형질 감염 후 48시간 및 6시간 경과시 루시퍼라제 수준들의 비율을 산정하였다(그 수치가 클수록 단백질 발현이[0316]
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안정화되었음을 말해주는 것임). 임의의 3'-UTR이 단백질 발현의 시간 경과를 얼마나 많이 안정화하였는지 말해

주는 데이터를 이하 표 14에 요약하였다.

표 14

mRNA[0317] 48시간 경과시 RLU / 

6시간 경과시 RLU

PpLuc(GC)-A64 0,49

PpLuc(GC)-알부민-A64 2,54

PpLuc(GC)-알부민8-A64 2,08

PpLuc(GC)-알부민9-A64 1,43

3'-UTR이 결실된 mRNA로부터 합성되는 루시퍼라제 수준은 형질 감염 후 6~48시간 사이에 감소하였는데, 48시간[0318]

경과시에는 형질 감염 후 6시간 경과시 신호의 49%로 유지되었다. 사람 알부민 3'-UTR과 올리브 개코 원숭이 유

래 알부민 3'-UTR은 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 확연히 연장하였다. 중요한 점은, 마우스 유래 알부민 3'-

UTR은 사람 HeLa 세포주 내에서 mRNA로부터의 루시퍼라제 발현을 유사하게 연장하였다는 점이다. 이 결과는, 포

유동물 유래 알부민 3'-UTR이 mRNA로부터의 단백질 발현을 연장하는데 특히 적당함을 입증해 주는 것이다.

서   열:[0319]

[0320]
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서 열 목 록

                         SEQUENCE LISTING

<110>  CureVac GmbH

 

<120>  Artificial nucleic acid molecules

<130>  CU01P126WO1

<160>  41    

<170>  PatentIn version 3.5

<210>  1

<211>  186

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of an albumin gene

<400>  1

catcacattt aaaagcatct cagcctacca tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa       60

aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac      120

ataaatttct ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa aaaatggaaa      180

gaatct                                                                 186

<210>  2

<211>  186

<212>  RNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of an albumin gene

<400>  2

caucacauuu aaaagcaucu cagccuacca ugagaauaag agaaagaaaa ugaagaucaa       60

aagcuuauuc aucuguuuuu cuuuuucguu gguguaaagc caacacccug ucuaaaaaac      120

auaaauuucu uuaaucauuu ugccucuuuu cucugugcuu caauuaauaa aaaauggaaa      180

gaaucu                                                                 186

<210>  3

<211>  256

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of albumin plus poly(A)
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<400>  3

catcacattt aaaagcatct cagcctacca tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa       60

aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac      120

ataaatttct ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa aaaatggaaa      180

gaatctagat ctaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240

aaaaaaaaaa aaaaaa                                                      256

<210>  4

<211>  256

<212>  RNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of albumin plus poly(A)

<400>  4

caucacauuu aaaagcaucu cagccuacca ugagaauaag agaaagaaaa ugaagaucaa       60

aagcuuauuc aucuguuuuu cuuuuucguu gguguaaagc caacacccug ucuaaaaaac      120

auaaauuucu uuaaucauuu ugccucuuuu cucugugcuu caauuaauaa aaaauggaaa      180

gaaucuagau cuaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240

aaaaaaaaaa aaaaaa                                                      256

<210>  5

<211>  1746

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) A64

<400>  5

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540
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cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtagat     1680

ctaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1740

aaaaaa                                                                1746

<210>  6

<211>  1933

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) albumin A64

<400>  6

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

공개특허 10-2014-0137455

- 80 -



ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcat     1680

cacatttaaa agcatctcag cctaccatga gaataagaga aagaaaatga agatcaaaag     1740

cttattcatc tgtttttctt tttcgttggt gtaaagccaa caccctgtct aaaaaacata     1800

aatttcttta atcattttgc ctcttttctc tgtgcttcaa ttaataaaaa atggaaagaa     1860

tctagatcta aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaa                                                        1933

<210>  7

<211>  1933
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) albumin2 A64

<400>  7

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620
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ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcat     1680

cacatttaaa agcatctcag cctaccatga gaataagaga aagaaaatga agatcaaaag     1740

cttattcgtc tgtttttctt tttcgttggt gtaaagccaa caccctgtct aaaaaacata     1800

aatttcttta atcattttgc ctcttttctc tgtgcttcaa ttaataaaaa atggaaagaa     1860

tctagatcta aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaa                                                        1933

<210>  8

<211>  1933

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) albumin3 A64

<400>  8

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140
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cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcat     1680

cacatttaaa agcatctcag cctaccatga gaataagaga aagaaaatga agatcaaaag     1740

cttattcatc agtttttctt tttcgttggt gtaaagccaa caccctgtct aaaaaacata     1800

aatttcttta atcattttgc ctcttttctc tgtgcttcaa ttaataaaaa atggaaagaa     1860

tctagatcta aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaa                                                        1933

<210>  9

<211>  1933

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) albumin4 A64

<400>  9

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720
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cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcat     1680

cacatttaaa agcatctcag cctaccatga gaataagaga aagaaaatga agatcaaaag     1740

cttattcatc tctttttctt tttcgttggt gtaaagccaa caccctgtct aaaaaacata     1800

aatttcttta atcattttgc ctcttttctc tgtgcttcaa ttaataaaaa atggaaagaa     1860

tctagatcta aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaa                                                        1933

<210>  10

<211>  1933

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) albumin5 A64

<400>  10

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240
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ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcat     1680

cacatttaaa agcatctcag cctaccatga gaataagaga aagaaaatga agatcaaaag     1740

cttattcatc tgttggtctt tttcgttggt gtaaagccaa caccctgtct aaaaaacata     1800

aatttcttta atcattttgc ctcttttctc tgtgcttcaa ttaataaaaa atggaaagaa     1860

tctagatcta aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaa                                                        1933

<210>  11

<211>  1933
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) albumin6  A64

<400>  11

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620
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ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcat     1680

cacatttaaa agcatctcag cctaccatga gaataagaga aagaaaatga agatcaatag     1740

cttattcatc tgtttttctt tttcgttggt gtaaagccaa caccctgtct aaaaaacata     1800

aatttcttta atcattttgc ctcttttctc tgtgcttcaa ttaataaaaa atggaaagaa     1860

cctagatcta aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaa                                                        1933

<210>  12

<211>  1933

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC)  albumin7 A64

<400>  12

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140
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cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcat     1680

cacatttaaa agcatctcag cctaccatga gaataagaga aagaaaatga agatcaatag     1740

cttattcatc tctttttctt tttcgttggt gtaaagccaa caccctgtct aaaaaacata     1800

aatttcttta atcattttgc ctcttttctc tgtgcttcaa ttaataaaaa atggaaagaa     1860

cctagatcta aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaa                                                        1933

<210>  13

<211>  1812

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) ag A64

<400>  13

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660
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ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagttata     1680

agactgacta gcccgatggg cctcccaacg ggccctcctc ccctccttgc accgagatta     1740

atagatctaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1800

aaaaaaaaaa aa                                                         1812

<210>  14

<211>  1955

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) gusb A64

<400>  14

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300
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cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtgcaa     1680

gactgatacc acctgcgtgt cccttcctcc ccgagtcagg gcgacttcca cagcagcaga     1740

acaagtgcct cctggactgt tcacggcaga ccagaacgtt tctggcctgg gttttgtggt     1800

catctattct agcagggaac actaaaggtg gaaataaaag attttctatt atggaaataa     1860

agagttggca tgaaagtggc tactgagatc taaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa                                1955

<210>  15

<211>  1818

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) atp5o A64

<400>  15

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620
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ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtaagt     1680

gttggttttc tgccatcagt gaaaattctt aaacttggag caacaataaa aagcttccag     1740

aacagatcag atctaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1800

aaaaaaaaaa aaaaaaaa                                                   1818

<210>  16

<211>  1877

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) ndufa1 A64

<400>  16

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260
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cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtggaa     1680

gcattttcct gattgatgaa aaaaataact cagttatggc catctacccc tgctagaagg     1740

ttacagtgta ttatgtagca tgcaatgtgt tatgtagtgc ttaataaaaa taaaatgaaa     1800

aaaatgcaga tctaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1860

aaaaaaaaaa aaaaaaa                                                    1877

<210>  17

<211>  2494

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) atp5l A64

<400>  17

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840
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gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtagac     1680

caatctttaa catctgatta tatttgattt attatttgag tgttgttgga ccatgtgtga     1740

tcagactgct atctgaataa aataagattt gtcaaaactc agtgttttct ccatcagaca     1800

ctccatgaaa ggtcacaatt tctcttgata ttaagctggg ttgtctttaa acaaccctaa     1860

atacacgtct gtttagcccg caattggaaa ggatatatgt ggcaatatta acctggtaca     1920

tgaatatatg gggataacat tttaatttga aggtttggaa tatatatatt taagctttat     1980

ttccagaaca gtgagggtta ggtcttggga aaactataac ttgccaaagt agaagaaata     2040

gtagtaccat atgccaaagt gatagagatg aatcatgtca gtagttagaa taacatttca     2100

actgttttct ttgctaaaat cacagaaaga ccctattgac aacatctatg tctgtaaaaa     2160

tgttagagta cttgtcatct tgaatatagc ctccccaaga gagaacaggg tggtattcta     2220

agtatgtttc tttgtaacat ctttagcagt aggacagagc catacatgtg aaatctgatt     2280

tttatgtgtg ttattcgttt gtctggtttt actacctttg caaaaacaaa ataccccaaa     2340

gatatttaaa caaggttata atttagcatc ttccctggat ctaaatagta tattatatcc     2400

tgaaataaat gaaatgattg ctatagatct aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     2460

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaa                                 2494

<210>  18

<211>  155

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  18

aaaagcatct cagcctacca tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa aagcttattc       60

atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac ataaatttct      120

ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt caatt                                 155

<210>  19

<211>  110

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  19

catcacattt aaaagcatct cagcctacca tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa       60

aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg                 110

<210>  20

<211>  110

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  20

aaaagcatct cagcctacca tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa aagcttattc       60

atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac                 110

<210>  21

<211>  110

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  21

cagcctacca tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa aagcttattc atctgttttt       60

ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac ataaatttct                 110

<210>  22

<211>  110

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  22

tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt       60

ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac ataaatttct ttaatcattt                 110

<210>  23

<211>  110

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  23

agaaagaaaa tgaagatcaa aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc       60

caacaccctg tctaaaaaac ataaatttct ttaatcattt tgcctctttt                 110

<210>  24

<211>  110

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  24

tgaagatcaa aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg       60

tctaaaaaac ataaatttct ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt                 110

<210>  25

<211>  110

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  25

aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac       60

ataaatttct ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa                 110

<210>  26

<211>  110

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence
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<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  26

atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac ataaatttct       60

ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa aaaatggaaa                 110

<210>  27

<211>  151

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  27

cagcctacca tgagaataag agaaagaaaa tgaagatcaa aagcttattc atctgttttt       60

ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac ataaatttct ttaatcattt      120

tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa a                                     151

<210>  28

<211>  121

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  28

tgaagatcaa aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg       60

tctaaaaaac ataaatttct ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa      120

a                                                                      121

<210>  29

<211>  91

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  29

ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac ataaatttct ttaatcattt       60

tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa a                                      91

<210>  30

<211>  60

<212>  DNA
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<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of SEQ ID No. 1

<400>  30

aagcttattc atctgttttt ctttttcgtt ggtgtaaagc caacaccctg tctaaaaaac       60

<210>  31

<211>  24

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  example for a histone stem-loop sequence

<400>  31

caaaggctct tttcagagcc acca                                              24

<210>  32

<211>  244

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of an albumin gene

<400>  32

aaacatcaca attaagaaca tctcagccta ccatgagaac aagagaaata aaatgaagat       60

caaaagctta ttcatctgtt tttctttttc attggtataa agccaacacc ctgtctaaaa      120

aactataaat ttctttaatc attttgcctc ttttctctgt gcttcaatta ataaaaaatg      180

gaaagaatct agatctaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240

aaaa                                                                   244

<210>  33

<211>  244

<212>  RNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of an albumin gene

<400>  33

aaacaucaca auuaagaaca ucucagccua ccaugagaac aagagaaaua aaaugaagau       60

caaaagcuua uucaucuguu uuucuuuuuc auugguauaa agccaacacc cugucuaaaa      120

aacuauaaau uucuuuaauc auuuugccuc uuuucucugu gcuucaauua auaaaaaaug      180

gaaagaaucu agaucuaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240
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aaaa                                                                   244

<210>  34

<211>  184

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of an albumin gene

<400>  34

acacatcaca accacaacct tctcaggcta ccctgagaaa aaaagacatg aagactcagg       60

actcatcttt tctgttggtg taaaatcaac accctaagga acacaaattt ctttaaacat      120

ttgacttctt gtctctgtgc tgcaattaat aaaaaatgga aagaatctac agatctaaaa      180

aaaa                                                                   184

<210>  35

<211>  184

<212>  RNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of an albumin gene

<400>  35

acacaucaca accacaaccu ucucaggcua cccugagaaa aaaagacaug aagacucagg       60

acucaucuuu ucuguuggug uaaaaucaac acccuaagga acacaaauuu cuuuaaacau      120

uugacuucuu gucucugugc ugcaauuaau aaaaaaugga aagaaucuac agaucuaaaa      180

aaaa                                                                   184

<210>  36

<211>  260

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of albumin plus poly(A)

<400>  36

aaacatcaca attaagaaca tctcagccta ccatgagaac aagagaaata aaatgaagat       60

caaaagctta ttcatctgtt tttctttttc attggtataa agccaacacc ctgtctaaaa      120

aactataaat ttctttaatc attttgcctc ttttctctgt gcttcaatta ataaaaaatg      180

gaaagaatct agatctaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa                                                  260
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<210>  37

<211>  260

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'utr of albumin plus poly(a)

<400>  37

aaacaucaca auuaagaaca ucucagccua ccaugagaac aagagaaaua aaaugaagau       60

caaaagcuua uucaucuguu uuucuuuuuc auugguauaa agccaacacc cugucuaaaa      120

aacuauaaau uucuttaatc attttgcctc ttttctctgt gcttcaatta ataaaaaatg      180

gaaagaatct agatctaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa                                                  260

<210>  38

<211>  240

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of albumin plus poly(A)

<400>  38

acacatcaca accacaacct tctcaggcta ccctgagaaa aaaagacatg aagactcagg       60

actcatcttt tctgttggtg taaaatcaac accctaagga acacaaattt ctttaaacat      120

ttgacttctt gtctctgtgc tgcaattaat aaaaaatgga aagaatctac agatctaaaa      180

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240

<210>  39

<211>  240

<212>  RNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  fragment of 3'UTR of albumin plus poly(A)

<400>  39

acacaucaca accacaaccu ucucaggcua cccugagaaa aaaagacaug aagacucagg       60

acucaucuuu ucuguuggug uaaaaucaac acccuaagga acacaaauuu cuuuaaacau      120

uugacuucuu gucucugugc ugcaauuaau aaaaaaugga aagaaucuac agaucuaaaa      180

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa      240

<210>  40

<211>  1936
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<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220

><223>  PpLuc(GC) - albumin8 - A64

<400>  40

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140

cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620
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ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtaaac     1680

atcacaatta agaacatctc agcctaccat gagaacaaga gaaataaaat gaagatcaaa     1740

agcttattca tctgtttttc tttttcattg gtataaagcc aacaccctgt ctaaaaaact     1800

ataaatttct ttaatcattt tgcctctttt ctctgtgctt caattaataa aaaatggaaa     1860

gaatctagat ctaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa     1920

aaaaaaaaaa aaaaaa                                                     1936

<210>  41

<211>  1916

<212>  DNA

<213>  Artificial Sequence

<220><223>  PpLuc(GC) - albumin9 - A64

<400>  41

gggagaaagc ttgaggatgg aggacgccaa gaacatcaag aagggcccgg cgcccttcta       60

cccgctggag gacgggaccg ccggcgagca gctccacaag gccatgaagc ggtacgccct      120

ggtgccgggc acgatcgcct tcaccgacgc ccacatcgag gtcgacatca cctacgcgga      180

gtacttcgag atgagcgtgc gcctggccga ggccatgaag cggtacggcc tgaacaccaa      240

ccaccggatc gtggtgtgct cggagaacag cctgcagttc ttcatgccgg tgctgggcgc      300

cctcttcatc ggcgtggccg tcgccccggc gaacgacatc tacaacgagc gggagctgct      360

gaacagcatg gggatcagcc agccgaccgt ggtgttcgtg agcaagaagg gcctgcagaa      420

gatcctgaac gtgcagaaga agctgcccat catccagaag atcatcatca tggacagcaa      480

gaccgactac cagggcttcc agtcgatgta cacgttcgtg accagccacc tcccgccggg      540

cttcaacgag tacgacttcg tcccggagag cttcgaccgg gacaagacca tcgccctgat      600

catgaacagc agcggcagca ccggcctgcc gaagggggtg gccctgccgc accggaccgc      660

ctgcgtgcgc ttctcgcacg cccgggaccc catcttcggc aaccagatca tcccggacac      720

cgccatcctg agcgtggtgc cgttccacca cggcttcggc atgttcacga ccctgggcta      780

cctcatctgc ggcttccggg tggtcctgat gtaccggttc gaggaggagc tgttcctgcg      840

gagcctgcag gactacaaga tccagagcgc gctgctcgtg ccgaccctgt tcagcttctt      900

cgccaagagc accctgatcg acaagtacga cctgtcgaac ctgcacgaga tcgccagcgg      960

gggcgccccg ctgagcaagg aggtgggcga ggccgtggcc aagcggttcc acctcccggg     1020

catccgccag ggctacggcc tgaccgagac cacgagcgcg atcctgatca cccccgaggg     1080

ggacgacaag ccgggcgccg tgggcaaggt ggtcccgttc ttcgaggcca aggtggtgga     1140
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cctggacacc ggcaagaccc tgggcgtgaa ccagcggggc gagctgtgcg tgcgggggcc     1200

gatgatcatg agcggctacg tgaacaaccc ggaggccacc aacgccctca tcgacaagga     1260

cggctggctg cacagcggcg acatcgccta ctgggacgag gacgagcact tcttcatcgt     1320

cgaccggctg aagtcgctga tcaagtacaa gggctaccag gtggcgccgg ccgagctgga     1380

gagcatcctg ctccagcacc ccaacatctt cgacgccggc gtggccgggc tgccggacga     1440

cgacgccggc gagctgccgg ccgcggtggt ggtgctggag cacggcaaga ccatgacgga     1500

gaaggagatc gtcgactacg tggccagcca ggtgaccacc gccaagaagc tgcggggcgg     1560

cgtggtgttc gtggacgagg tcccgaaggg cctgaccggg aagctcgacg cccggaagat     1620

ccgcgagatc ctgatcaagg ccaagaaggg cggcaagatc gccgtgtaag actagtacac     1680

atcacaacca caaccttctc aggctaccct gagaaaaaaa gacatgaaga ctcaggactc     1740

atcttttctg ttggtgtaaa atcaacaccc taaggaacac aaatttcttt aaacatttga     1800

cttcttgtct ctgtgctgca attaataaaa aatggaaaga atctacagat ctaaaaaaaa     1860

aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaa         1916
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