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명 세 서

청구범위

청구항 1 

EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase) 단백질 또는 이의 단편을 포함하며, 상기 EPRS 단백질의 단편은 서열

번호 63의 168 내지 186 번째 아미노산 서열을 포함하는 것인, 항RNA 바이러스용 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 EPRS 단백질의 단편은 서열번호 63의 1 내지 196 번째 아미노산 서열, 1 내지 269 번째

아미노산 서열, 1 내지 457 번째 아미노산 서열, 1 내지 506 번째 아미노산 서열, 1 내지 682 번째 아미노산 서

열, 168 내지 506 번째 아미노산 서열, 168 내지 269 번째 아미노산 서열 및 168 내지 196 번째 아미노산 서열

로 이루어진 군에서 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것인, 항RNA 바이러스용 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 RNA 바이러스는 아말가비리대 (Amalgaviridae), 비르나비리대 (Birnaviridae), 크리소비

리대  (Chrysoviridae),  시스토비리대  (Cystoviridae),  엔도르나비리대  (Endornaviridae),  하이포비리대

(Hypoviridae),  메가비르나비리대  (Megabirnaviridae),  파르티티비리대  (Partitiviridae),  피코비르나비리대

(Picobirnaviridae), 레오비리대 (Reoviridae), 토티비리대 (Totiviridae), 콰드리비리대 (Quadriviridae), 아

르테리비리대  (Arteriviridae),  코로나비리대  (Coronaviridae),  메소니비리대  (Mesoniviridae),  로니비리대

(Roniviridae),  디시스트로비리대  (Dicistroviridae),  이플라비리대  (Iflaviridae),  마르나비리대

(Marnaviridae),  피코르나비리대  (Picornaviridae),  세코비리대  (Secoviridae),  알파플렉시비리대

(Alphaflexiviridae),  베타플렉시비리대 (Betaflexiviridae),  감마플렉시비리대 (Gammaflexiviridae),  티모비

리대  (Tymoviridae),  보르나비리대  (Bornaviridae),  필로비리대  (Filoviridae),  파라믹소비리대

(Paramyxoviridae),  랍도비리대  (Rhabdoviridae),  니아미비리대  (Nyamiviridae)  칼리시비리대

(Caliciviridae), 플라비비리대 (Flaviviridae), 루테오비리대 (Luteoviridae), 토가비리대 (Togaviridae), 뉴

모바라대  (Pneumoviridae),  아레나비리대  (Arenaviridae),  델타비리대  (Deltavirus),   및  오르토믹스비리대

(Orthomyxoviridae) 바이러스로 이루어진 군에서 선택되는 하나 이상인 것인, 항RNA 바이러스용 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 EPRS 단백질 또는 이의 단편은, N-말단, C-말단, 또는 양 말단에 세포 투과성 펩타이드를

추가로 포함하는 것인, 항RNA 바이러스용 조성물.

청구항 5 

제4항에 있어서, 상기 세포 투과성 펩타이드는 Tat, 안테나페디아 (Antennapedia), 트랜스포탄 (Transportan),

VP22, Hph-1, R11(R9), 시그널 서열 기반 펩타이드, 및 양친매성 (Amphipathic) 펩타이드로 이루어진 군에서

선택되는 하나 이상인 것인, 항RNA 바이러스용 조성물.

청구항 6 

제1항에 있어서, 상기 EPRS 단백질 또는 이의 단편은 PCBP2에 결합하여 MAVS와 PCBP2의 결합을 억제하는 것인,

항RNA 바이러스용 조성물.
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청구항 7 

제1항 내지 제6항 중 어느 한 항에 있어서, 상기 항RNA 바이러스용 조성물은 약학 조성물, 의약외품 조성물, 식

품 조성물, 화장료 조성물 또는 사료 조성물로 이용되는 것인, 항RNA 바이러스용 조성물.

청구항 8 

항RNA 바이러스 활성을 가지는 EPRS 단백질 또는 이의 단편으로서, 상기 EPRS 단백질의 단편은 서열번호 63의

168 내지 186 번째 아미노산 서열을 포함하는 것인, 단백질 또는 이의 단편.

청구항 9 

제8항의 단백질 또는 이의 단편을 코딩하는 폴리뉴클레오티드.

청구항 10 

제9항의 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터.

청구항 11 

제9항의 폴리뉴클레오티드 또는 제10항의 벡터를 포함하는, 형질전환체.

청구항 12 

제1항  내지  제6항  중  어느  한  항의  항RNA  바이러스용  조성물을  인간을  제외한  개체에  투여하는  단계를

포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 치료 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase) 단백질 또는 이의 단편을 포함하는 항RNA 바이러스용 조성[0001]

물, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 치료용 조성물, 및 상기 조성물을 이용한 RNA 바이러스 감염 질환의

예방 또는 치료 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

ARS (Aminoacyl-tRNA synthetases)는 아미노아실화를 촉매하는데 필수적인 효소로서, 고성능 단백질 합성을 보[0003]

장한다. ARS의 촉매 영역은 세 개의 계 (kingdom)에 높은 수준으로 보존되어 있다. 세포질에 존재하는 ARS는 원

핵생물의 호몰로그 (homologues)에도 존재하지 않을뿐더러 효소적 코어 부분도 존재하지 않는 독특한 구조적 특

성을 가지는 새로운 도메인 스위치의 추가를 포함해, 고등 동물이 진화하는 과정에서 크게 변화하였다. 특히,

상기 추가 영역은 넓은 범위의 생물학적 기능과 관련이 있다. 이에, ARS는 단백질 합성을 넘어 새로운 분류의

조절 단백질로서 알려져 있다. 고등생물에서 다 수의 ARS의 활성은 MSC (multi-tRNA synthetase complex)라 불

리우는 세포질 저장 시스템 내에 존재함으로써 조절되는 것으로 나타났다. 상기 MSC는 대부분의 경우 추가 도메

인을  통해  조립되며,  EPRS  (glutamyl-prolyl-tRNA  syntetase),  및  세  개의  ARS-상호작용  다기능  단백질

(AIMP1/p43,  AIMP2/p38,  및  AIMP3/p38)을  포함하는  여덟  종의  tRNA  합성효소로  이루어져  있다  (Trends

공개특허 10-2018-0022613

- 4 -



Biochem. Sci, 2007, 35: 158-164).

스트레스 조건 하에서,  EPRS,  MRS  (methionyl-tRNA  synthetase),  KRS  (lysyl-tRNA  synthetase),  AIMP1,  및[0004]

AIMP2를  포함하는 여러 MSC  구성요소는 번역 후 변형 과정을 통해 복합체로부터 방출되어 비번역 과정으로

염증,  세포 대사,  혈관신생 및 종양 형성과 같은 활성을 나타내는 것으로 알려졌다 (Trends  Biochem.  Sci,

2009, 34: 324-331). 인산화는 세포 내에서 ARS의 비번역적 기능을 결정하는데 핵심적인 조절 작용기전이다. 대

표적인 예시로, 유일한 이작용 (bifunctional)  tRNA  합성효소인 EPRS가 있다. EPRS는 ERS 및 PRS가 세 개의

WHEP 도메인을 포함하는 링커를 통해 서로 연결된 형태로 구성되어 있다. MSC로부터 방출을 유도할 수 있는 특

성에 비추어,  EPRS는 MSC의 외부에 존재하는 것으로 여겨진다.  EPRS의 ERS  및 PRS  도메인 사이에 위치하는

Ser886 및 Ser999 잔기는 IFN-γ로 자극되어 연속적으로 인산화 되고, 이에 따라 MSC로부터 방출이 촉진된다.

EPRS가  MSC로부터  방출되면,  NSAP1  (NS1-associated  protein  1),  인산화된  리보솜 단백질 L13a,  및  GAPDH

(glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase)와  상호작용하여  GAIT  (IFN-γ-activated  inhibitor  of

translation) 복합체를 형성한다. 상기 조절 복합체는 세룰로플라스민 (ceruloplasmin, Cp)과 같은 염증 단백질

을 코딩하는 mRNA의 특정 3'-UTR (untranslated region)에 결합하여 이들의 번역을 억제한다. 이러한 특이적 기

능은 감염 초기 이에 반응하여 생성되는 해로운 전-염증성 분자의 발현을 조절함으로써 만성 염증을 완화시키는

데 기여하는 것으로 생각된다. 그러나 IFN-γ는 감염 후기 후천성 면역 반응 동안에 생산되는 것이고, 주로 IL-

12에 의해 활성화된 NK (natural killer) 세포 또는 Th1 세포에 의해 분비된다는 사실에 주목할 필요가 있다.

선천성 면역반응은 감염 초기에 첫 번째 방어막이 된다. 항바이러스 신호전달은 바이러스 감염에 반응하여 진화[0005]

한 핵심적 세포 과정이다. 상기 신호전달은 바이러스 RNA를 검출하는 핵심 세포질 센서 RIG-I (retinoic acid-

inducible gene-I) 및 MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5)를 포함하는 RIG-I 유사 수용체

(RLR)  경로에  의해  주로  활성화된다.  그  다음,  상기  센서는  핵심  항바이러스  신호전달  단백질  MAVS

(mitochondria antiviral signaling protein)와 상호작용하고, 세포질 내 인산화 효소인 IKK 및 TBK1을 통해

각각 전사인자 NF-kB 및 IRF3를 활성화시킨다. 상기 신호전달은 궁극적으로 I 형 IFN 및 기타 항바이러스 분자

의 유도를 야기한다 (Cell, 2006, 124: 783-801). 이 신호전달 경로는 단백질의 복합체 네트워크를 통해 항바이

러스 반응을 조절하는 양성 및 음성 조절 작용기전에 의해 적절하게 조절된다. 따라서, 바이러스의 RNA에 의해

RLR 경로가 활성화되고, 이에 따라 MAVS에 의해 면역반응이 활성화되므로, MAVS의 분해를 막는 경우 RNA 바이러

스에 대해 범용적인 항바이러스 활성을 가진다.

이러한 배경하에, 본 발명자들은 바이러스 감염을 예방 또는 치료할 수 있는 항바이러스용 조성물을 개발하기[0007]

위해 예의 노력한 결과, MSC의 구성요소 중 하나인 EPRS 단백질 또는 이의 단편이 감염-특이적인 변형을 통해

핵심 항바이러스 신호전달 단백질 MAVS의 음성 조절자인 PCBP2 (poly(rC)-binding protein 2)로부터 MAVS를 보

호하고, 궁극적으로는 바이러스 감염에 대한 예방 및 치료 효과를 가짐을 확인함으로써 본 발명을 완성하였다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 하나의 목적은, EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase) 단백질 또는 이의 단편을 포함하며, 상기[0009]

EPRS 단백질의 단편은 서열번호 63의 168 내지 186 번째 아미노산 서열을 포함하는 것인, 항RNA 바이러스용 조

성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은, 항RNA 바이러스 활성을 가지는 EPRS 단백질 또는 이의 단편으로서, 상기 EPRS 단백질의[0010]

단편은 서열번호 63의 168 내지 186 번째 아미노산 서열을 포함하는 것인, 단백질 또는 이의 단편을 제공하는

것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 단백질 또는 이의 단편을 코딩하는 폴리뉴클레오티드를 제공하는 것이다.[0011]

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터를 제공하는 것이다.[0012]

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 폴리뉴클레오티드 또는 벡터를 포함하는, 형질전환체를 제공하는 것이다.[0013]

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 치[0014]
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료용 약학 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 개체에 투여하는 단계를 포함하는, RNA 바이러스[0015]

감염 질환의 치료방법을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0016]

선용 의약외품 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0017]

선용 식품 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0018]

선용 화장료 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0019]

선용 사료 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 투여하는 단계를 포함하는, MAVS 단백질 분해 예방[0020]

또는 억제 방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

본 발명자들은 MSC (Multi-tRNA synthetase complex)의 구성요소인 EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase)[0022]

단백질, 또는 이의 단편이 항RNA 바이러스 활성을 가지는 것을 확인하였다. 구체적으로, 본 발명의 EPRS 단백질

또는 이의 단편은 범용적인 항RNA 바이러스 활성에서 중요한 역할을 하는 MAVS를 분해하는 PCBP2에 MAVS와 경쟁

적으로 결합함으로써 MAVS의 분해를 억제하는바, 상기 단백질 또는 그 단편을 포함하는 조성물을 이용하여 RNA

바이러스 감염 질환을 범용적 및  효과적으로 치료할 수 있다.

이를 구체적으로 설명하면 다음과 같다. 한편, 본 발명에서 개시된 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설[0024]

명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본 발명에서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 발명의 범주에

속한다. 또한, 하기 기술된 구체적인 서술에 의하여 본 발명의 범주가 제한된다고 볼 수 없다.

상기 목적을 달성하기 위한 본 발명의 하나의 양태는 EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase) 단백질 또는 이[0026]

의 단편을 포함하는 항RNA 바이러스용 조성물이다. 구체적으로 상기 EPRS 단백질의 단편은 서열번호 63의 168

내지 186 번째 아미노산 서열을 포함하는 것일 수 있고, 더 구체적으로는 서열번호 63의 1 내지 196 번째 아미

노산 서열, 1 내지 269 번째 아미노산 서열, 1 내지 457 번째 아미노산 서열, 1 내지 506 번째 아미노산 서열,

1 내지 682 번째 아미노산 서열, 168 내지 506 번째 아미노산 서열, 168 내지 269 번째 아미노산 서열 및 168

내지 196 번째 아미노산 서열로 이루어진 군에서 선택된 아미노산 서열을 포함하는 것일 수 있으나, 이에 제한

되는 것은 아니다.

또한, 상기 EPRS의 단편은 서열번호 63의 168 내지 186 번째 아미노산 서열과 적어도 80 % 이상, 90 % 이상, 95[0027]

% 이상, 97 % 이상, 또는 99 % 이상 상동성을 가지는 폴리펩티드를 포함할 수 있다. 예를 들어, 이러한 상동성

을 가지며, 상기 서열번호 63의 168 내지 186 번째 아미노산 서열로 이루어진 단백질과 상응하는 효능을 나타내

는 아미노산 서열이라면, 일부 서열이 결실, 변형, 치환 또는 부가된 아미노산 서열을 가지더라도 본 발명의 범

위 내에 포함됨은 자명하다.

또한, 서열번호 63의 168 내지 186 번째의 아미노산 서열로 이루어진 폴리펩티드와 상응하는 활성을 가지는 경[0028]

우라면 아미노산 서열 앞뒤의 무의미한 서열 추가 또는 자연적으로 발생할 수 있는 돌연변이, 혹은 이의 잠재성

돌연변이 (silent mutation)를 제외하는 것이 아니다.

본 발명에서 용어, "상동성"은 주어진 아미노산 서열 또는 염기 서열과 일치하는 정도를 의미하며 백분율로 표[0029]

시될 수 있다. 본 명세서에서, 주어진 아미노산 서열 또는 염기 서열과 동일하거나 유사한 활성을 가지는 그의

상동성 서열이 "%  상동성"으로 표시된다. 예를 들면, 점수(score),  동일성(identity)  및 유사도(similarity)

등의 매개 변수(parameter)들을 계산하는 표준 소프트웨어, 구체적으로 BLAST 2.0을 이용하거나, 정의된 엄격한
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조건하에서 써던 혼성화 실험에 의해 서열을 비교함으로써 확인할 수 있으며, 정의되는 적절한 혼성화 조건은

해당  기술  범위  내이고,  당업자에게  잘  알려진  방법(예컨대,  J.  Sambrook  et  al.,  Molecular  Cloning,  A

Laboratory  Manual,  2nd  Edition,  Cold  Spring  Harbor  Laboratory  press,  Cold  Spring  Harbor,  New  York,

1989; F.M. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., New York)

으로 결정될 수 있다.

본 발명에서, 용어 “RNA 바이러스”는 RNA를 유전물질로 사용하는 모든 바이러스를 의미한다. 예를 들어, 상기[0031]

RNA 바이러스는 아말가비리대 (Amalgaviridae), 비르나비리대 (Birnaviridae), 크리소비리대 (Chrysoviridae),

시스토비리대 (Cystoviridae),  엔도르나비리대 (Endornaviridae),  하이포비리대 (Hypoviridae),  메가비르나비

리대 (Megabirnaviridae), 파르티티비리대 (Partitiviridae), 피코비르나비리대 (Picobirnaviridae), 레오비리

대  (Reoviridae),  토티비리대  (Totiviridae),  콰드리비리대  (Quadriviridae),  아르테리비리대

(Arteriviridae), 코로나비리대 (Coronaviridae), 메소니비리대 (Mesoniviridae), 로니비리대 (Roniviridae),

디시스트로비리대 (Dicistroviridae), 이플라비리대 (Iflaviridae), 마르나비리대 (Marnaviridae), 피코르나비

리대 (Picornaviridae), 세코비리대 (Secoviridae), 알파플렉시비리대 (Alphaflexiviridae), 베타플렉시비리대

(Betaflexiviridae),  감마플렉시비리대  (Gammaflexiviridae),  티모비리대  (Tymoviridae),  보르나비리대

(Bornaviridae), 필로비리대 (Filoviridae), 파라믹소비리대 (Paramyxoviridae), 랍도비리대 (Rhabdoviridae),

니아미비리대  (Nyamiviridae),  칼리시비리대  (Caliciviridae),  플라비비리대  (Flaviviridae),  루테오비리대

(Luteoviridae), 토가비리대 (Togaviridae), 뉴모바라대 (Pneumoviridae), 아레나비리대 (Arenaviridae), 델타

비리대 (Deltavirus),  또는 오르토믹스비리대 (Orthomyxoviridae) 바이러스일 수 있으나, 이에 제한되는 것은

아니다.

본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편은 PCBP2에 결합하여 PCBP2와 MAVS 사이의 결합을 막음으로써 MAVS의 분[0032]

해를 억제하는 효과를 가진다. 따라서, 분해되지 않은 MAVS는 그 신호전달 경로가 활성화되어 바이러스 감염에

대한 선천성 면역반응을 활성화시킬 수 있다.

본 발명에서 용어, “EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase) 단백질”은 ARS (aminoacyl-tRNA synthetase)[0033]

중 하나로, MSC (multi-tRNA synthetase complex)라 불리는 세포질 저장 시스템의 일 구성요소로 단백질 합성

에 관여하는 것으로 알려져 있다. 그러나, EPRS의 항바이러스 활성에 대해서는 전혀 보고된바 없다.

EPRS  단백질 또는 이를 코딩하는 유전자 정보는 NCBI  (National  Center  for  Biotechnology  Information)의[0034]

GenBank와 같은 공지의 데이터 베이스에서 얻을 수 있고, 예를 들어 서열번호 63의 아미노산 서열을 가지는 것

일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에서 용어, “MAVS (Mitochondrial antiviral-signaling protein)”는 RIG-I와 MDA5가 RNA 바이러스를[0035]

인식한 후  활성화되면서 다양한 종류의 항바이러스성 사이토카인을 만드는 중요 신호전달 단백질을 말한다.

MAVS가 없는 경우 RNA 바이러스 감염에 매우 취약해지는 것으로 알려져 있다. 따라서, 본 발명의 EPRS 단백질

또는 이의 단편은 MAVS의 분해를 막아 이의 신호전달을 활성화 시킬 수 있으므로, EPRS 단백질 또는 이의 단편

을 포함하는 조성물은 모든 RNA 바이러스에 대하여 항바이러스 활성을 유도할 수 있다.

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는, EPRS 넉다운 세포에서 PR8 및 VSV 감염에 의한 바이러스 복제가 증가하고[0036]

(도 5 및 도 6), 바이러스 감염 또는 바이러스 유전자 형태를 모방한 poly(I:C) 처리에 대해 항바이러스성 사이

토카인 생산이 감소하는 것을 확인하였다 (도 8 및 도 9). 반면에 EPRS를 과발현시킨 세포에서 PR8 및 VSV 감염

에 의한 바이러스 복제가 현저하게 감소하고, IFN-β 및 IL-6 생산이 증가하는 것을 확인하였다 (도 22 내지 도

27). 또한 EPRS
+/-
 마우스에서는 바이러스 감염 시 EPRS

+/+
 마우스에 비해 바이러스 역가가 높고, 혈청에 IFN-β,

IFN-α 및 IL-6 수준이 낮은 것을 확인하여 (도 40 내지 도 43), EPRS가 RNA 바이러스에 대한 선천성 면역 반응

을 양성조절할 수 있음을 확인하였다.

본 발명의 다른 구체적인 일 실시예에서는, 다양한 크기의 EPRS  단편을 이용하여, 면역반응 조절에 관여하는[0037]

EPRS 영역을 확인하였으며, 이를 통해 EPRS L1 영역 (서열번호 63의 168 내지 196 번째 아미노산), 더 구체적으

로는 서열번호 63의 168 내지 186 번째 아미노산 서열이 EPRS의 항바이러스 활성에 필수적임을 확인하였다 (도

75 내지 도 81). 결론적으로, EPRS 단백질, 또는 상기 서열번호 63의 168 내지 186 번째 아미노산 서열을 포함

하는 EPRS 단백질의 단편은 항RNA-바이러스 활성을 가지므로 항RNA-바이러스용 조성물로 유용하게 사용될 수 있

음을 알 수 있었다.
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상기 EPRS  단백질 또는 이의 단편은 세포 투과성을 높이기 위하여 추가적으로 세포 투과성 펩타이드 (cell-[0039]

penetrating peptide)와 융합한 형태로 이용될 수 있다. 즉, 상기 EPRS 단백질 또는 이의 단편은, N-말단, C-

말단, 또는 양 말단에 세포 투과성 펩타이드를 추가로 포함할 수 있다. 이 때, EPRS 단백질 또는 이의 단편, 및

세포 투과성 펩타이드 사이에 링커를 추가적으로 포함할 수 있으며,  이는 당업자에 의해 적절히 수행될 수

있다.

본 발명에서, 용어 “세포 투과성 펩타이드”는 나노입자, 화합물, DNA, 단백질 등 다양한 물질들의 세포 내 섭[0040]

취/흡수를 촉진시킬 수 있는 짧은 펩타이드를 말한다. 구체적으로, 상기 세포 투과성 펩타이드는 Tat, 안테나페

디아 (Antennapedia), 트랜스포탄 (Transportan), VP22, Hph-1, R11(R9), 시그널 서열 기반 펩타이드, 또는 양

친매성 (Amphipathic) 펩타이드일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니며 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단

편의 세포 내 이동을 촉진시킬 수 있는 세포 투과성 펩타이드라면 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 나

아가, 당업자는 사용되는 세포 투과성 펩타이드의 종류에 따라서 이를 적용하기 위해 본 발명의 EPRS 단백질 또

는 이의 단편을 적절하게 변형하여 사용할 수 있다. 즉, 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편은 본 발명에서

제시하는 아미노산 서열에만 한정되는 것은 아니며, 당업자에게 자명한 범위 내에서 세포 투과성 펩타이드의 적

용에 적절한 형태로 아미노산 서열을 부가/치환/제거하여 사용할 수 있다.

본 발명의 구체적인 일 실시예에서는 HIV-1  Tat  단백질 변환 도메인 (transduction  domain,  서열번호 60)과[0041]

EPRS L1 펩타이드 (서열번호 63의 168 내지 196)를 융합한 융합 펩타이드 (Tat-Epep: 서열번호 61)의 항바이러

스 활성을 조사한 결과 (도 99 내지 도 109), 시험관 내 및 생체 내에서 상기 Tat-Epep가 MAVS 생존성 및 I 형

IFN 생산을 증가시키고, 바이러스에 감염된 마우스 뇌 조직에서 바이러스 역가를 현저히 감소시키는, 우수한 항

RNA 바이러스 활성을 가지는 것을 확인하였다.

본 발명의 다른 구체적인 일 실시예에서는 HIV-1 Tat 단백질 변환 도메인 (transduction domain, 서열번호 6[0042]

0)과 EPRS L1 펩타이드 단편 (서열번호 63의 168 내지 186)을 융합한 융합 펩타이드 (New Tat-Epep: 서열번호

64)가 상기 Tat-Epep 보다 더 현저하게 바이러스에 감염된 마우스 뇌에서 바이러스 역가를 감소시키고, 항바이

러스 사이토카인인 IFN-β 및 IL-6의 분비를 촉진시키는 것을 확인하였다 (도 110 내지 도 113).

또한, 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편은 세포 투과성을 높이기 위해, 세포에 단백질을 전달시키거나 전[0043]

달 효율을 증진시킬 수  있는  당업계에 공지된 시약과 함께 사용될 수 있다.  상기 시약은 예컨대,  Chariot

(Active motif, Cat. 30025) 등을 사용할 수 있으나, 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편을 세포에 전달시킬

수 있는 한 상기 예에 특별히 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 항RNA 바이러스용 조성물은 약학 조성물, 의약외품 조성물, 식품 조성물, 화장료 조성물 또는 사료[0044]

조성물로 이용될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 다른 하나의 양태는, 항RNA 바이러스 활성을 가지는 EPRS 단백질 또는 이의 단편으로서, 상기 EPRS[0046]

단백질의  단편은  서열번호  63의  168  내지  186  번째  아미노산  서열을  포함하는  것인,  단백질  또는  이의

단편이다.

본 발명의 또 다른 하나의 양태는, 상기 단백질 또는 이의 단편을 코딩하는 폴리뉴클레오티드이다.[0047]

본 발명의 또 다른 하나의 양태는, 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는 벡터이다.[0048]

본 발명의 또 다른 하나의 양태는 상기 폴리뉴클레오티드 또는 상기 벡터를 포함하는, 형질전환체이다.[0049]

항RNA 바이러스 활성을 가지는 EPRS 단백질 또는 이의 단편은 상기 설명한 바와 같다.[0050]

상기 폴리뉴클레오티드는 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편을 코딩하는 뉴클레오티드 서열, 또는 이와 적[0051]

어도 80 % 이상, 90 % 이상, 95 % 이상, 97 % 이상, 또는 99 % 이상 상동성을 가지는 뉴클레오티드 서열을 가지

는 것일 수 있으며, 이로부터 번역된 폴리펩티드 (즉, 단백질 혹은 이의 단편)가 본 발명의 EPRS 단백질 또는

이의 단편과 상응하는 효능을 나타내는 것이라면, 뉴클레오티드 서열의 5'- 및/또는 3'- 말단에 무의미한 서열

의 부가, 혹은 일부 서열의 결실, 변형, 치환된 경우 모두 본 발명의 범위에 포함될 수 있다. 상기 폴리뉴클레

오티드는 공지된 프로모터 서열과 작동 가능하게 연결된 발현 카세트, 또는 상기 폴리뉴클레오티드를 포함하는

벡터의 형태로 사용될 수 있으며, 폴리뉴클레오티드, 발현 카세트 또는 벡터의 제조는 당업자가 공지된 방법을
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통해 적절히 수행할 수 있다. 프로모터 및 벡터의 종류는 특별히 제한되지 않고 목적에 따라 당업자가 적절히

선택할 수 있다. 또한, 상기 폴리뉴클레오티드, 발현 카세트 또는 벡터를 숙주 세포에 형질전환시켜 형질전환체

를 제조하여 사용할 수 있으며,  이 때의 형질전환 방법 역시 당업자가 공지된 방법을 제한 없이 사용할 수

있다. 상기 형질전환체는 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편을 발현시키고자 하는 대상체로서, 미생물, 식

물 또는 동물일 수 있고, 인간을 제외한 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

당업자는 다양한 목적으로 상기 EPRS 단백질 또는 이의 단편을 적용/생산하기 위하여 이를 코딩하는 폴리뉴클레[0052]

오티드를 포함하는 벡터, 혹은 상기 벡터를 포함하는 형질전환체를 제조하여 사용할 수 있다. 예컨대, 상기 폴

리뉴클레오티드 혹은 상기 벡터를 이용하여 직접적으로 RNA-바이러스 감염 질환에 대한 치료 용도로 사용할 수

있고, 이를 포함하여 EPRS 단백질 혹은 이의 단편을 발현하는 형질전환체를 이용하여 상기 단백질 또는 이의 단

편을 생산하거나 치료 목적으로 사용할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명의 또 다른 양태는, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 치[0054]

료용 약학 조성물이다.

항RNA 바이러스용 조성물에 대해서는 상기 설명한 바와 같다.[0055]

본 발명에서 용어, “RNA 바이러스 감염 질환”은 RNA 바이러스의 감염에 의해 숙주에서 발생할 수 있는 모든[0056]

질환을 의미하는 것으로, 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편을 이용하여 상기 질환에 대한 예방 및/또는 치

료  효과를  기대할  수  있다.  예를  들어,  RNA  바이러스  감염  질환은  인플루엔자  (influenza),  급성회백수염

(poliomyelitis  anterior  acuta),  무균성  뇌수막염  (aseptic  meningitis),  수족구병  (hand-foot-mouth

disease), 헤르페스 목구멍염 (herpangina), 급성 출혈성 결막염 (acute hemorrhagic conjunctivitis), 유행성

가슴막통증 (epidemic pleurodynia), 심장막염 (pericarditis), 심근염 (myocarditis), 유아백색설사증, 풍진

(rubella),  선천성  풍진증후군  (Congenital  rubella  syndrome),  황열병  (yellow  fever),  뎅기열  (Dengue

fever),  뎅기출혈열  (Dengue  hemorrhagic  fever),  일본뇌염  (Japanese  encephalitis),  단순  헤르페스뇌염

(Herpes simplex encephalitis), 유행성 귀밑샘염 (epidemic parotitis), 홍역 (measles), 광견병 (rabies),

마르부르크병 (Marburg  disease),  에볼라출혈열 (Ebola  hemorrhagic  fever),  출혈열콩팥증후군 (Hemorrhagic

fever  with  renal  syndrome),  한타바이러스  폐증후군  (HPS),  콩고-크리미아  출혈열  (Congo-Crimean

hemorrhagic  fever),  AIDS  (Acquired  immunodeficiency  disease),  성인  T세포  백혈병  (Adult  T-cell

leukemia), HTLV-1 관련 척수증 (HTLV-1 associated myelopathy), HTLV-1 포도막염 (HTLV-1 uveitis) 및 라사

열 (Lassa fever)로 이루어진 군에서 선택된 하나 이상일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니며 RNA 바이러스

에 의해 야기될 수 있는 질환 및 증상은 모두 본 발명의 범위에 포함된다.

본 발명에서 용어, “예방”은 본 발명에 따른 조성물의 투여로 상기 RNA 바이러스 감염 질환의 발명을 억제 또[0057]

는 지연시키는 모든 행위를 말하며, “치료”는 본 발명에 따른 조성물의 투여로 상기 RNA 바이러스 감염 질환

의 증세가 호전되거나 이롭게 변경되는 모든 행위를 말한다.

상기 RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 치료는 본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편이 PCBP2 단백질에 결[0058]

합함으로써 달성되는 것일 수 있고, 더 나아가 MAVS의 신호전달이 활성화됨에 의한 것일 수 있다. 따라서, 본

발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편을 포함하는 조성물은 상술한 바와 같이 항RNA 바이러스 활성을 가지므로,

RNA 감염성 질환의 예방 또는 치료용 조성물로 유용하게 이용될 수 있다. 

본 발명의 약학 조성물은 약학 조성물의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제 또는 희석제를 추가[0059]

로 포함할 수 있다. 약학적으로 허용 가능한 담체를 포함하는 조성물은 경구 또는 비경구의 여러 가지 제형일

수 있고, 구체적으로 비경구 제형일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 제제화할 경우에는 보통 사용하는

충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 사용하여 조제될 수 있다. 경

구 투여를 위한 고형제제에는 정제환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함될 수 있으며, 이러한 고형제제는 하나

이상의 화합물에 적어도 하나 이상의 부형제, 예를 들면, 전분, 탄산칼슘, 수크로오스(sucrose) 또는 락토오스

(lactose), 젤라틴 등을 섞어 조제될 수 있다. 또한, 단순한 부형제 이외에 스테아린산 마그네슘, 탈크 등과 같

은 윤활제들도 사용될 수 있다. 경구 투여를 위한 액상제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는

데 흔히 사용되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향

제, 보존제 등이 포함될 수 있다. 비경구투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결

건조제제, 좌제가 포함될 수 있다. 비수성용제, 현탁용제로는 프로필렌글리콜 (propylene glycol), 폴리에틸렌
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글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테로 등이 사용될 수 있다. 좌

제의 기제로는 위텝솔(witepsol), 마크로골, 트윈(tween) 61, 카카오지, 라우린지, 글리세로젤라틴 등이 사용될

수 있다.

또한,  본  발명의  약학  조성물은  이에  제한되지는  않으나,  정제,  환제,  산제,  과립제,  캡슐제,  현탁제,[0060]

내용액제, 유제, 시럽제, 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조제제 및 좌제로 이루어진 군으로

부터 선택되는 어느 하나의 제형을 가질 수 있다.

상기 본 발명의 약학 조성물은 약학적으로 유효한 양으로 투여한다.[0061]

본 발명에서 용어, "투여"는 어떠한 적절한 방법으로 대상에게 본 발명의 약학 조성물을 도입하는 것을 말하며,[0062]

투여 경로는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 경구 또는 비경구의 다양한 경로를 통하여 투여될 수 있고, 구체적

으로 비경구로 투여될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

상기 약학 조성물은 목적 또는 필요에 따라 당업계에서 사용되는 통상적인 방법, 투여 경로, 투여량에 따라 적[0063]

절하게 개체에 투여될 수 있다. 투여 경로의 예로는 경구, 비경구, 피하, 복강 내, 폐 내, 및 비강 내로 투여될

수 있으며, 비경구 주입에는 근육 내, 정맥 내, 동맥 내, 복강 내 또는 피하투여가 포함된다. 또한 당업계에 공

지된 방법에 따라 적절한 투여량 및 투여 횟수가 선택될 수 있으며, 실제로 투여되는 본 발명의 약학 조성물의

양 및 투여 횟수는 치료하고자 하는 증상의 종류, 투여 경로, 성별, 건강 상태, 식이, 개체의 연령 및 체중, 및

질환의 중증도와 같은 다양한 인자에 의해 적절하게 결정될 수 있다.

본 발명에서의 용어 "약학적으로 유효한 양"은 의학적 용도에 적용 가능한 합리적인 수혜/위험 비율로 혈관 투[0064]

과성 증가를 억제 또는 완화하기에 충분한 양을 의미하며, 유효 용량 수준은 개체 종류 및 중증도, 연령, 성별,

약물의 활성, 약물에 대한 민감도, 투여 시간, 투여 경로 및 배출 비율, 치료기간, 동시 사용되는 약물을 포함

한 요소 및 기타 의학 분야에 잘 알려진 요소에 따라 결정될 수 있다. 본 발명의 조성물은 개별 치료제로 투여

하거나 다른 치료제와 병용하여 투여될 수 있고 종래의 치료제와는 순차적 또는 동시에 투여될 수 있다. 그리고

단일 또는 다중 투여될 수 있다. 상기 요소를 모두 고려하여 부작용 없이 최소한의 양으로 최대 효과를 얻을 수

있는 양을 투여하는 것이 중요하며, 당업자에 의해 용이하게 결정될 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 개체에 투여하는 단계를 포함하는, RNA 바이러스 감[0066]

염 질환의 예방 또는 치료 방법이다. 

항RNA 바이러스용 조성물 및 RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 치료는 상기 설명한 바와 같다.[0067]

본 발명에서 용어, "개체"는 본 발명의 RNA 바이러스 감염 질환을 발병하였거나 발병할 수 있는, 인간을 포함한[0068]

모든 동물을 의미한다. 또한, 인간을 제외한 동물을 의미하는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 본

발명의 항RNA 바이러스용 조성물을 개체에 투여함으로써, RNA 바이러스 감염 질환을 예방 또는 치료할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 양태는 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0070]

선용 의약외품 조성물을 제공한다.

항RNA 바이러스용 조성물, RNA 바이러스 감염 질환 및 예방에 대해서는 상기 설명한 바와 같다.[0071]

본 발명의 용어 "개선"은 본 발명의 조성물의 투여로 RNA 바이러스 감염 질환이 호전 또는 이롭게 변경되는 모[0072]

든 행위를 의미한다.

본 발명의 용어 "의약외품"은 사람이나 동물의 질병을 치료, 경감, 처치 또는 예방할 목적으로 사용되는 섬유,[0073]

고무제품 또는 이와 유사한 것, 인체에 대한 작용이 약하거나 인체에 직접 작용하지 아니며, 기구 또는 기계가

아닌 것과 이와 유사한 것, 감염 예방을 위하여 살균, 살충 및 이와 유사한 용도로 사용되는 제제 중 하나에 해

당하는 물품으로서, 사람이나 동물의 질병을 진단, 치료, 경감, 처치 또는 예방할 목적으로 사용하는 물품 중

기구, 기계 또는 장치가 아닌 것 및 사람이나 동물의 구조와 기능에 약리학적 영향을 줄 목적으로 사용하는 물

품 중 기구, 기계 또는 장치가 아닌 것을 제외한 물품을 의미하며, 구체적으로 피부 외용제 또는 개인위생용품

일 수 있으나, 이에 제한되지 않는다.

본 발명의 항RNA 바이러스용 조성물을 RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개선을 목적으로 의약외품 조성물에[0074]
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첨가할 경우, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 그대로 첨가하거나 다른 의약외품 성분과 함께 사용할 수 있고,

통상적인 방법에 따라 적절하게 사용할 수 있다. 유효 성분의 혼합량은 사용 목적에 따라 적합하게 결정할 수

있다. 

상기 피부 외용제는 특별히 이에 제한되지 않으나, 예를 들어 연고제, 로션제, 스프레이제, 패취제, 크림제, 산[0075]

제, 현탁제, 겔제 또는 젤의 형태로 제조되어 사용될 수 있다. 상기 개인위생용품에는 특별히 이에 제한되지 않

으나, 구체적으로는 비누, 화장품, 물티슈, 휴지, 샴푸, 피부 크림, 얼굴 크림, 치약, 립스틱, 선스크린 로션,

또는 세정 겔일 수 있다. 또한, 본 발명의 의약외품 조성물의 또 다른 예로 소독청결제, 샤워폼, 물티슈, 세제

비누, 핸드워시, 또는 연고제가 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0077]

선용 식품 조성물을 제공한다.

항RNA 바이러스용 조성물, RNA 바이러스 감염 질환, 예방 및 개선에 대해서는 상기 설명한 바와 같다.[0078]

본 발명의 용어, "식품"은 육류, 소시지, 빵, 초콜릿, 캔디류, 스낵류, 과자류, 피자, 라면, 기타 면류, 껌류,[0079]

아이스크림류를 포함한 낙농제품, 각종 스프, 음료수, 차, 드링크제, 알코올음료, 비타민 복합제, 건강기능식품

및 건강식품 등이 있으며, 통상적인 의미에서의 식품을 모두 포함한다.

상기 건강기능(성)식품(health functional food)은 특정보건용 식품(food for special health use, FoSHU)과[0080]

동일한 용어로, 영양 공급 외에도 생체조절기능이 효율적으로 나타나도록 가공된 의학, 의료효과가 높은 식품을

의미한다. 여기서 '기능(성)'은 인체의 구조 및 기능에 대하여 영양소를 조절하거나 생리학적 작용 등과 같은

보건용도에 유용한 효과를 얻는 것을 의미한다. 상기 건강식품(health food)은 일반식품에 비해 적극적인 건강

유지나 증진 효과를 가지는 식품을 의미하고, 건강보조식품(health supplement food)은 건강보조 목적의 식품을

의미한다. 경우에 따라, 건강기능식품, 건강식품, 건강보조식품의 용어는 호용될 수 있다.

구체적으로, 상기 건강기능식품은 본 발명의 항RNA 바이러스용 조성물을 음료, 차류, 향신료, 껌, 과자류 등의[0081]

식품 소재에 첨가하거나, 캡슐화, 분말화, 현탁액 등으로 제조한 식품으로, 이를 섭취할 경우 건강상 특정한 효

과를 가져오는 것을 의미하나, 일반 약품과는 달리 식품을 원료로 하여 약품의 장기 복용 시 발생할 수 있는 부

작용이 없는 장점이 있다.

본 발명의 식품은 당 업계에서 통상적으로 사용되는 방법에 의하여 제조 가능하며, 당업계에서 통상적으로 첨가[0082]

하는 원료 및 성분을 첨가하여 제조할 수 있다. 또한, 상기 식품 조성물은 식품으로 인정되는 제형이면 다양한

형태의 제형으로 제한 없이 제조될 수 있다.

또한, 상기 식품 조성물은 생리학적으로 허용 가능한 담체를 추가로 포함할 수 있는데, 담체의 종류는 특별히[0083]

제한되지 않으며 당해 기술 분야에서 통상적으로 사용되는 담체라면 어느 것이든 사용할 수 있다.

또한, 상기 식품 조성물은 식품 조성물에 통상 사용되어 냄새, 맛, 시각 등을 향상시킬 수 있는 추가 성분을 포[0084]

함할 수 있다. 예들 들어, 비타민 A, C, D, E, B1, B2, B6, B12, 니아신(niacin), 비오틴(biotin), 폴레이트

(folate), 판토텐산(panthotenic acid) 등을 포함할 수 있다. 또한, 아연(Zn), 철(Fe), 칼슘(Ca), 크롬(Cr),

마그네슘(Mg), 망간(Mn), 구리(Cu), 크륨(Cr) 등의 미네랄; 및 라이신, 트립토판, 시스테인, 발린 등의 아미노

산을 포함할 수 있다.

또한, 상기 식품 조성물은 방부제(소르빈산 칼륨, 벤조산나트륨, 살리실산, 데히드로초산나트륨 등), 살균제(표[0085]

백분과  고도  표백분,  차아염소산나트륨  등),  산화방지제(부틸히드록시아니졸(BHA),  부틸히드록시톨류엔(BHT)

등), 착색제(타르색소 등), 발색제(아질산 나트륨, 아초산 나트륨 등), 표백제(아황산나트륨), 조미료(MSG 글루

타민산나트륨 등), 감미료(둘신, 사이클레메이트, 사카린, 나트륨 등), 향료(바닐린, 락톤류 등), 팽창제(명반,

D-주석산수소칼륨 등), 강화제, 유화제, 증점제(호료), 피막제, 검기초제, 거품억제제, 용제, 개량제 등의 식품

첨가물(food additives)을 포함할 수 있다. 상기 첨가물은 식품의 종류에 따라 선별하고 적절한 양으로 사용할

수 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0087]

선용 화장료 조성물을 제공한다.
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항RNA 바이러스용 조성물, RNA 바이러스 감염 질환, 예방 및 개선에 대해서는 상기 설명한 바와 같다.[0088]

상기 화장료 조성물의 제형은 용액, 외용 연고, 크림, 폼, 영양 화장수, 유연 화장수, 향수, 팩, 유연수, 유액,[0089]

메이크업 베이스, 에센스, 비누, 액체 세정료, 입욕제, 선 스크린 크림, 선 오일, 현탁액, 유탁액, 페이스트,

겔, 로션, 파우더, 비누, 계면 활성제-함유 클렌징, 오일, 분말 파운데이션, 유탁액 파운데이션, 왁스 파운데이

션, 패취 또는 스프레이일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다

상기 화장료 조성물은 일반 피부 화장료에 배합되는 화장품학적으로 허용 가능한 담체를 1 종 이상 추가로 포함[0090]

할 수 있으며, 통상의 성분으로 예를 들면 유분, 물, 계면 활성제, 보습제, 저급 알코올, 증점제, 킬레이트제,

무기염류,  색소,  산화방지제,  살균제,  방부제,  향료  등을  적절히  배합할  수  있으나,  이에  제한되는  것은

아니다.

상기 화장품학적으로 허용 가능한 담체는 상기 화장료 조성물의 제형에 따라 다양하다. [0091]

상기 제형이 연고, 페이스트, 크림 또는 젤인 경우에는, 담체 성분으로서 동물성 유, 식물성 유, 왁스, 파라핀,[0092]

전분, 트라칸트, 셀룰로오스 유도체, 폴리에틸렌 글리콜, 실리콘, 벤토나이트, 실리카, 탈크 또는 산화 아연 등

이 이용될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 이들은 단독으로 사용되거나 2 종 이상 혼합되어 사용될 수

있다.

상기  제형이  파우더  또는  스프레이인  경우에는,  담체  성분으로서  락토스,  탈크,  실리카,  알루미늄[0093]

히드록사이드, 칼슘 실케이트, 폴리아미드 파우더 등이 이용될 수 있고, 특히 스프레이인 경우에는 추가적으로

클로로플루오로하드로카본, 프로판/부탄 또는 디메틸 에테르와 같은 추진제를 포함할 수 있으나, 이에 제한되는

것은 아니다. 이들은 단독으로 사용되거나 2 종 이상 혼합되어 사용될 수 있다.

상기 제형이 용액 또는 유탁액인 경우에는, 담체 성분으로서 용매, 용해화제 또는 유탁화제 등이 이용될 수 있[0094]

으며, 예컨대 물, 에탄올, 이소프로판올, 에틸 카보네이트, 에틸 아세테이트, 벤질 알코올, 벤질 벤조에이트,

프로필렌 글리콜,  1,3-부틸글리콜 오일 등이 이용될 수 있고,  특히,  목화씨 오일,  땅콩 오일,  옥수수 배종

오일, 올리브 오일, 피마자 오일 및 참깨 오일, 글리세롤 지방족 에스테르, 폴리에틸렌 글리콜 또는 소르비탄의

지방산 에스테르가 이용될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 이들은 단독으로 사용되거나 2 종 이상 혼합

되어 사용될 수 있다.

상기 제형이 현탁액인 경우에는, 담체 성분으로서 물, 에탄올 또는 프로필렌 글리콜과 같은 액상의 희석제, 에[0095]

톡실화 이소스테아릴 알코올, 폴리옥시에틸렌 소르비톨 에스테르 및 폴리옥시에틸렌 소르비탄 에스테르와 같은

현탁제, 미소결정성 셀룰로오스, 알루미늄 메타하이드록시드, 벤토나이트, 아가 또는 트라칸트 등이 이용될 수

있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 이들은 단독으로 사용되거나 2 종 이상 혼합되어 사용될 수 있다.

본 발명의 제형이 비누인 경우에는, 담체 성분으로서 지방산의 알칼리 금속 염, 지방산 헤미에스테르 염, 지방[0096]

산 단백질 히드롤리제이트, 이세티오네이트, 라놀린 유도체, 지방족 알코올, 식물성 유, 글리세롤, 당 등이 이

용될 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 이들은 단독으로 사용되거나 2 종 이상 혼합되어 사용될 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 포함하는, RNA 바이러스 감염 질환의 예방 또는 개[0098]

선용 사료 조성물을 제공한다.

항RNA 바이러스용 조성물, RNA 바이러스 감염 질환, 예방 및 개선에 대해서는 상기 설명한 바와 같다.[0099]

본 발명의 용어 "사료"는 동물이 먹고, 섭취하며, 소화시키기 위한 또는 이에 적당한 임의의 천연 또는 인공 규[0100]

정식, 한끼식 등 또는 상기 한끼식의 성분으로, 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 유효성분으로 포함하는 사료는

당업계의 공지된 다양한 형태의 사료로 제조가능하며, 바람직하게는 농후사료, 조사료 및/또는 특수사료가 포함

될 수 있다.

본 발명의 또 다른 양태는 상기 항RNA 바이러스용 조성물을 투여하는 단계를 포함하는, MAVS 단백질 분해 예방[0102]

또는 억제 방법을 제공한다.

항RNA 바이러스용 조성물은 상기 설명한 바와 같다.[0103]
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발명의 효과

본 발명의 EPRS 단백질 또는 이의 단편을 포함하는 조성물은 PCBP2 단백질에 결합하여, 모든 항RNA 바이러스 활[0105]

성에서  중요한  역할을  하는  MAVS  신호전달  경로를  활성화시킴으로써,  범용적인  항RNA  바이러스  효과를

가지므로, RNA 감염 질환의 예방 또는 치료용 조성물로 우수한 효과가 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 PR8에 감염된 기관지 상피 세포에서 MSC 유전자 (1.5 배 이상 변화)의 상향조절 (노란색) 혹은 하향조절[0107]

(파란색)을 나타낸 것이다. 

도 2는 EPRS의 IFN-β 프로모터 활성 유도 효과를 확인한 것이다. 선별된 MSC 유전자의 루시퍼라제 분석을 위해

RIG-I의 N-터미널 도메인 (N-RIG-I) 및 IFN-β 프로모터를 암호화하는 플라스미드를 293T 세포로 형질전환시켰

다. Con은 N-RIG-I으로 형질전환하지 않은 것이다. 

도 3은 바이러스에 감염된 다양한 세포주에서 EPRS 발현을 확인한 것이다.

도 4는 EPRS  발현을 면역블랏 분석으로 확인한 것이다. RAW246.7  세포는 비표적 대조군 siRNA  (siCon)  또는

siEPRS로 형질전환시켰다.

도 5는 형광 현미경으로 바이러스 복제 분석을 수행한 것이다 (형광 현미경, 상단 패널; 위상차 현미경, 하단

패널). RAW264.7 세포는 siControl (siCon) 또는 siEPRS로 형질전환시켰다.

도 6은 PR8-GFP (MOI = 1) 또는 VSV-GFP (MOI= 0.5)에 감염된 후 24 시간째에 형광 분석 및 플라크 분석을 나

타낸 것이다. RAW264.7 세포를 siControl (siCon) 또는 siEPRS로 형질전환시켰다.

도 7은 HSV-GFP  (MOI  =  1)로 감염시킨 뒤 바이러스 역가를 확인한 것이다. RAW246.7  세포는 비표적 대조군

siRNA (siCon) 또는 siEPRS로 형질전환시켰다.

도 8은 PR8-GFP, VSV-GFP, 또는 HSV-GFP (MOI = 1)로 감염시키거나, 또는 poly(I:C) (80 ㎍)을 처리한 세포의

배양 상등액에서 IFN-β의 수준을 확인한 것이다. RAW264.7 세포를 siControl (siCon) 또는 siEPRS로 형질전환

시켰다.

도 9는 PR8-GFP, VSV-GFP, 또는 HSV-GFP (MOI = 1)로 감염시키거나, 또는 poly(I:C) (80 ㎍)을 처리한 세포의

배양 상등액에서 IL-6의 수준을 확인한 것이다. RAW264.7 세포를 siControl (siCon) 또는 siEPRS로 형질전환시

켰다.

도 10은 siCon 또는 siEPRS로 36 시간 동안 형질전환시킨 다음 VSV-GFP (MOI = 0.0001)로 감염시킨 293T 세포

의 형광 현미경 사진을 나타낸 것이다.

도 11은 siCon 또는 siEPRS로 36 시간 동안 형질전환시킨 다음 VSV-GFP (MOI = 0.0001)로 감염시킨 293T 세포

에서 바이러스 복제를 확인한 것이다.

도 12는 siCon 또는 siEPRS로 36 시간 동안 형질전환시킨 다음 VSV-GFP (MOI = 0.0001)로 감염시킨 293T 세포

에서 IFN-β 또는 IL-6 분비 수준을 확인한 것이다.

도 13은 PR8-GFP (MOI = 1)로 감염시킨 세포에서 EPRS 발현의 면역블랏 분석을 나타낸 것이다. RAW264.7 세포는

비표적 대조군 shRNA (shCon) 또는 EPRS shRNA (shEPRS)를 도입한 다음, 퓨로마이신으로 선별하여 사용하였다.

도 14는 PR8-GFP (MOI = 1)로 감염시킨 세포의 형광 현미경 사진을 나타낸 것이다. RAW264.7 세포는 비표적 대

조군 shRNA (shCon) 또는 EPRS shRNA (shEPRS)를 도입한 다음, 퓨로마이신으로 선별하여 사용하였다.

도 15는 PR8-GFP (MOI = 1)로 감염시킨 세포에서 PR8 역가를 나타낸 것이다. RAW264.7 세포는 비표적 대조군

shRNA (shCon) 또는 EPRS shRNA (shEPRS)를 도입한 다음, 퓨로마이신으로 선별하여 사용하였다.

도 16은 PR8-GFP (MOI = 1)로 감염시킨 세포에서 IFN-β 또는 IL-6 분비 수준을 나타낸 것이다. RAW264.7 세포

는 비표적 대조군 shRNA (shCon) 또는 EPRS shRNA (shEPRS)를 도입한 다음, 퓨로마이신으로 선별하여 사용하였

다.
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도 17은 VSV-GFP (MOI)로 감염시킨 안정적 EPRS-결손 세포의 형광 현미경 사진을 나타낸 것이다. RAW264.7 세포

는 비표적 대조군 shRNA (shCon) 또는 EPRS shRNA (shEPRS)를 도입한 다음, 퓨로마이신으로 선별하여 사용하였

다.

도 18은 VSV-GFP (MOI)로 감염시킨 안정적 EPRS-결손 세포에서 VSV 역가를 나타낸 것이다. RAW264.7 세포는 비

표적 대조군 shRNA (shCon) 또는 EPRS shRNA (shEPRS)를 도입한 다음, 퓨로마이신으로 선별하여 사용하였다.

도 19는 VSV-GFP (MOI)로 감염시킨 안정적 EPRS-결손 세포에서 IFN-β 또는 IL-6 분비 수준을 나타낸 것이다.

RAW264.7 세포는 비표적 대조군 shRNA (shCon) 또는 EPRS shRNA (shEPRS)를 도입한 다음, 퓨로마이신으로 선별

하여 사용하였다.

도 20은 IRF3 및 STAT1의 인산화 또는 불활성화, 및 EPRS 및 액틴 발현을 면역블랏 분석으로 확인한 것이다.

EPRS에 대한 shRNA (shEPRS) 또는 대조군 shRNA (shCon)를 발현하는 RAW264.7 세포를 표시된 시간에 PR8-GFP로

감염시켰다.

도 21은 EPRS  발현의 면역블랏 분석을 나타낸 것이다. RAW264.7  세포는 FLAG-태깅 공벡터 (Con)  또는 EPRS-

FLAG (EPRS) 플라스미드로 형질전환시킨 뒤, 퓨로마이신으로 선별하였다.

도 22는 PR8-GFP에 감염된 공벡터 (Con) 또는 EPRS-낙인 (knock-in) RAW264.7 세포에 대한 형광 현미경 분석을

나타낸 것이다.

도 23은 PR8-GFP에 감염된 공벡터 (Con) 또는 EPRS-낙인 (knock-in) RAW264.7 세포에 대한 형광 분석 및 플라

크 분석을 나타낸 것이다.

도 24는 PR8-GFP에 감염된 공벡터 (Con) 또는 EPRS-낙인 (knock-in) RAW264.7 세포의 IFN-β 또는 IL-6 분비를

확인한 것이다.

도 25는 VSV-GFP (MOI = 0.5)로 감염시킨 EPRS-과발현 세포의 형광 현미경 사진을 나타낸 것이다. RAW264.7 세

포는 FLAG-태깅 공벡터 (Con) 또는 EPRS-FLAG (EPRS) 플라스미드로 형질전환시킨 뒤, 퓨로마이신으로 선별하였

다.

도 26은 VSV-GFP (MOI = 0.5)로 감염시킨 EPRS-과발현 세포에서 VSV 역가를 확인한 것이다. RAW264.7 세포는

FLAG-태깅 공벡터 (Con) 또는 EPRS-FLAG (EPRS) 플라스미드로 형질전환시킨 뒤, 퓨로마이신으로 선별하였다.

도 27은 VSV-GFP (MOI = 0.5)로 감염시킨 EPRS-과발현 세포에서 IFN-β 또는 IL-6 분비 수준을 확인한 것이다.

RAW264.7 세포는 FLAG-태깅 공벡터 (Con) 또는 EPRS-FLAG (EPRS) 플라스미드로 형질전환시킨 뒤, 퓨로마이신으

로 선별하였다.

도 28은 플라크 분석으로 바이러스 역가를 확인한 것이다. EPRS
+/+

 및 EPRS
+/-

 마우스의 BMDM을 VSV-GFP (MOI =

5) 및 PR8-GFP (MOI = 3)으로 감염시켰다.

도 29는 바이러스 감염 후 12 또는 24 시간째에 배양 상등액에서 IFN-β 및 IL-6 수준을 확인한 것이다. EPRS
+/+

및 EPRS
+/-
 마우스의 BMDM을 VSV-GFP (MOI = 5) 및 PR8-GFP (MOI = 3)으로 감염시켰다.

도 30은 poly(I:C)  처리 후 12  또는 24  시간째에 배양 상등액에서 IFN-β 및 IL-6  수준을 확인한 것이다.

EPRS
+/+
 및 EPRS

+/-
 마우스의 BMDM을 poly(I:C) (40 ㎍)로 처리하였다.

도 31은 BMDM에서 EPRS 발현을 면역블랏 분석으로 확인한 것이다. BMDM은 비표적 대조군 siRNA (siCon) 또는

siEPRS로 36 시간 동안 형질전환시켰다.

도 32는 감염 12 및 24 시간 후 플라크 분석을 수행하여 바이러스 역가를 확인한 것이다. BMDM은 PR8-GFP (MOI

= 3) 또는 VSV-GFP (MOI = 5)로 감염시켰다.

도 33은 감염 12 및 24 시간 후 ELISA를 수행하여 IFN-β 및 IL-6 수준을 측정한 것이다. BMDM은 PR8-GFP (MOI

= 3) 또는 VSV-GFP (MOI = 5)로 감염시켰다. 

도 34는 40 ㎍ Poly(I:C)를 처리한 BMDM 배양 상등액에서 IFN-β 및 IL-6 수준을 측정한 것이다.

도 35는 VSV-GFP로 감염시키고 12  시간 후 EPRS
+/+

 및 EPRS
+/-

 마우스 유래 BMDM에서 IFN-β, IL-6,  및 기타
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IFN-관련 항바이러스 유전자의 발현을 확인한 것이다.

도 36은 바이러스 감염 세포에서 IFN-β mRNA 또는 IFN-관련 항바이러스 유전자의 발현이 유도되는지 여부를 확

인한 것이다. RAW264.7 세포는 siCon 또는 siEPRS로 36 시간 동안 형질전환시킨 다음, PR8-GFP (MOI = 1)로 12

시간 동안 감염시켰다. 그래프는 표시된 유전자를 gapdh에 대해 표준화시켜 유도 배수로 나타낸 것이다.

도 37은 HSV-GFP로 감염시킨 후 세포 배양 상등액에서 바이러스 역가 (플라크 분석으로 확인)를 나타낸 것이다.

EPRS
+/+
 및 EPRS

+/-
 마우스 유래 BMDM은 HSV-GFP (MOI = 2)로 감염시켰다.

도 38은 HSV-GFP로 감염시킨 후 세포 배양 상등액에서 IFN-β 또는 IL-6 분비 수준을 확인한 것이다. EPRS
+/+
 및

EPRS
+/-
 마우스 유래 BMDM은 HSV-GFP (MOI = 2)로 감염시켰다.

도 39는 연령 및 성별이 동일한 EPRS
+/+

 (n = 15) 및 EPRS
+/-

 (n = 14) 마우스에 VSV-인디아나를 정맥투여 (2 x

10
8
 pfu/mouse)한 후, 10 일 동안 생존율을 확인한 것이다.

도 40은 EPRS
+/+
 및 EPRS

+/-
 마우스 (n = 6)를 감염시키고 5 일 후, 뇌와 비장 조직으로 플라크 분석을 수행하여

바이러스 양을 확인한 것이다.

도 41은 VSV 전사체 (n = 5)에 대해 qPCR을 수행하여 바이러스 양을 확인한 것이다.

도 42는 플라크 분석으로 바이러스 양을 확인한 것이다. EPRS
+/+
 및 EPRS

+/-
 마우스 (n = 8)를 VSV-GFP로 감염시

키고 (2 x 10
8
 pfu/mouse) 12 시간 후 회수한 혈청을 분석에 사용하였다.

도 43은 IFN-β, IFN-α 및 IL-6  수준을 ELISA로 확인한 것이다. EPRS
+/+

 및 EPRS
+/-

 마우스 (n = 8)를 VSV-

GFP로 감염시키고 (2 x 10
8
 pfu/mouse) 12 시간 후 회수한 혈청을 분석에 사용하였다.

도 44는 EPRS
+/+
 및 EPRS

+/-
 마우스 (n = 4)를 VSV-인디아나로 감염시키고 5 일 후 뇌 조직 절편을 H&E 염색하여

신경  유조직  (parenchyma)을  확인한  것이다  (i  -  iii).  뇌  유조직에서 반응성 미세아교 세포 (microglial

cell) 및 단핵구 세포에 의해 형성된 교세포 결절 (glial nodule)은 검은색 화살표로 나타내었고, 위관성 침윤

은 화살표 머리로 나타내었다. 단핵구 세포의 대량 침투로 측뇌실 (lateral ventricle, LV)에 뇌실막 선이 파괴

된 것이 관찰되었다 (빨간색 화살표, iv). Con은 바이러스에 감염되지 않은 표본이다.

도 45는 VSV-인디아나 감염 3 및 5 일 후 항-VSV-G 항체로 뇌 절편 (n = 4)을 염색한 면역조직분석 결과를 나타

낸 것이다. 핵은 DAPI로 염색하였다. VSV-양성 GFP 신호는 흰색 화살표로 나타내었다. Con은 바이러스에 감염되

지 않은 표본이다.

도 46은 U937 세포를 PR8-GFP로 감염시키거나 (MOI = 3) 또는 IFN-γ로 처리 (500 units/ml)한 뒤, 항-EPRS 항

체로 내인성 공동-IP를 수행하고, 항-KRS 및 항-AIMP3 (MSC 구성요소), 및 항-NSAP1 및 항-GAPDH (GAIT 복합체

구성요소) 항체로 면역플로팅을 수행한 결과를 나타낸 것이다.

도 47은 바이러스 감염이 MSC  구성요소 단백질로부터 EPRS의 방출을 유도하는 것을 확인한 것이다. PR8-GFP

(MOI = 1)로 감염시킨 RAW264.7 세포의 용해물을 이용하여 항-EPRS 항체로 IP를 수행한 다음, 항-KRS, 항-MRS,

항-AIMP3, 및 항-GAPDH 항체로 면역블랏 분석을 수행하였다.

도 48은 바이러스 감염이 MSC  구성요소 단백질로부터 EPRS의 방출을 유도하는 것을 확인한 것이다. PR8-GFP

(MOI = 1)로 감염시킨 RAW264.7 세포의 용해물을 이용하여 항-KRS 항체로 IP를 수행한 다음, 항-EPRS, 및 항-

AIMP3 항체로 면역블랏 분석을 수행하였다.

도 49는 내인성 EPRS (빨간색) 및 KRS (녹색)를 컨포컬 현미경으로 확인하여 공동-위치에서 검출되는지 여부를

확인한 것이다. 세포는 PR8 (MOI = 5)로 6 또는 12 시간 감염시키거나, IFN-γ (1000 units/ml)로 12 시간 동

안 처리하였다. 스케일바, 10 ㎛.

도 50은 EPRS 및 KRS의 공동-위치 인덱스를 나타낸 것이다.

도 51은 PR8 (MOI = 5)로 6 또는 12 시간 동안 감염시킨 HeLa 세포에서 내인성 EPRS (빨간색) 및 KRS (녹색)의

발현을 컨포컬 현미경으로 확인한 것이다. IFN-γ (1000 units/ml)를 12 시간 처리하여 비교하였다. 스케일바,
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10 ㎛ (확대 사진은 2 ㎛).

도 52는 PR8-GFP (MOI = 5)로 감염되거나 또는 감염되지 않은 (-) 293T 세포에서 Strep 침강 분석으로 정제한

Strep-EPRS를 Silver 염색한 것이다. EPRS 단백질은 *로 표시하였다. EV, Strep-태깅 공벡터. 

도  53은  비감염  (-,  상단  패널)  및  PR8-감염  (PR8,  하단  패널)  조건에서  수득한  2  가  이온  EPRS  펩티드

EYIPGQPPLSQSSDSpS*PTR (MH+ = 2125.93, z = 2+, 서열번호 65)의 MS/MS 스펙트럼을 나타낸 것이다. 상기 펩티

드는 S886 인산화 위치 (*로 표시)를 포함한다. 절편 이온은 질량 분석에 있어서 펩티드 절편화에 대한 명명법

에 따라 표시하였다.

도 54는 비감염 (-, 상단 패널) 및 감염 (PR8, 하단 패널) 조건 하에 트립신 분해를 수행하여, 비인산화 (좌측)

및 인산화 (우측) EPRS 유래 2 가 이온 EYIPGQPPLSQSSDSSPTR (MH+ = 2044.96, z = 2+, 서열번호 66) 펩티드에

대한 XIC (Extracted ion chromatogram)를 나타낸 것이다. *는 인산화된 잔기를 나타내고, N.D.는 검출되지 않

음을 나타낸다.

도 55는 비감염 (-, 상단 패널) 및 감염 (PR8, 하단 패널) 조건 하에 트립신 분해를 수행하여, 비인산화 EPRS

유래 2 가 이온 NQGGGLSSSGAGEGQGPK (MH+ = 1586.72, z = 2+, 서열번호 67) 펩티드 (좌측) 및 인산화 EPRS 유

래 2 가 이온 NQGGGLSS*SGAGEGQGPK (서열번호 68) 펩티드(우측)에 대한 XIC (Extracted ion chromatogram)를

나타낸 것이다. *는 인산화된 잔기를 나타내고, N.D.는 검출되지 않음을 나타낸다.

도 56은 3 가 이온 EPRS 펩티드, KDPSKNQGGGLSSSGAGEGQGPK [MH+ = 2142.02, z = 3+, 서열번호 69; 비감염 조건

(-, 좌측 패널)], 및 KDPpS*KNQGGGLSSSGAGEGQGPK [MH+ = 2222.99, z = 3+, 서열번호 70; PR8-감염 조건 (PR8,

우측패널)]에 대한 MS/MS 스펙트럼을 나타낸 것이다. 후자는 Ser990 인산화 위치를 포함한다 (* 표시).

도 57은 비감염 (-, 상단 패널) 및 감염 (PR8, 하단 패널) 조건 하에 트립신 분해를 수행하여, 비인산화 (좌측)

및 인산화 (우측) EPRS 유래 3 가 이온 KDPSKNQGGGLSSSGAGEGQGPK (MH+ = 2142.02, z = 3+, 서열번호 69) 펩티

드에 대한 XIC (Extracted ion chromatogram)를 나타낸 것이다. *는 인산화된 잔기를 나타내고, N.D.는 검출되

지 않음을 나타낸다.

도 58은 PR8-GFP에 감염되거나 IFN-γ를 처리한 U937 세포의 EPRS Ser990 인산화를 면역블랏 분석으로 확인한

것이다.

도 59는 PR8-GFP (MOI = 1)로 감염된 RAW264.7 세포에서 EPRS Ser990 인산화를 면역블랏 분석으로 확인한 것이

다.

도 60은 PR8-GFP (MOI = 5)로 감염된 293T 세포에서 EPRS Ser990 인산화를 면역블랏 분석으로 확인한 것이다.

도 61은 VSV-GFP (MOI = 0.001)로 감염된 293T 세포에서 EPRS Ser990 인산화를 면역블랏 분석으로 확인한 것이

다.

도 62는 Poly(I:C) 2 ㎍으로 형질전환시킨 세포에서 EPRS Ser990 인산화를 면역블랏 분석으로 확인한 것이다.

도 63은 PR8-GFP에 감염되거나 IFN-γ를 처리한 U937 세포에서 EPRS Ser886의 인산화를 면역블랏 분석으로 확인

한 것이다.

도 64는 PR8-GFP에 감염되거나 IFN-γ를 처리한 U937 세포에서 EPRS Ser999의 인산화를 면역블랏 분석으로 확인

한 것이다.

도 65는 PR8-GFP 또는 VSV-GFP에 감염된 U937 세포에서 IFN-γ 분비 수준을 확인한 것이다. 양성 대조군으로

IFN-γ (1000 units/ml)를 24 시간 처리한 세포를 사용하였다.

도 66은 PR8-GFP 또는 VSV-GFP에 감염된 RAW264.7 세포에서 IFN-γ 분비 수준을 확인한 것이다. 양성 대조군으

로 IFN-γ (1000 units/ml)를 24 시간 처리한 세포를 사용하였다.

도 67은 PR8-GFP 감염 RAW264.7 세포에서 Cp 발현을 면역블랏 분석으로 확인한 것이다.

도 68은 Ser990  인산화-모방 EPRS가 MSC로부터 방출되는 것을 확인한 결과이다.  293T  세포는 공벡터 (EV),

Strep-EPRS  WT,  또는 세 개의 인산화-모방 형태로 형질전환시키고, Strep  침강을 수행한 다음, 항-KRS,  항-

AIMP3, 및 항-MRS 항체로 면역블랏 분석을 수행하였다.

도 69는 EPRS-FLAG 플라스미드 (0, 50, 200, 또는 800 ng)와 함께 N-RIG-I, MDA5, poly(I:C) 또는 MAVS로 형질
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전환시킨 293T 세포에서 IFN-β 프로모터 활성을 확인한 것이다.

도 70은 EPRS-FLAG  플라스미드 (0,  50,  200,  또는 800  ng)와 함께 TRAF3,  TBK1,  또는 IRF7로 형질전환시킨

293T 세포에서 IFN-β 프로모터 활성을 확인한 것이다.

도 71은 293T 세포를 Strep-EPRS 플라스미드로 형질전환시킨 뒤 PR8-GFP (MOI = 5)로 6 시간 동안 감염시키고,

24  시간 후 세포로부터 분리한 Strep-EPRS  복합체를 Silver  염색한 것이다. *로 표시된 단백질은 PCBP2  (38

kDa)를 나타낸다. 서열은 질량분석으로 규명된 펩티드를 나타낸다.

도 72는 PR8-감염 RAW264.7 세포를 항-EPRS 항체로 면역침강한 뒤 항-PCBP2 항체로 면역블랏 분석을 수행하여

EPRS 및 PBP2의 상호작용을 확인한 것이다.

도 73은 PR8-감염 U937 세포를 항-EPRS 항체로 면역침강한 뒤 항-PCBP2 항체로 면역블랏 분석을 수행하여 EPRS

및 PBP2의 상호작용을 확인한 것이다.

도 74는 PR8 바이러스 (MOI = 5)에 감염된 HeLa 세포에서 내인성 EPRS (빨간색) 및 PCBP2 (녹색) 발현을 컨포

컬 분석으로 확인한 것이다. 스케일바, 10 ㎛. 

도 75는 본 발명에서 사용된 EPRS 및 그 단편의 모식도를 나타낸 것이다. PCBP2에 EPRS가 결합하는지 여부 (+

또는 -)를 표시하였다. GST, GST-유사 도메인; L, 링커; CD, 촉매 도메인; tRNA, tRNA-결합 도메인; W, WHEP

도메인.

도 76은 EPRS  및 그 단편이 PCBP2와 상호작용하는지 확인한 것이다. 293T  세포를 공벡터 (EV),  PCBP2  또는

EPRS 플라스미드로 형질전환시켰다.

도 77은 루시퍼라제 리포터 분석으로 IFN-β 프로모터 활성을 확인한 것이다. 293T 세포를 EV 또는 표시된 EPRS

플라스미드와 함께 N-RIG-I, IFN-β 프로모터, 및 TK-Renilla를 포함하는 발현 플라스미드로 형질전환시켰다. 

도 78은 EPRS  및 그 단편이 PCBP2와 상호작용하는지 확인한 것이다. 293T  세포를 공벡터 (EV),  PCBP2  또는

EPRS 플라스미드로 형질전환시켰다.

도 79는 루시퍼라제 리포터 분석으로 IFN-β 프로모터 활성을 확인한 것이다. 293T 세포를 EV 또는 표시된 EPRS

플라스미드와 함께 N-RIG-I, IFN-β 프로모터, 및 TK-Renilla를 포함하는 발현 플라스미드로 형질전환시켰다. 

도 80은 EPRS  및 그 단편이 PCBP2와 상호작용하는지 확인한 것이다. 293T  세포를 공벡터 (EV),  PCBP2  또는

EPRS 플라스미드로 형질전환시켰다.

도 81은 루시퍼라제 리포터 분석으로 IFN-β 프로모터 활성을 확인한 것이다. 293T 세포를 EV 또는 표시된 EPRS

플라스미드와 함께 N-RIG-I, IFN-β 프로모터, 및 TK-Renilla를 포함하는 발현 플라스미드로 형질전환시켰다. 

도 82는 PCBP2 컨스트럭트를 모식적으로 나타낸 것이다. PCBP2가 EPRS에 결합하는지 여부를 표시하였다.

도 83은 PCBP2 KH1이 EPRS와의 상호작용에 핵심적이라는 것을 확인한 것이다. Strep 침강으로 Strep-EPRS 및 다

양한  형태의  GST-PCBP2를  발현하는  293T  세포의  용해물을  침강시키고,  항-GST  항체로  면역블랏을  수행하여

PCBP2와의 상호작용을 확인하였다.

도 84는 EPRS (aa 1-732, aa 1-196 및 aa 1-168) 및 PCBP2 KH1 (aa 11-82) 도메인 간의 직접 결합 여부를 인비

트로 침강 분석으로 확인한 것이다. 검은색 화살표는 정제 과정 중 EPRS로부터 유래된 단백질 절편을 나타낸다.

표시된 밴드의 N-말단 서열은 EPRS의 MRFDD (aa 234-238) 및 MVTFI (aa 565-569) 서열인 것으로 확인되었다.

빨간색 화살표 머리는 PCBP2 KH1 도메인을 나타낸다.

도 85는 EPRS 및 PCBP2 사이의 상호작용을 확인한 것이다. 정제된 His-태깅 EPRS (aa 1-196)을 GST-융합 PCBP2

KH1 (aa 11-82)와 혼합하였다. His-태그 침강 후, 단백질을 이용해 SDS-PAGE를 수행한 뒤 Coomassie Brilliant

Blue로 염색하였다. FT는 flow-through 분획을 의미한다.

도 86은 EPRS 및 PCBP2 사이의 상호작용을 확인한 것이다. 정제된 His-태깅 EPRS (aa 1-186)을 GST-융합 PCBP2

KH1 (aa 11-82)와 혼합하였다. Hig-태그 침강 후, 단백질을 이용해 SDS-PAGE를 수행한 뒤 Coomassie Brilliant

Blue로 염색하였다. FT는 flow-through 분획을 의미한다.

도 87은 PCBP2 KH1 도메인과 MAVS의 상호작용을 확인한 것이다. MAVS 및 다양한 PCBP2 플라스미드로 혈질전환시

킨 293T 세포의 용해물을 항-FLAG 항체로 공동-IP하고 항-GST 항체로 면역블랏 분석을 수행하여 PCBP2와의 상호
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작용을 확인하였다.

도 88은 PCBP2 KH1 도메인과 MAVS의 상호작용을 확인한 인비트로 침강 분석을 나타낸 것이다. 화살표 머리는

MAVS 단백질을 나타낸다.

도  89는  MAVS와  PCBP2  사이의 상호작용을 나타낸 것이다.  정제된 GST-융합  MAVS  (aa  460-540)을  His-태깅

PCBP2 KH1 (aa 11-82)와 혼합하였다. 단백질 혼합물을 Ni-NTA 아가로스 비드에 로딩하고 이미다졸 용출 완충액

으로 용출시켰다. FT는 flow-through 분획을 의미한다.

도  90은  MAVS와  PCBP2  사이의 상호작용을 나타낸 것이다.  정제된 GST-융합  MAVS  (aa  460-540)을  His-태깅

PCBP2 링커 (aa 168-279)와 혼합하였다. 단백질 혼합물을 Ni-NTA 아가로스 비드에 로딩하고 이미다졸 용출 완충

액으로 용출시켰다. FT는 flow-through 분획을 의미한다.

도 91은 항-FLAG 또는 항-Strep 항체로 각각 MAVS (첫 번째 패널) 또는 EPRS (두 번째 패널)와 PCBP2와의 상호

작용을 GST 침강 및 면역블랏 분석을 통해 확인한 것이다. 293T 세포는 MAVS 및 PCBP2로 형질전환시키고, EPRS

의 양을 다양하게 처리하였다. 

도 92는 PCBP2와 ITCH (첫 번째 패널) 또는 EPRS (두 번째 패널) 사이의 상호작용을 평가하기 위해 GST 침강 분

석을 수행한 것이다.

도  93은  PCBP2와  EPRS  또는  MAVS  사이의  내인성  상호작용을  확인한  것이다.  항-PCBP2  항체로  PR8-감염

RAW264.7 세포의 용해물로부터 내인성 PCBP2를 면역침강시키고, 항-EPRS (첫 번째 패널) 또는 항-MAVS (두 번째

패널) 항체로 면역블랏을 수행하였다. 

도 94는 EPRS, PCBP2, ITCH, 및 Ub를 다양한 조합으로 발현하는 293T 세포를 MG-132로 처리한 후, 그 용해물로

부터 면역침강시킨 외인성 MAVS를 항-K48 Ub 항체로 면역블랏 분석을 수행한 것이다.

도 95는 EPRS, PCBP2, ITCH, 및 Ub를 다양한 조합으로 발현하는 293T 세포를 MG-132로 처리한 후, 그 용해물로

부터 면역침강시킨 내인성 MAVS를 항-K48 Ub 항체로 면역블랏 분석을 수행한 것이다.

도 96은 PCBP2로 형질전환시킨 293T 세포에 다양한 농도의 EPRS를 처리한 뒤, 외인성 MAVS의 발현을 확인한 것

이다. 그래프는 액틴에 대해 표준화 한 MAVS 밴드 강도를 나타낸다.

도 97은 PCBP2로 형질전환시킨 293T 세포에 다양한 농도의 EPRS를 처리한 뒤, 내인성 MAVS의 발현을 확인한 것

이다. 그래프는 액틴에 대해 표준화 한 MAVS 밴드 강도를 나타낸다.

도 98은 항-Ub 항체로 면역블랏을 수행하여 MAVS 유비퀴틴화를 확인한 인비트로 분석을 나타낸 것이다. 정제된

MAVS 단백질을 유비퀴틴, E1, E2 및 정제된 EPRS, PCBP2, 및 ITCH 단백질의 조합과 함께 인큐베이션하였다.

도 99는 세포 투과성 Tat와 융합한 EPRS L1 (aa 168-196) 도메인이 MAVS 유비퀴틴화를 억제하는 것을 확인한 것

이다. 293T 세포를 PCBP2, ITCH, 또는 Ub 플라스미드로 293T 세포를 형질전환시키고 다양한 농도의 Tat-Epep

(20, 50, 및 100 μM)를 처리한 다음, 항-MAVS 항체를 이용하여 내인성 MAVS를 침강시켰다. 침강물은 항-K48 Ub

로 면역블랏하였다. EPRS 아미노산 168-196 및 Tat을 융합하여 합성한 펩티드 (Tat-Epep) 서열을 표시하였다.

도 100은 PCBP2로 형질전환시킨 293T 세포에 다양한 농도의 Tat-Epep (20, 50, 및 100 μM)를 처리하고 내인성

MAVS의 수준을 확인한 것이다. 그래프는 액틴에 대해 표준화시킨 MAVS 단백질 밴드의 강도를 나타낸다.

도 101은 VSV-감염 RAW264.7 세포에서 Tat-Epep가 IFN-β 및 IL-6 분비를 농도 의존적 방식으로 촉진시키는 것

을 확인한 것이다. Con, 음성 대조군으로 PBS를 처리한 VSV-감염 RAW264.7 세포.

도 102는 VSV-GFP-감염 RAW264.7 세포를 100 μM Tat 또는 Tat-Epe로 처리한 대표적인 형광 사진을 나타낸 것

이다.

도 103은 VSV 감염 RAW264.7 세포에서 Tat-Epep가 VSV 역가를 용량 의존적으로 감소시키는 것을 확인한 것이다.

Con, 음성 대조군으로 PBS를 처리한 VSV-감염 RAW264.7 세포.

도 104는 HSV-GFP (MOI = 1)로 12 시간 동안 감염된 RAW264.7 세포에서 Tat-Epep가 바이러스 복제에 유의적인

효과가 없음을 확인한 것이다. Con은 음성 대조군으로 PBS를 처리한 HSV-GFP-감염 RAW264.7 세포이다.

도 105는 HSV-GFP (MOI = 1)로 12 시간 동안 감염된 RAW264.7 세포에서 Tat-Epep가 IFN-β 분비에 유의적인 효

과가 없음을 확인한 것이다. Con은 음성 대조군으로 PBS를 처리한 HSV-GFP-감염 RAW264.7 세포이다.
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도 106은 HSV-GFP (MOI = 1)로 12 시간 동안 감염된 RAW264.7 세포에서 Tat-Epep가 IL-6 분비에 유의적인 효과

가 없음을 확인한 것이다. Con은 음성 대조군으로 PBS를 처리한 HSV-GFP-감염 RAW264.7 세포이다.

도 107은 다양한 농도의 Tat-Epep를 12 시간 동안 처리한 후 MTS 분석으로 RAW264.7 세포의 생존성을 측정한 것

이다. Con은 양성 대조군으로, 용해성 계면활성제 (digitonin, 30 ㎍/ml)를 293T 세포에 처리한 것이다.

도 108은 Tat-Epep를 12 또는 24 시간 동안 처리한 후 293T 세포의 생존성을 확인한 것이다. Con은 양성 대조군

으로, 용해성 계면활성제 (digitonin, 30 ㎍/ml)를 293T 세포에 처리한 것이다.

도 109는 VSV-인디아나 (2 x 10
8
 pfu/mouse)를 정맥투여하고 4 일째부터 Tat-tag (1.05 μM/kg) 또는 Tat-Epep

(0.53 μM/kg 또는 1.05 μM/kg)를 3 일 동안 매일 복강주사한 마우스 뇌 조직 (n = 7)에서 바이러스 양을 플라

크 분석으로 확인한 결과이다.

도 110은 New Tat-Epep의 VSV 바이러스 양 감소 효과를 확인한 것이다.

도 111은 VSV-GFP-감염 RAW264.7 세포에 Tat-Epep을 처리시 바이러스 증식이 감소됨을 보이고, New Tat-Epep은

바이러스 증식 억제 능력이 더 강하다는 것을 형광 사진으로 나타낸 것이다. 

도 112는 Tat-Epep 또는 New Tat-Epep 처리에 따른 IFN-β 분비를 확인한 것이다.

도 113은 Tat-Epep 또는 New Tat-Epep 처리에 따른 IL-6 분비를 확인한 것이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0108]

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

실시예 1: 세포 배양 및 형질전환 [0110]

HEK293T, HeLa, MDCK, Vero 및 RAW264.7 세포는 10 % FBS (Fetal bovine serum, Gibco-BRL) 및 1 % 페니실린-[0112]

스트렙토마이신 (Gibco-BRL)을 함유하는 DMEM 배지에서 배양하였고, U937 세포는 10 % FBS 및 1 % 페니실린-스

트렙토마이신을 함유하는 RPMI 1640 배지 (Gibco-BRL)에서 배양하였다. 상기 세포는 모두 ATCC (American Type

Culture Collection)로부터 분양 받았다. 

BMDM  (Bone  marrow  derived  macrophage)은  5  내지  6  주령의  마우스로부터  분리하였고,  적혈구는  ACK[0113]

(ammonium-chloride-potassium) 용해 버퍼 (Gibco-BRL)로 용해시켰다. 그 다음 수득한 BMDM은 10 % FBS, 10 %

L929 세포-CM (conditioned medium) 및 GM-CSF (R&D Systems)을 함유하는 DMEM에서 배양하였다. 배지는 이틀

마다 새로운 완전 배지로 교체하였고, 배양 7 일째의 세포를 실험에 사용하였다. 

안정적인  EPRS  넉다운  RAW264.7  세포주는  shRNA  (kindly  provided  by  Dr.  Jae  U.  Jung,  University  of[0114]

Southern California)를 처리하고 최소 2 주 동안 2 ㎍/ml의 퓨로마이신으로 선별하여 제작하였다. 

pIRES 또는 pIRES-EPRS-FLAG을 안정적으로 발현하는 RAW264.7 세포주는 대응하는 DNA 컨스트럭트로 형질전환시[0115]

켜 제작하였고, 1 μg/ml의 퓨로마이신을 함유하는 DMEM에서 배양하였다. 

HEK293T 세포는 X-tremeGENE HP DNA 형질전환 시약 (Roche)을 사용하여 DNA 플라스미드 컨스트럭트로 형질전환[0116]

시켰다. U937, RAW264.7 및 BMDM 세포는 nucleotransfector (Lonza, Cologne AG, Germany)로 형질전환시키고,

바로 Opti-MEM 배지 (Gibco-BRL)로 6 시간 배양한 뒤, 24 시간 동안 10 % FBS를 함유하는 완전 배지에서 배양

하였다. 

실시예 2: 마우스 및 바이러스 감염[0118]

C57BL/6 EPRS
tm1b

 헤테로접합 넉아웃 마우스는 Toronto Center for Phenogenomics (Ontario, Canada)로부터 분[0120]

양 받았고, 물과 사료를 자유롭게 제공하고 22 ± 2 ℃에서 12 시간 명/암 사이클의 특이 병원균이 없는 시설에
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서 사육하였다. 마우스 새끼는 다음의 프라이머를 사용하여 PCR로 유전형을 확인하였다.

A: 5'-TACTGTGCTGAATGAAAAGTGCC-3' (서열번호 1) 및 B: 5'-GGTAGAAGTGCTAAGTAGGATGAGG-3' (서열번호 2) (218[0122]

bp  WT  밴드에  특이적);  및  C:  5'-CCATTACCAGTTGGTCTGGTGTC-3'  (서열번호  3)  및  D:  5'-

TGCCTGTGACCACCAATAAGAAAGCC-3' (서열번호 4) (462 bp 변이 밴드에 특이적)

모든 마우스는 CO2로 질식시켜 희생시켰다. 모든 동물 실험은 한국생명공학연구원의 실험동물 운영 위원회에서[0124]

인가되었고, 실험동물의 관리와 사용에 관한 지침 (미국국립보건원에서 발간)에 따라 수행하되었다. 

바이러스 감염 실험을 위해, 6 내지 7 주령 마우스의 꼬리에 VSV-Indiana (2 x 10
8
 pfu/마우스) 또는 VSV-GFP(2[0125]

x 10
8
 pfu/마우스)를 정맥 주사하여 감염시켰다.

실시예 3: 시약 및 항체[0127]

면역블로팅 및 면역형광 실험에 다음의 1차 항체를 사용하였다: 항-EPRS (ab31531), 항-MRS (ab50793), 항-KRS[0129]

(ab186196),  항-PCBP2  (ab110200),  항-Ceruloplasmin  (ab135649),  및  항-VSV-G  (ab1874)  (Abcam);  항-MAVS

(human-specific; 3993, rodent-specific; 4983), 항-L13a (2765), 항-IRF3 (4302), 항-phospho-IRF3 (4947),

항-STAT1  (9172),  항-phospho-STAT1  (7649),  및  항-Actin-HRP  (12620)  (Cell  Signaling  Technology);  항-

NSAP1 (AV40641), 항-GAPDH (G9545), 및 항-FLAG (F3165) (Sigma); 항-Ub (sc-8017), 항-GFP (sc-9996), 및

항-GST (sc-459)  (Santa  Cruz  Biotechnology); 항-AIMP3 (NMS-01-0002, Neomics, Seoul, Korea); 항-V5-HRP

(46-0708, Invitrogen); 항-K48-linked polyubiquitin chains (05-1307, Millipore); 항-Strep-HRP (2-1509-

001, IBA, Germany). 

Ser990에 대한 affinity-purified 래빗 폴리클로날 인산-특이적 항체는 
983
DGQRKDP(p)SKNQGGG

996
 펩타이드 (서열[0130]

번호 5) (AbClon, Seoul, Korea)를 사용하여 생산하였다. 인산-특이적 Ser886 및 Ser999 항체는 Dr. Paul L.

Fox (Lerner Research Institute, Cleveland Clinic, CLV, USA)로부터 제공받았다. 염소 항-마우스 (7076) 또

는  항-래빗  (7074)  IgG-HRP  (Cell  Signaling  Technology)를  면역블로팅에서  2  차  항체로  사용하였다.

Alexa488-결합 항 마우스 IgG (A11059, Invitrogen) 및 Alexa594-결합 항 래빗 IgG (A11037, Invitrogen)는 면

역형광 실험에 2  차 항체로 사용하였다.  기타 시약 및 재료들로 MG-132  (Sigma),  퓨로마이신 (Gibco-BRL),

poly(I:C)  (InvivoGen),  IFN-γ  (R&D  Systems),  디지토닌  (digitonin,  Sigma),  protein  A/G  PLUS-agarose

(sc-2003, Santa Cruz Biotechnology), Glutathione Sepharose 4 Fast Flow (17-5132-01, GE Healthcare), 항

-FLAG M2 affinity gel (A2220, Sigma), Strep-Tactin Sepharose (2-1201-002, IBA), Ni-NTA agarose (30230,

Qiagen), GFP-trap (gta-20, ChromoTek, Germany), 및 Superdex 200 10/300 GL column (GE Healthcare)을 사

용하였다.

실시예 4: 플라스미드 제작[0132]

EPRS  컨스트럭트는 FLAG,  Strep,  His  또는 GFP  태그를 붙여 제작하였다. 구체적으로, 각 도메인을 보유하는[0134]

EPRS 단편을 PCR로 증폭시킨 뒤 GFP, Strep, His 혹은 FLAG 태그를 포함하는 벡터로 서브클로닝하였다. EPRS의

phosphomimetic  변이체  (S886D,  S990D,  S999D,  S886D/S990D  및  S886D/S999D)는  QuikChange  site-directed

mutagenesis kit (Stratagene, Amsterdam, Netherlands)를 사용하여 PCR을 통해 제작하였다. 위치 특이적 돌연

변이를 위한 PCR 프라이머는 하기 표 1에 나타내었다. 
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표 1

qPCR 프라이머[0136]

유전자 정방향 역방향

hEPRS CTTCTCAAGGGGAAG (서열번호 6) CTGCTTTTCAGATTT (서열번호 7)

mEPRS AAGCGGAAAAGGCTCCTAAG (서열번호 8) CCCAGTCTTTTCTTTATACTCAGCTT (서열번호 9)

IFN-α CTTGAAGGACAGACATGACTTTGGA (서열번호 10) GGATGGTTTCAGCCTTTTGGA (서열번호 11)

IFN-β TCCAAGAAAGGACGAACATTCG (서열번호 12) TGCGGACATCTCCCAACGTCA (서열번호 13)

ADAR1 CCAAAGACACTTCCTCTC (서열번호 14) CAGTGTGGTGGTTGTACT (서열번호 15)

MX1 ACAAGCACAGGAAACCGTATCAG (서열번호 16) AGGCAGTTTGGACCATCTTAGTG (서열번호 17)

OAS1 GAGGCGGTTGGCTGAAGAGG (서열번호 18) GAGGAAGGCTGGCTGTGATTGG (서열번호 19)

OAS1β TTGATGTGCTGCCAGCCTAT (서열번호 20) TGAGGCGCTTCAGCTTGGTT (서열번호 21)

PKR GCCAGATGCACGGAGTAGCC (서열번호 22) GAAAACTTGGCCAAATCCACC (서열번호 23)

PML CCTGCGCTGACTGACATCTACT (서열번호 24) TGCAACACAGAGGCTGGC (서열번호 25)

P56 CCCACGCTATACCATCTACC (서열번호 26) CTGAGGCTGCTGCTATCC (서열번호 27)

ISG15 CAATGGCCTGGGACCTAAA (서열번호 28) CTTCTTCAGTTCTGACACCGTCAT (서열번호 29)

ISG20 AGAGATCACGGACTACAGAA (서열번호 30) TCTGTGGACGTGTCATAGAT (서열번호 31)

ISG56 AGAGAACAGCTACCACCTTT (서열번호 32) TGGACCTGCTCTGAGATTCT (서열번호 33)

GAPDH TGACCACAGTCCATGCCAT (서열번호 34) GACGGACACATTGGGGGTAG (서열번호 35)

VSV-G CAAGTCAAAATGCCCAAGAGTCACA (서열번호 36) TTTCCTTGCATTGTTCTACAGATGG (서열번호 37)

위치-특이적 돌연변이 PCR 프라이머

EPRS S886D CCCCCATTATCTCAAAGTTCGGATTCAGACCCAACCAGAAA
TT (서열번호 38)

AATTTCTGGTTGGGTCTGAATCCGAACTTTGAGATAATG
GGGG (서열번호 39)

EPRS S990D CACACAAAGGAAAGACCCTGATAAAAACCAAGGAGGTGGG
(서열번호 40)

CCCACCTCCTTGGTTTTTATCAGGGTCTTTCCTTTGTGT
G (서열번호 41)

EPRS S999D TCTAAAAACCAAGGAGGTGGGCTCTCAGATAGTGGAGCAGG
AGA (서열번호 42)

TCTCCTGCTCCACTATCTGAGAGCCCACCTCCTTGGTTT
TTAGA (서열번호 43)

EPRS S990A GCCAAAGGAAAGACCCTGCTAAAAACCAAGGAGGT (서열
번호 44)

ACCTCCTTGGTTTTTAGCAGGGTCTTTCCTTTGGC (서
열번호 45)

EPRS R201L GAGATGGGAAAGGTTACCGTCTTATTTCCTCCAGAGGCCAG
TGG (서열번호 46)

CCACTGGCCTCTGGAGGAAATAAGACGGTAACCTTTCCC
ATCTC (서열번호 47)

EPRS R395L GAAGGTGTTACACATGCCCTGTTAACAGAATACCATGACAG
(서열번호 48)

CTGTCATGGTATTCTGTTGTTAACAGGGCATGTGTAACA
CCTTC (서열번호 49)

EPRS S434A/K435L CTCAACAACACAGTGCTAGCGCTGAGAAAACTCACATGGTT
TG (서열번호 50)

CAAACCATGTGAGTTTTCTCAGCGCTAGCACTGTGTTGT
TGAG (서열번호 51)

EPRS R1152L GTGGTGCAATGTGGTGCTTTGGGAATTCAAGCATC (서열
번호 52)

GATGCTTGAATTCCCAAAGCACCACATTGCACCAC (서
열번호 53)

siRNA 서열

hEPRS CUAAUUCCUCAGCAAGUAU (서열번호 54)

mEPRS CAAAGUCAUCAUCAAACAC (서열번호 55)

mMAVS 1 UUGCUGAGGACAAGACCUAUA (서열번호 56)

mMAVS 2 CAGAGGAGAAUGAGUAUUC (서열번호 57)

sgRNA 서열

sgEPRS 1 GAATTCTATACTTCGCTACTTGG (서열번호 58)

sgEPRS 2 GCTAGAGTTGCAACTACAGCTGG (서열번호 59)

FLAG, Strep, His 또는 GST가 태깅된 전장 및 단편 PCBP2도 제작하였다. MAVS는 FLAG, GST 혹은 Strep-태그를[0138]

포함하는 벡터에 클로닝하였다. 루시퍼라제 리포터 분석에 사용된 이 벡터는 Dr. Jae U. Jung (University of

Southern California)로부터 제공받았다.

실시예 5: RNA-Seq 분석[0140]

초대 NHBE (normal human bronchial epithelial) 세포는 ScienCell Research Laboratories에서 구입하였고, 기[0142]

존에 알려진 방법으로 분화시켰다. 단층의 NHBE 세포를 A/PR/8/34 인플루엔자 바이러스 (MOI = 1)로 8 시간 혹
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은 24 시간 동안 감염시켰다. 총 RNA는 RNeasy RNA 추출 미니키트 (Qiagen)를 사용하여 감염된 세포로부터 분리

하였고, 분리된 RNA의 질 (quality)은 아가로스 겔 전기영동으로 확인하였다. 

시퀀싱 라이브러리는 TruSeq RNA sample preparation kit v2 (Illumina)를 사용하여 제조하였다. 구체적으로,[0143]

poly-T  oligo-attached  자석 비드를 사용하여 총 RNA로 분리한 mRNA를 절편화하고 cDNA로 전환시켰다. 상기

cDNA에 어댑터를 연결하고, 이를 PCR로 증폭하였다. Paired-end 시퀀싱 (101 x 2)은 Hiseq-2000 (Illumina)을

사용하여 실시하였다. 각 조건에서 반복하여 서열을 분석하였다. 인간의 표준 유전체 서열 데이터는 University

of California Santa Cruz Genome Browser Gateway (assembly ID: hg19)로부터 얻었다. 표준 유전체 인덱스는

SAMtools (v. 0.1.19) 및 Bowtie2-build component of Bowtie2 (v. 2.1.0)를 사용하여 수립했다. Tophat2 (v.

2.0)를 사용하여 표준 유전체를 맵핑하여 판독하였다. 46,895 개의 RefSeq (UCSC hg19) 유전자 모델의 각 유전

자에 대한 rpkm (reads per kilobase per million mapped reads) 수는 Cufflinks (v. 2.2.1)를 사용하여 계산

하였고, 히트 맵 (heat  map)은 Mev  (v.  4.9.0)를 사용하여 구축하였다. 통계 분석 및 그래프 구축은 R (v.

3.1.0)과 PYTHON (v. 2.7.6)을 사용하여 수행하였다. 본 발명에서 기술한 RNA-seq 데이터는 NCBI의 GEO (Gene

Expression Omnibus)에 accession code GSE75699로 등록되었다.

실시예 6: 루시퍼라제 분석[0145]

루시퍼라제 리포터 플라스미드, 레닐라 (renilla) 루시퍼라제 내부 대조군 벡터 (phRL-TK; Promega) 및 각 플라[0147]

스미드를 함유하는 혼합물로 HEK293T 세포를 형질전환시켰다. 루미노미터 (luminometer, Promega)와 이중-루시

퍼라제 리포터 분석 시스템 (Promega)을 사용하여 형질전환 24 시간 후에 리포터 유전자 분석을 실시하였다. 데

이터는 레닐라 루시퍼라제 활성에 대한 상대적인 파이어플라이 루시퍼라제 활성을 표준화하여 나타냈다. 리포터

및 레닐라 플라스미드만 발현하는 세포의 프로모터 활성을 대조군 (Con)으로서 측정하였다.

실시예 7: RNA 간섭 (interference)[0149]

TransIT-TKO transfection reagent (Mirus)를 사용하여 제조사 프로토콜에 따라 duplex siRNA로 세포를 형질전[0151]

환시켰다. EPRS-특이적 siRNA 서열은 상기 표 1에 나타내었다. 비표적 siRNA를 대조군으로 사용하였고, 세포는

바이러스에 노출시키기 전 36 시간 내지 48 시간 동안 siRNA 혹은 대조군을 첨가한 조건에서 배양하였다.

실시예 8: 바이러스 복제 분석[0153]

1 % FBS를 함유하는 배지에서 세포를 2 시간 동안 바이러스로 감염시켰다. 그 다음 완전 배지로 배지를 교체하[0155]

여 초과되는 바이러스를 제거하였다. 바이러스 역가는 표준 플라크 분석 (standard plaque assay)을 사용하여

MDCK 세포 (PR8-GFP) 혹은 Vero 세포 (VSV-GFP, HSV-GFP)에서 확인하였다. 마우스 조직에 존재하는 바이러스를

적정  할  때  동결-해동  조직  추출물의  균질물을  사용하여  플라크  카운팅을  수행하였다.  GloMax®  Multi-

Microplate Multimode Reader (Promega)의 형광 모듈을 사용하여 GFP가 태깅된 바이러스의 복제를 측정하였다.

Nikon eclipse Ti microscope fitted with a 20 x 1.4 NA Plan-Apochromat objective lens를 사용하여 사진을

찍었다.

실시예 9: ELISA[0157]

ELISA로 감염된 세포 배양 상층액 혹은 마우스 혈청으로부터 사이토카인 수준을 측정하였다. 다음의 ELISA 키트[0159]

를  제조사의  지침에  따라  사용하였다:  마우스  또는  인간  IL-6  (BD  Biosciences),  IFN-α  및  IFN-β  (PBL

interferon source), 및 IFN-γ (KOMA, Korea).
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실시예 10: 정량적 리얼타임 (real-time) PCR[0161]

총 RNA는  RNeasy  RNA  extraction  Mini-Kit  (Qiagen)를 사용하여 세포 및 마우스 조직으로부터 추출하였다.[0163]

cDNA는  Enzynomix  kit  (Enzynomix)를  사용하여  합성하였고,  정량적  PCR은  유전자-특이적  프라이머  세트

(Bioneer, Daejeon, Korea) 및 SYBR Green PCR Master Mix (Roche)를 사용하여 수행하였다. 리얼타임 PCR은 제

조사 지시에 따라 Rotor-Gene Q instrument (Qiagen)를 사용하여 실시하였다. 데이터는 gapdh 발현에 대해 표

준화하고, 상대적 발현은 delta-delta CT 방법으로 계산하였다. 사용된 프라이머 서열은 상기 표 1에 정리하였

다.

실시예 11: 면역블로팅 분석 및 면역침강 분석 [0165]

면역블로팅 분석을 위해, 세포를 protease inhibitor cocktail 및 phosphatase inhibitor cocktail (Roche)을[0167]

함유하는 RIPA 버퍼 (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 % NP-40, 및 1 mM EDTA)에 용해시켰다. 총 세포

용해물 (50 - 100 μg)을 이용하여 SDS-PAGE를 수행한 다음, 각각의 항체로 면역블로팅을 실시하였다. 

인산화된 단백질을 검출하기 위해, 4 ℃에서 protease inhibitor cocktail를 포함하는 Phosphosafe 추출 버퍼[0168]

(Millipore)로 세포 용해물을 제조하였다. 

면역침강반응을 위해, 세포 용해물을 protein A 비드와 함께 4 ℃에서 1 시간 동안 인큐베이션하여 전세척하였[0169]

다. 상기 전세척된 세포 용해물을 각각의 항체와 함께 4 ℃에서 밤새 인큐베이션한 뒤, 30 ㎕의 protein A/G

PLUS-아가로스 비드와 함께 4 ℃에서 3 내지 4 시간 동안 인큐베이션하였다. 그 다음 면역침강물을 회수하고,

면역블로팅 분석 전에 용해 버퍼로 5 회 세척하였다.

실시예 12: 단백질 정제 및 크기-배제 크로마토그래피 [0171]

His (hexahistidine)-tagged EPRS (aa 1-732, aa 1-196, 및 aa 1-168), His-tagged PCBP2 (aa 11-82 및 aa[0173]

168-279), GST-fused PCBP2 (aa 11-82), 또는 GST-fused MAVS (aa 460-540) 단백질을 발현하는 플라스미드를

대장균 BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL 세포에 형질전환시키고, 18 ℃에서 18 시간 동안 0.5 mM의 IPTG 처리하여

발현을 유도하였다. 그 다음, 상기 세포를 버퍼 A (50 mM Tris-HCl, pH 7.5 및 150 mM NaCl)에 현탁시키고, 얼

음 위에서 소니케이션 (sonication)으로 용해시켰다. 그 다음, 세포 용해물을 4 ℃에서 1 시간 동안 25,000 g로

원심분리하였다.  Hig-태그  EPRS  도메인  또는  PCBP2  도메인이  포함된  상층액을  Ni-NTA  아가로스  컬럼에

로딩하고, 버퍼 A로 세척한 다음, 250 mM의 이미다졸로 용출시켰다. GST가 융합된 PCBP2 또는 MAVS 도메인을 포

함하는 상층액은 Glutathione Sepharose 4B 컬럼에 로딩하고, 버퍼 A로 세척한 다음, 10 mM의 환원된 글루타티

온으로 용출시켰다. 그 다음, 정제된 단백질을 버퍼 A에 대해 투석하고, 사용 전까지 -80 ℃에 보관하였다. 4

℃에서 Superdex  200  10/300  GL  컬럼을 사용하여 크기-배제 크로마토그래피를 수행하여 정제된 EPRS  (aa  1-

732)를 조사하였다. 분자량 기준으로 알코올 탈수소효소 (150 kDa) 및 알부민 (66 kDa)을 사용하였다. 용출된

모든 단백질은 SDS-PAGE로 분석한 다음, Coomassie Brilliant Blue로 염색하였다.

실시예 13: 시험관 내 풀-다운 (pull-down) 분석[0175]

정제된 Hig-태그 EPRS 도메인 (10 μM) 및 GST-융합 PCBP2 도메인 (20 μM)을 결합 버퍼 (50 mM Tris-HCl, pH[0177]

7.5, and 300 mM NaCl)에서 혼합시켰다. 나아가, 정제된 GST-융합 MAVS (10 μM)는 Hig-태그 PCBP2 도메인 (5

μM)과 결합 버퍼에서 혼합시켰다. 그 다음 상기 단백질 혼합물을 4 ℃에서 1 시간 동안 50 ㎕의 Ni-NTA 아가로

스 비드와 함께 인큐베이션하였다. 세척 버퍼 (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 300 mM NaCl, 및 10 mM 이미다졸)로
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세척한 후, 결합된 단백질들을 용출 버퍼 (50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 300 mM NaCl, 및 250 mM 이미다졸)로 용출

시켰다. 표본은 4 - 12 % SDS-PAGE 겔에 로딩하였고, 단백질 밴드는 쿠마시 블루 (Coomassie Blue) 염색으로

확인하였다.

실시예 14: 조직 분석[0179]

뇌 시료는 4 % 파라포름알데히드로 고정하고, 파라핀으로 봉입하여 4 ㎛ 두께의 절편으로 절단하였다. 절편들은[0181]

자일렌으로 탈파라핀화시킨 뒤, H&E로 염색하였다. 

VSV를 검출하기 위해, 뇌 절편들을 자일렌으로 탈파라핀화시키고 시트레이트 버퍼 (pH 6.5)에서 마이크로파를[0182]

가하여  항원을  회수하였다.  VSV-G  항체  (래빗,  1:200)로  염색한  이후,  절편을  Alexa488-결합  항-래빗  IgG

(1:250)와 인큐베이션한 뒤 DAPI 염색을 수행하였다. 

형광 이미지는 Nikon laser scanning confocal microscope (C2plus, Tokyo, Japan)로 캡쳐하고 NIS-Elements[0183]

software (Nikon)을 사용하여 작업하였다.

실시예 15: 컨포컬 현미경[0185]

HeLa 세포는 8-웰 플레이트 (Labtek)에 접종하였다. 바이러스를 감염시킨 후, 감염된 세포를 상온에서 20 분간[0187]

4 % 파라포름알데히드로 고정시켰다. MSC 복합체의 선명한 이미지를 얻기 위해 얼음 위에서 10 분간 25 μg/ml

디지토닌과 함께 세포를 인큐베이션하였다. -20 ℃에서 20 분간 100 % MeOH로 투과 처리한 후, 실온에서 1 시간

동안 2 % BSA를 함유한 PBS에서 세포를 블락킹시켰다. 그 다음, 세포를 PBS-T (0.05 % Tween-20 함유 PBS)로 3

번 세척하고, 4 ℃에서 적합한 1 차 항체와 함께 밤새 인큐베이션하였다. 그 다음, 3 번 더 세척하고, 적합한 2

차 항체와 실온에서 1 시간 동안 인큐베이션하였다. 그 다음, 세포를 실온에서 10 분간 DAPI로 염색하고, PBS-T

로  세  번  세척한  뒤,  마운팅  용액으로  봉입하였다.  이미지는  Nikon  laser  scanning  confocal  microscope

(C2plus)에 NIS-Elements 소프트웨어를 사용하여 분석하였다. 피어슨 상관 계수에 근거한 Co-localization 지

수는 소프트웨어 툴로 계산하였다.

실시예 16: EPRS의 인산화 위치 및 상호작용체 (interactome)를 규명하기 위한 질량 분석 (mass spectrometry) [0189]

HEK293T 세포를 24 시간 동안 Strep-EPRS 플라스미드로 형질전환시키고, 6 시간 동안 PR8-GFP (MOI = 5)로 감[0191]

염시켰다. 감염된 세포는 단백질 분해효소 억제제 및 포스파타제 억제제 칵테일 (Roche)을 포함하는 용해 버퍼

(20 mM  Tris-HCl,  pH  8.0,  150  mM  NaCl,  0.5  %  NP-40,  및 1 mM EDTA)로 회수하고, 4 ℃에서 Strep-Tactin

Superflow high capacity resin (IBA)에서 밤새 인큐베이션했다. 그 다음, 레진을 용해 버퍼로 5 번 세척하고,

결합된 단백질을 용출 버퍼 (100 mM Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 및 2.5 mM 데스티오바이오틴

(desthiobiotin))으로  용출시켰다.  마지막으로  용출된  분획을  Amicon  Ultra-4  (10  K  MWCO)  원심분리  장치

(Millipore)로 농축하였다. 상기 시료는 SDS-PAGE 및 silver 염색으로 분석하였다. 그 다음, 염색된 단백질 밴

드를 잘라 겔 상에서 트립신으로 분해하였다. 상기 트립신 분해 펩타이드를 회수하여 Eksigent MDLC 시스템에

결합된 reversed-phase Magic 18aq (5 ㎛, 200 Å, Michrom BioResourecs) 컬럼 (15 cm × 75 μm, packed

in-house)에 로딩했다. 상기 펩타이드를 40 분 동안 5-40 % 아세토니트릴 함유 산성수 (0.1 % 포름산)로 직선

구배하며 300 nL/분 유속으로 용출시켰다. HPLC 시스템은 LTQ XL-Orbitrap 질량분석기 (Thermo Scientific)에

결합시켰다. 

전구체 선별 및 펩타이드 하전량 확인을 위해,  100,000  해상도로 Survey  full-scan  MS  spectra  (300-2,000[0192]

m/z)를 획득했다. 이온화 파라미터의 소스는 다음과 같다: 분무 전압 (spray voltage), 1.9 kV; 모세관 온도

(capillary temperature), 250 ℃. 

MS1 스캔에서 2 이상의 전하상태에서 가장 강한 이온에 대한 MS/MS spectra는 다음의 옵션을 사용하여 얻었다:[0193]
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isolation width, 2.0 m/z; normalized collision energy, 35%; and dynamic exclusion duration, 30 s. 로우

데이터는 Proteome Discoverer 1.4 (Thermo Scientific)의 SEQUEST 알고리즘 및 MASCOT 서치 엔진 (v. 2.3.01;

Matrix Science)을 사용하여 찾았다. 인간 Uniprot 데이터베이스 (2013. 07 공개)는 다음의 파라미터를 사용하

여 찾았다. 전체 트립신 분해 펩타이드 절단 특이성 (full tryptic peptide cleavage specificity), 두 개의

잘못된 절단 (two missed cleavages), carbamidomethyl 시스테인의 고정된 변형 (+57.021 Da), 산화된 메티오

닌의 다양한 변형 (+15.995 Da), 및 인산화된 세린, 트레오닌 및 티로신 (+79.9799 Da).

실시예 17: 생체 내 및 시험관 내 유비퀴틴화 분석[0195]

HEK293T 세포를 MAVS-FLAG, ITCH-V5, GST-PCBP2 및 Strep-EPRS 플라스미드의 다양한 조합으로 형질전환하였다.[0197]

24  시간 후, 세포를 10 μM MG-132로 6 시간 동안 처리하고 RIPA 버퍼로 용해한 뒤, 4 ℃에서 6 시간 동안

anti-FLAG  친화성 겔로 면역침강반응을 실시하였다.  내인적 MAVS의  유비퀴틴화를 보기 위해,  세포 용해물을

anti-MAVS 항체와 함께 밤새 인큐베이션하고, 4 ℃에서 3 시간 동안 protein A/G PLUS-아가로스 비드와 인큐베

이션시켰다. 그 다음, 면역 복합체를 용해 버퍼로 5 번 세척하고, 10 분간 SDS 샘플 버퍼에서 가열하였다. 유비

퀴틴화는 anti-Ub 혹은 anti-K48 항체를 사용하여 분석하였다. 시험관 내 유비퀴틴 분석을 위해, Strep-MAVS,

Strep-PCBP2 및 Strep-EPRS 단백질을 각 플라스미드로 형질전환된 HEK293T의 용해물에서 침전시켰다. ITCH-V5

단백질은 anti-V5 항체와 용해물을 인큐베이션하여 준비하고, protein A/G PLUS-아가로스 비드와 함께 인큐베이

션시켰다.  정제된  단백질은  Mg
2+
-ATP를  함유하는  반응  버퍼에서  ubiquitin,  E1  및  UbcH5b의  E2  (Boston

Biochem)와 함께 37 ℃에서 1 시간 동안 인큐베이션하였다. 이 반응은 1 mM DTT를 함유하는 SDS 샘플 버퍼를 첨

가하여 10 분간 가열함으로써 종결하고, 유비퀴틴화는 anti-Ub 항체로 감지하였다.

실시예 18: 펩타이드 설계 및 합성[0199]

EPRS L1 (aa 168-196)을 세포 투과성 HIV-1 TAT 펩타이드(aa 47-57, YGRKKRRQRRR; 서열번호 60)와 융합시켰다.[0201]

융합  펩타이드는  (Tat-Epep)를  합성한  뒤  역상  HPLC  (AbClon)로  93  %  이상  정제하였다.  Tat-Epep  서열은

YGRKKRRQRRR-GG-DVSTTKARVAPEKKQDVGKFVELPGAEMG  (서열번호 61)이다. TAT  잠복 YGRKKRRQRRR  서열 (서열번호 6

0)은 컨트롤 펩타이드로 사용하였고, 동결건조된 펩타이드는 -80 ℃에서 건조제와 보관하여 사용 전에 PBS로 용

해시켰다.

실시예 19: 세포독성 분석[0203]

HEK293T 혹은 RAW264.7 세포를 96-웰 플레이트 (10,000 per well)에 접종한 다음, 0 - 24시간 동안 Tat-Epep[0205]

(20-200  μM)를 처리하였다. 그 다음, MTS  [3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-5-(carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium salt] (Promega)를 사용하여 비색분석법으로 세포독성을 확인하였다. MTS 20 μl

을 37 ℃에서 1 시간 동안 각 웰에 첨가하였다. Automated microplate reader (BioTek)를 사용하여 광학 밀도

490 nm에서 측정하였고, 630 nm의 백그라운드 흡광도를 각 샘플 reading에서 차감하였다.

실시예 20: 설계된 펩타이드를 이용한 동물 실험[0207]

C57BL/6 마우스 (암컷, 7 주령)를 고아테크 (평택, 한국)로부터 구매하고 VSV-인디아나 (2 x 10
8
 pfu/마우스)를[0209]

정맥 투여하여 감염시켰다. 24 시간 후, Tat-Epep (2.5 mg/kg [0.53 μM/kg] 또는 5 mg/kg [1.05 μM/kg])를 3

일 동안 매일 마우스의 복강 내 투여하였다. Tat PTD 펩타이드 (1.65 mg/kg [1.05 μM/kg])를 대조군으로 사용

하였다. 4 일째에 마우스로부터 뇌 조직을 회수하였다. 회수한 표본을 TissueLyser 장비 (Qiagen)를 이용해 즉
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시 균질화시키고 상술한 방법으로 바이러스 역가를 측정하였다. 

실시예 21: 통계 분석[0211]

통계 분석은 Prism (Version 6.0, GraphPad Software)을 사용하여 수행하였다. 데이터는 Student's unpaired[0213]

t-test, the log-rank test, 또는 the non-parametric Mann-Whitney test를 적절히 이용하여 분석하였다. 데이

터의 표준화는 Kolmogorov-Smirnov test를 사용하여 평가하였다. 데이터는 언급하지 않은 한, 평균값 ± SD로

나타내었고, 모든 실험은 최소 3 번 반복하였다. 분석에 따라 * < 0.05, ** < 0.01, 또는 *** < 0.001의 P-값

을 유의한 것으로 하였다. 

실험예 1: EPRS (glutamyl-prolyl-tRNA synthetase)의 항바이러스능 확인[0215]

ARS (Aminoacyl-tRNA synthetases)는 여러 비번역 세포 프로세스에서 중요 역할을 하지만, 바이러스에 감염에서[0217]

이들의 역할은 거의 보고된바 없었다. 따라서, 본 발명자들은 인플루엔자 A 바이러스에 감염된 인간 기관지 상

피세포에서 MSC (Multi-tRNA synthetase complex) 구성요소를 코딩하는 유전자의 발현 패턴을 조사하기 위해,

RNA-시퀀싱을 이용하여 글로벌 전사체 분석을 실시하였다. 이를 통해, 상기 유전자들의 비균일적 발현 및 일시

적 변동을 관찰하였고, 이는 바이러스 감염에 반응할 때 상기 유전자들이 어떠한 역할을 한다는 것을 시사하는

것이다 (도 1). 

다음으로, 본 발명자들은 항바이러스 반응을 유발할 가능성이 있는 MSC 단백질을 조사하였고, EPRS (glutamyl-[0218]

prolyl-tRNA  synthetase)가  상당한  수준으로  IFN-β  프로모터  활성을  유도하는  것을  확인하였다  (도  2).

나아가, 바이러스가 감염된 다양한 세포주에서 EPRS mRNA 발현이 점진적으로 유도되는 것을 확인하였다 (도 3).

또한, RAW264.7 세포주에서 siRNA를 이용하여 EPRS를 넉다운시킨 경우 (도 4), RNA 바이러스 (PR8 인플루엔자 A

바이러스 및 베시큘라 소마티티스 바이러스 (vesicular stomatitis virus, VSV))의 복제가 증가되었으나 (도 5

및 도 6), 헤르페스 심플렉스 바이러스 (herpes simplex virus, HSV)(DNA 바이러스)는 복제에 영향을 받지 않

는 것을 확인하였다 (도 7). EPRS-넉다운 세포는 바이러스 감염 또는 합성 dsRNA poly(I:C) 처리에 대해 항바이

러스성 사이토카인 (IFN-β 및 IL-6) 생산이 상당히 감소하였다 (도 8 및 도 9). 다만, HSV는 사이토카인 유도

를 크게 변화시키지 못했다 (도 8 및 도 9). EPRS-넉다운 HEK293T 세포주 (도 10 내지 도 12) 및 shRNA를 이용

해 안정적으로 EPRS를 넉다운 시킨 RAW264.7 세포주 (도 13 내지 도 19)에서도 이와 유사한 결과를 확인하였다.

나아가, EPRS-넉다운 세포에서 IFN-관련 신호전달 분자인 IRF3  및 STAT1의 활성화가 현저하게 감소하였다(도

20). 반면에, EPRS를 안정적으로 과발현시킨 RAW264.7 세포 (도 21)에서는 PR8 (도 22 내지 도 24) 또는 VSV

(도 25 내지 도 27) 감염으로 바이러스 복제가 크게 감소하였고, IFN-β 및 IL-6 생산은 증가하였다. 

종합하면, 상기 데이터들은 EPRS가 특히 RNA 바이러스에 대한 항바이러스 선천성 면역 반응을 양성 조절한다는[0219]

것을 입증하는 것이다.

실험예 2: 바이러스 감염에 대한 EPRS의 생체 내 방어 반응 확인[0221]

본 발명자들은, EPRS의 동형 결손 (homozygous deletion) 마우스는 이유 전 단계 (pre-weaning stage)에서 죽[0223]

기 때문에, 이형 EPRS
+/-

 마우스를 이용하여 항바이러스 면역 반응에서의 EPRS의 생리학적 역할을 조사하였다.

PR8  또는  VSV에  감염된  야생형  (WT,  EPRS
+/+
)  및  EPRS

+/-
 마우스로부터  분리된  BMDM  (bone  marrow-derived

macrophage)를 조사하였을 때, EPRS
+/-

 BMDM에서의 바이러스 역가는 WT BMDM에서 보다 훨씬 높게 나타났다 (도

28). 이와 함께, 바이러스 감염 (도 29) 및 poly(I:C) 처리 (도 30)에 대하여, EPRS
+/-
 BMDM에서 IFN-β 및 IL-

6 생산 수준은 EPRS
+/+
 세포에 비해 현저히 낮은 것을 확인하였다. siRNA로 형질전환한 EPRS-결핍 BMDM을 이용한

경우에도 유사한 결과를 확인하였다 (도 31 내지 도 34). 나아가, IFN-β 수준, 항바이러스성 IFN-관련 유전자
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발현, 및 염증-관련 유전자 발현 또한 VSV에 감염된 EPRS
+/+

 세포에서 보다 VSV에 감염된 EPRS
+/-
 BMDM에서 현저

히 감소하였다 (도 35). EPRS-넉다운 RAW264.7 세포의 PR8 감염에 대한 항바이러스성 유전자의 유도 역시 대조

군 세포에 비해 상당히 감소하였다 (도 36). 대조적으로, HSV로 감염된 EPRS
+/+
 및 EPRS

+/-
 BMDM 사이에서는 바이

러스 복제 또는 사이토카인 분비에 유의적인 차이가 없었다 (도 37 및 도 38).

다음으로,  EPRS
+/+

 및  EPRS
+/-

 마우스에 VSV-인디아나 균주를 정맥투여하고,  이들의 생존을 매일 관찰하였다.[0224]

EPRS
+/-
 마우스는 43 % (6/14)가 감염 6 일 내에 죽었으나, EPRS

+/+
 마우스는 단 7 % (1/15)만 죽는 것을 확인하

였다 (도 39). 마우스 조직에서 바이러스 양을 확인하기 위해, 바이러스 감염 5 일째에 마우스의 뇌와 비장을

회수하여 분석하였다. EPRS
+/-

 마우스의 뇌 및 비장에서 바이러스 역가는 EPRS
+/+
 마우스에 비해 현저히 높았는데

(도 40 및 도 41), 이는 EPRS
+/-
 마우스가 VSV 감염에 더욱 감수성을 가진다는 것을 의미한다. 

다음으로, 면역 반응에서 EPRS의 기능적 중요성을 더 확인하기 위해, 재조합 VSV-GFP를 EPRS
+/+

 및 EPRS
+/-

 마우[0225]

스에 정맥 투여하고, 감염 12 시간 뒤 혈청 표본에서 바이러스 양 및 항바이러스성 사이토카인 수준을 측정하였

다. 그 결과, 바이러스 혈증 (viremia)은 높았고 (도 42), 혈청에서 IFN-β, IFN-α, 및 IL-6 수준은 낮은 것

을 확인하였다 (도 43). 

마지막으로, 감염 0 내지 5일째에 뇌 조직 표본을 수집하고, VSV에 의해 유도된 조직학적 특징을 조사하였다.[0226]

H&E (hematoxylin-eosin)로 염색된 EPRS
+/-
 마우스의 뇌 절편에서는 EPRS

+/+
 마우스에 비해 염증성 세포의 침투가

현저히 많이 관찰 (특히, 측뇌실 영역 주변)되었다 (도 44). 나아가, 뇌 조직 절편을 항-VSV-G 항체로 염색한

면역조직화학  분석으로,  염증  주변  위치에서  감염된  바이러스의  존재를  확인하였고,  EPRS
+/+

 마우스에  비해

EPRS
+/-
 마우스에서 바이러스 제거는 느리게 진행되었다 (도 45). 

종합하면, 상기 결과는 EPRS가 바이러스 감염에 대하여 마우스 세포 내 선천성 면역반응에 관련되어 있다는 것[0227]

을 증명하는 것이다.

실험예 3: 항바이러스 활성에 대한 EPRS의 감염-특이적 변형[0229]

종래 연구 결과에서는 인산화와 같은 번역 후 변형 과정이 MSC로부터 ARS를 방출시키고, 이후의 하류 유효 분자[0231]

와의 상호작용 및 비정규 (non-canonical) 기능의 활성에 핵심적인 역할을 하는 것으로 보고된바 있다. 예를 들

어, EPRS의 Ser886 및 Ser999의 IFN-γ-의존적 순차적 인산화는 MSC로부터 EPRS를 방출시켜 GAIT 복합체의 형

성을 유도한다. 바이러스 감염에 대한 EPRS의 기능을 평가하기 위해, 본 발명자들은 IFN-γ 활성과 관련하여

EPRS의 연구에 주로 사용되는 세포주인, 인간 대식세포-유사 U937세포를 PR8 바이러스로 감염시켰다. 그 결과,

바이러스 감염에 의해 KRS 및 AIMP3와 EPRS의 상호작용이 현저히 감소한 것을 확인하였는데, 이는 MSC로부터

EPRS가 분리되었음을 의미하는 것이다 (도 46). EPRS의 Ser886의 인산화를 통해 EPRS에 직접 결합하는 전구-

GAIT 복합체 구성요소인 NSAP1에 대한 항체를 이용한 면역블랏 분석에서, 24 시간째에 EPRS가 NSAP1에 약하게

결합하는 것을 확인하였다. 그러나, EPRS는 기능적 복합체 형성을 위해 EPRS Ser999 위치의 인산화에 필요한

GAIT 복합체 구성성분인 GAPDH에는 결합하지 않았다 (도 46). 

다음으로,  PR8으로  감염된  RAW264.7  대식세포  용해물을  항-EPRS  또는  항-KRS  항체와  공동-면역침강[0232]

(co-IP)시켜, 바이러스에 의해 MSC로부터 EPRS의 방출이 유발되는지를 확인하였다 (도 47 및 도 48). 컨포컬 현

미경 분석 또한 EPRS가 KRS와 같은 위치에 존재하는 것을 보여주었으나, 바이러스 감염에 따라 같은 위치에 존

재하는 신호가 감소하는 것을 확인하였다 (도 49 내지 도 51). 상기 결과들은 EPRS 활성과 관련된 분명한 바이

러스-특이적 작용기전이 존재함을 의미하는 것이다.

EPRS 활성의 작용기전 및 이의 항바이러스 반응에서의 역할을 규명하기 위해, 본 발명자들은 다음으로 질량분석[0233]

-기반의 단백질 분석 접근방식을 이용하여, 스트렙-태깅 EPRS를 이소성으로 발현하는 HEK293T 세포에서 특이적

인 변역 후 변이를 확인하고자 하였다 (도 52). 비감염 및 감염 세포에서 모두 Ser886의 인산화가 검출된 반면,

Ser999 (IFN-γ 자극에 대해 인산화됨)에서는 모든 조건에서 변형되지 않는 것을 확인하였다 (도 53 내지 도

55). 예상과는 달리, 바이러스 감염은 EPRS의 Ser990의 인산화를 유도하였다 (도 56 및 도 57). 상기 결과를 확
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인하기 위해, 항원으로서 인산-펩타이드 
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996 
(서열번호 62)를 이용하여 이 위치에 대한 래빗

다클론항체를 제조하였다. EPRS Ser990 위치의 인산화는 U937 세포에 PR8이 감염된 후 점차적으로 증가하였다

(도 58). 반면에, IFN-γ 처리는 Ser990의 인산화를 유도하지 않았다 (도 58). 다른 바이러스 또는 합성 RNA를

처리한 세포에서도 유사한 결과를 관찰할 수 있었다 (도 59 내지 도 62). 

또한, 본 발명자들은 비감염 세포에서, IFN-γ로 자극한 뒤 관찰되는 것 보다는 약하게 증가하기는 하지만 PR8[0234]

감염에 의해 증가하는 Ser886  인산화가 낮은 수준으로 검출되는 것을 확인하였다 (도 63).  바이러스 감염은

Ser999 인산화를 유도하지 않지만, IFN-γ 자극은 명백하게 Ser999 인산화를 유도하였다 (도 64). 나아가, 바이

러스 감염은 IFN-γ의 분비 또는 GAIT 복합체의 표적인 Cp의 발현 억제에 영향을 미치지 않았다 (도 65 내지 도

67).  이소성으로  발현된  EPRS의  인산화모방  (phosphomimetics)을  활용한 종래 연구 결과에서는,  Ser886  및

Ser999의 인산화가 MSC로부터 EPRS의 방출을 유도한다고 보고된 바 있다. 특히, 스트렙-태깅 EPRS 모노-인산화

모방, S990D는 MSC 구성요소인 KRS, AIMP3 및 MRS와의 상호작용이 결여되어, MSC로부터 유도성으로 방출되었다

(도 68). 

종합하면,  상기  결과들은  바이러스에  의해  유도되는  EPRS  Ser990의  인산화가  MSC로부터  EPRS의  방출을[0235]

유도하여, IFN-γ에 의해 활성화되는 GAIT 번역 침묵 경로에서의 역할과는 구별되는 기능을 수행하게 한다는 것

을 의미한다.

실험예 4: EPRS 및 PCBP2의 상호작용 확인[0237]

바이러스가 세포 내로 들어가면, 세포 내 센서 RIG-I이 활성화된다. 그 다음, RIG-I은 MAVS와 상호작용하여 I[0239]

형 IFN의 생산으로 끝나는 신호전달 캐스케이드를 유발하게 된다. 상기 신호전달 캐스케이드를 분석한 결과,

EPRS는 용량-의존적 방식으로 RIG-I-, MDA5-, poly(I:C)-, 및 MAVS-매개 IFN-β 프로모터 활성을 증가시키는

것을 확인하였다 (도 69). 그러나, TRAF3, TBK1, 또는 IRF7의 존재 하에서는 IFN-β 프로모터의 유의적인 활성

은 관찰되지 않았다 (도 70). 상기 결과들은, EPRS가 I 형 IFN 경로의 양성 조절자로서, MAVS의 하류 및 TRF3

신호전달 축의 상류로 작용한다는 것을 의미한다.

바이러스에 감염된 동안 MAVS 신호전달을 조절하는, EPRS-상호작용 분자를 규명하기 위해, PR8에 감염된 세포로[0240]

부터 분리된 스트렙-EPRS-특이적 복합체를 이용하여 단백질 분석을 수행하였다 (도 71). 그 결과, MSC 단백질은

존재하였으나, GAIT 단백질 (NSAP, GAPDH 및 L13a)은 존재하지 않았다. 특히, EPRS는 바이러스 감염 시 MAVS의

유비퀴틴화 및 분해를 유발하는 것으로 알려져 있는 PCBP2와 상호작용하였다.  내인적 공동-IP  분석을 통해,

RAW264.7 및 U937 세포에서 바이러스로 유도된 EPRS 및 PCBP2의 상호작용을 확인하였고, 상기 두 단백질의 상호

작용은 시간에 따라 증가하였다 (도 72 및 도 73). 나아가, 기존 연구 결과에서도 보고된 바와 같이, PCBP2는

바이러스 감염 시 핵으로부터 세포질로 이동하여, EPRS와 같은 위치에 존재하는 것을 확인하였다 (도 74). 

다음으로, PCBP2와 상호작용하는 EPRS 영역을 규명하기 위해, 다양한 EPRS 도메인을 포함하는 플라스미드 컨스[0241]

트럭트를 제조하였다 (도 75). EPRS의 전장 아미노산 서열은 서열번호 63으로 표시되는 1512 개의 서열이다. 그

다음 공동-IP를 수행하여 각 EPRS 영역 및 PCBP2의 상호작용을 확인하였다. 그 결과, GST-유사 도메인 및 링커

영역 L1  (aa  1-196)을 함유하는 EPRS의 N-말단 영역이 PCBP2와의 상호작용에 결정적이며, 상기 영역은 전장

EPRS에 의해 유도되는 것과 유사한 수준으로 IFN-β 프로모터 활성을 유도하는 것을 확인하였다. 그러나, GST-

유사 도메인 단독 (aa 1-168)으로는 항바이러스 활성을 유도하지 못했다 (도 75 내지 도 79). 상기 결과들은

GST-유사 도메인 및 ERS 사이의 L1 영역 (aa 168-196)이 PCBP2와의 상호작용 및 항바이러스 반응에 필수적이라

는 것을 의미한다. 본 발명자들은 L1-결손 변이가 PCBP2와 상호작용하지 않고 IFN-β를 유도하는 능력이 감소함

을 확인하여, L1 영역 (aa 168-196) 및 L1 영역을 포함하는 단편 (aa 168-269)이 항바이러스 효과를 가짐을 확

인하였다 (도 80 및 도 81).

한편, 본 발명자들은 PCBP2의 링커 영역이 아닌 N-말단의 KH1 도메인 (aa 1-81)이 EPRS 결합에 충분하다는 것을[0242]

확인하였다 (도 82 및 도 83). 시험관 내 침강 분석을 통해, PCBP2 KH1은 EPRS의 GST 및 L1 영역과 특이적으로

상호작용하며, GST-유사 영역 단독 (aa 1-168)으로는 상호작용하지 못한다는 것을 확인하였다 (도 84 내지 도

86). 종합하면, 상기 데이터는 Ser990 인산화로 유도된 MSC로부터의 EPRS의 방출은 이의 PCBP2와의 상호작용을

촉진하며, 이에 따라 MAVS 신호전달을 조절할 수 있음을 시사하는 것이다.
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실험예 5: MAVS의 PCBP2-매개 유비퀴틴화에 대한 EPRS의 보호 효과 확인[0244]

PCBP2는 바이러스 감염에 따라 유도되어 MAVS와 상호작용함으로써 프로테아솜 분해로 MAVS 유비퀴틴화를 야기하[0246]

는 것으로 보고된바 있다. 따라서, 본 발명자들은 EPRS가 PCBP2-매개 유비퀴틴화를 막아 MAVS를 보호할 것이라

고 가설을 세웠다. 이에, PCBP2와 MAVS의 상호작용을 재평가하여, MAVS가 EPRS에 결합하는 도메인인 PCBP2 KH1

도메인과 특이적으로 상호작용하는 것을 확인하였다 (도 87 내지 도 90). EPRS와 MAVS가 동일한 KH1 도메인을

표적으로 하는 것은 EPRS가 MAVS와 경쟁적으로 작용하여, MAVS와 PCBP2와의 상호작용을 막을 수 있다는 것을 시

사한다. 

실제로, PCBP2와 MAVS의 상호작용은 EPRS 존재 하에 현저히 감소하였다 (도 91). 그러나, EPRS는 PCBP2가 ITCH[0247]

E3 리가제 (ligase)에 결합하는 것을 방해하지는 못했는데 (도 92), 이는 EPRS가 MAVS가 PCBP2 KH1에 결합하는

것에 특이적으로 경쟁적으로 작용한다는 것을 의미하는 것이다. 상기 결과들은 PR8 감염 후에 MAVS에 결합하는

PCBP2가 점차적으로 감소하나, MAVS와 EPRS의 상호작용은 현저히 증가한다는 것을 보여주는 내인성 상호작용 분

석을 통해 확인된 것이다. 이러한 결과는 바이러스에 감염된 세포에서 EPRS가 PCBP2가 MAVS에 내인적으로 결합

하는데 방해하는 역할을 한다는 것을 의미하는 것이다 (도 93).

PCBP2는 ITCHE3 리가제를 끌어들여 MAVS의 유비퀴틴 (Ub)-매개 분해를 촉진시킨다. 따라서, 본 발명자들은 293T[0248]

세포에서 외인적으로 발현되는 MAVS-FLAG가 ITCH에 의해 유비퀴틴화되며, PCBP2의 첨가에 의해 상기 반응이 현

저하게 증가되는 것을 확인하였다 (도 94). 그러나, EPRS는 용량-의존적으로 PCBP2-매개 MAVS 유비퀴틴화를 억

제하였다 (도 94). 유사하게, PCBP2에 의해 내인적 MAVS 유비퀴틴화는 현저하게 향상되었으나, EPRS의 존재 하

에서는 상당히 감소하는 것을 확인하였다 (도 95). 상기 유비퀴틴화 분석 결과와 같이, 외인성 (도 96) 및 내인

성 (도 97) MAVS는 PCBP2에 의해 분해되었으나, EPRS의 첨가에 의해 회복되는 것을 확인하였다. 

마지막으로, 정제된 EPRS를 재구성된 무세포 (cell-free) 시스템에 첨가한 결과, PCBP2-유도 MAVS 유비퀴틴화가[0249]

현저히 검소하는 것을 확인하였다 (도 98). 따라서, EPRS는 MAVS의 PCBP2-매개 음성 조절을 특이적으로 막아,

강력한 항바이러스 면역 반응을 유지시킬 수 있다.

실험예 6: EPRS 유래 펩타이드의 항바이러스 활성[0251]

실험예 6-1: Tat-Epep의 시험관 내 및 생체 내 항바이러스 활성[0253]

지금까지, 본 발명자들은 항바이러스 면역 반응에서 EPRS가 MAVS의 PCBP2-매개 분해를 억제하며, 특히 EPRS L1[0254]

영역 (aa 168-196)이 PCBP2 상호작용에 필수적이고 항바이러스 I 형 IFN 신호전달을 향상시키는 역할을 한다는

것을 확인하였다. 이에, 다음으로 본 발명자들은 HIV-1 Tat 단백질 변환 도메인 (transduction domain)과 EPRS

L1 펩타이드를 융합한 세포-투과성 펩타이드 (이하, 'Tat-Epep'로 명명, 서열번호 61)를 제조하였고, 이의 항바

이러스 활성을 조사하였다. Tat-Epep는 PCBP2-매개 내인성 MAVS 유비퀴틴화를 억제시켰고 (도 99), MAVS의 세포

내 수준을 회복시켰다 (도 100). Tat-Epep는 또한 바이러스 감염 세포에서 IFN-β 및 IL-6의 생산을 증가시켰고

(도  101),  RAW264.7  세포에서 용량-의존적으로 VSV  복제를 감소시켰다 (도  102  및  도  103).  그러나,  Tat-

Epep는 HSV에 감염된 RAW264.7  세포에서 항바이러스 활성을 나타내지 않았는데 (도 104  내지 도 106),  이는

Tat-Epep가  RNA  바이러스  감염에  특이적이라는  것을  의미하는  것이다.  Tat-Epep는  시험한  농도  범위에서

RAW264.7 또는 293T 세포의 생존성에 영향을 미치지 않았는데, 이는 바이러스 역가 감소가 펩타이드-매개 세포

독성에 의한 것은 아니라는 것을 의미한다 (도 107 및 도 108). 상기 결과는 Tat-Epep가 MAVS 생존성 및 I 형

IFN 생산을 증가시키는 항-RNA 바이러스 제제로서 우수한 효과가 있음을 시사하는 것이다.

생체 내에서 Tat-Epep의 항바이러스 효과를 더 조사하기 위해, 본 발명자들은 마우스에 VSV-인디아나 균주를 정[0255]

맥 투여하였다. 투여 후, Tat 또는 Tat-Epep를 마우스 복강 내에 3 일 동안 매일 투여하였다. 그 결과, Tat-

Epep를 처리한 마우스는 Tat-tag를 처리한 마우스에 비해 뇌 조직에서 바이러스 역가가 눈에 띄게 감소되었다

(도 109). 상기 데이터는 Tat-Epep가 항-RNA 바이러스 제제로 우수한 효과가 있음을 추가적으로 입증하는 것이

다.
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실험예 6-2: New Tat-Epep의 시험관 내 및 생체 내 항바이러스 활성[0257]

본 발명자들은 상기 Tat-Epep의 EPRS L1 펩타이드 부분을 21 머 (aa 166-186)로 더 한정하여 신규 펩타이드 (이[0258]

하, 'New Tat-Epep'로 명명)를 제조하였다. New Tat-Epep는 YGRKKRRQRRR-GG-KWDVSTTKARVAPEKKQDVGK (서열번호

64)의 아미노산 서열을 갖는다. 이에 대하여, 실시예 6-1과 동일한 방법으로 VSV를 정맥 투여한 마우스에 처리

(TAT-대조군: 100 ㎍, 7 마리; New Tat-Epep: 200 ㎍, 3 마리)한 결과, Tat-Epep의 경우와 마찬가지로 마우스

의 뇌에서 VSV 바이러스의 역가를 감소시키는 것을 확인하였다 (도 110). 나아가, New Tat-Epep를 VSV-GFP 바이

러스에 감염된 RAW264.7 세포에 처리하였을 때, 항바이러스 사이토카인인 IFN-β 및 IL-6의 분비를 Tat-Epep에

비해 2 내지 3 배 이상 촉진시키는 것을 확인하였다 (도 111 내지 도 113). 상기 결과를 통해, New Tat-Epep 역

시 항-RNA 바이러스 제제로 우수한 효과가 있음을 알 수 있었다.

이를 통해, EPRS L1 (aa 168-196)에서 aa 187-196 부분이 없는, aa 168-186의 단편만으로도 우수한 항-RNA 바[0259]

이러스 활성을 가짐을 알 수 있었다.

이상의 설명으로부터, 본 발명이 속하는 기술분야의 당업자는 본 발명이 그 기술적 사상이나 필수적 특징을 변[0261]

경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 실시될 수 있다는 것을 이해할 수 있을 것이다. 이와 관련하여, 이상에서

기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적인 것이 아닌 것으로 이해해야만 한다. 본 발명의 범위

는 상기 상세한 설명보다는 후술하는 특허 청구범위의 의미 및 범위 그리고 그 등가 개념으로부터 도출되는 모

든 변경 또는 변형된 형태가 본 발명의 범위에 포함되는 것으로 해석되어야 한다.
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도면113

서 열 목 록

<110>    Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology

         The Industry & Academic Cooperation in Chungnam National University (IAC)

         Medicinal Bioconvergence Research Center

<120>    A composition for anti-RNA virus comprising an EPRS protein or a

         fragment thereof

<130>    KPA160749-KR-P1

<150>    KR 10-2016-0107037

<151>    2016-08-23

<160>    70

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    WT-specific primer-1

<400>    1

tactgtgctg aatgaaaagt gcc                                                 23

<210>    2

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    WT-specific primer-2

<400>    2

ggtagaagtg ctaagtagga tgagg                                               25

<210>    3

<211>    23
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mutant-specific primer-1

<400>    3

ccattaccag ttggtctggt gtc                                                 23

<210>    4

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mutant-specific primer-2

<400>    4

tgcctgtgac caccaataag aaagcc                                              26

<210>    5

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ser990 antigen

<220><221>    MOD_RES

<222>    (8)

<223>    PHOSPHORYLATION,

<400>    5

Asp Gly Gln Arg Lys Asp Pro Ser Lys Asn Gln Gly Gly Gly

  1               5                  10                

<210>    6

<211>    15

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hEPRS primer F

<400>    6

cttctcaagg ggaag                                                          15

<210>    7

<211>    15

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hEPRS primer R

<400>    7

ctgcttttca gattt                                                          15

<210>    8

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mEPRS primer F

<400>    8

aagcggaaaa ggctcctaag                                                     20

<210>    9

<211>    26

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mEPRS primer R

<400>    9

cccagtcttt tctttatact cagctt                                              26

<210>    10

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IFN-a primer F

<400>    10

cttgaaggac agacatgact ttgga                                               25

<210>    11

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IFN-a primer R

<400>    11

ggatggtttc agccttttgg a                                                   21

<210>    12
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<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IFN-b primer F

<400>    12

tccaagaaag gacgaacatt cg                                                  22

<210>    13

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    IFN-b primer R

<400>    13

tgcggacatc tcccaacgtc a                                                   21

<210>    14

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ADAR1 primer F

<400>    14

ccaaagacac ttcctctc                                                       18

<210>    15

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ADAR1 primer R

<400>    15

cagtgtggtg gttgtact                                                       18

<210>    16

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MX1 primer F

<400>    16
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acaagcacag gaaaccgtat cag                                                 23

<210>    17

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MX1 primer R

<400>    17

aggcagtttg gaccatctta gtg                                                 23

<210>    18

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    OAS1 primer F

<400>    18

gaggcggttg gctgaagagg                                                     20

<210>    19

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    OAS1 primer R

<400>    19

gaggaaggct ggctgtgatt gg                                                  22

<210>    20

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    OAS1b primer F

<400>    20

ttgatgtgct gccagcctat                                                     20

<210>    21

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    OAS1b primer R

<400>    21

tgaggcgctt cagcttggtt                                                     20

<210>    22

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PKR primer F

<400>    22

gccagatgca cggagtagcc                                                     20

<210>    23

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PKR primer R

<400>    23

gaaaacttgg ccaaatccac c                                                   21

<210>    24

<211>    22

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PML primer F

<400>    24

cctgcgctga ctgacatcta ct                                                  22

<210>    25

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    PML primer R

<400>    25

tgcaacacag aggctggc                                                       18

<210>    26

<211>    20
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    P56 primer F

<400>    26

cccacgctat accatctacc                                                     20

<210>    27

<211>    18

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    P56 primer R

<400>    27

ctgaggctgc tgctatcc                                                       18

<210>    28

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ISG15 primer F

<400>    28

caatggcctg ggacctaaa                                                      19

<210>    29

<211>    24

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ISG15 primer R

<400>    29

cttcttcagt tctgacaccg tcat                                                24

<210>    30

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ISG20 primer F

<400>    30

agagatcacg gactacagaa                                                     20
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<210>    31

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ISG20 primer R

<400>    31

tctgtggacg tgtcatagat                                                     20

<210>    32

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ISG56 primer F

<400>    32

agagaacagc taccaccttt                                                     20

<210>    33

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ISG56 primer R

<400>    33

tggacctgct ctgagattct                                                     20

<210>    34

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAPDH primer F

<400>    34

tgaccacagt ccatgccat                                                      19

<210>    35

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    GAPDH primer R

<400>    35
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gacggacaca ttgggggtag                                                     20

<210>    36

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VSV-G primer F

<400>    36

caagtcaaaa tgcccaagag tcaca                                               25

<210>    37

<211>    25

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    VSV-G primer R

<400>    37

tttccttgca ttgttctaca gatgg                                               25

<210>    38

<211>    43

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S886D primer F

<400>    38

cccccattat ctcaaagttc ggattcagac ccaaccagaa att                           43

<210>    39

<211>    43

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S886D primer R

<400>    39

aatttctggt tgggtctgaa tccgaacttt gagataatgg ggg                           43

<210>    40

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    EPRS S990D primer F

<400>    40

cacacaaagg aaagaccctg ataaaaacca aggaggtggg                               40

<210>    41

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S990D primer R

<400>    41

cccacctcct tggtttttat cagggtcttt cctttgtgtg                               40

<210>    42

<211>    44

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S999D primer F

<400>    42

tctaaaaacc aaggaggtgg gctctcagat agtggagcag gaga                          44

<210>    43

<211>    44

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S999D primer R

<400>    43

tctcctgctc cactatctga gagcccacct ccttggtttt taga                          44

<210>    44

<211>    35

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S990A primer F

<400>    44

gccaaaggaa agaccctgct aaaaaccaag gaggt                                    35

<210>    45

<211>    35
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<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S990A primer R

<400>    45

acctccttgg tttttagcag ggtctttcct ttggc                                    35

<210>    46

<211>    44

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS R201L primer F

<400>    46

gagatgggaa aggttaccgt cttatttcct ccagaggcca gtgg                          44

<210>    47

<211>    44

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS R201L primer R

<400>    47

ccactggcct ctggaggaaa taagacggta acctttccca tctc                          44

<210>    48

<211>    41

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS R395L primer F

<400>    48

gaaggtgtta cacatgccct gttaacagaa taccatgaca g                             41

<210>    49

<211>    44

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS R395L primer R

<400>    49

ctgtcatggt attctgttgt taacagggca tgtgtaacac cttc                          44
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<210>    50

<211>    43

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S434A/K435L primer F

<400>    50

ctcaacaaca cagtgctagc gctgagaaaa ctcacatggt ttg                           43

<210>    51

<211>    43

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS S434A/K435L primer R

<400>    51

caaaccatgt gagttttctc agcgctagca ctgtgttgtt gag                           43

<210>    52

<211>    35

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS R1152L primer F

<400>    52

gtggtgcaat gtggtgcttt gggaattcaa gcatc                                    35

<210>    53

<211>    35

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS R1152L primer R

<400>    53

gatgcttgaa ttcccaaagc accacattgc accac                                    35

<210>    54

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hEPRS siRNA
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<400>    54

cuaauuccuc agcaaguau                                                      19

<210>    55

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mEPRS siRNA

<400>    55

caaagucauc aucaaacac                                                      19

<210>    56

<211>    21

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mMAVS 1 siRNA

<400>    56

uugcugagga caagaccuau a                                                   21

<210>    57

<211>    19

<212>    RNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mMAVS 2 siRNA

<400>    57

cagaggagaa ugaguauuc                                                      19

<210>    58

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    sgEPRS 1

<400>    58

gaattctata cttcgctact tgg                                                 23

<210>    59

<211>    23

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220><223>    sgEPRS 2

<400>    59

gctagagttg caactacagc tgg                                                 23

<210>    60

<211>    11

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HIV-1 TAT peptide

<400>    60

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg

  1               5                  10    

<210>    61

<211>    42

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Tat-Epep

<400>    61

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Gly Gly Asp Val Ser

  1               5                  10                  15 

Thr Thr Lys Ala Arg Val Ala Pro Glu Lys Lys Gln Asp Val Gly Lys

             20                  25                  30 

Phe Val Glu Leu Pro Gly Ala Glu Met Gly

         35                  40        

<210>    62

<211>    14

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    ser990 antigen

<220><221>    MOD_RES

<222>    (8)

<223>    PHOSPHORYLATION,

<400>    62

Asp Gly Gln Arg Lys Asp Pro Ser Lys Asn Gln Gly Gly Gly
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  1               5                  10                

<210>    63

<211>    1512

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    EPRS full-length

<400>    63

Met Ala Thr Leu Ser Leu Thr Val Asn Ser Gly Asp Pro Pro Leu Gly

  1               5                  10                  15 

Ala Leu Leu Ala Val Glu His Val Lys Asp Asp Val Ser Ile Ser Val

             20                  25                  30 

Glu Glu Gly Lys Glu Asn Ile Leu His Val Ser Glu Asn Val Ile Phe

         35                  40                  45 

Thr Asp Val Asn Ser Ile Leu Arg Tyr Leu Ala Arg Val Ala Thr Thr

     50                  55                  60 

Ala Gly Leu Tyr Gly Ser Asn Leu Met Glu His Thr Glu Ile Asp His

 65                  70                  75                  80 

Trp Leu Glu Phe Ser Ala Thr Lys Leu Ser Ser Cys Asp Ser Phe Thr

                 85                  90                  95 

Ser Thr Ile Asn Glu Leu Asn His Cys Leu Ser Leu Arg Thr Tyr Leu

            100                 105                 110 

Val Gly Asn Ser Leu Ser Leu Ala Asp Leu Cys Val Trp Ala Thr Leu

        115                 120                 125 

Lys Gly Asn Ala Ala Trp Gln Glu Gln Leu Lys Gln Lys Lys Ala Pro

    130                 135                 140 

Val His Val Lys Arg Trp Phe Gly Phe Leu Glu Ala Gln Gln Ala Phe

145                 150                 155                 160 

Gln Ser Val Gly Thr Lys Trp Asp Val Ser Thr Thr Lys Ala Arg Val

                165                 170                 175 

Ala Pro Glu Lys Lys Gln Asp Val Gly Lys Phe Val Glu Leu Pro Gly

            180                 185                 190 

Ala Glu Met Gly Lys Val Thr Val Arg Phe Pro Pro Glu Ala Ser Gly
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        195                 200                 205 

Tyr Leu His Ile Gly His Ala Lys Ala Ala Leu Leu Asn Gln His Tyr

    210                 215                 220 

Gln Val Asn Phe Lys Gly Lys Leu Ile Met Arg Phe Asp Asp Thr Asn

225                 230                 235                 240 

Pro Glu Lys Glu Lys Glu Asp Phe Glu Lys Val Ile Leu Glu Asp Val

                245                 250                 255 

Ala Met Leu His Ile Lys Pro Asp Gln Phe Thr Tyr Thr Ser Asp His

            260                 265                 270 

Phe Glu Thr Ile Met Lys Tyr Ala Glu Lys Leu Ile Gln Glu Gly Lys

        275                 280                 285 

Ala Tyr Val Asp Asp Thr Pro Ala Glu Gln Met Lys Ala Glu Arg Glu

    290                 295                 300 

Gln Arg Ile Asp Ser Lys His Arg Lys Asn Pro Ile Glu Lys Asn Leu

305                 310                 315                 320 

Gln Met Trp Glu Glu Met Lys Lys Gly Ser Gln Phe Gly Gln Ser Cys

                325                 330                 335 

Cys Leu Arg Ala Lys Ile Asp Met Ser Ser Asn Asn Gly Cys Met Arg

            340                 345                 350 

Asp Pro Thr Leu Tyr Arg Cys Lys Ile Gln Pro His Pro Arg Thr Gly

        355                 360                 365 

Asn Lys Tyr Asn Val Tyr Pro Thr Tyr Asp Phe Ala Cys Pro Ile Val

    370                 375                 380 

Asp Ser Ile Glu Gly Val Thr His Ala Leu Arg Thr Thr Glu Tyr His

385                 390                 395                 400 

Asp Arg Asp Glu Gln Phe Tyr Trp Ile Ile Glu Ala Leu Gly Ile Arg

                405                 410                 415 

Lys Pro Tyr Ile Trp Glu Tyr Ser Arg Leu Asn Leu Asn Asn Thr Val

            420                 425                 430 

Leu Ser Lys Arg Lys Leu Thr Trp Phe Val Asn Glu Gly Leu Val Asp

        435                 440                 445 
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Gly Trp Asp Asp Pro Arg Phe Pro Thr Val Arg Gly Val Leu Arg Arg

    450                 455                 460 

Gly Met Thr Val Glu Gly Leu Lys Gln Phe Ile Ala Ala Gln Gly Ser

465                 470                 475                 480 

Ser Arg Ser Val Val Asn Met Glu Trp Asp Lys Ile Trp Ala Phe Asn

                485                 490                 495 

Lys Lys Val Ile Asp Pro Val Ala Pro Arg Tyr Val Ala Leu Leu Lys

            500                 505                 510 

Lys Glu Val Ile Pro Val Asn Val Pro Glu Ala Gln Glu Glu Met Lys

        515                 520                 525 

Glu Val Ala Lys His Pro Lys Asn Pro Glu Val Gly Leu Lys Pro Val

    530                 535                 540 

Trp Tyr Ser Pro Lys Val Phe Ile Glu Gly Ala Asp Ala Glu Thr Phe

545                 550                 555                 560 

Ser Glu Gly Glu Met Val Thr Phe Ile Asn Trp Gly Asn Leu Asn Ile

                565                 570                 575 

Thr Lys Ile His Lys Asn Ala Asp Gly Lys Ile Ile Ser Leu Asp Ala

            580                 585                 590 

Lys Leu Asn Leu Glu Asn Lys Asp Tyr Lys Lys Thr Thr Lys Val Thr

        595                 600                 605 

Trp Leu Ala Glu Thr Thr His Ala Leu Pro Ile Pro Val Ile Cys Val

    610                 615                 620 

Thr Tyr Glu His Leu Ile Thr Lys Pro Val Leu Gly Lys Asp Glu Asp

625                 630                 635                 640 

Phe Lys Gln Tyr Val Asn Lys Asn Ser Lys His Glu Glu Leu Met Leu

                645                 650                 655 

Gly Asp Pro Cys Leu Lys Asp Leu Lys Lys Gly Asp Ile Ile Gln Leu

            660                 665                 670 

Gln Arg Arg Gly Phe Phe Ile Cys Asp Gln Pro Tyr Glu Pro Val Ser

        675                 680                 685 

Pro Tyr Ser Cys Lys Glu Ala Pro Cys Val Leu Ile Tyr Ile Pro Asp

    690                 695                 700 
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Gly His Thr Lys Glu Met Pro Thr Ser Gly Ser Lys Glu Lys Thr Lys

705                 710                 715                 720 

Val Glu Ala Thr Lys Asn Glu Thr Ser Ala Pro Phe Lys Glu Arg Pro

                725                 730                 735 

Thr Pro Ser Leu Asn Asn Asn Cys Thr Thr Ser Glu Asp Ser Leu Val

            740                 745                 750 

Leu Tyr Asn Arg Val Ala Val Gln Gly Asp Val Val Arg Glu Leu Lys

        755                 760                 765 

Ala Lys Lys Ala Pro Lys Glu Asp Val Asp Ala Ala Val Lys Gln Leu

    770                 775                 780 

Leu Ser Leu Lys Ala Glu Tyr Lys Glu Lys Thr Gly Gln Glu Tyr Lys

785                 790                 795                 800 

Pro Gly Asn Pro Pro Ala Glu Ile Gly Gln Asn Ile Ser Ser Asn Ser

                805                 810                 815 

Ser Ala Ser Ile Leu Glu Ser Lys Ser Leu Tyr Asp Glu Val Ala Ala

            820                 825                 830 

Gln Gly Glu Val Val Arg Lys Leu Lys Ala Glu Lys Ser Pro Lys Ala

        835                 840                 845 

Lys Ile Asn Glu Ala Val Glu Cys Leu Leu Ser Leu Lys Ala Gln Tyr

    850                 855                 860 

Lys Glu Lys Thr Gly Lys Glu Tyr Ile Pro Gly Gln Pro Pro Leu Ser

865                 870                 875                 880 

Gln Ser Ser Asp Ser Ser Pro Thr Arg Asn Ser Glu Pro Ala Gly Leu

                885                 890                 895 

Glu Thr Pro Glu Ala Lys Val Leu Phe Asp Lys Val Ala Ser Gln Gly

            900                 905                 910 

Glu Val Val Arg Lys Leu Lys Thr Glu Lys Ala Pro Lys Asp Gln Val

        915                 920                 925 

Asp Ile Ala Val Gln Glu Leu Leu Gln Leu Lys Ala Gln Tyr Lys Ser

    930                 935                 940 

Leu Ile Gly Val Glu Tyr Lys Pro Val Ser Ala Thr Gly Ala Glu Asp
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945                 950                 955                 960 

Lys Asp Lys Lys Lys Lys Glu Lys Glu Asn Lys Ser Glu Lys Gln Asn

                965                 970                 975 

Lys Pro Gln Lys Gln Asn Asp Gly Gln Arg Lys Asp Pro Ser Lys Asn

            980                 985                 990 

Gln Gly Gly Gly Leu Ser Ser Ser Gly Ala Gly Glu Gly Gln Gly Pro

        995                1000                1005 

Lys Lys Gln Thr Arg Leu Gly Leu Glu Ala Lys Lys Glu Glu Asn Leu

   1010                1015                1020 

Ala Asp Trp Tyr Ser Gln Val Ile Thr Lys Ser Glu Met Ile Glu Tyr

1025               1030                1035                1040 

His Asp Ile Ser Gly Cys Tyr Ile Leu Arg Pro Trp Ala Tyr Ala Ile

               1045                1050                1055 

Trp Glu Ala Ile Lys Asp Phe Phe Asp Ala Glu Ile Lys Lys Leu Gly

           1060                1065                1070 

Val Glu Asn Cys Tyr Phe Pro Met Phe Val Ser Gln Ser Ala Leu Glu

       1075                1080                1085 

Lys Glu Lys Thr His Val Ala Asp Phe Ala Pro Glu Val Ala Trp Val

   1090                1095                1100 

Thr Arg Ser Gly Lys Thr Glu Leu Ala Glu Pro Ile Ala Ile Arg Pro

1105               1110                1115                1120 

Thr Ser Glu Thr Val Met Tyr Pro Ala Tyr Ala Lys Trp Val Gln Ser

               1125                1130                1135 

His Arg Asp Leu Pro Ile Lys Leu Asn Gln Trp Cys Asn Val Val Arg

           1140                1145                1150 

Trp Glu Phe Lys His Pro Gln Pro Phe Leu Arg Thr Arg Glu Phe Leu

       1155                1160                1165 

Trp Gln Glu Gly His Ser Ala Phe Ala Thr Met Glu Glu Ala Ala Glu

   1170                1175                1180 

Glu Val Leu Gln Ile Leu Asp Leu Tyr Ala Gln Val Tyr Glu Glu Leu

1185               1190                1195                1200 

Leu Ala Ile Pro Val Val Lys Gly Arg Lys Thr Glu Lys Glu Lys Phe
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               1205                1210                1215 

Ala Gly Gly Asp Tyr Thr Thr Thr Ile Glu Ala Phe Ile Ser Ala Ser

           1220                1225                1230 

Gly Arg Ala Ile Gln Gly Gly Thr Ser His His Leu Gly Gln Asn Phe

       1235                1240                1245 

Ser Lys Met Phe Glu Ile Val Phe Glu Asp Pro Lys Ile Pro Gly Glu

   1250                1255                1260 

Lys Gln Phe Ala Tyr Gln Asn Ser Trp Gly Leu Thr Thr Arg Thr Ile

1265               1270                1275                1280 

Gly Val Met Thr Met Val His Gly Asp Asn Met Gly Leu Val Leu Pro

               1285                1290                1295 

Pro Arg Val Ala Cys Val Gln Val Val Ile Ile Pro Cys Gly Ile Thr

           1300                1305                1310 

Asn Ala Leu Ser Glu Glu Asp Lys Glu Ala Leu Ile Ala Lys Cys Asn

       1315                1320                1325 

Asp Tyr Arg Arg Arg Leu Leu Ser Val Asn Ile Arg Val Arg Ala Asp

   1330                1335                1340 

Leu Arg Asp Asn Tyr Ser Pro Gly Trp Lys Phe Asn His Trp Glu Leu

1345               1350                1355                1360 

Lys Gly Val Pro Ile Arg Leu Glu Val Gly Pro Arg Asp Met Lys Ser

               1365                1370                1375 

Cys Gln Phe Val Ala Val Arg Arg Asp Thr Gly Glu Lys Leu Thr Val

           1380                1385                1390 

Ala Glu Asn Glu Ala Glu Thr Lys Leu Gln Ala Ile Leu Glu Asp Ile

       1395                1400                1405 

Gln Val Thr Leu Phe Thr Arg Ala Ser Glu Asp Leu Lys Thr His Met

   1410                1415                1420 

Val Val Ala Asn Thr Met Glu Asp Phe Gln Lys Ile Leu Asp Ser Gly

1425               1430                1435                1440 

Lys Ile Val Gln Ile Pro Phe Cys Gly Glu Ile Asp Cys Glu Asp Trp

               1445                1450                1455 
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Ile Lys Lys Thr Thr Ala Arg Asp Gln Asp Leu Glu Pro Gly Ala Pro

           1460                1465                1470 

Ser Met Gly Ala Lys Ser Leu Cys Ile Pro Phe Lys Pro Leu Cys Glu

       1475                1480                1485 

Leu Gln Pro Gly Ala Lys Cys Val Cys Gly Lys Asn Pro Ala Lys Tyr

   1490                1495                1500 

Tyr Thr Leu Phe Gly Arg Ser Tyr

1505               1510        

<210>    64

<211>    34

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    New Tat-Epep

<400>    64

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Gly Gly Lys Trp Asp

  1               5                  10                  15 

Val Ser Thr Thr Lys Ala Arg Val Ala Pro Glu Lys Lys Gln Asp Val

             20                  25                  30 

Gly Lys

       

<210>    65

<211>    19

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2+ EPRS peptide

<220><221>    MOD_RES

<222>    (16)

<223>    PHOSPHORYLATION,

<400>    65

Glu Tyr Ile Pro Gly Gln Pro Pro Leu Ser Gln Ser Ser Asp Ser Ser

  1               5                  10                  15 

Pro Thr Arg
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<210>    66

<211>    19

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2+ EPRS peptide

<400>    66

Glu Tyr Ile Pro Gly Gln Pro Pro Leu Ser Gln Ser Ser Asp Ser Ser

  1               5                  10                  15 

Pro Thr Arg

           

<210>    67

<211>    18

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2+ EPRS peptide

<400>    67

Asn Gln Gly Gly Gly Leu Ser Ser Ser Gly Ala Gly Glu Gly Gln Gly

  1               5                  10                  15 

Pro Lys

       

<210>    68

<211>    18

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    2+ EPRS peptide

<220><221>    MOD_RES

<222>    (8)

<223>    PHOSPHORYLATION,

<400>    68

Asn Gln Gly Gly Gly Leu Ser Ser Ser Gly Ala Gly Glu Gly Gln Gly

  1               5                  10                  15 

Pro Lys

<210>    69
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<211>    23

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    3+ EPRS peptide

<400>    69

Lys Asp Pro Ser Lys Asn Gln Gly Gly Gly Leu Ser Ser Ser Gly Ala

  1               5                  10                  15 

Gly Glu Gly Gln Gly Pro Lys

             20            

<210>    70

<211>    23

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    3+ EPRS peptide

<220><221>    MOD_RES

<222

>    (4)

<223>    PHOSPHORYLATION,

<400>    70

Lys Asp Pro Ser Lys Asn Gln Gly Gly Gly Leu Ser Ser Ser Gly Ala

  1               5                  10                  15 

Gly Glu Gly Gln Gly Pro Lys

             20            
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