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요  약  Tertomotide는 hTert의 일부분이며 항암 백신으로 개발된 펩타이드이나 임상시험과 동물실험에서 염증성 질
환을 개선하는 활성이 다수 보고된 바 있다. 다양한 연구에서 발견된 항염활성에도 불구하고 약물성이 높지 않아 일반적
인 항염약물로의 개발이 어렵다. 다양한 부위에서 일어나는 염증성 증상에 활용하기 위해서는 항염활성과 약물성이 동
반되어야 하므로 구조의 개선이 필요하다. 본 연구에서는 tertomotide의 구조를 기반으로 12 종의 옥타펩타이드를 설
계하고 항염증 활성을 측정하여 약물성이 개선된 tertomotide 유래의 항염 펩타이드를 도출하고자 하였다. 이를 위해
활성화된 단핵구에서 염증성 cytokine인 TNF-α의 분비에 미치는 영향을 측정하여 각 펩타이드의 항염 활성을 평가하
였고 양성대조군으로 비교한 estradiol이나 tertomotide 이상의 항염활성을 가진 펩타이드를 도출하였다. 본 연구의 
결과는 tertotmotide 유래 펩타이드들을 활용한 신규 항염증 소재 개발 연구에 도움이 될 것으로 예상되며, 항염증 
활성 등의 생리활성이 있으나 약물성이 낮은 펩타이드에 대해 계산화학적 접근으로 구조를 변경하여 기능적 잠재력
있는 신규활성물질을 도출하는 융합연구의 좋은 예가 될 것으로 사료된다.

주제어 : 융합, 항염활성, 옥타펩타이드, TNF-α, Tertomotide

Abstract  Tertomotide is a peptide fragment of hTert and developed as a vaccine targeting cancer. It 
has been reportedly known to ameliorate inflammatory symptoms in clinical tests and in animal studies. 
However, the therapeutic potential of tertomotide is not supposed to be comparable to conventional 
anti-inflammatory agents due to low druglikeness In order to treat inflammations present in varous 
lesion, the structure of tertomotide is required to be modified. In this context, 12 octapeptides were 
designed based on tertomotide and screened for the anti-inflammatory activity in activated monocyte 
by measuring TNF-α secretion. As a result, some octapeptides has been exerted anti-inflammatory 
activity, comparable to or better than tertomotide and estradiol, known anti-inflammatory agents. This 
result is supposed to be helpful for developing therapeutic purpose exploiting other tertomotide-derived 
peptides and would be an example for designing novel drug based on active biomolecules with 
undesirable structure by convergence study of biology and computer-aided medicinal chemistry.
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1. 서론

염증은 선천성 면역(innate immunity)의 일부로 상
처나 외부 물질의 침입에 대응하여 가장 먼저 일어난다. 
외부 자극으로부터 자기를 보호하는 면역체계의 일부이
나 과도한 염증상태가 지속적으로 유지되어 만성염증이 
유도되면 조직의 섬유화를 비롯하여 심혈관질환, 건선, 
퇴행성관절염, 염증성 장질환 및 암에 이르는 다양한 질
환으로 이행될 수 있다[1]. 현대에 이르러 식생활이 서구
화되면서 비만으로 인해 염증성 질환이 증가하고 있으며 
환경오염에 따른 각종 오염물질의 증가, 스트레스 등도 
염증성 질환의 증가에 기여하고 있다[2]. 정상적인 염증
반응은 염증세포가 IL-1, IL-18, TNF-α 등의 염증성 싸
이토카인, chemokine, nitric oxide, prostaglandin 
E2를 분비하여 면역계가 활성화되면서 시작되고 염증의 
원인을 제거하고 나면 IL-10, TGF-β 등의 항염증 싸이
토카인이 분비되어 이에 의해 염증성 싸이토카인의 분비
가 억제되고 조직이 재생되면서 종료된다[3]. 

염증의 개시와 함께 분비되는 염증성 매개물질 중 
TNF-α는 여러 염증성 질환에서 약물의 표적이 되고 있
다. 크론병(Crohn‘s Disease) 등의 염증성 장질환, 건선 
등의 염증성 피부질환, 류머티스 등의 염증성 관절질환의 
처치를 위해 TNF-α의 활성을 막는 저해제나 TNF-α, 
의 생성, 분비를 감소시키는 저해제가 사용, 개발되고 있
으며 최근 염증성 질환에서 사용되는 단일클론항체 의약
품도 TNF-α의 활성을 저해하는 작용기전을 가지는 경
우가 다수이다[4-6]. 이는 약물의 표적으로서 TNF-α가 
유효함을 의미한다.

Tertomotide는 16개의 아미노산으로 이루어진 펩타
이드로 인간 텔로머레이즈 hTert (human telomerase 
catalytic subunit)의 일부로서 췌장암, 흑색종, 비소세
포폐암 등의 치료를 위해 개발된 항암백신이다[7]. 
hTert의 아미노산 서열 중 MHC molecule과의 결합 친
화도가 높은 부분을 포함하는 16개의 아미노산 길이의 
조각이 선택되어 의약품으로 개발되었다[7]. 임상시험에
서 염증성 증상이 완화되는 현상이 발견되어 동물실험과 
다수의 염증성 질환 모델을 대상으로 수행된 실험에서 
항염 활성이 확인된 바 있다[8-10]. 인체 내의 다양한 장
소에서 발생하는 염증성 증상에 적용하려면 약물이 전신 
순환계로 유입되어야 하지만 tertomotide는 약물 투여
방식이 피내주사로 제한되어 있다[7]. 전신 순환계로 약
물이 유입되려면 그에 따른 흡수, 분포, 대사, 배출 등의 
약물성(druglikeness)을 평가하는 약물 동태연구가 수행

되어야 한다. Tertomotide의 약물 동태연구는 수행된 
바 없으나 합성 의약품에 비해 상대적으로 큰 분자량
(MW = 1866.21), 일정한 컨포메이션이 없는 유연한 구
조, 양친매성(amphiphilicity), 혈액이나 간에서의 분해 
가능성 등을 고려하면 약물성이 높을 것으로 예상하기 
힘들기에 tertomotide를 항염증 약물로 개발하는 것은 
쉽지 않을 것으로 판단된다.[11] 

본 연구에서는 Tertomotide의 구조상의 단점을 극복
하기 위하여 구조를 축소하여 8개 아미노산 길이의 펩타
이드 모티프를 선정하고 아미노산을 일부 치환하여 펩타
이드를 설계했다(Fig.1). 각 펩타이드가 활성화된 단핵구
에서 TNF-α 분비에 미치는 영향을 평가하여 구조-활성 
관계(Structure-Activity Relationship, SAR) 연구를 
수행하였고 이를 통해 항염증 활성을 가지는 신규 항염
펩타이드를 도출하고자 하였다.

Fig. 1. Design of octapeptides for anti-inflammatory 
activity. (a) Structure and amino acid sequence 
of tertomotide. (b) Structure and amino acid 
sequence of of novel octapeptides. 

2. 연구 방법 

2.1 펩타이드 설계와 극성 및 공간 지표
본 연구에서 설계된 펩타이드는 구조가 단백질에 비해 

현저히 작아 국소비교에 유리한 BLOSUM 100을 이용하
여 아미노산을 치환하였고 tertomotide로부터 추출한 
옥타펩타이드 프레임을 기준으로 구조적 유사성을 분석
하였다[12]. 8번 위치의 alanine은 tertomotide의 원래 
구조에서는 phenyl-alanine 이었으므로 방향성 상호작
용 여부를 알기 위해 모든 펩타이드에서 8번 위치는 
phenyl- alanine, alanine, glycine을 각각 배치하여 
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비교하였다. 극성지표로는 tPSA (topological Polar 
Surface Area)와 ClogP (Calculated partition 
coefficient)를 채택하였고 공간 지표로는 MW 
(Molecular Weight)와 CMR (Calculated Molar 
Refractivity 채택하여 표기하였다[13]. tPSA, ClogP, 
MW, CMR은 Chemoffice 소프트웨어(PerkinElmer, 
Waltham, MA, USA)를 이용하여 계산하였다. 

2.2 펩타이드 합성
본 연구에서 사용된 펩타이드는 모두 Fmoc-기반 고

체상 펩타이드 합성법을 통하여 제조되었고 질량분석
(Mass spectrometry, Shimazu, Kyoto, Japan)와 서
열분석으로 화학적 특성이 분석되었다. 펩타이드의 순도
는 HPLC (Shimazu, Kyoto, Japan)로 분석하여 95%이
상임을 확인하였다. 펩타이드 합성과 분석은 모두 펩트론
(Peptron, 대전, 한국)에서 수행하였다. 

2.3 항염 활성 평가
항염 활성은 macrophage-like THP-1 세포에서 분

비되는 TNF-α의 양을 측정하여 평가하였다. Human 
TNF-α Quantikine ELISA kits (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 ELISA를 수행하
였다. THP-1세포(ATCC, Manassas, VA, USA)를 10% 
fetal bovine serum (FBS, invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA)를 포함한 DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s 
medium, Gibco, Carlsbad, CA, USA)에서 배양 후 
96-well plate에 각 well 당 2 ×103 세포가 되도록 분
주하고 100 ng/mL의 PMA (Phorbol-12- 
myristate-13-acetate, Sigmaaldirich, Burlington, 
MA, USA)를 처리하여 20시간 동안 분화를 유도하고 1 
μg/μL LPS (lipopolysaccharides, Sigmaaldirich) 또
는 LPS와 각 펩타이드가 함께 포함된 배지로 교체하고 
1 시간 동안 배양하였다. 제조사의 가이드에 따라 상등액
을 취하여 ELISA를 수행하였다. TNF-α의 양은 2 
Multi-Mode Microplate Reader (BioTek, Winooski, 
VT, USA)에서 450 nm 흡광도를 측정하여 결정하였다. 
펩타이드는 0.05∼5 μM의 범위로 처리하였다. 

2.4 세포 생존성 평가 
옥타펩타이드가 세포 생장에 미치는 영향은 세포의 생

존성으로 평가하였다. Cell Counting Kit-8 (Dojindo, 
Kumamoto, Japan)를 이용하였다. 세포를 96-well 

plate에 well 당 2-5 × 103 개의 세포를 분주하고 24시
간 동안 37°C, 5% CO2 incubator (Thermo 
Scientific, IL, USA)에서 배양하고 펩타이드를 표기된 
농도대로 처리하였다. 4시간 동안 배양한 후 WST-8 
(water soluble tetrazolium)를 처리하고 37°C에서 2
시간 동안 배양한 후 Synergy 2 Multi-Mode 
Microplate Reader (BioTek, Winooski, VT, USA)를 
이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하여 생존성을 평
가하였다. 

2.5 통계 처리
본 연구의 모든 실험 결과는 3회 이상 반복한 평균값

으로 나타내었다. 대조군과 실험군 사이의 통계학적 유의
성 검정은 Student’s paired t-test를 적용하였으며 p < 
0.05 수준에서 유의성을 결정하였다.

3. 결과

3.1 펩타이드 설계, 아미노산 치환
옥타펩타이드를 설계하기 위한 펩타이드 프레임을 

tertomotide로부터 추출하였다. 극성 상호작용을 고려
하여 tertomotide 내부에 threonine, serine과 2개의 
arginine이 위치하는 부분을 중심으로 프레임을 선정하
였다. 약물성을 고려하여 분자량을 1000 이하로 낮추고
자 하였고 따라서 펩타이드의 길이를 아미노산 8개로 제
한하였다. 프레임은 좌우로 더 옮겨질 수 있으나 위치가 
바뀌면 극성 잔기와 비극성 잔기가 편재화(localized)되
어 물성이 크게 바뀔 수 있어 Fig.1 (a)에 나타난 모티프
로 위치를 선정하고 표적과의 결합 시에 비극성 잔기가 
유발할 수 있는 공간적 장애를 최소화하기 위하여 양 말
단에 alanine을 배치하여 비극성 잔기를 메틸기로 치환
하여 옥타펩타이드 프레임을 설계하였다(Fig.1(b)). 

옥타펩타이드 프레임을 기반으로 몇몇 아미노산을 치
환하여 12 종의 옥타펩타이드를 설계하였다. 표적과의 
상호작용을 최대한 유지하기 위하여 유사한 성질의 아미
노산으로 치환하였고 이를 위하여 BLOSUM 100을 이용
하였다[12]. Table 1.에서 보듯 유사성 기준을 70%으로 
설정하고 치환을 진행하였다. 다만 펩타이드 5와 6은 유
사성이 70%에 미치지 못하였는데 이는 다른 펩타이드 
들이 2개 이하의 아미노산이 치환된 반면 펩타이드 5와 
6은 3개의 아미노산이 치환되었기 때문이다(Table.1. 5, 
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Serial No. Octapeptides Structural 
homology

(%)a

Steric property Lipophilicity
Activityf Cellular 

toxicitygframe
(position)

H2N-A-L-T-S-R-L-R-A-CO2H
    ..1(1-2-3-4-5-6-7-8)111c...e    MWb  CMRc  tPSAd  ClogPe

1 H2N-A-L-S-S-R-L-R-A-CO2H 90.0 873.01 18.01 354.44 -5.94 + -

2 H2N-A-L-S-S-R-L-R-G-CO2H 77.1 858.99 17.64 354.44 -6.19 ++ -

3 H2N-A-L-S-S-R-L-R-F-CO2H 71.4 949.11 20.02 354.44 -4.81 ++ -

4 H2N-A-L-S-T-R-L-R-A-CO2H 80.0 887.04 18.38 354.44 -5.70 - -

5 H2N-A-L-S-T-R-L-R-G-CO2H 67.1 873.01 18.01 354.44 -5.94 - -

6 H2N-A-L-S-T-R-L-R-F-CO2H 61.4 963.13 20.39 354.44 -4.56 - -

7 H2N-A-L-T-S-R-V-R-A-CO2H 88.6 873.01 17.64 354.44 -6.44 - -

8 H2N-A-L-T-S-R-V-R-G-CO2H 75.7 858.99 17.27 354.44 -6.69 +++ -

9 H2N-A-L-T-S-R-V-R-F-CO2H 70.0 949.11 19.65 354.44 -5.30 +++ -

10 H2N-A-L-T-S-K-L-R-A-CO2H 90.0 859.03 17.93 325.74 -4.60 ++ -

11 H2N-A-L-T-S-K-L-R-G-CO2H 77.1 845.00 17.56 325.74 -4.85 +++ -

12 H2N-A-L-T-S-K-L-R-F-CO2H 71.4 935.12 19.94 325.74 -3.47 +++ -

tertomotide -L-L-T-S-R-L-R-F-a1 1866.21 ++ -

estradiol(E2) 272.38 ++ -
aThe homology was calculated based on the frame to each peptide substituted by BLOSUM 100. bMolecular Weight. cCalculated Molar Refractivity, 
dTopological Polar Surface Area. eCalculated partition coefficient. fThe effect of peptides and positive controls on the TNF-α secretion by 
Macrophage-like THP-1 cell line. gDetermined by cell viability test using WST-8. The activity and toxicity was qualitatively determined as followings, 
- not effective, + modestly active, ++ moderately active, +++ highly active.

Table 1. Biological and physicochemical property of octapeptides. 

6). 8번 위치의 alanine은 tertomotide의 원래 구조에
서는 phenyl- alanine이었으므로 방향성 상호작용 여
부를 알기 위해 모든 펩타이드에서 8번 위치는 
phenylalanine, alanine, glycine을 각각 배치하여 비
교하였다. 

3.2 약물성, 물리화학적 성질
약물성 평가를 위한 물리화학적 분석을 수행하였고 공

간 지표로 분자량과 CMR을 계산하였다. 분자량은 850
∼950 근처에서 12 종의 펩타이드 모두 유사하였고 
CMR 역시 17∼20 근처에서 모두 유사하게 나타났다. 
따라서 공간적으로 모두 유사한 구조를 이룬다고 판단된
다. 극성지표로 계산된 tPSA와 ClogP역시 설계된 펩타
이드 사이에 큰 차이를 나타내지 않아 모두 수용성 펩타
이드로 판단된다. 다만 8번 위치에 phenylalanine이 도
입된 펩타이드 군에서 ClogP가 높아지는 경향이 있었으
나 여전히 높은 수용성을 나타냈다.

3.3 구조-활성 관계
Tertomotide와 estrogen을 양성대조군으로 설정하

고 설정된 농도(0.05 ∼ 5 μM)에서 macrophage- like 
THP-1 세포주의 TNF-α 분비를 측정하여 항염증 활성
을 측정하였고 양성대조군에 준하거나 더 높은 활성을 

가지는 펩타이드를 찾고자하였다. 펩타이드 2, 3, 10이 
양성대조군과 유사한 활성을 나타냈고 펩타이드 8, 9, 
11, 12는 더 높은 활성을 나타냈다(Fig. 2). 펩타이드의 
활성이 농도 의존적이지 않아 활성을 정성적으로 평가하
여 Table.1에 표기하였다.

3번 위치의 threonine을 serine으로 치환한 펩타이
드들은 활성이 그리 높지 않았고(Table. 1. 1, 2, 3), 3
번, 4번의 threonine, serine을 각각 serine, 
threonine으로 동시에 치환한 펩타이드는 활성이 현저
하게 떨어졌다(Table. 1. 4, 5, 6). 이는 3번, 4번 위치의 
threonine, serine 서열이 구조적으로 매우 작은 차이
임에도 표적과의 상호작용에 중요한 역할을 함을 나타난
다. 6번 위치의 leucine을 valine으로 치환한 구조에서
는 대체로 높은 활성이 관찰됨에 따라 비극성 잔기의 크
기를 축소한 공간적 접근이 유효함을 보여준다((Table. 
1. 7, 8, 9). 5번 위치의 arginine을 lysine으로 치환한 
펩타이드에서도 대체로 높은 활성이 나타났다(Table. 1. 
10, 11, 12). Arginine과 lysine은 모두 염기성, 양전하
성 잔기를 가진 아미노산이므로 유사한 성질의 아미노산
으로 치환한 시도이지만 3번, 4번 위치에서의 치환과는 
달리 높은 활성이 나타났고 잔기의 크기에서의 차이가 
활성의 변화를 일으켰다고 사료된다.

8번 위치에 alanine이 도입된 펩타이드들은 전반적으
로 활성이 낮게 관찰되었다(Table. 1. 1, 4, 7, 10). 반면
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Fig. 2. Impact of octapeptides on the secretion of TNF-α by macrophage-like THP-1 cell. aControl. bVehicle. 
cEstradiol. dPeptides (1∼12). eTertomotide. *p < 0.05 versus vehicle by Student’s paired t-test. n = 6, Error
bar: S. D.  

에 8번 위치에 phenylalanine이 있는 펩타이드들은 대
체로 활성이 높게 나타났다(Table. 1. 3, 9, 12). 원래 구
조에는 8번 위치에 phenylalanine이 배치되어 있으나 
프레임 설계 시 표적과의 상호작용과 극성지표 등을 고
려하여 alanine으로 교체하였는데 이 접근은 유효하지 
않았다. Phenylalanine의 benzyl 기가 공간 채움 효과
나 방향성 상호작용을 통하여 표적과의 상호작용에 역할
을 수행한다고 판단된다. 8번 위치를 glycine으로 치환
한 펩타이드들은 대체로 높은 활성을 나타냈다(Table. 
1. 2, 8, 11). 따라서 원래의 구조(benzyl-)를 유지하거
나 제거(H-)하여야 하며 중간크기의 methyl 기를 도입
하는 것은 상호작용을 오히려 방해하는 것으로 나타났다.

3.4 세포 독성
THP-1세포를 대상으로 세포 생존력 실험을 수행하여 

양성대조군인 tertomotide, estradiol과 모든 옥타펩타
이드가 세포 생장에 미치는 영향을 평가한 결과 처리된 
농도 내에서 특별한 영향은 관찰되지 않았다. 

4. 결론 및 고찰

염증성 질환 치료를 위해 진통제, 소염제가 사용된다. 스
테로이드 계 소염제로는 dexamethasone, hydrocortisone 
등이 사용되나 부작용과 후유장애가 심각하고. 비 스테로이
드 계 소염제는 스테로이드 계 약물을 대체하며 항염증 
약물로 오랜 기간 사용되어 왔으나 장기간 투여시의 부
작용이 알려지며 새로운 항염 소재가 필요한 상황이다
[14-16]. 이에 본 연구에서는 항염 활성이 알려진 펩타이
드인 tertomotide를 기반으로 새로운 항염 물질을 도출

하고자 하였다. 
염증 반응과 관련된 tertomotide의 결합 표적은 아직 

밝혀진 바 없으나 tertomotide가 수용성이므로 세포막
을 통과하지 못할 것으로 판단하였다. 임상시험이나 동물
실험에서는 수용액으로 투여하고 활성이 나타났으므로 
표적과의 결합 환경은 수용성이라고 판단된다[7-10]. 

프레임 설계 시에 8번 위치에 배치한 alanine은 오히
려 활성을 낮추는 것으로 나타나 방향성 상호작용이 있
을 것으로 판단된다. 구조적 유사성을 위해 BLOSUM 
100을 이용하였는데 아미노산 치환에 따른 단백질의 유
사성 분석에는 PAM (Point Accepted Mutation) 매트
릭스가 더 많이 쓰이지만 국소 서열 비교를 위해서는 
BLOSUM이 더 우수하고 옥타펩타이드는 단백질에 비해 
현저히 작은 구조이므로 BLOSUM 100을 이용하였다
[17]. 물리화학적 정보를 활용하여 공간적 성질과 극성을 
비교한 결과 12 종의 옥타펩타이드의 구조적 차이나 극
성의 차이가 크지 않아 유사한 약물성을 나타낼 것으로 
판단된다. 

측정된 항염 활성은 농도-의존적 양상을 나타내지 않
았는데 이는 생체분자에서는 흔히 발견되는 hormesis 
현상으로 볼 수 있다. 이 현상은 농도에 따라 활성이 
biphasic, triphasic 양상을 나타내기도 한다[18]. 또한 
펩타이드 특유의 유연한 양친매성 구조에 의해 부분적으
로 응집되는 현상에 의한 것일 수도 있다[11]. 본 연구에
서는 결과가 정량적으로 평가할 수 없는 형태였으므로 
양성대조군으로 estradiol과 tertomotide를 설정하고 
이와 비교하여 정성적으로 평가하였다. 

이상의 결과를 요약하면 tertomotide를 기반으로 약
물성이 개선되도록 설계된 옥타펩타이드 중 양성 대조군
보다 항염활성이 우수한 펩타이드들이 도출되었고 펩타
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이드 9가 가장 우수한 활성을 나타냈다. 물론 활성이 농
도 의존적이지 않고 TNF-α의 만으로 평가한 결과이므
로 차후 정량적 연구와 작용기전에 대한 후속 연구가 이
루어져야 한다. 그러나 TNF-α가 염증성 질환의 표적으
로 유효한 만큼 항염증 약물로서의 가능성은 있다고 판
단된다. 또한 tertomotide 유래 펩타이드 들을 새로운 
항염 물질 개발의 소재로 활용할 수 있는 가능성을 제시
한다.
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