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역 신뢰 저하로 끊임없는 방역 분쟁이 발생하고 있음 

○ 본 연구의 최종 목표는 브루셀라 감염 소의 혈청에 대하여 
대사체 분석을 통해 특징적으로 발현된 바이오마커를 이용 
브루셀라 감염증 오진률을 최소화 하는 고민감도 진단기법
을 개발하는데 있음 

전체 내용

○ 소 브루셀라증에서 특이적으로 발현하는 대사체와 질병과의 
상관관계 규명(10종 이상)

○ 브루셀라 감염 대응 특이 대사체 성분 규명
○ 발굴 대사체 유용 분석기법 확립 및 진단 적용
○ 대사체 대응 단클론 항체 제작 및 혈청학적 진단 기술 확립
○ 대사체 기반 고민감도 진단기법 산업화

1단계

(해당 시 작성)

목표
○ 브루셀라 감염 소의 혈청에 대하여 대사체 분석을 통해 특

징적으로 발현된 바이오마커를 이용 브루셀라 감염증 고민
감도 진단기법을 개발

내용

○ 소 브루셀라증에서 특이적으로 발현하는 대사체와 질병과의 
상관관계 규명(10종 이상)

○ 브루셀라 감염 대응 특이 대사체 성분 규명
○ 발굴 대사체 유용 분석기법 확립 및 진단 적용
○ 대사체 대응 단클론 항체 제작 및 혈청학적 진단 기술 확립
○ 대사체 기반 고민감도 진단기법 경제성 평가 및 산업화

연구개발성과 

○ 소 브루셀라증에서 특이적으로 발현하는 대사체와 질병과의 상관관계 규명하였
으며, 이들 대사체를 이용한 발병기전 해석과 진단적 가치를 평가함

○ 소 브루셀라증에서 발현하는 대사체/유전체를 이용한 진단법 구축함
○ 대사체를 이용한 소 브루셀라증 유용 분석기법을 확립 및 진단법을 제시함
○ 특이적 대사체에 대응하는 단클론 항체를 제작하여 진단적 가치 규명함
○ 소 브루셀라증에 특이적인 대사체 관련 유전자를 이용한 고민감도 진단법 확립
○ 브루셀라증 감염기전 및 진단법 관련 국내외 전문 학술지 5편 이상, 기술이전 2

건 이상, 시제품 1건 및 산업화를 위한 기반 구축 함

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

◦ 브루셀라 의양성 반응에 의한 경제적/사회적 피해 최소화
◦ 면역반응에 의해 초래되는 낮은 민감도, 오진, 교차반응 등 진단적 단점 극복
◦ 세포내 기생성 난치성 질병 극복을 위한 토대구축
◦ 브루셀라 감염병 발병기전 및 신개념 진단법 제시
◦ 개발된 진단의 해외 수출을 통한 국가 경쟁력 제고
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210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 4쪽)

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

                                            (23쪽 중 5쪽)

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유

연구개발성과의 

등록ㆍ기탁 건수
논문 특허

보고서 

원문

연구

시설

ㆍ장비

기술

요약 

정보

소프트 

웨어
표준

생명자원

화합물

신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

5

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템 

등록 현황

구입

기관

연구시설

ㆍ장비명

규격

(모델명)
수량

구입 

연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장

소)

ZEUS

등록번호

국문핵심어

(5개 이내)
소 브루셀라병 대사체 분석 바이오마커 오진 혈청 진단법

영문핵심어

(5개 이내)
Bovine 

brucellosis metabolomics biomarker misdiagnosis serological 
diagnosis
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1. 연구개발과제의 개요

1) 국내 발병 및 피해 현황

○ 세포내 기생성 세균의 종류는 매우 다양하며, 브루셀라, 살모넬라, 대장균, 리스테리아, 결핵, 레

지오넬라 등은 국내에서도 법정 전염병에 속하는 공중보건학적으로 매우 중요한 세균이 대부분

임. 특히, 브루셀라균은 대표적인 인수공통 전염병의 하나이며 국내는 물론 전 세계적으로 공중

보건학적, 경제학적 심각한 문제를 야기함(인체;4군법정전염병, 가축;2종법정전염병).

2) 세포내 기생성 세균의 특성 
○ 세포내 기생성 세균은 세포내에서 증식하며 발병을 일으키기 때문에 동물과 인체감염의 경우 짧

게는 수주에서 길게는 수년간의 항생제 치료가 필요하며, 다량의 항생제 복용으로 인한 후유증 

등으로 인하여 치료방법에 대한 개선이 시급한 실정이며, 완치로 판단되었어도 수년 이내에 재

발되는 경우가 많아 지속적 관찰이 요구되는 심각한 질병임. 

○ 세포내 기생성 세균 중 Brucella 균은 대표적인 인수공통 전염병으로, 감염증의 증상은 브루셀라

에 감염될 경우 10% 미만의 치사율을 보이고, 지속적 발열, 두통, 식욕부진, 원기쇠약을 보이다

가 심내막염, 뇌척수염, 관절염 등 중증 질병으로 진행되며, 심한경우 사망에 이르기도 함 (그림. 

1). 

○ 특히, 이들 세균은 감염환자 및 감염축에 감염하여 특별한 외부 증상 없이 균을 장기간 보균하

며, 지속적으로 균 배출하여 인체와 건강한 동물에 감염증을 유발함으로서 감염율의 폭발적 증

가를 유발함(그림 2). 

3) 현행 브루셀라 진단방법의 문제점
○ 현재 동물 브루셀라의 진단 방법으로서는 혈액 배양을 통한 균의 분리 동정, PCR, STA, 보체결합반

응, Milk ring test, Rose Bengal test, Coomb's test, Counterimmuno- electrophoresis, indirect 

hemolysis, AGID, Brucellin skin test 등 다양한 방법이 제시되고 있으며, 사람에 있어서의 진단법은, 

동물과 마찬가지로 혈액 배양을 통한 균의 분리 동정, PCR, STA, ELISA, Rose Bengal test등 다양한 

방법이 제시되고 있음(그림 3).

그림 3. 브루셀라 진단을 위한 주요 진단방법 (농림축산검역본부)

○ 그러나, 현재 사용되고 있는 진단 방법은 균 분리의 어려움, PCR에서의 낮은 검출률, 혈청학적 진단

에서의 낮은 민감도와 다른 질병과의 교차 반응(Y. entericolitica O:9, Salmonella, E. coli 등) 으

로 인하여 브루셀라 감염증을 진단하고 근절하는데 상당히 어려운 상황임.

○ 현재 국내의 브루셀라 감염증의 증가로 인체 및 동물유래의 야외주가 다수 분리되고 있으나, 진단상

그림. 1. 브루셀라 감염증의 주요 임상 증상 그림 2. 2021년도 브루셀라 감염증 폭발적 증가
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의 어려움을 겪고 있으며, 야외주에 대한 병원성 및 항원성에 대한 연구 연구가 미흡하여, 병원성 요

인의 분석, 감염경로 및 발병기전에 대한 기초적 자료가 거의 없는 실정이고, 이에 따라 브루셀라 감

염증에 대한 대책 마련에 상당한 어려움을 겪고 있음 (그림 4).

그림 4. 현행 브루셀라 진단방법의 문제점 

○ 균의 오염에 따른 숙주내 단백질들의 변화에 대한 연구는 지속적으로 연구되고 있지만, 생체 표

현형과 가장 밀접한 대사물질들의 변화 연구는 거의 진행되고 있지 않음 (Pubmed 2022.02 기

준, 논문 6편). 

○ 대사체기반 관련 국내연구는 전혀 없으며 해외의 연구도 도입 초기단계에 머물러 있는 실정임. 

4) 대사체 분석의 감염병 진단 적용 의의
○ 최근의 진단기술은 단순한 항원-항체 반응에 기초한 방법에 더하여 숙주 대사체 분석을 통한 

biomarker의 발굴 및 이를 이용한 진단기법 개발이 다각도로 진행되고 있으며, 특히 감염병의 

진단에 있어서 대사체의 이용은 고민감도 진단법 개발에 핵심사안으로 평가되고 있음(그림 5).

○ 최근 진단상 어려움을 겪고 있는 결핵이나 세포기생 세균성 감염병에 대한 대사체 분석과 이를 

활용한 및 진단법 개발이 활발하게 진행되고 있으나, 브루셀라증에 대한 적용은 미흡함 (그림 

6).

5) 연구의 중요성 및 국가 연구개발비 지원의 필요성
○ 국내 세포내 기생성 세균 감염증은 최근 인체감염증 뿐만 아니라 가축에 폭발적으로 증가하여 

그림 5. 대사체 분석을 통한 브루셀라 감염증 진단 및 제어기술 흐름도

그림 6. 세포 감염 후 세포내외에 존재하는 병원체와 감염세포의 Biomarker 물질 (Nature,  2016)
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

국민보건을 심각하게 위협하고 있음.

○ 특히, 국내의 경우 브루셀라병, 우결핵병 등을 박멸하기 위한 정책으로 양성우에 대한 살처분 

(도태) 보상비용을 년간 수 백억원 이상을 지출하고 있음. 

○ 브루셀라병의 경우 혈청학적 진단이 부정확하여 의양성, 의음성 개체가 다수 발생되고 있고, 이

러한 결과는 가축의 이동제한, 재검사 등으로 농가와 방역당국의 고충이 심각한 상황임.

○ 따라서, 현재의 브루셀라 진단에 따른 재검사와 의양성 개체 진단으로 인한 이동제한, 동거축의 

재검사와같은 복잡한 진단방법을 단순화하고 감염축의 신속한 처리를 통해 질병의 확산 방지가 

본 질병의 근절에 있어 핵심 사안이라 할 수 있음.

6) 사업화 가능성
○ 시료 확보: 본 연구팀은 다년간 브루셀라증 관련 대사체 분석 연구를 수행하였으며, 농림축산 검

역검사본부, 각 시도 가축위생 시험소와 공동으로 진양성 / 진음성 / 의양성 개체 500건 이상 확

보 되어 있음 

○ 대사체 분석방법 확립: LC/MS와 GC/MS 분석방법을 통해 세포, 혈청 및 감염 조직에 대한 생체 

대사체 분석, 지표물질, 상관관계분석을 위한 프로토콜이 확립되어 있음

○ 브루셀라 대응 대사체 물질 발굴: 다년간의 연구수행을 통해 브루셀라증에서 특이적으로 발현되

는 대사체 10종 이상 확보함

○ 대사체 분석기반 진단방법 확립: 확보된 대사체 바이오마커를 이용한 진단방법의 표준화를 수행

하였으며, 이를 기반으로 한 소 브루셀라 진단기법을 획기적으로 개선 할 노하우를 축적하였음.

○ 발굴 대사체에 대한 대량 생산 및 항체에 기반한 진단기술 확립으로 비용절감과 경제성을 확보

하여 사업화의 토대를 구축함

○ 발굴된 특이 생체지표 대사물질들 기반 대사경로를 이해할 수 있음으로 인해 균-숙주 상호작용 

및 세포내 기생하는 브루셀라 감염증 제어기전 규명 연구의 기초자료로 활용될 수 있으며, 기존

에 문제가 되고 있는 브루셀라 진단상의 문제점 (오진, 의양성, 의음성, 타 균과의 교차반응 등)

을 획기적으로 해결 할 수 있기 때문에 현재 국내외에서 요구되는 수요는 폭발적으로 늘어날 것

이며, 이에 대한 해결이 본 과제를 통하여 구현 될 것임.

그림 7. 현행 소 브루셀라 진단 체계의 문제점과 개선안

1) 연구개발과제의 최종 목표
○ 브루셀라 감염증은 대표적인 인수공통전염병이지만, 현재까지 본 질병을 확진 할 수 있는 혈청학

적 진단방법이 미흡한 실정임
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○ 소 브루셀라 진단의 오진으로 인해 발생농가의 동거축 이동제한, 재검사, 비감염축 살처분과 같

은 농가 피해는 물론 국가 방역 신뢰 저하로 끊임없는 방역 분쟁이 발생하고 있음 

○ 본 연구의 최종 목표는 브루셀라 감염 소의 혈청에 대하여 대사체 분석을 통해 특징적으로 발현

된 바이오마커를 이용 브루셀라 감염증 고민감도 진단기법을 개발하는데 있음

 2) 연구개발과제의 단계별 목표
○ 본 연구의 최종 목표는 브루셀라 감염 소의 혈청에 대하여 대사체 분석을 통해 특징적으로 발현

된 바이오마커를 이용 브루셀라 감염증 고민감도 진단기법을 개발하는데 있음

 
 3) 연구개발과제의 내용

가. 주요 연구내용
(1) 대사체 분석 기반 브루셀라증 진단용 유용 바이오 마커 발굴 및 산업화

○ 소 브루셀라증에서 특이적으로 발현하는 대사체 발굴 (10종 이상)

◦ 확보된 브루셀라 소 혈청에 대한 대사체 분석(진양성, 진음성, 의양성, 위음성)

◦ 확보된 브루셀라 감염시기별 소 혈청에 대한 대사체 분석 (초기, 중기, 말기)

◦ 진단을 위한 최적 대사체 조합 설정

○ 발굴 대사체의 브루셀라 외 감염혈청과의 감별 분석(결핵, Y. entericolitica O9, 바이러스 등)

◦ 소 감염혈청과의 감별 분석 (우결핵, 바이러스 등)

◦ 교차반응 유발균 (Y. enterocolitica O9) 감염 혈청 대상 대사체 분석(소)

◦ 브루셀라 감염 후 발현되는 특정 대사체 선발

○ 발굴 대사체 분석방법 첨단화 및 대량 생산체계 구축

◦ 대사체 직접 분석 프로토콜 확립

◦ 특정 대사체, 대사체 유래 펩타이드 서열 등 분석

◦ 대사체 대량생산체계 구축

○ 개발 진단기술의 경제성 평가 및 산업화

(2) 브루셀라 감염과 숙주 대사체 상관관계 및 진단적 가치 평가

○ 브루셀라 감염병에 대응하는 숙주 대사체의 항균 효과 증명 (실험동물 및 세포 실험)

◦ 발굴 대사체의 숙주 세포 독성 및 항균효과

◦ 발굴 대사체의 숙주 세포내 균 저해능력 평가

◦ 발굴 대사체의 균감염 대응기전 규명 (실험동물)

○ 발굴 대사체가 브루셀라 감염 숙주의 면역반응 유도 규명

◦ 발굴 대사체의 숙주 면역세포 활성 규명 (세포 및 실험동물)

◦ 발굴 대사체의 숙주 세포 내 균 저해 기전 해석 (NO, ROS, lysosome activation 등 )

◦ 발굴 대사체의 실질 장기내 균 증식 저해기전 규명(실험동물)

○ 동물실험을 통한 브루셀라 특이적 대사체 발현 규명 (실험동물)

◦ 교차반응 유발균 (Yersinia enterocolitica O9, E. coli O157 등 ) 감염 혈청 대상 대사체 분석(기 

확보된 목적 동물 및 실험동물)

(3) 대사체 분석기법 및 진단기술 확립

○ 발굴 대사체 이용 분석기법 확립 및 진단 적용

◦ 특정 대사체 발현량 평가방법 수립

◦ Biomarker 기반 진단기술의 표준화

◦ Biomarker 기반 진단기술의 산업화

○ 대사체에 대한 단클론 항체 기반 혈청학적 진단 기술 확립 및 산업화

◦ 특정 대사체에 항원 확보

◦ 특정 대사체에 특이한 항체를 생산하는 하이브리도마 개발

◦ 특정 대사체에 특이한 단클론 항체 대량 생산

◦ 단클론 항체를 이용한 혈청학적 진단기술 확립(ELISA, Dip-stick, lateral flow assay 등)

◦ 기존 혈청 검사 결과와의 비교를 통해 민감도, 특이도 등 평가

◦ 브루셀라 오진률 최소화를 위한 진단법 확립 

◦ 개발 진단기술의 경제성 평가 및 산업화

나. 연차별 연구내용 및 추진일정
(1) 브루셀라 감염과 숙주 대사체 상관관계 및 진단적 가치 평가 (주관연구기관) 
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구분 년도 연구목표
세부

연구목표

세부

연구개발

내용 

추진일정

1분기

(1/4) 

2분기

(2/4)

3분기

(3/4)

4분기

(4/4)

1차년도 2022

브루셀라 

감염과 숙주 

대사체 

상관관계 및 

진단적 가치 

평가

◦ 브루셀라 감염병에 대

응하는 숙주 대사체의 

항균 효과 증명 (실험동

물 및 세포 실험)

▸발굴 대사체의 숙주 세포 독성 

및 항균효과

▸발굴 대사체의 숙주 세포내 균 

저해능력 평가

▸발굴 대사체의 균감염 대응기전 

규명 (실험동물)

대사체 분석

기법 및 진

단기술 확립

◦ 발굴 대사체 이용 분

석기법 확립 및 진단 적

용

▸특정 대사체 발현량 평가방법 수

립

▸Biomarker 기반 진단기술의 표

준화

▸Biomarker 기반 진단기술의 산

업화

2차년도 2023

브루셀라 

감염과 숙주 

대사체 

상관관계 및 

진단적 가치 

평가

◦ 발굴 대사체가 브루셀

라 감염 숙주의 면역반

응 유도 규명

▸발굴 대사체의 숙주 면역세포 활

성 규명 (세포 및 실험동물)

▸발굴 대사체의 숙주 세포 내 균 

저해 기전 해석 (NO, ROS, 

lysosome activation 등 )

▸발굴 대사체의 실질 장기내 균 

증식 저해기전 규명(실험동물)

◦ 동물실험을 통한 브루

셀라 특이적 대사체 발

현 규명 (목적 및 실험

동물)

▸교차반응 유발균 (Yersinia 
enterocolitica O9, E. coli O157 

등 ) 감염 혈청 대상 대사체 분

석(기 확보된 목적 동물 및 실

험동물)

대사체 분석

기법 및 진

단기술 확립

◦ 대사체에 대한 단클론 

항체 기반 혈청학적 진

단 기술 확립 및 산업화

▸특정 대사체에 항원 확보

▸특정 대사체에 특이한 항체를 생

산하는 하이브리도마 개발

▸특정 대사체에 특이한 단클론 항

체 대량 생산

▸단클론 항체를 이용한 혈청학적 

진단기술 확립(ELISA, Dip-stick, 

lateral flow assay 등)

▸기존 혈청 검사 결과와의 비교

를 통해 민감도, 특이도 등 평

가

▸브루셀라 오진률 최소화를 위한 

진단법 확립

▸개발 진단기술의 경제성 평가 

및 산업화

 (2) 대사체 분석 기반 브루셀라증 진단용 유용 바이오 마커 발굴 및 산업화 (제 1 공동연구기관) 
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구분 년도
세부

연구목표

세부

연구개발

내용 

추진일정

1분기

(1/4) 

2분기

(2/4)

3분기

(3/4)

4분기

(4/4)

1차년도 2022

◦ 소 브루셀라증에서 특

이적으로 발현하는 대사

체 발굴 (10종 이상)

▸확보된 브루셀라 소 혈청에 대한 대

사체 분석(진양성, 진음성, 의양성, 

위음성)

▸확보된 브루셀라 감염시기별 소 혈

청에 대한 대사체 분석 (초기, 중기, 

말기)

▸진단을 위한 최적 대사체 조합 설정

◦ 발굴 대사체의 브루셀

라 외 감염혈청과의 감

별 분석(결핵, Y. 
entericolitica O9, 바이

러스 등)

▸소 감염혈청과의 감별 분석 (우결핵, 

바이러스 등)

▸교차반응 유발균 (Y. enterocolitica 

O9) 감염 혈청 대상 대사체 분석

(소)

▸브루셀라 감염 후 발현되는 특정 대

사체 선발

2차년도 2023

◦ 발굴 대사체 분석방법 

첨단화 및 대량 생산체

계 구축

▸대사체 직접 분석 프로토콜 확립

▸특정 대사체, 대사체 유래 펩타이드 

서열 등 분석

▸대사체 대량생산체계 구축

◦ 개발 진단기술의 경제

성 평가 및 산업화

▸개발 진단기술의 경제성 평가 및 

산업화

다. 연구방법
○ 브루셀라 감염 모델

◦ 실험동물: 마우스 감염실험을 통해 혈청 및 조직 확보 됨

◦ 목적동물: 

-몽골 국립 수의연구소와 공동으로 소 브루셀라 감염실험을 통해 혈청 및 조직 확보 됨

-교차반응 유발균 (Yersinia enterocolitica O9, E. coli O157 등) 확보 됨

-브루셀라 외 감염혈청: 우결핵 및 바이러스 혈청 200건 이상 확보 됨

그림 8. 브루셀라 오진률 최소화 진단기법 연구개발 흐름도

○ 브루셀라병 관련 혈청시료 확보 

◦ 혈청검사(STAT, ELISA, FPA)별: 진양성 / 진음성 / 의양성 개체 총 500건 이상 확보 (농림축산검

역본부 및 시도 가축위생시험소를 통해 기 확보 됨)

○ 대사체 분석방법

◦ LC/MS와 GC/MS를 이용하여 브루셀라 균의 대사체 분석

▸세포 감염시 세포내외 존재하는 균의 대사체 분석
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▸다변량통계분석 및 관련 지표물질 발굴

◦ LC/MS와 GC/MS를 이용하여 브루셀라 균을 감염시킨 숙주의 대사체 분석

▸숙주 대식구의 브루셀라 균 감염 후 숙주동물의 혈액, 소변 및 조직 대사체 분석 

▸발굴한 혈액, 소변 및 조직 대사체 특성분석

▸다변량통계분석에 의한 숙주세포 대사체 발굴

▸발굴된 대사체와 감염과의 상관관계 규명

◦ LC/MS와 GC/MS를 이용하여 세포 및 목적 동물별 감염/치료제 처리에 따른 세포 및 생체 대

사체 분석, 지표물질 발굴, 상관관계분석을 통한 진단적 가치평가

▸실험/목적동물 감염 후 혈액, 소변 및 조직 대사체 분석

▸감염숙주 지표 대사체 발굴

▸발현 대사체의 진단적 효능 평가 

▸대사체 분석을 이용한 진단적 가치 평가 (제 1 공동)

▸타 병원균 감염과 공통 발현 대사체 규명 (Y. entericolitica O9, E. coli O157 등)

▸브루셀라 고유의 발현 대사체 선발

그림 9. 대사체 분석 기반 연구개발 흐름도

○ 숙주 대사체의 항균 효과 증명 (실험동물 및 세포 실험)

◦ 발굴 대사체의 농도별 숙주 세포(소유래 MBDK, 마우스 유래 RAW 263.7 등) 독성 평가

◦ 발굴 대사체의 농도별 브루셀라 균 직접 항균효과 

◦ 발굴 대사체의 농도별 브루셀라 균 숙주세포 침입능력 평가

◦ 발굴 대사체의 농도별 브루셀라 균 숙주세포 증식능력 평가

◦ 발굴 대사체의 농도별 브루셀라 균 숙주세포 탐식경로 해석

○ 발굴 대사체가 브루셀라 감염 숙주의 면역반응 유도 규명

◦ 발굴 대사체의 숙주 면역세포 활성 규명: 혈중 싸이토카인 생산량 및 세포 내 유전발현량평가 등

◦ 발굴 대사체의 숙주 세포 내 균 저해 기전 해석 (NO, ROS, lysosome activation, protein 발현 

등 )

◦ 발굴 대사체의 실질 장기내 균 증식 저해기전 규명: 실질 장기내 균 분포, 실질 장기의 병변 변

화, 실질장기 내 균 사멸 정도 등)

○ 동물실험을 통한 브루셀라 특이적 대사체 발현 규명 (목적동물 및 실험동물)

◦ 교차반응 유발균 (Yersinia enterocolitica O9, E. coli O157 등 ) 감염 혈청 대상 대사체 분석(목

적동물 및 실험동물)

○ 대사체 분석기반 진단방법확립

◦ Biomarker 기반 진단기술의 표준화

▸확보 biomarker 진단을 위한 프로토콜 제시 (샘플량, 전처리기술, 적용량, 유용 분석 

방법) 



- 14 -

3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

▸확보 biomarker의 브루셀라 감염에 따른 cut-off value 설정 및 진단기준 확립  

▸기존 혈청 검사 결과와의 비교를 통해 민감도, 특이도 등 평가

▸핵심 biomarker를 이용한 진단방법 표준화

○ 특정 대사체에 대한 단클론 항체 개발

▸ 특정 대사체에 항원 준비 및 면역(1-4차 면역)

▸ 세포융합 및 클로닝을 통한 하이브리도마 개발

▸ 하이브리도마가 생산하는 항체 특성 확인(ELISA, Western blot)

▸ 특정 대사체에 특이한 단클론 항체를 생산하는 단일클론 하이브리도마 확보

▸ 특정 대사체에 특이 단클론 항체 대량 생산

그림 10. 특정 대사체 특이 단클론 항체 확보을 위한 하이브리도마 개발 과정

○ 브루셀라 오진률 최소화를 위한 혈청학적 진단법 확립

▸ 대상 대사체에 따른 ELISA 포맷 개발(sandwich ELISA, indirect ELISA)

▸ 금나노입자(gold nanoparticl; GNP) 기반 dip-stick assay또는 lateral flow assay 개발

▸ 개발 진단 기술의 안정성 평가 및 산업화

그림 11. Dip-stick assay와 lateral flow assay의 구조 및 진단원리

(1) 브루셀라 감염과 숙주 대사체 상관관계 및 진단적 가치 평가

가. 브루셀라 감염병에 대응하는 숙주 대사체의 항균 효과 증명 (실험동물 및 세포 실험)

① 숙주 대사체 simvastatin의 브루셀라 감염 저해능력 규명: 브루셀라 감염시 발현되는 숙주 대사

체 중 simvastatin이 브루셀라 감염된 마우스에서 병원성 발현 저해 및 세포내 브루셀라증 치료

에 중요한 역할을 담당하는 것으로 확인되어 브루셀라 감염증에있어서 유용한 바이오마커로서 

작용이 가능할 것으로 판단되어 이에 대한 규명을 수행하고 있음 (그림11-17).
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그림 12. 숙주 대사체인 Simvastatin과 mevalonic acid처

리한 대식구 세포독성과 브루셀라 균 감염에 미치는 영향 

분석 

그림 13. 숙주 대사체인 simvastatin의 브루셀라 감염 초

기에 나타나는 세포 신호전달 체계에 미치는 영향 분석 

그림 14. 숙주 대사체인 simvastatin의 대사산물 GGPP과 

FPP이 브루셀라균의 대식구내 침입에 미치는 영향 분석 

그림 15. 숙주 대사체인 simvastatin이 브루셀라 균에 대

한 항균효과 규명 (0, 4, 8, 24, and 48 h 처리)

그림 16. 숙주 대사체인 simvastatin이 브루셀라 마우스 

감염 치료 효과 규명 

그림 17. 숙주 대사체인 simvastatin의 브루셀라 균 감염

에 미치는 영향 모식도 
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② 숙주 대사체 lipoxygenase(LOX) pathway 저해제인 Nordihydroguaiaretic acid (NDGA)의 브루

셀라 감염 저해능력 규명: 브루셀라 감염시 발현되는 숙주 대사체 lipoxygenase pathway의 저해

제인 Nordihydroguaiaretic acid (NDGA)이 브루셀라에 대한 항균효능 및 세포내 침입을 억제하

는 기전이 밝혀 졌으며, 감염 후 다양한 면역반응 물질의 활성을 유도하여 브루셀라 감염증 치료 

및 예방에 유용한 물질임이 밝혀짐  (그림18-22).

③ 숙주 대사체 조절인자인 SIRT1 activators 의 브루셀라 감염 저해능력 규명: 브루셀라 감염시 

발현되는 숙주 대사체 조절물질 중 Sirtuin 1 family의 하나인 SIRT1의 활성이 마우스와 마우스 

유래 대식구 모델에서 브루셀라에 대한 항균효능 및 세포내 침입을 억제하는 기전이 밝혀 졌으

며, 감염 후 다양한 면역반응 물질의 활성을 유도하여 브루셀라 감염증 치료 및 예방에 유용한 

물질임이 밝혀짐  (그림23-26).

 

그림 18. 숙주 대사체 lipoxygenase(LOX) pathway 저해제

인 NDGA, M4N, ZIL, DPI의 대식구 세포독성 (48h)

그림 19. 숙주 대사체 lipoxygenase(LOX) pathway 저해제

인 NDGA, M4N, ZIL, DPI의 대식구내 브루셀라균 탐식에 

미치는 영향 분석

그림 20. 숙주 대사체 lipoxygenase(LOX) pathway 저해제

인 NDGA, M4N, ZIL, DPI의 대식구내 브루셀라균 증식에 

미치는 영향 분석 

그림 21. 숙주 대사체 lipoxygenase(LOX) pathway 저해제

인 NDGA, M4N, ZIL, DPI의 마우스 처리에 따른 감염 예

방능력 평가

그림 22. 숙주 대사체 lipoxygenase(LOX) pathway 저해제

인 NDGA, M4N, ZIL, DPI의 처리가 브루셀라 감염 마우스

의 면역물질 분비에 미치는 영향 분석
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④ 대사체인 단사슬 지방산 중 하나인 sodium propionate의 브루셀라 감염 저해능력 규명: 

브루셀라 감염시 발현되는 단사슬 지방산 중 하나인 sodium propionate의 투여가 마우스와 

마우스 유래 대식구 모델에서 브루셀라에 세포내 침입을 억제하는 기전이 밝혀 졌으며, 감염 후 

다양한 면역반응 물질의 활성을 유도하여 브루셀라 감염증 치료 및 예방에 유용한 물질임이 

밝혀짐  (그림27-32).

그림 23. Sirtuin 1 family의 하나인 SIRT1의 활성물질 

(RES , PIC,  Rg3 )의 브루셀라 균 탐식 및 부착에 미치

는 영향 규명 

그림 24. Sirtuin 1 family의 하나인 SIRT1의 활성물질 

(RES , PIC,  Rg3 )의 브루셀라 균 탐식 경로에 에 미치

는 영향 규명 

그림 25. Sirtuin 1 family의 하나인 SIRT1의 활성물질 

(RES , PIC,  Rg3 ) 투여를 통해 브루셀라 균 감염 마우

스내 실질장기에서의 균 증식 억제 효과 규명 

그림 26. Sirtuin 1 family의 하나인 SIRT1의 활성물질 

(RES , PIC,  Rg3 ) 투여를 통해 브루셀라 균 감염 마우

스의 혈중 면역활성 물질 발현에 미치는 효과 규명  

그림 27. 단사슬 지방산 sodium propionate의 세포독성 

및 항균효과 규명

그림 28. 단사슬 지방산 sodium propionate의 대식구내 

브루셀라 균 침입 및 증식 억제에 미치는 영향 규명

그림 29. 단사슬 지방산 sodium propionate의 대식구내 

브루셀라 감염 후 나타나는 면역활성물질에 생산에 미치는 

영향 규명 ( TNF-α , IL-10, IFN-γ , IL-1β  and IL-6) 

그림 30. 단사슬 지방산 sodium propionate의 브루셀라균 

감염 된 대식구내 NF-κB 인산화에 미치는 영향 규명
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⑤ 숙주의 대사활성에 관여하는 대표적인 조절효소 (Regulatory enzyme)인 Catalase가 브루셀라 

감염 조절 능력 규명: 브루셀라 감염시 발현되는 숙주의 대사 활성에 관여하는 대표적인 

조절효소인 catalase의 억제를 유도하고(3-Amino-1,2,4-triazole; 3-AT) 이들 물질을 통해 

catalase의 생성과 활성이 마우스와 마우스 유래 대식구 모델에서 브루셀라에 대한 항균효능 및 

세포내 침입을 억제하는 기전이 밝혀 졌으며, 감염 후 다양한 면역반응 물질의 활성을 유도하여 

브루셀라 감염증 치료 및 예방에 유용한 물질임이 밝혀짐  (그림33-38).

그림 31. 단사슬 지방산 sodium propionate의 투여가 브

루셀라 감염 마우스에서의 치료에 미치는 영향 규명

그림 32.SP 처리를 한 마우스에 브루셀라 균 감염후 나타

나는 병리적 변화 규명

그림 33. 숙주 catalase의 생성과 활성을 조절하는 물질인 

3-AT를 이용하여 세포독성, 세포내 침입 및 세포내 브루

셀라 균 침입에 미치는 영향 규명 

그림 34. 숙주 catalase의 생성과 활성을 조절하는 물질인 

3-AT 처리 시 세포내 숙주 catalase의 생성에 미치는 영

향 규명 
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⑥ 브루셀라균의 병원성 및 대사 조절 단백인 DapB/gpm을 이용한 브루셀라 균의 감염예방 능력 

평가 : 브루셀라 균의 대표적인 대사 조절 물질이며, 균의 lysine과 tabtoxin 생합성을 조절하는 

DapB단백질과 phosphoglyceromutase (gpm)을 이용하여 이들 단백의 병원성평가와 재조합 

단백을 이용한 면역조절 능력을 평가 함  (그림39-42).

그림 35. 숙주 catalase의 생성과 활성을 조절하는 물질인 

3-AT 처리 시 브루셀라 감염 세포의 면역반응 조절물질 

발현 규명  

그림 36. 숙주 catalase의 생성과 활성을 조절하는 물질인 

3-AT 처리 시 브루셀라 감염 세포의 싸이토카인 생성에 

미치는 영향   

그림 37. 숙주 catalase의 생성과 활성을 조절하는 물질인 

3-AT 처리 시 브루셀라 감염 감염 마우스내 실질장기에서

의 균 증식 억제 및 면역세포 분화에 미치는 효과 규명

그림 38. 숙주 catalase의 생성과 활성을 조절하는 물질인 

3-AT 처리 시 브루셀라 감염 감염 마우스 혈액 내 면역 

조절에 대한 효과 규명
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(2) 대사체 분석기법 및 진단기술 확립 

① 브루셀라균 대사체 peptide에 특이적인 단크론성 항체와  면역분석법 개발 

 ⓐ BSA-EZ-B와 EZ-B-BSA 항원을 이용한 단크론성 항체 개발

◯ 항원준비: 1공동기관에서 제공받은 아래 2종의 면역원과 코팅항원을 이용하여 단크론성 항체

를 개발하였음 

- 면역원(2종): BSA-EZ-B와 EZ-B-BSA 컨주게이트 확보

- 코팅항원(2종): OVA-EZ-B와 EZ-B-OVA 컨주게이트 확보 

◯ 면역: 단크론성 항체 생산을 위한 hybridoma cell line 개발을 위해 생후 7-8주된 BALB/c 

mouse(암컷)에 앞서 준비된 항원(BSA-EZ-B와 EZ-B-BSA)을 이용하여 면역을 4차례 실시

- 1차 면역: 준비된 각각의 면역원 (100 µg/100 µl)을 complete Freund's adjuvant와 1 : 

1(v/v)로 유화시켜 마리당 200 µl 씩 복강으로 1차 면역을 실시

- 2, 3차 면역: 1차 면역 후 2주 간격으로 각각의 면역원 (100 µg/100 µl)을 incomplete 

Freund's adjuvant의 동량 혼합한 후 각각 200 µl 씩 2회 추가 접종 실시

- 4차 면역: 3차 면역이후 세포융합 3일 전에 2배 량의 면역원만을 복강 내 주사하여 최종면역 

실시 

◯ 항혈청 역가 측정: 

- 3차 면역 후 마우스 생체 내에 면역한 peptide에 대한 항체 생성여부를 확인하였음

- 마우스의 꼬리 정맥에서 3 µl 채혈한 후 PBS로 1,000와 10,000배 희석하여 indirect ELISA법

으로 역가를 측정하였음

- 그 결과 아래 그림 1과 같이 EZ-B-BSA를 면역한 마우스 2번과 3번은 10,000배 희석한 혈액

에서도 2종의 코팅항원(OVA-EZ-B와 EZ-B-OVA)에 높은 반응성을 보여, 항혈청 역가가 높은 

것으로 확인되었음 (그림 43(a))

- 또한 BSA-EZ-B을 면역한 마우스는 세 마리 모두 10,000배 희석한 혈액에서도 2종의 코팅항

원에 높은 반응성을 보여, 항혈청 역가가 높은 것으로 판단하였음 (그림 43(b))

- 항혈청 역가를 토대로 면역한 마우스 내에서 생성된 항체는 단백질에 결합된 peptide의 C-와 

N-terminal의 방향성과 관계없이 모두 반응하는 것으로 확인되었음

- 따라서 최종면역을 실시한 후 항혈청 역가가 높은 EZ-B-BSA 면역 마우스 2번과 3번, 

BSA-EZ-B을 면역원으로 면역한 마우스 1, 2, 3번을 이후 세포융합에 사용하였음

그림 39. 브루셀라 균의 대표적인 대사 조절 물질 

DapB/gpm 유전자를 이용한 재조합 단백 제작 및 항원성 

규명

그림 40.  재조합 DapB/gpm 단백을 마우스에 접종 후 면

역반응에 미치는 영향 규명 

그림 41. 재조합 DapB/gpm단백을 마우스에 면역 후 도전

감염을 통해 실질 장기에서의 균 분포 분석 및 기존의 백

신과의 비교 평가

그림 42. 재조합 DapB/gpm단백을 마우스에 면역 후 도전

감염을 통해 비장내 균 증식 억제 효과 규명  
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(a)

(b)

그림 43. 면역 마우스의 항혈청 역가 측정 결과 (a) 면역원: EZ-B-BSA, (b) 면역원: BSA-EZ-B

◯ Hybridoma cell line 개발을 위한 세포융합 결과: 

- 세포융합 이후 세포의 성장이 확인되면 상등액을 채취하여 항체를 분비하는지를 앞서 항혈청 

역가 측정 시 사용한 indirect ELISA법을 이용하여 아래와 같이 검색하였음

- 그 결과 8개의 well에서 반응성이 강한 세포가 확인되었으며, 해당 세포를 24 well plate에 옮

겨 배양한 후 항체 역가가 계속 유지되는지를 간접효소면역분석법을 통해 추가적으로 확인하

였음 (그림 44)

BSA-EZ-B plate 1 BSA-EZ-B plate 2 EZ-B-BSA plate 1

그림 44. 융합된 세포의 항체 역가 확인

- 이후 24 well에서 배양 중인 세포주의 항체 역가를 확인하였으며, indirect ELISA법을 통해 

2.0 이상의 역가를 유지하는 융합세포 4종을 클로닝에 사용하였음 (표 1)

◯ 확보된 4종의 Hybridoma cell line을 이용한 클로닝 및 역가 측정 결과: 

- 확보된 4종의 융합세포주를 임의로 G-1, B-1, B-2 및 B-3로 분류 및 명명하였고, 클로닝을 

통해 16종의 단크론성 세포를 분리하였으며, 16종의 단크론성 세포의 역가 측정을 위해 해당 

세포의 배양상등액을 채취하여 indirect ELISA법을 실시하였음

- 16종의 단크론성 세포 역가 측정을 통해 가장 높은 항체 역가를 보이는 총 8가지 단크론성 세

포주를 확보하였음

- 선택된 8종(G-1-1, G-1-2, B-1-1, B-1-2, B-2-1, B-2-2, B-3-1, B-3-2)의 단크론성 세

포주를 배양하면서 indirect ELISA법을 통해 역가를 측정하였으며, 그 결과 2종의 코팅항원에 

표 1. 융합 세포주에 대한 2차 ELISA 스크리닝 결과

(O.D. values)

Fused cells

1 2 3 4 5 6 7 8

코팅항원
EZ-B-BSA 0.1945 0.687 0.1568 0.1932 2.3232 0.2051 0.2098 0.2794

BSA-EZ-B 0.1869 0.1969 1.0199 0.3448 2.4277 2.4198 2.4949 0.2994
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대해 모두 반응성을 나타내는 G-1-1 및 B-2-1 세포주와, OVA-EZ-B 항원에 반응성이 높은 

B-1-2 및 B-3-1과 같은 세포주 4종을 최종 선별하였음 (표 2)

표 2. 클로닝된 세포주의 indirect ELISA법을 이용한 스크리닝 결과
(O.D. values)

세포주 
코팅 항원

최종라벨
EZ-B-OVA OVA-EZ-B

면역원

EZ-B-BSA
G-1-1 2.4697 2.4041 G-G-1

G-1-2 2.386 2.3514

BSA-EZ-B

B-1-1 0.1943 2.4688

B-1-2 0.2456 2.5409 G-B-1

B-2-1 2.4945 2.5432 G-B-2 

B-2-2 2.3445 2.2925

B-3-1 0.906 2.1416 G-B-3

B-3-2 0.4777 1.6987

◯ 단크론성 항체의 확인: 

- Indirect ELISA법에서 생산된 항체는 well에 코팅된 항원에 결합된 peptide와 반응액 중의 free 

peptide와 경쟁적으로 반응하게 됨. 만약 항체가 free peptide 존재 시 코팅항원 상의 peptide

보다는 free peptide와 반응하게 되어 세척단계에서 반응 well로부터 제거되고 이후 2차 항체

와의 반응하지 못해 기질에 의한 발색이 일어나지 않음. 반대로 free peptide가 존재하지 않을 

시 코팅항원(EZ-B-protein, protein-EZ-B)과 반응하게 되어 반응 well상에 반응하여 이후 2차 

항체와도 반응하여 기질에 의한 발색이 일어나게 됨

- G-B-2 하이브리도마 세포주의 경우 10 ppm의 free peptide와 경쟁 반응 시킨 결과 

EZ-B-BSA 코팅항원을 1/2000에서 0.6, 1/4000에서 1.0 이상의 흡광도 차를 나타내었음 (표 

3)

- G-B-3 하이브리도마 세포주의 배양액을 10 ppm의 free peptide와 경쟁반응 시킨 결과 

EZ-B-BSA 코팅항원을 1/2000와 1/4000로 코팅하였을 때는 양성과 음성에서 모두 0.8 정도

의 흡광도 차를 나타내었음

- G-G-1 하이브리도마 세포주의 경우 10 ppm의 free peptide와 경쟁반응 시킨 결과 

EZ-B-BSA 코팅항원을 1/2000에서 0.6, 1/4000에서 0.8 이상의 흡광도 차를 나타내었음

- 이상의 결과로 볼 때 개발된 G-B-2와 G-G-1 하이브리도마 세포주가 생산하는 항체는 free 

peptide와 특이적으로 반응하는 것으로 확인되어 이후의 실험에 사용하였음

표 3. Indirect ELISA법에 의한 단크론성 항체 4종과 free peptide의 반응성 확인

(O.D. values)

G-B-1 G-B-2 G-B-3 G-G-1

N P N P N P N P

코팅
항원

EZ-B-BSA 
(1/2,000)

0.1411 0.0937 1.9805 1.4662 1.6518 0.9261 2.5031 1.9198

0.0954 0.1158 2.0757 1.3449 1.8685 1.7715 2.3081 1.7532

EZ-B-BSA 
(1/4,000)

0.1071 0.112 1.7772 0.7242 1.2673 0.3879 1.7087 0.8298

0.1057 0.0902 1.9621 0.8997 1.0245 0.3993 1.6304 0.9005

BSA-EZ-B
(1/2,000)

2.595 2.4048 2.4314 1.9843 2.0634 1.76 2.4004 2.3306

2.5691 2.5452 2.4134 2.1985 2.2883 1.703 2.3528 2.4323

BSA-EZ-B
(1/4,000)

2.0394 1.9445 1.9044 1.1947 1.5382 1.0019 1.7898 1.6794

2.2018 2.1103 2.0652 1.372 1.5285 1.019 1.9428 1.6521

N: negative, P: positive, 10 ppm free peptide in PBS

- 2종의 하이브리도마에서 생산하는 항체가 실제 시료와 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS)

에 free peptide를 임의로 첨가한 양성과 음성 시료에 대해 양성과 음성으로 판정하는지 여부

를 확인한 결과, 표 4에서 보는 바와 같이 혈청 추출액의 경우 항원-항체 반응에 방해하는 요

인인 matrix effect가 큰 것으로 확인되었고, FBS의 경우 대체적으로 흡광도가 낮은 경향을 보

였으나 양성과 음성의 구분이 가능하였음

- 따라서 실제시료를 분석하기 위해서는 간접효소면역분석법에 적절한 시료 전처리법의 개발이 

선행되어야 할 것으로 판단됨
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표 4. 생산된 항체를 이용한 시료 매트릭스별 항체 반응성 확인

(O.D. values)

용액별 free peptide 양성과 음성

PBS 혈청1 추출액 혈청2 추출액 1/2 FBS 1x FBS 1/2x

N P N P N P N P N P

G-B-2 
항체 

1.313 0.5177 1.9304 1.9077 1.8503 1.7386 0.4134 0.2159 0.5261 0.2334

1.4498 0.4768 2.2192 1.9419 1.864 1.7715 0.4533 0.2032 0.4929 0.2096

G-G-1 
항체 

1.8621 0.9612 2.2195 2.4049 2.1218 2.3104 0.5856 0.3924 1.0639 0.5586

1.7784 0.9554 2.1414 2.3345 2.0088 2.1887 0.7035 0.3795 1.1114 0.375

N: negative, P: positive, 10 ppm free peptide in PBS

 ⓑ 다양한 Peptide(GNU)-단백질 컨쥬게이트 항원을 이용한 단크론성 항체 개발

◯ 항원준비: 1공동기관에서 제공받은 아래 6종의 Peptide(GNU)-단백질 컨쥬게이트 면역원과 코

팅항원을 이용하여 단크론성 항체를 개발하였음 

- 면역원 및 코팅항원(6종): OVA-GNU, KLH-GNU, BSA-GNU, GNU-OVA, GNU-KLH, 

GNU-BSA 컨주게이트 확보

◯ 면역: 단크론성 항체 생산을 위한 hybridoma cell line 개발을 위해 준비된 항원(OVA-GNU, 

KLH-GNU, BSA-GNU, GNU-OVA, GNU-KLH, GNU-BSA)을 이용하여 면역을 4차례 실시

◯ 항혈청 역가 측정: 

- 3차 면역 후 마우스 생체 내에 면역한 peptide에 대한 항체 생성 여부를 확인하였음

- 마우스의 꼬리 정맥에서 3 µl 채혈한 후 PBS로 500-100,000배 희석하여 indirect ELISA 법으

로 역가를 측정하였음

- 그 결과 아래 그림에서 보는 바와 같이 면역한 마우스 모두 각각의 항원을 교차로 코팅하였을 

때 반응성이 있는 것으로 확인되었음

- 대부분 마우스 1과 2번의 역가가 높게 나타났으며 50,000배 희석한 혈청에서도 반응성이 확인

되었음 

- 또한 control 마우스와 비교하였을 때 면역한 마우스에서만 반응성이 나타나 항원이 면역되어 

항체가 생성된 것으로 판단하였음

- 따라서 최종 면역을 실시한 후 항혈청 역가가 높은 면역 마우스 1과 2번을 이후 세포융합에 

사용하였음

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)
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◯ Hybridoma cell line 개발을 위한 세포융합 결과: 

- 세포융합 이후 세포의 성장이 확인되면 상등액을 채취하여 항체를 분비하는지를 앞서 항혈청 

역가 측정 시 사용한 indirect ELISA법을 이용하여 아래와 같이 검색하였음

- 그 결과 아래와 같이 BSA-GNU, GNU-BSA로 면역한 마우스를 이용하여 세포융합한 경우반응

성이 강한 세포가 확인되었으며, 해당 세포를 24 well plate에 옮겨 배양한 후 항체 역가가 계

속 유지되는지를 indirect ELISA법을 통해 추가적으로 확인하였음

- 그러나 OVA-GNU, KLH-GNU, GNU-OVA, GNU-KLH로 면역한 마우스를 이용하여 세포융합

한 경우는 반응성이 약한 세포가 확보되어 이후 24 well plate에 옮기지 않고 모두 폐기하였음

- 이후 24 well에서 배양 중인 BSA-GNU와 GNU-BSA 세포주의 항체 역가를 확인한 결과, 반응

성이 높게 나타나 클로닝을 실시하였고, 역가가 1.2 이상의 역가를 유지하는 BSA-GNU 5종

(1A5, 2A1, 3G5, 3A7, 4E8)과 GNU-BSA 3종(1D11, 2G3, 4B8) hybridoma cell 을 이용하여 

free Peptide와 버퍼 그리고 Peptide-GMBS (Peptide와 단백질 연결기)에 대한 경쟁 반응성을 

확인하였음

◯ 확보된 8종의 Hybridoma cell line을 이용한 경쟁 반응성 역가 측정 결과 

- 단크론성 항체를 생산하기 위한 클로닝에 앞서 확보된 BSA-GNU 5종(1A5, 2A1, 3G5, 3A7, 

4E8)과 GNU-BSA 3종(1D11, 2G3, 4B8) hybridoma cell이 생산하는 항체에 대해 대사체와 

경쟁 반응성을 indirect ELISA법으로 측정하였음

- 경쟁기반 indirect ELISA법은 1차 항체를 제외한 모든 단계에서 기존 indirect ELISA법과 동일

그림 45. 면역 마우스의 항혈청 역가 측정 결과

 BSA-GNU(a), GNU-BSA(b), KLH-GNU(c), GNU-KLH(d), OVA-GNU(e), GNU-OVA(f)

BSA-GNU plate KLH-GNU plate OVA-GNU plate

GNU-BSA plate GNU-KLH plate GNU-OVA plate

그림 46. 융합된 세포의 항체 역가 확인

그림 47. BSA-GNU와 GNU-BSA hybridoma cell에 대한 2차 ELISA 스크리닝 결과
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하게 진행하였으며, 1차 항체로 배양상등액 50 µl와 50 µl의 free Peptide (0, 10 ppm) 또는 

Peptide-GMBS (10 ppm)를 혼합하여 분주하고 37℃에서 1시간 반응하였음

- 실험 결과 확인은 양성 control과 음성 control 사이의 흡광도 값 차이를 비교하였음

- Free Peptide(양성)이 포함된 Peptide(10 ppm)와 Peptide-GMBS(10 ppm)의 흡광도 값이 낮

게 나타나면서 음성 control의 흡광도 값이 비교적 높게 나타나는 것을 경쟁 반응성이 나타난 

것으로 판단하였으나, 항원합성 시 사용되는 GMBS의 일부와 더 특이적으로 반응하는 것으로 

확인되어 항원합성의 방법을 달리하여 항체를 생산할 필요를 확인하였음

 ⓒ sfGFP-GNU 항원을 이용한 단크론성 항체 개발

◯ 항원준비: 1공동기관에서 제공받은 1종의 면역원과 1종의 코팅항원을 이용하여 단크론성 항체

를 개발하고, 간접효소면역분석법을 개발하였음

- 면역원 (1종): sfGFP-Peptide 확보

- 코팅항원(1종): NanoLuc-Peptide 확보

◯ 면역: 단크론성 항체 생산을 위한 hybridoma cell line 개발을 위해 sfGFP-Peptide를 이용하

여 면역을 4차례 실시

◯ 항혈청 역가 측정: 

- 3차 면역 후 마우스 생체 내에 면역한 마우스에 peptide에 대한 항체 생성 여부를 확인하였음

- 마우스의 꼬리 정맥에서 3 µl 채혈한 후 PBS로 1,000-500,000배 희석하여 indirect ELISA 법

으로 역가를 측정하였음

- 그 결과 아래 그림 49에서 보는 바와 같이 면역한 마우스 모두 각각의 항원을 교차로 코팅하

였을 때 반응성이 있는 것으로 확인되었음

- 마우스 1과 2번의 역가가 높게 나타났으며 100,000배 희석한 혈청에서도 반응성이 확인되었

음 

- 또한 control 마우스와 비교하였을 때 면역한 마우스에서만 반응성이 나타나 항원이 면역되어 

항체가 생성된 것으로 판단하였음 

- 따라서 최종 면역을 실시한 후 항혈청 역가가 높은 면역 마우스 1과 2번을 이후 세포융합에 

사용하였음

(a) BSA-GNU

(b) GNU-BSA

그림 48. BSA-GNU와 GNU-BSA 융합 세포주에 대한 간접 경쟁 ELISA 스크리닝 결과
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(a) (b)

그림 49. 면역 마우스의 항혈청 역가 측정 결과. sfGFP-peptide 면역원에 대한 반응성(a), 

NanoLuce-peptide 코팅항원에 대한 반응성(b)

◯ Hybridoma cell line 개발을 위한 세포융합 결과: 

- 세포융합 이후 세포의 성장이 확인되면 상등액을 채취하여 항체를 분비하는지를 앞서 항혈청 

역가 측정 시 사용한 간접효소면역분석법을 이용하여 검색하였음

- well에서 반응성이 강한 세포가 확인되었으며, 해당 세포 38종을 24 well plate에 옮겨 배양한 

후 항체 역가가 계속 유지되는지를 간접효소면역분석법을 통해 추가적으로 확인하였음

- 24 well에서 배양 중인 38개의 세포주의 항체 역가를 확인하였으며, NanoLuce-peptide 항원

을 코팅하여 실험하였음 (그림 50)

- 2차 ELISA 결과, NanoLuce-peptide를 면역한 항원에서 반응성이 나타난 3종의 세포주 

(sfGFP-Peptide 1A10, 3B8, 4C5)를 선별하였으며 free Peptide와 버퍼 그리고 Peptide-GMBS 

(Peptide와 단백질 연결기)에 대한 경쟁 반응성을 확인하였음

◯ 확보된 3종의 Hybridoma cell line을 이용한 경쟁 반응성 역가 측정 결과 

- 단크론성 항체를 생산하기 위한 클로닝에 앞서 확보된 sfGFP-Peptide 3종(1A10, 3B8, 4C5) 

융합세포주를 이용하여 sfGFP-Peptide와 NanoLucPeptide 항원을 코팅하고 경쟁 반응성을 확

인하였음

- 실험결과, free Peptide에 대한 모든 항체에서 양성과 음성 간의 차이를 확인할 수 없었으나 

그 중 sfGFP-Peptide 4C5만 sfGFP-Peptide와 NanoLuc-Peptide에도 반응성이 있는 것으로 

확인되었음(그림 51)

- 세포가 충분히 자란 후에도 반응성을 확인하였으나 양성과 음성 간의 차이를 확인할 수 없었

음

- 따라서, 브루셀라균 대사체 peptide에 대한 항체가 생성되지 않은 것으로 판단하였음

그림 50. sfGFP-Peptide 융합세포주에 대한 2차 ELISA 스크리닝 결과

(a)
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 ⓓ 브루셀라균 대사체 펩타이드 신속 검출을 위한 간접효소면역분석법 개발

◯ 항원/항체 

- 사용항체(4종): 브루셀라균 대사체 peptide에 반응성이 높은 G-B-2와 G-G-1 단크론성 항체

- 코팅항원(2종): 1공동기관에서 추가로 제공한 sfGFP-Peptide와 GNU-OVA를 코팅항원으로 사

용하여 간접효소면역분석법을 개발하였음

(b)

(c)

그림 51. sfGFP-Peptide 융합 세포주에 대한 간접 경쟁 ELISA 스크리닝 결과.

sfGFP-1A11(a), sfGFP-3D8(b), sfGFP-4C5(c)
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◯ 간접효소면역분석법 최적화

ü 1차 항체 및 항체 희석배수 선정: 간접효소면역분석법 개발을 위해 1차 항체와 항체의 희석배

수를 선정하였음

-  G-B-2와 G-G-1 단크론성 항체를 이용하여 경쟁 반응성을 확인하였음

- 양성 control로 peptide 10 ppm, 음성 control로 Peptide 0 ppm를 사용하였으며, 항체 희석

배수는 1/2000, 2차 항체 1/1000 코팅항원은 sfGFP-Peptide를 사용하였음

- G-B-2와 G-G-1 단크론성 항체를 10 ppm의 free peptide와 경쟁 반응시킨 결과 항체의 반

응성이 0.3 이상의 흡광도 차이를 나타내어 G-B-2와 G-G-1 단크론성 항체 2종의 항체를 사

용하였음

- 이후 항체 희석배수에 따른 경쟁반응 결과 2배 이상의 흡광도 차이를 나타내는 G-B-2는 

1/250, G-G-1 항체는 1/125로 희석배수를 선정하였음

ü 2차 항체 희석배수 선정: 간접효소면역분석법 개발을 위해 선정된 1차 항체를 기반으로 2차 

항체의 희석배수를 선정하였음

- 2차 항체 희석배수는 Goat anti-mouse IgG(HRP)를 1/1000-15000의 조건으로 희석하여 실

험을 진행하였음 

- 아래 그림에서 보는 바와 같이 양성과 읍성의 흡광도 차이와 경제성을 고려하여 1/2500으로 

선정하고 이후의 실험에 사용하였음

ü 코팅항원 희석배수 선정: 간접효소면역분석법 개발을 위해 항원의 농도를 최적화하였음

- 코팅 항원은 sfGFP-Peptide를 사용하였으며 아래 그림에서 보는 바와 같이 0-50 μg/ml 농도

로 희석하여 사용하였음

- 실험결과 코팅항원 sfGFP-Peptide 5, 10, 50 μg/ml에서 양성(peptide 10 ppm)과 음성

(water)의 흡광도 차이를 확인하였으며, 코팅항원 10 μg/m에서 양성과 음성 간의 흡광도가 2

배 차이나 항원의 코팅농도로 선정하였음

(a)

(b)

(c)
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ü Peptide 재현성 및 검출한계 확인

- 앞서 최적화된 항원, 1차 항체, 2차 항체 조건을 바탕으로 표준용액의 농도별 반응성을 비교하

고 검출한계를 확인하였음

- 1차 항체 첨가 단계에서 브루셀라균 대사체 Peptide(0-100 ppm), Peptide-GMBS(0-100 

ppm), 3차 증류수(D.W) 사용하여 흡광도를 측정하였음

- 아래 그림과 같이 모든 항체에서 음성 control로 사용된 D.W의 흡광도가 유지되는 것으로 나

타났으며, Peptide가 포함된 peptide와 Peptide-GMBS는 100 ppm에 가까울수록 흡광도가 감

소하는 것으로 나타났음

- 또한 G-G-1 단크론성 항체는 5 ppm까지 충분히 검출할 수 있으며, 특히 G-B-2 항체는 1 

ppm까지 충분히 검출 가능한 것으로 나타났음

(d)

그림 52. 브루셀라균 대사체 peptide 신속검출을 위한 간접효소면역분석법 최적화 결과

1차 항체 선정(a), 1차 항체 희석배수 선정(b), 2차 항체 희석배수 선정(c), coating 항원 농도 선정(d)
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그림 53. 브루셀라균 대사체 peptide 검출을 위한 간접효소면역분석법 검출한계

ü Fetal Bovine Serum(FBS) 속 브루셀라균 대사체 peptide 검출

- 2종의 단크론성 항체가 실제 시료와 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS)에 free peptide를 

임의로 첨가한 양성과 음성 시료에 대해 양성과 음성으로 판정하는지 여부를 확인한 결과, 그

림에서 보는 바와 같이 FBS 함유량이 적을수록 흡광도가 낮은 경향을 보였으나 양성과 음성

의 구분이 가능하였음

- 따라서 실제시료를 분석하기 위해서는 indirect ELISA법에 적절한 시료 전처리법의 개발이 선

행되어야 할 것으로 판단됨

그림 54. 간접효소면역분석법을 이용한 FBS 속 브루셀라균 대사체 검출 가능 여부 확인

 ⓓ 브루셀라균 대사체 peptide 검출을 위한 lateral flow assay(LFA) 법 개발

◯ 항체 기반 LFA 법의 설계: 본 연구에서는 소의 브루셀라균 대사체 peptide에 대한 고감도 신

속 진단기술 개발을 위해 항체 기반의 측방유동스트립을 아래 그림과 같이 디자인하였음 

그림 55. 브루셀라균 대사체 peptide 신속 진단을 위한 LFA 법의 설계 원리. T: test line, C: control line
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◯ 유효성 검증

- 본 연구에서는 gold nanoparticl(GNP)을 제조하여 2차 항체와 합성량을 최적화하였음

- LFA의 최적화 조건으로 test line에 코팅항원 처리조건과 전개용매 조건 등을 확인하여 최적화

하였음

(a) (b)

그림 56. GNP 제조 및 항체 합성량 선정(a)과 LFA 전개 결과(b) 

- LFA 반응성을 확인하기 위해 새로운 2’Ab를 사용하여 GNP 농도 및 점적량, 항체 합성량 및 

전개 용매량 등의 조건을 다시 최적화하였음

- 2차 항체 2종(Goat anti-mouse IgG, Rabbit Goat anti-mouse IgG)를 사용하여 항원 3종

(sfGFP-peptide, KLH-GNU, OVA-GNU)의 반응성을 확인하였으며, control과 Test line에 

spot이 나타나는 GNU-BSA-1 KLH 항원조건을 선정하여 FBS 기반 버퍼에서 양성과 음성의 

경쟁 반응성을 LFA로 확인하고자 함

(a) (b) (c) (d)

G-B

-2

단크

론성 

항체 

G-G

-1 

단크

론성 

항체

그림 57. 브루셀라균 대사체 peptide 신속 검출을 위한 항원별 LFA 법의 최적화 결과

C: control, Conjugate: conjugate pad, 2’Ab-1: Goat anti-mouse IgG, 2’Ab-2: Rabbit anti-mouse IgG

- 개발한 LFA가 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS)에 free peptide를 임의로 첨가한 양성과 

음성 시료에 대해 양성과 음성으로 판정하는지 여부를 확인한 결과, 아래 그림에서 보는 바와 

같이 증류수를 전개 용매로 사용하였을 때 양성과 음성의 경쟁 반응이 나타났음

- 반면, FBS가 포함된 전개 용매에서 반응성이 희미하게 나타났으나 양성과 음성의 구분이 가능
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한 것으로 나타났음

- 전개용매에 따라 결과에 차이가 있는 것으로 보아 실제 시료를 분석하기 위해서는 LFA에 적절

한 시료 전처리법의 개발이 선행되어야 할 것으로 판단됨

- 따라서 혈액 중에 브루셀라균의 DNA를 검출할 수 있는 등온증폭진단기술과 측방유동스트립이 

병합된 LAMP-LFA 법을 브루셀라균 신속 고감도 진단 키트로 개발하고자 함

(a) (b)

그림 58. 브루셀라균 대사체 peptide 신속 검출을 위한 항원별 LFA 법 시료 적용 결과. 전개용매: 증류수(a), 

FBS(b), C: control, Conjugate: conjugate pad, 2’Ab-1: Goat anti-mouse IgG, 2’Ab-2: Rabbit 

anti-mouse IgG

② 브루셀라균 신속 진단을 위한 고리매개등온증폭법 기반의 측방유동스트립(Loop-mediated isothermal 

amplification-lateral flow assay; LAMP-LFA 법)의 개발

◯ LAMP-LFA법의 설계: 소 브루셀라균에 대한 고감도 신속 진단기술 개발을 위해 고리매개등온

증폭법 기반의 측방유동스트립을 아래 그림과 같이 디자인하였음 (그림 59)

그림 59 소 브루셀라균 신속 진단을 위한 LAMP-LFA법의 설계 원리

◯ LAMP-LFA법의 최적화

ⓐ 대상유전자의 선정: 문헌조사를 통해 소 부르셀라균 검출 LAMP법 개발에 가장 많이 활용된 

BruAb2_0168 gene을 대상유전자로 최종 선정하였음

ⓑ LAMP primer의 선정: 대상유전자 BruAb2_0168 gene을 대상으로 개발 및 보고된 3종의 

LAMP primer 중 3번 LAMP primer를 최종 선정하였으며(그림 60), oligonulceotide 합성 시 

FIP primer의 5‘ 말단에 FITC를 tagging 함으로써 추후 LFA로의 적용 가능성을 고려하였음

(표 5)
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표 5. 소 브루셀라균 특이적 LAMP primer의 염기서열

염기서열 (5’-3’) nt

LAMP
primer

1

F3 GGG TGG AAC GAC CTT TGC 18

B3 ATT GCC ACC AAT CTC TCC G 19

FIP FITC-CAA AAC CTT GGC TGT CAC CGC TTG GCA GTC TGG TGC AGA A 40

BIP CGG TAC GAC CAC GGT GTC GAC ACC GCT ATT CAC CGT CAC 39

LAMP
primer

2

F3 GCG GAA GCA AGA ATG ACC 18

B3 TCT TAC CTT GTG ACG CCT G 19

FIP FITC-GGA CTG CGT TGA GTA CGC ATC CGC AAG CAC AGA CCA CAG C 40

BIP CGC TCT TAC AAG TCT TGC GCC CTT CTG AGA TGT GCC CAC TG 41

LAMP
primer

3

F3 GGG CTT ACG CTT GGA TCG 18

B3 CGT AGC TGG GGC TAT TCG T 19

LF TCG TTG ACC TGC TGG TTG AT 20

LB GGC AAT GGC ACC TGG ACA 18

FIP FITC-AGT GGC GCC AGT AGT ATT GAC GTT TTT GAG CGT GGA CAA GGT GT 44

BIP CGC AGG GCG ATG GTC TGT TGC TTC AGT TGA AGT TGC CCG TAG 42

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 60. 3종의 LAMP primer를 이용한 반응성 확인 결과 

ⓒ 프로브의 디자인

ü 1차 디자인(개선 전, 구조: biotin-spacer-target gene-protector)

- 실험에 사용한 BruAb2_0168 gene 특이적 DNA probe는 분자비콘의 loop 구조에 결합할 수 

있도록 BIP region을 target으로 디자인하였으며, 추후 LFA로의 적용 가능성과 비특이적인 반

응 발생 가능성을 고려하여 3‘ 말단에 biotin을 tagging 하였음 (그림 61)

그림 61. 3번 LAMP primer 특이적 DNA probe의 디자인

- 그 결과 프로브가 self folding 또는 dimer를 형성함에 따라 스트립에서 비특이적인 반응이 나

타나는 것으로 판단하여 구조를 개선하였음
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P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 62. ‘biotin-spacer-target gene-protector’ 구조의 

프로브를 이용한 LAMP 반응 및 해당 LAMP 증폭산물에 

대한 전기영동 결과

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 63. ‘biotin-spacer-target gene-protector’ 구조의 

프로브를 이용한 LAMP 반응 및 해당 LAMP 증폭산물에 

대한 스트립 결과

ü 2차 디자인(개선 후, 구조: biotin-spacer-target gene-biotin)

- 프로브의 3’ 말단에 poly-A 대신 biotin을 tagging 하였으며, spacer의 경우 아데닌(adenin) 

염기 5개를 배치하였음

- 그 결과 비특이적인 반응은 나타나지 않았고, 핵산의 증폭 효율과 프로브의 혼성화 효율이 가

장 높은 57.5℃를 최적의 반응 온도로 선정하였음

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 64. ‘biotin-spacer-target gene-biotin’ 구조의 

개선된 프로브를 이용한 LAMP 반응 및 해당 LAMP 

증폭산물에 대한 전기영동 결과

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 65. ‘biotin-spacer-target gene-biotin’ 구조의 

개선된 프로브를 이용한 LAMP 반응 및 해당 LAMP 

증폭산물에 대한 스트립 결과

ⓓ 시약의 농도

ü 프라이머 농도: 10:2.5-40:10 μM (Inner : outer primers)의 primer mix를 사용하여 최적화 

실험을 진행함 

표 6. 프라이머의 최적 농도 확인을 위한 실험 조건

프라이머의 농도 (Inner : outer primers, μM)

조건1 조건2 조건3 조건4

40 : 10 30 : 7.5 20 : 5 10 : 2.5
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- 전기영동 및 스트립 결과에서 가장 이상적인 반응을 도출한 조건3을 최적화 조건으로 선정

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 66. 최적의 프라이머 농도 확립을 위한 LAMP-LFA 실험 결과

(좌) 전기영동, (중) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

- 변경된 조건을 기반으로 분석법의 검출한계를 확인하였으며, 위 확립한 조건3의 프라이머 농

도가 분석법의 검출한계(검출한계: 8.85x100 CFU/mL)에 영향을 미치지 않음을 확인하였음

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 67. 확립한 프라이머 농도를 기반으로 실시한 LAMP-LFA법의 검출한계 확인 결과

(좌) 전기영동, (중) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü 프로브의 농도: 2.5-20 μM의 프로브를 사용하여 최적화를 진행함

표 7. 프로브의 최적 농도 확인을 위한 실험 조건

프로브의 농도 (μM)

조건1 조건2 조건3 조건4

20 10 5 2.5

- Test line에서 가장 높은 intensity를 나타낸 조건2를 최적화 조건으로 선정하였음
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P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 68. 최적의 프로브 농도 확립을 위한 LAMP-LFA 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

n 측방유동스트립(결과 확인 단계)의 최적 조건 확립

ⓐ 금 나노입자(Gold nanoparticle; GNP)-streptavidin(SA) conjugate의 합성 조건 확립

ü GNP의 합성 및 대량 확보

- 본 연구에서는 Frens (1973)등이 보고한 문헌 자료에 따라 금 나노입자를 합성하였으며, 합성

한 네 가지의 colloidal gold 용액에 대해 파장을 스캔하고(400-800 nm), 각 용액의 peak 

SPR wavelength (PSW; nm)를 관찰함으로써 금 나노입자의 대략적인 크기를 확인하였음

- 30 nm의 금 나노입자를 실험에 사용하는 것으로 결정하였음

그림 69. 합성한 colloidal gold 용액의 파장 스캔(400-800 nm) 결과(좌) 및 GNP에 대한 이미지 촬영 결과(우)

ü GNP-SA conjugate 합성을 위한 streptavidin의 안정화 농도 확립: 40 μL 이상의 streptavidin

을 첨가한 조건에서 안정화가 유지되는 것으로 확인됨
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그림 70. GNP-SA conjugate 합성을 위한 streptavidin 안정화 농도 확인 결과

- 합성 이후 bare gold 용액을 대조군으로 파장의 변화(blue shift)를 확인하였고, GNP-SA 

conjugate가 합성됨을 확인함

그림 71. 합성한 GNP-SA conjugate(푸른색)와 bare GNP(주황색)에 대한 파장 스캔 결과

ⓑ 측방유동스트립의 구성 요소 별 최적 조건 확립

ü Conjugate pad에 처리되는 GNP-SA conjugate의 최적 농도 확인: 1-3배로 희석한 합성물을 

대상으로 최적화를 진행함

표 8. Conjugate pad에 처리되는 GNP-SA conjugate의 최적 농도 확인을 위한 실험 조건

GNP-SA conjugate의 희석배수(PSW: 530 nm, O.D.: 2.3)

조건1 조건2 조건3

1배 2배 3배

- Test line에서 가장 높은 intensity를 나타내는 조건1을 최적화 조건으로 선정하였음
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그림 72. conjugate pad에 처리되는 GNP-SA conjugate의 최적 농도 확인 결과 (좌) 스트립, (중) 스트립의 CL 

정량화 결과, (우) 스트립의 TL 정량화 결과

ü Nitrocellulose (NC) membrane의 선정: 90±23-180±45 sec/4cm의 capillary flow time을 가

지는 membrane을 사용하여 최적화를 진행함

표 9. NC membrane 선정을 위해 사용한 NC membrane filter의 종류 및 실험 조건

NC membrane filter

조건1 조건2 조건3

90±23 sec/4cm 135±34 sec/4cm 180±45 sec/4cm

- 조건1의 NC membrane을 스트립 제작에 사용하는 것으로 결정하였음 

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 73. 최적의 capillary flow time을 가진 NC membrane 선정을 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü NC membrane의 test line에 처리되는 anti-FITC 항체의 농도: 0.35-2.8 mg/mL의 범위에서 

최적화를 진행함
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표 10. Test line에 처리되는 anti-FITC 항체의 최적 농도 확립을 위한 실험 조건

Anti-FITC antibody (mg/mL)

조건1 조건2 조건3 조건4 조건5

2.8 1.4 0.93 0.7 0.35

- 비특이적 반응 없이 test line에서 가장 높은 intensity를 나타내는 조건2를 최적화 조건으로 선

정하였음

 

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 74. Anti-FITC 항체의 최적 농도 확립을 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü NC membrane의 control line에 처리되는 albumin-biotin의 농도: 0.0625-0.5 mg/mL의 범위

에서 최적화를 진행함

표 11. Control line에 처리되는 albumin-biotin의 최적 농도 확립을 위한 실험 조건

Albumin-biotin (mg/mL)

조건1 조건2 조건3 조건4

0.5 0.25 0.125 0.0625

- control line에서 최소량으로 가장 높은 intensity를 나타내는 조건2를 최적화 조건으로 선정하

였음
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P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 75. Biotin-albumin의 최적 농도 확립을 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 control line (CL)에 대한 정량화 결과

ü NC membrane의 blocking을 위한 bovine serum albumin (BSA)의 농도: 0.5-4%의 범위에서 

최적화를 진행함

표 12. NC membrane의 blocking 용액(BSA)에 대한 최적 농도 확립을 위한 실험 조건

BSA (%)

조건1 조건2 조건3 조건4

0.5 1.0 2.0 4.0

- 비특이적 반응 없이 test line에서 가장 높은 intensity를 나타내는 조건3을 최적화 조건으로 선

정하였음

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 76. NC membrane에 대한 blocking 용액(BSA)의 최적 농도 확립을 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü 측방유동스트립 용 전개용매(Running buffer)의 선정: 아래 세 가지 전개용매를 대상으로 실험

을 진행
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표 13. 측방유동스트립용 전개용매 선정을 위해 사용한 버퍼의 종류

Running buffer의 종류

조건1 3X PBS (0.1% SDS, 0.1% PVP 및 0.2% Tween 20 첨가) 

조건2 1X PBS (0.05M, pH 7.4)

조건3 TE buffer (pH 8.0)

- 계면활성제인 PVP, SDS 및 Tween 20등을 첨가한 버퍼를 전개용매로 사용한 조건1에서 비특

이적인 반응 없이 뚜렷한 실험 결과가 도출되어, 해당 조건을 최적화 조건으로 선정

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 77. 전개용매 선정을 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü 전개용매를 이용한 LAMP 증폭산물의 희석배수 선정: 전개용매를 이용해 1-5배 희석하는 조

건으로 최적화를 진행함

표 14. LAMP 증폭산물의 최적 희석배수 선정을 위한 실험 조건

LAMP 증폭산물의 희석배수 

(LAMP 증폭산물 첨가량 : 전개용매 첨가량, μL)

조건1 조건2 조건3 조건4 조건5

원액 

(100 : 0)

2배 

(50 : 50)

3배 

(33 : 66)

4배 

(25 : 75)

5배 

(20 : 80)

- 실험에 사용되는 시약 등 경제성을 고려하여 조건3을 최적화 조건으로 선정함
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P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 78. 전개용매를 이용한 LAMP 증폭산물의 최적 희석배수 선정을 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü 스트립의 너비: 2-4mm의 너비를 사진 스트립을 이용하여 최적화 실험을 진행

표 15. 스트립의 최적 너비 확인을 위한 실험 조건

스트립의 너비 (mm)

조건1 조건2 조건3

2 3 4

- 실험 결과 조건2의 너비(3mm)를 가진 스트립을 실험에 사용하는 것으로 결정하였음

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 79. 최적의 너비를 가진 스트립을 선정하기 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü 테이핑(Taping)을 통한 스트립의 고정 여부: 비고정과 고정 스트립을 이용하여 실험을 진행
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표 16. 테이핑(Taping)을 통한 스트립의 고정 여부 확인을 위한 실험 조건

테이핑 여부

조건1 조건2

X (비고정) O (고정)

- 전개속도의 차이(조건1: 약 3분, 조건2: 1분 30초)와 test line에서 관찰되는 intensity를 고려하

여 스트립을 고정(조건2)시키는 것으로 결정하였음

P: positive; B. abortus DNA, N: negative; E. coli DNA

그림 80. 최적의 너비를 가진 스트립을 선정하기 위한 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ü 반응종결시점 선정: 3-15분 이후 관찰하여 최적 반응종결시점을 선정함
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그림 81. 측방유동스트립 제작을 위해 확립된 조건 및 반응종결시점 선정을 위한 실험 조건

- 신속하고 정확한 결과의 판독을 위해 최적의 반응종결시점은 조건2(5분)로 결정하였음  

그림 82. 측방유동스트립의 최적 반응종결시점 선정을 위한 실험 결과

◯ LAMP-LFA법의 평가

ⓐ Standard buffer상 LAMP-LFA법의 검출한계 확인: 0-8.85X109 CFU/mL의 B. abortus로부터 

추출한 genomic DNA를 template로 첨가하여 LAMP mixture를 제조하고 각각 40분, 50분 및 

60분간 57.5℃에서 반응하였음

- 최적 반응시간은 50분으로 결정하였으며, 이 때 검출한계는 8.85X10000 CFU/mL로 확인됨
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그림 83. LAMP 반응시간에 따른 분석법의 검출한계 확인 실험 결과

그림 84. LAMP 반응시간에 따른 분석법의 검출한계 확인 실험 결과물(스트립)에 대한 정량화 결과 

ⓑ 교차반응성 확인: 면역학적으로 교차반응을 일으키는 주요 원인균을 포함한 다양한 표준균주를 

대상으로 분석법의 교차반응성을 확인하였음

표 17. LAMP-LFA법의 특이성 확인을 위해 사용한 균주 목록

시판 kit의 특이성 확인을 위해 사용한 균주

A B C D

Brucella abortus
Yersinia 

enterocolitica
Escherichia coli Bacillus cereus

E F G H

Staphylococcus 
aureus

Salmonella 
Typhimurium

Listeria 
monocytogenes

Vibrio 
parahaemolyticus
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- 그 결과 아래 그림과 같이 개발한 분석법이 B. abortus에 대해서만 특이적으로 양성 반응을 

나타내는 것을 확인할 수 있었음

그림 85. 교차반응성 확인 실험 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ⓒ 침전물(피로인산마그네슘; Mg2P2O7)이 생성된 LAMP 증폭산물에 대한 분석법의 적용 가능성 확

인: 아래 세 가지 조건의 LAMP 증폭산물을 이용하여 개발된 분석법으로의 적용 가능성을 확인

하였음

표 18. 침전물이 생성된 LAMP 증폭산물에 대한 분석법의 적용 가능성 확인 실험 조건

LAMP 증폭산물의 종류

조건1 조건2 조건3

침전물이 생성된 양성대조군 침전물이 없는 양성대조군 침전물이 없는 음성대조군

- 그 결과 조건1과 조건2의 양성대조군 LAMP 증폭산물을 전개한 스트립은 양성으로 판독됨

그림 86. LAMP 부산물(피로인산마그네슘)이 생성된 증폭산물에 대한 측방유동스트립 적용 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과
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◯ 브루셀라 오진률 최소화를 위한 시료(전혈) 전처리법 확립 및 검증

- 혈액 내 존재하는 B. abortus DNA의 검출을 위해 B. abortus-양성 전혈 시료로부터 백혈구와 

혈장을 각각 분리하고, 각 시료를 대상으로 B. abortus DNA의 검출 가능 여부를 확인하였음

ⓐ Density gradient medium (Lymphoprep)를 이용한 B. abortus-양성 전혈 중 백혈구 및 혈장

의 분리

- 전혈 시료로부터 백혈구를 분리하는 방법은 아래와 같음

→ 3 mL의 lymphoprep 배지를 15 mL의 tube에 분주한 뒤 전혈 시료 4 mL를 적층함

→ 800 xg에서 30분간 원심분리 실시함 (온도는 20±5℃, break-off 모드로 설정)

→ 아래 그림과 같이 밀도에 따라 분리된 혈액 시료 중 백혈구(buffy coat)와 혈장(plasma)를 

채취하여 DNA 추출에 사용

그림 87. Density gradient medium을 이용한 B. abortus-양성 전혈 중 백혈구 및 혈장의 분리 과정 

(좌) 배지 내 전혈 시료의 적층(원심분리 전), (우) 밀도에 따라 분리된 전혈 시료(원심분리 후)

ⓑ 분리된 백혈구 및 혈장 시료에 대한 DNA 추출 및 conventional PCR을 이용한 전처리법의 

검증

- 이후 시판 DNA 추출 키트를 이용해 분리된 백혈구 및 혈장으로부터 genomic DNA를 추출하

고, B. abortus 특이적 프라이머를 이용해 아래 표와 같은 조건대로 PCR을 실시하였음

표 19. B. abortus 특이적 프라이머의 염기서열 정보

Primer Sequences (5’-3’) Amplicon Size (bp)

Forward primer GGG CTT ACG CTT GGA TCG 
212

Reverse primer CGT AGC TGG GGC TAT TCG T

표 20. B. abortus 검출을 위한 conventional PCR의 실험 조건

Num. PCR steps PCR conditions

1 Initial denaturation 95℃, 5 min X1 cycle

2 Denaturation 95℃, 30 sec

X30 cycles3 Annealing 60℃, 30 sec

4 Extension 72℃, 20 sec

5 Storage 4℃, ∞ X1 cycle

- 이때, 앞서 언급한 바와 같이 네 가지 DNA 시료를 대상으로 실험을 진행하였음

표 21. 전혈 전처리법의 검증을 위해 사용한 시료의 종류 

검증대상 시료의 종류

시료1 시료2 시료3 시료4

B. abortus로부터 

추출된 genomic 

DNA

백혈구 시료로부터 

추출된 genomic 

DNA

혈장 시료로부터 

추출된 genomic 

DNA

E. coli 로부터 추출된 

genomic DNA

- 반응 후 전기영동을 실시한 결과, 백혈구(시료2) 및 혈장(시료3) 시료에서도 양성대조군과 동

일한 크기의 증폭산물이 관찰됨

- 특히 PCR 증폭산물을 정량화한 결과, 백혈구보다 혈장 시료로부터 추출된 genomic DNA를 
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사용한 조건에서 상대적으로 많은 양의 PCR 증폭산물이 생성되는 것으로 확인됨

- 따라서 전혈 시료 중 B. abortus의 존재 여부를 확인하기 위해 전혈 시료 중 혈장을 분리하여 

DNA 추출 및 분석하는 것으로 결정하였음

그림 88. 전혈 전처리법의 검증을 위한 conventional PCR 실험 결과

(좌) PCR 증폭산물에 대한 전기영동 결과, (우) 전기영동 데이터를 기반으로 PCR amplicon을 정량화한 이미지 결과

◯ 혈액 등 실제시료 분석을 통한 적용 가능성 평가

ⓐ 10종의 B. abortus 양성 혈장 시료를 대상으로 한 LAMP-LFA법의 적용 가능성 평가: 수의대

에서 제공받은 10종의 B. abortus 양성 혈장을 사용

표 22. B. abortus 양성 혈장 시료의 종류(10종, 수의대 제공)

B. abortus 양성 혈장 시료의 종류

시료1 시료2 시료3 시료4 시료5

혈장 2번 시료 혈장 3번 시료 혈장 4번 시료 혈장 5번 시료 혈장 6번 시료

시료6 시료7 시료8 시료9 시료10

혈장 7번 시료 혈장 8번 시료 혈장 9번 시료 혈장 10번 시료 혈장 11번 시료

- 전기영동 및 스트립 전개 결과, 10종의 시료 모두 양성으로 확인됨
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그림 89. 전기영동을 이용한 10종의 B. abortus 양성 혈장에 대한 LAMP amplicon 확인 결과

그림 90. LAMP-LFA법을 이용한 10종의 B. abortus 양성 혈장에 대한 분석 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ⓑ 2종의 B. abortus 음성 혈장 시료를 대상으로 한 LAMP-LFA법의 적용 가능성 평가: 2종의 

B. abortus 음성 혈장 시료 분석함

표 23. B. abortus 음성 혈장 시료의 종류(2종, 수의대 제공)

B. abortus 음성 혈장 시료의 종류

시료1 시료2

Foster cat 혈장 시료 Native cat 혈장 시료

- 전기영동 및 스트립 전개 결과, 10종의 시료 모두 음성으로 확인됨
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그림 91. 전기영동을 이용한 2종의 B. abortus 음성 혈장에 대한 LAMP amplicon 확인 결과

그림 92. LAMP-LFA법을 이용한 2종의 B. abortus 음성 혈장에 대한 분석 결과

(좌) 스트립, (우) 스트립 중 test line (TL)에 대한 정량화 결과

ⓒ 50종의 의양성 혈장 시료를 대상으로 한 LAMP-LFA법의 적용 가능성 평가: 검역원으로부터 

제공받은 50종(혈장 51-100번 시료)의 B. abortus 의양성 혈장 시료를 분석

- 본 연구에서 개발한 LAMP-LFA법과 시판 PCR kit (Bioneer, AccuPower Brucella PCR kit, 

Cat. K-2906)를 이용해 분석

- 브루셀라균 특이적 시판 PCR kit: 5개의 의양성 시료에 대해 양성 반응을 보임

그림 93. 시판 PCR kit를 이용한 의양성 혈장 시료 50종에 대한 분석 결과

- LAMP-LFA법: 6개의 의양성 시료에 대해 양성 반응을 보여, 시판 PCR kit 와 비교하여 유사한 

민감도를 보이는 것으로 확인 됨

그림 94. LAMP-LFA법을 이용한 의양성 혈장 시료 50종에 대한 분석 결과

- 두 가지 분석기술로 교차검증을 한 결과 각각 5종 및 6종의 의양성 시료에 대해 양성의 반응

을 보이는 것으로 확인되었으나, 앞서 기술한 바와 같이 본 연구를 통해 개발한 LAMP-LFA법

의 경우 양성 시료에 대해 위음성의 반응은 나타내지 않으므로 현장에서 소 혈액을 대상으로 

B. abortus의 존재 여부를 분석하는데 활용 가능할 것으로 판단됨
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표 24. 시판 PCR kit 및 LAMP-LFA법을 이용한 의양성 혈장 시료(50종)에 대한 분석 결과

(+: 양성, -: 음성)

의양성 혈장 시료(50종)에 대한 분석 결과

혈장

51

혈장

52

혈장

53

혈장

54

혈장

55

혈장

56

혈장

57

혈장

58

혈장

59

혈장

60
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◯ 시판 kit와의 비교·평가를 통한 개발한 진단기술의 현장 적용 가능성 평가

- 개발한 분석법과 시판 kit의 비교·평가를 위해 아래 표와 같은 분자진단키트(PCR kit)와 면역

진단키트(LFA kit)를 구입하였으며, 민감도, 특이성, 분석단계, 반응시간 등을 고려하여 현장 

적용 가능성을 평가하였음

Bioneer, AccuPower Brucella PCR Kit

(Cat. K-2906)
Abbexa, Brucella Antibody Rapid Test Kit

(Cat. Abx092069)
그림 95. 개발한 분석법과의 현장 적용성 비교·평가를 위해 구입한 시판 kit의 종류

(좌) 시판 PCR kit (우) 시판 LFA kit

ⓐ 시판 PCR kit를 이용한 현장 적용 가능성 평가

- 구입한 Bioneer사의 AccuPower Brucella PCR Kit (Cat. K-2906)의 경우 균, 혈액, 혈청 등에 

대해 분석이 가능한 특징을 가지고 있으며, 실험 조건은 아래와 같음

표 25. Bioneer사 AccuPower Brucella PCR Kit (Cat. K-2906)의 PCR mixture 조성

Num. Components Vol. (μL)

1 Nucleic acid-free water 15

2 Genomic DNA 5
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표 26. Bioneer사 AccuPower Brucella PCR Kit (Cat. K-2906)의 실험 조건

Num. PCR steps PCR conditions

1 Initial denaturation 94℃, 5 min X1 cycle

2 Denaturation 94℃, 30 sec

X45 cycles3 Annealing 57℃, 30 sec

4 Extension 72℃, 60 sec

5 Final extension 72℃, 10 min X1 cycle

ü 분석 시간: 약 2시간 30분 소요 (전기영동에 소요되는 시간 미포함)

ü 민감도 확인

- 0~107CFU/mL의 B. abortus로부터 추출된 genomic DNA를 주형 DNA로 PCR mixture 제조 

시 사용하였음

- 실험 결과 아래 그림과 같이 약 900 bp 부근에서 PCR 증폭산물이 관찰되었으며, 검출한계는 

약 103CFU/mL로 확인됨

그림 96. Bioneer사 AccuPower Brucella PCR Kit (Cat. K-2906)에 대한 민감도 확인 결과

ü 교차반응성 확인

- 시판 kit에 대한 교차반응성 확인을 위해 아래 목록과 같은 균주를 실험에 사용하였음

표 27. 시판 kit (Bioneer, AccuPower Brucella PCR Kit)의 특이성 확인을 위해 사용한 균주 목록

시판 kit의 특이성 확인을 위해 사용한 균주

A B C D

Brucella abortus
Yersinia 

enterocolitica
Escherichia coli Bacillus cereus

E F G H

Staphylococcus 
aureus

Salmonella 
Typhimurium

Listeria 
monocytogenes

Vibrio 
parahaemolyticus

- 그 결과 아래 그림과 같이 B. abortus에 대한 genomic DNA를 첨가한 조건에서만 PCR 증폭

산물이 형성됨을 확인할 수 있었음
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그림 97. Bioneer사 AccuPower Brucella PCR Kit (Cat. K-2906)에 대한 특이성 확인 결과

ⓑ 시판 LFA kit를 이용한 현장 적용 가능성 평가

- 구입한 Abbexa사의 Brucella Antibody Rapid Test Kit (Cat. Abx092069)의 경우 혈청 및 우

유에 대해 분석이 가능한 특징을 가지고 있으며, 실험 방법은 아래와 같음

표 28. Abbexa사 Brucella Antibody Rapid Test Kit (Cat. Abx092069)의 매뉴얼

단계 방법

1 완충액에 시료를 1-2방울 분주하고 제공된 스포이드를 사용하여 시료를 희석

↓
2 테스트 카세트를 평평하게 놓고 희석된 시료 3방울을 주입

↓
3 실온에 10-15분간 방치한 후 결과를 분석

ü 분석 시간: 약 20분 소요

ü 민감도 확인

- 혈액 및 우유 시료를 대상으로 민감도 측정이 불가능하며, 제조사에서는 정성적 기법에 대해 

민감도를 제시하지 않음

ü 교차반응성 확인

- 시판 kit에 대한 교차반응성 확인을 위해 아래 목록과 같이 검역검사본부로부터 제공받은 B. 
abortus 양성 (균검출 및 항체가 양성) 및 음성 혈 각 5종과 의양성혈장 20종(균 미검출 및 항

체가 양성)을 실험에 사용하였음.

표 29. 시판 kit (Abbexa, Brucella Antibody Rapid Test Kit)의 특이성 확인을 위해 사용한 시료

시판 kit의 특이성 확인을 위해 사용한 혈장 시료의 종류

양성 혈장1 양성 혈장2 양성 혈장3 양성 혈장4 양성 혈장5

200 16 200 15 400 3165 400 1868 400 4568

음성 혈장1 음성 혈장2 음성 혈장3 음성 혈장4 음성 혈장5

6924 3675 9518 2032 8249

의양성 혈장1 의양성 혈장2 의양성 혈장3 의양성 혈장4 의양성 혈장5

혈장51 혈장52 혈장53 혈장54 혈장55

의양성 혈장6 의양성 혈장7 의양성 혈장8 의양성 혈장9 의양성 혈장10

혈장56 혈장57 혈장58 혈장59 혈장60

의양성 혈장11 의양성 혈장12 의양성 혈장13 의양성 혈장14 의양성 혈장15

혈장61 혈장62 혈장63 혈장64 혈장65

위의양성 혈장16 의양성 혈장17 의양성 혈장18 의양성 혈장19 의양성 혈장20

혈장66 혈장67 혈장68 혈장69 혈장70

- 그 결과 아래 그림과 같이 B. abortus 양성 혈장 5종 및 의양성 혈장 20종에 대해 양성의 반

응이 관찰됨
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그림 98. Abbexa사 Brucella Antibody Rapid Test Kit (Cat. Abx092069)에 대한 특이성 확인 결과

표 30. Abbexa사 Brucella Antibody Rapid Test Kit (Cat. Abx092069)에 대한 특이성 확인 결과

(+: 양성, -: 음성)

시판 LFA kit를 이용한 혈장 분석 결과

양성 혈장1 양성 혈장2 양성 혈장3 양성 혈장4 양성 혈장5

+ + + + +

음성 혈장1 음성 혈장2 음성 혈장3 음성 혈장4 음성 혈장5

- - - - -

의양성 혈장1 의양성 혈장2 의양성 혈장3 의양성 혈장4 의양성 혈장5

+ + + + +

의양성 혈장6 의양성 혈장7 의양성 혈장8 의양성 혈장9 의양성 혈장10

+ + + + +

의양성 혈장11 의양성 혈장12 의양성 혈장13 의양성 혈장14 의양성 혈장15

+ + + + +

의양성 혈장16 의양성 혈장17 의양성 혈장18 의양성 혈장19 의양성 혈장20

+ + + + +

- LFA 진단키트의 시판되는 진단킷과 비교 분석해본 결과 민감도, 특이도 및 정확도가 모두 

100%를 보임

- LFA 진단키트의 경우 단시간 내에 비전문가가 쉽고 간편하게 사용 가능한 진단 기술이라는 장

점은 있으나, 형태학적 및 면역학적으로 바이러스나 Y. enterocolitica O9, E. coli O157, 

Salmonella Typhimurium 등의 병원성 균과 교차반응을 나타내며, 특히 양성 시료에 대한 위음

성 결과가 빈번하게 나타나는 특징이 있음

- 이러한 특성을 고려할 때 본 연구를 통해 개발된 LAMP-LFA법은 민감도 및 특이도를 고려할 
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때 현장 적용이 용이한 현장진단기술로 판단됨 

(3) 대사체 분석 기반 브루셀라증 진단용 유용 바이오 마커 발굴 및 산업화

가. 소 브루셀라증에서 특이적으로 발현되는 대사체 발굴 

① 확보된 브루셀라 소 혈청에 대한 대사체 분석 (진양성, 진음성, 의양성 혈청 분석): 

- 2017년도부터 검역검사본부에서 기 확보된 진양성(100점), 진음성 (100점), 의양성 (20점)과 함

께, 2022년 이후 경남도내에서 확보한 브루셀라 진양성(50점) 및 진음성 브루셀라 소 혈청(50

점)을 UPLC-Q-TOF MS 기반 대사체분석을 진행하여 진양성과 진음성이 다변량통계분석에서 유

의적으로 분리되는 것을 확인하였으며 브루셀라 감염 소 혈청 특이 대사물질 16개를 확보하였으

며 이들을 EZ1-EZ16으로 명명하였음. 이들 대사물질은 항체 역가에 따라 다소 차이가 나타나는 

것이 확인 되었음 (그림99-105).
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그림 99. UPLC-Q-TOF를 이용하여 분석한 브루셀라 소 

혈청 대사물질 크로마토그램 

그림 100. UPLC-Q-TOF를 이용하여 분석한 브루셀라 소 

혈청 대사물질들의 다변량통계분석 (브루셀라 음성 vs 양

성)
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No. RT (min) Compound Exact mass       VIP p-value(M+H)
1 3.47 EZ1 503.9234 1.82 5.66E-15
2 3.47 EZ2 378.1927 1.94 7.28E-17
3 3.55 EZ3 399.9507 2.39 2.93E-26
4 3.55 EZ4 532.9342 2.34 7.79E-25
5 8.91 EZ5 946.4252 0.65 4.09E-03
6 8.91 EZ6 631.6153 0.78 5.45E-04
7 9.42 EZ7 502.7853 1.23 7.69E-08
8 9.42 EZ8 503.0365 1.39 2.76E-09
9 10.48 EZ9 805.4138 1.03 4.54E-06
10 11.02 EZ10 618.3478 1.73 1.05E-13
11 11.07 EZ11 697.7125 1.69 3.56E-13
12 11.11 EZ12 597.3261 1.27 3.59E-08
13 11.13 EZ13 403.2062 1.08 3.28E-06
14 12.19 EZ14 437.1931 2.43 3.27E-28
15 12.19 EZ15 415.2102 2.57 1.95E-33
16 12.19 EZ16 460.2683 2.49 4.00E-30

그림 101. 브루셀라 소 혈청 특이 대사물질들의 상대적 함

량 비교(브루셀라 음성 vs 양성)

그림 102. 통계적 유의성을 갖는 브루셀라 소 혈청 특이 

대사물질들에 대한 명명 (EZ1~16), 분자량, VIP 및 

p-value
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그림 103. 브루셀라 항체수치에 따른 소 혈청 대사물질 크

로마토그램 

그림 104. 브루셀라 항체수치에 따른 소 혈청 대사물질들

의 다변량통계분석 [브루셀라 음성 vs 양성 (100, 200, 

400)]
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- UPLC-Q-TOF MS를 이용하여 브루셀라 음성, 진양성, 의양성 소 혈청 대사체 분석한 결과, 크

로마토그램 패턴뿐만 아니라 브루셀라 진음성-진양성 분석을 통해 확보한 16개의 물질들 중 8개 

물질들(EZ1, EZ2 ,EZ3, EZ4, EZ7, EZ8, EZ9, EZ13)이 유의적으로 차이가 나는 것을 확인하였

으며 다변량통계분석 결과와 종합하여 볼 때 의양성 시료들 모두 브루셀라 양성과 유사한 페턴

을 보이는 것으로 보아 의양성 시료들은 모두 진양성인 것으로 판단됨(그림106-108).

② 확보된 브루셀라 감염시기별 소 혈청에 대한 대사체 분석(초기, 중기, 말기): 

- 브루셀라 감염시 기별 (0, 29, 49, 70, 91일) 소 혈청 대사물질들을 분석한 결과, 앞에서 언급했

던 16개 물질들의 함량이 유의적으로 차이가 났지만, 감염시기별로 유의적인 함량은 보인 물질

들은 EZ1, EZ2, EZ3, EZ4, EZ9, EZ11, EZ12, EZ13 8개 물질인 것으로 확인됨(그림 109-111).
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그림 105. 브루셀라 항체수치에 따라 유의적 차이를 보이는 소 혈청 대사물질들의 상대적 함량 비교 [브루셀라 음성 

vs 양성 (100, 200, 400)] (EZ1~16)
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그림 106. UPLC-Q-TOF를 이용한 브루셀라 음성, 진양

성, 의양성 소 혈청 대사체 분석 

그림 107. 브루셀라 음성, 진양성, 의양성 소 혈청 대사물

질들의 다변량통계분석 

음
성

위
양
성

진
양
성

0.00

0.05

0.10

0.15
ns

✱✱

음
성

위
양
성

진
양
성

0.000

0.005

0.010

0.015
ns

✱✱

음
성

위
양
성

진
양
성

0.00

0.05

0.10

0.15 ns

ns

음
성

위
양
성

진
양성

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08
ns

✱

음
성

위
양
성

진
양
성

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10 ns

ns
EZ1 EZ2 EZ3 EZ4

음
성

위
양
성

진
양
성

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008
ns

✱✱✱✱

음
성

위
양
성

진
양
성

0.000

0.002

0.004

0.006

0.008 ✱✱✱

✱

음
성

위
양
성

진
양성

0.00

0.05

0.10

0.15 ns

✱✱

음
성

위
양
성

진
양
성

0.00

0.02

0.04

0.06

0.08

0.10 ns

ns

EZ7 EZ8 EZ9 EZ13

음
성

위
양
성

진
양성

0.0000

0.0005

0.0010

0.0015

0.0020

0.0025 ✱

ns

음
성

위
양
성

진
양
성

0.000

0.005

0.010

0.015

ns

✱

그림 108. 브루셀라 음성, 진양성, 의양성 소 혈청 대사체 분석에 따른 유의적 차이를 보이는 소 혈청 대사물질들의 상

대적 함량 비교 
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③ 진단을 위한 최적 대사체 조합 설정: 

- UPLC-Q-TOF MS로 분석한 브루셀라 진음성과 진양성 소 혈청 대사체 분석에서 확보한 16개의 

브루셀라 특이 대사물질 중 항체수치별, 의양성 및 감염 시기별 소 혈청 대사체 분석과 비교한 

결과 브루셀라 진단을 위한 최적의 대사체 조합은 EZ1, EZ2, EZ3, EZ4, EZ9, EZ13으로 이들 

물질들은 모든 분석조건에서 진음성에 비해 유의적으로 높게 나와 이후에 진행될 브루셀라 진단

기술 개발에 활용될 후보물질로 최적 확정하였음.

- 또한 UPLC-Q-TOF MS를 이용한 소 혈청 분석을 통한 다변량 통계분석도 현재까지 분석에서는 

유의적인 경향을 보여 브루셀라 진단을 위한 분석방법으로 활용될 수 있을 것으로 판단됨.

나. 발굴 대사체의 브루셀라 외 감염혈청과의 감별 분석 

① 소 감염혈청과의 감별 분석(교차반응 유발균 감염 혈청 대상 대사체 분석): 

- 브루셀라 감염 소 혈청의 대사체 분석을 통해 확보한 지표물질들이 브루셀라 이외의 타 균주 (결

핵, E.Coli, Yersinia)의 감염 소 혈청에서도 나타나는지 확인하기 위한 교차검증을 실시한 결과, 

다변량통계분석인 PLS-DA score plot 상에서 결핵, E.Coli, Yersinia 감염 소 혈청인 경우 브루

셀라 감염 소 혈청과 서로 분리되는 것을 확인하였으며 브루셀라 특이 소 혈청 대사물질 16개 

중은 EZ5와 EZ6을 제외한 모든 물질들은 브루셀라 감염 소 혈청에서만 특이적으로 나온다는 것

을 확인하였음. 따라서 교차검증을 통과한 나머지 물질들은 브루셀라 감염 진단을 위한 지표물질

로 사용될 수 있을 것으로 판단됨(그림112-114).
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그림 109. UPLC-Q-TOF를 이용한 브루셀라 감염시기별 

소 혈청 대사체 분석 

그림 110. 브루셀라 감염시기별 소 혈청 대사물질들의 다

변량통계분석 
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그림 111. 브루셀라 감염시기별 소 혈청 대사체 분석에 따른 유의적 차이를 보이는 소 혈청 대사물질들의 상대적 함량 

비교 

Time
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

%

0

100
P400-6 1: TOF MS ES+ 

BPI
5.50e5

11.45

10.51

3.56

10.78

11.06

11.82

11.95

12.01

Time
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

%

0

100
N1806 1: TOF MS ES+ 

BPI
7.08e5

11.85
11.45

10.52

6.76

10.79
11.27

11.82

11.95

Time
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

%

0

100
Y2 5-2 1: TOF MS ES+ 

BPI
5.95e5

11.44

10.49

8.86

10.77

11.35

11.79

11.95

12.01

Time
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

%

0

100
E2 5-4 1: TOF MS ES+ 

BPI
6.47e5

11.44

11.43

10.50

8.89 10.78

11.32

11.79

11.96

12.04

Brucella 음성

Brucella 양성
E.Coli 0157.H7

Yersinia Enterocolitica

Tuberculosis

Time
3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00 12.00

%

0

100
GH04002-3 1: TOF MS ES+ 

BPI
8.95e5

t[2
]

-15

-10

-5

0

5

10

15

-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25
t[1]

R2
Y

(C
um

), 
Q

2(
Cu

m
)

-0.15

-0.1

-0.05

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

-20% 20% 60% 100%
Correlation between original Y-vector and permuted Y-vector

Brucella

negative

Yersinia 
E.coli

tuberculosis

Correlation permuted 
Y to original Y

t[2
]

-15

-10

-5

0

5

10

15

-25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 25
t[1]

1
2
3
4
5

Negative
Brucella
E.Coli
Yersinia
Tuberculosis

R2X = 0.302
R2X = 0.197
Q2 = 0.481
p = 0

그림 112. UPLC-Q-TOF를 이용한 브루셀라, 결핵, E. coli, 
Yersinia  감염 소 혈청 대사체 분석 

그림 113. 교차반응 감별을 위한 브루셀라, 결핵, E. 
coli, Yersinia 감염 소 혈청 대사물질들의 다변량통계분
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② 브루셀라 감염 후 발현되는 특정 대사체 선발: 

- 브루셀라 진단을 위한 최적의 대사체 조합으로 선발된 EZ1, EZ2, EZ3, EZ4, EZ9, EZ13은 교차

검증을 통과하였음. 

- 이들 물질들을 분석한 결과, 이들은 펩타이드 계열의 물질들이며 이중 EZ 1과 2에 해당되는 

m/z 503과 378은 +3과 +4 charge를 가진 동일 펩타이드 [m/z 1509 (M+H)]의 fragment로 확

인되었으며 EZ-A로 명명하였음.

- m/z 399와 532에 해당되는 EZ 3과 4 또한 +4과 +3 charge를 가진 동일 펩타이드[m/z 

1596.76(m+H)]의 fragment로 확인되었으며 EZ-B로 명명하였으며, EZ 9과 13 또한 펩타이드인 

것으로 확인되었으며 현재 분석 진행 중임.

- De novo peptide sequencing을 이용하여 EZ-A와 EZ-B는 각각 아미노산 12개와 13개를 갖는 

분자량 1509와 1596 펩타이드로 동정되었음.

- 이들은 단백질 Chain A에서 유래된 펩타이드들인 것으로 확인되었으며 펩타이드 합성회사에 의

뢰하여 펩타이드 EZ-A와 EZ-B를 합성한 후 시료와 혼합한 스파이크 테스트로 검증하였음. 

- 이들 펩타이드의 분자량이 작아 항체 형성에 문제가 있을 수 있어서 Bovine serum albumin 

(BSA)를 N- 또는 S-terminal에 붙힌 펩타이드들을 합성한 후 항체 제작을 위해 공동연구기관에 

제공하였음(그림113-119).

-  Biomarker 기반 진단기술의 표준화 및 진단기술의 산업화를 위한 연구를 2차년도에 지속적으로 

수행하겠음
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그림 114. 교차반응 감별을 위한 브루셀라, 결핵, E. coli, Yersinia 감염  소 혈청 대사체 분석에 따른 유의적 차이를 

보이는 소 혈청 대사물질들의 상대적 함량 비교 
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그림 115. 타깃 펩타이드들의 MS fragment
그림 116. De novo peptide sequencing를 이용한 펩타이

드 동정

Chain A, C3 

PDB: 2B39_A 

 

>pdb|2B39|A Chain A, C3 

MKPTSGPSLLLLLLASLPMALGNPMYSMITPNILRLESEETVVLEAHGGQGTIQVSVTVHDFPAKKQVLS 

NENTQLNSNNGYLSTVTIKIPASKELKSDKGHKFVTVVATFGNVQVEKVVLISLQSGYLFIQTDKTIYTP 

GSTVLYRVFTVDHKLLPVGQTVFITIETPDGIPVKRDSKSSQNQFGILTLSWNIPELVNMGVWKIKAYYE 

DSPQQVFSAEFEVKEYVLPSFEVQLEPEEKFYYIDDPDGLKVNIIARFLYGEQVDGTAFVIFGVQDGDRR 

ISLTHSLTRVPINDGNGEAILKRQVLLNGVQPSRADALVGKSIYVSATVILQSGSDMVEAERTGIPIVTS 

PYQIHFTKTPKFFKPAMPFDLMVYVTNPDGSPARHIPVVTQGSNVQSLTQDDGVAKLSINTQNKRDPLTI 

TVRTKKDNIPEGRQATRTMQALPYNTQGNSNNYLHLSVPRVELKPGETLNVNFHLRTDPGEQAKIRYYTY 

MIMNKGKLLKVGRQYREPGQDLVVLPLTITSDFIPSFRLVAYYTLINAKGQREVVADSVWVDVKDSCMGT 

LVVKNGGKEEKHHRPGQQITLKIEADQGARVGLVAVDKGVFVLNKKNKLTQRKIWDVVEKADIGCTPGSG 

RNYAGVFTDAGLTLKTSQGLETQQRADPQCPQPATRRRRSVQLMEKRMDKAGQYSSDLRKCCEDGMRDNP 

MKFPCQRRAQFILQGDACVKAFLDCCEYITQLRQQHSRDGALELARSDLDDDIIPEEDIISRSQFPESWL 

WTVIEDLKQADKNGISTKLMNVFLKDSITTWEILAVSLSDKKGICVADPYEVTVMQDFFIDLRLPYSVVR 

NEQVEIRAILYNYREAENLKVRVELLYNPAFCSLATAKKRHQQTITIPARSSVAVPYVIVPLKIGLHEVE 

VKAAVYNHFISDGVKKTLKVVPEGVRVNKTVAVRTLNPEHLGQGGVQREEVPAADLSDQVPDTESETKIL 

LQGTPVAQMTEDAIDGERLKHLIQTPSGCGEQNMIGMTPTVIAVHYLDSTDQWEKFGLEKRQESLELIRK 

GYTQQLAFRQKSSAYAAFQYRPPSTWLTAYVVKVFALAANLIAIDSKDLCETVKWLILEKQKPDGIFQED 

GPVIHQEMIGGFRDTREKDVSLTAFVLIALHEAKDICEAQVNSLGRSIAKAGDFLENHYRELRRPYTVAI 

AAYALALLGKLEGDRLTKFLNTAKEKNRWEEPNQKLYNVEATSYALLALLARKDYDTTPPVVRWLNEQRY 

YGGGYGSTQATFMVFQALAQYQKDVPDHKELNLDVSIQLPSRNSAVRHRILWESASLLRSEETKENERFT 

VKAEGKGQGTLSVVTVYHAKLKGKVSCKKFDLRVSIRPAPETVKKPQDAKGSMILDICTKYLGDQDATMS 

ILDISMMTGFSPDVEDLKTLSTGVDRYISKYEMNRDSNKNTLIIYLDKVSHTVEDCLSFKVHQYFNVGLI 

QPGAVKVYSYYNLDETCIRFYHPDKEDGMLSKLCHKDTCRCAEENCFMHHTEKEVTLEDRLDKACEPGVD 

YVYKTRLIQKKLEDDFDEYIMVIENIIKSGSDEVQVKQERKFISHIKCREALKLKEGAHYLVWGVSSDLW 

GEKPKISYIIGKDTWVELWPEAEECQDEENQKQCEDLANFTENMVVFGCPN 
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그림 117. EZ-A와 EZ-B 유래 단백질의 아미노산 서열 그림 118. 펩타이드 EZ-A와 EZ-B의 합성
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그림 119. 스파이크 테스트를 이용한 합성 펩타이드 검증 및 MS fragments
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③ 브루셀라 감염 소의 혈액 천처리 최적화: 

- 혈액 펩타이드 추출 최적화를 위해 trichloroacetic acid (TCA) solvent 방법, methanol solvent 

방법, HAS/Immunoglobulin 방법, HLB Column 방법, Sep-Pak C18 방법 총 5가지의 혈액 전

처리 방법을 적용하여 비교분석하였음.

- 전처리 방법들을 비교한 결과, 기존에 사용하고 있는 methanol extraction 방법보다는 혈액 단백

질들과 지질들이 제거된 Sep-Pak C18 방법과 HLB Column 방법이 최적 전처리 방법인 것으

로 확인됨.

그림 120. 가지의 혈액 펩타이드 추출 방법

그림 121. 교차반응 감별을 위한 브루셀라, 결핵, E. coli, Yersinia 감염  소 혈청 대사체 분석에 따른 유의적 차이를 
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다. 브루셀라 펩타이드의 항원 합성 시스템 선정 

① 무세포 단백질 합성 시스템을 이용한 브루셀라 펩타이드 합성 

- 무세포 단백지 합성 시스템은 codon usage를 밝히던 시험적인 in vitro 기법에서 최근에는 합성

생물학 분야에서 널리 사용되는 재조합 단백질 합성 시스템이 되었음. 무세포 단백질 합성 시스

템은 세포로부터 추출된 세포파쇄액에 단백질을 암호화하는 유전자를 첨가하여 2시간 이내에 재

조합 단백질을 리터당 수백 mg 수준으로 합성할 수 있음(그림 122).

그림 122. 무세포 효소 합성 시스템의 모식도

② 브루셀라 펩타이드 암호화 유전자 설계 및 항원 합성 

- 대장균 기반 항원 합성을 위한 유전자 서열 확보

m 항원 펩타이드 합성과 정제를 위해서 유전자 구성은 브루셀라 펩타이드를 암호화하는 서열, 

정제를 위한 6개의 연속된 histidine을 암호화하는 서열 그리고 각 요소를 이어주는 linker 

서열을 암호화하는 서열이 주요한 요소들임. 대장균에서 발현을 위해서는 rare codon을 배제

하여 수율을 최대화 하기 위해서 IDT 사에서 제공하는 codon optimization tool을 사용하여 

펩타이드 서열로부터 유전자 서열을 확보함(그림 123).

 

그림 123. 펩타이드 서열을 이용한 유전자 서열의 확보 

- 항원 합성을 위한 유전자 설계

m 전사/번역에 관련된 인자들과 함께 브루셀라 펩타이드를 암호화하는 서열로 구성된 유전자를 

설계함. 전사에 관련된 T7 promoter, T7 terminator 서열이 양 끝에 위치하며, 번역에 관련

된 서열인 RBS (Ribosome binding sequence) 다음에 브루셀라 펩타이드가 암호화된 서열

이 위치하도록 설계(그림 124).

보이는 소 혈청 대사물질들의 상대적 함량 비교 
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그림 124. 대장균 기반 무세포 단백질 합성을 위한 유전자 설계 모식도   

m 동시에 sfGFP를 fusion partner로 사용하기 위해서 sfGFP의 C-말단에 브루셀라 펩타

이드가 위치하도록 위치한 유전자도 함께 준비하였고, 시퀀싱 결과 설계된 서열 그대로 

유전자가 클로닝 된 것을 확인함(그림 125).

그림 125. 클로닝된 유전자의 시퀀싱 결과(A)와 번역 후 항원 단백질의 예상 아미노산 서열(B) 

- 무세포 단백질 합성 시스템을 이용한 항원 단백질 합성

m 브루셀라 펩타이드만 합성하였을 경우에는 3.2kDa 정도의 목적 항원이 Coomassie Blue 

염색된 SDS-PAGE gel 상에서 관찰할 수 없었음. 짧은 펩타이드의 경우에는 세포질이나 

세포파쇄액에 존재하는 peptidase들에 의해서 안정적으로 합성이 힘들기 때문으로 판단됨.

m 이를 해결하고자, 수율과 가용성이 높은 sfGFP를 fusion partner로 사용하였고, 동일한 조

건에서 sfGFP-브루셀라 펩타이드 융합체를 합성하였음. Coomassie Blue 염색된 

SDS-PAGE gel 상에서 크기 29 kDa 정도의 위치에서 항원 단백질이 합성된 것을 확인함.

m 합성 수율 약 0.4 mg/ml 수준으로 발현되었으며, 가용성 또한 95% 이상으로 분리/정제에 

사용할 수 있는 정도로 합성되었음(그림 126).
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그림 126. Original sfGFP와 sfGFP/B-peptide의 무세포 단백질 합성 

  

- 합성된 항원 단백질의 Ni-NTA resin 이용 크로마트그래피 분리/정제 및 정량

m 항원 단백질 N-말단에 His tag이 존재하기 때문에 Ni-NTA resin을 이용하여 

chromatograph 기법을 이용하여 분리 진행함. Elution 과정 후에 목적 항원 단백질을 

SDS-PAGE 상에서 Coomassie Blue 염색으로 확인하였고, 순도 약 95% 이상으로 분리

된 것을 확인함(그림 127).

m 차후에 이어질 마우스 이용 면역반응에 사용하기 위해서 PBS를 이용하여 버퍼교환을 수

행하였고, 준비된 항원 단백질을 BCA assay를 이용하여 정량하였음. 목적 항원 단백질은 

약 1.5 mg/ml 수준으로 1.8 mg 확보함. 

그림 127. Ni-NTA resin을 이용한 크로마트그래피 수행 후 SDS-PAGE 결과(A) 및 버퍼교환된 항원 단

백질의 BCA 정량

라. 브루셀라 검출 단백질 기반 Aptamer 발굴 

① 브루셀라 검출용 단백질 기반 SELEX 실시

- Aptamer 발굴을 위한 Library 구축 제작 실시 (N30, N40)

- 최적 SELEX 방법 고안 실시 후 금나노입자를 이용한 SELEX 기법으로 선택 실시(그림 128). 

DNA Library Direction nt Sequence Tm(℃)

N30 5'>3' 73

TTT CAG TCG TGA GGA AGG 

TAG NNN NNN NNN NNN NNN 

NNN NNN NNN NNN NNN GCA 

TTT GAA ACT GGC AGA CTA G

80.1

N40 5’>3’ 83

TTT CAG TCG TGA GGA AGG 

TAG NNN NNN NNN NNN NNN 

NNN NNN NNN NNN NNN NNN 

NNN NNN N GC ATT TGA AAC 

TGG CAG ACT AG

81.2
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그림 128. 브루셀라 검출용 단백질을 이용한 Gold SELEX 과정 

- Count SELEX는 소의 혈청을 이용하여 수행 실시하였음. 

- 각 Round 별 결과는 real-time PCR을 통해 확인하였으며 PCR을 통해 해당 시료를 증폭하였음. 

- 총 5번의 Positive SELEX 과정과 3번의 Negative SELEX 과정을 수행하였으며 최종 Round 수

행 후 1번 더 증폭 과정을 수행하여 증폭 산물을 NGS를 통해 확인하는 과정을 수행하였음(그림 

129).

 

그림 129. 라운드 후 증폭 확인 결과 

- NGS를 위해 해당 시료를 마크로젠에 의뢰 후 분석 결과 확인 실시 

그림 130. NGS 후 Trimming 결과 

- 총 발생된 유전자 서열은 N30의 경우 5천8백만개 정도이며 N40의 경우에는 6천 3백만개의 서

열이 발굴되었음 

- Bioinformatic tool을 이용하여 해당 서열을 분석하여 경우 유사성이 높은 서열 기준으로 N30는 

4개, N40은 7개의 서열로 구분하여 선별 완료 하였음 
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- N30 서열 정보  

1) TTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGCAGACTAGGCATTTGAAACTGGCAGACTAG

2) TTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGCAGACTAG( )CATTTGAAACTGGCAGACTAG

3) CTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCCTAGTCTGCCACCTTCCTCACGACTGAAA

4)CTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCGAATCTGGCGATGGGTGAAGTACTGAACGAGCAGCCACCTTCCT

CACGACTGAAA

- N40 서열 정보

1) TTCAGTCGTGAGGAAGGTGGCAGACTAGGCATTTGAAACTGGCAGACTA

2) TTTCAGTCGTGAGGAAGGTGGCAGACTAGGCATTTGAAACTGGCAGACTAG

3) TTTCAGTCGGGAGGAAGGTGGCAGACTAGGCATTTGAAACTGGCAGACTAG

4) TNTCAGTCGTGAGGAAGGTGGCAGACTAGGCATTTGAAACTGGCAGACTA

5) TNTCAGTCGTGAGGAAGGTGGCAGACTAGGCATTTGAAACTGGCAGACTAG

6) CTAGTCTGCCAGTTTCAAATGCCTAGTCTGCCACCTTCCTCACGACTGAAA

7) CNAGTCTGCCAGTTTCAAATGCCTAGTCTGCCACCTTCCTCACGACTGAAA

② 브루셀라 검출 단백질의 Aptamer 이용 검출 기술 개발 

- 발굴된 서열을 바탕으로 하여 Gold nanoparticle의 응집 반응을 이용한 검출 방법의 개발을 수

행함 

- 위에 발굴된 서열 중 3개를 우선 선정하여 실험을 실시 하였음(그림 131) 

그림 131. 1차 선정 aptamer 서열 정보 

- 해당 기술은 Gold nanoparticle 표면에 압타머를 고정 시킨 후 Target이 적용되면 압타머가 

Target과 결합을 하게되고 Gold nanoparticle은 Bare 상태를 유지하게 됨, 이때 고염 (180nM 

NaCl)을 적용하게 되면 금나노입자가 엉겨 색변화 혹은 광학적 특성이 달라지는 현상을 이용하여 

검출하는 방법을 의미함 

· Gold nanoparticle 상에서 입자가 엉기는 최적 NaCl 농도 확인 실시(그림 132) 

그림 132. 금나노입자 엉김현상이 나타나는 최적 NaCl 농도 확인 



- 66 -

(4) 연구결과 산업화

① 항원 합성 및 대량 확보 

ⓐ 펩타이드(GNU)-carrier protein 컨쥬게이트 항원 6종 합성

- GNU-carrier protein 컨쥬게이트 3종: GNU-BSA, GNU-OVA, GNU-KLH

- Carrier protein-GNU 컨쥬게이트 3종: BSA-GNU, OVA-GNU, KLH-GNU

ⓑ sfGFP-GNU 컨쥬게이트 항원 1종 합성

ⓒ NanoLuk-GNU 컨쥬게이트 항원 1종 합성

ⓓ GMBS-GNU 컨쥬게이트 항원 1종 합성

② 항체 및 면역진단기술의 개발

ⓐ 단클론성 항체 12종 개발

- G-B-1, G-B-2, G-B-3 및 G-G-1 (4종)

- BSA-GNU 1A5, 2A1, 3G5, 3A7 및 4E8 (5종)

- GNU-BSA 1D11, 2G3 및 4B8 (3종)

- 다음으로는 180nM의 NaCl에서 보호를 받는 최저 DNA aptamer의 농도 확인 실시 (그림 133) 

그림 133. DNA aptamer와 금나노입자 결합으로 인한 고염에서의 엉김현상 방지 농도 확인 결과 

- 위에 그림에서처럼 브루셀라의 검출을 위한 농도 상에서는 금나노입자의 경우 엉김현상이 나타

나지 않은 것으로 확인 

- 최적 Buffer 조건을 확인 실시하였으며 최적 buffer의 경우는 Tris-Cl (pH 8.8)로 최적 선정 완료

하였음 : MES pH 6.0, Borate buffer pH 7.4, PBS pH 7.2, HEPES pH 6.8, Tris-Cl pH 7.4. 

- 아래 그림에서처럼 검출능 확인을 위한 평가 실시 Control의 경우 Target이 없는 경우를 의미하

며 Target을 농도별로 희석하였을 때 확인 결과 아래와 같이 확인이 되었음 (그림 134) 

그림 134. 브루셀라 검출을 위한 Aptamer 금나노입자 엉김현상 기반 검출능 확인 결과 

- 눈으로 확인할 수 있는 적정 농도는 100nM 수준의 브루셀라 단백질이였으며 압타머 2, 3번에서 

장비를 활용하는 경우 1nM 농도의 검출 농도를 확인할 수 있었음 
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ⓑ 브루셀라균 대사체 peptide 신속 검출을 위한 간접효소면역분석법 개발

- G-B-2을 이용한 간접효소면역분석법의 검출한계: 1 ppm

ⓒ 브루셀라균 대사체 peptide 신속 검출을 위한 항체 기반의 LFA법 개발

- LFA법의 검출한계: 50 ppm

ⓓ 개발된 기술의 적용은 소를 포함한 반추류 뿐만 아니라 반려동물에서의 적용 검토를 통해 다양

한 축종에 대한 적용 수행

③ LAMP-LFA법의 개발

- 개발된 LAMP-LFA법의 검출한계: 약 8.85x100 CFU/mL

- 실제 시료(전혈)을 이용한 분석법의 적용 가능성 평가 완료

- 시제품 개발을 통한 산업화 기반 구축 및 상용화 추진을 수행하며, 마케팅 활성화를 위해 검역

검사본부, 시도가축위생시험소와의 협업체계를 구축하여 일반농가에서의 현장적용 가능토록 함

그림 135. 개발된 진단키트에 대한 시제품 제작 및 산업화 계획

④ 압타머 발굴

- 11종의 압타머 발굴 및 3종의 압타머를 이용한 금 나노입자 기반 비색법 확립

 

 

(2) 정량적 연구개발성과
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성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S
M
A
R
T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 15 15 20 10 15 15 10

최종목표 2 2 1 10 2 2 1.5 4 3

연구기간 

목표
1 1 10 1 1 2 1.5 3 1

연구기간 내 

달성 실적
1 2 10 1 4 1 4.8 6 4

달성률(%) 100 200100 100 400 50 300 200 400

  

  

(3) 세부 정량적 연구개발성과
  

[과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재 

번

호
논문명 학술지명

주저

자명
호 국명

발행기

관

SCIE 여부

(SCIE/비SCI

E)

게재일
등록번호

(ISSN)
기여율

1

Simvastatin Inhibits Brucella 
abortus Invasion into RAW 

264.7Cells through Suppression 
of the Mevalonate Pathway 
andPromotes Host Immunity 
during Infection in a Mouse 

Model

International 
Journal of 
Molecular 
Sciences

김석 23 Switzerland MDPI
SCI

(IF: 6.28)
2022.10 35955474 100

2

Effects on the resistance to 

Brucella abortus 544 infection 

in a murine macrophage cell 

line and in a mouse model via 

treatment with sirtuin 1 

activators – resveratrol, 

piceatannol and ginsenoside 

Rg3

Journal of 

Microbiology 

and 

Biotechnology 

김석  33 R. Korea

Microbiolo
gical 

Society of 
Korea

SCI

(IF: 3.28)
2023.01 22090928 100

3

The modulatory effect of 

sodium propionate treatment in 

the expression of inflammatory 

cytokines and intracellular 

growth of Brucella abortus 544 

in Raw 264.7 cells 

Journal of 

Microbiology 

and 

Biotechnology

김석  33 R. Korea

Microbiolo
gical 

Society of 
Korea

SCI

(IF: 3.28)
2023.05 22030304 100

4

Intracellular Growth Inhibition 
and Host Immune Modulationof 

3-Amino-1,2,4-triazole in 
Murine Brucellosis

International 
Journal of 
Molecular 
Sciences

김석 23 Switzerland MDPI
SCI

(IF: 6.28)
2023.12 24241735 100

5

Combination of recombinant 
Brucella abortus dapB and gpm 
proteins induces host immunity 

against B. abortus 544 
infection using a mouse model

Journal of 

Preventive 

Veterinary 

Medicine

김석 47 R. Korea
한국예방수

의학회
학진등재 2023.12 22878009 100

https://en.wikipedia.org/wiki/International_Journal_of_Molecular_Sciences
https://en.wikipedia.org/wiki/International_Journal_of_Molecular_Sciences
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□ 국내 및 국제 학술회의 발표 

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1 한국식품영양과학회 김현진 2022.10.20 제주 컨벤션센터 대한민국

2 한국식품과학회 이정은 2022.07.08 부산 벡스코 대한민국

3 한국식품위생안전성학회 이정은 2022.11.11 부산 벡스코 대한민국

5 한국예방수의학회 김석 2023.07.08 충남대학교 대한민국

6 한국예방수의학회 김석 2023.07.08 충남대학교 대한민국

7 한국예방수의학회 김석 2023.07.08 충남대학교 대한민국



- 72 -



- 73 -



- 74 -

 

 □ 기술 요약 정보

연도 기술명 요약 내용 기술 완성도 등록 번호 활용 여부 미활용사유
연구개발기관 

외 활용여부
허용방식

  □ 보고서 원문

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

번호 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물 명 등록/기탁 번호 등록/기탁 기관 발생 연도

  [기술적 성과]

  □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)
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번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일
출원 

번호

등록 

번호
등록인 등록일

등록 

번호

1

소브루셀라균 검출을 

위한 

고리매개등온증폭법 

기반 측방유동스트립

대한민

국

심원보, 

이정은

2024.0

3.29

10-202
4-0043
285

100 활용

   

ㅇ 지식재산권 활용 유형
      ※ 활용의 경우 현재 활용 유형에 √ 표시, 미활용의 경우 향후 활용 예정 유형에 √ 표시합니다(최대 3개 중복선택 가

능).

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매/양도 상호실시 담보대출 투자 기타

1

2

  □ 저작권(소프트웨어, 서적 등)

번호 저작권명 창작일 저작자명 등록일 등록 번호 저작권자명 기여율

  □ 신기술 지정

번호 명칭 출원일 고시일 보호 기간 지정 번호
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  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 8쪽)

  □ 표준화

   ㅇ 국내표준

번호 인증구분1｣ 인증여부2｣ 표준명 표준인증기구명 제안주체 표준종류3｣ 제안/인증일자

     * 1｣ 한국산업규격(KS) 표준, 단체규격 등에서 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 제안 또는 인증 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 신규 또는 개정 중 해당하는 사항을 기재합니다.

   ㅇ 국제표준

번호
표준화단계구분1

｣ 표준명 표준기구명2｣ 표준분과명
의장단 

활동여부

표준특허 

추진여부

표준개발 

방식3｣ 제안자
표준화 

번호
제안일자

     * 1｣ 국제표준 단계 중 신규 작업항목 제안(NP), 국제표준초안(WD), 위원회안(CD), 국제표준안(DIS), 최종국제표준안

(FDIS), 국제표준(IS) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 국제표준화기구(ISO), 국제전기기술위원회(IEC), 공동기술위원회1(JTC1) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 국제표준(IS), 기술시방서(TS), 기술보고서(TR), 공개활용규격(PAS), 기타 중 해당하는 사항을 기재합니다.

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

1

브루셀라-

LAMP-LFA 

kit

2023.12
압티지엠제이 

㈜

경상국립대학

교

브루셀라 

진단
1-2년

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

1 노하우

소 브루셀라 감염증 

진단을 위한 소 혈액 

펩타이드 분석기술

㈜이지메스 2023.12.18 5,000,000 -

2 노하우

단크론성 항체 생산을 

위한 하이브리도마 

세포주의 안정적인 

개발과 관리

㈜압티지엠제

이
2023.12.15 5,000,000 -

     * 내부 자금, 신용 대출, 담보 대출, 투자 유치, 기타 등

  □ 사업화 투자실적

번호 추가 연구개발 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자 자금 성격*

               

  □ 사업화 현황
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번호
사업화 

방식1｣ 사업화 형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

(천원)

국외

(달러)

     * 1｣ 기술이전 또는 자기실시

     * 2｣ 신제품 개발, 기존 제품 개선, 신공정 개발, 기존 공정 개선 등

     * 3｣ 국내 또는 국외

  □ 매출 실적(누적)

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내(천원) 국외(달러)

합계

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 9쪽)

  □ 사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과

성과 소 브루셀라 감염증 진단키트 개발

사업화 계획

사업화 소요기간(년) 2년

소요예산(천원) 200,000

예상 매출규모(천원)
현재까지 3년 후 5년 후

- 500,000 1,000,000

시장

점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내 - 5 10

국외 - - -

향후 관련기술, 제품을 

응용한 타 모델, 제품 

개발계획

3종의 기술 기반 소브루셀라 감염증 혈액 진단키트 개발 (항체, LAMP, 

압타머)

무역 수지

개선 효과(천원)

수입대체(내수)
현재 3년 후 5년 후

- 500,000 1,000,000

수출 - - -

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
yyyy년 2023년

1
가축질병대응기

술개발사업
㈜이지메스 1 1

합계

  □ 고용 효과

구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력

생산인력

개발 후
연구인력 1

생산인력

  □ 비용 절감(누적)

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액(천원)

합계
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  □ 경제적 파급 효과 

(단위: 천원/년)

구분 사업화명 수입 대체 수출 증대 매출 증대 생산성 향상
고용 창출 

(인력 양성 수)
기타

해당 연도

기대 목표

  □ 산업 지원(기술지도)

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 10쪽)

  □ 기술 무역 

(단위: 천원)

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입

  [사회적 성과]

  □ 법령 반영

번호
구분

(법률/시행령)

활용 구분

(제정/개정)
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정/개정

내용

  □ 정책활용 내용

번호
구분

(제안/채택)
정책명

관련 기관

(담당 부서)
활용 연도 채택 내용

  □ 설계 기준/설명서(시방서)/지침/안내서에 반영

번호
구 분

(설계 기준/설명서/지침/안내서)

활용 구분

(신규/개선)

설계 기준/설명서/

지침/안내서 명칭
반영일 반영 내용

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

2024
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

4 2 2 4

  □ 산업 기술 인력 양성 

번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기관 교육 개최 횟수 총 교육 시간 총 교육 인원

  □ 다른 국가연구개발사업에의 활용

번호 중앙행정기관명 사업명 연구개발과제명 연구책임자 연구개발비
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  □ 국제화 협력성과

번호
구분

(유치/파견)
기간 국가 학위 전공 내용

  □ 홍보 실적

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

  □ 포상 및 수상 실적

번호 종류 포상명 포상 내용 포상 대상 포상일 포상 기관

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 11쪽)

  [인프라 성과]

  □ 연구시설ㆍ장비

구축기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)

개발여부

(○/×)

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록여부

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록번호

구축일자

(YY.MM.DD)

구축비용

(천원)

비고

(설치 장소)

    * 「과학기술기본법 시행령」 제42조제4항제2호에 따른 연구시설ㆍ장비 종합정보시스템을 의미합니다.

  [그 밖의 성과](해당 시 작성합니다)

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항(해당 시 작성합니다)

<참고 1> 연구성과 실적 증빙자료 예시 

성과유형 첨부자료 예시

연구논문  논문 사본(저자, 초록, 사사표기)을 확인할 수 있는 부분 포함, 연구개발과제별 중복 첨부 불가)

지식재산권
 산업재산권 등록증(또는 출원서) 사본(발명인, 발명의 명칭, 연구개발과제 출처 포함), 품종인 경우 

품종보호권 등록증 또는 생산․판매 신고증명서

제품개발(시제품)  제품개발사진 등 시제품 개발 관련 증빙자료

기술이전  기술이전 계약서, 기술실시 계약서, 기술료 입금 내역서 등

사업화

(상품출시, 공정개발)
 사업화된 제품사진, 매출액 증빙서류(세금계산서, 납품계약서 등 매출 확인가능 내부 회계자료) 등

품목허가  미국 식품의약국(FDA) / 식품의약품안전처(MFDS) 허가서

임상시험실시  임상시험계획(IND) 승인서

<참고 2> 국가연구개발혁신법 시행령 제33조제4항 및 별표 4에 따른 연구개발성과의 등록ㆍ기탁 대상과 범위
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구분 대상 등록 및 기탁 범위

등록

논문 국내외 학술단체에서 발간하는 학술(대회)지에 수록된 학술 논문(전자원문 포함)

특허 국내외에 출원 또는 등록된 특허정보

보고서원문 연구개발 연차보고서, 단계보고서 및 최종보고서의 원문

연구시설

‧장비

국가연구개발사업을 통하여 취득한 3천만 원 이상 (부가가치세, 부대비용 포함) 연구시설ㆍ장비 

또는 공동활용이 가능한 모든 연구시설ㆍ장비

기술요약정보 연차보고, 단계보고 및 최종보고가 완료된 연구개발성과의 기술을 요약한 정보

생명자원 중 

생명정보

서열·발현정보 등 유전체정보, 서열·구조·상호작용 등 단백체정보, 유전자(DNA)칩·단백질칩 

등 발현체 정보 및 그 밖의 생명정보

소프트웨어 창작된 소프트웨어 및 등록에 필요한 관련 정보

표준

「국가표준기본법」 제3조에 따른 국가표준, 국제표준으로 채택된 공식 표준정보[소관 기술위원회

를 포함한 공식 국제표준화기구(ISO, IEC, ITU)가 공인한 단체 또는 사실표준화기구에서 채택한 

표준정보를 포함한다]

기탁

생명자원 중 

생물자원

세균, 곰팡이, 바이러스 등 미생물자원, 인간 또는 동물의 세포·수정란 등 동물자원, 식물세포·

종자 등 식물자원, DNA, RNA, 플라스미드 등 유전체자원 및 그 밖의 생물자원

화합물 합성 또는 천연물에서 추출한 유기화합물 및 관련 정보

신품종 생물자원 중 국내외에 출원 또는 등록된 농업용 신품종 및 관련 정보

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 12쪽)

 2) 목표 달성 수준 
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추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

제 1세부:브루

셀라 감염과 

숙주 대사체 

상관관계 및 

진단적 가치 

평가     

① 브루셀라 감염병에 대응

하는 숙주 대사체의 항

균 효과 증명 (실험동물 

및 세포 실험)

◦ 브루셀라 감염증에 반응하는 다양한 대사체

(simvastatin, lipoxygenase(LOX) pathway 저해제인 

Nordihydroguaiaretic acid (NDGA, SIRT1 activators, 

sodium propionate, Regulatory enzyme, DapB/gpm 

등) 에 대하여 숙주 세포 독성 및 항균효과, 숙주 세포

내 균 저해능력 평가 균감염 대응기전 규명을 실험동물

인 마우스를 이용하여 평가 하였으며, 이들 대사체 및 

대사조절물질이 브루셀라 균의 감염에 중요한 역할을 담

당하는 것을 확인 함 

100

② 발굴 대사체 이용 분석

기법 확립 및 진단 적용

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체를 면역원으

로 하여 단크론성 항체를 개발하고, 간접효소면역분석

법을 개발하여 특이성이 높은 진단 기법을 개발함  

100

③ 발굴 대사체가 브루셀

라 감염 숙주의 면역반

응 유도 규명

◦ 브루셀라 감염증에 반응하는 다양한 대사체

(simvastatin, lipoxygenase(LOX) pathway 저해제인 

Nordihydroguaiaretic acid (NDGA, SIRT1 

activators, sodium propionate, Regulatory enzyme, 

DapB/gpm 등) 에 대하여 실험동물 면역반응을 규명

하였고, 면역물질에 대한 분석을 수행하여 대사체의 

브루셀라 감염증 억제 및 활성 능력을 평가함

100

④ 동물실험을 통한 브루

셀라 특이적 대사체 발

현 규명 (목적 및 실험

동물)

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체와 다양한 

대사체(simvastatin, lipoxygenase(LOX) pathway 저

해제인 Nordihydroguaiaretic acid (NDGA, SIRT1 

activators, sodium propionate, Regulatory enzyme, 

DapB/gpm 등)의 목적동물(소)의 감염혈청 및 실험동

물(마우스)의 접종 실험을 수행하여 발현 및 발병 메

커니즘에 대한 규명을 수행함 

100

⑤ 대사체에 대한 단클론 

항체 기반 혈청학적 진

단 기술 확립 및 산업화

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체를 면역원으

로 하여 단크론성 항체를 이용 간접효소면역분석법을 

개발하였으며, 브루셀라균의 단백 발현 조절 유전자인 

BruAb2_0168 gene을 이용하여 민감도 및 특이도가 

높은  LAMP-LFA방법을 구축하여 숙주의 면역반응과 

균측 인자를 진단하기 위한 최적의 진단 기법을 확립

함

100

제 2세부:대사

체 분석 기반 

브루셀라증 진

단용 유용 바

이오 마커 발

굴 및 산업화

① 소 브루셀라증에서 특이

적으로 발현하는 대사체 

발굴 (10종 이상) 

◦ UPLC-Q-TOF MS 기반 대사체분석을 진행하여 진양

성과 진음성이 다변량통계분석에서 유의적으로 분리되

는 대사체를 16종 분리 하였으며, 이들 대사체를 이용

한 진단방법 및 발병기전 규명을 위한 토대를 구축함

100

② 발굴 대사체의 브루셀라 

외 감염혈청과의 감별 

분석(결핵, Y. 
entericolitica O9, 바이

러스 등)

◦ 브루셀라 감염 소 혈청의 대사체 분석을 통해 확보한 

지표물질들이 브루셀라 이외의 타 균주 (결핵, E.Coli, 

Yersinia)의 감염 소 혈청을 이용하여 다변량통계분석

인 PLS-DA score plot 비교 분석을 수행해본 결과 이

들 물질이 브루셀라 감염 혈청에만 특이적으로 발현되

는 것을 확인하여 진단적 가치가 우수한 물질로 확인 

됨

100

③ 발굴 대사체 분석방법 

첨단화 및 대량 생산체

계 구축

◦ UPLC-Q-TOF MS, De novo peptide sequencing, 

codon optimization tool, Ni-NTA resin 이용 크로마

트그래피 분리/정제 방법, Aptamer 활용  등의 분자생

물학적 분석 방법을 이용하여 대사체의 무질 특성을 

규명하였으며, 대량생산 체계를 구축함

100

④ 개발 진단기술의 경제

성 평가 및 산업화

◦ 본 과제 수행을 통해 얻어진 결과는 브루셀라 감염증 

오진률을 최소화 하는 획기적인 진단법 개발이 가능하

게 되었으며, 이들 진단 기법은 국내는 물론 전 세계

적으로 발생하는 브루셀라 감염병에 대한 고효율 진단 

기술로 적용이 가능한 신개념 진단법이 확립 됨

100

4. 목표 미달 시 원인분석(해당 시 작성합니다)

 1) 목표 미달 원인(사유) 자체분석 내용
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◯ 해당 사항 없음

 2) 자체 보완활동

◯ 브루셀라 감염 혈청 확보를 위해 지자체 및 농림축산 검역본부를 통해 감염 우 혈청을 

확보 함

◯ 브루셀라 균의 단백 조절 유전자를 이용한 현장 적용 진단 기법을 개발 함

 3) 연구개발 과정의 성실성

◯ 본 과제 수행을 통하여 브루셀라 감염증에 특이적으로 발현하는 숙주의 대사체를 10종 

이상 발굴하였으며, 이들 대사물질을 이용한 혈청학적 진단 방법을 개발하였고, 균의 단

백질과 대사체를 조절하는 유전자를 이용하여 브루셀라 균을 진단할 수 있는 분자생물학

적 진단 기법을 확립함

◯ 본 과제 수행을 통해 얻어진 결과물은 연구 계획 대비 특허, 기술이전, 논문, 학술발표, 

인력양성 등 100% 이상 초과 달성하여 성실성이 우수한 것으로 판단 됨

◯ 본 과제를 통해 얻어진 브루셀라 감염증 진단 기법은 현재 브루셀라 감염증의 진단에서 

발생하는 문제점을 획기적으로 개선할 것으로 판단 되며, 향후 산업화를 통해 국가 경쟁

력 제고에 기여할 것으로 판단 됨

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 13쪽)

5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

◯ 대표적인 인수공통전염병인 브루셀라 감염증에 대한 진단법 개선을 위하여 숙주의 감염

에 대응하는 대사체 및 균측 대사체 관련 유전자를 이용하여 혈청학적 진단방법과 유전

학적 진단 방법을 구축하여 현재 브루셀라 감염증 진단에서 발생할 수 있는 오진률을 줄

이고 브루셀라 감염증에 특이적인 진단 기법을 개발에 기여 함

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획
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< 연구개발성과 활용계획표 >

구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE 1건

비SCIE

계 1건

국내논문

SCIE

비SCIE 1건

계 1건

특허출원

국내 1건

국외

계 1건

특허등록

국내 1건

국외

계 1건

인력양성

학사

석사 1명

박사

계 1명

사업화

상품출시 1

기술이전 1

공정개발

제품개발 시제품개발 1

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용

< 별첨 자료 >

중앙행정기관 요구사항 별첨 자료

1. 공통 요구자료

1) 자체평가의견서

2) 연구성과 활용계획서

3) 연구부정행위 예방 확인서

2. 
1)

2)
 

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(23쪽 중 14쪽)
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210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

[별첨 1] (23쪽 중 16쪽)

자체평가의견서
1. 과제현황

과제번호 

사업구분

연구분야 가축질병
과제구분

단위

사 업 명 가축질병대응기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명 브루셀라 오진률 최소화를 위한 대사체 바이
오마커진단 기술 개발 과제유형 (기초,응용,개발)

연구개발기관 경상국립대학교 산학협력단 연구책임자 김석

연구기간

연구개발비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차년도 9개월 240,000 60,000 300,000

2차년도 12개월 320,000 80,000 400,000

3차년도

4차년도

5차년도

계 560,000 140,000 700,000

참여기업 ㈜이지메스 

상 대 국 상대국연구개발기관

※ 총 연구기간이 5차년도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 2024. 2. 28

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

경상국립대학교 교수 김 석

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약

하며, 본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약
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210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

[별첨 1] (23쪽 중 17쪽)
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Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히 불량)

우수

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히 불량)

우수

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히 불량)

우수

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히 불량)

우수

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : 우수, 보통, 미흡, 극히 불량)

우수

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)
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[별첨 1] (23쪽 중 18쪽)

Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

제 1세부:

브 루 셀 라 

감염과 숙

주 대사체 

상 관 관 계 

및 진단적 

가치 평가  

   

① 브루셀라 감염병에 대응

하는 숙주 대사체의 항균 

효과 증명 (실험동물 및 

세포 실험)

10 100

◦ 브루셀라 감염증에 반응하는 다양한 대사체

(simvastatin, lipoxygenase(LOX) pathway 저

해제인 Nordihydroguaiaretic acid (NDGA, 

SIRT1 activators, sodium propionate, 

Regulatory enzyme, DapB/gpm 등) 에 대하

여 숙주 세포 독성 및 항균효과, 숙주 세포내 균 

저해능력 평가 균감염 대응기전 규명을 실험동물

인 마우스를 이용하여 평가 하였으며, 이들 대사

체 및 대사조절물질이 브루셀라 균의 감염에 중

요한 역할을 담당하는 것을 확인 함 

② 발굴 대사체 이용 분석기

법 확립 및 진단 적용
10 100

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체를 

면역원으로 하여 단크론성 항체를 개발하고, 

간접효소면역분석법을 개발하여 특이성이 높은 

진단 기법을 개발함  

③ 발굴 대사체가 브루셀라 

감염 숙주의 면역반응 유

도 규명

10 100

◦ 브루셀라 감염증에 반응하는 다양한 대사체

(simvastatin, lipoxygenase(LOX) pathway 

저해제인 Nordihydroguaiaretic acid (NDGA, 

SIRT1 activators, sodium propionate, 

Regulatory enzyme, DapB/gpm 등) 에 대하

여 실험동물 면역반응을 규명하였고, 면역물

질에 대한 분석을 수행하여 대사체의 브루셀

라 감염증 억제 및 활성 능력을 평가함

④ 동물실험을 통한 브루셀

라 특이적 대사체 발현 

규명 (목적 및 실험동물)
10 100

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체와 

다양한 대사체(simvastatin, 

lipoxygenase(LOX) pathway 저해제인 

Nordihydroguaiaretic acid (NDGA, SIRT1 

activators, sodium propionate, Regulatory 

enzyme, DapB/gpm 등)의 목적동물(소)의 

감염혈청 및 실험동물(마우스)의 접종 실험을 

수행하여 발현 및 발병 메커니즘에 대한 규

명을 수행함 

⑤ 대사체에 대한 단클론 

항체 기반 혈청학적 진단 

기술 확립 및 산업화

20 100

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체를 

면역원으로 하여 단크론성 항체를 이용 간접효

소면역분석법을 개발하였으며, 브루셀라균의 

단백 발현 조절 유전자인 BruAb2_0168 gene

을 이용하여 민감도 및 특이도가 높은  

LAMP-LFA방법을 구축하여 숙주의 면역반응과 

균측 인자를 진단하기 위한 최적의 진단 기법

을 확립함

제 2세부:

대사체 분

석 기반 브

루 셀 라 증 

진단용 유

용 바이오 

마커 발굴 

및 산업화

① 소 브루셀라증에서 특이

적으로 발현하는 대사체 

발굴 (10종 이상) 

10 100

◦ UPLC-Q-TOF MS 기반 대사체분석을 진행하여 

진양성과 진음성이 다변량통계분석에서 유의적

으로 분리되는 대사체를 16종 분리 하였으며, 

이들 대사체를 이용한 진단방법 및 발병기전 

규명을 위한 토대를 구축함

② 발굴 대사체의 브루셀라 

외 감염혈청과의 감별 분

석(결핵, Y. entericolitica 

O9, 바이러스 등)

10 100

◦ 브루셀라 감염 소 혈청의 대사체 분석을 통해 

확보한 지표물질들이 브루셀라 이외의 타 균주 

(결핵, E.Coli, Yersinia)의 감염 소 혈청을 이

용하여 다변량통계분석인 PLS-DA score plot 

비교 분석을 수행해본 결과 이들 물질이 브루

셀라 감염 혈청에만 특이적으로 발현되는 것을 

확인하여 진단적 가치가 우수한 물질로 확인 

됨

③ 발굴 대사체 분석방법 

첨단화 및 대량 생산체계 

구축

10 100

◦ UPLC-Q-TOF MS, De novo peptide 

sequencing, codon optimization tool, 

Ni-NTA resin 이용 크로마트그래피 분리/정제 

방법, Aptamer 활용  등의 분자생물학적 분석 

방법을 이용하여 대사체의 무질 특성을 규명하

였으며, 대량생산 체계를 구축함

④ 개발 진단기술의 경제성 

평가 및 산업화
10 100

◦ 본 과제 수행을 통해 얻어진 결과는 브루셀라 

감염증 오진률을 최소화 하는 획기적인 진단법 

개발이 가능하게 되었으며, 이들 진단 기법은 

국내는 물론 전 세계적으로 발생하는 브루셀라 

감염병에 대한 고효율 진단 기술로 적용이 가

능한 신개념 진단법이 확립 됨

합계 100점 100
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

◯ 대표적인 인수공통전염병인 브루셀라 감염증에 대한 진단법 개선을 위하여 숙주의 감

염에 대응하는 대사체 및 균측 대사체 관련 유전자를 이용하여 혈청학적 진단방법과 

유전학적 진단 방법을 구축하여 현재 브루셀라 감염증 진단에서 발생할 수 있는 오진

률을 줄이고 브루셀라 감염증에 특이적인 진단 기법을 개발에 기여 함

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

◯ 본 과제 수행을 통해 얻어진 진단 기술은 현장 적용 평가를 통하여 브루셀라 감염증 

진단 기관 및 현장 농가와의 연계를 통한 사업화가 가능할 것으로 판단 됨

◯ 향후 브루셀라 감염증에 대하여 소 이외의 동물 (염소, 개, 사슴, 고양이 등)에 적용할 

수 있는 범용 진단 기법의 개발이 가능할 것으로 판단 됨

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)
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[별첨 1] (23쪽 중 19쪽)

Ⅳ. 보안성 검토

 o 해당사항 없음

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

o 해당사항 없음

2. 연구개발기관 자체의 검토결과

o 해당사항 없음
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210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

[별첨 2] (23쪽 중 20쪽)

<붙임 2>

< 종료과제 성과요약서(서식) > 

과제명

(연구기관,

책임자)

브루셀라 오진률 최소화를 위한 대사체 바이오마커진단 기술 개발

주관기관(1세부) 위탁 -

경상국립대학교 산학협력단 -

연구기간
2022. 04. 01. - 

2023. 12. 
31.(21개월)

‘22년 ‘23년 ‘**년 총 예산
(정부출연금, 억)

3.0 4.0 7.0
(5.6)

연구목적

○ (배경)소 브루셀라 진단의 오진으로 인해 발생농가의 동거축 이동제한, 재검

사, 비감염축 살처분과 같은 피해는 물론 국가 방역 신뢰 저하로 끊임없는 방

역 분쟁이 발생하고 있음

○ (목적)본 연구의 최종 목표는 브루셀라 감염 소의 혈청에 대하여 대사체 분석

을 통해 특징적으로 발현된 바이오마커를 이용 브루셀라 감염증 오진률을 최

소화 하는 고민감도 진단기법을 개발하는데 있음

핵심연구내용 
및 성과

○ 소 브루셀라증에서 특이적으로 발현하는 대사체와 질병과의 상관관계 규명(10

종 이상)

○ 브루셀라 감염 대응 특이 대사체 성분 규명

○ 발굴 대사체 유용 분석기법 확립 및 진단 적용

○ 대사체 대응 단클론 항체 제작 및 혈청학적 진단 기술 확립

○ 대사체/유전체 기반 고민감도 진단기법 산업화

대표성과

○ 브루셀라 감염증에 발현하는 숙주 대사

체와 균 대사체의 발병기전 해석을 통

해 당초 계획했던 2건(IF: 1.5)을 초과, 

국제 전문 학술지 4편을 발표함(SCI(E)

급, 평균 IF: 4.7). 

○ 브루셀라 감염증에 특이적 발현하는 대

사체 분석 기술과 이에 대응하는 단클론 

항체 기반 혈청학적/유전학적 진단법 확

립, 기술이전 2건 

○ 브루셀라 감염증의 고민감도 신속 진단

법을 기반으로 오진률을 최소화 할 수 

있고, 이들 질병으로 인한 피해 저감 효

과 기대됨 

[대표성과1-대

사체 기반 

혈청학적 신속 

진단법]

[대표성과2-균 

유전체 기반 

고민감도 신속 

진단법]

연구의 의의 
및 파급효과

○ 브루셀라 의양성 반응에 의한 경제적/사회적 피해 최소화

○ 면역반응에 의해 초래되는 낮은 민감도, 오진, 교차반응 등 진단적 단점 극복

○ 세포내 기생성 난치성 질병 극복을 위한 토대구축

○ 브루셀라 감염병 발병기전 및 신개념 진단법 제시

○ 개발된 진단의 해외 수출을 통한 국가 경쟁력 제고
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특이사항
(연구수행 중 
에피소드,

연구수행 계기 등)

○ 혈청학적 진단법에 기초한 진단법을 개발하는 중 숙주 측 요인과 균 측 요인

을 모두 고려한 진단기술의 필요성이 제기 되어 숙주의 반응(혈청학적 진단방

법) 과 균의 반응(유전학적 진단방법)을 개발하게 되어 진단의 정밀성과 특이

성을  증대시킴 

용어해설

○ 브루셀라 감염증: 사람과 소에서 주로 발생하는 세균성 감염병으로 현재까지 

진단의 정확성과 특이성에 대한 문제가 제기 되어 이에 대한 현장 요구가 증

대되는 대표적인 인수공통전염병의 하나임.
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최종평가정량성과 실적종합표

사업명 과제명 주관연구기관 연구책임자

　 　 　 　

(단위 : 건, %, 점)

성과지표 계획(A) 실적(B) 목표달성률
(C:B/A)

지표달
성률

(C′≒C)
가중치 점수(D)

특허 출원 1 1 100.0% 100.0
%

　 0.00 

특허 등록 　 　 - - 　 -

품종 등록 　 　 - - 　 -

기술이전(건) 1 2 200.0% 100.0
% 　 0.00 

기술료(백만원) 10 10 100.0% 100.0
% 　 0.00 

제품화(건) 　 　 - - 　 -

매출액(백만원) 　 　 - - 　 -

수출액(백만원) 　 　 - - 　 -

고용창출(명) 1 1 100.0% 100.0
% 　 0.00 

투자유치(백만원) 　 　 - - 　 -

기술인증 　 　 - - 　 -

논문(SCI) 1 4 - - 　 -

논문(비SCI) 2 1 - - 　 -

논문평균 IF 1.5 4.7 313.3%
100.0

%
　 0.00 

학술발표 3 6 200.0% 100.0
% 　 0.00 

교육지도 　 　 - - 　 -

인력양성 1 4 400.0% 100.0
% 　 0.00 

정책활용 　 　 - - 　 -

홍보전시 　 　 - - 　 -

기타 　 　 - - 　 -

계 21.5 32.7 　 　 　 0.00점
* 논문성과는 정량평가에서 점수화 되진 않지만 주로 정성평가에 반영되고 있습니다. 　

** 점수는 수식이 걸려 있어서 자동으로 계산됩니다. 그러므로 계획(A)과 실적(B) 및 가중치 항목만 기입해 주시기 
바랍니다.

*** 가중치는 당초 연구개발계획서 상 명시된 수치를 입력해 주시기 바랍니다.(예 : 0.500 / 0.250)

**** 모든 성과건수는 개별성과 기준으로 업로드 하여야 정량평가에 반영됩니다.

     (예) 고용창출이 5명인 경우 5건을 등록하여야 5건 인정, 1건 등록에 5명을 첨부할 경우 1건으로 인정
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연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태  ■자유응모과제   □지정공모과제 분 야

연 구 과 제 명 브루셀라 오진률 최소화를 위한 대사체 바이오마커진단 기술 개발

주관연구개발기관 경상국립대학교 산학협력단 주관연구책임자 김석

연 구 개 발 비

정부지원

연구개발비
기관부담연구개발비 기타 총연구개발비

560,000 140,000 700,000

연구개발기간 2022. 04. 01. - 2023. 12. 31.(21개월)

주요활용유형
 ■산업체이전         □교육 및 지도         □정책자료         □기타(          )

 □미활용 (사유:                                                             )

2. 연구목표 대비 결과
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당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

제 1세부:브루셀라 

감염과 숙주 대사

체 상관관계 및 진

단적 가치 평가    

 

① 브루셀라 감염병에 대응하는 숙
주 대사체의 항균 효과 증명 (실
험동물 및 세포 실험)

◦ 브루셀라 감염증에 반응하는 다양한 대사체(simvastatin, 

lipoxygenase(LOX) pathway 저해제인 Nordihydroguaiaretic 

acid (NDGA, SIRT1 activators, sodium propionate, 

Regulatory enzyme, DapB/gpm 등) 에 대하여 숙주 세포 독성 

및 항균효과, 숙주 세포내 균 저해능력 평가 균감염 대응기전 규

명을 실험동물인 마우스를 이용하여 평가 하였으며, 이들 대사체 

및 대사조절물질이 브루셀라 균의 감염에 중요한 역할을 담당하는 

것을 확인 함 

② 발굴 대사체 이용 분석기법 확
립 및 진단 적용

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체를 면역원으로 하여 

단크론성 항체를 개발하고, 간접효소면역분석법을 개발하여 특

이성이 높은 진단 기법을 개발함  

③ 발굴 대사체가 브루셀라 감염 
숙주의 면역반응 유도 규명

◦ 브루셀라 감염증에 반응하는 다양한 대사체(simvastatin, 

lipoxygenase(LOX) pathway 저해제인 Nordihydroguaiaretic 

acid (NDGA, SIRT1 activators, sodium propionate, 

Regulatory enzyme, DapB/gpm 등) 에 대하여 실험동물 면역

반응을 규명하였고, 면역물질에 대한 분석을 수행하여 대사체

의 브루셀라 감염증 억제 및 활성 능력을 평가함

④ 동물실험을 통한 브루셀라 특
이적 대사체 발현 규명 (목적 
및 실험동물)

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체와 다양한 대사체

(simvastatin, lipoxygenase(LOX) pathway 저해제인 

Nordihydroguaiaretic acid (NDGA, SIRT1 activators, sodium 

propionate, Regulatory enzyme, DapB/gpm 등)의 목적동물

(소)의 감염혈청 및 실험동물(마우스)의 접종 실험을 수행하여 

발현 및 발병 메커니즘에 대한 규명을 수행함 

⑤ 대사체에 대한 단클론 항체 기

반 혈청학적 진단 기술 확립 및 

산업화

◦ 브루셀라 감염증에 발현하는 2종의 대사체를 면역원으로 하여 

단크론성 항체를 이용 간접효소면역분석법을 개발하였으며, 브

루셀라균의 단백 발현 조절 유전자인 BruAb2_0168 gene을 이

용하여 민감도 및 특이도가 높은  LAMP-LFA방법을 구축하여 

숙주의 면역반응과 균측 인자를 진단하기 위한 최적의 진단 기

법을 확립함

제 2세부:대사체 

분석 기반 브루셀

라증 진단용 유용 

바이오 마커 발굴 

및 산업화

① 소 브루셀라증에서 특이적으로 
발현하는 대사체 발굴 (10종 이
상) 

◦ UPLC-Q-TOF MS 기반 대사체분석을 진행하여 진양성과 진음

성이 다변량통계분석에서 유의적으로 분리되는 대사체를 16종 

분리 하였으며, 이들 대사체를 이용한 진단방법 및 발병기전 규

명을 위한 토대를 구축함

② 발굴 대사체의 브루셀라 외 감
염혈청과의 감별 분석(결핵, Y. 
entericolitica O9, 바이러스 등)

◦ 브루셀라 감염 소 혈청의 대사체 분석을 통해 확보한 지표물질

들이 브루셀라 이외의 타 균주 (결핵, E.Coli, Yersinia)의 감염 

소 혈청을 이용하여 다변량통계분석인 PLS-DA score plot 비

교 분석을 수행해본 결과 이들 물질이 브루셀라 감염 혈청에만 

특이적으로 발현되는 것을 확인하여 진단적 가치가 우수한 물질

로 확인 됨

③ 발굴 대사체 분석방법 첨단화 
및 대량 생산체계 구축

◦ UPLC-Q-TOF MS, De novo peptide sequencing, codon 

optimization tool, Ni-NTA resin 이용 크로마트그래피 분리/정

제 방법, Aptamer 활용  등의 분자생물학적 분석 방법을 이용하

여 대사체의 무질 특성을 규명하였으며, 대량생산 체계를 구축

함

④ 개발 진단기술의 경제성 평가 
및 산업화

◦ 본 과제 수행을 통해 얻어진 결과는 브루셀라 감염증 오진률을 

최소화 하는 획기적인 진단법 개발이 가능하게 되었으며, 이들 

진단 기법은 국내는 물론 전 세계적으로 발생하는 브루셀라 감

염병에 대한 고효율 진단 기술로 적용이 가능한 신개념 진단법

이 확립 됨

 * 결과에 대한 의견 첨부 가능
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3. 연구목표 대비 성과 

(단위 : 건수, 백만원, 명)

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

[별첨 2] (23쪽 중 21쪽)

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 브루셀라 감염 소에서 특이적으로 발현하는 대사체 발굴 10종 이상

②
브루셀라 감염증에서 발굴된 대사체와 타 병원체 감염 소 혈청의 비교를 통한 특이성 

확인

③ 대사체 기반한 항체를 이용한 혈청학적 진단 기술 개발

④ 브루셀라 균 검출을 위한 균 측 대사조절 유전자 이용 진단기술 개발

⑤ 브루셀라 감염증에 있어서 숙주 대사체와의 상관관계 및 발병기전 규명

⑥ 대사체를 활용한 브루셀라 감염증 치료 및 예방법 적용 가능

5. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계

최초

국내

최초

외국기술

복    제

외국기술

소화ㆍ흡수

외국기술

개선ㆍ개량

특허

출원

산업체이전

(상품화)

현장애로 

해    결

정책

자료
기타

①의 기술 √

②의 기술 √

③의 기술 √

④의 기술 √

⑤의 기술 √

⑥의 기술 √

 * 각 해당란에 v 표시

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 15 15 20 10 15 15 10

최종

목표
2 2 1 10 2 2 1.5 4 3

당해

년도

목표 1 0 1 10 1 2 1.5 2 1

실적 1 0 2 10 4 1 4.8 6 4

달성률

(%)
100 200 100 400 50 300 300 400
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6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술 브루셀라 감염증 진단 및 치료법 개발 적용

②의 기술 브루셀라 감염증 진단 개발 적용

③의 기술 브루셀라 감염증 진단 개발 적용

④의 기술 브루셀라 감염증 진단 개발 적용

⑤의 기술 브루셀라 감염증 진단 및 치료법 개발 적용

⑥의 기술 브루셀라 감염증 진단 및 치료법 개발 적용

7. 연구종료 후 성과창출 계획

(단위 : 건수, 백만원, 명)

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

[별첨 2] (23쪽 중 22쪽)

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함): 김현진, 심원

보 작성 요망

핵심기술명1) 소 브루셀라 감염증 진단을 위한 소 혈액 펩타이드 분석기술

이전형태 □무상  ■유상 기술료 예정액 5,000천원

이전방식2)
     □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     □협의결정 

     ■기타( 노하우 기술이전 )

이전소요기간 - 실용화예상시기3) -

기술이전시 선행조건4)  기술지도

 

성과

목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술

실시

(이전)

사업화
기

술

인

증

학술성과
교

육

지

도

인

력

양

성

정책

활용·홍보

기
타︵
타
연
구 
활
용 
등︶

특

허

출

원

특

허

등

록

품

종

등

록

S

M

A

R

T

건

수

기

술

료

제

품

화

매

출

액

수

출

액

고

용

창

출

투

자

유

치

논문 논
문
평
균 
I
F

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

S
C
I

비
S
C
I

단위 건 건 건

평
균
등
급

건
백
만
원

건
백
만
원

백
만
원

명
백
만
원

건 건 건 건 명 건 건

가중치 15 15 20 10 15 15 10

최종목표 2 2 900
100

0
연구기간내 

달성실적
1

연구종료후 

성과장출 

계획

1 2 900
100

0
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핵심기술명1)
단크론성 항체 생산을 위한 하이브리도마 세포주의 안정적인 개발과 관

리

이전형태 □무상  ■유상 기술료 예정액 5,000천원

이전방식2)
     □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권     □협의결정 

     ■기타(노하우 기술이전 )

이전소요기간 - 실용화예상시기3) -

기술이전시 선행조건4) 기술지도

1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

 2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간ㆍ장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간ㆍ장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권리

 3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

 4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 

장비 등 기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)
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연구진실성 관련 연구부정행위 예방을 위한 확인서
 ※ 주관·공동·위탁과제별로 연구책임자가 자체 점검 후 작성·제출

 
 점검결과를 위와 같이 연구윤리 위반 사항이 없음을 확인하며, 위반사실이 확인

될 경우「국가연구개발혁신법」제32조1항에 따라 참여제한, 연구비 환수 등 처분을 

받게 됨을 인지하고 아래와 같이 서명합니다.

2024.   2.  28.

                          기관명 : 경상국립대학교 산학협력단

                          점검자 :  김 석   (서명)

   농림식품기술기획평가원장 귀하

구분 번호 내용 예 아니오

위조 1
연구 수행 전과정에서 존재하지 않는 데이터 또는 결과 등을 거짓

으로 만들거나 기록한 사실이 없는가?
○

변조 2
연구수행 과정에서 데이터 또는 결과 등을 임의적으로 사실과 다르게 

변형, 삭제, 왜곡하여 기록한 사실이 없는가?
○

표절

3
이미 발표된 타인의 독창적인 아이디어나 연구성과물을 활용하면서 

출처를 정확하게 표기하였는가?
○

4
일반적 지식이 아닌 타인의 독창적인 개념, 용어, 문장, 표현, 그림, 표, 

사진, 영상, 데이터 등을 활용하면서 출처를 정확하게 표기하였는가?
○

5
타인의 연구성과물을 그대로 쓰지 않고 풀어쓰기(paraphrasing) 또는 

요약(summarizing)을 하면서 출처를 정확하게 표기하였는가?
○

6
외국어 논문이나 저서를 번역하여 활용하면서 출처를 정확하게 표기

하였는가?
○

7
2차 문헌을 활용하면서 재인용 표기를 하지 않고 직접 원문을 본 

것처럼 1차 문헌에 대해서만 출처를 표기한 적이 없는가?
○

8
출처 표기를 제대로 했으나, 인용된 양 또는 질이 해당 학문 분야

에서 인정하는 범위 이내 라고 확신할 수 있는가?
○

9
타인의 저작물을 여러 번 인용한 경우 모든 인용 부분들에 대해 정확

하게 출처를 표기하였는가?
○

10 타인의 저작물을 직접 인용 할 경우, 적절한 인용 표기를 했는가? ○

부당한

저자

표기

11 연구에 지적 기여를 한 연구자에게 저자의 자격을 부여하였는가? ○

12
연구에 지적 기여를 하지 않은 연구자에게는 저자의 자격을 제외하

였는가?
○

13 저자들의 표기 순서와 연구 기여도가 일치하는가? ○

부당한

중복

게재

14 자신의 이전 저작물을 활용하면서 적절한 출처 표기를 하였는가? ○

15
자신의 이전 저작물을 여러 번 활용하면서 모든 인용 부분들에 대해 

정확하게 출처 표기를 하였는가?
○

16

자신의 이전 저작물을 활용하면서 출처 표기를 제대로 했으나 인용된 

양 또는 질이 해당 학문 분야에서 인정하는 범위 이내 라고 확신할 

수 있는가?

○
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술고도화지원사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술

고도화지원사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 됩니다.
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