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보고서 요약서

과제고유번호 315045-3
해 당 단 계

연 구 기 간
3 년 단 계 구 분 (3단계)/(3단계)

연 구 사 업 명

단 위 사 업 농식품기술개발사업

사 업 명 가축질병대응기술개발사업

연 구 과 제 명

대 과 제 명 (해당 없음)

세부 과제명
조류인플루엔자 바이러스 특이 방어항체 생산

및 산업화 기술

연 구 책 임 자 정태성

해당단계

참여연구원 

수

총: 20명

내부: 7명

외부: 13명

해당단계

연구개발비

정부:300,000천원

민간:50,200천원

계:352,000천원

총 연구기간

참여연구원 

수

총: 57명

내부: 19명

외부: 38명

총 연구개발비

정부:900,000천원

민간:150,600천원

계:1,050,600천원

연구기관명 및 

소 속 부 서 명
경상대학교, 충북대학교, 서울대학교 

참여기업명

㈜ 메덱스

국제공동연구 상대국명: 해당사항 없음
상대국 연구기관명

:해당사항 없음

위 탁 연 구 연구기관명: 해당사항 없음 연구책임자: 해당사항 없음

※ 국내외의 기술개발 현황은 연구개발계획서에 기재한 내용으로 갈음

연구개발성과의 

보안등급 및 

사유

해당 없음
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9대 성과 등록·기탁번호 

구분 논문 특허
보고서 

원문

연구시설

·장비

기술요약 

정보

소프트 

웨어
화합물

생명자원 신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

등록·기탁 

번호

국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

구입기관
연구시설·
장비명

규격

(모델명)
수량 구입연월일

구입가격

(천원)
구입처

(전화)
비고

(설치장소)
NTIS

등록번호

본 과제에서는 현재 빈발하고 있는 주요 국가 재난형 질병, 특히 조류인

플루엔자의 예방 및 저감화를 위하여 특이 항체 생산이 가능한 시스템을

확립하고, 이를 통해 생산된 국가 재난형 질병 원인체에 대한 항체를 수

동면역 백신으로 개발하여 AIV 질병 발생 저감화를 시키고자 함

보고서 면수
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요 약 문

연구의

목적 및 내용

본 과제에서는 현재 빈발하고 있는 주요 국가 재난형 질병, 특히 조류인

플루엔자의 예방 및 저감화를 위하여 특이 항체 생산이 가능한 시스템을

확립하고, 이를 통해 생산된 국가 재난형 질병 원인체에 대한 항체를 수

동면역 백신으로 개발하여 AIV 질병 발생 저감화를 시키고자 함

AIV에 대한 무악척추동물 (턱없는 동물)의 획득면역 산물인 VLRs

(variable lymphocyte receptors)를 이용한 다양한 항체(먹장어 항체) 개발

- AIV에 대한 먹장어항체 생산을 위한 platform 구축

- AIV에 대한 먹장어항체의 안전성 및 효능평가연구

- AIV에 대한 먹장어항체의 항원성 부위 (Epitope)의 발굴 및 작용성

검증

- 개발된 먹장어 항체의 다양한 적용을 통한 제품의 산업화 연구

연구개발성과

항체의 중요성 및 효용성은 이미 잘 알려져 있으나, 생산단가 및 제조공
정의 복잡성로 인하여 다양한 활용이 저해되었음. 따라서 본 연구개발에
서는 저비용으로 생산 가능한 효모의 분비 시스템을 통하여 대량생산을
할 것이며, 이렇게 생산된 항체는 조류 인플루엔자가 발생하고 있는 곳,
혹은 발생할 가능성이 있는 곳에 사료, 음용수 및 스프레이 방식으로 적
용가능하며, 또한 오리농장에서도 적용가능하고, 나아가서는 철새의 먹이
에 코팅 혹은 섞어서 줌으로서 바이러스 감염의 저감화에 큰 역할을 할
수 있음. 뿐만 아니라 항체 생산방법의 확립은 다른 주요 가축질병 적용
가능함. 예) 소: FMD, BVD 등, 닭: AI, ND등, 돼지: PED, Rota, TGE등

연구개발성과의
활용계획

(기대효과)

- 먹장어를 통한 특이방어 항체의 대량생산체계 추축 및 산업화 진행
- 먹장어 항체를 이용한 백신개발은 수동면역백신 개발에 중점을 두고 있
고, 이것은 항체가 AIV와 결합하여 감염력을 떨어뜨리는 것으로서, 대량
항체생산을 통하여 외부환경 및 점막면역부분에 작용토록 하는 것임.
- 먹장어를 이용한 수동면역 백신을 이용한 효율적인 생산 기술 확립 및
대량생산의 편의성에 의한 산업적 응용확대
- 본 연구를 통해 개발한 먹장어항체 발현 시스템을 통해 동물백신 시장
의 확대 및 경제적 상품 가치의 증진

국문핵심어
(5개 이내)

조류인플루엔

자
항체 고발현 시스템 단백질 분리

림프구변이수

용체

영문핵심어
(5개 이내)

AI Antibody high-expressi
on system

protein
purification

variable
lymphocyte
receptor
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1. 연구개발과제의 개요

가. 연구개발 목적
주요 국가재난형 질병의 예방 및 저감화를 위해 AIV 특이 항체개발을 통한 수동면역

백신 개발 및 사업화 실현

나. 연구개발의 필요성
(1) 고병원성 조류인플루엔자의 위험성

조류인플루엔자는 전 세계적으로 발생하고, 바이러스의 종류, 항원성 및 병원성이 다양할

뿐만 아니라, 단일 숙주뿐 아니라 숙주 간 전파가 가능해 중심숙주인 야생조류를 기반으로

사람에까지 대유행할 가능성이 있음.

AI 구조

AI 전파가능성

Disease outbreak map

2014/2015년에 유행한 고병원성 조류인플루엔자가 다양한 형태로 나타나고 있어, 이에 대

한 다양한 특이항체의 개발이 AIV를 유행을 방지하기엔 시간적 경제적으로 어려움 있음.
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이로 인해, 2003년 이후 조류인플루엔자의 발생 및 피해액이 기하급수적으로 증가하고 있

어, 이에 대한 대비책이 필요함.

(2) 고병원성 조류인플루엔자 방제 방법 및 문제점

철새의 이동, 초기대응의 실패로 인해 국내 가금류 농가 및 시장에서의 고병원성 조류인플

루엔자의 발생이 빈번해지고, 이로 인해 상재화의 가능성이 제기되고 있음. 이로 인해 지속

적 발생 인해 축산산업 및 식품산업의 위축 뿐 아니라, 국가의 부담으로 국내 경제성장의

저해적 요소로 작용할 가능성이 있음. 가장 큰 문제는 지속적인 변이를 통해 숙주간 교차

감염이 우려되고 이로 인해 사람으로의 감염성까지 위협받는 수준임.

현재까지의 고병원성 조류인플루엔자 방제 방법은 차단방역 및 살처분이 대부분이었음.

차단방역의 경우 현실적인 어려움이 있고, 살처분의 경우 방법은 효율적이나, 경제적 부담

이 높고, 동물 복지 측면에서 제한점이 있음. 보편적으로 백신접종을 통해 조류인플루엔자

방제를 실시하고 있으나, 다양한 형태의 조류인플루엔자로 백신 개발에 제한성이 있고, 개

발 및 생산비용이 높을 뿐만 아니라, 접종률이 낮아 현재까지 조류인플루엔자에 대한 백신

접종이 제한적인 측면이 있음.



- 2 -

따라서 새로운 형태의 고병원성 조류인플루엔자 방제 수단이 필요함.

본 연구에서는 이미 알려진 항체의 중요성 및 효용성을 기초로, 저비용으로 생산 가능한

항체생산 시스템 개발을 통해 대량생산 시스템을 구축하고, 개체수가 많아 백신접종의 한

계성이 있는 가금류에 대해 접종 방법의 다양성 (음용, 식용 등)을 통해 병원성의 저감화가

필요함.

(3) 왜 먹장어 항체 인가?

무척추동물에서는 일반적으로 자연면역 시스템만 존재한다고 알려져 왔으나, 유악류, 즉

계통분류학적으로 현존하는 초기의 유악류인 상어나 가오리를 포함하여 연골어류, 경골어

류, 양서류, 파충류, 조류 및 포유류에서는 획득면역 시스템의 구성은 기본적으로 매우 유

사함. 하지만 놀랍게도 무악류는 이러한 획득면역 시스템이 없다고 알려짐. 유악류에서

recombination-activation gene (RAG)의 출현과 더불어 획득면역 시스템이 존재하게 되는

데, 이것은 광범위한 유악류에 나타나서 면역학적인 빅뱅(Immunological Big Bang)이라

는 매우 중요한 사건으로 인식됨(Kasahara et al., 2004). 따라서 상어나 경골어류는 획득

면역 반응과정을 연구는 결국 사람같이 진화론적으로 상위의 다른 척추동물의 면역반응을

이해하는데 중요한 역할을 수행함. 최근에 무악 척추동물에서 독특하고 다른 형태의 면역

리셉터를 지니고 있는 것이 밝혀졌고, 변형된 리셉터는 기능적으로는 병원체를 인식하고

제거한다는 측면에서 획득면역시스템을 반영하고 있는 것으로 밝혀졌음(Pancer et al.,

2004). 유악척추동물의 항체도 정확하게는 B cell receptor로서, variable lymphocyte

receptor로서의 VLR과 유사함.

Finstad (1964) 등은 무악류(無顎類, 턱이 없는 척추동물)에서 형태학적으로 포유류의 T

및 B 세포와 유사한 lymphocyte-like cells (LLCs)세포를 발견하였고(Finstad et al., 1964),

무악류에서도 항원 특이적인 agglutinin과 면역기억이 있음을 보여주는 피부 동종이식 거부

반응 능을 확인하였음(Perey et al., 1968). 이러한 발견은 무악류도 유악류(有顎類, 턱이 있

는 척추동물)와 동일하게 획득면역을 지니고 있다고 간주되었고, 칠성장어와 먹장어

(Eptatretus burger) (아래 그림 참조)는 현존하는 척추동물 중 가장 초보적인 동물로서,

턱이없고, 척색류의 조상이 무척추 동물(예: 멍게)과 유사하여 무악류라고 일컬음. 무악류는

혈액학적으로 heterogenous leukocytes을 갖고 있으며, 옵소닌과 agglutinin을 생성하며, 동

종이식반응을 보여주나, MHC, Ig, TcR or RAG-1/RAG-2 gene와 같은 획득면역 지표 유

전자는 없었고(Pancer et al., 2004), 최근 LLCs에 대한 transcriptome 분석에서 유악류의

획득면역에서 중심이 되는 역할을 하는 분자, 즉 T cell receptors (TCRs), B cell

receptors (BCRs), major histocompatibility complex (MHCs) and recombination
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-activating Genes (RAGs)이 발견되지 않아서, 무악류는 상기 분자들에 의존하지 않는 독

특한 면역 시스템을 지니고 있음을 보여주었음(Suzuki et al., 2004).

먹장어 및 칠성장어는 무악 척추동물(agnathans)로서 현존하는 유일한 원구류

(cyclostomes)로서 계통발생학적으로 유악류로 갈라지기 전의 고대의 조상이라고 여겨져서

척추동물의 획득면역의 원천을 찾기 위하여 상기 동물의 면역체계가 광범위하게 연구되었

음(Pancer and Cooper, 2006). 무악 척추동물에 대한 획득면역의 유전적 기초의 동정은

typhlosole of lamprey larva로 분리한 lymphocyte-like cells (LLCs)의 transcriptome 분석

에서 시작되는데, 비록 무악류가 유악류와 비교하여 기본적인 획득면역요소(T cell

receptor (TCRs), B cell receptor (BCRs or Ig) 및 MHC molecules이 결여되어 있

는 것으로 조사되었지만, 무악류는 유악류의 T 및 B 세포와 유사한 lymphocyte을 갖고 있

고, 이들 세포는 variable lymphocyte receptors (VLRs)를 갖고 있었음(Pancer et al.,

2004). 구조 분자학적으로 VLRs은 leucine-rich repeats (LRRs)의 단백질로서 이뤄져 있고,

이것은 유악류의 germ-line VLR (gVLR) gene/s의 체세포적인 변형에 의하여 기능을 발

휘하는 리셉터로서 조합되는 것과 유사함을 보여주었음(Pancer et al., 2005). 다음 그림에

서 제시한 것처럼 후구동물에서 병원체 인식 receptor는, B cell receptor (BCRs) 및 T

c e l l

receptor(TCRs)

는 유악 척추동

물에서만 보존되

어있고 무악 척

추 동 물 에 서 는

VLRs만 보존

되어있음.
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칠성장어나 먹장어는 두개의 VLR-A와 C, VLR-B로 불리는 VLRs을 갖고 있는데, 세포표

면 리셉터의 다양한 레퍼트와(repertoire)는 포유류 항체에 보존되어 있는 레프트와의 예상

되는 다양성과 견줄 정도로 다양하기에, VLRs은 유악류의 항원 리셉터와 비슷함으로 광

범위한 항원성 결정부위를 인식하는데 충분함(Alder et al., 2005, Pancer et al., 2005,

Rogozin et al., 2007). 또한 무악류의 Lymphocyte가 독특하게 VLR gene을 조합하는 것으

로 알려졌고, 이 VLR gene 조합과정의 중간산물에 대한 연구에서 germ-line gene 속으로

flanking cassettes로부터 유래한 다양한 Leucin Rich Repeats (LRR) 모듈이 삽입하는 여

러 과정을 거치는 것으로 밝혀졌음 (Alder et al., 2005).

무악류의 여러 기관이 Lymphocyte의 발달과 성숙에 관여함. (1) 원구류에서 관찰되는

초기 면역 기관 중 하나인 superneural body는 척추의 뒤쪽에 위치하며, 조직학적으로 고

등 척추동물의 골수와 닮았는데, 이 안에 혈액세포와 성숙중인 모든 단계의 임파구를 관찰

가능, (2) 경골어류의 신장에서 관찰되는 것처럼 무악류의 신장에도 상당히 많은 수의

lymphocyte가 신관 사이에 섞여 있는데, 이것은 신장이 Lymphocyte의 발달과정에 중요한

역할을 수행함을 보여줌, (3) 상당히 넓은 범위의 lympho-hematopoietic cells이 소화관 고

유층의 함몰부에 위치한 Typhlosole의 기질 비슷한 조직과 혈액 동에서 관찰되어 이 기관

역시 분화 및 발달에 관여함(Saha et al., 2010). 그 외, VLR-A와 C, VLR-B lymphocytes

들이 초기 임파기관, lamprey larvae, 혈액, 신장, typhlosole 및 아가미 부위에서 발견되며,

분비형태인 VLR-B lymphocyte가 아가미부위를 제외한 상기의 면역기관에서 훨씬 더 발

견되었음(Guo et al., 2009). VLR-B lymphocyte는 혈액과 신장에서 상당히 많이 발견

되었고, VLR-A와 C는 lymphocyte는 아가미에서 많이 발견되었다는 사실은, 상기 조

직이 이들 세포의 발단기관으로서 추정되며 이차적인 저장소로도 간주됨.

아래 그림과 같이, 구조적으로 먹장어 (Eptatretus burgeri)의 VLR-A, C 및 -B로서 2개의

VLRs 타입이 있는데, 이들은 칠성장어 및 다른 먹장어 종류 (E. stoutii)의 VLR과 비슷한

구조적 도메인을 갖고 있음. 구조는 A signal peptide, N-terminal LRR (LRRNT);

18-residue LRR1followed by a variable number of 24-residue LRRs; a 13-residue

connecting peptide (CP); a C-terminal LRR (LRRCT); a threonine/proline rich stalk; and

a hydrophobic tail region that is required for modification of the protein to add a

glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) cell surface membrane anchor로 되어있음 (Kim et

al., 2007, Pancer et al., 2005).
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다음 그림과 같이, VLR-A 와 C의 크리스탈 구조는 말밥굽 같은 솔레노이드 구조로서, 이

것은 LRR family 단백질의 특이 구조를 택하고 있고, LRR 반복되어 8개 모듈을 갖고 있

으며, 이 LRR 시퀀스는 삽입이나 결핍이 없이 거의 정확한 길이를 유지하는 것을 나타내

는 것으로 알려져 있음.

VLR-B는 5-6 LRR 모듈이 있는데, 이것은 잘 보존된 leucines, asparagines 및

phenylalanines 있고, 이들은 각각 hydrophobic core, asparagine ladder, 및 phenylalanine

spine를 구성하고, VLR-B도 VLR-A와 똑같이 말밥굽과 같은 구조를 가지고 있는데,

VLR-B가 훨씬 짧지만, 두 개다 거의 같은 근간 구조를 갖고 있고, 단지 시퀀싱 변이는

항원과 작용하는 부위인 오목한 면의 표면단백질에 집중되어 있음(Kim et al., 2007).

그러나 항원자극 후에 VLR-B 리셉터를 표현하는 lymphocyte만이 VLR-B를 분비하는 세

포로 분화함 (Guo et al., 2009). Fluorescence in situ hybridization (FISH) 분석에서 나타

난 바와 같이 VLR-A 와 C, B는 같은 염색체상에 위치하고 있으나 서로 멀리 떨어져 있

어, 두 VLRs 유전자가 분리되어 기능하고 있음을 보여줌. VLR-C는 계통발생학적으로는

VLR-A와 가까우나 signal peptide 와 단백질의 3’ terminus은 다른 VLRs과 유사성이 낮

아서 특이한 멤버로 간주하고 있음(Kasamatsu et al., 2010).

VLRs은 구조적으로 포유동물의 toll-like receptors (TLRs) 유사하고, 기능적으로는

Antibody와 유사한 (VLR-B) 및 T cell receptor와 유사한 VLR-A 및 VLR-C가 있

음. VLR에서 항원 인식 및 접합부위는 leucine-rich repeat (LRR) 부분으로서, 예를 들면,
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O 혈액형의 적혈구 인식은 말발굽처럼 생긴 VLR의 오목한 부분에서 RBC36과 결합함

(Han et al., 2008). Egg lysozyme과 β -galactosidase (β-gal)도 single VLR에 인식됨을

보였고, 특히, VLR-B가 secret form 임을 규명하였음(Guo et al., 2009) (아래 그림).

Anti-hen egg white lysozyme (HEL)를 이용한 VLRs의 항원 결합능 연구에서 VLR-A는

어떤 전 처리과정 혹은 특별히 항원을 제시하는 분자의 도움 없이 직접 적으로 항원에 결

합할 수 있음을 보였고, 이러한 것은 VLR-A가 유악 척추동물의 γδTCRs과 기능적으로 동

일한 것으로 추정할 수 있었으며(Deng et al., 2010), VLR-B와 HEL 결합능 분석에서, 오

목한 면의 VLR-B가 HEL 단백질 표면에 매우 잘 결합하여 높은 affinity를 보였고,

VLRB-HEL구조 분석 및 시퀀싱 분석을 통하여 리간드와 접촉하는 위치와 높은 시퀀서

다양성의 위치 사이에 거의 완전한 매치를 이뤄짐을 보였음. 또한 HEL을 면역한 칠성장

어의 VLR은 affinity가 성숙한 IgG 항체와 비교될 정도의 binding affinities 또는 avidities

가 micro (10-6)에서 picomolar(10-12)정도를 보였고(Tasumi et al., 2009), VLR-B의

multivarient 구조는 강력한 agglutinin으로 작용함을 보였음. 즉, Escherichia coli, Bacillus

proteus, Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis, RRBCs, SRBCs, NB4 cells

and HeLa cells을 면역하여 VLR-B의 생산 가능함을 보였고, Agglutination assay 통한 면

역기간 및 방법, 그리고 VLRs간의 Antigen specificity도 있음 밝혔음(아래 그림,

Agglutinin 반응을 통한 VLR-B의 specificity 확인과 칠성장어의 항혈청을 이용한 응집반

응).

Anthrax spore coat(exosporium)를 칠성장어에 면역한 다음, VLR 특이 항체를 이용한
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flow cytometry 분석에서 VLR-positive 세포 중에서 사이즈가 큰 lymphocyte가 유의적

으로 증가함을 나타내어 면역 기간 동안 항원에 대한 인식이 점진적인 증가함을 알 수

있었음(Alder et al., 2005).

Bacillus anthracis의 spore에 대한 Immunodominant Glycoprotein의 인식 및 결합에 대한

연구를 통하여 VLRs의 진단 tool로서 가능성이 있음을 증명하였고(Robert et al., 2012),

나아가서 VLRs의 유용한 가치는 biomarker개발에 있음을 밝힌 다음 적용한 경우는,

human T cells을 면역 후 다양한 VLR을 생산한 다음 이들의 세포 마커 인식능도 증

명하였음(표 1). VLR의 binding site를 immunoprecipitating으로 얻은 다음 mass

spectrometry로서 동정하였다 (Yu et al., 2012).
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현재 VLRs을 임상적으로 적용하려는 가장 대표적인 연구는, 칠성장어의 VLRs library를

만든 다음, 이것을 yeast surface-displayed (YSD)시스템을 이용하여서 발현 후 glycan

array를 실시하여 VLRs의 sugar-binding proteins에 대한 연구로서, 그 중

tumor-associated carbohydrate antigens (Tn and TFα), Lewis antigens (LeA and LeX),

Nglycolylneuraminic acid, targets of broadly neutralizing HIV antibodies (poly-Man9

and the HIV gp120), 와 glycoproteins asialo-ovine submaxillary mucin (aOSM) and

asialohuman에서 높은 특이성을 확인하였음(Hong et al., 2012). 특히, 이들 중 특이성이

높은 monoclonal VLR을 이용한 면역조직학적 조사 결과, 암 진단에 상당히 유용함을 보

여 주어서(아래 그림), VLRs이 갖고 있는 sugar에 대한 높은 친화성은 충분히 진단용

Tool로서 적용 가능함을 보였음.

(4) 먹장어 항체의 산업 적용가능성 및 기존 항체와의 비교

본 연구과제에서는 먹장어 항체의 유전자 library를 이용하려는 것이 아니라, 먹장어 자

체의 면역시스템, 즉 먹장어가 항원에 대하여 반응하는 결과로 나타는 VLRB의 항체 유

전자를 클론닝 후 효모를 통하여 대량생산하는 시스템을 구축하여, 이를 통하여 AIV에

대한 항체를 저가로 대량생산하는데 주안점이 있음.

다른 실험동물과 비교하여, 먹장어의 항체를 선택한 이유는; 유악척추동물간에는 항원 인
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식성이 비슷함으로 인하여 유악척추동물을 실험동물로 사용하였을 경우 항원에 대한 항

체 특이성을 그다지 발견하기 어렵고, 또한 유악척추동물 항체는 VLR에 비교하여 복잡

한 구조를 띄고 있음으로 인하여 저가로 대량생산하는 것이 어려움이 있으며, 이에 비교

하여 VLR은 항원에 대한 친화력, 구조, 크기 및 안정성에서 유악척추동물의 항체와 비견

될 정도로 탁월하며, 특히 항체을 효모에서 대량생산하는 장점이 있음, VLR에 대해서는

과학적으로 증명되었고, 산업적 응용성이 충분함. 구조적으로도 무악척추동물의 항체는

복잡하지 않고 분자량이 적어서 조작이 용이한 점이 있고, 라이브러리의 다양성도 풍부

하다는 장점이 있음. 이러한 이유로 무악척추동물을 실험동물로서 선택하였음.

(5) 선행연구결과

현재 본 연구 개발팀에서는 조류독감바이러스(avian influenza virus H9N2)의 항원성 분

자(hemagglutinin)인 특정항원 (H9N2-HA1)을 먹장어에 면역하여 먹장어의 면역반응을

유도하였음. 어린 먹장어에 항원을 면역시킨 후 전혈 채취하여 mRNA 분리하여 cDNA를

합성후 본 실험에 사용하였고, 이때 면역전에 비해 면역 후 mature form VLRB 발현이

확연히 증가하는 것을 확인하였음. 이는 조류독감바이러스의 항원성 분자에 대한 먹장어

의 면역반응이 유도되어 항원 특이적 먹장어항체 (VLRB)가 형성됨을 의미하고 이를 이

용하여 조류독감바이러스에 대한 특이 방어항체를 대량생산하기 위하여 Yeast를 이용한

display system 및 secretion system을 구축 중임 (다음 그림).
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아래 그림과 같이, Yeast display system에서는 yeast의 세포 표면의 Aga linker 단백질을

통한 목적 단백질의 표면발현을 위한 system으로 AI항원을 통해 유도된 면역반응의 결과

물인 mature VLRB gene library를 Yeast display system을 통한 high-throughput

screening으로 항원 특이적 VLRB 클론의 선별을 목적으로 이용되며, Yeast secretion

system은 yeast를 통해 발현된 목적단백질을 secretion signal을 이용하여 yeast 배양액 속

으로의 분비, 축적을 목적으로 사용. Yeast display system을 통하여 AI항원에 특이적 먹

장어항체를 선별하기 위해 AI항원 면역반응으로 얻은 mature form VLRB gene library를

Aga linker 단백질에 재조합하였고, Yeast에 표면발현이 되는지를 western blot (expect

size: 34.5~39.5 kDa) 및 FACS를 통해 확인하였음. 또한, AI 항원을 통해 유도된 면역반응

의 결과로 형성된 mature VLRB library 중 항원 특이적 VLRB 클론의 선별을 위하여 2

round의 FACS sorting을 통해 목적 클론 (AI항원 특이 방어항체)을 선별 및 분리하였음.

항원 특이적으로 결합하는 먹장어 항체를 선별한 후에는, 다음의 yeast secretion system을

통해 대량생산할 예정임. 또한 본 연구실에서는 이 시스템을 통해 선별된 AI항원에 대한
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특이 먹장어 항체 이용의 용이성을 위해 Yeast secretion system을 구축 필요.

다. 연구개발 범위

(1) 주요 내용
가) AIV에 대한 먹장어항체 생산을 위한 flat form 구축: 대표적 무악척추동물인 먹장어를

이용하여 항체생산 플렛폼 확립 및 AIV 항원에 대한 다양한 monoclonal antibody 생산,

antibody 기본성상 조사

나) AIV에 대한 먹장어항체의 안전성 및 효능평가연구: 먹장어항체의 실험실내 효능평

가와 SPF 닭 및 일반 실용계를 대상으로 사육환경에서의 안전성 및 효능을 실험실적

실험과 야외실험을 통하여 평가함.

다) 개발된 먹장어항체의 항원성 부위 (Epitope) 동정 및 수동면역백신으로서 교차감염 방어

가능성 제시: 1세부에서 개발된 먹장어항체의 항원인식 Epitope 부위를 확인하고, 다양한

AIV strain의 특정된 항원 부위에 대한 amino-acid sequence를 비교하여, 개발된 먹장어

항체가 항체개발에 사용되어진 AIV strain 뿐만 아니라 항원 부위에 대하여 동일한

amino-acid sequence를 가지는 다양한 strain에 대하여 수동면역백신으로서 사용 가능성

제시.

라) 개발한 먹장어항체를 이용한 제품의 산업화 연구: Fermenter를 이용한

anti-AIV Ab의 대량발현 시스템 구축, 제품화를 위한 특이 항체의 안정화 및 Pilot 생산

을 통한 제품생산 flowchart 작성

(2) 단계별 연구개발 범위

본 과제에서는 현재 빈발하고 있는 주요 국가 재난형 질병 중 조류인플루엔자 (AIV: avian

influenza virus)의 국가적 차원의 예방 및 저감화를 위해 AIV 특이 항체를 개발하고 이를 통한

수동면역 백신 개발 및 사업화 실현을 본 연구의 최종목표로 함. 이에 따른 단계별 연구개발 범

위는 크게 4가지로 분류하였으며, 구체적으로 무악척추종물 (턱없는 동물)의 획득면역 산물인

VLR (variable lymphocyte receptors)을 기반으로 AIV에 대한 먹장어 항체 생산 platform 구축하

고, 각 항체의 안전성 및 효능평가연구, 항원-항체 결합에 관여하는 항원성 부위 (epitope)의 발굴

및 작용성 검증 및 개발된 먹장어 항체의 다양한 적용을 통한 제품의 산업화를 연구하고자 함.

또한, 조류인플루엔자 바이러스 특이 방어항체 생산 및 산업화 기술을 위한 1, 2, 3차 년도에 따

른 구체적인 연구목표는 다음과 같으며, 각 세부 및 협동 연구개발을 위한 연구 개발범위는 먹장

어를 이용한 항체 생산 시스템 확립 및 항체 생산을 경상대학교 주관으로 하여 적절한 스크리닝

벡터시스템 구축, 다양한 항원에 대한 먹장어 항체 생산, 동물 병원체에 대한 수동면역 백신 개발

을 진행하였으며, 충북대에서는 조류인플루엔자 바이러스에 대한 먹장어 항체의 안전성 및 효능

평가를 연구하였으며, 서울대에서는 선별된 먹장어 항체의 에피톱 동정 및 다양한 AIV 종들에

대한 교차감염 방어 가능성을 탐색하였으며, 참여기업인 ㈜ 메덱스에서는 개발한 먹장어 항체를
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이용한 제품의 산업화 연구를 위해 추진해 왔음.

라. 연구 개발의 추진 전략, 방법 및 추진체계

아래는 본 연구 개발을 위한 각 주관, 세부과제 별 추진 전략, 방법을 순차적으로 보여주며, 년차

별에 따른 추진 전략을 그림으로 간략히 보여줌.
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산업화와 관련된 로드맵
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2. 연구수행 내용 및 결과

가. 과제별 (세부, 협동) 연구개발을 위한 이론적, 실험적 연구내용

(1) 연차별 연구개발의 목표 및 내용
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(2) 실험적 연구내용

(가) 제1세부: 주관 - 먹장어를 이용한 항체생산 시스템 확립 및 항체생산

– 연구목표: 먹장어를 이용한 항체생산 시스템 확립 및 항체생산

① 적절한 스크리닝 벡터시스템

본 연구목표를 성공적으로 구현해 내기 위해 본 연구팀에서 독자적으로 개발한 새로운 벡

터시스템을 이용하고자 함. 먼저특정항원으로 면역한 먹장어로부터 VLR-B, 즉 먹장어항체

유전자들을 획득하고 yeast display 벡터나 mammalian 벡터시스템에 cDNA library 형태

로 제작한 다음 FACS-sorting이나 ELISA assay를 통해 항원 특이적 먹장어항체 유전자

를 선별고자 함. 각각의 질병 유발 항원에 대해, 기존 항체와 비교해 보다 높은 친화력을

보이는 먹장어항체들을 선택하고 순수 분리한 다음 각각의 특성들을 분석함.

② 다양한 항원에 대한 먹장어항체 생산

본 연구에서는 항원에 대한 기존항체와의 경쟁력검토 및 먹장어의 면역시스템을 활용한

새로운 AIV항체를 발굴하여 보다 높은 항원-친화력을 보이며 저예산, 고효율로생산가능한

먹장어항체 개발시스템을 완성코자하며, 보다 다양한 AIV항원을 획득하여 많은 종류의 먹

장어항체를 개발 및 생산코자 함.

③ 동물 병원체에 대한 수동면역 백신 개발

현재 수동면역백신을 개발 및 판매하는 곳은 매우 드물며, 가끔 있어도 닭의 IgY를 적용

하는 정도임. IgY의 경우 면역 후 계란을 수거하여 난황으로부터 IgY를 추출해야하며 정

기적으로 면역을 해야만 하나, 먹장어항체의 경우 검증을 통하여 일단 효모에서 분비시스
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템을 통하면 추가적인 추출 및 면역의 필요성이 없고, 빠른 속도로 저렴하게 생산 가능함.

(나) 제2세부 : 조류인플루엔자바이러스(AIV)에 대한 먹장어항체의 안전성 및 효능평가연

구

– 연구목표: 먹장어항체의 실험실내 효능평가와 SPF 닭 및 일반 실용계를 대상으로 사육환

경에서의 안전성 및 효능을 실험실적 실험과 야외실험을 통하여 평가함.

① 개발된 먹장어항체의 실험실적 효능스크리닝을 통한 유효 먹장어항체의 선정(2-3개)

개발된 먹장어항체의 효능을 평가하여 2-3개의 유효한 먹장어항체를 선정함. 기본적인 먹

장어항체의 효능은 기본의 AIV 실험실적 효능평가방법(MDT, ICPI, VN 등)을 준용함.

② 선정된 실험실적 항 바이러스 유효농도 설정 및 효능 평가

먹장어항체의 항바이러스 효과를 실험실내 실험을 통하여 유효농도를 설정함. 먹장어항체

를 처리하지 않은 대조군의 AIV 함량과 먹장어항체 처리군의 AIV 함량을 비교하여 기준

치 이상의 차이가 인정되는 희석배수를 유효농도로 판정함.

③ 선정된 먹장어항체의 개발보조제 및 투여방법, 투여농도 및 시설환경(격리시설)에 따른

SPF 닭과 일반 산란계에서의 안전성 평가

먹장어항체의 환경 내 투여방법, 실험개체의 섭식방법(음수, 사료투여 등) 및 전달 경로에

따른 먹장어항체의 안정성 및 효율성을 분석함. 닭에 대한 먹장어항체의 효능평가는 기본

적으로 격리된 ISOLATER에서 실시하며 가능한 기본적인 환경을 제어할 수 있는 장치를

이용함. 단, 야외실험의 경우에는 소규모로 진행될 수 있는 농장을 중복하여 선정하여 실시

함.

④ 선정된 먹장어항체의 개발보조제 및 투여방법 및 시설환경(격리시설)에 따른 SPF 닭에

서의 효능평가

먹장어항체의 안정성은 대상숙주(SPF 닭과 일반 산란계)를 대상으로 하여 폐사를 포함한

임상증상, 병리학적 소견, 조직병리학적 소견 및 임상병리학적 소견을 대조군과 비교하고,

먹장어항체의 대상숙주에서의 효능은 일정 실험공간 혹은 야외농장에서 조류인플루엔자 바

이러스 공격접종 전후에 먹장어항체를 투여한 후 SPF 닭과 일반 실용계를 대상으로 조사

함. SPF 닭에서의 효능평가를 위하여, 환경에 대한 공격접종 후 임상증상 비교와 폐사율,

증체율 등의 변화를 관찰하고 비교 분석함. 조류인플루엔자 바이러스의 특성을 감안하여

주요 조직의 병리조직학적 병변 및 조직 내 바이러스 함량 비교 분석하고, 바이러스 배출

함량 비교를 위해 EID50 및 Realtime PCR에 의한 정량분석을 수행함.

⑤ 개발된 먹장어항체의 개발보조제 및 투여방법 및 시설환경(야외현장)에 따른 일반 산란

계에서의 효능평가

야외실험 시 환경 접종 후 일정기간이 경과한 다음 산란계에서의 효능평가를 위하여, 1)

산란율, 폐사율 등의 변화 비교, 2) 주요 난질 및 난각질의 변화 비교, 야외 감염 시 바이러
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스 배출 함량을 비교, 분석함.

(다) 제3세부 : 먹장어 항체의 Epitope 동정 및 다양한 AIV strain에 대한 교차감염 방어

가능성 탐색

– 연구목표: 개발된 먹장어 항체의 AIV 항원 인식 Epitope 확인을 위한 실험기법을 개발 정

립하여, 1, 2세부과제에서 선정된 다양한 먹장어 항체의 epitope 규명과 target antigen에 대한

binding affinity를 비교, 규명된 epitope peptide의 sequence 정보를 이용하여 다양한 AIV

strain에 대한 먹장어항체의 교차감염 방어 가능성 확인 및 제시.

① 먹장어 항체의 epitope 확인 방법 개발 및 정립

개발되는 여러 가지 먹장어 항체들에 대한 지속적인 epitope 확인 및 비교를 위해 먹장어

항체 epitope 확인 기술을 개발 정립할 필요가 있음. 이를 위해 실험 초기 개발 되는 먹장

어 항체를 이용하여 그 방법을 정립하고자 함. 전략으로는 먹장어 항체 생산에 사용된

AIV 항원 중 먹장어 항체가 인식하는 Peptides 부위를 좁혀나가 최종 epitope를 확인하고

자 함. 그림 1에서 보는 바와 같이, 먼저, Genbank의 AIV amino acid (aa) 정보와 On-line

website (MS-Digest, hppt://prospector.ucsf.edu) 프로그램을 이용하여 protein cleavage

enzyme에 따른 theoretical cleavage profile을 비교하여 적절한 enzyme 선택. 전체 항원을

enzyme으로 처리하여 짧은 peptide fragments 형태로 만듦. Mouse IgG와 fusion된 먹장어

항체를 이용하여 Immunoprecipitation 방법으로 epitope을 포함한 fragment를 분리 후

mass-spectrometer를 이용하여 peptide fragment의 aa sequence정보를 확인 함. Fine

epitope mapping을 위하여, 확인된 aa sequence에 대한 overlapping peptide library를 제작

하여 아래 그림과 같이 epitope mapping 하여 정확한 먹장어 항체의 binding 부위를 확인

함.

Peptide fragmentation에 따른 immunoprecipitation 방법이 성공하지 못 할 경우, 위와 유사

한 전략으로 AIV 항원을 recombinant protein expression 방법을 이용하여 확인 하고자

함. AIV는 8개의 RNA segments로 구성되어 있고, 이로부터 오직 11 개의 protein만을

만듦. 그러므로 소수의 recombinant protein 만을 발현하여 확인할 수 있음. 먼저 11 개의

프로테인 발현 후 Western blot (WB)으로 먹장어 항체가 인식하는 프로테인 확인. 해당

프로테인을 overlapping하는 몇 개의 프로테인으로 쪼개어 발현 후 WB로 재확인. 이렇게
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하여 예상 aa 수를 줄인 후 epitope mapping 방법에 의해 최종적으로 epitope을 동정할 수

있음. 본 연구진은 아래 그림과 같이 이전 수행한 실험을 통하여, 본 계획서에서 제안하는

실험들을 성공적으로 수행하기 위해 필요한 recombinant protein 과 antibody 생산,

unknown antibody의 target antigen 확인을 위한 immunoprecipitation에 대해 확립된 연구

기법과 다년간의 경험을 보유하고 있어 이 실험을 수행하는 데 있어 문제가 없을 것으로

생각됨.

② 먹장어 항체별 binding epitope sites 규명 및 affinity 차이 비교

1세부과제에서 선정된 먹장어 항체들과 선정되지 않은 항체들의 epitope sites를 위 연구

내용 1에서 정립된 실험방법을 이용하여 규명함. 규명된 이러한 항체들의 AIV에 대한

affinity의 차이를 비교함. 이를 위하여 각각의 항체에 결합하는 short aa sequence를 합성

후, 반투과성막 (semi permeable membrane)을 이용하여 antigen-antibody binding의

affinity constant (ka, affinity 상수)를 구하여 비교함. 실험 결과는 1세부과제 결과와 취합

분석하여 효과적인 수동면역백신 먹장어 항체의 특성을 확인함으로써 먹장어 항체를 이용

하여 다른 virus성 질병의 수동면역 백신 개발 및 선정을 위한 자료로 쓰고자 함.

③ 규명된 epitope sequence 정보를 이용하여 다양한 AIV strain에 대한 교차감염 방어

효과 가능성 제시

Blasting (또는 Alignment)을 이용하여 규명된 먹장어항체들의 Epitope 부위에 대하여 먹

장어항체 생산에 사용되어진 AIV strain 과 다른 strain들 간의 amino-acid sequence를 비

교함. 이는 동일 또는 유사한 amino-acid sequence를 가지는 AIV strain들에 대해서 개발

된 먹장어항체가 target strain에 대한 방어효과와 유사한 효과를 기대할 수 있기 때문임.

이를 증명하기 위하여 각각의 AIV strain을 epitope 부위 sequence에 따라 먹장어항체 생

산에 사용되어진 AIV strain에 대하여 일치, 유사, 불일치의 3가지 그룹으로 나눔. 각각의
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AIV strain에 대하여 먹장어항체를 이용하여 virus neutralization assay를 시행하여 먹장어

항체 개발에 사용되어진 AIV strain 결과와 비교함. 이러한 실험을 통하여 Epitope 부위의

유사성에 따른 먹장어항체의 항바이러스 효과를 증명함으로써 개발된 먹장어항체의 수동면

역백신으로서 사용 가능한 대상 AIV strain들을 확장 및 특정할 수 있을 것임.

④ 규명된 epitope의 항원성 (antigenicity) 확인과 새로운 AIV 백신 개발 가능성 테스

트

선정된 먹장어 항체가 수동면역 백신으로 탁원한 효과를 보인다면, 이는 먹장어 항체가

인식하는 epitope 부위에 대해 기존의 AIV 백신이 닭에서 항체 생산을 잘 유도하지 못했다

는 것을 뜻함. 그러므로 이러한 먹장어 항체가 인식하는 항원부위에 대해 predominant

antibody response를 유도할 수 있다면 좋은 백신이 될 것임. 먼저 이러한 epitope이 닭에

서 항원성을 띄는지 확인하기 위해 hapten-carrier 방식을 이용하여 면역원성을 증가시키는

carrier protein에 규명된 epitope aa sequence를 conjugation 또는 재조합 기술을 이용하여

chimeric protein인을 만듦. 이를 닭에 접종하여 주어진 epitope에 대한 항체 형성 유무를

확인하고, 이러한 항체 반응을 증가시킬 수 있는 백신 delivery방법을 연구하고자 함.

(라) 협동기관 (참여기업 ㈜ 메덱스) - 개발한 먹장어항체를 이용한 제품의 산업화 연구

① Anti-AIV 먹장어항체 pilot 생산을 위한 배양조건 최적화

Yeast를 ferment를 이용하여 생산 후, 상층액을 수거한 다음 필터링 하여 사용하고, 중화

시험 혹은 HI를 통하여 품질 평가하여 일정한 품질을 유지함.

② 제품화를 위한 발현시킨 먹장어항체의 안정화 및 실용화 방안 (액상 혹은 분말)

먹장어 항체는 조류 혹은 다른 동물의 체내에 들어가서 면역작용을 유발하는 능동 면

역이 아니라, 체외에서 병원체에 붙어서 병원체의 체내 침입을 막는다든지 혹은 독소의

역할을 없앤다든지 하는 것으로서, 이러한 관점에서 아래의 안정화 조건과 적용방법이

제시됨

- 먹장어 항체의 안정화 pH, 온도 등에 따른 최적 안정화 조건 확립

- 사료공장에서 사료 첨가용, 스프레이용 혹은 식수가 사용이 가능한 액상제제 개발 및

야생조류 먹이 코팅용, 다양한 분자를 태깅하여 적용 및 분말 살포가 가능한 분말제제

개발.

③ 개발제품의 산업화를 위한 준비

- 제조업 허가를 위한 시설 준비

- 제품 생산을 위한 제조업 허가 준비

- 품목허가를 위한 허가자료 준비

④ 제품생산 및 QC(quality control) flowchart 작성
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⑤ 대량생산 시스템 기반 구축

1) 제품생산위한 제품공정 시스템 구축

2) 대량생산을 위한 Fermenter

3) 발효 상층액의 농축 시스템 구축

(3) 추진전략
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(4) 연구결과

(가) 먹장어항체의 스크리닝 벡터시스템 구축 - AI 항원 면역 후, 특이 방어항체 유전자

획득 (먹장어항체)

① 실험재료로 사용된 먹장어의 개체 선별 및 생리학적 특성에 적합한 사육조건

본 연구과제에서 사용된 생체재료로는 꼼장어,

즉 먹장어 (hagfish, 학명: Eptatretus burgeri)를

사용하였으며 우리나라에서는 비교적 쉽게 구입

가능하며 식재료 및 가죽제품에 사용되는 무악

척추동물이다. 일반적으로 항원에 대한 항체를

유도하는 면역 유발체계는 성장이 완성된 성체

보다는 비교적 어린 개체를 사용하는 편이 훨씬

유리하므로, 본 연구에서는 20 ~ 30 cm 의 길이

와 28 ~ 45 그램의 중량을 보이는 비교적 어린 먹장어들을 선별하여 사용하였다. 또한 실험

실 시설에 도입 후 일주일 이상의 적응기간을 거쳐서 실험에 사용하였다. 사육시설의 지하설

계를 통하여 빛에 대한 노출을 최소화 하였으며 (사진 촬영을 위해 밝은 조도에서 촬영) 항

온 독립수조를 채용하여 저온의 적정 수온 유지 및 개별급여, 개별 면역 등을 통한 개체 간

스트레스를 최소화하였다. 먹장어의 면역 및 혈액 채취 시 어류전용 마취제(MS222)를 사용하

여 실험을 수행하였다. 또한, 먹장어를 다루는 모든 실험에서는 동물이 받을 수 있는 스트레

스를 최소화하였으며 미정맥을 통한 멸균 채혈과정을 통하여 조직손상 및 감염위험성을 최소

화하였고, 먹장어에 항원을 주사하여 면역 부스팅 실험을 시행 시에는 마취 후 항원을 복강

내 접종하였으며 모든 과정은 신속하고 재현성 있게 진행되었다.

② 먹장어항체에 대한 마우스유래 VLR-인식 항체 개발

먹장어의 특이항체인 VLR-B의 전체 아미노산 서열 중 conserve한 부분의 아미노산 서열을

탐색하여 단백질의 선택적 합성을 위한 모델링을 진행하였다. VLRB C-말단의 conserve한

부분을 획득하기 위하여 먹장어 혈액에서 추출한 mRNA로부터 목적부위 양말단의 primer를

이용하여 PCR 증폭 하였으며 박테리아에서 expression 하기위해 클로닝 한 결과 100%의

DNA 염기서열 동일성을 확인하였다. 클로닝된 VLRB C-말단의 invariable 부위 중 222 bp
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DNA (74 아미노산)를 E.coli에서 단백질 발현을 유도하였다. 목적단백질의 말단에는

Histidine epitope을 부착시켜 발현 후, SDS-PAGE를 통한 Western blotting으로 확인하였으

며 Probond (Invitrogen)와 같은 metal-chelating resin을 통해 순수분리 및 정제하였다(그림

8). Metal-chelating resin과 His tag epitope 부분의 친화력을 이용해 순수 분리 및 정제된

목표단백질은 MALDI_TOF 단백질 분석을 통해 먹장어 VLR-B임을 확인하였다.

정제된 단백질은 2 주 간격으로 총 6 주간, 마우스의 복강 내 주사하여 면역 부스팅을 유도

하였다. 면역 부스팅된 개체에서 항원 특이적 반응을 관찰하였고 항원/항체 titration을 통해

항체가 제대로 생성되어졌는지 검증하였다. 또한 mouse 비장세포와 mouse myeloma SP2/0

를 이용하여 항체를 생산하는 hybridoma 세포주를 제작하였다. 마우스로부터 유래된

hybridoma 세포주를 이용하여 VLR-B 특이적 단일 항체를 생산할 수 있는 제작과정을 모식

도로 나타낸 그림이다. 총 1296 hybridoma중 항원과 반응성가지는 93 clones 선별하였고, 그

중 가장 높은 반응성과 특이성을 가지는 11G5를 선정하여 2 번의 한계 희석법을 진행하여

monoclonal antibody를 생산하였다.
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생산된 단일항체를 이용하여 ELISA(Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) 및 Western

blotting으로 먹장어의 VLR-B에 높은 반응성과 특이성을 가진다는 사실을 검증하였다. 이

VLR-B 단일 항체는 본 연구에서 순차적으로 진행될 차후 실험에 있어서 아주 유용한 tool로

사용될 예정이다.
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③ 먹장어 Lymphocyte-like cell 분리 후 VLR cDNA library 구축

본 연구에 사용된 항원은 저병원성 조류독감바이러스 (avian influenza virus subtype H9N2)

의 외피단백질 중 hemagglutin-1 단백질을 선택적으로 재조합한 재조합 HA1 단백질과 순수

분리된 AI virus 입자를 사용하였다. 재조합 HA1 단백질은 인플루엔자 관련 전문 업체인 Sino

Biological Inc에서 구입하였으며 (cat:40036-V08H1, Sino Biological Inc), 순수 분리된 H9N2

바이러스는 먼저 달걀에서 배양하고 세포찌꺼기 및 다른 부유물질들을 제거한 후 continuous

sucrose gradient 초고속원심분리법을 이용하여 온전한 형태의 바이러스들만을 순수 분리하였

다.

면역 전 MS222 (0.1 g/L)를 이용하여 침지법으로 마취한 후 10 μg의 항원을 2 주 간격으로 4

회, 복강에 주사하여 면역 부스팅을 유발하였다. 면역 부스팅된 먹장어의 혈액으로부터 전체

mRNA를 회수하는 방법으로는, 28% percoll gradient를 통하여 leukocyte만 순수 분리하는 방

법 과 leukocyte 및 RBC가 모두 포함된 형태의 혈액 분리 방법을 통하여 각각의 mRNA를 분

리하여 cDNA를 합성해 본 결과, percoll을 통해 leukocyte만 순수 분리된 실험군에서 보다 순

수한 형태의 항원특이적 VLR-B cDNA library (yellow solid arrows)가 획득되어졌다. 반면,

전체혈액으로부터 얻어진 cDNA 산물에서는 항원특이적 VLR-B cDNA (yellow solid arrow)

뿐만 아니라 상당량의 germline 형태의 VLR-B cDNA (red broken arrow) 도 함께 합성되어

졌다. 따라서 본 연구에서는 percoll로 순수 분리된 leukocyte만을 이용하여 cDNA library를 합

성하는 방법을 채택하였다. 다시 요약하면, 면역 부스팅된 먹장어의 혈액으로부터 percoll로 순

수 분리된 leukocyte를 이용하여 “Total blood mRNA extraction kit” 로 전체 mRNA를 분리

한 다음, 역전사효소를 이용해 cDNA library를 PCR로 합성하였다. VLR-B 유전자 특이적인

프라이머 세트를 이용하여 VLR cDNA library를 다시 합성하여 전기영동 상으로 항원으로 면

역하기 전과 면역 후의 VLR cDNA 양상 변화를 아가로스 전기영동 상으로 관찰하였다.
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나) 먹장어 항체의 스크리닝 및 발현에 관한 독자적 벡터시스템 구축

① EBY100 효모균주를 이용한 AGA Yeast display 벡터 제작

VLR-B 단백질을 효모의 표면에 발현시키는 display 용 Yeast 벡터 시스템 제작을 위해 Yeast

display 벡터로 이미 판매되고 있는 pYD5 벡터를 구입하여 본 연구 목적에 맞게 DNA 조작을

통해 새로운 형태의 yeast display 용 벡터, pYD8을 제작하였다. 구입한 pYD5 벡터는 AGA

display 시스템이라 불리며 GAL 프로모터에 의해 발현되는 재조합 단백질은 N 말단의 AGA

SP (signal peptide) 에 의해 yeast 세포 외부로 분비되며 분비된 단백질은 C 말단에 위치한

mAGA (mature 형태의 AGA)에 의해 yeast 외부표면에 display 된다. VLR cDNA library를

pYD5의 sAGA 와 mAGA 사이에 클로닝 하기 위해 두 개의 Sfi I 부위를 삽입하였다. 결국

이러한 DNA 재조합으로 발현되는 단백질은 sAGA-VLR-mAGA 형태로 yeast에서 분비되며

yeast 세포외부 표면에는 AGA 단백질과 연결된 형태의 VLR peptide library가 display 되게

된다. 클로닝 방법을 다시 자세히 설명하면, pYD8을 제작하기 위한 실험방법은 다음과 같다.

구입한 pYD5의 AGA SP 부위와 mAGA 부위 중간위치의 Eco RI 부위를 절단한 후 Eco RI과

Sfi I 제한효소 부위가 각각 말단에 위치하게 디자인한 프라이머 세트를 이용하여

chloramphenicol과 자살유전자인 ccdB 유전자를 PCR 증폭하였다. PCR 증폭을 위한 주형 플

라즈미드 DNA로 Invitrogen회사로부터 구입한 pEF-DEST Gateway vector (Cat: 12285-011,

Invitrogen)을 사용하였다. 두 개의 Sfi I 제한효소자리를 가지는 새로운 yeast display 용 플라

즈미드, pYD8은 제작 후 DNA sequencing으로 확인하였다. 본 연구에서 새롭게 제작된 pYD8,

yeast display 용 벡터에 면역화된 먹장어의 VLR cDNA library를 구축하기 위하여 앞에서 언

급한 방법으로 혈액 분리 후 cDNA library pool 를 합성하고 양쪽말단에 Sfi I 부위를 각각 가

지는 VLR 특이적 primer set을 이용하여 PCR 산물을 대량으로 획득하고 전기영동 상에서 확

인하였다(그림 17). 마찬가지로 Sfi I으로 가수분해된 pYD8 벡터 또한 아가로스 젤 전기영동

상에서 깨끗한 DNA 밴드들을 확인하였다.
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Sfi I으로 가수분해된 VLR-B cDNA 와 pYD8을 각각 아가로스 젤 상에서 gel elution 하였으

며 ligation 한 후 electroporation 방법을 통하여 DH5α competent cell에 transformation 하였

다. 생성된 총 콜로니 개수는 대략 2.5 x 106 이상의 높은 다양성을 나타내었다. Colony PCR

과정을 통해 얻어진 각각의 VLR PCR 산물들을 DNA sequencing 해 본 결과 모든 클론에서

각각의 VLR의 invariant region 및 variable region이 모두 존재함을 확인할 수 있었다. 이 결

과를 통해 VLR-B cDNA library가 yeast display 벡터 시스템에 높은 효율로 구축되어 졌음

을 확인하였다. 제작된 yeast display 벡터, pYD8에 무작위로 선택된 단일 VLR 유전자를 클로

닝하여 EBY100 yeast에 일반적인 electroporation 방법으로 형

질전환 시키고 VLR 단백질의 발현 여부를 Western blotting

으로 확인하였다. pYD8/VLR로 형질 전환된 yeast는 raffinose

가 함유된 YNB-broth에서 3일 동안 배양시킨 후 재조합 단백

질들을 과발현 시키기 위해 2% galactose가 함유된

YNB-broth에서 다시 4일 간 배양 (매일 새로운 2% galactose

함유된 YNB 배지로 교환했음) 하였다. 발현된 VLR 단백질이

세포배양액에 존재하는지 세포에 부착된 형태로 존재하는지 확

인하기 위하여 galactose로 induction 한 후 상층액 (sup.)과 세

포를 각각 회수하여 SDS-PAGE 하고 VLR 특이적 단일 항체

로 immunoblotting을 수행하였다. Galactose로 induction을 하

지 않은 세포에서는 VLR 단백질이 발현되지 않았으며 분비된

상층액에서는 극소량의 VLR 단백질이 VLR 항체에 대해 감지

되었다. 반면, 세포내에서 발현된 VLR 단백질은 높은 농도로

검출되었으며, 이는 세포내 뿐 아니라 세포 외부로 분비됨과

동시에 외부 표면에 직접적으로 결합됨 보여준다.



- 27 -

② HEK 293F 인체세포에서 VLR 항체 분비 벡터 시스템 제작

현재 일반적으로 사용되어지는 mammalian 세포주 중 외래 유전자 발현율이 상대적으로 높은

HEK　 293 세포주를 선택하였다. 특히, 최근에 Invitrogen에서 판매되는 293F 세포주는

suspension 형태로도 생장 및 번식이 가능하며 외래 단백질의 발현양 또한 보다 높은 것으로

알려져 있다. 따라서 본 연구에서 제작된 꼼바디의 인체세포　내 발현 및 정제를 위해 293F를

선택, 사용하였다. 인체 세포주에서 발현 가능한 벡터 시스템 개발을 위해 본 연구팀은 일반적

으로 사용되는 mammalian expression vector 플라즈미드 DNA의 변형을 유도하였다. 먼저,

293F 세포주에 transfection 후 만들어지는 단백질은 세포 외부로 분비되어져야 하므로 분비신

호 펩타이드가 링크된 형태로 만들어져야 한다. 분비신호 펩타이드 도입을 위하여 pSecTag2A

플라즈미드 DNA (Invitrogen, cat# V900-20)로부터 murine Ig κ–chain leader sequence 를

PCR로 증폭시키고 VLR 유전자 도입을 용이하게 하기 위한 Sfi I 두 개부위가 말단에 위치한

Cm/ccdB 유전자를 pYD8 로부터 분리해내어 연결시켜 pKINGeo/ccdB를 제작하였다. 이 플라

즈미드 DNA는 Ig κ 유전자 다음으로 VLR 유전자 도입을 위한 두 개의 Sfi I 부위가 존재하

며, Western blotting 및 순수 분리/정제를 위해 V5 epitope과 His epitope이 링크되어 있으며

CMV promoter 보다 강력한 프로모터로 알려진 elongation factor 1α (EF-1α) promoter 에 의

해 발현이 조절되도록 디자인하였다. 또한, 293F 에 transfection 후 도입 여부 및 selection을

위해 pKINGeo/ccdB DNA에는 CMV promoter에 의해 발현되는 GFP-zeocin 퓨젼 유전자가

삽입되어 있다. 꼼바디 유전자가 도입된 pKINGeo/ccdB를 Sfi I으로 절단하고, 앞서 제작했던

꼼바디 유전자 중 랜덤으로 하나를 골라, 전체 VLR를 가지는 유전자와 C-말단의 유전자를 일

부 제거한 짧은 형태의 VLR 유전자 (ShVLR)를 각각 PCR로 증폭하고 양쪽 말단을 Sfi I으로

절단하여 pKINGeo 벡터의 Sfi I 위치에 클로닝하였다(pKINGeo/VLR 및 pKINGeo/ShVLR).
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야생형 VLR 단백질 구조의 모식도를 보면 다음 그림과 같으며 이는 세포 외부로 분비를 조절

하는 signal peptide (SP), LRRNT, LRRV, connecting peptide (CP), LRRCT, stalk, 그리고

hydrophobic 한 C-terminal 부위로 나뉜다. 주로 연구가 많이 된 lamprey에서는 항원 특이성

과는 무관한 stalk 부위는 제거 할 수 있으며, 먹장어의 C-terminal 부위는 상당히

hydrophobic 한 아미노산들이 연결되어 있어 세포 외부로 분비되지 않는 특성을 지닌다. 그래

서 본격적인 screening 실험에 앞서 C-terminal 부위의 유무, stalk 부위의 유무에 따른 VLR

단백질의 발현 양상 및 분비 양상을 확인하였다. 다음 그림에는 각각의 truncated 된 형태의

세 종류 다른 VLR 구조 (intact VLR: iVLR; medium VLR: mVLR; small VLR: sVLR)를 나

타낸다.

무작위로 선별된 세 종류 다른 형태를 가지는 VLR 유전자가 클로닝된 pDNA들을 293 세포주

에 transfection 시키고 48 시간 경과 후 GFP 단백질의 발현으로 transfection이 높은 효율로

이루어 졌음을 확인하였다. 각각의 상층액 및 cell lysate로부터 각 단백질들을 SDS-PAGE 하

고 tagging 된 V5 특이적 Ab로 Western blotting을 수행하였다. 다음 그림에서 보는 바와 같

이 mVLR, sVLR 단백질들은 모두 293 세포주 내부에서 제대로 발현되고 세포 외부로 제대로

분비되어졌으나, iVLR 단백질은 세포내에서 발현은 되어졌으나, C-말단의 강한 소수성 부분

때문에 세포 외부로 전혀 분비되지 못하는 현상을 관찰하였다. 따라서 항원 특이적 VLR들을

선별하기 위해, 이후 제작될 VLR cDNA library는 세포 외부로 제대로 발현되는 mVLR 및

sVLR 형태로 제작되었다.

목적 단백질인 VLR의 표면 발현 여부를 검증하기 위하여 western blot과 FACS 분석을 실시

하였다. Western blot 결과 induction되지 않은 negative control 군에서는 단백질이 검출되지

않았으며, induction시에 배양 배지 상으로 분비되지 않고 yeast가 함유 하고 있는 재조합

VLR단백질을 검출하였다. 재조합 단백질의 표면 존재여부를 검증하기 위한 FACS 실험 결과,

induction되지 않은 negative control 군에 대비하여 90% 이상의 yeast 가 표면에 VLR 단백질

을 발현하여 보유하고 있었으며 높은 발현율을 보였다.
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Yeast display 벡터 시스템 상에서 구축된 VLR library를 항원 특이적 screening 하기 위하여

FACS를 기반으로 한 cell sorting 기술을 적용 하였다. 그러나 이전의 보고에 따르면 FACS를

이용한 cell sorting 전 처리 단계로 MACS를 이용한 target clone의 증폭 과정을 통해 보다 높

은 효율의 screening 및 낮은 background 수준을 가능케 한다고 보고되었다. 따라서 구축된

VLR library를 이용하여 총 2회의 MACS 과정이 실시하였다. MACS를 이용한 전자기적 cell

sorting 전후의 항원 특이적 VLR clone의 증폭을 확인을 위하여 FACS기반의 이중형광 염색

을 이용하였다.

재조합 VLR 단백질의 yeast 표면 발현을 확인하기 위한 형광항체인 FITC와 항원과의 특이적

반응을 확인하기 위한 형광항체인 Alexa 555의 반응을 모두 나타내는 double-positive한 군집

(우측 상위 사분활)의 형성을 통하여 0.07%의 항원 특이적 VLR clone의 population을 관찰하

였다. 2차 MACS후 sorting 된 yeast clone 들은 회복 과정과 증폭과정을 통해 충분한

population 확보 후 FACS를 이용하여 분석하였다. MACS sorting과정에 비하여 보다 선택적

구역인 p6구역을 gating 하여 분석 한 결과 0.04%의 항원 특이성을 보이는 population을 확인

할 수 있었으며 p6 gating 구역을 이용하여 1차 FACS sorting 후에 선별된 yeast clone 들은

회복 과정과 증폭과정을 통해 충분한 population 확보 후 FACS를 이용하여 분석하였다. 1차

FACS sorting 후에 sorting 된 yeast clone 중 1.0 x 105개의 yeast clone을 FACS 분석한 결
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과 0.1%의 p6 gating구역의 population을 확인할 수 있었으며 이는 1차 FACS 선별 전에 p6

population과 비교 시 2배 이상의 증폭을 나타내는 수치이다. 1차 FACS를 통해 증폭된 p6

population을 이용하여 2차 FACS를 통한 sorting을 진행하였다. 2차 FACS 후에 sorting 된

yeast clone 들은 회복 과정과 증폭과정을 통해 충분한 population 확보 후에 FACS 분석하였

다. 2차 FACS 선별 후에 Sorting 된 library 중 1.0 x 105 개의 yeast clone을 FACS를 이용하

여 분석한 결과 0.5%의 p6 gating구역의 population을 확인할 수 있었다. 이는 1차 FACS 전에

p6 population과 비교 시 12배 이상의 증폭을 나타내며, 1차 FACS 후에 p6 population과 비교

시 5배 이상의 증폭을 나타낸다.

총 2차에 걸친 FACS를 이용한 항원 특이적 VLR clone의 선별을 완료 했으며 sorting 된

yeast를 이용하여 single isolation 후 개별적인 screening을 진행하였다. 무작위로 선별된 50여

개의 single clone을 PCR 증폭 후 VLR-B DNA 서열을 분석한 결과, 중복된 clone을 제외하고

총 3개의 clone이 선별되었다. 선별된 clone은 각각 VLRB.AIVHA_31, VLRB.AIVHA_40,

VLRB.AIVHA_91 이다. 선별된 clone을 이용하여 FACS를 기반으로 한 이중형광 염색을 진행

하였다. 재조합 VLR 단백질의 yeast 표면 발현을 확인하기 위한 형광항체인 FITC와 항원과의

특이적 반응을 확인하기 위한 형광항체인 Alexa 555의 반응을 모두 나타내는 double-positive

한 군집 (우측 상위 사분활)의 형성을 통하여 선별된 single clone의 항원에 대한 선택적 반응

성을 나타내었다. negative control로 사용된 VLR clone인 VLRB.mV2_NT과 VLRB.s74_NT에

대비하여, 선별된 3종의 clone은 double-positive한 군집의 확연한 증가를 나타내었으며, 이는

Yeast 의 표면에 발현된 각각의 단일종류의 VLR　단백질이 표적항원을 인식하여 결합하였고,

이중형광 염색의 확연한 양성 결과를 나타낸다.
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③ 293 세포주에서 분비된 VLR을 이용한 AI 특이적 항체 스크리닝

i) 293 세포주로 스크리닝한 AI 특이적 먹장어 항체의 비특이적 결합능

특정항원에 대하여 앞서 제작된 VLR cDNA library를 pKINGeo vector 에 클로닝하고 무작위로 clone

들을 선별하고 colony PCR 방법으로 클로닝 여부를 확인하였다. 이후 각각의 clone 들로부터

pDNA를 획득하고 96-well plate의 293 세포주에 transfection한 후 48~72 시간 후 상층액을 회

수하였다. 총 540 개의 library (270 개의 sVLR library 와 270 개의 mVLR library) 의 상층액

을 이용하여 HA1 항원으로 coating 된 96-well plate에서 ELISA를 시행하였다. HA1 항원에

반응성을 보이는 것으로 추정되는 VLR 클론들은 sVLR에서 5개, mVLR에서 22개, 총 27개의

클론들을 선별하였다.
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ELISA를 통해 선별된 27개의 클론들을 다시 24-well plate에 transfection 한 후, transfection

여부를 조사하기 위해 먼저 형광 현미경을 통해 GFP 발현 여부를 관찰하였다. 또한 각각의 상

층액과 cell lysate로부터 단백질들을 각각 분리한 후 VLR 특이적 항체로 발현 및 분비여부를

확인하였다.
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선별된 27개의 VLR 항체들을 대상으로 다른 항원과의 결합여부를 조사하기 위해 항원으로 주

입한 HA1 단백질 이외에 음성대조군으로 사용된 HEL 단백질로 96-well을 코팅하여 ELISA

를 시행하였다. HA1 에 특이적으로 결합한 것으로 추정되는 VLR 단백질들은 HA1 뿐만 아니

라 HEL 에도 결합한 것으로 보였다. 또한, 항원을 코팅하지 않은 96-well plate 에도 선별된

VLR 단백질들이 96 well ELISA plate 표면에 결합하는 현상을 관찰할 수 있었다. 이는 VLR

단백질이 기존의 단백질과 완전 다른 특성을 가지는 것으로 보여지며, 일반적인 ELISA 방법

으로는 항원과의 결합여부를 조사할 수 없다는 사실을 나타낸다.

ii) 각종 실험 기법을 통해 기존 ELISA 방법을 통한 항원 특이적-VLR screening의 한계

점과 극복 방안 모색

293 세포주에서 분비된 VLR을 이용한 ELISA선별 방식에서 항원특이적 VLR들은 AI 항원과의 결합이

아닌 96-well plate 표면과의 결합능, 즉 polystyrene으로 표면 처리된 96-well plate에 결합하는 것

으로 밝혀지면서 기존의 ELISA 방법을 통한 screening 방법으로는 한계가 있는 것으로 결론

짓고, 다음과 같은 실험 기법들을 통해 항원 특이적 VLR들을 발굴하고자 하였다.

a) 다양한 Blocking 용액에 따른 선별된 VLR들의 비특이적 결합능 비교

ELISA 기법에서 항원-항체간의 non-specific binding과 background reactivity를 감소시키는

Blocking 과정의 변화를 통해 VLR 들의 비특이적 결합능을 낮출 수 있는 방법을 모색하였다.

기존의 방법에서는 항원 부착 후 Low salt buffer (TBS with 0.1% Tween 20) 로 3회 세척

후 한 시간 동안 5% Skim milk (nonfat dry milk) 로 Blocking 과정을 수행하였다. 항원이 미

처 부착되지 않은 plate면에 skim milk 단백질들이 부착되어 항체들이 plate에 붙어 나타날 수

있는 실험적 오류를 미리 예방하였지만 비특이적 VLR clone들이 blocking buffer가 처리되었

으나 항원이 부착되어 있지 않은 조건에서도 강한 발색을 보였기에 skim milk로 충분한

blocking이 되지 않았다고 유추하였다. 따라서 본 연구팀은 다양한 Blocking buffer 용액을 이

용하여 VLR 단백질의 비특이적 결합능을 감소시킬 수 있는 실험조건을 비교해 보았다. 먼저,

Blocking buffer로 빈번하게 사용되는 bovine serum albumin (BSA)와 Skim milk, 그리고 단

백질을 함유하고 있지 않으면서도 blocking 효과가 뛰어난 Pierce Protein-Free Blocking
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Buffer (PBB)를 적용해보았다. 비특이적 결합능을 가지는 m74 VLR 클론은 위 세 종류의

Blocking agents들에도 여전히 비특이적인 반응성을 보였다. BSA 5%를 사용했을 때 가장 낮

은 발색량을 보였지만 여전히 비특이적인 양상을 보였다.

본 연구팀은 또한 위의 Blocking agents 외에도 ELISA 기법에서 Blocking 효율을 향상시키는

것으로 알려진 다양한 Blocking buffer를 사용해보았다. 다섯 가지의 Blocking buffer 들은 각

각 다른 조성으로 이루어져 있으며 (Syn Block, phospho-free ; protein free buffer,

Alternative ; protein free, detergent free, Neptune ; small molecules protein, Monster ;

non-mammalian protein) VLR 클론들을 처리하기 전에 blocking 과정으로 한시간 처리되었다.

Neptune과 Monster buffer는 상대

적으로 m74 VLR 클론의 비특이적

결합을 감소시키는데 비교적 효과적

인 것으로 보였다. 나머지 세 종류

의 Blocking agents들은 오히려 더

높은 비특이적 반응성을 보였으며

심지어 negative control 인 VLR 1

클론에서도 반응성을 보였다. 이 결

과로부터, VLR 클론들의 비특이적

인 결합능을 감소시키기 위하여 5%

BSA, Neptune blocking buffer 그리

고 Monster blocking buffer가 효과

적인 것으로 결론지었다. 하지만, 스

크리닝 되었던 항원 특이적 VLR들

은 모두 항원과의 반응성이 전혀 없

는 것으로 관찰되었다.
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b) 각종 단백질 유래 blocking 용액에 따른 VLR 들의 비특이적 결합능 비교

다양한 종류의 commercial한 blocking 용액을 이용하여 VLR 단백질의 비특이적 결합능을 비

교했을 때, 다소 차이를 보였으나 완벽히 polystyrene 표면과의 비특이적 결합을 억제하지는

못하였다. 따라서 각종 단백질 유래 blocking 용액을 이용하여 그 노이즈현상을 제거해 보고자

하였다. 먼저, 가장 보편적으로 사용되는 skim milk를 비롯하여, bovine serum albumin

(BSA), casein, ovalbumin (albumin from chicken eff white), 혹은 fetal bovine serum (FBS)

등과 같은 단백질들을 이용하여 m74 VLR 과 같이 높은 비특이적 결합능을 보이는 VLR

clone의 노이즈를 제거해 보고자 하였다. 먼저 각 단백질들의 분자량을 미리 측정해 보기

위하여 SDS-PAGE로 전기영동 한 후, Coomassie blue 염색약으로 각 단백질들의 존재 및 분

자량을 확인하였다. 각 단백질들은 각각의 고유 분자량을 가지므로 10% 와 15% acrylamide

gel에서 사이즈를 관찰하였다. 하지만, 다음 그림에서 보는 바와 같이 높은 비특이적 결합능을

보이는 m74 VLR 단백질의 반응성은 미미한 정도의 차이를 나타낼 뿐, 특이할만하게 높은

blocking 효과를 나타내지는 못하였다. 또한, 각각의 단백질 유래 blocking 용액들을 합쳐서 사

용한 경우에도 큰 차이를 나타내지는 못하였다. 따라서, 각종 단백질 유래 blocking 용액으로

VLR 단백질의 polystyrene 표면과의 비특이적 결합능을 완벽히 제거하기에는 다소 무리인 것

으로 보였다.
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c) 다양한 재질을 가지는 ELISA plate에 따른 비특이적 결합능 비교

본 연구팀은 VLR 클론의 비특이적 반응성이 blocking의 문제가 아닌 VLR 단백질 자체의 성

질 때문인지를 확인해보기 위해 다양한 재질의 ELISA plate 이용해 ELISA를 실시하였다. 이

실험은 또한 VLR 클론 자체가 항원이 아닌 plate well에 부착이 되는 것을 방지하는 것을 목

표로 하였다. 다음은 이 실험에서 사용된 plate들에 대한 간략한 설명이다.

일반적으로 사용되는 ELISA plate는 친수성기와 소수성기를 모두 가지는 단백질 (예를 들어

면역글로불린)을 부착하는데 용이한 maxi-binding plate이다. 하지만 이 외에도 소수성 또는

친수성 단백질들을 부착하는데 용이하도록 만들어진 ELISA plate들이 있다. 이 실험에서 사용

한 네 가지 plate들은 각각 친수성 또는 소수성 단백질 또는 분자를 부착하기 용이하도록 표면

이 처리되어있다. Plate 별로 비특이적 결합능을 얼마나 감소시키는지 보기 위해 m74 VLR 클

론을 이용하여 ELISA를 수행하였다. 기존 결과와 유사하게 Maxibinding type인 32296 에서는

OD 값이 항원에 상관없이 약 1.0까지 나왔다. 32296 보다 친수성 단백질을 부착하는데 용이한

32596 에서는 약 OD 값이 약 0.6이 나와 32296보다는 감소한 패턴을 보인다.
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이 두 plate 보다 소수성 단백질을 부착하는데 용이한 32396, 32496 에서는 OD 값이 0.2 이하

로 나왔다. 결과적으로 소수성 분자를 부착하는데 적합한 32396과 32496 plate에서 m74 VLR

클론의 비특이적 결합능이 감소되는 것으로 나타났다. 하지만 이러한 표면 형식이 Target 항

원인 HA를 부착시키는 데에도 영향을 미치는 것으로 보였다.

HA 항원이 부착된 정도를 알아보기 위해 anti-HA mouse antibody를 이용해 ELISA를 진행하

였다. 모든 plate에서 항원의 농도가 늘어남에 따라 OD값이 증가하는 것으로 보였다. 하지만

32496과 32596에서는 32296과 32396에 비해 항원의 부착정도가 2배에서 10배까지 감소하는 것

으로 보여졌다. 이러한 결과로부터 본 연구팀은 항원 부착이 용이하면서도 VLR clone의 성질

까지 고려할 수 있도록 32296과 32396을 함께 사용하여 VLR Screening을 진행하도록 하였다.

HA 항원에 대해 32296, 32396 두가지 plate 모두에서 높은 반응성을 보인 클론을 찾기 위해

VLR library부터 150개의 클론을 선별하여 ELISA를 진행하였다. 하지만, AIV 항원 특이적

VLR 클론은 발견되지 않았다.
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d) Sandwich ELISA 방법을 통한 항원 특이적 VLR screening

기존의 일반적인 ELISA 방법으로 본 연구과제의 특이 단백질, VLR을 screening 하는 방법은

한계적이라는 사실을 확인한 후, indirect ELISA 방법이 아닌 direct ELISA 방법, 즉

sandwich ELISA 방법을 통해 항원 특이적 VLR을 screening 하는 방법을 시도해 보았다. 대

략적인 실험 방법을 기술한다면, 먼저 앞서 VLR 상층액을 96-well plate에 먼저 코팅한 다음,

HA1 항원, 혹은 AIV 바이러스를 처리하고, 이에 따른 항체를 순차적으로 처리하여 VLR 단백

질과 항원과의 결합력을 보이는 클론들을 스크리닝 하였다. 다음 그림에서 보는 바와 같이 앞

선 실험에서 선별된 VLR 단백질들은 96-well plate에 제대로 코팅되어졌음을 확인했다. 하지

만, 같이 코팅된 VLR 단백질에 HA1 항원 혹은 음성대조군인 HEL 단백질을 처리하고 HA1

단백질에 tagging 된 His epitope을 감지할 수 있는 His Ab 및 2차 항체를 처리해본 결과, 선

별된 VLR clone들은 모두 Sandwich 방법으로는 항원과의 결합능이 감지되지 않았다. 대략

300 여개의 다른 VLR 클론들을 이 방법으로 다시 스크리닝해보았으나, AI 항원 특이적 VLR

들은 발굴되지 못 하였다. 따라서, Sandwich ELISA 방법을 통해 항원 특이적 VLR 단백질을

screening 하는 방법도 본 과제의 특이적 단백질인 VLR 과는 적합하지 않는 것으로 보여진다.

iii) Lamprey C 말단부위가 연결된 VLR 복합체를 이용한 항원특이적 항체 발굴

a) Lamprey C 말단이 연결된 VLR 복합체 발현 벡터시스템 개발

본 연구팀은 다양한 방면으로 VLR screening을 시도했지만 항원 특이적인 VLR 클론을 찾기

에는 어려움이 있었다. Lamprey의 VLR을 이용한 Max D Cooper 연구팀의 결과에 의하면, 이

황화결합을 형성하는 Cysteine기들이 풍부한 lamprey VLR C 말단부가 VLR의 복합체를 형성

하는데 역할을 한다고 밝혀졌었다. 하지만, 본 연구에서 사용된 먹장어의 VLR에서 복합체를

이룰 만한 어떠한 도메인도 발견되지 않았다. 따라서 먹장어 VLR의 결합력을 향상시켜 VLR

screening하기 위해 lamprey C 말단 서열을 연결시켜 VLR 복합체 형성을 유도하고자 새로운

mammalian 발현/분비 벡터 pTEL을 제작하였다.
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앞서 언급한 먹장어의 VLR cDNA library를 다시 pTEL 벡터에 클로닝하고, 무작위로 VLR

clone들을 선별한 뒤 293 세포주에 transfection 하였다. 상층액으로 분비된 VLR 단백질들의

유무 및 복합체 여부를 조사하기 위해 VLR 감지 항체, 11G5를 이용하여 Western blotting을

시행하였다. 클론 별로 다소 발현정도의 차이를 보였으나, 전반적으로 기존의 단일체형태가 아

닌 복합체, 즉 이합체나 사합체의 복합체 형태로 분비되는 양상을 관찰할 수 있었다.
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b) VLR 복합체를 이용한 AIV 특이적 먹장어 항체 발굴

앞서 언급했던 일반적인 ELISA 방법을 통해 대략 300 개 정도의 VLR 클론들을 AIV에 대해

screening 해본 결과, ELISA에서 강하게 양성을 보이는 VLR 94를 발견하였다. 음성대조군

VLR18과 비료해 볼 때 AIV에만 단독적으로 높은 반응성을 나타내었다.

하지만, Western blotting 결과에서는 어떠한 반응성도 관찰할 수 없었다. 따라서, 발굴된

VLR94가 AIV 의 삼차구조만을 인식함으로 인함인지 확인해 보기 위해, 각각의 바이러스

(AIV, VHSV)를 boiling 하지 않은 샘플과 boiling으로 denaturation 한 샘플을 각각 PVDF

membrane에 dotting 하고 immunoblotting을 시행하였다. 아래 그림에서 보는 바와 같이

ELISA로 선별된 VLR 94는 denaturation 시키지 않은 AIV에만 선택적으로 강하게 결합되어

signal을 형성하며, AIV 대표적인 표면 단백질인 HA에는 결합하지 않는 것을 관찰 할 수 있

었다. 따라서, VLR 복합체를 통한 screening 방법을 통해 AIV 특이적 먹장어 항체 발굴에 성

공하였다.

.
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다) 조류 독감 바이러스 특이 먹장어 항체 발굴

① 조류독감 바이러스의 면역 후 먹장어의 후천 면역 반응 평가

다음 그림은 조류독감 바이러스의 면역 과정에서 먹장어의 후천 면역 반응을 확인하기 위하여

진행한 면역학적 분석 결과임. 정량적 실시간 PCR 실험을 통하여 AIV 면역에 따른 먹장어항

체인 VLRB의 mRNA상에서의 변화를 관찰한 실험에서 면역 전과 먹장어의 등장성 PBS를 주

입한 음성대조군에 비하여 면역 8주 후 유의적으로 증가된 VLRB의 mRNA수치를 확인 할 수

있었음. 또한 면역 전에는 성숙 VLRB 유전자에 비해 미성숙 VLRB 유전자가 우세한 것에 반

해 면역 후 28일, 42일, 56일에 현저히 증가된 성숙 VLRB 유전자를 확인함. 조직학적인 측면

에서도 면역전에 비하여 면역 후 liver의 간세포 사이 모세혈관에서 확연히 증가된 VLRB 양

성 림포구를 확인할 수 있으며 Gill에서는 Gill filaments와 Gill basement에서 육안상 현저히

증가된 VLRB 양성 림포구를 확인함.
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② 면역된 먹장어로부터 AIV 특이적 VLRB 항체 스크리닝

개발된 pTEL 벡터 시스템을 이용하여 각종 항원으로 면역한 먹장어 VLRB cDNA library를

pTEL 벡터에 클로닝하고, 각각의 클론들을 293 세포주에 transfection 하고 3일 경과 후 상층

액을 회수하여 AIV 항원이 코팅된 96well ELISA plate에 처리하여 AIV 특이적 먹장어 항체

를 스크리닝함. 전체적인 실험 전략은 다음과 같음.

AIV 특이적 먹장어 항체 발굴을 위해 약 1,000 여개 이상의 재조합 항체 단백질들을 ELISA를

통해 스크리닝 하였고, 특이적으로 반응성이 높은 3개의 클론들과 비교적 낮은 3개의 클론들,

그리고 음성대조군 하나를 선별함. 대략적인 실험방법은 아래 그림 오른쪽에 명시됨. 간략히,

먼저 AIV 바이러스를 ELISA 플레이트에 코팅하고, 5% skim milk로 blocking 하고, 각각의

96 well 상층액을 회수하여 5% skim milk와 1:1로 mix 한 후 각각을 처리함. PBST 용액으로

3회 린스한 후, 먹장어 항체를 선택적으로 인식하는 11G5 (2차년도에서 개발됨)를 처리하고,

다시 린스 후 마지막 HRP가 결합된 2차 항체를 처리함. TMB로 발색하고 stop 용액으로 고정

시킨 후 450 nm에서 분석함.
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③ 선별된 AIV-특이적 먹장어 항체들의 성질 분석

i) 선별된 먹장어 항체들의 중합체 형태 및 크기 분석

선별된 AIV-특이적 먹장어 항체들의 성질을 분석하기 위해 비환원적 조건과 환원적 조건에서

중합체 형성 여부를 SDS-PAGE와 Western blotting 분석을 통해 규명함. B-Mercaptoethanol

이 처리되지 않은 상태에서는 중합체를 형성하지만, 환원적 조건에서는 완벽하게 단일체 형태

로 분리되어 전기영동 됨을 확인함. 이 먹장어 항체의 AIV 반응성을 농도별로 확인하기 위해

서 각각의 먹장어 항체들을 5배, 25배, 125배 각각 희석하여 AIV에 처리하여 그 반응성을 확

인한 결과 높은 반응성은 먹장어 항체 농도 의존적으로 감소함을 확인함. 음성대조군으로 사용

한 VHV 바이러스에는 전혀 반응성을 나타내지 않았음.
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ii) 중합체 및 단량체 VLRB 항체의 항원 결합력 비교

중합체를 형성할 수 있는 중합체 도메인을 결실하여 단일체 형태로 만들어 항원 특이적 결합

능이 상실 되는지 확인하기 위하여 각각의 도메인들이 결실된 먹장어 단일체를 제작하고 AIV

항원과의 반응성을 살펴봄. 아래 그림과 같이 중합체 도메인을 결실하였을 때, 항원 결합능이

완전히 소멸됨을 확인함.

iii) 선별된 먹장어 항체의 항원 특이적 결합능 검사

AIV 바이러스 특이적 반응성을 보이는지 확인하기 위해 VNN 바이러스, VHS 바이러스들을

각각 코팅하여 ELISA를 시행하였을 때, 선별된 94, 261, 343 먹장어 항체들은 AIV항원에만 선

택적으로 결합함을 immunoblotting (dot blotting)을 통해 확인하였음.

또한, AIV 바이러스 중에서도 스크리닝에 사용된 H9N2 strain에만 특이적으로 결합하는 지 확

인해 보기 위해, H4N2, H5N2, H6N2 및 H9N2를 PVDF membrane에 dotting 하고 선별된 3
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종류의 먹장어 항체를 처리한 결과, H9N2 strain에만 특이적인 반응성을 보임. 이는 스크리닝

으로 발굴된 먹장어 항체들이 AIV 바이러스를 선택적으로 결합하는 것 뿐만 아니라, H9N2

strain에도 선별력을 보이는 것을 확인함. 이는 먹장어 항체의 특이적인 결합능을 한 번 더 확

인해 볼 수 있는 중요한 결과임.

iv) 선별된 먹장어 항체의 다양한 활용 가능성 검사

이러한 먹장어 항체가 진단용으로 사용되어 질 수 있는지 확인해 보고자 함. 선별된 먹장어 항

체들은 순수 분리된 H9N2 AIV 만을 감지하고 강한결합을 보였으나, 실제 세포에 감염되고,

새롭게 생성된 자바이러스(progeny virus) 또한 감지하는 지 확인하였음. 먼저 AIV H9N2 바

이러스를 MDCK 세포주에 감염시키고 바이러스 복제를 유도시킴. 48 시간 경과 후, 바이러스

를 고정하고, blocking 한 후 선별된 3종류의 먹장어 항체(261, 343, 94)들을 각각 처리하여 새

롭게 생성된 자바이러스를 감지하는 지 확인함. 음성대조군인 먹장어 항체 18에서는 전혀 반응

성을 보이지 않은 반면, AIV-특이적 먹장어 항체들은 높은 인식능을 보였음. 이로써, 개발된

먹장어 항체는 순수 분리 정제된 AIV 뿐만 아니라, 감염된 세포들을 강하게 인식할 수 있는

이용성도 가지고 있음을 확인하였음. 또한, 감염된 MDCK 세포를 이용한 flow cytometry 결과

에서 먹장어 특이항체 GKP94, 261, 343은 비감염 MDCK 세포에 대해서는 반응하지 않았지만,

감염된 MDCK 세포에 대해서 높은 반응성 및 특이성을 보임.
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특히, 조류독감 바이러스에 특이적으로 반응하는 먹장어항체의 소모성 및 바이러스 중화능력을 검사함. 3

종류의 항원특이적 먹장어 항체 중 가장 강력한 반응성을 나타내는 GKP 94와 음성대조군인 GKP18을

이용하여 실험을 진행함. 일정 농도의 조류독감 특이적 먹장어항체 GKP94를 다양한 농도의 조류독감 바

이러스와 충분히 반응시킨 후 다시 고정된 조류독감 항원에 반응시켜 진행한 경쟁적 ELISA 실험에서

특정농도 이상의 바이러스와 결합한 먹장어 항체는 AIV와 모두 결합하여 고정된 바이러스 항원과 반응

할 수 없어 경쟁적 ELISA 실험상에서 음성의 결과를 보임. 대조군으로 진행된 VHS 바이러스와의 반응

에서는 반응시키는 바이러스의 농도와 상관없이 GKP94는 조류독감 바이러스에 대하여 동일한 반응성을

보였으며 마찬가지로 대조군으로 진행된 GKP18을 이용한 실험에서는 바이러스의 종류와 농도에 상관없

이 ELISA 실험에서 음성의 결과를 나타냄. In vitro상에서 MDCK 세포를 감염시키는 조류독감 바이

러스에 대하여 GKP 94의 중화능력을 검사한 flow cytometry 분석 결과에서 GKP 94는 음성 대조

군인 GKP 18에 비하여 약 25% 정도 MDCK 세포의 감염 저하 능력을 보였음. 조류독감 특이적 먹

장어항체 GKP94를 이용한 바이러스 감염의 중화능력 분석은 현재 flow cytometry 분석뿐만 아니라

MDCK 세포의 바이러스 감염시 GKP 94 항체의 처리 유무에 따른 변화를 수치상으로 나타내기 위해

MTT assay와 plaque assay를 진행 중에 있으며 GKP94실험 진행상황에 따라 GKP 261과 GKP343도 동

일한 실험과정을 거쳐 중화능력을 검증할 예정임.
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라) 조류 독감 바이러스 외막 단백질인 hemagglutin-1 (HA1) 특이 먹장어 항체 발굴

① HA1 단백질을 활용한 먹장어 면역

본 연구에 사용된 항원은 저병원성 조류독감바이러스 (avian influenza virus subtype H9N2)의

외피단백질 중 hemagglutin-1 단백질을 선택적으로 재조합한 재조합 HA1 단백질을 사용함.

재조합 HA1 단백질은 인플루엔자 관련 전문 업체인 Sino Biological Inc에서 구입하였음

(cat:40036-V08H1, Sino Biological Inc). 면역 전 MS222 (0.1 g/L)를 이용하여 침지법으로 먹

장어를 마취한 후 10 μg의 항원을 2 주 간격으로 4 회, 복강에 주사하여 면역 부스팅을 유발

하였음. 면역 부스팅된 먹장어의 혈액으로부터 전체 mRNA를 회수하는 방법으로, 28% percoll

gradient를 통하여 leukocyte만 순수 분리하는 한 후, RNA exraction Kit를 이용하여 mRNA를

분리하고 이를 cDNA로 합성 하였음. 실험 결과, 면역 후 먹장어 혈액에서 얻어진 mRNA를

통한 실험군에서 보다 순수한 형태의 항원특이적 VLR-B cDNA library (mature VLR-Bs)가

획득되어짐. 반면, 면역전 혈액으로부터 얻어진 cDNA 산물에서는 항원특이적 VLR-B cDNA

뿐만 아니라 상당량의 germline 형태의 VLR-B cDNA (germline VLR-Bs) 도 함께 합성되어

졌음. 다시 요약하면, 면역 부스팅된 먹장어의 혈액으로부터 percoll로 순수 분리된 leukocyte

를 이용하여 “Total blood mRNA extraction kit” 로 전체 mRNA를 분리한 다음, 역전사효소

를 이용해 cDNA library를 PCR로 합성함. VLR-B 유전자 특이적인 프라이머 세트를 이용하

여 VLR cDNA library를 다시 합성하여 전기영동 상으로 항원으로 면역하기 전과 면역 후의
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VLR cDNA 양상 변화를 아가로스 전기영동 상으로 관찰하였음. 2차년도 벡터시스템에서 개발

된 pGkepta 벡터 시스템을 이용하여 항원으로 면역한 먹장어 VLRB cDNA library를 pGkepta

벡터에 클로닝하고, pGkepta에 클로닝된 VLRB cDNA library 를 HEK-293F 세포주에

transfection 하였음. 형질 도입된 세포주들을 항생제 puromycin (2μg/ml)을 이용하여 선별하고

선별된 세포주들을 96 well plate에 분리 배양하여 각 well 당 50개 정도의 세포로 분주하고

90%의 confluency로 세포를 배양 하였음. 3일 경과 후 상층액을 회수하여 HA1 항원이 코팅된

96 well ELISA plate에 처리하여 항원 특이적 먹장어 항체를 생산하는 세포군을 스크리닝함.

② 면역된 먹장어로부터 HA1 특이적 먹장어 항체 스크리닝

항원 특이적 먹장어 항체를 생산하는 세포군을 스크리닝하는 과정을 통해 선별된 세포군

(poly-clonal)를 한계희석 (limited dilution)을 이용하여 단일 세포(mono-clonal)로 선별하는 1

차, 2차 ELISA 선별과정을 아래와 같이 진행하였음. 대조군으로 사용된 hen egg

lysozyme(HEL)단백질에 특이적으로 반응하는 먹장어 항체를 생산하는 세포도 추가적으로 선

별 하였음.
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1차, 2차 ELISA 선별과정을 거친 결과 HA1 특이적 먹장어 항체를 생산하는 세포주 9개의

clone 과 HEL 특이적 먹장어 항체를 생산하는 세포주 8개의 clone을 선별하였음. 각각의 항원

에 특이적으로 반응하는 항체생산 세포주들 중 강력한 반응성을 보이는 4개의 세포주를 각각

다시 선발하여 반응성 및 특이성을 검증하였고 추가 실험을 진행하기 위하여 시퀀스 분석 및

모듈 분석을 통한 비교분석을 진행하였음. 시퀀스 분석 결과 4개의 세포주 중 3개의 세포주에

서 동일한 VLRB 염기서열을 가지는 것으로 확인 되었으며 최종적으로 2개의 HA1 특이적 먹

장어 항체를 생산하는 세포주를 선별하였음. 각각의 단백질서열 비교분석을 진행하였고,

ELISA 반응성분석, dot blotting 분석을 통한 높은 항원 특이적 반응성을 확인 하였으며 이에

대한 결과를 아래에 나타냄. HA1(H9N2)에 특이적 반응성을 비교하기 위한 대조군 단백질로는

H3N2 (H3N2-HA1, A/reassortant/IVR-155; Sinobiological), H5N1 (H5N1-HA1, A/common

magpie/HongKong/5052/2007; Sinobiological), H7N9 (H7N9-HA1,

A/Pigeon/Shanghai/S1069/2013; Sinobiological)이 사용됨.
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마) Yeast display 시스템을 이용한 항원 특이적 먹장어 항체 발굴

① Yeast display 시스템 구축

본 연구에서는 기존의 pYD8 yeast display 용 벡터에 면역화된 먹장어의 VLR cDNA library

를 cloning 하여 pDNA library를 구축하였음. pYD8 yeast display 용 벡터는 AGA display

시스템을 이용하며 GAL 프로모터에 의해 발현되는 재조합 단백질은 N 말단의 AGA SP

(signal peptide) 에 의해 yeast 세포 외부로 분비되며 분비된 단백질은 C 말단에 위치한

mAGA (mature 형태의 AGA)에 의해 yeast 외부표면에 display 됨. VLR cDNA library를

pYD8의 sAGA 와 mAGA 사이에 클로닝 하기 위해 두 개의 Sfi I 에 클로닝 하였음. 이러한

DNA 재조합으로 발현되는 단백질은 sAGA-VLR-mAGA 형태로 yeast에서 분비되며 yeast

세포외부 표면에는 AGA 단백질과 연결된 형태의 VLR peptide library가 display 되게 됨.

생산된 library는 대략 2.5 x 106 이상의 높은 다양성을 나타내었음. Colony PCR 과정을 통해

얻어진 각각의 VLR PCR 산물들을 DNA sequencing 해 본 결과 모든 클론에서 각각의 VLR

의 invariant region 및 variable region이 모두 존재함을 확인할 수 있었음. 이 결과를 통해

VLR-B cDNA library가 yeast display 벡터 시스템에 높은 효율로 구축되어 졌음을 확인하였

음.



- 51 -

제작된 yeast display 벡터, pYD8에 무작위로 선택된 단일 VLR 유전자를 클로닝하여 EBY100

yeast에 일반적인 electroporation 방법으로 형질전환 시키고 VLR 단백질의 발현 여부를 확인

하였음. 목적 단백질인 VLRB의 yeast 표면 발현 여부를 검증하기 위하여 western blot과 형

광염색을 통한 localization을 위한 FACS 분석, confocal microscope 분석을 실시하였으며 아

래에 나타내었음. Western blot 결과 induction되지 않은 negative control 군에서는 단백질이

검출되지 않았으며, induction시에 배양 배지 상으로 분비되지 않고 yeast가 함유 하고 있는 재

조합 VLR단백질을 검출하였음 (1: non-induction군의 yeast 분해물, 2: galactose induction군

의 yeast 분해물, 3: non-induction군의 yeast 배양액, 4: galactose induction군의 yeast 배양

액). 재조합 단백질의 표면 존재여부를 검증하기 위한 FACS 실험 결과, induction되지 않은

negative control 군에 대비하여 70% 이상의 yeast 가 표면에 VLRB 단백질을 발현하여 보유하고 있었

으며 높은 발현율을 보였음. Confocal microscope 분석을 통하여 induction 되지 않은 negative control

군에 대비하여 yeast 세포표면의 명확한 FITC 형광염색을 확인하였으며 DAPI 형광염색을 통하여

yeast세포의 군집을 확인 할 수 있었음.
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② Yeast display 시스템을 이용하여 HA1 특이 먹장어 항체 발굴

Yeast display 벡터 시스템 상에서 구축된 VLR library를 항원 특이적 screening 하기 위하여

FACS를 기반으로 한 cell sorting 기술을 적용 하였고 아래에 나타냄. FACS를 이용한 cell

sorting 전 처리 단계로 MACS를 이용한 target clone의 증폭 과정을 통해 보다 높은 효율의

screening 및 낮은 background 수준을 가능케 하기 위하여 구축된 VLR library를 이용하여 1

회의 MACS 과정이 실시하였음. MACS를 이용한 전자기적 cell sorting 전후의 항원 특이적

VLR clone의 증폭을 확인을 위하여 FACS기반의 이중형광 염색을 이용하였음. 재조합 VLR

단백질의 yeast 표면 발현을 확인하기 위한 형광항체인 FITC와 항원과의 특이적 반응을 확인

하기 위한 형광항체인 Alexa 555의 반응을 모두 나타내는 double-positive한 군집 (우측 상위

사분활)의 형성을 통하여 0.1%의 항원 특이적 VLR clone의 population을 관찰하였고 MACS를
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통해 5배의 증폭을 확인하였음. MACS후 sorting 된 yeast clone 들은 회복 과정과 증폭과정

을 통해 충분한 population 확보 후 FACS를 이용하여 분석하였음. MACS sorting과정에 비하

여 보다 선택적 구역인 p2구역을 gating 하여 분석 한 결과 0.04%의 항원 특이성을 보이는

population을 확인 할 수 있었으며 p2 gating 구역을 이용하여 1차 FACS sorting 후에 선별된

yeast clone 들은 회복 과정과 증폭과정을 통해 충분한 population 확보 후 FACS를 이용하여

분석하였음. 1차 FACS sorting 후에 sorting 된 yeast clone 중 1.0 x 105개의 yeast clone을

FACS 분석한 결과 0.1%의 p2 gating구역의 population을 확인할 수 있었으며 이는 1차 FACS

선별 전에 p6 population과 비교 시 2.5배의 증폭을 나타내는 수치임. 1차 FACS를 통해 증폭

된 p2 population을 이용하여 2차 FACS를 통한 sorting을 진행하였음. 2차 FACS 후에

sorting 된 yeast clone 들은 회복 과정과 증폭과정을 통해 충분한 population 확보 후에

FACS 분석하였음. 2차 FACS 선별 후에 Sorting 된 library 중 1.0 x 105 개의 yeast clone을

FACS를 이용하여 분석한 결과 0.5%의 p2 gating구역의 population을 확인할 수 있었음. 이는

1차 FACS 전에 p2 population과 비교 시 12배 이상의 증폭을 나타내며, 1차 FACS 후에 p2

population과 비교 시 5배 이상의 증폭을 나타냈음. 총 2차에 걸친 FACS를 이용한 항원 특이

적 VLR clone의 선별을 완료 했으며 sorting 된 yeast를 이용하여 single isolation 후 개별적

인 screening을 진행하였음. 무작위로 선별된 50여개의 single clone을 PCR 증폭 후 VLR-B

DNA 서열을 분석한 결과, 중복된 clone을 제외하고 총 2개의 clone이 선별되었음. 선별된

clone은 각각 VLRB.AIVHA_31, VLRB.AIVHA_91 이며 아래에 나타내었음. 선별된 clone을 이

용하여 FACS를 기반으로 한 이중형광 염색을 진행하였음. 재조합 VLR 단백질의 yeast 표면

발현을 확인하기 위한 형광항체인 FITC와 항원과의 특이적 반응을 확인하기 위한 형광항체인

Alexa 555의 반응을 모두 나타내는 double-positive한 군집 (우측 상위 사분활)의 형성을 통하

여 선별된 single clone의 항원에 대한 선택적 반응성을 나타내었음. negative control로 사용된

VLR clone인 VLRB.mV2_NT에 대비하여, 선별된 2종의 clone은 double-positive한 군집의 확

연한 증가를 나타내었으며, 이는 Yeast 의 표면에 발현된 각각의 단일종류의 VLR　단백질이

표적항원을 인식하여 결합하였고, 이중형광 염색의 확연한 양성 결과를 나타낸음.
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선별된 2종의 항원 특이적 VLRB clone의 생산에 있어서 생산숙주의 호환성 및 확장성 검증을

위하여 HEK-293F 세포주를 사용하였음. 각각의 항원 특이적 VLRB 유전자를 yeast 표면 발

현용 벡터인 pYD8 vector 로부터 HEK-293F 세포 분비 발현 벡터인 pGkepta vector로 이동

시켰음. 두 벡터간 공유된 Sfi I 부위를 cloning 위치로 이용하여 유전자의 손실 및 변이의 위

험 없이 직접적인 유전자 이동을 진행하였음. 이 벡터는 아래에 보여진 바와 같이 Ig κ 유전자

다음으로 VLR 유전자 도입을 위한 두 개의 Sfi I 부위가 존재하며, Western blotting 및 순수

분리/정제를 위해 V5 epitope이 링크되어 있으며 CMV promoter 보다 강력한 프로모터로 알

려진 elongation factor 1α (EF-1α) promoter 에 의해 발현이 조절되도록 디자인하였음. 각각

의 VLR 유전자가 클로닝된 pDNA들을 293 세포주에 transfection 시키고 48 시간 경과 후

GFP 단백질의 발현으로 transfection이 높은 효율로 이루어 졌음을 확인하였음. 각각의 상층액

을 수확하여 항원 특이적 ELISA 분석과 항원 특이적 immunoblot 분석을 진행 하였으며 아래

에 나타내었음. ELSIA분석과 immunoblot 분석 모두에서 control로 사용된 다른 항원(H6N2;

A/Chicken/Korea/ KBU0084, H4N2; A/Chicken/Korea/VI1410583)에 대비하여 H9N2

(A/Chicken/Korea/MS96/96)에 높은 항원 특이성을 보였으며 이는 선별된 2종의 항원 특이적

VLRB clone이 HEK-293F 세포주에서 생산될 시에도 VLRB 단백질의 항원 특이적 특성이 그

대로 보존되며 생산숙주의 호환성 및 확장성 검증을 뒷받침해주는 결과로 사용될 수 있음.



- 56 -

(나) 유효먹장어항체 및 유효농도 선정 후 안전성 평가 (SPF 닭 및 일반 산란계)

① 개발된 먹장어항체 중 유효 먹장어항체를 선정하고 환경에서의 유효농도 선정

앞선 실험에서 선정된 AIV 특이적 먹장어항체를 이용하여 chicken egg를 감염 시킬 수 있는

AIV를 얼마나 중화시키는지 테스트해보기 위해 Egg inoculation method를 실시하였다. 총 3

번의 in vitro 실험을 실시하였으며 국내 분리 H9N2 AIV에 대한 총 13 종류의 먹장어 항체

효능평가를 테스트하였다.

- 먹장어 항체 13 종류: m38, 1-1, 1-31, 2-41, 3-14, 3-29, 3-71, m74, m76, v125, 166, h2-18,

h2-94

- HA역가는 2^4 – 2^8의 범위를 나타냄

AIV를 단계별로 희석하여 접종한 농도별 9 개의 SPF 계란에서 7 - 9개의 계란에서 HA농도

검출하였다. 하지만, 발굴된 먹장어 항체 13종류에 대한 중화능을 평가한 결과 3 종류에

대해서는 현재도 계속 실험이 진행 중이나 현재까지 진행된 10종류에서는 아직은 국내

저병원성 AIV(H9N2)에 대한 충분한 중화능을 보이지 않고 있음. 가장 가능성이 보이는

것으로 사료되는 VLR 94는 보다 높은 농도에서 중화반응을 테스트해 보려고 준비 중.

② 조류 독감 바이러스 특이적 먹장어 항체를 이용한 조류 조직의 면역조직화학염색

조류독감 바이러스에 반응하는 먹장어 특이항체들의 반응성 및 특이성을 검증하기 위하여 조

류독감 바이러스를 감염시킨 조류의 조직을 이용하여 면역조직화학염색

(Immunohistochemistry)을 진행하고 조류독감바이러스의 감염여부를 진단 할 수 있는지 실험

을 진행함. 인위적으로 감염시킨 개체와 감염되지 않은 개체로부터 흉선(Thymus)과 비장

(Spleen) 조직을 이용하여 파라핀 슬라이드를 제작하여 먹장어 특이항체 GKP94, GKP261,

GKP343, 그리고 양성대조군으로 사용될 조류독감바이러스 양성혈청을 1차 antibody로 사용함.

먹장어 항체를 사용한 실험군에서는 먹장어항체에 특이적인 단클론항체 (11G5)를 반응켰으며

그 후 2차 antibody (HRP)처리 한 후 DAP으로 발색하여 현미경으로 확인하였음. 각각의 반응

성을 양성 대조군 및 음성대조군과 비교함으로써 조직에서의 조류독감바이러스에 대한 먹장어

항체의 반응성을 확인하였음. 조류독감바이러스를 감염시킨 개체에서 흉선과 비장조직에서

GKP94, GKP261, GKP343 모두 양성 대조군과 비교하였을 때 갈색으로 발색된 부분을 확연히

관찰되었으며, 조직에서의 조류독감바이러스와도 반응성이 있는 것으로 나타남(A). 반면 음성

대조군으로 사용된 감염되지 않은 개체에서 분리된 흉선과 비장조직은 GKP94, GKP261,
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GKP343, 양성혈청 모두에서 반응성을 나타내지 않았음(B).

(다) 먹장어항체 Epitope 확인 방법 개발 및 정립

① 먹장어 항체 생산에 사용된 HA antigen expression을 위한 gene synthesis

㉮ Source of recombinant HA antigens

l Influenza A H9N2 (Hong Kong/G9/97)의 HA1 subunit으로 N terminal 331 amino

acid 부분을 recombinant protein 형태로 제작되어짐 (Cat No: 40036-V08H1, Sino

Biological Inc., China).

l Whole DNA sequence for HA antigen expression:

ATGAAGGCTGTACCACTAATAACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGACAAAATC

TGCATCGGCTACCAATCAACAAACTCCACAGAAACCGTAGACACGCTAACAGAAAACAATGTT

CCTGTGACACATGCCAAAGAATTGCTCCACACAGAGCACAATGGGATGCTGTGTGCAACAAAT

CTGGGACGTCCTCTTATTCTAGACACTTGCACCATTGAAGGACTGATCTATGGCAACCCTTCT

TGTGATCTACTGTTGGGAGGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGACCATCGGCTGTTAA

TGGAATGTGTTACCCCGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTAAGGTCATTTTTTAGTTCTG

CTAGTTCCTACCAAAGAATCCAGATCTTTCCAGACACAATCTGGAATGTGTCTTACAGTGGAA

CAAGCAAAGCATGTTCAGATTCATTCTACAGGAGCATGAGATGGTTGACTCAAAAGAACAACG

CTTACCCTATTCAAGACGCCCAATACACAAATAATAGAGGAAAGAGCATTCTTTTCATGTGGG
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GCATAAATCACCCACCTACCGATACTGCACAGACAAATCTGTACACAAGGACTGACACAACAA

CAAGTGTGGCAACAGAAGATATAAATAGGACCTTCAAACCAGTGATAGGGCCAAGGCCCCTTG

TCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATTGGTCGGTATTGAAACCAGGTCAGACATTG

CGAGTAAGATCCAATGGGAATCTAATCGCTCCATGGTATGGGCACATTCTTTCAGGAGAGAGC

CACGGAAGAATCCTGAAGACTGATTTAAACAGTGGTAGCTGTGTAGTGCAATGTCAAACAGAA

AGAGGTGGCTTAAATACTACTTTGCCATTCCACAATGTCAGTAAATATGCATTTGGAAACTGC

CCAAAATATGTTGGAGTAAAGAGTCTCAAACTGGCAGTTGGTCTGAGGAATGTGCCTGCTAG

ATCAAGTAGA

l Amino acid sequence of recombinant HA antigen:

MKAVPLITILLVVTASNADKICIGYQSTNSTETVDTLTENNVPVTHAKELLHTEHNGMLCATNLGR

PLILDTCTIEGLIYGNPSCDLLLGGREWSYIVERPSAVNGMCYPGNVENLEELRSFFSSASSYQRIQIF

PDTIWNVSYSGTSKACSDSFYRSMRWLTQKNNAYPIQDAQYTNNRGKSILFMWGINHPPTDTAQT

NLYTRTDTTTSVATEDINRTFKPVIGPRPLVNGLQGRIDYYWSVLKPGQTLRVRSNGNLIAPWYGHI

LSGESHGRILKTDLNSGSCVVQCQTERGGLNTTLPFHNVSKYAFGNCPKYVGVKSLKLAVGLRNVP

ARSSR

  Molecular weight: 37 KDa.

② Recombinant protein 생산을 위한 국내 AIV H9N2 분리 균주 이용

㉮ 국내 분리 균주 확보 및 cloning

- 제 2 세부 충북대로부터 국내 AIV H9N2 분리 균주 (AIV 01310)를 확보하여 HA1

subunit을 PCR2.1 cloning vector를 이용하여 성공적으로 cloning 하였음.

㉯ AIV 01310 HA1 sequencing 및 Hong Kong G9/97과 시퀀스 비교

- PCR 2.1 plasmid에 insertion 된 AIV 01310 HA1 sequence를 cloning site 양쪽에 존재

하는 M13 F/R primer를 이용하여 DNA sequencing을 수행.

- Sequence Alignment 결과 일치하지 않는 부분이 많음으로 epitope typing을 위한

fragmented peptide 생산에 부적합한 것으로 결론 지음.
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③ Influenza A H9N2 (Hong Kong/G9/97)의 HA1 gene synthesis

㉮ 해외로부터 gene construct 수입

l HA 생산 업체인 Sino Biological Inc. 로부터 cDNA 또는 expression plasmid 수입을

추진하였으나, Sino Biological Inc. 측에서 plasmid 제작에 실패함.

㉯ 국내에서 gene 자체 합성

l 확보한 시퀀스 정보를 이용하여 자체 합성

- 확보한 시퀀스를 바탕으로 gene을 합성하여 pUC57 cloning vector에 insertion 시킴.

MUC13 F/R primer를 이용하여 insertion 된 시퀀스 정보를 시퀀싱 기술로 확인하여 기존의

알려진 시퀀스와 비교하여 확인 함.
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④ 합성된 HA1 gene을 이용하여 fragmented peptide library 구축

㉮ 전략

- HA1 recombinant protein 합성에 사용되어진 시퀀스를 mid size 및 short size 두 그

룹으로 나누어 아래 그림과 같이 overlapping하는 연속된 peptide로 발현 시켜 epitope site

가 존재 하는 부위를 특정할 수 있도록 디자인 함. 먹장어 항체가 준비 되었을 시, 먼저 mid

size fragments와 반응시켜 biding site를 확인 후, 해당하는 mid size fragment를 더욱 짥게

나눈 short size fragment와 반은 시켜 최종 epitope 부위를 100 – 130 DNA bp (30 – 40

amino acids)의 짧은 구간으로 한정시킴.
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㉯ Cloning 및 protein expression

- Cloning

l Expression Vector : pET30a의 multi-cloning site에 partial cloning 된 HA1 cDNA를 삽

입 시켜 C-terminal His-tag이 달린 linked protein 형태로 발현되도록 디자인.

l 1st Set (각각의 fragment가 약 300 bp DNA 를 포함하도록 디자인)

- HA300-1 (plasmid 내 linked protein expression region. 굵은 글씨 부분 (대문자)은 HA

partial sequence)

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccATGAAGGCTGTACCACTAAT

AACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGACAAAATCTGCATCGGCTACCAATCAAC

AAACTCCACAGAAACCGTAGACACGCTAACAGAAAACAATGTTCCTGTGACACATGCCAAAGA

ATTGCTCCACACAGAGCACAATGGGATGCTGTGTGCAACAAATCTGGGACGTCCTCTTATTC

TAGACACTTGCACCATTGAAGGACTGATCTATGGCAACCCTTCTTGTGATCTACTGTTGGGA

GGAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGACCATCGGCTGTTAaagcttgcggccgcactcgagcaccac

caccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA300-2

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccTACATCGTCGAAAGACCATC

GGCTGTTAATGGAATGTGTTACCCCGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTAAGGTCATTTT

TTAGTTCTGCTAGTTCCTACCAAAGAATCCAGATCTTTCCAGACACAATCTGGAATGTGTCT

TACAGTGGAACAAGCAAAGCATGTTCAGATTCATTCTACAGGAGCATGAGATGGTTGACTCA

AAAGAACAACGCTTACCCTATTCAAGACGCCCAATACACAAATAATAGAGGAAAGAGCATTCT

TTTCATGTGGGGCATAAATCACCCACCTACCGATACTGCACAGAaagcttgcggccgcactcgagcacca

ccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA300-3

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccGGCATAAATCACCCACCTAC

CGATACTGCACAGACAAATCTGTACACAAGGACTGACACAACAACAAGTGTGGCAACAGAAGA

TATAAATAGGACCTTCAAACCAGTGATAGGGCCAAGGCCCCTTGTCAATGGTCTGCAGGGAA

GAATTGATTATTATTGGTCGGTATTGAAACCAGGTCAGACATTGCGAGTAAGATCCAATGGG

AATCTAATCGCTCCATGGTATGGGCACATTCTTTCAGGAGAGAGCCACGGAAGAATCCaagcttg

cggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA300-4

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccATTCTTTCAGGAGAGAGCCA
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CGGAAGAATCCTGAAGACTGATTTAAACAGTGGTAGCTGTGTAGTGCAATGTCAAACAGAAA

GAGGTGGCTTAAATACTACTTTGCCATTCCACAATGTCAGTAAATATGCATTTGGAAACTGC

CCAAAATATGTTGGAGTAAAGAGTCTCAAACTGGCAGTTGGTCTGAGGAATGTGCCTGCTAG

ATCAAGTAGAaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

l 2nd Set (각각의 fragment가 약 100 bp DNA 를 포함하도록 디자인)

- HA100-1

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccATGAAGGCTGTACCACTAAT

AACTATACTACTAGTAGTAACAGCAAGCAATGCAGACAAAATCTGCATCGGCTACCAATCAAC

AAACTCCACAGAAACCGTAGACACGCaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggct

gctaa

- HA100-2

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccGTAGACACGCTAACAGAAAA

CAATGTTCCTGTGACACATGCCAAAGAATTGCTCCACACAGAGCACAATGGGATGCTGTGTG

CAACAAATCTGGGACGTCaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA100-3

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccCTGGGACGTCCTCTTATTCT

AGACACTTGCACCATTGAAGGACTGATCTATGGCAACCCTTCTTGTGATCTACTGTTGGGAG

GAAGAGAATGGTCCTACATCGTCGAAAGACCACaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactg

agatccggctgctaa

- HA100-4

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccGAAAGACCATCGGCTGTTAA

TGGAATGTGTTACCCCGGGAATGTAGAAAACCTAGAGGAACTAAGGTCATTTTTTAGTTCTG

CTAGTTCCTACCAAAGAATCCaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA100-5

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcacatggacagccc

agatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccCAAAGAATCCAGATCTTTCCAGACACAATCT

GGAATGTGTCTTACAGTGGAACAAGCAAAGCATGTTCAGATTCATTCTACAGGAGCATGAGATG

GTTGACTCAAAaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA100-6

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccTTGACTCAAAAGAACAACGC
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TTACCCTATTCAAGACGCCCAATACACAAATAATAGAGGAAAGAGCATTCTTTTCATGTGGG

GCATAAATCACCCACCTACCGaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA100-7

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccCCACCTACCGATACTGCACA

GACAAATCTGTACACAAGGACTGACACAACAACAAGTGTGGCAACAGAAGATATAAATAGGA

CCTTCAAACCAGTGATAGGGCaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA100-8

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccGTGATAGGGCCAAGGCCCCT

TGTCAATGGTCTGCAGGGAAGAATTGATTATTATTGGTCGGTATTGAAACCAGGTCAGACAT

TGCGAGTAAGATCCAATGGGAATCaagcttgcggccgcactcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgct

aa

- HA100-9

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccAATGGGAATCTAATCGCTCC

ATGGTATGGGCACATTCTTTCAGGAGAGAGCCACGGAAGAATCCTGAAGACTGATTTAAACA

GTGGTAGCTGTGTAGTGCAATGTCAAACAGAAAGAGGTGGCTTAAaagcttgcggccgcactcgagcac

caccaccaccaccactgagatccggctgctaa

- HA100-10

Atgcaccatcatcatcatcattcttctggtctggtgccacgcggttctggtatgaaagaaaccgctgctgctaaattcgaacgccagcaca

tggacagcccagatctgggtaccgacgacgacgacaaggccatggctgatatcggatccGGTGGCTTAAATACTACTTT

GCCATTCCACAATGTCAGTAAATATGCATTTGGAAACTGCCCAAAATATGTTGGAGTAAAGA

GTCTCAAACTGGCAGTTGGTCTGAGGAATGTGCCTGCTAGATCAAGTAGAGaagcttgcggccgcac

tcgagcaccaccaccaccaccactgagatccggctgctaa

l Sequencing을 통하여 모든 cloning이 정확히 수행되었음을 확인하였음.

㉯ Recombinant protein expression

l 방법: Cloning된 plasmid를 expression host (E. coli BL21DE3)에 Transformation 시킨

후 IPTG를 이용한 conventional recombinant protein expression protocol에 따라 연구

수행

l Protein expression 확인: SDS-PAGE 후 Staining을 통하여 expected size protein의 발

현을 확인 함.
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㉰ Confirmation of the expressed proteins as designed by Western blot analysis

l Sequence analysis: 모든 cloned plasmid를 DNA sequencing 후 확인 함.

l Anti-his tag antibody를 이용한 Western blot analysis: 모든 recombinant protein은

C-terminal end에 his-tag과 link 되어 expression 되게 디자인 됨. 만일 reading frame에

오차가 없을 경우 원하는 사이즈에 his-tag이 달린 프로테인이 존재 하게 됨. 이를

antibody를 이용하여 Western Blot으로 확인 함.

⑤ 먹장어 항체 특이성 확인을 위한 Western blot 실험 방법 개발 및 정립

㉮ 전략: 제 1, 2 세부에서 효과적인 AIV 먹장어 항체 개발 전 항체 특이성을 확인 할 수

있는 실험 방법 개발. 현재 먹장어 항체를 Direct로 확인 할 수 있는 western blot 시스템이

없으므로, 먼저 먹장어 항체를 인식할 수 있는 mouse antibody를 이용하여 indirect 방법으

로 개발. 또한 AIV 특이 먹장어 항체 개발 이전이므로 이미 개발된 anti-VHS virus 먹장어

항체를 이용하여 실험 방법 개발.

㉯ 먹장어 항체 항원 특이성 확인을 위한 western blot analysis system 개발

- 항원 및 항체

- 항원: purified VHS virus

- 1st antibody: 먹장어 anti-VHS virus antibody

- 2nd antibody: Mouse anti-먹장어항체 antibody
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- 3rd antibody: Goat anti-mouse IgG antibody (HRP-conjugated)

3-2-2. 항체 특이성 확인

- 1 차 항체 및 2 차 항체와 –control (HA)를 gel에 running 한 후 nitrocellulose

membrane에 transfer 한 후 2, 3 차 항체를 차례로 binding 시킨 후 developing. 이 실험은

2, 3 차 항체가 차례대로 1, 2 차 항체에 반응하는지를 확인하기 위한 실험임.

- 실험 결과 아래 그림과 같이 정상적으로 반응함을 확인할 수 있었음.

- 항원 항체 적정 농도 확인

- 다음 그림과 같이 여러 농도의 항원과, 여러 희석 농도의 항체로 실험한 결과 항원의

경우 2ug, 항체의 경우 각각 5-10 배수 희석하여 사용하였을 때 좋은 결과를 나타냄.
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⑥ 먹장어 항체별 binding epitope sites 규명 및 affinity 차이 비교

조류독감 바이러스에 특이적으로 결합하는 먹장어 항체 발굴 과정을 통해 선별된 특이항체들

의 조류독감바이러스에 대한 특정 결합 부위 및 정확한 epitope을 탐색하기 위한 목적으로

Epitope mapping을 진행하였음. AI virus의 PR8 plasmid 유전자 (8 segment; PB2, PB1, PA,

HA, NP, NA, M, NS)를 293T 세포에 개별적으로 재조합 단백질로 발현시켜

immunofluorescence assay를 진행하였음. 24 well의 각 well에 PR8 plasmid 각각의 유전자를

293T cell에 transfection한 후 단백질을 발현시킨 세포를 고정하여 먹장어 항체 4종 (#94,

#261, #343, #18)과 PR8 control Mouse serum을 1차 antibody로 사용하였음. 먹장어 항체를 사

용한 실험군에서는 먹장어항체에 특이적인 단클론항체 (11G5)를 반응 시켰으며 그 후 2차

antibody (mouse IgG-FITC)처리 한 후 형광현미경으로 확인하였음. 각각의 반응성을 양성대

조군과 비교함으로써 조류독감 바이러스와 각 항체의 정확한 결합부위를 찾아내기 위해 진행

함.
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위 그림은 양성대조군으로 사용한 PR8 mouse 혈청으로 각각의 PR8 단백질들을 발현한 모든

293T 세포에 전반적으로 밝은 형광으로 염색되는 결과를 확인할 수 있었음.
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먹장어 항체 GKP 18을 사용한 실험군에서 각각의 PR8 gene을 발현한 293T세포중

NP(Nucleoprotein)을 발현한 세포에만 특이적으로 반응하여 staining 되는 결과를 확인하였으

며 3번의 독립적 실험을 통해 GKP 18 항체는 인플루엔자 NP단백질과 특이적으로 binding하

는 것으로 확인됨.
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먹장어 항체 GKP 94을 사용한 실험군에서 각각의 PR8 gene을 발현한 293T세포중 어떠한

유전자를 발현한 세포에도 반응성을 보이지 않으며 독립적인 3번의 실험을 통해 GKP 94은

본 실험에서 음성의 결과를 보임.
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먹장어 항체 GKP 261을 사용한 실험군에서 각각의 PR8 gene을 발현한 293T세포중 어떠한

유전자를 발현한 세포에도 반응성을 보이지 않으며 독립적인 3번의 실험을 통해 GKP 261은

본 실험에서 음성의 결과를 보임.
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먹장어 항체 GKP 343을 사용한 실험군에서 각각의 PR8 gene을 발현한 293T세포중 모든 세

포에서 반응성을 보였으며 독립적인 3번의 실험을 통해 #343은 본 실험에서 non-specific, 즉

비특이적 반응성을 보이는것으로 확인됨.
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(라) AIV에 특이항체 (먹장어항체) pilot 생산을 위한 배양조건 최적화

① 다양한 yeast에 따른 발현량 조사

먼저, Pichia pastoris와 H . polymorpha에서의 발현을 확인하기에 앞서 다음과 같은
연구수행방법으로 접근해보고자 함.
Methanol 농도에 따른 발현량 조사
methanol inducer의 induction 시기가 발현에 미치는 영향 확인
Pichia pastoris에서 pH에 따른 albumin 발현양상 확인

㉮ Methanol 농도에 따른 발현량 조사
각 yeast 들을 메탄올 농도별로 알부민 발현랑을 비교함. Pichia가 Hansenula보다 전체적
으로 발현량이 높았으며 Pichia 경우 8g/L가 3g/L에 비해 60시간에서 3배 가량 많이 발현되
는 것으로 파악됨.

㉯ methanol inducer의 induction 시기가 발현에 미치는 영향 확인
Exponential growth stage 후 O.D. 약 0.4 정도에서 induction 시켰을 때 albumin 발현량이 높
은 것을 확인 할 수 있음.
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② 물리적환경(pH, 온도, 교반속도 등)의 최적화

- Pichia pastoris에서 pH에 따른 albumin 발현양상 확인
pH5, 6, 8에서 albumin 발현량은 큰 차이는 없었지만 pH 5.0에서 약간 높은 발현 양상을 보임.
- 온도 및 교반속도와 같은 다른 물리적 환경 최적화 실험은 현재 진행 중임.

③ 생물학적 환경(배지조성, 균체제어 등) 조건들의 분석을 통한 발현량 최적화

④ 제품화를 위해 발현시킨 먹장어 항체의 안정화
선별된 먹장어 중합체 항체의 대량생산을 위해 효모균주, Pichia pastoris를 이용하여 먹장어 항체 발현

벡터 시스템 구축하였음. 다량체 형성이 가능한 Yeast expression 벡터 시스템에 클로닝하고 형

질전환 한 후 Zeocine으로 selection 하고, 그 발현 및 분비 여부를 dot blotting 및 Western

blotting을 통해 확인하였음.
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아래 그림과 같이 각 클론 별로 그 발현율을 보이는 경우도 있으나, 실험 조건에 따라 293에서는 그 발

현율이 높으나 Pichia 에서는 그 발현율이 현저히 감소하여 감지되지 않는 사실을 확인할 수 있었음. 또

한 효모 균주 특이적으로 발생하는 O-mannosylation 의 영향으로 기대되는 분자량보다 훨씬 높은 분자

량으로 분비된다는 사실을 확인하였음.

또한, HEK293F 세포주로부터 발현량 및 분비량이 높은 AIV 특이 VLRB의 세가지 클론, 94,

261, 그리고 343 들은 먼저 Yeast 발현 시스템에서 발현여부 조사를 위해 변형된 yeast vector

에 클로닝하여 Pichia pastoris strain SMD 균주에 형질전환 시켰음. 형질전환 후 3일간의 배

양 후 상층액들로부터 재조합 VLRB 단백질들을 검출하였음. 각 클론 별로 다양한 개수의 콜

로니들을 선별하여 Dot blot을 통해 발현 여부를 조사하였음. 세 가지 클론 중 오직 261번만

발현이 되는 것을 확인하였음. 또한, 이 결과에서 높은 효율로 단백질을 발현하는 클론들을 선

별하여 Non-reducing 상태로 Western blot을 진행하여 이들의 다량체 여부를 확인하였음. Dot

blot에서 강한 반응성을 보인 샘플들이 Western blot에서도 강한 반응성으로 확인 되었으며,

약간의 백그라운드 시그널과 함께 매우 높은 (>170 kDa) 크기의 단백질이 확인이 됨. 먹장어

항체 261번 단백질의 정확한 크기를 측정하기 위해 yeast에서 분비된 재조합 단백질에는

O-glycosidase 와 N-glycosidase를 각각 처리함. 다음 그림과 같이 261번 단백질은 단일 밴드

의 형태가 관찰됨. 하지만, 293에서 발현되었을 때 261 번 먹장어 항체의 높은 항원 특이성과

는 달리 yeast에서 발현된 261 번 먹장어 항체는 AIV 항원과의 결합능을 전혀 보이지 않았음.

농축을 통해 보다 많은 량의 먹장어 항체를 처리하였을 때에도 비 특이적인 반응성이 소량 증

가할 뿐, AIV-항원 특이적 결합능은 관찰되지 않았음.
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일반적인 효모균주의 경우, 이미 많은 보고가 되어왔듯이, 외래 단백질 발현 시 과다한 당쇄화

반응이 일어남이 밝혀짐. 특히, 인체 항체를 효모에서 발현하고자 할 때 원치않는 당쇄화의 영

향으로 그 항체의 항원 결합능이 당쇄화로 인해 현저히 감소함은 이미 기정화된 사실임. 이에

착안하여, 본 연구에서는 Pichia pastoris의 변이체온 GlycoSwitch 효모균주를 도입함. 이

GlycoSwitch는 일반적으로 일어나는 yeast 의 당쇄화가 최소화된 효모균주로 원치않는 당사슬

의 유입이 상당히 감소된 strain임. 다음 그림과 같이 완성된 yeast 발현 벡터들을

GlycoSwitch에 형질전화하여 그 발현량 및 발현형태를 Western 으로 조사해 보았을 때, 일반

적인 Pichia pastoris에 비해 현저하게 당쇄화과정이 감소하는 것을 확인하였으나, 항원과의 결

합능을 확인하는 ELISA 결과에서는 여전히 비특이적 반응성을 보여, 항원 특이능이 있던 293

세포주에서의 먹장어 항체와는 다른 양상으로 일어남을 관찰함. 또한, 먹장어 항체의

conserved 부위로 알려진 stalk 부위에서 주로 mannosylation이 일어나는 Threonine rich 부위

가 있으므로 이가 결실되거나, glutamine으로 치환된 형태의 Q-form을 제작하여 이의 발현율

및 항원 결합능을 확인하였음. 그 발현율 및 분비율은 증가하였으나, 여전히 항원 특이능 대비

비 특이적 반응성을 보여 보다 면밀한 최적화 과정이 필요할 것으로 보임. 따라서, 본 연구의

최종목표인 대량생산 체제 시스템 도입과 최적화를 이루기 위한, yeast 대량생산 시스템 구축

에는 성공하였으나, 항원과의 결합능이 다소 부족한 형태로 최적화 과정이 필요할 것으로 사료

됨
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나. 특허성과

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국내 특허 1: 2017, 먹장어 유래 VLRB 단백질의 소수성 테일 도메인을 포함하는 다량

체 다가 중합체, 출원인: 경상대학교 산학협력단, 10-2016-0183813

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국내 특허 2: 2017, 먹장어 유래 야생형 VLRB 단백질의 소수성 테일 도메인을 제거하

고 중합체(7합체) 도메인을 연결시킨 7합체 융합 단백질, 출원인: 경상대학교 산학협력단,

10-2017-0052501

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국내 특허 3: 2017, 소수성 테일 도메인이 제거된 먹장어 유래 VLRB 단백질에 칠성장

어 유래 VLRB 단백질의 C 말단 서열이 연결된 융합 단백질 및 이의 용도, 출원인: 경상대학

교 산학협력단, 10-2017-0061576

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국내 특허 4: 2017, 소수성 테일 도메인이 제거된 먹장어 유래 VLRB 단백질에 마우스

항체 유래 Fc 도메인이 연결된 융합 단백질 및 이의 용도, 출원인: 경상대학교 산학협력단,

10-2017-0061578

----------------------------------------------------------------------------

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국제 특허 1: 2017, 먹장어 유래 VLRB 단백질의 소수성 테일 도메인을 포함하는 다량

체 다가 중합체, 출원인: 경상대학교 산학협력단, PCT/KR2017/003937

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국내 특허 2: 2018, 소수성 테일 도메인이 제거된 먹장어 유래 VLRB 단백질과 C4bp

올리고머화 도메인이 연결된 융합 단백질 및 이의 용도, 출원인: 경상대학교 산학협력단,

PCT/KR2018/004463

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국내 특허 3: 2018, 소수성 테일 도메인이 제거된 먹장어 유래 VLRB 단백질에 칠성장

어 유래 VLRB 단백질의 C 말단 서열이 연결된 융합 단백질 및 이의 용도, 출원인: 경상대학

교 산학협력단, PCT/KR2018/004464

------------------------------------------------------------------------------------------
출원된 국내 특허 4: 2018, 소수성 테일 도메인이 제거된 먹장어 유래 VLRB 단백질에 마우스

항체 유래 Fc 도메인이 연결된 융합 단백질 및 이의 용도, 출원인: 경상대학교 산학협력단,

PCT/KR2018/004465

----------------------------------------------------------------------------

위 항목의 국내 특허 중, “소수성 테일 도메인이 제거된 먹장어 유래 VLRB 단백질에 마우스

항체 유래 Fc 도메인이 연결된 융합 단백질 및 이의 용도”는 특허 등록됨.
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다. 논문 성과

년도 논문명 저자명 논문지명
vol/

page
Sci

2017

Prevalence and Mechanism
of Fluoroquinolone

Resistance in Escherichia
coli Isolated from Swine

Feces in Korea

Yoon Sung Hu, Sook
Shin, Yong Ho Park, Kun

Taek Park

Journal
of Food
Protectio
n,

80/1
145-
1151

SCI

2017

Enhancement of
glycoprotein-based DNA

vaccine for viral hemorrhagic
septicemia virus (VHSV) via
addition of the molecular
adjuvant, DDX41

Jassy Mary S. Lazarte,
Young Rim Kim, Jung

Seok Lee, Se Pyeong Im,
Si Won Kim, Jae Wook
Jung, Jaesung Kim, Woo
Jai Lee, Tae Sung Jung

Fish &
Shellfish
Immunol
ogy

62,
356
-365

SCI

2017

Development of a monoclonal
antibody against the CD3ε of
olive flounder (Paralichthys
olivaceus) and its application
in evaluating immune
response related to CD3ε

Jae Wook Jung, Jung Seok
Lee, Young Rim Kim, Se
Pyeong Im, Si Won Kim,
Jassy Mary S. Lazarte,
Jaesung Kim, Kim D.

Thompson, Jong Pyo Suh,
Tae Sung Jung

Fish &
Shellfish
Immunol
ogy

65,
179
-185

SCI

2017
Immunostimulatory effect of
DDX41 of olive flounder
(Paralichthys olivaceus)

Jassy Mary S. Lazarte,
Young Rim Kim, Jung

Seok Lee, Se Pyeong Im,
Si Won Kim, Jae Wook
Jung, Jaesung Kim,

Jeong-Ho Lee, Tae Sung
Jung

Food
and

Agricultu
ral

Immunol
ogy

0954
0105
2017
1318
836

SCI

2017

Phenotypic and genotypic
analysis of Edwardsiella
tarda isolated from olive
flounder (Paralichthys

olivaceus) and japanese eel
(anguilla japonica)

Seong Bin Park, Seong
Won Nho, Ho Bin Jang, In
Seok Cha, Jeong-Ho Lee,
Takashi Aoki, Tae Sung

Jung

Aquacult
ure

473:
449-
455

SCI

2018

Outer membrane vesicles
from β-lactam-resistant
Escherichia coli enable the

survival of
β-lactam-susceptible E.coli
in the presence of β-lactam

antibiotics

Si Won Kim, Seong Bin
Park, Jung Seok Lee, Se
Pyeong Im, Jae Wook
Jung, Tae Won Gong,
Jassy Mary S. Lazarte,
Jaesung Kim, Jong-Su
Seo, Jong Hwan Kim,
Jong-Wook Song, Hyun
Suk Jung, Gwang Joong

Kim, Young Ju Lee,
Suk-Kyung Lim, Tae

Sung Jung

Scientific
Reports

8,
5402

SCI

2018 Expression and Jung Seok Lee, Jaesung Journal SCI SCI
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characterization of
monomeric variable
lymphocyte receptor B

specific to the glycoprotein
of viral hemorrhagic

septicemia virus (VHSV)

Kim, Se Pyeong Im, Si
Won Kim, Jae Wook Jung,
Jassy Mary S. Lazarte,
Jeong-Ho Lee, Kim D.

Thompson, Tae Sung Jung

of
Immunol
ogical
Methods

2017
Bacterial diversity and its
relationship to growth
performance of broilers

Yeonji Bae, Bonsang Koo,
Seungbaek Lee, Jongsuk
Mo, Kwanghyun Oh, In Pil
Mo

Korean J
Vet Res

57(3
) :
1~9

비S
CI
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라. 학술대회발표

발표일자 발표학회 발표제목 발표장소

2016. 12. 10. ~ 

2016, 12. 18

Antibody 

engineering 

and 

therapeutics

 M u lt im e r iz e d 

v a r ia b le  ly m p h o c y te 

re c e p to rs  B  o f 

h a g f is h 

  in d u c e d  b y 

s u p e rh y d ro p h o b ic 

ta ils

Sandiego Hilton 

Hotel

2016.10.27.~28. 추계수의학회

Multimerized variable 
lymphocyte

receptors B of hagfish 
induced by

hydrophobic clustering

진주 컨벤션 홀

2016.6.26.~30.

Fish & 

s h e l l f i s h 

immunology

Development of 

biomarkers utilizing 

variable lymphocyte 

receptors (VLRS)

of hagfish (Eptatretus 

burgeri) against avian 

influenza virus H9N2

포틀랜드, 메인
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마. 인력양성

이름 학위 학교
1 김재희 석사 서울대학교
2 이찬희 석사 서울대학교
3 정연수 박사 서울대학교
4 제시메리라자르트 박사 경상대학교
5 이정석 박사 경상대학교
6 담반라이 석사 충북대학교
7 오광현 석사 충북대학교
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3. 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

가. 목표달성도

구분 연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1

차

년

도

2015년

먹장어항체의 스크리닝
벡터시스템 구축

1. AI항원 면역 후, 특이 방어항체
유전자획득(먹장어항체)

2. 먹장어 항체의 스크리닝 및 발현에 관한
독자적 벡터시스템 구축

유효먹장어항체 및 유효농도
선정 후 안전성 평가

(SPF 닭 및 일반 산란계)

1. 개발된 먹장어항체 중 유효 먹장어항체를
선정하고 환경에서의 유효농도 선정 (1~2 차년도)
2. 보조제 및 투여방법별 SPF 닭에서의 임상 및
해부병리학적 소견 평가
3. 보조제 및 투여방법별
일반산란계(야외농장)에서의 임상 및
해부병리학적 소견 평가

먹장어항체 Epitope 확인
방법 개발 및 정립

먹장어항체의 AIV 항원에 대한 epitope 확인 방법
개발 및 정립

AIV에 특이항체
(먹장어항체) pilot 생산을
위한 배양조건 최적화

1. 다양한 yeast에 따른 발현량 조사
2. 물리적환경(pH, 온도, 교반속도 등)의 최적화
3. 생물학적 환경(배지조성, 균체제어 등)
조건들의 분석을 통한 발현량 최적화

2

차

년

도

2016년

다양한 항원에 대한
먹장어항체 생산

AIV에 대해 친화력인 높고, 생산효율을 높일수
있는 시스템개발 및 AIV에 대한 항체 생산

SPF 닭에서의 효능
평가(제어된 환경장치)

조류인플루엔자 바이러스 공격접종 후 SPF
닭에서의 바이러스 재분리 및 임상 및
해부병리학적 소견 평가

먹장어항체별 binding
epitope sites 규명 및
affinity차이비교

먹장어 항체별 binding epitope site 규명 및
affinity 차이비교

제품화를 위해 발현시킨
먹장어항체의 안정화

1. 발현 및 정제한 먹장어항체 활성유지를 위한
첨가제 최적화

3

차

년

도

2017년

동물 병원체에 대한
수동면역 백신 개발

다양한 AIV에 대한 먹장어 항체 개발 및 다른
병원체에 대한 먹장어 항체 개발 시도

일반 산란계에서의 효능
평가(야외산란계 농장)

조류인플루엔자 바이러스 공격접종 후 일반
산란계(실험실 및 야외농장)에서의 바이러스
재분리 및 임상 및 해부병리학적 소견 평가

epitope 항원성 확인

규명된 epitope sequence 정보를 이용하여 다양한
AIV strain에 대한 교차감염 방어효과 가능성 제
시 및 항원성 확인과 새로운 AIV백신개발 가능성
테스트

제품생산 및 QC Flowchart

작성

1. 생산 Flowchart 작성
2. Seed culture QC 스펙 설정 및 작성
3. 발효배양 QC 스펙 설정 및 작성
4. Harvest 및 Purification QC 스펙 설정 및 작성
5. 대량생산 기반구축
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나. 목표 달성여부

구분 연구개발의 목표 연구개발의 내용

1

차

년

도

먹장어항체의
스크리닝 벡터시스템

구축

AI항원 면역 후, 특이 방어항체
유전자획득(먹장어항체)
먹장어 항체의 스크리닝 및
발현에 관한 독자적 벡터시스템
구축

목표달성완료

유효먹장어항체 및
유효농도 선정 후
안전성 평가

(SPF 닭 및 일반
산란계)

1. 개발된 먹장어항체 중 유효
먹장어항체를 선정하고
환경에서의 유효농도 선정 (1~2
차년도)
2. 보조제 및 투여방법별 SPF
닭에서의 임상 및 해부병리학적
소견 평가
3. 보조제 및 투여방법별
일반산란계(야외농장)에서의
임상 및 해부병리학적 소견 평가

목표달성완료

먹장어항체 Epitope
확인 방법 개발 및

정립

먹장어항체의 AIV 항원에 대한
epitope 확인 방법 개발 및 정립

목표달성완료

AIV에 특이항체
(먹장어항체) pilot
생산을 위한

배양조건 최적화

1. 다양한 yeast에 따른 발현량
조사
2. 물리적환경(pH, 온도,
교반속도 등)의 최적화
3. 생물학적 환경(배지조성,
균체제어 등) 조건들의 분석을
통한 발현량 최적화

목표달성완료

2

차

년

도

다양한 항원에 대한
먹장어항체 생산

AIV에 대해 친화력인 높고,
생산효율을 높일수 있는
시스템개발 및 AIV에 대한
항체 생산

목표달성완료

SPF 닭에서의 효능
평가(제어된
환경장치)

조류인플루엔자 바이러스
공격접종 후 SPF 닭에서의
바이러스 재분리 및 임상 및
해부병리학적 소견 평가

목표달성완료

먹 장 어 항 체 별
binding epitope
sites 규명 및
affinity차이비교

먹장어 항체별 binding epitope
site 규명 및 affinity 차이비교

목표달성완료

제품화를 위해
발현시킨

먹장어항체의 안정화

1. 발현 및 정제한 먹장어항체
활성유지를 위한 첨가제 최적화

목표달성완료

3

차

동물 병원체에 대한
수동면역 백신 개발

다양한 AIV에 대한 먹장어 항체
개발 및 다른 병원체에 대한
먹장어 항체 개발 시도

목표달성완료

일반 산란계에서의 조류인플루엔자 바이러스 목표달성완료
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년

도

효능
평가(야외산란계

농장)

공격접종 후 일반 산란계(실험실
및 야외농장)에서의 바이러스
재분리 및 임상 및 해부병리학적
소견 평가

epitope 항원성 확인

규명된 epitope sequence 정보를
이용하여 다양한 AIV strain에
대한 교차감염 방어효과 가능성
제시 및 항원성 확인과 새로운
AIV백신개발 가능성 테스트

목표달성완료

제품생산 및 QC

Flowchart

작성

1. 생산 Flowchart 작성
2. Seed culture QC 스펙 설정
및 작성
3. 발효배양 QC 스펙 설정 및
작성
4. Harvest 및 Purification QC
스펙 설정 및 작성
5. 대량생산 기반구축

목표달성완료
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세부연구목표
(연구계획서상의

목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

먹장어 항체의
스크리닝 및 발현에

관한 독자적
벡터시스템 구축

10 10

VLR cDNA library를 정상적으로 발현시키며
스크리닝에 구형하기 위해 크게 두 종류의 벡터

시스템 (yeast display vector 및 mammalian secretion
vector)을 개발하고 정상적이고 높은 효율의

발현양상을 규명화하였음.

AI 항원 면역 후,
특이 방어항체
유전자 획득

10 10 먹장어에 AIV 면역은 성공적으로 수행되었으며 또한,
VLR cDNA library도 높은 효율로 합성되어졌음.

개발된 먹장어항체
중 유효

먹장어항체를 선정
20 20

ELISA 방법 및 FACS sorting 방법을 통해 AIV에
특이적으로 반응성을 보이는 VLR clone들을
선정하였으며, 이는 immunoblotting과 FACS
분석결과를 통해 다시 한번 검증하였음.

AIV 구성단백질 중

어떤 단백질과 결합

반응성을 보이는지

확인

10 10

AIV 특이적으로 결합능을 보이는 먹장어 항체들이
실제적으로 AIV와 결합할 때 구체적으로 어떤

단백질과 반응성을 보이는 지를 확인하기 위해 AIV
구성단백질들을 각각 발현하는 세포주들을 이용하여

그 결합능을 규명코자 함.

선정된 AIV 특이적
먹장어 항체의
중화반응 테스트

10 7

ELISA, FACS 결과 및 immunoblotting을 통해
실제적으로 AIV 와 결합하는 VLR 클론을
발굴하였으나, 중화반응 테스트에서는 아직

promising한 결과도출이 안됐음. 이는 선정된 VLR
단백질들의 농축 등과 같은 일련의 과정들을 통해

해결될 것으로 사료됨

개발된 먹장어항체의

효능 스크리닝
10 8

개발된 먹장어 항체 13종류에 대한 중화능을 평가한
결과 3종류에 대해서는 현재도 계속 실험이

진행중이나 현재까지 진행된 10종류에서는 아직은
국내 저병원성 AIV(H9N2)에 대한 충분한 중화능을

보이지 않고 있음

AIV 감염된 조류
조직절편 이용 먹장어
항체들의 감지능력 확인

10 10
AIV 특이적 결합능을 보이는 먹장어 항체들을
대상으로 야생에서, 혹인 실험실에서 인위적으로

AIV로 감염된 조류들의 조직절편을 이용하여 먹장어
항체들의 감지 능력 확인

먹장어항체 Epitope
확인 방법 개발 및

정립
10 8

1. HA 항원 제작에 사용된 Influenza A H9N2 (Hong
Kong/G9/97)의 HA1 subunit genomic DNA 정보

확보 및 자체 합성.
2. 합성된 genome sequence를 이용하여 epitope site
확인을 위한 fragmented HA recombinant protein

library 제작 및 발현 확인.
3. 먹장어항체 항원 특이성 확인을 위한 western blot

실험 방법 개발 및 확립.
[자체평가 지표: 90%, AIV 먹장어 항체 선정 시
epitope mapping 완성으로 100% 완료 예정 ]

조류인플루엔자
특이항체 발현위한
yeast host 및
배양조건 결정

10 10

- 발현량, 배양조건 등을 고려했을 때 Pichia
pastoris가 적합한 것으로 결정함.

- pH 5~6에서 발현이 가장 적합할 것으로 판단되어
조류인플루엔자 특이항체 발현을 위해 기본 pH로

시작하여 최적화 할 생각임.

합계 100점 93
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다. 목표 미달성 시 원인(사유) 및 차후대책(후속연구의 필요성 등)

해당없음
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4. 연구결과의 활용 계획 등

가. 활용방안

- 본 연구를 통한 연구결과는 SCI급 국제저널에 투고 및 특허를 출원함으로써, 연구결과

의 법적 산업재산권 확보

- 먹장어를 통한 특이방어 항체의 대량생산체계 추축 및 산업화 진행

- 본 연구를 통해 기능이 확인된 먹장어항체는 참여기업인 ㈜메덱스를 통하여 생산관리

하고, 안정적 보급을 위한 생산시스템을 확보함으로써 축산 농가에 도움을 줄 뿐만 아

니라, 시장경쟁력 확보가 가능할 것임.

- 저비용, 고효율로 농가 보급 방법: 현재 Yeast 배양에 사용되고 있는 YNB (Yeast

Nitrogen Base + Amino acid)은 고가이나 YPD (yeast extract, peptone, dextrose)로 전

환하여서, 먼저 배양에 드는 비용의 경감과, 포장 및 물류에 드는 비용절감을 고려하여

볼 것임 (예를 들면, 먹장어 항체가 고온에 안정성이 있다면 포장 및 저장에 많은 비용

을 절감할 수 있으리라고 예상됨)

- 먹장어 항체를 이용한 백신개발은 수동면역백신 개발에 중점을 두고 있고, 이것은 항체

가 AIV와 결합하여 감염력을 떨어뜨리는 것으로서, 대량항체생산을 통하여 외부환경 및

점막면역부분에 작용토록 하는 것임.

- 본 과제를 통해 선별된 조류독감바이러스 특이항체로 우선적으로 선별된 GKP94,

GKP261, GKP343 먹장어 항체들은 친화력을 높이기 위해 LRRCT 도메인 스와핑 과정

을 추후 진행하여 보다 높은 친화력과 저감화 능력을 가지는 항체로 보다 진보될 예정.

먹장어 항체는 일반적인 마우스 항체와는 달리, LRRCT 도메인 스와핑 과정을 통해

100배, 많게는 천배까지 항원 결합력을 높일 수 있음. 이후 효모 발현 시스템을 통해 저

비용으로 대량생산할 계획이며 실제 산업화를 추진할 예정임.

나. 기대성과

- 기술적 측면: 먹장어를 이용한 수동면역 백신을 이용한 효율적인 생산 기술 확립 및 대

량생산의 편의성에 의한 산업적 응용확대

- 경제·산업적 측면: 현재 수동면역을 통한 백신개발은 고비용으로 개발이 제한적일 뿐만

아니라 매번 변화하는 AIV에 대한 다변화적 백신개발 또한 어려움이 있어 AIV로 인한

경제적 손실이 발생함. 이에 본 연구를 통해 개발한 먹장어항체 발현 시스템을 통해 동

물백신 시장의 확대 및 경제적 상품 가치의 증진

- 관련 후속연구개발의 전망: Passive immune vaccine으로서 다른 가축 적용 가능성:

환경 중 다양한 감염성 질병의 원인체 저감화 및 생체의 외부 접촉 부위 (예: 장)등에

적용 가능

소: FMD, BVD 등

닭: AI, ND등

돼지: PED, Rota, TGE등

-본 “조류인플루엔자 바이러스 특이 방어항체 생산 및 산업화 기술” 연구과제의 수행을
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통하여 축적된 기술, 즉 항체 생산기술을 PED 및 FMD virus에 대한 항체를 생산하는데

적용하는데 있음. 본 연구개발을 통한 기술로서 다양한 국가재난형 병원체에 대한 항체

를 생산에 있어서 어려움보다는, 각각의 항원에 대한 적용방법의 개발이 요구되고 있음,

예를 들면 PED virus 항체는 자돈에 음수, 사료첨가 혹은 위산의 영향을 받지 않고 장내

로 전달되도록 하는 방법 개발, FMD virus에 대하여서 는 가습기와 같은 기기의 개발을

통하여 일정하게 항체가 살포되도록 하는 방법 등을 고려하여 볼 수 있음.

- 이후, 최종 선발된 조류독감바이러스 특이적 먹장어 항체 3종류의 효모 분비 벡터 시스

템을 통해 저렴한 가격에 대량생산할 계획이며, 살포제 등과 비교해 보다 효과적인 음용

첨가제, 사료 첨가제, 독성이 없이 장내까지 전달 될 수 있도록 하는 제품들을 개발하여

산업화를 추진하고자 함.
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[별첨 1]

연구개발보고서 초록

과 제 명
(국문) 조류인플루엔자 바이러스 특이 방어항체 생산 및 산업화 기술

(영문) Production and industralization of specific antibody for AIV

주관연구기
관

경상대, 충북대, 서울대 주 관 연 구
책 임 자

(소속) 수의대학

참 여 기 업 ㈜ 메덱스 (성명) 정태성

총연구개발비

(1,056,000천원)

계 1,056,000 총 연 구 기 간 2015.8월.～ 2018.8월

정부출연

연구개발비
900,000

총 참 여

연 구 원 수

총 인 원 57

기업부담금 50,200 내부인원 19

연구기관부담금 외부인원 38

○ 연구개발 목표 및 성과
본 과제에서는 현재 빈발하고 있는 주요 국가 재난형 질병, 특히 조류인플루엔자의 예방 및

저감화를 위하여 특이 항체 생산이 가능한 시스템을 확립하고, 이를 통해 생산된 국가 재난형

질병 원인체에 대한 항체를 수동면역 백신으로 개발하여 AIV 질병 발생 저감화를 시키고자

함

○ 연구내용 및 결과
AIV에 대한 무악척추동물 (턱없는 동물)의 획득면역 산물인 VLRs (variable lymphocyte

receptors)를 이용한 다양한 항체(먹장어 항체) 개발

- AIV에 대한 먹장어항체 생산을 위한 platform 구축

- AIV에 대한 먹장어항체의 안전성 및 효능평가연구

- AIV에 대한 먹장어항체의 항원성 부위 (Epitope)의 발굴 및 작용성 검증

- 개발된 먹장어 항체의 다양한 적용을 통한 제품의 산업화 연구

○ 연구성과 활용실적 및 계획
항체의 중요성 및 효용성은 이미 잘 알려져 있으나, 생산단가 및 제조공정의 복잡성로 인하

여 다양한 활용이 저해되었음. 따라서 본 연구개발에서는 저비용으로 생산 가능한 효모의

분비 시스템을 통하여 대량생산을 할 것이며, 이렇게 생산된 항체는 조류 인플루엔자가 발

생하고 있는 곳, 혹은 발생할 가능성이 있는 곳에 사료, 음용수 및 스프레이 방식으로 적용

가능하며, 또한 오리농장에서도 적용가능하고, 나아가서는 철새의 먹이에 코팅 혹은 섞어서

줌으로서 바이러스 감염의 저감화에 큰 역할을 할 수 있음. 뿐만 아니라 항체 생산방법의

확립은 다른 주요 가축질병 적용 가능함. 예) 소: FMD, BVD 등, 닭: AI, ND등, 돼지:

PED, Rota, TGE등
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[별첨 2]

자체평가의견서
1. 과제현황

과제번호 315045032SB010

사업구분 가축질병대응기술개발사업

연구분야 가축질병대응
과제구분

단위

사 업 명 가축질병대응기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
조류인플루엔자 바이러스 특이 방어항체 생산 

및 산업화 기술
과제유형 (기초,응용,개발)

연구기관 경상대학교 연구책임자 정태성

연구기간

연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차연도 2015.8-2016.8 300,000 50,200 350,200

2차연도 2016.8-2017.8 300,000 50,200 350,200

3차연도 2017.8-2018.8 300,000 50,200 350,200

4차연도

5차연도

계 900,000 150,600 1,050,600

참여기업

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차연도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 :

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

경상대학교 수의대학 교수 정태성

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

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

본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약



- 121 -

Ⅰ. 연구개발실적

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

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구에서는 기존의 보편적인 마우스 항체와는 달리, 완전 새로운 형태의 먹장어 항체를 이

용해 조류인플루엔자 바이러스를 중화시키는 개발을 시도함. 먹장어 항체는 독창적이고, 창의

적이며, 기존의 항체들의 단점들을 보완할 수 있는 다음과 같은 우수성이 있음. 1) 항원 특이

적 먹장어 항체를 선별한 후 그 항체의 유전자를 바로 확보할 수 있음. 2) 기존의 항체들은

항원 결합부위가 2곳이지만, 먹장어 항체는 단일체, 이합체, 삼합체, 사합체, 칠합체, 십합체

등 다양한 형태의 구조를 유전자 조작을 통해 가능함. 3) 먹장어 구조 변환을 통해, 항원과의

결합력과 항체 분자량 크기를 자유자재로 조절 가능. 4) 기존의 항체에는 존재하지 않는 항원

결합능 강화부위(LRRCT)가 존재하여 도메인 스와핑과 같은 간단한 작업을 통해, 항원 결합

력을 100배에서 1,000배까지 증진 가능.

2. 연구개발결과의 파급효과

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구를 통한 바이러스 중화항체 개발은 조류 인플루엔자 바이러스 중화 뿐만 아니라, 관련

후속 연구개발이 전망됨. 이는 passive immune vaccine으로서 다른 가축으로의 적용 가능성,

환경 중 다양한 감염성 질병의 원인체 저감화 및 생체의 외부 접촉 부위 등에 적용가능하여,

소 (FMD, BVD), 닭(AI, ND), 돼지(PED, Rota, TGE) 등 다양한 동물의 질병 유발 바이러스

및 다양한 국가재난형 병원체(예, 메르스바이러스)에 대한 중화항체 개발로의 파급효과가 예

상됨.

3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 연구를 통해 특이 방어 항체의 대량생산 체계 구축 및 산업화 진행을 통한 활용가능성이

예상됨. 저비용, 고효율로 농가 보급을 할 수 있으며, 배양에 드는 비용의 경감과 포장 및 물

류에 드는 비용절감을 기대할 수 있으며, 다른 여러 바이러스들에 대한 백신개발로도 활용도

를 넓힐 수 있음. 또한, 가축 사육장에 음수, 사료 첨가 혹은 위산의 영향을 받지 않고 장내로

전달되도록 하는 방법 개발, 가습기와 같은 기기의 개발을 통하여 일정하게 항체가 살포되도

록 하는 방법으로 활용가능.

4. 연구개발 수행노력의 성실도

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)
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본 연구계획서에 미리 보고했던 바와 같이 년차별 계획에 따른 연구수행은 성공적으로 수행

되었음. 보다 구체적으로는 먹장어 항체의 항원 특이적 스크리닝, 벡터시스템 구축, 항원 결합

능 증진, SPF 닭에서의 효능평가, 산란계에서의 효능평가, 항원 결합 에피톱 규명, 새로운

AIV 백신개발 가능성 테스트, 대량생산을 위한 배양조건 최적화 등, 모든 측면에서 연구개발

수행은 성실하게 시행되었다고 사료됨.

5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

본 과제의 연구개발결과 성과는 당초 계획의 3편 지식 재산권 확보와 3편의 SCI 논문 발표를

목표로 하였음. 특허 출원은 국내 3건과 국제 3건으로 보다 많은 지적 재산권을 보유하였으며

SCI 논문도 당초계획 대비 200%에 해당하는 6편의 우수한 논문을 발표하였음.
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Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표
(연구계획서상의

목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

먹장어 항체의
스크리닝 및 발현에

관한 독자적
벡터시스템 구축

10 10

VLR cDNA library를 정상적으로 발현시키며
스크리닝에 구형하기 위해 크게 두 종류의 벡터

시스템 (yeast display vector 및 mammalian secretion
vector)을 개발하고 정상적이고 높은 효율의

발현양상을 규명화하였음.

AI 항원 면역 후,
특이 방어항체
유전자 획득

10 10 먹장어에 AIV 면역은 성공적으로 수행되었으며 또한,
VLR cDNA library도 높은 효율로 합성되어졌음.

개발된 먹장어항체
중 유효

먹장어항체를 선정
20 20

ELISA 방법 및 FACS sorting 방법을 통해 AIV에
특이적으로 반응성을 보이는 VLR clone들을
선정하였으며, 이는 immunoblotting과 FACS
분석결과를 통해 다시 한번 검증하였음.

AIV 구성단백질 중

어떤 단백질과 결합

반응성을 보이는지

확인

10 10

AIV 특이적으로 결합능을 보이는 먹장어 항체들이
실제적으로 AIV와 결합할 때 구체적으로 어떤

단백질과 반응성을 보이는 지를 확인하기 위해 AIV
구성단백질들을 각각 발현하는 세포주들을 이용하여

그 결합능을 규명코자 함.

선정된 AIV 특이적
먹장어 항체의
중화반응 테스트

10 7

ELISA, FACS 결과 및 immunoblotting을 통해
실제적으로 AIV 와 결합하는 VLR 클론을
발굴하였으나, 중화반응 테스트에서는 아직

promising한 결과도출이 안됐음. 이는 선정된 VLR
단백질들의 농축 등과 같은 일련의 과정들을 통해

해결될 것으로 사료됨

개발된 먹장어항체의

효능 스크리닝
10 8

개발된 먹장어 항체 13종류에 대한 중화능을 평가한
결과 3종류에 대해서는 현재도 계속 실험이

진행중이나 현재까지 진행된 10종류에서는 아직은
국내 저병원성 AIV(H9N2)에 대한 충분한 중화능을

보이지 않고 있음

AIV 감염된 조류
조직절편 이용 먹장어
항체들의 감지능력 확인

10 10
AIV 특이적 결합능을 보이는 먹장어 항체들을
대상으로 야생에서, 혹인 실험실에서 인위적으로

AIV로 감염된 조류들의 조직절편을 이용하여 먹장어
항체들의 감지 능력 확인

먹장어항체 Epitope
확인 방법 개발 및

정립
10 8

4. HA 항원 제작에 사용된 Influenza A H9N2 (Hong
Kong/G9/97)의 HA1 subunit genomic DNA 정보

확보 및 자체 합성.
5. 합성된 genome sequence를 이용하여 epitope site
확인을 위한 fragmented HA recombinant protein

library 제작 및 발현 확인.
6. 먹장어항체 항원 특이성 확인을 위한 western blot

실험 방법 개발 및 확립.
[자체평가 지표: 90%, AIV 먹장어 항체 선정 시
epitope mapping 완성으로 100% 완료 예정 ]

조류인플루엔자
특이항체 발현위한
yeast host 및
배양조건 결정

10 10

- 발현량, 배양조건 등을 고려했을 때 Pichia
pastoris가 적합한 것으로 결정함.

- pH 5~6에서 발현이 가장 적합할 것으로 판단되어
조류인플루엔자 특이항체 발현을 위해 기본 pH로

시작하여 최적화 할 생각임.

합계 100점 83
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Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

본 연구에서는 보다 혁신적이며 미래지향적인 형태의 먹장어 항체를 이용하여 조류인플루엔

자 바이러스에 대한 특이 방어항체를 생산하였고, 산업화 기술 개발을 시도하였음. 또한, 기존

의 항체들의 단점들을 완벽히 보완할 수 있는 새로운 벡터개발들이 이루어 졌으며 이를 통해

다양한 항원들에 대한 맞춤형 항체들을 개발할 수 있는 플랫폼 기술의 개발이 보다 잠재력

있는 기술 개발로 평가될 수 있음.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

당초 계획했던 바와 같이, 새로운 형태의 먹장어 항체 발현 벡터시스템 개발, 특정 항원에 대

한 맞춤형 항체를 선별할 수 있는 시스템의 개발, 기존의 보편적 항체로서는 거의 불가능했던,

유전자 조작을 통한 항원 결합능 증진, 효모를 이용한 대량 생산 등과 같은 혁신적인 시스템

개발 등이 완벽하게 진행되어졌음. 따라서, 이 모든 시스템들이 유기적으로 연결된 먹장어 항

체 플랫폼 기술은 각종 다양한 항원에 대한 먹장어 항체 개발에 사용될 수 있다는 사실이 평

가 시 필수적으로 고려되어야 할 사항임.

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견

유전자 조작을 통한 다양한 구조 변환 및 항원 결합 부위 증진, 항원 결합능 증진, 다양한 에

피톱 연결을 통한 보다 간편한 정제 과정, 다른 개체를 통한 대량 생산 등, 현재까지 사용되는

기존의 항체들의 단점들을 보완할 수 있는 먹장어 항체는 본 과제의 AIV 뿐만 아니라 다른

바이러스들의 방어 항체에도 그 파급효과를 나타낼 수 있는 잠재력이 충분하여 그 스펙트럼

을 보다 폭넓게 응용하여 사용할 수 있는 기술 개발임.
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Ⅳ. 보안성 검토

해당없음

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

해당없음

2. 연구기관 자체의 검토결과

해당없음
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[별첨 3]

연구성과 활용계획서

1. 연구과제 개요

사업추진형태 □자유응모과제   ■지정공모과제 분 야 가축질병대응기술개발사업

연 구과제 명 조류인플루엔자 바이러스 특이 방어항체 생산 및 산업화 기술

주관연구기관 경상대학교 주관연구책임자 정태성

연 구개발 비

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

900,000 156,000 1,056,000

연구개발기간 2015.8-2018.8

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

□미활용 (사유: )
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2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

① 먹장어 항체의 스크리닝 및 발현에 관한 독자

적 벡터시스템 구축

기존에 존재하지 않던 새로운 형태의 먹장어 항체

발현 벡터시스템을 독자적으로 구축하였으며 항원

특이적 스크리닝을 시행하였음

② AI 항원 면역 후, 특이 방어항체 유전자 획득

먹장어 복강에 AI 바이러스를 면역하는데 성공하

였으며, 먹장어 내에서 획득면역형질로 형성된 바

이러스 특이 방어 항체 유전자를 성공적으로 획득

하였음

③ 개발된 먹장어항체 중 유효 먹장어항체를 선정
항원 특이적 먹장어 항체 스크리닝을 통해 유효한

먹장어 항체들을 우선적으로 대량 선정하였음

④ AIV 구성단백질 중 어떤 단백질과 결합 반응

성을 보이는지 확인

항원 특이적 결합능을 보이는 먹장어 항체 중 AIV

구성 단백질 중 외피 단백질 및 내피 단백질에 결

합 반응성을 보이는지 확인하였음

⑤ 선정된 AIV 특이적 먹장어 항체의 중화반응

테스트

최종적으로 선정된 AIV 특이적 먹장어 항체가 실

제적으로 AI 바이러스를 중화하는지 FACS 분석을

통해 그 결과를 도출하였음

⑥ 개발된 먹장어항체의 효능 스크리닝
개발된 먹장어 항체의 실제적인 효능을 알아보기

위한 스크리닝을 시행하였음

⑦ AIV 감염된 조류 조직절편 이용 먹장어 항체

들의 감지능력 확인

실제적으로 실험실내 및 야생 농가에서 AIV로 감

염된 조류의 조직 절편을 이용하여 먹장어 항체들

이 감염된 조직내에서 분포되어 있음을 다양안 먹

장어 항체들로 감지하는 데 성공하였음

⑧ 먹장어항체 Epitope 확인 방법 개발 및 정립
실제적으로 결합하는 부위를 알아보기 위한

epitope 확인 방법을 개발하였음

⑨ 조류인플루엔자 특이항체 발현위한 yeast host

및 배양조건 결정

항원 특이적 먹장어 항체의 대량생산을 위해 본 연

구에서는 효모세포 주를 선정하였고, 다양한 배양

조건을 통해 가장 최적화된 먹장어 발현 효모 배양

조건을 결정하였음

* 결과에 대한 의견 첨부 가능
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3. 연구목표 대비 성과

4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① 독창적인 먹장어 발현 벡터시스템 개발
② AI 항원 면역 후 특이 방어 항체 유전자 획득
③ 유전자 조작을 통한 2합체 먹장어 항체 개발
④ 유전자 조작을 통한 4합체 먹장어 항체 개발
⑤ 유전자 조작을 통한 7합체 먹장어 항체 개발
⑥ 유전자 조작을 통한 10합체 먹장어 항체 개발
⑦ 먹장어 항체의 LRRCT 부분 도메인 스와핑 과정을 통한 항원 결합능 증진
⑧ ELISA 과정을 통한 항원 특이적 먹장어 항체 스크린닝
⑨ 효모 세포주를 통한 먹장어 항체 대량 생산시스템 구축

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

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 

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건

백

만

원

백

만

원

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명 건 건

가중치

최종목표 2 1 1 1 2 2 0 3 1

연구기간 내
달성실적

8 1 3 0 7 1 3.0 3 7 0

달성율(%)
40
0

10
0

30
0

0
35
0

50
30
0

22
5

0



- 129 -

5. 연구결과별 기술적 수준

구분
핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계
최초

국내
최초

외국기술
복    제

외국기술
소화․흡수

외국기술
개선․개량

특허
출원

산업체이전
(상품화)

현장애로 
해    결

정책
자료

기타

①의 기술 V V

②의 기술 V V
③의 기술 V V
④의 기술 V V
⑤의 기술 V V
⑥의 기술 V V
⑦의 기술 V V
⑧의 기술 V V
⑨의 기술 V V

* 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술 다양한 항원에 대한 먹장어 항체 발현 시스템 활용가능

②의 기술 다양한 동물 병원성 바이러스에 대한 특이 방어 항체 유전자 획득 가능

③의 기술 특정 항원에 대한 이합체 먹장어 항체로의 응용 가능
④의 기술 특정 항원에 대한 사합체 먹장어 항체로의 응용 가능
⑤의 기술 특정 항원에 대한 칠합체 먹장어 항체로의 응용 가능
⑥의 기술 특정 항원에 대한 합체 먹장어 항체로의 응용 가능

⑦의 기술
특정 항원에 대한 먹장어 항체 발굴 후 항원 결합능을 100배에서 1000배까지 증진 

가능

⑧의 기술
다양한 병원성 바이러스 및 단백질 등에 대한 항원 특이적 먹장어 항체 발굴을 위한 

기본적 실험방법으로 활용가능
⑨의 기술 최종 선별된 항원 특이적 먹장어 항체의 대량생산을 통한 상품화 시스템 구축가능
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7. 연구종료 후 성과창출 계획

8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 특정 항원에 대한 이합체, 사합체 및 칠합체로서 먹장어 항체로의 응용 가

능

이전형태 □무상 ∨유상 기술료 예정액 10,000천원

이전방식2) □소유권이전     □전용실시권     □통상실시권    ∨협의결정 

□기타( )

이전소요기간 5년 실용화예상시기3) 10년

기술이전시 선행조건4) 기술을 전수 받기위한 인력, 설비 및 장비 요함

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

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

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 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)

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식

재산권

기술실

시

(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

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

IF

학

술

발

표

정

책

활

용

홍

보

전

시

SC

I

비

SC

I

단위 건 건 건 건

백

만

원

건

백

만

원

백

만

원

명

백

만

원

건 건 건 건 명

가중치
최종목표 2 1 1 1 2 2
연구기간 내
달성실적

8 1 3 7 1 3.0

연구종료 후
성과창출 
계획

7 3 1
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<뒷면지>

주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술개발사업사업의 연구보고서입

니다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술

개발사업사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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