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<요약문>

연구의

목적 및 내용

○ 구제역 항원 진단을 위해 항체-핵산 결합물을 사용한 sandwitch   

   ELISA 방식의 진단시스템 최적화

○ Immuno-PCR을 적용하여 기존의 방법보다 검출감도가 우수한 구제역 

진단 키트 개발

○ 항체-핵산 결합물을 적용한 신속진단 키트 개발

연구개발성과

○ 구제역 항원별 재조합 항원 제작 및 획득

○ 구제역 다클론 항체 제작 및 획득

○ 구제역 단클론 항체 제작 및 획득

○ Immuno-PCR 진단 키트 개발

   • 항체 레이블링

      ✔ 다클론 항체-자성입자 complex 획득

      ✔ 단클론 항체-올리고머 complex 획득

   • 항원-항체 반응 최적화 : Sandwitch ELISA 방식

   • Real-time PCR 증폭 반응 테스트 및 반응 조건 최적화

○ 신속진단키트 개발

   • DNA 구조체(Dendrimer) 제작 및 안정화

   • DNA 구조체-항체-gold nanoparticles complex 제작

   • Lataeral flow assay kit에 DNA 구조체-항체-gold nanoparticles       

  complex 적용 및 최적화 

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

○구제역 발생 초기 진단에 활용하여 구제역 확산 최소화 가능

  • 현장에서 조기 진단 및 제어시스템으로 활용 가능

  • 기존 진단법과 비교 시 시간, 비용 절감 효과

○ 개발 기술을 다른 동물 또는 사람의 질병의 진단에 적용하여 감염질환

의 조기 진단에 활용 가능

○ 새로운 시장 창출 : 항원-항체 면역반응 원리를 기반으로 하여 PCR 방

법을 융합하여 고감도로 진단 가능한 새로운 진단 시장 개척 가능

○ 많은 타겟을 분석 할 수 있는 다중진단, 칩(chip) 형태의 분석으로 확

장 가능

국문핵심어

(5개 이내)
구제역

면역중합효소

증폭반응
나노파티클 반응 증폭제 신속진단키트

영문핵심어

(5개 이내)
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발 목적

1. 구제역 항원 진단을 위해 항체-핵산 결합물을 사용한 sandwitch ELISA 방식의 진단   

 시스템 최적화

2. Immuno-PCR을 적용하여 기존의 방법보다 검출감도가 우수한 구제역 진단 키트 개발

3. 항체-핵산 결합물의 핵산과 결합하여 시그널을 보이는 lateral flow 방식의 신속진단   

 키트 개발

제 2 절 연구개발의 필요성 

1. 연구개발의 개요

가. 구제역 (Foot and Mouth Disease)이란 구제역 바이러스에 전염되는 전염성 높은 우제

류가축의 급성전염병으로, 가축의 제1종 바이러스성 법정 전염병이다. 치사율이 5~55%

에 달하며 특별한 치료법이 없고 조직배양 백신을 이용한 예방법이 이용되고 있다.  

나. 구제역은 바이러스의 감염으로 발생하는데 바이러스의 학명은 Picornaviridae 

Aphthovirus, 바이러스의 크기는 약 20 nm(나노미터)이며 세계 최초로 발견된 동물 바

이러스이다. 

다. 구제역 바이러스는 전염성이 매우 강한데 공기를 통해 호흡기로 감염되기 때문에 무

리에서 한마리가 감염되면 나머지 가축 모두에게 급속하게 감염된다. 소의 경우 잠복기

는 3∼8일에 불과하며 감염되면 증상이 빠르게 나타난다. 입을 통해서 동물의 몸속으로 

들어간 바이러스는 인두에서 증식하여 혈액을 타고 심장으로 들어간다. 일단 감염되면 

고열(40∼41℃)이 있고, 거품 섞인 침을 많이 흘리고 통증을 수반하는 급성구내염과 제

관(蹄冠)·지간(趾間)에 수포(물집)가 생긴다. 입안에 물집이 생기면 통증으로 인해 가

축이 사료를 먹지 않게 되고, 발굽에도 물집이 생기면 걷거나 잘 일어서지 못한다. 증

세가 심해지면 수포가 터져 궤양으로 진전되며 앓다가 죽게 된다.

라. 구제역에 감염된 동물이 호흡을 하면서 공기 중에 바이러스가 다른 동물의 호흡기를 

통해 감염되는데 특히 우제류 동물 중에서 돼지가 내뱉는 공기에 구제역 바이러스 입

자가 많아 감염의 위험이 훨씬 높다. 그리고 우제류 동물 중에서 소가 구제역 바이러스

에 가장 취약하고, 염소는 강한 편이다. 구제역 바이러스가 아직까지 사람에게 감염된 

사례는 없지만, 가벼운 감염 증세를 보인 경우는 있는 것으로 알려져 있다. 하지만 바

이러스 변이를 통해서 감염의 가능성이 있기 때문에 주의가 필요하다.

마. 2010년 한국에서 발생한 구제역으로 인하여 직접적인 손실은 2009년 11월29일 경북 

안동에서 처음 양성판정이 나온 뒤 11개 시.도의 75개 군에서 150건이 발생하여 소의 

경우 15만871마리, 돼지는 331만7천 864마리, 염소 7천535마리, 사슴 3천243마리 등 6

천250개 농가에서 총 347만9천513마리의 가축이 살 처분 되어 매몰 되었으며, 직접적인 
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Figure 1. Immuno-PCR 키트의 모식도 및 검출 감도 비교 

손실은 전국에서 85개소의 가축시장이 폐쇄 되고, 매몰처리 및 구제역 확산을 막기 위

한 막대한 인원과 장비도 투입되었다. 2010년 구제역으로 인한 경제적인 손실액은 매몰

보상비 1조8천억 원을 비롯해 3조원 가까이 추산 되었다.

바. 구제역 바이러스는 유전적 변형이 매우 쉽게 일어나기 때문에 수많은 혈청형(아형)이 

생성이 될 수 있고, 혈청형이 다른 백신의 경우 변형된 바이러스에는 그 효능이 낮아 

혈청형이 맞는 예방약의 사용이 중요하다. 그러나 자주 변형되는 혈청형에 따른 백신의 

제조 및 생산 보급 등은 많은 시간이 소요 되므로 발생 당시 혈청형 맞춤형의 백신접종

은 거의 불가능한 상태이다. 

사. 따라서 구제역 예방과 진단을 위해서 구제역의 조기진단 방법 및 신속진단과 정확진

단을 동시에 실시할 수 있는 고감도 키트를 개발하여 보급한다면, 구제역에 대한 예방 

및 확산 방지에 최적의 방법이 될 수 있다.

아. 연구 및 개발 기술의 개요

(1) 구제역 항체에 마그네틱 나노파티클을 부착하여 항원-항체 반응 시 비특이적인 반

응물질을 제거할 수 있다.

(2) 이차 항체에 짧은 길이의 DNA 또는 단일가닥 올리고머를 부착, PCR 증폭하여 검출 

감도를 증가시킬 수 있다 (Figure 1).

(3) DNA(또는 올리고머)를 lateral-flow assay test에 적용하고, 시그널을 증폭시켜 미량

의 항원을 검출할 수 있다 (Figure 2).

2. 현재의 구제역 진단 방법 및 한계 

가. 구제역 진단방법의 문제점

(1) 구제역 발생 및 확산의 원인에는 발생초기의 대응미숙, 진단방법의 한계, 진단과 판

정의 시간이 과다하게 소요되는 점, 진단시료의 적절성, 방역조직체제 허술함 등을 포

함하여 여러 가지 다양한 문제가 있다.
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Figure 2. 초 고감도 신속진단 키트 모식도  

(2) 구제역 발생 이후의 당시의 문제점들과 더불어 구제역 조기진단을 위한 진단방법 

및 구제역 판독과정에서 대응문제가 있었다.(예, 2011년 구제역 확산 당시)

(3) 현재 우리나라에서 사용하고 있는 진단방법 및 진단키트의 경우 Merial사에 보관이 

된 항원을 기초로 생산이 되거나, 비슷한 혈청형의 바이러스를 항원으로 사용하고 있

다.

(4) 구제역 바이러스는 유전적인 변형이 매우 쉽게 일어나기 때문에 수많은 혈청형(아

형)이 생성이 될 수 있고, 혈청형이 다른 백신의 경우 그 효능이 낮아 혈청형이 맞는 

진단키트의 사용이 중요하다. 그러나 혈청형이 맞는 진단키트의 제조 및 생산은 많은 

시간이 소요되므로 발생 당시 바이러스의 혈청형에 대한 조기 진단은 거의 불가능 하

다.

(5) 따라서 구제역 조기 진단을 위해, 진단 방법의 간이성과 정확한 판독을 동시에 만

족 할 수 있는 기술에 덧붙여 사전적인 구제역 진단관리 및 구제역 바이러스의 감염 

확산 방지를 통한 구제역에 대한 예방 및 확산의 방지에 중요한 방법으로서 사용된다

면, 맞춤형 조기진단 및 진단키트에 대한 요구가 증가함에 따라 잠재적 가치와 시장

이 더욱 확대할 것으로 전망된다. 

(6) 구제역과 같이 전염성이 강한 질병을 현장에서 조기에 정확하게 진단하지 못하면 

바이러스가 확산되고 피해가 커지게 된다. 의심 신고 후 확진까지 2-3일 소요되는 현

재의 상황에서는 전염성 질환의 확산 방지에 어려움이 있다.
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Figure 3. 구제역 검사과정 

(7) 구제역 판정시간 과다

(가) Figure 3의 검사과정 체계도를 통해 알 수 있듯이 구제역의 원인체인 구제역 바이

러스를 확진하기 위해서는 일반적으로 바이러스의 게놈(RNA)을 추출하여 RT-PCR을 

통해 특정부위를 증폭시킨 후 핵산 염기서열분석 (capillary sequencing)을 실시하게 

된다.

(나) 이러한 염기서열분석은 Sanger법을 기초로 하고 있으며, ddNTP를 사용하여 반

응 후 다시 정제과정을 거치고 별도의 장비에서 전기영동 (electrophoresis)을 통해

서 데이터를 얻는 과정이 필요하기 때문에 RT-PCR이 종료된 이후에도 통상 6 ~ 8

시간 이상 소요되는 방법이라 과정이 복잡하다고 할 수 있다. 또한 획득한 염기서

열을 GenBank와 같은 염기서열 데이터베이스에서 찾는 과정을 통해 병원체의 혈

청형(유전형)을 파악하게 되는데, 검체에 복수의 병원체가 섞여 있을 경우 정확한 

분석결과를 얻기 어려운 문제가 있다. 

나. 현재 사용되는 검사방법의 한계 (Table 1)

(1) 간이 신속 진단 : 항원 또는 항체를 검사하기 위해 간단하게 사용할 수 있는 방법으

로 시료가 lateral-flow 방식으로 전개되면서 항원-항체 반응에 따라 결합하여 발색되

도록 고안된 제품으로 현장에서 신속하게 감염여부를 일차 확인하기 위한 용도로 주

로 사용된다. 그러나 비특이적인 반응으로 인해 위음성, 위양성의 발생가능성이 높고, 

간편한 방법이지만 발생 초기 진단 오류가 많이 발생한다. 

(2) ELISA : 효소면역 측정법이라 하며, plate well 내에서 항원-항체 반응 후 항체에 부

착한 효소의 반응(발광 또는 발색)을 측정하여 정성 및 정량 분석하는 방법이다. 여러 
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구분 간이 신속진단 ELISA RT-PCR Sequencing

검사방법 면역검사방법 효소면역검사방법 중합효소반응방법 염기서열분석방법

검사의 정확도 낮음 보통 보통 높음

검사판독의 

전문성
일정기술 필요

전문적인 지식 

필요

전문적인 지식 

필요

전문적인 지식 

필요

검출감도 uM uM 100 copies 100 copies

검사시간 30분 4시간~20시간 8시간 24시간 이상

장점
Ÿ 간단한 검사법

Ÿ 신속성

Ÿ 혈청형 구분 및 

정량 검사 가능

Ÿ 비교적 단시간에 

검사가능

Ÿ 정량 및 혈청형 

구분 가능

Ÿ 정확한 혈청형 

확인 가능

단점

Ÿ 비특이적인 

반응으로 위음성, 

위양성 발생

Ÿ 검출 감도 낮음

Ÿ 장시간 검사

Ÿ PCR 방법에 

비해  검출 감도 

낮음

Ÿ 항체 생성 전에 

검사할 수 없음 

(window period)

Ÿ 면역진단(신속진

단, ELISA)과 

비교하여 고비용

Ÿ 유사한 염기서열 

간의 비특이적인 

증폭가능성

Ÿ 고비용, 

Ÿ 장시간 검사

Table 1. 기존 검사 방법의 특징 비교

가지 시약을 사용하여 적용성을 확장시킬 수 있으나 확진을 위한 검사 시간이 많이 

소요되고, 혈청형 분석을 위해 동일한 검사를 반복하여 시행해야 하는 단점이 있다.  

(3) RT-PCR 및 염기서열 분석: 분자진단에서 주로 사용되는 방법이며, 대부분의 감염

질환의 최종 확진에 사용되는 방법으로 바이러스의 핵산을 추출하고 특정한 올리고

를 사용하여 증폭한 후 전기영동을 통해 바이러스 감염 여부를 정성 분석하거나, 추

가적인 실험으로 염기서열을 분석하면 정확한 혈청형을 알 수 있다. 그러나 ELISA 반

응과 같이 분석 시간이 많이 소요되고 검사비용도 높은 편이며 유사한 혈청형 간에  

PCR 반응이 비특이적으로 발생하거나 염기서열 분석이 불가능할 수 있다. 

3. 연구의 중요성

가. 현재 검사에서 사용되는 면역검사방법은 항원-항체 반응을 기반으로 하기 때문에 구

제역 항체가 검출 가능한 농도로 생성되기 전에 진단하기 어렵고, 항원 진단의 경우도 

검출 한계 이상 존재하지 않는 시료에서는 위음성으로 진단되기 쉽다. 

나. 이러한 방법을 개선하기위해 적용하고자 하는 것이 Immuno-PCR 방법 (Figure 4)이

다. 이 방법은 항원-항체의 반응 특이성의 장점과 PCR 방법의 target 증폭이라는 장점

을 융합한 것으로 기존의 면역반응으로 검출할 수 없는 농도의 항원이 존재하는 시료

에서 항원-항체 반응결합물을 얻은 후 PCR을 통해 핵산을 증폭하여 극미량의 항원의 

검출 가능성을 높도 검출할 수 있도록 하는 것이다.

다. Immuno-PCR을 사용한 구제역 바이러스 진단방법은 일반적으로 window period에 상
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Figure 4. Immuno-PCR의 모식도 

Figure 5. 3DNA signal amplifier

관없이 조기에 진단이 가능하고, 특히 구제역 바이러스와 같이 RNA바이러스인 경우 일

반적인 DNA보다 까다로운 RNA 추출과정과 cDNA 합성과정이 불필요한 사용자 편의적

인 기술이다.

라. 현장 검사용 신속 진단 키트에 나노기술을 적용하면 검출감도를 증가시킬 수 있다.

(1) Immuno-PCR을 현장 신속진단 키트에 적용하면 기존의 신속진단 키트에 비해 검출

감도가 최소 10배 이상 증가한 새로운 신속진단 키트를 개발 할 수 있다. 

(2) 이 방법은 '3DNA' 나노 DNA 기술 (Figure 5)을 사용하는 것으로 DNA가닥들이 서로 

복잡한 3차원 구조물을 이루도록 디자인하여 합성하고, 각각의 DNA 가닥 말단부위에 

이들을 검출 할 수 있는 발색 기질을 부착하는 방법으로 발색 signal을 최대화하는 방

법을 적용하면 극미량의 항원도 신속진단키트로 검출 가능하게 된다. 

마. 기술적인 측면

(1) 현장에서 조기 진단 가능한 제품개발 기술력 확보: 축산농가에서 1차 스크리닝으로

서 본 과제의 개발 제품을 검사를 선택할 경우, 현장에서의 진단 결과 확보에 기반 한 
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검사방법 검사시간 비용(1회 시험, 키트비용) 비고

현장 간이진단 30분 5,000원
검사비용 저렴

검사오류 가능성 높음

ELISA ~ 20시간 10,000원 혈청형 별 7회 반복시험 

RT-PCR ~ 5시간 20,000원 다중증폭 시 비용 증가

Sequencing ~ 2-3일 30,000원
검사시약 단가 높음

(미국 기업 독점)

Immuno-PCR 1-2 시간 8,000원
감도증가, 반응 용량 줄임, 

재료비 절감

Amplify 현장 

신속진단키트
30분 3,000원

고감도, 흡착 항체량 줄임, 

비용 절감

Table 2. 진단 검사 방법 비교

초동 대처 향방의 결정 및 잠복감염의 조기진단에 응용 가능하다.

(2) 현장에서 신속정확하게 조기검진 및 제어시스템으로 활용 가능: 질병 발생 위험지

역 및 도축장 등 현장에서의 신속진단에 의한 진단 결과를 확보함으로써 가축질병확

산 방지할 수 있다.

(3) 위험성 항원을 재료로 연구를 진행 할 경우 사용 가능한 위험성이 적은 유효 항원, 

항체 선별 및 생산 기술력 확보를 통해 유사한 종류의 타 감염질환 진단제품 개발의 

핵심요소 확보할 수 있다.

(4) 신종 감염성 질병의 유행 가능성 및 분포 지역의 확대 등의 위험성이 매년 증가함

에 따라 각 국가별 관리 체계 확립과 질병의 조기 진단을 위한 모니터닝 도구로서 활

용 가능하다.

(5) 수의학 분야 뿐 아니라 사람의 질병에 대한 진단제, 치료제 및 백신개발을 위한 중

요한 도구로 활용 가능하다.

(6) 본 과제의 적용대상인 구제역 외 더 많은 사람 또는 동물전염병에 적용 가능한 기

술의 기반으로 사용 될　것이며, 이를 기반으로 보다 많은 타겟을 분석할 수 있는 다

중진단, 칩 (chip)형태의 분석으로 확장 할 수 있다.

(7) 향후 높은 민감도, 특이도, 재현성을 구현할 수 있는 biochip의 개발이 쉬워지며, 따

라서 biochip 연구, 개발에 새로운 기술의 도입으로 차세대 biochip의 기술개발의 발판

을 마련 할 것이며, bio-mems 기술을 이용한 차세대 biochip (Lab-on-a-chip) 개발에 

주요 역할이 기대된다.

바. 경제, 사회적인 측면 

(1) 기존 진단법에 비해 시간 및 비용 절감 효과가 있다. (Table 2)
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(2) 새로운 시장 창출: 항원-항체 면역반응 원리를 기반으로 하여 PCR 방법을 융합, 기

존의 검출 감도보다 최소 100배 이상 증가한 고감도 진단제품 이므로 새로운 진단

시장을 개척할 수 있을 것으로 기대된다.

(3) Lateral-flow immuno assay 원리를 기반으로 한 핵산 검출형 신속진단으로 30분 이

내 진단가능하고, PCR 방법보다 더 높은 정확도를 가지는 제품이므로 국내뿐만 아

니라 감염율이 심각하여 니드 (needs) 많은 해외시장으로의 수출이 가능하여 수출 

증대 효과를 기대 할 수 있다.

(4) 가축질병 진단약품의 수입대체 효과 및 해외수출을 통한 국부창출이라는 이중 효과

를 거둘 것으로 기대된다.

(5) 이러한 구제역의 진단과 조기진단 판독율의 문제를 보완해 줄 수 있는 구제역 진단

용 간이진단키트 및 정밀진단용 키트의 개발과 보급을  통하여 국내 축산산업 및 

더 나아가 축산을 비롯한 인간의 바이러스성 질병을 억제하기 위하여 활용할 수 있

는 기술을 확립함으로써 고부가가치의 생명과학 제품개발의 활성화 및 원천기술 확

보에 따른 이 분야에 대한 국제 경쟁력 강화를 통한 시장선점이 기대된다.

4. 연구개발 방향

가. PCR과 나노 분자진단 기술의 확보

(1) 나노 분자 진단 기술은 감염성질환, 약제내성, 체세포 돌연변이, 단일 염기변이 등 

응용 분야가 다양할 뿐만 아니라 맞춤형 의학을 실현하는데 중요한 요소로서 글로벌 

진단산업에서 각광을 받고 있으나 국내 분자 진단 시스템 시장은 현재 도입단계 수준

으로 아직까지 활성화되어 있지 않은데다 소수의 바이오기업들이 경쟁하고 있는 상

황에서 세계수준의 선제적 기술 확보가 중요하다.

(2) 높은 재현성, 민감성, 분석비용의 절감 등을 바탕으로 국내 및 세계에서 기존 제품

대비 기기성능을 포함한 기능차별화 및 해외 제품과의 경쟁을 위한 가격 경쟁력을 강

화하기 위하여 원천기술개발에 대한 지속적 연구가 필요하며, 국제 표준규격을 준수

한 제품개발로 국내 및 해외에서 판매 가능한 키트형 제품개발이 필요하다.

(3) 구제역 발병 가축의 침, 혈액, 소변, 조직, 척수액 등의 여러 가지 체액에서 핵산의 

서열을 찾아낼 수 있으며, 일반 진단 방법보다 고감도 및 정보제공 다양화가 요구되

지만, 식약처 등 관계 기관의 허가를 받은 제품의 수가 적고 인허가 및 보험가 책정 

등의 문제와 사용료가 고액이기에 성장이 지체되어있는 상황이다.

(4) 현재는 임상진단과 혈액 스크리닝 분야에 사용되는 진단시스템을 가축분야까지 확

산이 시키는 것이 시급하다.

나. 현재의 구제역 검사 체계 및 방법은 구제역 바이러스의 확진을 위한 최선의 방법이기

는 하나 구제역 발생 후 2-3일이 경과된 후 최종 확인이 가능한 점, 간이 진단키트 및 

면역진단 방법 등이 항원, 항체가 일정량 생성 된 후 검출가능 한 점은 본 연구를 통해 

개발할 필요성이 있다. 

다. 본 과제를 통해 이루고자 하는 개발의 목표 또한 이러한 현재의 구제역 진단 방법을 

개선하여 현재의 진단 방법들 보다 더 향상된 감도로 조기 진단이 가능한 검사방법을 

개발하고 제품화 하는 것이다. 
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제 3 절 선행연구 내용 및 결과

1. 선행연구 항목

HBV (B형 간염 바이러스)진단을 위한 새로운 방법으로 자기(마그네틱) 나노파티클

을 항체에 결합하여 금속물질의 질량을 측정하는 방법으로 미량의 바이러스를 진단

하는 방법에 대한 연구를 진행 (2014-2015년도)

가. 항원, 항체 적용을 위한 나노물질의 표면 개질

나. HBV 검출을 위한 항체 나노파티클 레이블링

다. 항원, nano partlcles labled HBV Ab 반응 최적화

라. ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer) 분석

2. 선행연구 내용

가. 바이러스 진단에 주로 사용되고 있는 기술은 항원-항체 반응 또는  PCR을 이용한 중

합효소 연쇄반응에 발색화합물질이나 형광체를 결합하여 측정의 감도를 높이는 것이 

대부분이며, 형광체나 발색체를 tagging한 biomarker (예를 들면 항원, 항체 또는 올리

고머)를 만들어 적당한 단백질이나 핵산 등에 반응시켜 형광분석장치 또는 ELISA를 이

용하여 측정하는 것이 보편화되어 있다.

나. 그러나 ELISA를 사용하는 방법은 사용가능한 발색체 또는 형광체의 종류가 다양하지 

않아 다중검출이 불가능하고, 발색과 관련한 효소의 반응이 직선성 반응이 아니므로 일

부 직선구간을 제외하면 측정값의 왜곡이 발생하는 문제가 있다. 

다. 형광체를 사용한 chip반응이나 real-time PCR의 경우 분석비용이나 장비가 고가이며, 

결과분석 측면에서도 photo bleaching 및 quenching, 형광파장의 겹침 등에 의한 위양

성, 검출 한계값의 존재 등 여러 가지 측정의 제약요건들이 산재해 있어 이를 극복하고 

미량의 바이러스 검출을 위한 방법으로 자기 나노파티클과 무기 이온을 측정할 수 있

는 ICP-MS를 사용하였다. 

라. 본 과제와 관련한 선행연구로서, 나노물질을 이용한 바이러스 진단 기술을 적용하였다.

(1) 금속이온을 사용하는 바이러스 진단방법은 국내에서 연구 진행된 사례는 없다. 금

속들과 분자들의 반응에 있어서 금속의 영향을 받는 세포를 metallome이라고 하고, 

이에 대한 연구를 하는 것이 metallomics라고 하는데, 이러한 metallomics의 기술이 최

근 대두된 것으로 기존 분석기술로는 관찰하기 어려운 초소량의 바이오 시료에 존재

하는 초미량의 금속이온을 측정하는 기술과 분석 장비가 개발되었기 때문에 연구가 

가능하게 되었다.

(2) 금속이온 tagging기술의 장점은, 1) 선택할 수 있는 금속이온의 수가 많으며, 2) 금

속이온을 정량적으로 측정할 수 있는 기술들이 잘 알려져 있고, 3) 다양한 금속이온들

을 적용하여 동시 다중 검출이 가능하며 4) 특히, 반응이 전 구간에서 직선성을 가지

기 때문에 정확하고 정밀하게 측정할 수 있다는 점이다. 결론적으로, metal tagging방

법을 기존의 바이러스 진단에 이용하게 되면, 측정 선택범위가 넓어질 것으로 예상되

며, 효소를 사용하는 일반적인 생물학적 반응과 비교하여 재현성 및 정확성의 크게 

향상될 것으로 예상된다. 
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Figure 6. ELISA 검사와 나노물질 ICP-MS측정 비교, 실험대상 HBV 

(3) 기술적으로, 이 방법은 형광체나 기타 발색화합물 대신에 metal을 수용할 수 있는 

기능성을 갖는 단백질이나 DNA에 metal을 tagging 시켜서, metal을 검출할 수 있는 유

도결합 플라즈마 질량분석법으로 측정하는 것이다. 금속 metal의 종류는 주기율표에 

있는 중금속 원소들 대부분이 응용 가능하기 때문에 단백질 등에 특정 element를 

tagging시켜서 metal을 측정하면, 다양한 선택성 (selectivity)의 기능도 부여할 수 있다.  

(4) 선행 연구는 일반적으로 바이러스 진단에 사용하는 효소면역측정 방법과 금속 나노

물질을 이용한 바이오물질 (바이러스 항원 또는 항체) 측정기술을 융합하여 새로운 진

단방법을 개발하는 것이므로, 금속 나노물질이 부착된 항원, 항체 등의 바이오물질을 

사용하여 효소면역방법의 과정을 적용할 수 있는지 여부를 우선 검증해 보고자 하였다.

(5) 나노물질을 레이블한 항체 진단시스템이 적용가능한지 알아보기 위해 금속물질로

서 gold (Au: 금)을 사용하여 pilot test를 실시하였다. 동일한 농도의 시료를 사용하여 

금속 나노물질 (Au: 금)을 사용하는 방법과 일반적인 ELISA-color 발색방법을 비교한 

결과 ELISA법으로 검출하지 못하는 소량의 항원의 농도에서도 금속 나노물질을 이용

한 측정법으로는 진단이 가능한 것으로 확인되었다.
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지식재산권명 출원국/출원번호

 생체 분자 분석 키트 및 이를 이용한 생체 분자 분석 방법
대한민국/ 

1014271460000(등록)

 생체분자 분석용 미소입자 및 이의 제조 방법, 생체분자 분

석용 키트, 및 이를 이용한 생체분자 분석 방법
PCT/KR2013/007636

Table 3. 항체-나노파티클을 이용한 바이러스 검출 방법 특허출원  

마. 선행연구 결과 (Table 3)

제 4 절 연구개발 범위

1. 1차 년도

가. 구제역 혈청형 별 항원 제조

나. 다클론 항체 제작

다. 단클론 항체 제작

라. 항체의 정제

마. 제조 항체의 테스트 (역가 평가)

2. 2차 년도

가. 항체-레이블링 및 반응성 시험

나. 항원-항체 반응 최적화

다. PCR 증폭 반응 테스트 및 반응 조건 최적화

라. 간이키트 시그널 증폭 및 반응 최적화

3. 3차 년도

가. Pilot type 시작품 제조 

나. 내부 성능 시험

다. 외부 성능 시험(구제역 관련 시료 취급기관)

(1) 내부성능 시험이 완료된 후 외부, 구제역 검사가 가능한 공인기관 또는 국가지정 

검사실에 제품의 성능 시험을 의뢰한다. 

(2) 성능 지표 : Table 4
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주요 성능지표 단 위
최종 

개발목표
세계최고수준

(보유국/보유기업)

객관적 측정방법

시험규격

판독 가능한 
혈청형 개수 3개 이상 

(알려진 혈청형은 
7개 이나

국내, 아시아 
발생형은 3가지)

구제역 시료 취급 가능한 외부 

위탁기관 시험 결과보고서 첨부

정확성 횟수 100% 비교대상 없음
구제역 시료 취급 가능한 외부 

위탁기관 시험 결과보고서 첨부

정밀도
(검출감도)

 
copies, 
moles

10 copies 
이하,

nM 이하
비교대상 없음

구제역 시료 취급 가능한 외부 

위탁기관 시험 결과보고서 첨부

재현성 횟수 시료 10개, 
3회 반복 비교대상 없음 

구제역 시료 취급 가능한 외부 

위탁기관 시험 결과보고서 첨부

Table 4. 성능지표 
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제 2 장 국내·외 기술개발 현황

제 1 절 국내 기술 수준 및 시장 현황

1. 기술 및 경쟁사 현황 

가. 구제역 바이러스 (Foot-and-Mouth Disease virus; FMDV)는 Family Picornaviridae의 

Genus Aphthovirus에 속하는 single strand positive RNA virus로써 바이러스 입자의 직

경은 약 21-25 nm이다. 구제역 바이러스의 유전체 중 VP1의 coding region sequence에 

따라 7가지의 serotype (O, A, Asia1, C, SAT1, SAT2, SAT3)으로 나눠지며 80여종의 

subtype으로 분류된다.

나. 이중에서도 O형, A형, Asia 1형은 베트남, 대만, 중국 등 우리나라 주변 국가에서 주로 

발생하는 구제역 혈청형으로 보고되었다.

다. 구제역의 발생 시 초기진압이 중요한 만큼 정확하고 빠른 진단이 필요하나 구제역 바

이러스의 여러 가지 혈청혈에 대한 면역반응이 교차되지 않으며, 임상증상 또한 돼지 

수포병, 수포성구내염, 수포진 등과도 구분이 어렵다. 따라서 구제역으로 의심되는 의

심축의 발생 시에 실험실에서 빠르게 진단이 이루어져야 한다.

라. 구제역 진단에 활용되는 방법은 크게 세 가지로 나뉜다. 먼저 항원 ELISA법은 최근 

Indirect sandwich ELISA법을 이용하여 구제역 바이러스의 7가지 혈청형에 대한 항체를 

플레이트에 부착 한 후, 조직 유제액, 수포액 및 세포배양액과 같은 검사재료를 반응시

켜 구제역 항혈청별 특이 검출항체, 효소표지항체 및 기질 순으로 반응시킴으로써 특이 

항원을 검출하는 진단법으로써 구제역 확진 검사에 필수적이다.

마. 항체 간이 진단법은 항원 검사 시료가 없을 경우에 수행하는 혈청학적 검사로, 항원 

간이 진단법은 구제역에 대한 구조단백질 (SP) 및 비구조단백질 (NSP) 항체를 장착한 

항원을 검출하는 간이 진단키트로 적은 양 (약 15 µL)의 수포액으로 15분 이내에 결과 

판독이 가능하다. 하지만 항체간이진단법은 2010년 1월 경기도에서 구제역 발생 시에 

초기 항체 형성에 문제가 있어 조기 진단에 효과가 없음이 보고된 바 있다. 

바. 유전자 검사법은 최근 분자유전학의 발달과 함께 새로이 고안된 방법으로 구제역 바

이러스의 유전자를 검출해 7가지 항혈청을 모두 진단 할 수 있으며 기존의 방법의 비해 

진단 소요 시간이 짧고 결과의 민감도와 특이성이 높은 장점이 있다.

사. 현재 농림축산검역본부에서 상기 간이검사키트를 일괄 구매하여 동물위생시험소에 

배부하지만, 경우에 따라서 시험소에서 직접 구매하는 경우도 있고 현재 시장규모는 연

간 2억원 내외 이지만, 정밀검사 관련 키트의 시장은 제외되어 있고, 구제역이 1급 가

축 전염병인 관계로 창궐하게 되면 시장 규모는 급증할 것으로 판단된다. 

2. 산업 재산권 (Table 5)

가. 구제역 진단방법에 대해서는 다수의 발표 사례가 있으며 검체로부터 얻어진 체액의 

항원제시 물질, 항체, 합텐 및 이들의 조합이 검출시약과의 복합체를 형성함으로써 키

트의 외관 변화를 통해 구제역 바이러스 감염여부를 판단하는 진단키트가 보고되었다 
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특허번호 특허개요 출원인 출원국

10-2011-0031012 Asia I형 진단방법 수의과학검역원 대한민국

10-2014-0080760 SAT I 혈청형 구제역 진단방법 수의과학검역원 대한민국

10-2011-0115006 SAT II 혈청형 구제역 진단방법 수의과학검역원 대한민국

10-2011-003838 7가지 혈청혈을 분석하기 위한  PCR법 수의과학검역원 대한민국

10-2013-0014933 O형, A형, Asia I형 다중 증폭 수의과학검역원 대한민국

10-2013-0085227
실시간 PCR을 이용하여 구제역 바이러스의 

감염 여부를 진단
수의과학검역원 대한민국

Table 5. 구제역 진단관련 국내 특허 현황 

(특허: 10-2004-0095824). 감염 의심축의 항체를 분석함으로써 진단하는 방법에는 혈청

형별로 SAT I형 구제역의 진단방법 (특허: 10-2014-0080760)과 SAT II형의 진단방법 (특

허: 10-2011-0115006) Asia I형 진단방법 (특허: 10-2011-0031012)이 각각 보고되었다.

나. 현재까지 보고된 구제역 유전자검사법에는 7가지 혈청혈을 분석하기 위해 디자인된 

프라이머를 사용하여 PCR을 수행한 후에 전기영동상의 DNA size의 차이로 감별해 내

는 방법과 (특허: 10-2011-003838) O형, A형, Asia I형을 대상으로 1개의 튜브에서 3가

지 항혈청형을 구분할 수 있게끔 고안된 multiplex RT-PCR이 보고된 바 있다 (특허: 

10-2013-0014933). 실시간 PCR을 이용하여 구제역 바이러스의 감염 여부를 진단할 수 

있는 방법으로 구제역 원인 바이러스의 유전자에 특이적인 프라이머 세트, 이를 포함 

하는 PCR칩, PCR장치 및 검출 방법에 대한 보고가 이루어진 바 있으며 (특허: 

10-2013-0085227) 이에 대하여 구제역의 혈청 타입별 유전자 검출용 프라이머 세트가 

공개되었다 (특허: 10-2013-0134040).

제 2 절 국외 기술 수준 및 시장 현황

1. 기술현황

가. 진단시스템 일반적 기술동향

(1) 2012년 미국의 Bruker Daltonics사의 단백질 질량분석법을 활용한 미생물 동정 기술

개발의 가속화로 리보좀 구성 단백질과 RNA의 종간 특이성을 활용하여 미생물별 고

유질량 값을 통한 균 동정기술 개발을 성공하였다.

(2) 미국 정부 주도하에 바이오테러 대비 TaqMan Real-time PCR과 단일클론 항체 기
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반의 독성검출 시스템을 조합한 M-BAND 기술개발 성공하였다.

(3) 미국의 Cepheid사는 미세유체역학 기반 실시간 PCR 시스템인 GeneXpert system을 

개발하여 결핵 및 리팜피신 내성 동시 진단제품을 개발하였고 이를 기반으로 가축 전

염병 진단 키트를 제품화 단계에 이르고 있다.

(4) 감염성 미생물 검사시장의 증가로 인한 신속, 고정확성 분자 진단기기가 시장주도하

기 위하여 미국의 아이다호 테크놀러지는 바이오진단키트와 나노기술을 접목하여 27

가지 병원체에 대한 동시진단이 가능한 Film Array System을 출시하여 판매하고 있다.

(5) 유럽은 표면 플라즈마 공명 등의 검출기법, 핵산소재 개발, 나노 및 MEMS 기술을 

접목한 랩-온어칩 제조, 유럽 인종에 대한 약리유전체학 등의 컨텐츠 개발을 위해 집

중투자를 하고 있다.

(6) 일본의 오사카대학교와 벤처기업 프로테인크리스털社 등의 연구그룹은 단백질 칩

을 수십 회 반복해서 이용할 수 있도록 하는 신기술개발이 완성단계에 이르고 있다.

(7) 이와 같이 나노입자 진단관련 기술 및 미세유체역학 기술의 발달로 기존 장비의 소

형화 및 현장진단 장비로의 전환이 급속히 진행되어 앞으로 랩-온어칩과 분자진단기

술의 조합을 통하여 가정이나 농가의 질병진단이 가능한 고속진단 페이퍼-칩 개발이 

상용화될 것으로 예상되고 있다.

나. PCR 진단시스템과 구제역 상관관계 기술동향

(1) 현재 구조단백질 항체를 검출하는 진단법으로서 국제수역사무국 (OIE)에서는 중화

시험법을 표준 진단법으로 권장하고 있으나, 시험기간이 3일 정도 소요되고 고도의 

생물안전차폐 실험실에서 실시해야 하는 등 대량의 시료를 검사하기에는 어려움이 

있어서 이를 극복하고자, '효소결합면역측정법 (ELISA)'이 개발되었다. 

(2) Hamblin 등(1986)은 불활화 구제역 바이러스와 토끼 및 기니픽 다클론 항체를 사용

한 액상블로킹 방식 (Liquid-phase blocking)의 효소결합면역측정법 (LPB ELISA)을 개

발하였으나 진단항원을 생산하려면 살아있는 바이러스를 취급해야 하고, 진단용 항체

로서 다클론 항체를 사용하기 때문에 생산 시마다 항체역가의 차이가 발생하는 단점

이 있다.

(3) 기존의 구제역 혈청형 감별법이 세계적으로 사용되고 있으나, 세계동물보건기구/ 

세계식량농업기구의 국제 표준연구소인 영국 동물질병 연구소 (OIE/FAO World 

Reference Laboratory for FMD (WRL), Pirbright, UK)에서 개발된 프라이머는 최근의 

아시아의 구제역 정보를 반영하지 못하였기 때문에 우리나라 상황에서 multiplex 

RT-PCR 로 진단에 활용하기는 어렵다. 또한 O, A, Asia 1 형 이외의 혈청형은 역학 

상황 상 발생 가능성이 매우 낮은 기술로 판단된다.

(4) Ding 등(2011)은 구제역의 진단에 민감도를 높일 수 있는 immuno-PCR을 소개하기 

시작했고, 아직 이와 관련된 특허는 현재까지 검색되지 않고 있으며, 향후 이러한 기

법을 이용한 진단키트 개발이 본 연구를 통해 완성이 된다면 기존의 키트에 비해 더 

효율적으로 진단이 가능할 것으로 사료된다.

2. 국외 지적재산권 현황 (Table 6)

가. 구제역에 관한 국외 특허기술동향은 국내 특허 내용과 유사하다. 구제역 바이러스 항

원을 혈청형 별로 검출할 수 있는 프라이머 세트 및 진단키트 (특허: 07732145) 또는 
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07732145 
(2010.06.08) 

일반적인 구제역 현장 신속진단 키트 Princeton Biomeditech 미국

07604961 
(2009.10.20) 

VP1 펩타이드로 항원을 대신하여 항체를 
유도하는 방법

Liang Shu-Mei  
Academia Sinica 

미국

05866416 
(1999.02.02)

FMD 바인딩 부위를 삭제한 세포주 생산

The United States of 
America as represented 
by the Secretary of 

Agriculture 

미국

Table 6. 구제역 진단관련 국외 특허현황 

나. 본 과제에서 항원 대신 사용하고자 하는 펩타이드를 이용하여 항체를 생성하는 방법

(특허: 07604961)

다. 구제역 실험에서 사용되는 바이러스의 전염성에 대한 확산 위험을 방지하기 위해 핵

산을 불화성화 하거나 제거한 세포주의 개발(특허:05866416) 등이 특허의 대부분을 차

지하고 있으며, 본 과제와 같이 immuno-PCR 방법을 이용하거나, 핵산을 적용한 현장 

신속진단과 같은 특허내용을 발견되지 않았다.
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제 3 장 연구수행 내용 및 결과

제 1 절 실험 방법

1. 구제역 혈청형 별 항원 및 항체 제작

가. 구제역 혈청형 별 항원 제조

(1) VP1 유전자 합성 및 E.coli 발현 벡터 제작

국내에서 등록한 genbank 서열 중 A 형, Asia1 형, O1 형, O2 형으로 구분하여 

선정한 후, 코돈 최적화 서열로 변환하여 유전자를 합성하였다. 합성된 VP1 유전자

는 E.coli expression vector인 pET-28a (Novagen)의 NdeI/XhoI 제한효소 위치에 클

로닝하였다. 

혈청형 별로 각 epitope부위를 포함하는 3 subclone으로 벡터를 제작하였다. 발현

할 부위가 짧기 때문에 발현 및 정제를 용이하게 하기 위해 GST (Glutathione S 

transferase) fusion 단백질로 발현되도록 하였다. 합성된 VP1 유전자를 template로 

하여 각 혈청형 별 specific primer (Table 7)를 사용하여 해당 부위를 PCR 증폭한 

후, GST fusion expression vector인 pGEX-4T-1 vector의 BamHI 제한효소 위치에 

In-fusion cloning 방식으로 삽입하였다. 

제작된 모든 벡터는 plasmid 정제 후, Big-Dye terminator sequencing을 통하여 정

확한 클론을 확인하였다.

(2) FMDV VP1 재조합단백질 과발현 및 정제

pET28a-VP1 시리즈 벡터들과 pGEX-VP1 시리즈 벡터들을 이용하여 단백질을 과

발현 및 정제하였다. pET28a-VP1 시리즈 벡터들은 E.coli strain인 BL21(DE3)에, 

pGEX-VP1 시리즈 벡터들은 E.coli strain인 TOP10에 transformation하였고, 과발현 

조건 test 후 결정된 조건으로 단백질을 과발현을 유도하고 단백질 정제를 진행하였

다.

Insoluble한 His-VP1 inclusion body를 정제하기 위해 세포를 50 mL TEN buffer 

(50 mM Tris, pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA)로 현탁하고 lysozyme을 1 mg/ml

까지 첨가한 후 4℃에서 30분간 lysis 시켰다. 초음파 분쇄기로 세포를 충분히 분쇄

하고 20,000 xg로 20분간 원심분리하여 inclusion body를 침강시킨 후, 50 mL TENC 

buffer (0.5% deoxycholate in TEN buffer)로 inclusion body를 현탁하고 다시 초음파 

분쇄 후 원심분리하였다. TENC buffer 세척을 2회 더 반복하여 획득한 순수한 

inclusion body를 30 mL His DN binding buffer (20 mM Tris, pH 7.9, 500 mM NaCl, 

8 mM Urea)로 4℃에서 4시간 rotation 시켜서 충분히 녹인 후 0.45 um filter로 

filtration하였다. Denatured VP1 단백질은 metal chelating affinity chromatography 

방법으로 정제과정을 수행하였다. 시료를 5 mL Histrap HP column에 단백질을 결합

시킨 후 His DN elution buffer (20 mM Tris, pH 7.9, 500 mM NaCl, 8 mM Urea, 

300 mM imidazole)로 0-100%까지 gradient elution으로 denatured VP1 단백질을 일

차적으로 정제하였다. 정제된 단백질에 최종 1% SDS를 첨가하고 Sephacryl S-200 
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혈청형 Constructs Primer name Primer sequence
Region 

(aa)

A

pGEX-VP1A 

1-80

A1-80-F GGTTCCGCGTGGATCCACCACCGCGACCGGTGAA
1-80

A1-80-R GGAATTCCGGGGATCCTTAAACAACAATTTCTAAATC

pGEX-VP1A 

70-168

A70-168-F GGTTCCGCGTGGATCCACTTATTATTTCTCTGAT
70-168

A70-168-R GGAATTCCGGGGATCCTTATGCACGAACAGCGCCGTA

pGEX-VP1A 

158-212

A158-212-F GGTTCCGCGTGGATCCCCAGCTTCTTTTAACTAC
158-212

A158-212-R GGAATTCCGGGGATCCTTACAGCAGCTGTTTAGC

Asia1

pGEX-VP1Asia1 

1-80

As1-80-F GGTTCCGCGTGGATCCACCACCACCACCGGTGAG
1-80

As1-80-R GGAATTCCGGGGATCCTTACAGCGCAACTTCTAAATC

pGEX-VP1Asia1 

70-168

As70-168-F GGTTCCGCGTGGATCCACTTATTACTTTTCTGAT
70-168

As70-168-R GGAATTCCGGGGATCCTTAAGCTTTAACCGCACCATA

pGEX-VP1Asia1 

158-211

As158-211-F GGTTCCGCGTGGATCCCCGACCTCTTTCAACTAT
158-211

As158-211-R GGAATTCCGGGGATCCTTACAGGGTCTGTTTTTC

O1

pGEX-VP1O1 

1-80

OI1-80-F GGTTCCGCGTGGATCCACCACCTCTACCGGTGAA
1-80

OI1-80-R GGAATTCCGGGGATCCTTAAACAGCAACTTCCAGATC

pGEX-VP1O1 

70-170

OI70-170-F GGTTCCGCGTGGATCCACCTACTACTTCGCTGAT
70-170

OI70-170-R GGAATTCCGGGGATCCTTATGCTTTAATCGCGCCATA

pGEX-VP1O1 

160-213

OI160-213-F GGTTCCGCGTGGATCCCCAACCTCTTTTAATTAT
160-213

OI160-213-R GGAATTCCGGGGATCCTTACAGCAGCTGTTTAAC

O2

pGEX-VP1O2 

1-80

OII1-80-F GGTTCCGCGTGGATCCACCACCAGCACCGGTGAA
1-80

OII1-80-R GGAATTCCGGGGATCCTTAAACTGCAACTTCTAAATC

pGEX-VP1O2 

70-176

OII70-170-F GGTTCCGCGTGGATCCACTTACTATTTCGCTGAT
70-176

OII70-170-R GGAATTCCGGGGATCCTTAAGCTTTAATAGCGCCATA

pGEX-VP1O2 

160-213

OII160-213-F GGTTCCGCGTGGATCCCCGACCTCTTTTAACTAT
160-213

OII160-213-R GGAATTCCGGGGATCCTTACAGAGACTGTTTAAC

Table 7.  GST fusion VP1 partial fragment subcloning용 primer

26/60 column에 단백질을 로딩한 후 TENS buffer (25 mM Tris, pH 8.0, 100 mM 

NaCl, 1 mM EDTA, 0.05% SDS)로 size exclusion chromatography를 실시하여 

refolding 과정을 수행하였다. 정제된 단백질은 4℃에서 2시간 정치시켜 과도한 SDS

를 결정화 시키고, 20,000 xg로 30분간 원심분리하여 SDS 침전물을 제거하였다. 

GST fusion 단백질은 30 mL PBS buffer (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM 

Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4, pH 7.4)로 현탁하고 1 mg/mL lysozyme을 첨가하여 4℃에

서 30분간 lysis 시켰다. 초음파 분쇄기로 세포를 충분히 분쇄한 후 20,000 xg로 20

분간 원심분리하여 cell debris를 제거하였다. 상층액을 1 ml GSTrap HP column에 

결합시키고, 15 mL PBS buffer로 wash한 후, 5 mL GST Elution buffer (50 mM 

Tris, pH 8.0, 10 mM Reduced Glutathione)로 elution하였다. 

정제된 His-VP1 단백질은 15% SDS-PAGE 및 coomassie blue staining으로 순도를 
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확인하였고, GST-VP1 단백질은 15% SDS-PAGE 및 western blot으로 순도를 확인하

였다. 

Western blot은 다음과 같이 수행하였다. 15% SDS-PAGE 전개한 후 nitrocellulose 

membrane에 transfer하였고, Membrane을 TBST buffer (20 mM Tris, pH 7.6, 137 

mM NaCl, 0.1% Tween-20)로 wash하고, blocking buffer (5% skim milk in TBST 

buffer)에서 1시간 blocking 하였다. Anti-GST mouse monoclonal antibody를 1:2,000

으로 2시간 결합시킨 후 TBST buffer로 5분씩 3회 wash하였고, Anti-mouse IgG 

Fc-HRP 1:5,000으로 30분간 결합시킨 후 TBST buffer로 5분씩 3회 wash하였다. 마

지막으로 Chemiluminescence Detection reagent로 반응한 후 X-ray film에서 노출하

여 현상하였다.

나. Polyclonal antibody 제작

FMDV VP1 단백질에 대한 polyclonal antibody를 제작하였다. 정제된 각각의 혈청

형 His-VP1 단백질을 2마리의 토끼에 각각 500 ㎍ 단백질로 immunization 하였다.  

4주 후 300 ㎍ 단백질로 1차 boosting하고 이 후 2주 간격으로 2차, 3차 boosting을 

실시하였다. 

다. Monoclonal antibody 제작

FMDV VP1 단백질에 대한 monoclonal antibody를 제작하였다. 다수의 monoclonal 

antibody clone을 확보하기 위하여 MANI Method로 항체 제작을 진행하였다. 항원을 

생쥐 (BALB/c)에 adjuvant (sigma)와 혼합하여 주사하고 생쥐의 혈액을 채취하여 항

체 생성 여부를 ELISA법으로 확인하였다. 2회 면역 후 항체의 역가 (1:5,000)가 적정

하게 증가하면 면역된 생쥐에서 비장을 떼어내어 B 림프구를 분리한 다음, 배양한 

myeloma 세포 (sp2/0)와 융합시키고, 융합된 세포를 hypoxanthin, aminopterine, 

thymidine이 첨가되어 있는 배지 (HAT medium)에서 배양하여 myeloma와 B 림프구

만이 융합된 세포 (hybridoma)를 선택적으로 선별하여 배양하였다. 얻어진 

hybridoma 세포 중에서 항원과 반응하는 항체를 생산하는 세포를 ELISA법을 이용하

여 확인하고, ELISA 양성반응인 세포를 한계희석법 (limiting dilution method)를 이용

하여 양성세포와 음성세포를 분리하는 과정 (cloning)을 반복하여 항원에 반응하는 

항체를 생산하는 단일클론세포 (hybridoma)를 생산하였다. cloning 과정은 4회 수행

하였으며, 생산된 hybridoma cell을 Freezing (1X106cell/ml)하여 보관하였다. final 

cell을 thawing 하여 항원을 이용하여 indirect ELISA를 수행하였다.

라. 항체의 정제

획득한 clone별 항체를 정제하기 위해 serum (polyclonal antibody) 또는 복수

(monoclonal antibody)를 filter로 여과한 후, 1X PBS로 희석하여 준비하였다. 준비된 

항체를 Protein A/G resin에 binding 시킨 후 1X PBS로 wash하였다. Glycine buffer 

(0.1 M glycine-HCl, pH 3.0)로 elution 후, Tris buffer (1 M Tris-HCl, pH 8.8)로 중성

화를 수행하였다. 정제된 항체는 2X PBS로 투석 및 농축하여 최종으로 clone별 항

체를 획득하였다. 최종 획득한 항체는 12% SDS-PAGE를 통해 순도를 확인하였으며  

nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer, Thermo Fisher 

Scientific)을 사용하여 280 nm에서 농도를 측정하고 평균을 산출하였다.
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마. 제조 항체의 테스트

(1) 역가 평가

항체의 역가는 western blot 및 ELISA로 확인하였다. ELISA는 High bind 96-well 

plate에 well당 200 ng 씩 각각의 항원을 coating하고, 혈청을 1:100-100,000까지 단

계 희석하여 결합시킨 후 anti-rabbit IgG-HRP를 1:10,000으로 결합하였다. TMB 

substrate (Sigma)로 발색한 후 ELISA reader로 흡광도를 측정하였다. Western blot은 

혈청을 1:3,000으로 희석하여 결합시킨 후 anti-rabbit IgG-HRP를 1:5,000으로 결합하

여 수행하였다. 

(2) 제조 항원, 항체 비교

PRIONICS 사의 PrioCHECK® FMDV type A/ type Asia1/ type O의 타입별 제품을 

사용하여 제조한 항체의 반응성을 확인하였다. 두 가지 방법으로 확인하였으며 첫 

번째는 kit의의 프로토콜로 수행하였고, 두 번째 방법은 키트의 conjugate 대신 

1/10,000으로 희석된 anti-mouse IgG-HRP (또는 anti-rabbit IgG-HRP)를 사용하여 

ELISA를 수행하였으며, 이 때 각 kit의 reference serum 및 control은 반응에서 제외

하였다. 

2. 항체-레이블링 및 반응성 시험

가. Silicon wrapping

나노입자의 표면에 실리카 코팅층을 형성하기 위해 100% 에탄올과 암모니아용액

을 첨가하고 초음파기기와 vortex를 이용해 나노입자들을 계속 분산시키면서 

TEOS(silica)를 넣어 microwave에서 40℃, 30분 반응 후, 70℃, 60분간 반응하였다. 

실리카 코팅층을 가진 나노입자를 toluene으로 세척하고, DMF (dimethylformamide)

와 toluene을 넣어 상기의 방법과 동일하게 초음파 기기와 vortex를 사용하여 뭉치

지 않게 분산시키면서 3-APTES (3-Aminopropyltriethoxysilane)를 넣고, microwave에

서 80℃, 3시간 반응하였다. 이 때, 30 분마다 vortex해 주면서 계속 반응시켰다. 반

응이 끝난 나노입자는 toluene과 에탄올로 세척 후 에탄올에 보관하여 사용하였다. 

나. Antibody-magnetic particles 레이블링

Amine group으로 코팅된 magnetic nanoparticles를 washing solution에 완전히 분

산시킨 후, 1.5 mL의 washing solution (0.1 M PBS, pH 7.4) 을 첨가하여 

resuspension 시킨 후 magnetic stand에 30초 방치 후 상층액을 제거하는 세척 과정

을 2회 실시하였다. Magnetic nanoparticle에 glutaraldehyde solution (8% 

Glutaraldehyde, 0.1 M PBS, pH 7.4) 1 mL을 첨가하고 계속 부드럽게 섞어주면서 실

온(22±3℃)에서 2시간 incubation하고, 2회 세척하였다. 그리고 0.4-0.5 mg/mL의 농

도로 준비된 antibody 1 mL을 magnetic nanoparticle pellet에 첨가하여 완전히 혼합

해주고, 부드럽게 계속 섞어주면서 실온(22±3℃)에서 4시간 incubation 후, 세척하였

다. 다음으로 1 mL의 quencher solution (35 mM ethanolamine, 0.1 M PBS, pH 7.4)

을 첨가하여 혼합해준 후, 부드럽게 계속 섞어주면서 실온(22±3℃)에서 30 분 

incubation 후, magnetic stand에 30초 방치 후, 상층액을 제거하였으며, 바로 

blocking solution (1% BSA, 0.1 M PBS, pH 7.4) 1 mL을 첨가하여 혼합한 후 
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quencher solution 단계와 동일하게 30분 incubation 실시 후 세척과정을 2회 수행하

였다. 상층액이 제거된 magnetic nanoparticle을 1 mL의 storage solution (1% BSA, 

5% glycerol, 0.1 M PBS, pH 7.4) 으로 완전히 resuspension시킨 후 사용하기 전까지 

4℃에서 보관하였다. 획득한 conjugate는 ELISA 반응을 통해 확인하였다.

다. Antibody-oligomer 레이블링

1 mg/mL의 타입별 monoclonal antibody와 60-100 µM의 5'aminated oligomer를 준

비하였고, Thunder-Link® PLUS Oligo Conjugation System (Expedeon)을 사용하여 레

이블링 반응을 수행하였다. 준비한 oligomer와 antibody를 각각 activation 시킨 후,  

activated oligomer와 antibody를 몰수비 1:10-15의 비율로 첨가하여 레이블링 반응을 

실온 (22±3℃)에서 overnight 진행하였다. 이렇게 획득한 conjugate는 free oligomer

를 제거하기 위해 Conjugate Clean Up Reagent를 사용하여 정제 과정을 수행하였

고, conjugate 생성은 4-15% gradient SDS-PAGE 및 3% agarose gel 전기영동으로 

확인하였다.

3. Immuno-PCR

가. 항원-항체 반응 최적화

 96-well plate (flat bottom)의 각 well에 MP conjugate (antibody-magnetic 

particles conjugate)를 50 µL 분주한 후, 확인하고자 하는 시료 (또는 항원)을 50 µL 
분주하고 실온(22±3℃)에서 1시간 incubation 하였다. Plate를 magnetic 96-well 

seperator에 고정시킨 채 1분 방치한 후, well 안의 solution을 털어 제거하고, 

washing buffer (PBST buffer - 1X PBS, 0.05% Tween-20, pH 7.4)를 250 µL씩 분주

한 후, 바로 털어버리는 세척 과정을 5회 실시하고, 마지막 washing 후 plate를 

paper towel 위에 여러 번 쳐서 solution을 완전히 제거하였다. 이 때, 96-well plate

는 magnetic 96-well seperator에 고정시킨 채 수행하였다. 

Oligo conjugate (antibody-oligomer conjugate)를 각 well 100 µL씩 분주하고, 실온 

(22±3℃)에서 1시간 incubation 후, 5회의 세척을 수행하였고, washing solution을 완

전히 제거한 후, 각 well에 DNase&RNase free water를 100 µL씩 분주하였다. 

나. PCR 증폭반응 테스트 및 반응조건 최적화

항원-항체 반응을 진행한 sample을 template로 사용하여 Real-time PCR (ABI 

7500, USA)을 수행하였다. SYBR Premix Ex Taq™ (Takara, Japan)를 사용하여 SYBR 

green 형광을 표지자로 결과를 확인하였다. PCR 조건은 초기에는 95℃에서 30초를 

진행한 후, 95℃에서 5초, 65℃에서 20초로 40 cycle을 반복하였다. 최적화 진행 후, 

최종 Real-time PCR 수행 조건은 다음과 같다. 95℃에서 30초 반응 후, 95℃에서 5

초, 58℃에서 15초로 25 cycle 수행하였다.  

4. 간이키트 시그널 증폭 및 반응 최적화

가. DNA 구조체 제작 실험

3가지 종류의 DNA set를 디자인하여 합성(M1, M2, M3 sets)하였으며, 이 때 각 

set의 reverse strand는 5'말단 부위에 biotinylation되어 있는 oligomer로 합성하였다 

(Table 8). 
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oligomer name Sequence Modification

M1-F
5'-ATGCATGCATGCATATTCTTCATCCTTCATTTCTT

CATCCTTCATATGCATGCATGCATA-3' (60 mer)

M1-R
5'-ATACGTACGTACGTAATGAAGGATGAAGAAATGA

AGGATGAAGAAATACGTACGTACGTA-3' (60 mer)
5'-end Biotin

M2-F
5'-TATGCATCGATGCATTGCATCGATGCATGCATGC

ATGCATGCACATATGCATCGATGCAT-3' (60 mer)

M2-R
5'-TACGTAGCTACGTATTGTGCATGCATGCATGCAT

GCATGCATGCATACGTAGCTACGTAT-3' (60 mer)
5'-end Biotin

M3-F
5'-ATGCATGCATGCATAAACATCAATGCACCATTGC

AACACGCACAATGCATGCATGCATA-3' (59 mer)

M3-R
5'-ATACGTACGTACGTATGTGCGTGTTGCAATGGTG

AATTGATGTTATACGTACGTACGTA-3' (59 mer)
5'-end Biotin

abC 5'-TATGCATGCATGCAT-3' (15 mer)
3'-end 

Amino modifier

Table 8. DNA 구조체 제작에 사용된 oligomer 서열

각각의 올리고머를 annealing buffer (10 mM Tris, pH 7.5, 50 mM NaCl, 1 mM 

EDTA)에 녹여서 준비한 후, 올리고머 M1, M2, M3 sets을 각각 동량으로 50 mM 씩 

튜브에 넣고, thermal cycler에서 95℃, 5분간 가열한 후 상온에서 서서히 1시간 동

안 cool down 하였다. 반응이 끝난 annealing products는 40℃에 보관하였다. 

Dendrimer 형성은 동일한 Annealing buffer를 사용하여 전 단계에서 annealing 된 

각 DNA set를 혼합하여 50℃에서 10분간 반응시킨 후 상온에서 1시간 cool down 

시키는 과정을 반복하여 수행하였으며, 결과는 agarose gel 전기영동으로 확인하였

다. 획득한 산물은 MOPS buffer (10 mM, pH 8.1)에 1시간 방치한 후 다시 heating, 

annealing을 반복하여 반응하지 못한 올리고머를 제거하였다. 

나. Biotinylated DNA complex 적용

3' aminated oligomer (Table 8, abC)를 항체와 conjugation할 oligomer로 합성하였

고, Thunder-Link® PLUS Oligo Conjugation System (Innova Biosciences)을 사용하여 

antibody:oligomer 비율을 1:10으로 conjugation을 수행하였다. 최종 산물은 dendrimer 

DNA complex와 oligo-conjugated antibody를 혼합한 후, 50℃에서 1시간 반응시킨 

후 상온에서 cool down 시킨다.

다. Lateral flow assay kit

항체가 결합된 Biotinylated DNA complex를 streptavidin-gold particles (~10 nm) 
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(Sigma-Aldrich)와 반응시키고 1% BSA로 blocking 한 후, 산물 2.5 mL을 1.5 cm x 

1.5 cm filter에 골고루 떨어뜨리고 건조시킨 뒤, filter를 잘라서 0.3 cm x 0.3 cm 

filter 25개를 만든다. Nitrocellulose membrane 뒷면에 플라스틱 필름을 부착하여 

membrane을 고정시킨 후, control line 부위에 Anti-mouse IgG 1 ㎍, test line 부위

에 구제역 monoclonal antibody 1㎍을 적용하고 건조시킨다. 이후 항체가 적용된 

nitrocellulose membrane이 고정되어 있는 플라스틱 지지대, DNA-gold particles 

complex filter, 흡수패드, 시료 점적부 패드를 조립하여 strip을 제작하였다.

제작한 strip의 시료 점적부에 시료 (또는 항원)을 점적하여 test line과 control line

에 나타나는 반응으로 결과를 분석하였다.

5. Immuno-PCR kit 성능 시험

가. 내부성능시험 진행 및 외부성능시험 의뢰

(1) 판독 가능한 혈청형 : 타입별 96-well plate에 항원 시료 반응을 확인하여 혈청형의 

구분이 가능한지 확인하였다.

(2) 정확성 : 타입별 96-well plate에 단일 시료로 10회 수행하여 결과를 확인하였다.

(3) 정밀도(검출감도) : 1 ng/ml - 10,000 ng/ml 의 시료를 사용하여 타입별 96-well 

plate의의 최저한계를 확인하였다.

(4) 재현성 : 타입별 96-well plate에 미지의 시료 10개를 3회 처리하는 실험을 다른 연

구원이 수행하여 동일한 결과를 나타내는지 확인하였다.
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제 2 절 추진 일정

차수 세부 개발내용

기술개발 기간 

(2016년09월05일 ~ 2019년09월04일)

09 10 11 12 01 02 03 04 05 06 07 08

1차

년도

구제역 혈청형 별 항원 제조

재조합 항원의 정제

Polyclonal antibody 제작

Monoclonal antibody 제작

제조 항체의 테스트

2차

년도

Monoclonal antibody 제작

제조 항체의 테스트

제조 항원, 항체 비교

나노물질 표면 개질

항체-나노물질 레이블링 및 최적화

항체-핵산 레이블링 및 최적화

plate 포맷 적용 분석 조건 set-up

Immuno-PCR 조건 테스트

3차

년도

Immuno-PCR 조건 테스트

DNA 구조체 제작

Biotinylated DNA complex 합성 및 

시험 적용

Membrane strip 테스트 

(항체-DNA complex)

POCT 제작 및 조건 테스트

시작품 제조

내부성능 평가

외부성능 평가
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0.1

O GU082481.1 [1]
A GU441855.1 [3]

Asia 1 FJ785259.1 [1]
O HM143846.1 [5]

O JQ070321.1 [10]
O KC438373.1 [2]

O KF501486.1 [1]
O KF501488.1 [1]

O AH012984.2 [29]
O GU082465.1 [3]

O EF614457.1 [1]
O GU082477.1 [2]

O AF428246.1 [4]
O GU082480.1 [1]

O AF377945.1 [1]

O AJ318854.1 [1]
[ ] : NCBI genbank same sequence no.

A 형
Asia1 형

O1 형

O2 형

Figure 7. 한국형 구제역 바이러스 VP1 단백질 계통분석

제 3 절 연구수행 결과

1. 구제역 혈청형 별 항원 및 항체 제작

가. 구제역 혈청형 별 항원 제조

구제역바이러스 (Foot and Mouth Disease Virus, FMDV)의 주항원 단백질은 바이

러스 구조단백질중의 하나인 VP1 단백질로서, 현재 serotype specific neutralizing 

antibody의 target 단백질로 알려져 있다. 이러한 이유로 VP1 단백질은 백신 개발의 

target 될 수 있을 뿐만 아니라 진단 마커로 활용이 가능하다. 본 개발에서는 일차

적으로 한국형 구제역바이러스의 VP1 항원의 대표서열을 우선 선정하고자 하였다. 

국내에서 등록한 genbank 서열 총 66개의 서열을 단백질 수준에서 염기서열 비교를 

하여 혈청형 및 빈도에 따라 각각 A 형 (GU441855.1), Asia1 형 (FJ785259.1), O1 형 

(AH012984.2), O2 형 (JQ070321.1)으로 구분하여 선정하였고 (Figure 7), 선정된 한국

형 구제역바이러스 VP1 단백질 유전자는 E.coli에서 과발현을 유도하기 위하여 

Figure 8-11과 같이 E.coli 코돈 최적화 서열로 변환하여 합성하였다. 
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M  T  T  A  T  G  E  S  A  D  P  V  T  T  T  V  E  N  Y  G  G  E  T  Q  V  Q  R  R  H  H
ATGACCACCGCCACCGGGGAATCAGCAGACCCCGTCACAACCACCGTCGAGAACTACGGTGGTGAGACACAAGTGCAGCGACGCCACCAC
ATGACCACCGCGACCGGTGAATCTGCTGATCCGGTTACT ACCACTGTTGAAAACTATGGTGGTGAAACCCAGGTT CAGCGTCGTCATCAC
T  D  V  S  F  I  M  D  R  F  V  Q  I  K  P  V  S  P  T  H  V  I  D  L  M  Q  T  H  Q  H

ACCGACGTCAGCTTTATAATGGACAGGTTTGTGCAGATCAAGCCTGTGAGCCCCACACATGTCATTGACCTCATGCAAACACACCAACAC
ACTGATGTTTCTTTCATC ATGGATCGTTTCGTT CAGATTAAACCAGTTTCACCAACTCACGTA ATTGATCTGATGCAGACTCATCAGCAT
G  L  V  G  A  M  L  R  A  A  T  Y  Y  F  S  D  L  E  I  V  V  N  H  T  G  R  L  T  W  V

GGGCTGGTAGGCGCTATGTTGCGCGCGGCCACCTACTACTTTTCTGATCTTGAGATTGTGGTGAACCACACAGGTCGCCTAACGTGGGTA
GGTTTAGTTGGCGCGATGTTACGTGCTGCTACTTATTATTTC TCTGATTTAGAAATTGTTGTTAATCATACC GGTCGTTTAACCTGGGTT
P  N  G  A  P  E  A  A  L  D  N  T  S  N  P  T  A  Y  H  K  A  P  F  T  R  L  A  L  P  Y

CCCAATGGAGCACCAGAGGCAGCACTGGATAACACGAGCAACCCCACTGCTTACCACAAAGCACCGTTCACAAGGCTTGCACTCCCTTAC
CCGAACGGCGCACCGGAAGCGGCG CTGGATAACACTTCTAACCCGACCGCGTACCACAAAGCTCCGTTTACTCGTTTAGCTCTGCCATAT
T  A  P  H  R  V  L  A  T  V  Y  N  G  T  S  R  Y  S  A  P  A  T  R  R  G  D  L  G  S  L

ACCGCGCCACACCGCGTGTTGGCAACCGTGTACAACGGGACTAGCAGGTACTCTGCGCCTGCAACACGGCGAGGTGACTTGGGGTCTCTC
ACTGCGCCGCACCGTGTTCTGGCAACCGTGTATAACGGTACCTCTCGTTAT TCTGCGCCGGCTACTCGCCGCGGCGATCTGGGTAGCCTG
A  A  R  L  A  A  Q  L  P  A  S  F  N  Y  G  A  V  R  A  T  E  I  Q  E  L  L  V  R  M  K

GCGGCGAGGCTCGCCGCACAGCTTCCTGCCTCCTTCAACTACGGCGCGGTTCGAGCCACGGAGATCCAAGAACTCCTCGTGCGCATGAAG
GCAGCACGTCTGGCTGCT CAGCTGCCAGCTTCTTTT AACTACGGCGCTGTTCGTGCAACCGAA ATCCAGGAATTATTAGTGCGTATGAAA
R  A  E  L  Y  C  P  R  P  L  L  A  V  E  V  T  S  Q  D  R  H  K  Q  K  I  I  A  P  A  K

CGCGCCGAGCTCTACTGCCCCAGGCCACTGCTGGCGGTGGAGGTGACGTCACAAGACAGACACAAGCAGAAAATCATTGCCCCTGCAAAG
CGTGCAGAACTGTAT TGCCCGCGTCCGCTGCTGGCTGTTGAAGTGACCTCTCAGGATCGT CACAAACAAAAAATTATCGCACCGGCTAAA
Q  L  L *

CAACTCCTGTGA
CAGCTGCTGTAA

A 형

Figure 8. FMDV VP1 서열 codon optimization - A 형 
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Asia1 형
M  T  T T T G  E  S  A  D  P  V  T  T T V  E  N  Y  G  G E  T  Q  T  A  R  R L  H

ATGACTACCACCACTGGCGAGTCCGCGGACCCAGTCACCACCACGGTTGAGAACTACGGAGGAGAGACCCAGACGGCCCGACGGCTTCAC
ATGACCACCACCACCGGTGAGTCCGCGGAC CCGGTCACCACCACCGTTGAAAACTACGGCGGTGAAACCCAGACCGCCCGTCGTCTGCAC
T  D  V  A  F  V  L  D  R  F  V  K  L  T  Q  P  K  S  T  Q  T  L  D  L  M  Q  I  P  S  H

ACTGATGTCGCTTTCGTTCTCGACAGGTTCGTGAAACTCACCCAGCCCAAGAGCACCCAGACCCTTGATCTCATGCAGATCCCCTCACAC
ACCGACGTTGCA TTCGTTCTGGACCGCTTCGTTAAACTGACCCAGCCAAAAAGCACCCAGACC CTGGACCTGATGCAGATCCCGAGCCAC
T  L  V  G  A  L  L  R  S  A  T  Y  Y  F  S  D  L  E  V  A  L  V  H  T  G  P  V  T  W  V

ACACTGGTCGGGGCGCTTCTCCGGTCTGCGACGTACTACTTTTCAGACCTGGAGGTTGCGCTCGTCCACACAGGACCGGTCACGTGGGTG
ACCCTGGTTGGTGCTCTGCTGCGT TCTGCAACTTATTACTTTTCTGATTTAGAA GTTGCGCTGGTTCACACTGGTCCGGTTACTTGGGTT
P  N  G  A  P  K  T  A  L  D  N  H  T  N  P  T  A  Y  Q  K  Q  P  I  T  R  L  A  L  P  Y

CCCAACGGTGCGCCTAAGACCGCCTTGGACAACCACACCAACCCGACTGCCTACCAGAAGCAACCTATCACCCGCTTGGCACTCCCCTAC
CCTAATGGTGCTCCGAAAACTGCACTGGATAAT CACACCAACCCG ACCGCTTACCAAAAACAGCCGATT ACCCGTCTGGCACTGCCGTAT
T  A  P  H  R  V  L  S  T  V  Y  N  G  K  T  T  Y  G  G  E  P  P  R  R  G  D  L  A  A  L

ACCGCTCCCCACCGTGTGCTGTCAACAGTGTACAACGGGAAGACAACGTACGGAGGAGAACCCCCGCGGCGCGGTGATCTTGCCGCCCTC
ACTGCACCGCAT CGTGTTCTGAGCACTGTTTAT AACGGTAAAACCACTTATGGTGGT GAACCGCCGCGTCGTGGTGATCTGGCAGCGTTA
A  R  R  V  S  N  R  L  P  T  S  F  N  Y  G  A  V  K  A  D  T  I  T  E  L  L  I  R  M  K

GCACGCAGAGTGAGCAACCGGCTGCCCACTTCCTTCAACTACGGCGCTGTGAAGGCCGACACCATCACGGAGCTGTTGATCCGCATGAAG
GCACGTCGTGTTAGCAACCGTCTGCCGACCTCTTTCAACTATGGTGCGGTTAAAGCTGATACTATTACCGAATTACTGATTCGT ATGAAA
R  A  E  T  Y  C  P  R  P  L  L  A  L  D  T  T  Q  D  R  R  K  Q  E  I  I  A  P  E  K  Q

CGTGCGGAAACATACTGCCCCAGGCCCTTGCTGGCTCTTGACACCACACAAGACCGCCGTAAACAGGAGATCATTGCACCTGAGAAACAG
CGTGCTGAAACCTATTGTCCGCGTCCGCTG CTGGCACTGGATACCACCCAGGATCGT CGTAAACAGGAAATCATCGCGCCGGAA AAACAG
T  L  *

ACTTTGTGA
ACCCTGTAA

Figure 9. FMDV VP1 서열 codon optimization - Asia1 형  
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O1 형
M  T  T  S  T  G  E  S  A  D  P  V  T  A  T  V  E  N  Y  G  G  E  T  Q  V  Q  R  R  Q  H

ATGACCACCTCCACAGGTGAGTCGGCTGACCCCGTGACTGCCACCGTTGAGAACTACGGTGGTGAGACACAGGTCCAGAGACGCCAACAC
ATGACCACCTCTACCGGTGAAAGCGCTGATCCGGTTACCGCT ACCGTTGAAAACTATGGTGGTGAAACCCAGGTTCAGCGTCGTCAGCAC
T  D  V  S  F  I  L  D  R  F  V  K  V  T  P  K  D  Q  I  N  V  L  D  L  M  Q  I  P  A  H

ACGGATGTCTCGTTCATACTAGACAGATTTGTGAAAGTAACACCAAAAGACCAAATTAATGTGTTGGACCTGATGCAAATCCCTGCACAC
ACCGATGTTTCTTTCATTCTGGATCGT TTTGTTAAAGTTACCCCGAAAGATCAGATTAACGTTCTGGATTTA ATGCAGATCCCGGCTCAT
T  L  V  G  A  L  L  R  T  A  T  Y  Y  F  A  D  L  E  V  A  V  K  H  E  G  N  L  T  W  V

ACTTTGGTAGGCGCGCTCCTCCGTACTGCCACCTACTACTTCGCAGATCTGGAAGTGGCAGTGAAACACGAGGGGAACCTCACCTGGGTC
ACCCTGGTTGGTGCTCTGCTG CGTACCGCGACCTACTACTTC GCTGATCTGGAAGTTGCTGTTAAACACGAAGGTAACTTAACCTGGGTT
P  N  G  A  P  E  A  A  L  D  N  T  T  N  P  T  A  Y  H  K  A  P  L  T  R  L  A  L  P  Y

CCGAACGGGGCGCCCGAGGCAGCGTTGGACAACACCACCAATCCAACGGCCTATCACAAGGCGCCGCTCACCCGGCTTGCACTGCCTTAC
CCGAACGGTGCACCGGAA GCAGCACTGGATAACACCACTAACCCGACCGCT TATCATAAAGCGCCGCTGACTCGTCTGGCT CTGCCGTAT
T  A  P  H  R  V  L  A  T  V  Y  N  G  N  C  K  Y  G  E  S  P  V  T  N  L  R  G  D  L  Q

ACGGCACCACACCGTGTCTTGGCTACTGTTTACAACGGGAACTGCAAGTATGGCGAGAGCCCCGTGACCAATCTGAGAGGTGACCTGCAA
ACCGCGCCGCAT CGTGTTTTAGCTACTGTTTATAACGGTAATTGTAAATACGGTGAATCTCCGGTT ACCAACCTGCGTGGTGATCTGCAG
V  L  T  Q  K  A  A  R  T  L  P  T  S  F  N  Y  G  A  I  K  A  T  R  V  T  E  L  L  Y  R

GTGTTGACCCAGAAGGCGGCAAGAACGCTGCCTACCTCCTTCAATTACGGTGCCATCAAAGCCACTCGGGTGACTGAACTGCTTTACCGC
GTTCTGACTCAGAAAGCGGCTCGTACCCTGCCAACCTCTTTTAATTATGGCGCGATT AAAGCAACCCGTGTT ACTGAACTGCTGTATCGT
M  K  R  A  E  T  Y  C  P  R  P  L  L  A  I  H  P  S  E  A  R  H  K  Q  K  I  V  A  P  V

ATGAAGAGGGCCGAAACATACTGCCCCCGGCCTCTTTTGGCTATTCACCCGAGCGAAGCTAGACACAAACAAAAGATTGTGGCGCCTGTG
ATGAAACGTGCTGAAACCTATTGCCCGCGTCCGCTGCTG GCTATCCACCCGTCTGAAGCGCGTCATAAACAGAAAATCGTTGCTCCGGTT
K  Q  L  L *

AAACAGCTGTTGTGA
AAACAGCTGCTGTAA

Figure 10. FMDV VP1 서열 codon optimization - O1 형  
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O2 형
M  T  T  S  T  G  E  S  A  D  P  V  T  A  T  V  E  N  Y  G  G  E  T  Q  V  Q  R  R  H  H

ATGACCACTTCGACAGGCGAGTCGGCTGACCCCGTGACTGCCACCGTTGAGAATTACGGCGGCGAGACACAGGTCCAGAGGCGCCACCAC
ATGACCACCAGCACCGGTGAATCTGCGGATCCGGTTACCGCG ACCGTTGAAAACTACGGTGGTGAAACC CAGGTTCAGCGTCGTCACCAT
T  D  V  S  F  I  L  D  R  F  V  K  V  T  P  K  D  S  I  N  V  L  D  L  M  Q  T  P  S  H

ACAGACGTCTCATTCATATTGGACAGATTTGTGAAAGTCACACCAAAAGACTCAATAAATGTATTGGACCTGATGCAGACCCCCTCCCAC
ACCGATGTTAGCTTTATCCTGGATCGTTTCGTT AAAGTTACTCCAAAAGATTCTATTAACGTTCTGGAT CTGATGCAGACTCCGTCTCAT
T  L  V  G  A  L  L  R  T  A  T  Y  Y  F  A  D  L  E  V  A  V  K  H  E  G  D  L  T  W  V

ACCCTAGTAGGGGCGCTCCTCCGCACTGCTACTTACTATTTCGCTGATTTAGAGGTGGCAGTGAAACACGAGGGGGACCTTACCTGGGTG
ACCTTAGTTGGTGCTCTGCTGCGTACCGCA ACTTACTATTTCGCTGATTTA GAAGTTGCAGTTAAACATGAAGGTGATCTG ACCTGGGTT
P  N  G  A  P  E  A  A  L  D  N  T  T  N  P  T  A  Y  H  K  A  P  L  T  R  L  A  L  P  Y

CCAAATGGAGCACCTGAAGCAGCCTTGGACAACACCACCAACCCAACGGCGTACCATAAGGCGCCGCTTACCCGGCTCGCATTGCCCTAC
CCGAACGGTGCTCCG GAAGCAGCTTTAGATAACACCACTAACCCGACCGCATATCACAAAGCA CCGCTGACCCGTTTAGCTCTGCCGTAT
T  A  P  H  R  V  L  A  T  V  Y  N  G  N  C  K  Y  A  G  G  S  L  P  N  V  R  G  D  L  Q

ACGGCACCACACCGTGTTTTGGCCACCGTTTACAACGGGAACTGCAAATACGCCGGGGGCTCACTGCCCAACGTGAGAGGCGATCTCCAA
ACCGCTCCGCAT CGTGTTCTGGCTACCGTTTATAACGGCAACTGTAAATACGCAGGTGGTAGC CTGCCGAACGTTCGTGGTGATCTGCAG
V  L  A  Q  K  A  A  R  P  L  P  T  S  F  N  Y  G  A  I  K  A  T  R  V  T  E  L  L  Y  R

GTGCTGGCTCAGAAGGCAGCGAGGCCGCTGCCTACTTCTTTCAACTACGGTGCCATCAAAGCCACTCGGGTGACAGAACTGCTGTACCGC
GTGCTGGCTCAG AAAGCTGCTCGT CCGCTGCCGACCTCTTTTAACTATGGCGCTATT AAAGCTACCCGTGTTACC GAACTGCTGTATCGT
M  K  R  A  E  T  Y  C  P  R  P  L  L  A  V  H  P  S  A  A  R  H  K  Q  K  I  V  A  P  V

ATGAAGAGGGCCGAGACGTACTGTCCTCGGCCCCTCTTGGCTGTTCACCCGAGTGCGGCCAGACACAAACAGAAAATAGTGGCACCTGTA
ATGAAACGTGCTGAAACCTATTGCCCGCGTCCGCTGTTA GCTGTTCATCCGTCTGCTGCACGTCAT AAACAGAAAATCGTTGCGCCGGTT
K  Q  S  L  *

AAGCAGTCCTTATGA
AAACAGTCTCTGTAA

Figure 11. FMDV VP1 서열 codon optimization - O2 형  
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Figure 14. His tagged VP1 full protein 정제 단계별 SDS-PAGE 
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Figure 15. GST fusion VP1 partial protein 정제 및 western blot

타입별 His tagged VP1 full protein 및 Epitope mapping에 필요한 VP1 partial 

protein을 과발현 및 정제하여 순수한 타입별 합성 항원을 획득하였다. (Figure 14, 

15). VP1 partial protein은 western blot을 수행한 결과, 모두 GST fusion 형태로 정

제된 것을 확인하였다 (Figure 15). 획득한 VP1 단백질은 antibody 제작에서 항원으

로 사용하였다.
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그림 16. FMDV VP1 rabbit polyclonal antibody를 사용한 western blot 

나. Polyclonal antibody 제작

FMDV VP1 단백질에 대한 polyclonal 항체를 제작하여 western blot을 수행하여 

항체의 반응성을 확인였고, 모든 VP1 항혈청은 FMDV 혈청형별 VP1에 무관하게 모

두 반응하였다 (Figure 16). 각 혈청형 VP1 단백질의 GST fusion partial fragment 

VP1 단백질을 사용하여 VP1 단백질에서 epitope 반응성을 확인한 결과, A type 항

체는 N-term (1-80)에 가장 강한 반응을 보이고, Asia1 type은 전체적으로 강한 반

응을 보였다. O1 type의 경우 N-term (1-80), Middle part (70-170)에 강한 반응을 보

이고, O2 type의 경우 Middle part에 가장 강한 반응성을 보였다 (Figure 17). 항체의 

역가를 확인하기 위해 ELISA 수행한 결과 제작된 모든 항체들은 1:50,000 이상의 높

은 ELISA 역가를 보였다 (Figure 18).
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그림 17. FMDV VP1 rabbit polyclonal 항체의 VP1 부위별 반응성 

His-VP1A His-VP1Asia1

His-VP1O1 His-VP1O2

Figure 18. FMDV rabbit polyclonal antibody를 사용한 ELISA 
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Type Clone No.
OD450

His-VP1 A His-VP1 Aisa1 His-VP1 O1 His-VPl O2

A

3H7 2.891 2.768 2.737 2.842

6A12 2.788 2.474 2.408 2.562

6C11 2.657 1.094 0.455 0.706

Asia1

5H4 0.133 2.201 0.061 0.131

2H7 0.168 2.063 0.061 0.114

3F7 0.147 2.061 0.050 0.099

O1

17D12 2.385 1.934 2.397 2.625

16B12 2.694 0.925 2.619 2.643

17G4 2.276 1.588 2.321 2.625

O2

12B10 2.303 0.845 2.358 2.324

1F1 0.316 0.065 1.158 1.799

14B11 2.298 0.250 2.129 2.229

Table 9. Final cell의 ELISA 결과 

다. Monoclonal antibody 제작

FMDV VP1 단백질에 대한 monoclonal antibody를 제작하였다. 다수의 monoclonal 

antibody clone을 확보하기 위하여 MANI Method로 항체 제작을 진행하였다. 각 혈

청형별 7-10개의 clone을 생성하여 항원을 100 ng으로 coating한 후 indirect ELISA

를 수행하여 반응성을 확인한 후 대량 생산할 clone을 선정하였다. Table 9는 선정

된 clone의 ELISA 결과를 나타낸 것으로 모든 clone이 동일한 타입의 혈청형에 대해 

2 이상의 흡광도를 보였으며, O1 type과 O2 type의 항체의 경우 모든 O type의 항

원에 type의 구분 없이 모두 높은 반응성을 보였다.    

라. 항체의 정제

항체의 대량생산을 위해 in vivo로 항체를 생산하고, IgG 정제를 진행하였다. 정제 

전 획득한 복수로 ELISA를 수행하였고, A type clone #6C11가 1:10,000 이상의 역가

를 보였으며, 이 외에 모든 clone은 1:500,000 이상의 높은 역가를 보였다 (Figure 

19). 복수로부터 항체를 정제하여 투석 및 농축 과정을 통해 최종 monoclonal 

antibody를 획득하였으며, 최종 획득한 항체는 SDS-PAGE를 수행하여 순수한 항체를 

획득하였음을 확인하였다 (Figure 20). 
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Figure 19. 타입별 획득한 복수의 ELISA 결과 

Figure 20. IgG purification SDS-PAGE 확인
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Figure 21. 제조 항원, 항체 비교 - A type

(A) PrioCHECK® FMDV A type 결과

(B) 타사 구제역 진단 키트 (rioCHECK® FMDV A type) 를 이용한 ELISA 결과

(C) 제조 항원을 이용한 ELISA 결과 

마. 제조 항원, 항체 비교

제조된 항원과 항체의 반응성을 확인하기 위해 구제역 바이러스를 사용하여 직접 

테스트를 수행할 수 없으므로, 간접적인 방법의 하나로 기존에 판매되는 항원이 코

팅되어 시료 내 항체가 있는지 확인할 수 ELSIA Kit를 사용하여 비교 실험을 실시

하였다. A type의 항체가 있는 지 확인 가능한 type A 키트의 경우, 동일 타입의 항

체인 polyclonal antibody A #1,2와 monoclonal antibody A #3H7에 반응하였으며, 

polyclonal antibody O1 #1에도 반응을 나타냈다. Type Asia1 키트는 동일 타입인 

polyclonal antibody Asia1 #1,2, monoclonal antibody Asia1 #2H7, #3F7의 항체가 양

성 반응을 보였으며, 추가적으로 polyclonal antibody A #1,2와 O1 rabbit #1, 

monoclonal antibody A #3H7에서도 양성 반응을 보였다. Type O 키트에서는 

polyclonal antibody Asia1 #2 항체를 제외한 모든 polyclonal antibody가 양성반응을 

나타냈으며, 동일 타입의 monoclonal antibody O1 #16B12와 O2 #14B11과 
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Figure 22. 제조 항원, 항체 비교 - Asia1 type

(A) PrioCHECK® FMDV Asia1 type 결과

(B) 타사 구제역 진단 키트 (PrioCHECK® FMDV Asia1 type) 를 이용한 ELISA 결과

(C) 제조 항원을 이용한 ELISA 결과 

monoclonal A #3H7의 양성반응을 확인하였다 (Figure 21(A), 22(A), 23(A)). 

사용된 키트의 원리는 conjugate가 plate에 코팅된 항원에 결합하는 항체로 HRP가 

레이블링 되어 있기 때문에 검사시료 내에 항원에 반응하는 항체가 있을 경우 색의 

변화가 나타나지 않으며 (양성 반응), 항체가 없을 경우 파란색으로 변하게 된다 (음

성 반응). 따라서 검사 시료 내 항체의 양이 항원보다 적다면 결합이 이루어지지 않

은 항원에 conjugate가 결합하게 되고, 음성의 발색 반응을 보이게 되므로 우리가 

제작한 항체가 항원에 대해 반응을 하지 않는다고 단정 지을 수 없다. 이를 보완하

기 위해 키트의 conjugate 대신 1/10000으로 희석된 anti-mouse IgG-HRP와 

anti-rabbit IgG-HRP를 사용하여 ELISA를 수행하였으며, 이 때 각 kit의 reference 

serum 및 control은 반응에서 제외하였다. 이 실험은 HRP conjugate가 시료 내 항체

에 결합하여 발색 반응을 나타내므로, 발색반응이 kit와 반대로 나타나게 된다. 즉, 

검사시료 내에 항원에 반응하는 항체가 있을 경우 파란색으로 변하여 양성 반응을 
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Figure 23. 제조 항원, 항체 비교 - O (O1, O2) type

(A) PrioCHECK® FMDV O type 결과

(B) 타사 구제역 진단 키트 (PrioCHECK® FMDV O type) 를 이용한 ELISA 결과

(C) 제조 항원 (O1, O2)을 이용한 ELISA 결과 

나타내며, 항체가 없을 경우 색의 변화가 나타나지 않는 음성 반응을 나타낸다. 그 

결과, 빈 well의 흡광도 결과가 0.048이었으며 모든 항체는 타사의 타입별 항원에 대

해 모두 0.2 이상의 흡광도를 나타내었으며, 그 중 A type과 Asia1 type의 경우, 동

일한 타입의 항원과 항체는 흡광도 값이 대부분 0.7 이상이고, O type의 경우 O1 

type #17D12를 제외하고 거의 0.7 이상의 흡광도 값을 확인하였다. 또한 타사 구제

역 진단키트 결과(Figure 21(A), 22(A), 23(A))와 비교하였을 때, 패턴이 유사하다고 

판단할 수 있다 (Figure 21(B), 22(B), 23(B)). 마지막으로 보유하고 있는 재조합 항원

에 대한 항체의 반응성을 확인하기 위해 well에 재조합 항원을 코팅한 후, ELISA를 

수행하였다. 타사 구제역 진단 키트를 이용한  ELISA 결과와 유사하지는 않았으나, 

동일 타입의 항원/항체 반응이 다른 타입의 반응보다 흡광도 값이 더 높았다 

(Figure 21(C), 22(C), 23(C). 이를 토대로 항체가 타입별로 제대로 제작되었다고 판단

하였으며, 세 가지 비교 결과를 종합하여 다음 단계의 실험에서 사용할 antibody를  

각 타입별 polyclonal antibody clone #1, monoclonal antibody A #6C11, Asia1 #3F7, 

O1 #16D12, O2 #14B11를 선정하였다.
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Figure 24. (A) 나노파티클 실리콘 코팅 과정

          (B) 실리카 나노파티클에 amine group을 코팅하는 과정

2. 항체 레이블링 및 반응성 시험

본 과제의 극미량의 항원을 검출하기 위해 사용한 immuno-PCR 방법에서 비특이적인 

불순물, 불확실한 결합물 및 잔여 항체 등을 효율적으로 제거하고 반응의 정확성을 높이

기 위한 방법으로 magnetic particles를 적용하였다. Magnetic particles는 immuno-PCR 

반응 시 항원-항체 반응 첨가물들이 PCR 반응에서 비특이적인 산물을 만들어내지 않도

록 최종 PCR 전단계에서 항원-항체 complex 외 다른 물질은 전부 제거하는 역할을 한

다. 

본 실험에 사용할 Magnetic particles는 일반적으로 시판되는 10 nm 직경의 철-나노입

자를 사용하여 나노입자의 표면을 실리콘을 코팅하고, 아민기를 부착하는 과정을 수행하

였다. 나노입자의 표면을 개질함으로써 장기간 안정적인 보관이 가능하고, 표면에 항체

를 부착하기 용이해졌다. 본 실험의 표면 개질 과정은 이미 발표된 다양한 논문을 참조

하였고, 대표적으로 Padavettan (Ismail Ab Rahman and Vejayakumaran Padavettan, 

2012) 방법을 주로 참고하였다. (Figure 24). 

나노입자 표면에 실리카가 코팅되었는지 확인하기 위해 전자주사현미경과 투과전자현

미경(울산대학교 공동장비)을 이용하여 관찰하였고, Figure 25의 (A) 나노파티클, (B) 나

노파티클@SiOH, (C) 나노파티클@SiOH@NH2를 나타낸다. (A) 에서 나노물질의 입자는 

9.91 nm (+/-2.07 nm)이며 최종적으로 amine group이 코팅된 나노입자 (Figure 25 (C))는 

19.05 nm (+/-3.04 nm)로 확인되었다. 또한, 투과전자현미경을 통해 관찰한 사진 (Figure 

26)에서 (A) 처음 나노입자만 있을 때와 (B) 실리카 코팅이 존재할 때의 차이를 관찰할 

수 있었다.



- 43 -

Figure 25. 실리카, amine group을 코팅한 나노입자의 주사전자현미경 사진

Figure 26. 실리카 나노파티클에 amine group을 코팅한 나노입자의 투과전자현미경 사진 

기존의 immuno-PCR 방법에서 반응에 참가한 plate에 부착된 항체 (또는 항원)에 결합

한 oligomer를 효소 처리 또는 열처리를 통해 분리하여 PCR 단계의 template로서 사용

한다. 본 과제에서는 magnetic nanoparticles가 결합된 antibody를 사용하여 이 과정을 생

략하고, 면역 반응에 참여한 항원-항체 complex를 바로 PCR 증폭 과정에 적용할 수 있

도록 하여 면역 반응 과정에서 생기는 비특이적인 불순물 및 잔여 항체 등을 효율적으

로 제거할 뿐만 아니라 중간 단계를 생략함으로써 시간적인 면에서 효율성을 획득하였

다. 

 MP conjugate가 제대로 형성되었는지, 항체의 활성이 유지되는지 확인하기 위해 

ELISA 후 발색반응으로 확인하였다. 항원이 첨가되지 않은 음성대조군은 발색반응을 나

타내지 않았으며, 항원을 처리한 well에서는 발색반응이 일어났다 (Figure 27). 이것은 

magnetic particles가 결합된 항체가 항원과 반응한 후, 항원에 반응하는 항체를 반응시

키고, 이 항체에 detection antibody가 부착되어 발색반응을 나타냈다는 것을 의미한다. 

따라서 제작한 MP conjugate는 항체로서 반응성이 유지되며, washing 과정에서도 씻겨

나가지 않았으므로 항체에 magentic particles가 제대로 부착되었다는 것을 확인 할 수 

있다.  
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Name Sequence

Oligo-1

5’-/5AmMC6/dA15 TTCAT CGCCC TTGGA CTACG ACTCT GACTG ATCGC TAAAT 

CGTG-3’ (59mer)

Primer
Forward 5’-CATCGCCCTTGGACTACGA-3’

Reverse 5’-CACGATTTAGCGATCAGTCAGAG-3’

Oligo-2

5’-/5AmMC6/AATGA TACGG CGACC ACCGA GATCT ACACT CTTTC CCTAC ACGAC 

GCTCT TCCGA TCTNN NNNNN CGACG AATCA GTCAA CAGAT AAGCG AGCAA 

GATCG GAAGA GCACA CGTCT GAACT CCAGT CAC-3’ (128mer)

Primer
Forward 5’-AATGA TACGG CGACC ACCGA-3’

Reverse 5’-GTGAC TGGAG TTCAG ACGTG-3’

Oligo-5

5’-/5AmMC6/CTACC ATGGA CTGAC ACCGT TCATA GCCCA TCTTA CACTG TGGAA 

AAGCT TTTGG AGTCG TTTCC TAGTC GGATG TCAGT-3’ (80mer)

Primer
Forward 5’- CTACC ATGGA CTGAC ACCGT TCA -3’

Reverse 5’- CTGAC ATCCG ACTAG GAAAC G -3’

Table 10. Oligomer 서열

Figure 27. Polyclonal antibody-magnetic particles conjugate 확인 

다음 단계로 Sandwich ELISA 방식의 항원-항체 반응 후 PCR 증폭 시 template로 적용

될 oligomer를 항체에 레이블링 하였다. 먼저 논문에서 구제역 또는 구제역 바이러스와 

관련이 없을만한 oligomer의 서열을 서치하여 합성하였으며 (Sreeja Gopal, et al., 2017; 

Jessie A. G. L. van Buggenum et al., 2016; Longyan Chen, et al., 2009), oligo-1의 경우 

추후 real-time PCR 조건 최적화에서 적당하지 않아서 제외하였다 (Table 10).

3. Immuno-PCR

제조한 타입별 MP conjugate와 Oligo conjugate, 항원을 사용하여 immuno-PCR을 수행

하였다. Real-time PCR 결과 면역 반응을 한 sample과 negative control 모두 증폭 반응
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Figure 28. 초기 조건의 Immuno-PCR 수행 결과

이 일어났으나 CT 값에서 차이가 있었다. Sample은 보통 CT 값의 범위가 16-20 이었으

며, negative control은 25-30을 나타내었다 (Figure 28). Oligo conjugate 처리 후, 항원이 

없는 well은 oligo conjugate가 항원에 결합하지 않았기 때문에 free oligo conjugate로서 

solution에 존재한다. 이후, washing을 해주면서 free oligo conjugate가 완전히 제거되었

어야 하나 그러지 못하여 미량의 free oligo conjugate가 남게 되고, 이로 인해 음성대조

군 (negative control)에서도 증폭이 일어난 것이라 볼 수 있다. 따라서, 발색반응에 비해 

PCR의 검출 감도가 높아서 negative control에서는 발색반응이 나타나지 않았으나, 

real-time PCR 에서는 증폭곡선이 나타난 것을 확인할 수 있다.

Immuno-PCR을 최적화하기 위해 immune reaction 단계의 최적화를 진행하여 MP 

conjugate, Oligo conjugate 농도 및 분주량, washing buffer 조성 및 washing 횟수를 결

정하였다. 또한, real-time PCR 증폭단계의 최적화를 위해, primer 및 template의 농도와 

첨가량, PCR 증폭 조건을 조절하였다. Washing buffer의 경우 초기에 비해 buffer 내 

detergent 함량을 증가시켰으며 (Figure 29), washing 횟수는 5회로 결정하였다. 

Real-time PCR의 경우, 비특이적인 증폭을 억제하기 위해 primer 농도를 500 nM에서 

150 nM로 감소시켰으며, PCR 증폭 조건에서 annealing temperature를 최적화 하고, 반

응시간과 cycle 수를 줄였다. 최종 결정된 조건으로 immuno-PCR을 수행한 결과는 

Figure 30과 같다. 최적화된 조건으로 immuno-PCR을 수행할 경우, 음성대조군의 CT 값

은 undetermined로 나타나며, 항원이 첨가되는 경우 18-20 사이의 CT값을 가진다. 이로

써 PCR 증폭 여부를 통해 항원 존재 여부를 확인할 수 있다.   
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Figure 29. Immuno-PCR washing buffer 내 detergent 함량 변경 

Figure 30. 최적화된 조건의 Immuno-PCR 수행 결과  
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Figure 31. (A) DNA 구조체(Dendrimer) 모식도

 (B) Dendrimer 형성 과정 

Figure 32. 일반적인 lateral-flow POCT 발색 시스템과 

          시그널 증폭을 적용한 lateral-flow POCT 발색 시스템의 비교 

4. 간이키트 시그널 증폭 및 반응 최적화 

3차원의 DNA 구조체를 구성하여 표지자를 부착할 수 있는 노출된 잔기를 많이 확보

하여 항체 외의 기타 detector를 적용함으로써 일반적으로 사용하는 항원-항체 반응보다 

감도를 증가시키고자 하였다. 이 방법은 '나노 DNA 구조 기술 (Figure 31)'을 사용하는 

것으로 DNA 가닥들이 서로 복잡한 3차원 구조물을 이루도록 디자인하여 합성하고, 각각

의 DNA 가닥 말단부위에 이들을 검출할 수 있는 발색 기질을 부착하는 방법으로 발색 

signal을 최대화하는 방법을 적용하면 극미량의 항원도 검출할 수 있게 된다. 일반적인 

lateral-flow 신속진단 키트와의 차이는 Figure 32과 같다. 
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Figure 33. (A) Monomer 형성 결과

            (B) Dendrimer 형성 결과

Dendrimer를 형성하기 위한 DNA oligomer는 6개의 single strand를 준비하여 2개의 가

닥의 30mer는 상보적으로 결합하고, 양쪽 말단부위는 15mer씩 상보적이지 않은 염기서

열을 배열하여 서로 결합하지 않고 두 번째 monomer와 세 번째 monomer의 말단부위와 

결합할 수 있도록 디자인하였다. Monomer들의 순차적인 annealing으로 DNA 구조체가 

계획대로 구성이 되는지 여부는 전기영동을 통해 DNA 크기가 늘어나는 것으로 간접적

인 확인이 가능하다 (Figure 33). Monomer 형성을 위한 annealing 후 전기영동 결과에서 

M1C, M2C, M3C는 annealing 전, M1A, M2A, M3A는 anneing 후를 나타내며 annealing 후 

size가 증가한 것을 확인할 수 있었다 (Figure 33(A)). 3번의 annealing 과정을 동일하게 

3회 진행하였고, 그 결과 3회 모두 동일하게 size가 증가하였으며 MA3와 MA3-1을 동일

한 sample을 loading하였다. (Figure 33(B)).

형성된 dendrimer DNA 구조체를 안정화시키기 위해 MOPS 완충액을 사용하는 방법과 

UV-cross link 방법을 사용하여 비교하였다. 첫 번째로 MOPS 완충액을 사용한 결과,  완

전한 구조 (monomers 의 불완전한 결합체, 또는 single stranded DNA의 부분 결합체)는 

MOPS 버퍼 방치 후 다시 heating / annealing 을 반복했을 때 어느 정도 제거되고, 비교

적 안정적인 구조체만 남아있는 것으로 추정할 수 있다 (Figure 34(A)). UV-crosslink는 

전통적인 DNA fixing 방법으로 dendrimer 시료에 UV를 10분 동안 조사한 후 heating / 

annealing 을 반복한 결과 MOPS method에 비해 DNA가 비특이적으로 잘려서 band가 번

져 보이는 현상을 나타내었다 (Figure 34(B)). 결론적으로 UV crosslink method는 안정화 
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Figure 34. DNA 구조체 안정화 방법 비교

(A) MOPS method : L-ladder, 1-MOPS buffer 처리한 dendrimer 

                     2-MOPS buffer 처리 후 heating annealing test

(B) UV-crosslink method : L-ladder, 1-dendrimer, 

                           2-UV 조사 후 heating-annealing test 

방법으로 적절하지 않다고 판단하였으며, DNA 구조체는 MOPS method를 이용하여 안정

화시켰다. Dendrimer DNA 구조체는 3차원적인 투사구조까지 확인하지는 못하였으나 각 

monomer들의 구조체가 만들어지고, 안정적으로 유지되는 부분은 간접적인 실험의 결과

들을 통해 확인하였다. monomer complex인 dendrimer 구조체는 여전히 반응에 참여할 

수 있는 비결합 상태의 single stranded oligo 부분이 노출되어 있는 상태이고, 여기에 구

제역 각 혈청형별 항체와 biotin을 레이블하여 lateral flow assay 적용 시 gold-particle과 

결합할 수 있도록 하였다.

dendrimer DNA 구조체와 결합할 수 있도록 dendrimer의 비결합 상태의 single strand 

oligo 부분과 상보적인 oligomer를 항체에 레이블링하였다. oligomer와 항체의 레이블링

은 immuno-PCR에서 제작한 Oligo conjugate와 동일한 방법으로 수행하여 

oligo-conjugated antibody를 획득하였다. 획득한 oligo-conjugated antibody와 Biotin 

dendrimer complex와 hybridization하여 최종 DNA 구조체를 생성하였다. 

생성한 DNA 구조체의 biotin과 streptavidin-gold particles의 biotin-avidin 결합으로 

dendrimer-gold particles complex를 제작하였으며, 간이키트에 적용하여 최적화 과정을 

진행하였다. 일반적인 POCT strip 구조에서 dendrimer-gold particles complex의 전개 정

도를 테스트하기 위해 streptavidin-gold particles를 filter에 도포하였고, 이 complex가 최

종 흡수패드까지 전개가 되는지 확인한 결과, Gold particels pad에서 흡수패드까지 전개

방향 및 gold particles 양에 이상이 없음을 확인하였다 (Figure 35). 항체 1 µg에 대한 

Gold particles의 농도 및 양을 최적화하기 위해 0.3 cm x 0.3 cm filter 당 250 µL ~ 
1000 µL까지 테스트한 결과 dendrimer-gold particles complex의 양과 감도에 차이가 거

의 없는 것으로 확인되었으며, 이것은 250 µL도 거의 포화량으로 추정할 수 있다 

(Figure 36).

Dendrimer-gold particles complex를 사용하여 POCT 키트를 제작하였고 (Figure 
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Figure 35. dendrimer-gold particles complex의 적용 

Figure 36. Dendrimer-gold particles complex 최적화 

37), 합성항원 4가지 타입에 대해 제작한 POCT 키트를 테스트 하였다. 그 결과 제조항

원의 검출은 각 혈청형 별 키트에 양성 반응을 나타내었다 (Figure 38).
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Figure 38. 합성항원에 대한 POCT 키트 반응성

Figure 37. (A) POCT 키트 모식도,  (B) POCT 키트 실물 

5. Immuno-PCR kit 성능 시험

최종 개발목표의 성능을 충족하는지 확인하기 위하여 자체 내부성능시험 및 외부 성

능시험을 진행하였다. 시험 결과 내부성능시험 결과와 외부성능시험 결과가 크게 다르지 

않았다.

가. 판독 가능한 혈청형 : 타입별 96-well plate에 항원 시료 반응을 확인하여 혈청형의 

구분이 가능한지 확인하였다. 동일한 농도의 4가지 항원을 반응시켰을 때, 동일 타입

의 항원과 다른 타입의 항원의 CT값이 1이상 차이를 확인할 수 있었으며, 판독이 가
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Figure 39. 내부성능시험 - 판독 가능한 혈청형 

Figure 40. 외부성능시험 - 판독 가능한 혈청형

능하다고 볼 수 있다. 다만, O1 type와 O2 type의 Kit의 경우, A type과 Asia1 type의 

항원에 대하여 CT값 차이로 인한 판독은 가능하지만, O1 type과 O2 type의 항원의 CT

값이 1미만으로 판독이 불가능한 것으로 판단된다. 결론적으로 A type, Asia1 type, 

O(O1+O2) type의 각 type별 kit를 통해 A type, Asia1 type, O(O1+O2) type 항원의 판

별이 가능한 것으로 판단된다.  

나. 정확성 : 타입별 96-well plate에 단일 시료로 10회 수행하여 결과를 확인하였다. 동일

한 시료를 10개의 well에 항원으로서 반응 시킨 결과 4 type의 Kit 모두 CT값의 차이

가 “중간값 ± 0.5“ 이내의 결과로 분석되었으며, 이는 각 type 별 kit의 정확성이 

확보된 것으로 판단된다.



- 53 -

Figure 41. 내부성능시험 - 정확성 

Figure 42. 외부성능시험 - 정확성 

다. 정밀도(검출감도) : 1 ng/mL - 10,000 ng/mL 의 시료를 사용하여 타입별 96-well plate

의의 최저한계를 확인하였다. 최저한계를 판단하기 위하여 1 ng/mL, 10 ng/mL, 25 

ng/mL, 50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL, 500 ng/mL, 1,000 ng/mL, 5,000 ng/mL, 

10,000 ng/mL의 농도로 시험을 진행한 결과 type에 따라서 약간씩 달랐으나 25 

ng/mL에서 100 ng/mL사이에서 최저검출감도를 나타내었다. 따라서 최소 1 nM (25 

ng/mL)에서 최대 4nM 사이의 농도만으로도 유의미한 검출 및 분석이 가능하므로, 미

량 검체로도 분석이 가능하다고 판단된다.

(1) A type : 25 ng/mL (약 1 nM) 

(2) Asia1 type : 25 ng/mL (약 1 nM)

(3) O1 type : 25 ng/mL (약 1 nM, 내부), 50 ng/mL (약 2 nM, 외부) 

(4) O2 type : 100 ng/mL (약 4 nM)
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Figure 43. 내부성능시험 - 정밀도

Figure 44. 외부성능시험 - 정밀도

라. 재현성 : 타입별 96-well plate에 미지의 시료 10개를 3회 처리하는 실험을 다른 연구

원이 수행하여 동일한 결과를 나타내는지 확인하였다. 각 type의 Kit에 10개의 시료를 

3회 반복 실험을 진행한 결과, Cт값의 차이가 “중간값 ± 0.5” 범위를 만족하고, 

모두 동일한 증폭 패턴을 나타내는 것이 확인되었다. 재현성의 경우 모든 sample이 

같은 패턴을 나타냄을 확인하는 것이므로 3회 수행시 동일한 패턴을 나타낸 것으로 

볼 때 재현성이 확보되었다고 판단된다.
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Figure 45. 내부성능시험 - 재현성

Figure 46. 외부성능시험 - 재현성 
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주요 성능지표 단 위 최종 개발목표 성능평가 결과 달성도 (%)

판독 가능한 혈청형 개수 3개 이상 3개 100

정확성 횟수 100% 100% 100

정밀도

(검출감도)

 copies, 

moles

10 copies 이하,

nM 이하
1-4 nM 100

재현성 횟수 시료 10개, 3회 반복
시료 10개, 3회 반복 시 

동일 패턴 나타남
100
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제 4 절 향후 연구 계획

1. Immuno-PCR 정밀 최적화

가. Immuno-PCR 혈청형 판독능 증가

(1) 항체 재선별 또는 재제작 : 타입별 항원에 더 특이성이 있는 항체 획득 가능

(2) 특이성이 증가한 항체 이용하여 immuno-PCR 최적화 진행 시 혈청형 판독능은   

 증가할 것으로 예상 

나. Immuno-PCR 검출감도 증가

(1) Antibody conjugate 농도 및 분주량의 미세 조정

(2) 단계별 최적의 반응 시간 조정

다. Wsahing 단계 효율 증가

(1) 비특이적인 증폭 감소

(2) wahsing 단계에서 시료 내 미량 항원의 손실 감소

2. 시제품 제작 및 성능시험

가. 내부 성능시험

(1) 보유 재조합 항원으로 외부성능시험과 항원 외 기준 동일하게 하여 자체 내부 성능 

시험 진행

(2) 상업화된 키트와 비교 실험

나. 외부 성능시험 : 구제역 바이러스 취급 가능한 기관과 협의 후 의뢰



- 58 -

구분

(연도)

세부

과제명
세부연구목표 연구개발 수행내용

달성도 

(%)

1차

년도

(2017)

세부 

과제 

구분 

없음

구제역 혈청형 별 항원 제조 Ÿ 구제역 항원별 재조합 항원 제조 100

재조합 항원의 정제
Ÿ 단항체 /다항체 제조를 위한 재조합 

항원의 과발현 및 정제 수행
100

다클론 항체 제작 Ÿ rabbit polyclonal Ab 제작 100

단클론 항체 제작 Ÿ mouse monoclonal Ab 제작 100

제조항체의 테스트 (역가 평가) Ÿ epitope mapping 및 항체 역가 테스트 100

2차

년도

(2018)

세부 

과제

구분 

없음

항체 레이블링 및 

반응성 시험

Ÿ 다클론 항체에 마그네틱 파티클 레이블링 100

Ÿ Immuno-PCR 적용을 위해 단클론항체에 

핵산 레이블링
100

항원-항체 반응 최적화
Ÿ 항원-항체 농도, 양 설정 100

Ÿ plate 포맷 테스트 80

PCR증폭 반응 테스트 및 

반응조건 최적화

Ÿ 증폭 테스트 100

Ÿ PCR mixture 및 증폭 조건 최적화 90

간이키트 시그널 증폭 및 

반응 최적화

Ÿ DNA 구조체 제작 및 DNA 

구조체-항체-gold particles complex 제작
100

Ÿ POCT 타입 포맷 테스트 100

Ÿ POCT 키트 조건 최적화 90

3차

년도

(2019)

세부 

과제

구분 

없음

Pilot type 시작품 제조 
Ÿ 96-well plate Immuno-PCR kit 100

Ÿ POCT 타입 키트 100

내부 성능 시험 Ÿ 성능지표를 기준으로 시험 100

외부 성능 시험
Ÿ 구제역 검사가 가능한 공인기관 또는 

국가지정 검사실에 제품의 성능 시험 의뢰
70

제 4 장 목표 달성도 및 관련 분야 기여도

제 1 절 목표달성도

1. 최종 성과목표 및 평가 방법

가. Immuno-PCR 최적화 : Antibody-magnetic particles conjugate, antibody-oligo 

conjugate를 이용하여 immuno-PCR 기술에 적용,  immune reaction 최적화, real-time 

PCR 최적화 

나. Immuno-PCR을 적용한 구제역 진단 키트 개발 : 최적화된 immuno-PCR 조건으로 구

제역 진단 키트 개발 및 최적화, Immuno-PCR 키트 시제품 제작

다. 항체-핵산 결합물을 적용한 lateral flow 방식 신속진단키트 개발 : DNA 구조체 제작, 

DNA 구조체-항체-gold particles complex 형성, DNA 구조체-항체-gold particles 

complex를 적용한 POCT 키트 최적화, POCT 키트 시제품 제작

2. 연차별 성과 목표 달성도
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번호 명칭 세부 구성 용량 수량

1 96-well plate
1. 8wells*12 strip/장

2. 무색 평면 바닥 형태의 Polysterene plate
1

2 10X 세척액 (10X Washing Buffer) 120 mL 1

3 희석액 (Dilution Buffer) 100 mL 1

4 MP Conjugate Solution (10X) Antibody-Magnetic particles Conjugate 0.5 mL 1

5 Oligo Conjugate Solution (10X) Antibody-Oligo Conjugate 1 mL 1

6 양성대조액 (Positive Control) 0.5 mL 1

7 음성대조액 (Negative Control) 0.5 mL 1

8 DNase&RNase Free Water 500/7500 Fast Real-Time PCR System 15 mL 2

9 IP PreMix Taq (2X) SYBR green 1 mL 1

10 ROX Reference Dye 50 μL 1

11 Primer Mix 5 μM 100 μL 1

12 8-Strip PCR tube&Cap 8wells*15 strip 1

13 Plate 밀봉 테이프 무색 투명한 Polyester 접착 테이프 2

번호 명칭 용량 수량

1 FMDV Ag 검사 디바이스 10

2 희석액 (Dilution Buffer) 10 mL 1

3 Test tube 10

4 검체 채취용 면봉 10

5 드롭퍼 (Dropper) 10

3. 진단 키트 시작품 제작

가. FMDV Ag I-PCR 진단 키트 : Immuno-PCR 기술 적용

나. FMDV Ag Rapid Kit : DNA 구조체 적용 POCT
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주요 성능지표 단 위 최종 개발목표 성능평가 결과 달성도 (%)

판독 가능한 혈청형 개수 3개 이상 3개 100

정확성 횟수 100% 100% 100

정밀도

(검출감도)

 copies, 

moles
10 copies 이하, nM 이하 1-4 nM 100

재현성 횟수 시료 10개, 3회 반복
시료 10개, 3회 반복 

시 동일 패턴 나타남
100

4. Immuno-PCR 진단 키트 외부 성능평가 완료

가. 성능 평가 기관 : (주)크라운진

나. 시험 목적 : FMDV I-PCR Kit 제품평가
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5. 특허 출원

가. 이뮤노 중합효소연쇄반응 기법을 이용한 구제역 바이러스 진단법 및 진단키트

           (특허 출원번호 : 10-2019-0123148)

나. DNA 구조체를 적용한 간이 키트 (특허 출원번호 : 10-2019-0130169)
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6. 논문 게재 및 학술발표

가. 황춘홍, 김은영, 이성진, 최소영, 곽경록. (2017). 구제역 진단법 연구개발 현황 (총설).

동물자원연구, 28(2), 78-96

나. 이정근, 황춘홍, 이성진, 최소영, 곽경록. (2019). Immuno-PCR을 이용한 한국형 A형 

구제역 바이러스 진단. 동물자원연구, 30(2), 87-96.

다. 2019년 한국동물생명공학회 정기 학술대회 (2019.07.11-12)
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제 2 절 관련분야 기여도

1. 나노기술을 접목한 신속진단 키트의 개발이 성공적으로 완료되면 축산농가에서 손쉽게 

저렴한 가격으로 의심축 검사가 가능해지고, 정확한 조기진단이 가능하게 되므로 구제

역과 같은 전염성 바이러스의 확산을 방지하는 요소기술로 활용 가능

2. 본 연구 과정에서 활용할 기술은 면역, 분자진단에 나노기술이 접목된 것으로 BT와 NT

가 융합된 연구의 좋은 예가 될 것임

3. 향후 높은 민감도, 특이도, 재현성을 구현할 수 있는 biochip의 개발이 쉬워지며, 따라서 

biochip 연구, 개발에 새로운 기술의 도입으로 차세대 biochip의 기술개발의 발판을 마련 

할 것이며, bio-mems 기술을 이용한 차세대 biochip (Lab-on-a-chip) 개발에 주요 역할 

가능

4. 새로운 시장 창출: 항원-항체 면역반응 원리를 기반으로 하여 PCR 방법을 융합, 기존의 

검출 감도보다 증가한 고감도 진단제품이므로 새로운 진단시장 개척 가능
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제 5 장 연구결과의 활용 계획

1. 효소면역검사와 중합효소연쇄반응의 장점을 활용한 Immuno-PCR방법을 감염성 바이러

스 진단에 적용하기 위한 본 과제의 목적이 성공하게 되면 AI나 기타 전염성 동물 질환 

및 암 진단 등에도 본 과제의 고감도 진단 방법을 적용하여 조기진단에 활용 가능 

가. 바이러스 조기 검출 및 고감도 검출 성능 확인한 후, 특허출원 및 등록 진행 예정

나. 보유 기술을 사용한 진단키트 제품화 

(1) 구제역 바이러스 진단 키트 제품화

(가) 혈청형별 Immuno-PCR 진단 키트 

(나) 혈청형별 DNA 구조체 적용 POCT 간이 신속진단 키트

(2) 조기 진단이 필요한 바이러스성 질병 적용 및 진단 키트 제품화

(가) 미량 시료 검출 가능

(나) 조기 진단을 통해 질병의 확산 방지

(3) 암 진단 적용 및 진단 키트 제품화

(가) 혈액 속에서 암을 신속하고 정확하게 진단할 수 있는 기술로 개발하여 암의 조

기진단 및 개인별 맟춤 치료에 활용가능  

(나) 미량의 암세포 조기 발견에 의한 암 진단 및 치료 효과 상승 

(4) 산업화를 위해 제품 출시 후 국내 동물약품회사를 통하여 농가에 보급될 수 있도록 

추진할 계획

다. 특허 출원 등 개발기술의 독창성을 인정받아 독점 개발권을 보유하고 부가가치를  

  높여 매출증대 예정

라. 국내뿐만 아니라 구제역 발생이 빈번한 중국, 베트남 등 해외 수출 판매 추진 
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▪ISO13485
- 의료기기및 관련서비스를 제공하는 조직의 시스템에 대한 요구사항을 
적용 함으로서, 조직의 신뢰성이나 능력을 평가 받음. 

▪GMP
- 의료기기의 설계, 개발, 생산, 설치 및 서비스를 제공함에 있어 적용되
는 품질경영시스템의 요구사항을 적용

▪ 국외 성능 인증 마크 취득
 - 제품 또는 제조자가 EC 이사회관련 규정 및 관련되는 모든 지침에 부

합 심사
 - 안전, 건강 그리고 소비자의 보호와 관련된 규정 준수

2. 사업화 전략

가. 제품홍보전략

(1) 제품브랜드의 시장 론칭 초기 온라인 및 오프라인 홍보 및 마케팅을 통해 안정적인 

시장 진입

(2) 지속적인 홍보와 마케팅을 통해 개발제품과 브랜드 시장 인식 강화 

(3) TFT 구성을 통해 영업 조직 역량 강화 및 홍보판촉 실행

(4) 제품 홍보 및 마케팅은 학회,  BIO 박람회 및 해외박람회 참가 등 다양한 방법을 통

해 실행하고, 외부 전문 마케팅기관과 협업을 통한 제품마케팅 강화 

나. 신뢰성 (Reliability) 인증 확보 계획 

(1) 특허보호 및 차기제품의 연속적인 개발을 통해 지적 재산권을 확보함으로써 다음 

개발품이 나올 때까지 법적인 안전망 안에서 시장 주도적인 역할을 함과 동시에 국내 

시판을 위해 동물 질병진단 제품 허가를 진행 할 예정이며, 이와 관련하여 

GMP/ISO13485 인증을 병행하여 제조공정 및 제품 품질관리에 대한 scheme을 구축하

고 체계적인 제품 품질관리 방안을 마련할 것임. 

(2) 국내인증 및 해외인증 확보

다. 제품화 이후의 양산 계획 

(1) 구제역 고감도 진단이 가능한 정밀진단키트 (Immuno-PCR kit)의 기본 기술 개발을 

완료 후 제품화 작업, 제품 상용화 단계를 동시 진행 할 예정

(2) 제품에 대한 외부 검증기관의 민감성, 안정성, 재현성, 정확도 등 성능확인을 거친 
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단계 시기 추진계획 세부내용

1단계 2019.06~2019.12
시제품

 개발완료
- 공정 정립

2단계 2020.01~2020.06 생산 공정 구축 - 샘플제작에 사용될 생산 공정 확보 

3단계 2020.06~2021.06 1차 사업화
- 샘플제작

- 각 규격별 성능검사  

4단계  2021.06~2022.06 2차 사업화
- 시제품에 대한 기술적 보완  

- 양산 체계 구축 

후 제품 양산 추진 예정

(3) 특허 출원 등 개발기술의 독창성을 인정받아 독점 개발권을 보유하고 부가가치를 

높여 매출 증대 계획

라. 제품의 마케팅 

(1) 특허 출원 등 개발기술의 독창성을 인정받아 독점 개발권을 보유하고 부가가치를 

높여 매출 증대 효과 기대

(2) 다우진 유전자연구소는 KOLAS 국제공인 시험기관 인정과 14년 연속 보건복지부 

산하 한국유전자검사평가원으로부터 A등급 검사기관 인정을 받은 국내최고의 유전자

감식관련 검사 기관

(3) ISO 17025 시험품질 경영 시스템을 도입하여 시험업무의 품질 정도관리에 선도적인 

기업 

(4) 또한 2006년부터 경찰청 유전자감식 위탁기관 및 국방부 유전자감식 위탁기관, 법

원 유전자감정 촉탁 기관 등 선정되어 유전자감식 관련 검사서비스를 수행하고 있으

며, 온라인 및 오프라인 네트워크를 구성하여 제품판매 및 유전자검사 서비스 업무를 

수행 중

(5) 이러한 제품판매 및 유전자검사 서비스 시스템을 활용하여 제품개발 완료시 기존의 

on-off line의 영업망을 활용하여 제품판매를 확대할 것이며, 국내 및 해외시장 마케

팅을 병행하여 제품의 매출 증대 기대

(6) 국내에서 개발, 상용 중인 구제역 진단키트는 RT-PCR kit, ELISA kit, 현장 간이 신

속진단 키트가 있음. 이들 제품은 종래의 일반적인 진단방법을 적용한 제품들이므로 

본 과제가 성공적으로 수행되어 기존의 제품 대비 100~1,000배 향상된 감도의 진단제

품이 출시된다면 국가기관과 관련업계에서의 수요는 폭발적일 것으로 확신하며, 해외 

수출도 가능하여 매출증대 효과가 높을 것으로 기대함.

(7) 본사는 2019년 몽골 바이오 전문제품 판매사인 Happy Pharm LLC사와 제품판매를 

위한 대리점 계약을 체결하여 구제역진단 키트 생산 시 몽골 및 중국 등 해외 수출을 

위한 영업망을 확보함. 

(8) 해당 제품의 인지도를 높이기 위해 제품의 최종 수요처인 시도 보건환경 연구원, 

검역본부 등에 제품의 평가를 의뢰함과 동시에 동물 진단 관련 학회, 세미나 발표를 

통해 개발 제품의 신뢰성을 강화함.

마. 제품 사업화 계획 
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3. 사업화를 위한 비즈니스 모델

가.  BM 목표 및 핵심경쟁요인

(1) BM 목표

(가) 1차적 목표 : 구제역 진단시스템산업은 크게 조기 질병진단 할 수 있는 민감성이 

매우 뛰어난 구제역진단시스템기술과 발달하는 의·약학 정보를 빠르게 구제역 

질병진단에 적용하기 위한 구제역진단 키트 제품화 

(나) 2차적 목표 : 일상생활에서도 상시 진단 가능한 시스템 개발과 신속 정확한 측정 

기술이 중요하여 질병에 대한 사후 대처 전 요구기술을 만족하는 키트 제품화

(다) 3차적 목표 : 질환이나 질병 원이 되는 것을 정확히 진단하는 것은 예방과 치료

에 큰 도움이 되며, 각종 암 진단 기술, 감염질환 원인을 보다 정확하고 신속하게 

진단하여 조기발견에 의한 완치와 적절한 치료 대응 가능한 진단방법과 키트 제품

화 

(2) 타 사업과의 연계성과 핵심 경쟁요인 분석

(가) 면역화학적 진단은 표지자 검출을 위한 시약의 개발, 장치와 제어 시스템 융합, 

데이터 처리 전산 시스템 개발 시장이 주를 이루고 있으며, 유용한 표지자 연구개

발, 소프트웨어개발, 하드웨어개발 및 제어장치, 검출시스템개발의 전방산업으로 

확장 가능



- 68 -

나. 비즈니스 목표 시장 구조

(1) 경쟁기업 현황

(가) 감염성 미생물 검사시장의 증가로 인한 신속, 고정확성 분자 진단기기가 시장을 

주도함.

(나) 미국의 아이다호 테크놀러지는 바이오칩과 나노기술을 접목하여 27가지 병원체

에 대한 동시진단이 가능한 Film Array System을 출시하여 시장을 잠식하고 있는 

상황임.

(다) 글로벌 주요 분자 진단 기업들로는 Roche Diagnostics, Qiagen, Gen-Probe, 

Abbott Diagnostics, Cepheid 등이 있으며, 고유 원천기술을 보유 중임.

(라) 국내 유전자 활용 분자 진단 관련 장비 및 진단시스템에 참여하는 대기업은 삼

성 테크윈이 있으며, 이외에 바이오니아, 나노바이오시스가 장비 내 모듈, 부품, 제

품 생산에 참여하여 유전자진단키트, 융합바이오센서, DNA자동화분석기, 유전자 

추출기 등 관련 진단시스템으로 진입 시도 중.

(마) 국내 경쟁기관현황으로는 메디안디노스틱 (구 제노바이오텍), 바이오노트 등 2곳 

존재. 메디안디노스틱의 VDPro FMDV NSP 엘리자’는 세계 3번째로 상용화한 국

내 기술 제품으로 구제역 바이러스의 혈청형에 무관하게 항체검사를 할 수 있고, 

약 80.7%의 특이도를 나타냄.

(바) 지노믹트리, 랩지노믹스, 씨젠, 진메트릭스와 같은 분자진단키트 관련 업체는 효

소 및 시약, 제품을 생산하는데 주력하고 있으며, 이외에 굿젠, 지노첵, 마크로젠은 

DNA칩 생산 및 분석서비스를 위한 개발에 주력하고 있으며, 분자 진단 내 분석기

술과 DNA칩 어레이어에 관련한 업체는 아직 부족한 상황임. 따라서 국내 분자진

단 전문기업은 당사로서 Immuno-PCR 원천기술을 확보한 유일한 기업임.

(2) 경쟁구조

(가) Roche Diagnostics는 자가혈당진단 및 분자 진단 분야에 Lab on chip과 nano 

plasmonic 기술을 이용한 immunoassay관련 시스템을 개발하는 기업으로 당사 개

발품과 소분류 기술에서 차이 있음으로 경쟁상황이 발생되지 않음.

(나) Affymetrix, Inxyte Genomics, Nanogen 등 선두 바이오칩 제조회사에서 DNA칩 

분석시스템 개발 분야 연구 집중 개발하고 있으나 기초적인 접근 방식이 다름.

(다) Illumina는 DNA 및 단백질을 빠른 시간 안에 검출해 내는 VeraCode 기술을 개발

을 하여 디지털 홀로그래픽 코드를 도입, 24비트로 인코딩할 수 있는 유리 마이크

로 입자를 이용해 생체물질을 다중 검출고속으로 진행하고 있으나 증폭방식이 다

름으로 경쟁이 아니라고 할 수 있음.

(라) 독일의 Siemens AG사 연구팀은 하부 전극으로 금과 마이크로전극을 이용한 전

기화학적 검출방식을 채택하여 바이러스 및 병원균 (Pathogen)진단용 DNA 전기화

학적 칩 방식으로 개발함으로 증폭방식에 차이가 있음으로 경쟁구조에 포함되지 

않음.
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매출 유형 품  목 판매 경로

제 품
구제역 Immuno-PCR Kit

rapid FMDV Kit

영업사원/ 공공기관 입찰/

전국 네트워크 동물 진단제품 

유통업체

구분 주요매출처

국가기관 농림축산검역본부

시,도 지자체 연구기관 동물위생시험소

수요자 축산농가

해외 검역 관련 기관, 축산연구소 등

다. 수익 확보 전략

(1) 주요 고객군 : 본 과제가 성공적으로 수행되어 기존의 제품 대비 100~1,000배 향상

된 감도의 진단제품이 출시된다면 국가기관과 관련 업계에서의 수요는 폭발적일 것

으로 확신하며, 해외 수출도 가능하여 매출증대 효과가 높을 것으로 예측됨. 

[주요 예상 매출처]

[판매 경로]

(2) BM의 수익창출 방안

(가) ㈜다우진유전자연구소는 KOLAS 국제공인 시험기관 인정과 14년 연속 보건복지

부 산하 한국유전자검사평가원으로부터 A등급 검사기관 인정을 받은 국내최고의 

유전자감식관련 검사 기관으로 유전자감식 관련 검사서비스를 수행하고 있으며, 

온라인 및 오프라인 네트워크를 구성하여 제품판매 및 유전자검사 서비스 업무를 

수행하고 있음. 

(나) 이러한 제품판매 및 유전자검사 서비스 시스템을 활용하여 제품개발 완료시 기

존의  on-off line의 영업망을 활용하여 제품판매를 확대할 것이며, 국내 및 해외 

시장 마케팅을 병행하여 제품의 매출 증대를 일으킬 것임.
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구 분 활동 계획 

사전 정보 수집
- 회사 및 기업 정보 파악

- 타겟 국가 설정

해외마케팅 컨설팅 

- 해외마케팅 관련 해외현지 시장조사

- 바이어 발굴 (바이어 신용조사, 무역전문가 검증)

- 법률자문 등을 통하여 정보 수집

유효 인콰이어리 발굴
- 인콰이어리 접수

- 유효성 검사

바이어 상담회, 

해외전시회참가
- 국제 전시회 참가 

자율마케팅

프로그램

- 제품 및 기업 홍보를 위한 세미나 및 컨퍼런스

- 마케팅 관련 행사 개최 

[해외시장 또는 고객발굴을 위한 정보수집 활동 계획] 
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주 의

1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술개발사업의 연구보고서입니다.

2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술

개발사업의 연구 결과임을 밝혀야 합니다.

3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.
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