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물 및 바이러스 검출방법에 관한 것이다.

본 발명에 의하면, 재조합 항원을 숙주세포에서 올바르게 접힌 형태로 수용성 발현시킬 수 있어 생산된 항체의
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생명공학 연구를 비롯한 다양한 의학적 목적으로 유용하게 사용될 수 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

목적 항원의 발현 효율을 증진시키기 위한 융합파트너; 및 목적 항원으로 이루어지는 재조합 단백질을 포유동물

에 투여하는 단계를 포함하는 항체 제조방법에 있어서,

상기  융합파트너는  상기  포유동물로부터  유래된  아미노아실  tRNA  합성효소에서  분리한  RNA  결합  도메인

(Aminoacyl tRNA synthetase appended RNA interacting domain; RID)의 아미노산 서열을 포함하는 것인, 항체

제조방법.

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 RID는 서열번호 1, 서열번호 2 및 서열번호 3으로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나의 아미노산 서열로

표시되는 것인, 항체 제조방법.

청구항 3 

제1항에 있어서,

상기 목적 항원은 서열번호 4, 서열번호 5, 서열번호 6으로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나의 아미노산 서

열로 표시되는 것인, 항체 제조방법.

청구항 4 

서열번호 4, 서열번호 5 및 서열번호 6으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 펩타이드를 특이적으로 인지하

는 목적 항원 특이적 항체.

청구항 5 

제4항에 있어서, 

상기 목적 항원 특이적 항체는 포유동물의 하이브리도마 세포에 의해 생산되는 것인 항체.

청구항 6 

제5항에 있어서,

상기 포유동물은 마우스, 토끼, 말, 개, 고양이, 닭, 오리로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나 이상인 것인,

항체.

청구항 7 

제4항에 있어서, 
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상기 항체는 다클론 항체 또는 단일클론 항체인 항체.

청구항 8 

제4항 내지 제7항 중 어느 한 항의 항체를 포함하는 바이러스 감염 진단용 조성물.

청구항 9 

제8항에 있어서,

서열번호  4의  아미노산  서열로  이루어진  펩타이드에  대한  항체는  A/Brisbane/59/2007  (IVR-148)(H1N1),

A/California/07/09  (NYMC-X181)(H1N1),  A/Michigan/45/2015  (NYMC-X275)(H1N1),  A/Puerto  Rico/8/34(H1N1),

A/Singapore/GP1908/2015  (IVR-180)(H1N1),  A/Singapore/01/57(H2N2),  A/Anhui/01/05  (IBCDC-RG-6)(H5N1)  를

검출하는 것인 바이러스 감염 진단용 조성물.

청구항 10 

샘플과 제4항 내지 제7항 중 어느 한 항의 항체를 접촉시키는 단계; 및

상기 항체와 샘플의 반응을 검출하는 단계를 포함하는, 대상체의 바이러스 감염 여부에 대한 정보제공 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 항체 생산 숙주동물 유래 융합파트너; 및 목적 항원으로 이루어진 재조합 단백질을 이용하여 목적 항[0001]

원 특이적인 항체를 제조하는 방법, 상기 방법으로 제조된 항체, 상기 항체를 포함하는 바이러스 감염 진단용

조성물 및 바이러스 검출방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

항체는 현대 생명공학연구에 널리 사용되는 물질로 그 응용범위는 연구목적을 넘어 질병의 진단, 예방, 치료 등[0003]

의 목적으로 광범위하게 사용되고 있다. 이러한 항체를 생산하는 가장 널리 알려진 방법은 항체 제작을 목적으

로 하는 단백질 항원을 생산 숙주에 접종하여 숙주 내 면역시스템을 통해 항체를 생산하고 이 중 목적항원 특이

적인 항체만을 스크리닝 하여 정제해 내는 방법이다. 따라서 접종하는 목적항원의 품질이 최종 생산품인 항체의

품질에도 커다란 영향을 주게 된다.

단백질  항원의  품질을  결정하는  요소에는  크게  물속에서의  용해도(Solubility)와  올바른  구조의  형성여부[0004]

(folding, 단백질 접힘)가 포함된다. 생명체 현상은 물속에서 진행되며 따라서 항원 단백질은 우선적으로 물에

서 용해도가 높은 수용성 유지가 중요하다. 항원이 불수용성으로 발현된다는 것은 일반적으로 항원이 올바른 3

차원 구조를 이루지 못하고 있음을 뜻하기 때문이다. 항원이 불용성일 경우 특히 항원의 3차원 구조에서 중요한

conformational epitope의 형성에 심각한 영향을 끼친다. 이를 해결하기 위해 일반적으로 불용성 침전을 리폴딩

(refolding)이라는 단백질 수용화 추가 공정을 거치게 된다. 이에는 막대한 생산 비용 증가와 더불어 목표항원

의 최종 수율(yield) 감소 등 산업상 단점이 제기되고 있다(7). 이에 더하여 리폴딩 항원은 원래의 자연적 구조

로의 전환 미비(8-10) 등 항원의 품질이 저하될 우려가 있으며 이를 사용하여 항체를 제작할 경우 항체의 결합

력, conformational epitope 인식능력 저하 등 항체의 질에 문제를 야기할 수 있다.

이러한 재조합 단백질항원의 불수용성 침전형성 문제와 구조 접힘 문제해결을 위한 일환으로 목표항원을 수용성[0005]

이 높은 단백질(Soluble carrier)에 융합하여 발현시키는 방법이 개발되었다(12). 그러나 이러한 융합단백질을

항원으로 면역하여 항체 생산 시에 융합파트너 자체가 면역동물에 외래 단백질로 인식되어 융합파트너에 대한

항체가 크게 유도되는 문제가 생기게 된다. 경우에 따라서는 융합파트너에 대한 면역원성이 목적항원을 압도하

게 되며 불필요한 융합파트너에 대한 항체가 더 많이 유도될 수 있다. 즉 목표항원 특이 (specific) 항체 외에
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융합파트너에 교차반응(cross-reactive)이 높은 항원이 혼재하게 된다. 이러한 문제점을 피하기 위해 유전자재

조합  방법으로  얻은  융합단백질을  프로테아제(protease)  등으로 처리하여 융합파트너을 제거할 수  있다(19,

20). 이 경우 고가의 단백질절단효소가 필요할 뿐 아니라 추가적인 정제공정이 요구되고, 융합파트너 제거 이후

목적항원의 수용성 및 구조가 유지되지 않아 재침전으로 형성되는 문제가 있다.

발명의 내용

해결하려는 과제

상기 종래기술의 문제점을 해결하기 위하여, 본 발명은 목적 항원의 올바른 발현을 유도하는 융합파트너를 포함[0007]

하여 재조합 항원을 수용성으로 생성하고 이를 적절한 숙주 동물에 투여하여 목적 항원의 에피토프만 특이적으

로 인식하는 항체를 제조하는 방법을 제공하는 데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 방법으로 제조된 목적 항원 특이적 항체, 이를 포함하는 바이러스 진단용 조성물[0008]

및 이를 이용하여 바이러스를 검출하는 방법을 제공하는 데 있다.

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 목적 항원의 발현 효율을 증진시키기 위한 융합파트너; 및 목적 항원으[0010]

로 이루어지는 재조합 단백질을 항체 생산 숙주동물에 투여하는 단계를 포함하는 항체 제조방법을 제공한다.

본 발명은 또한, 상기 제조방법에 의해 제조된, 서열번호 4, 서열번호 5 및 서열번호 6으로 이루어진 군에서 선[0011]

택된 1종 이상의 펩타이드를 특이적으로 인지하는 목적 항원 특이적 항체를 제공한다.

본 발명은 또한, 서열번호 4, 서열번호 5 및 서열번호 6으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 아미노산 서열[0012]

로 이루어진 펩타이드를 특이적으로 인지하는 목적 항원 특이적 항체를 포함하는 바이러스 감염 진단용 조성물

을 제공한다.

본 발명은 또한, 샘플과 항체를 접촉시키는 단계; 및 상기 항체와 샘플의 반응을 검출하는 단계를 포함하는, 대[0013]

상체의 바이러스 감염 여부에 대한 정보제공 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 항체 제조방법에 의하면, 융합파트너를 포함하여 재조합 항원을 숙주세포에서 올바르게 접힌 형태로[0015]

수용성 발현시킴으로써 항체의 에피토프 인식 능력 및 항체의 결합력을 높일 수 있다.

또한, 포유동물 유래 융합파트너를 사용하여 생성된 재조합 항원을 동일한 포유 동물에 투여하여 융합파트너에[0016]

대한 교차면역을 최소화함으로써 목적 항원 특이적인 항체를 생산할 수 있으며, 본 발명의 RID 융합파트너는 다

양한 포유동물에 존재하는 단백질로 다양한 항체 생산 숙주동물에 알맞은 재조합 항원 생산에 사용될 수 있는

장점이 있다.

본 발명의 목적 항원 특이적인 항체는 진단 또는 치료 용도뿐 아니라 생명공학 연구를 비롯한 다양한 의학적 목[0017]

적으로 유용하게 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 RID 융합을 통한 항원 및 항체 제작 방법에 대한 개략적 도면이다.[0019]

도 1A는 쥐 유래 RID를 융합단백질로 이용하여 목적단백질에 대한 쥐 유래 단일클론항체 및 다클론항체 생산과

정의 개략적 도식이다.

도 1B는 Lysyl tRNA synthetase 중 RNA interaction domain(RID)의 위치에 대한 개략 도식과 더불어 쥐, 토끼,

인간 유래 RID의 아미노산 서열이다(24).
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도 2는 본 발명을 통해 인플루엔자 재조합 헤마글루티닌(Hemagglutinin, HA) 단백질의 stalk 도메인을 대장균

발현 시스템에서의 발현 결과에 대한 도면이다. 발현하고자 하는 목적 단백질은 인플루엔자 A 바이러스 그룹 1

에 해당하는 여러 종의 인플루엔자 바이러스의 HA 단백질 서열 중 공통 아미노산 서열을 포함하도록 디자인한

유니버설 HA 단백질이다.

도 2A는 유니버설 HA  단백질 발현을 위한 mRID  융합 벡터, mRID  융합 유니버설 HA  단백질(mRID-uHAstalk),

mRID를 융합하지 않은 유니버설 HA 단백질(uHA stalk)의 모식도이다.

도 2B는 mRID-uHAstalk 37°C 와 20°C 에서의 발현 양상을 보여주는 도면이다. M은 단백질 크기 마커, T는 전

체 단백질 분획, S는 수용성 단백질 분획, P는 불수용성 단백질 분획을 나타낸다. IPTG(Isopropyl β- D -1-

thiogalactopyranoside)를 첨가 여부는 (-) 와 (+) 로 표기하였다. 도 2C는 mRID를 융합하지 않은 유니버설 HA

단백질(uHA  stalk)의  37°C  와  20°C  에서의  발현  양상을  보여주는  SDS-PAGE(SDS-polyacrylamide  gel

electrophoresis) 결과이다.

도  3은  mRID-uHAstalk을  접종하여  쥐에서  생산된  하이브리도마  클론과  이중  정제된  단일클론항체  2종(1G5,

2C12)을 이용하여 융합단백질 mRID와 접종에 사용된 mRID-uHAstalk 대하여 ELISA을 진행한 결과이다.

도 3A는 항체가 포함된 하이브리도마 클론 15종을 이용한 ELSIA 결과이다.

도 3B는 1G5 항체를 이용한 ELISA 결과이며, 도 3C는 2C12 항체를 이용한 ELISA 결과이다.

도 4는 유니버설 HA 단백질에 대한 단일클론항체 1G5를 이용하여 실제 인플루엔자 바이러스의 HA 단백질에 대해

ELISA를 진행한 결과이다. 위 ELISA에서 사용된 인플루엔자라 바이러스 HA는 영국 NIBSC(National Institute

for Biological Standards and Control)에서 공급된 표준 HA 단백질 항원이다.

도 5는 유니버설 HA 단백질에 대한 단일클론항체 2C12를 이용하여 실제 인플루엔자 바이러스의 HA 단백질에 대

해  ELISA를  진행한  결과이다.  위  ELISA에서  사용된  인플루엔자라  바이러스  HA는  영국  NIBSC(National

Institute for Biological Standards and Control)에서 공급된 표준 HA단백질 항원이다.

도 6은 인플루엔자 A/Puerto Rico/08/34(H1N1) 바이러스의 HA 단백질의 globular head domain(HAgd)을 대장균

발현 시스템에서의 발현 결과에 대한 도면이다. 

도 6A는 HAgd 단백질의 발현을 위해 사용된 플라스미드 벡터와 RID 융합 HAgd 단백질(RID-HAgd)의 모식도이다.

도 6B는 RID-HAgd 과 RID를 융합하지 않은 HAgd의 20°C에서 발현 양상을 보여주는 SDS-PAGE 결과이다. M은 단

백질 크기 마커,  T는  전체  단백질 분획,  S는  수용성 단백질 분획,  P는  불수용성 단백질 분획을 나타낸다.

IPTG(Isopropyl β- D -1-thiogalactopyranoside )를 첨가 여부는 (-) 와 (+) 로 표기하였다. 

도 7은 mRID-HAgd 와 rRID-HAgd 단백질의 접힘 적합성, 위 단백질을 통해 생산된 항혈청 내 항체의 반응성을 보

여주는 도면이다.

도 7A는 야생형 인플루엔자 A/Puerto Rico/08/34(H1N1) 바이러스를 쥐에 접종 후 얻은 항혈청을 이용해 mRID-

HAgd, mRID, HAgd에 대하여 ELISA와 Western blot을 수행한 결과이다.

도 7B는 야생형 인플루엔자 A/Puerto Rico/08/34(H1N1) 바이러스를 쥐에 접종 후 얻은 항혈청을 이용해 rRID-

HAgd, rRID, HAgd에 대하여 ELISA와 Western blot을 수행한 결과이다.

도 7C는 여러 종류의 인플루엔자 바이러스를 접종하여 얻은 쥐 항혈청을 이용해 mRID-HAgd에 대하여 ELISA를 수

행한 결과이다. A/Puerto Rico/08/34 (H1N1), X-31 기반 저온적응 A/New Caledonia/20/99 (H1N1), X-31 기반

저온적응  A/Panama/07/99  (H3N2),  X-31  기반  저온적응  A/Indonesia/5/2005  (H5N1),  X-31  기반  저온적응

A/Korea/01/09 (pandemic H1N1) 를 쥐에 접종하여 얻은 항혈청(26, 27)이 사용되었다.

도 7D는 mRID-HAgd를 쥐에 접종한 후 얻은 항혈청을 이용해 mRID-HAgd, mRID, HAgd에 대하여 ELISA와 Western

blot을 수행한 결과이다.

도  7E는  rRID-HAgd를  토끼에  접종한  후  얻은  항혈청을  이용해  rRID-HAgd,  rRID,  HAgd에  대하여  ELISA와

Western blot을 수행한 결과이다.

도 7F는 대장균 유래 Lysyl tRNA synthetase (LysRS) 를 융합한 HAgd(LysRS-HAgd)를 쥐에 접종한 후 얻은 항혈

청을 이용해 LysRS-HAgd, LysRS에 대하여 ELISA와 Western blot을 수행한 결과이다.
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도 8은 mRID 및 rRID 융합 EGFP(Enhanced Green Fluorescent Protein)의 발현과 이에 대한 쥐 항혈청 내 항체

의 반응성을 보여주는 도면이다.

도 8A는 RID융합 EGFP (RID-EGFP) 발현을 위해 사용된 플라스미드 벡터와 RID-EGFP의 모식도이다. 사용된 융합

단백질은 mRID와 rRID이다.

도 8B는 mRID 융합 EGFP(mRID-EGFP), rRID 융합 EGFP(rRID-EGFP), 융합하지 않은 EGFP 단백질의 25°C에서의

발현양상을 보여주는 SDS-PAGE 결과이다. M은 단백질 크기 마커, T는 전체 단백질 분획, S는 수용성 단백질 분

획, P는 불수용성 단백질 분획을 나타낸다. IPTG(Isopropyl β- D -1-thiogalactopyranoside )를 첨가 여부는

(-) 와 (+) 로 표기하였다.

도 8C는 mRID-EGFP  단백질을 쥐에 접종하여 얻은 항혈청을 이용해 mRID-EGFP,  mRID,  EGFP에 대하여 ELISA와

Western blot을 수행한 결과이다.

도 8D는 rRID-EGFP 단백질을 토끼에 접종하여 얻은 항혈청을 이용해 rRID-EGFP, rRID, EGFP에 대하여 ELISA와

Western blot을 수행한 결과이다.

도 9는 mRID 융합 MERS(Middle East respiratory syndrome coronavirus)의 S1 항원의 RBD(Receptor Binding

Domain) 발현과 이에 대한 단일클론항체의 반응성을 보여주는 도면이다. 

도 9A는 mRID융합 MERS RBD(mRID-MERS RBD) 발현을 위해 사용된 플라스미드 벡터와 mRID-MERS RBD의 모식도이

다. 

도 9B는 mRID를 융합하지 않은 MERS-RBD의 16°C에서의 발현 양상을 보여주는 SDS-PAGE 결과이다. M은 단백질

크기  마커,  T는  전체  단백질  분획,  S는  수용성  단백질  분획,  P는  불수용성  단백질  분획을  나타낸다.

IPTG(Isopropyl - D -1-thiogalactopyranoside )를 첨가 여부는 (-) 와 (+) 로 표기하였다. 

도 9C는 mRID-MERS RBD)의 37°C, 30°C, 20°C, 16°C 에서의 발현 양상을 보여주는 SDS-PAGE 결과이다. M은

단백질 크기 마커, T는 전체 단백질 분획, S는 수용성 단백질 분획, P는 불수용성 단백질 분획을 나타낸다.

IPTG(Isopropyl β- D -1-thiogalactopyranoside )를 첨가 여부는 (-) 와 (+) 로 표기하였다.

도  9D는  293T  세포에서  생산된  RBD단백질,  mRID-MERS  RBD  단백질,  mRID  단백질과 hDPP4(human  dipeptidyl

peptidase4) 단백질 사이의 결합 여부와 정도를 ELISA를 통해 분석한 결과이다.

도  9E는  mRID-MERS  RBD단백질을  쥐에  접종하여  생산한  단일클론항체  2종(mAb29,  mAb38)을  이용하여

Baculovirus-insect cell에서 생산된 RBD 단백질항원에 대한 ELISA를 진행한 결과이다.

도 9F는 mRID-MERS RBD 단백질에 대한 단일클론항체 mAb29를 이용하여 mRID-MERS RBD, mRID, 대장균 수용성 세

포(competent cell) 내재 단백질에 대한 Western blot을 진행한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0020]

본 발명에서는 목적 항원의 발현 효율을 증진시키기 위한 융합파트너를 특정 길이 및 특정 서열로 포함하여 융[0021]

합파트너-목적 항원의 재조합 단백질을 올바르게 접힌 형태로 수용성 발현시키고, 이를 포유동물에 투여하여 항

체를 제조함에 있어서, 동일한 포유동물 유래의 융합파트너를 사용함으로써 생성된 항체가 목적 항원에만 특이

적으로 결합하고, 융합파트너에는 결합하지 않는 것을 확인하였으며, 재조합 항원 단백질을 면역적으로 가치 있

는 구조로 제시하여 진단용 또는 치료용 항체의 특이도를 높이는 것을 확인하고 본 발명을 완성하게 되었다.

이에, 본 발명은 목적 항원의 발현 효율을 증진시키기 위한 융합파트너; 및 목적 항원으로 이루어지는 재조합[0022]

단백질을 포유동물에 투여하는 단계를 포함하는 항체 제조방법에 있어서, 상기 융합파트너는 포유동물로부터 유

래된  아미노아실  tRNA  합성효소에서  분리한  RNA  결합  도메인(Aminoacyl  tRNA  synthetase  appended  RNA

interacting domain; RID)의 아미노산 서열을 포함하는 것인, 항체 제조방법을 제공한다.

하기 [도 1]은 마우스를 생산 숙주로 하여 마우스에서 유래된 RID를 융합 단백질로 이용하여 재조합 항원을 생[0023]

산하는 과정 및 재조합 항원에 대한 단일클론항체 및 다클론항체를 제작하는 방법을 개략적으로 보여주는 개념

도이다.

본 발명의 “목적 항원(target antigen)”은 당업자가 항체를 통해 검출하고자 하는 단백질로서, 재조합 발현벡[0024]
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터에 상기 단백질을 암호화하는 폴리뉴클레오티드를 삽입하여 숙주세포에서 발현이 가능한 모든 단백질을 의미

한다. 본 발명에서 “목적 항원”은 숙주세포에서 융합파트너과 융합된 형태로 발현된다. 본 발명의 실시예에서

는 “목적 항원”으로 인플루엔자바이러스 유래 uHAstalk(서열번호 4의 아미노산 서열로 표시됨)와 HAgd(서열번

호 5의 아미노산 서열로 표시됨) 및 메르스 코로나 바이러스 유래 S1 단백질의 RBD(서열번호 6의 아미노산 서열

로 표시됨)를 사용하였다.

본 발명의 "목적 단백질의 발현 효율을 증진시키기 위한 융합파트너"는 목적 단백질을 수용성 형태로 발현시킬[0025]

수 있다고 보고된 펩타이드로서, 예를 들어, 잘 알려진 융합파트너로서 GST, 말토스 결합 단백질, 유비퀴틴 등

이 있으나 이들은 일반적인 포유동물에 접종 시 외래항원으로 인식되어 이에 대한 항체 유도가 발생된다. 본 발

명에서 사용하고자 하는 융합 파트너는 일반적인 융합파트너와는 다르게 생산숙주 유래 단백질을 Aminoacyl

tRNA 합성요소의 RNA interaction domain, 특히 라이실 tRNA 합성요소의 RNA interaction domain (RBD) 를 사

용함으로써 융합파트너에 대한 면역유도를 최소화하며 목적항원에 대한 항체 생산을 최대화 할 수 있다.

본 명세서에서 사용된 용어 “RID(RNA interacting domain)”은 RNA와 기타 단백질 간의 상호작용에 관여하는[0026]

고유한 N-말단 연장부위(70 아미노산)를 의미하며, 라이실 tRNA 합성 효소로부터 분리한 것이다. 본 발명의 바

람직한 일 실시예에서는, RID에 태그 서열을 결합한 tag-RID를 박테리아에서 목적 단백질의 수용성 발현을 위한

결합 파트너로 사용하였다.

본 발명의 바람직한 일실시예에서, 상기 RID는 RID-목적 항원을 도입하여 항체를 생산하기 위한 포유동물로부터[0027]

유래된 아미노아실 tRNA 합성효소에서 분리된 RNA 결합 도메인일 수 있고, 예를 들어 서열번호 1로 표시되는 마

우스 유래 RID, 서열번호 2로 표시되는 토끼 유래 RID, 서열번호 3으로 표시되는 인간 유래 RID일 수 있다.

본 발명의 항체의 제조방법에 있어서, 상기 언급된 융합단백질에 대한 항체 유도 문제를 해결하기 위해 항체 생[0028]

산 숙주 동물로부터 유래한 자가항원(self-antigen)을 융합파트너로 사용할 수 있다. 이 경우 융합파트너가 자

가항원('self  '  antigen)으로  인식되어  이에  대한  면역반응이  일어나지  않게  되고,  면역동물에는  이종항원

('foreign' antigen)인 목적 항원에 대해서만 면역이 유도되게 된다. 이에, 면역 숙주 동물 유래 단백질을 융합

파트너로 이용해 항원 단백질의 수용성 향상과 올바른 구조로의 접힘을 도모함과 동시에 융합파트너에 대한 면

역 유도를 방지하여 목적항원에 대한 특이적인 항체 생산이 가능하도록 할 수 있다.

다른 측면에서, 본 발명은 서열번호 4, 서열번호 5 및 서열번호 6으로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 펩타[0030]

이드를 특이적으로 인지하는 목적 항원 특이적 항체를 제공한다.

상기 항체는 단일클론 항체 또는 다클론 항체 일 수 있다.[0031]

본 발명의 일 구현예에 의하면, 인플루엔자바이러스 유래 uHAstalk(서열번호 4의 아미노산 서열로 표시됨)와[0032]

HAgd(서열번호 5의 아미노산 서열로 표시됨) 및 메르스 코로나 바이러스 유래 S1 항원의 RBD(서열번호 6의 아미

노산 서열로 표시됨)를 코딩하는 핵산을 벡터에 삽입하고, 이 벡터를 특정 대장균 균주로 접종하여 형질전환시

킴으로써, 상기 단백질이 과도하게 발현된 균주로부터 수득한 재조합 단백질을 사용하여 생산 숙주 동물을 면역

화하고 이로부터 적출한 비장세포와 골수종 세포를 융합하여 얻어진 하이브리도마 중에서 다양한 바이러스로부

터 발현되는 상기 단백질을 항원으로 인식하여 이에 대해서만 특이적으로 반응하는 하이브리도마 세포주를 선별

하였다.

본 발명은 대다수의 항체 생산에 일반적으로 사용하는 마우스 면역을 중심으로 기술되었다. 그러나 이는 용이하[0033]

게 마우스 이외의 숙주 동물, 예를 들어 토끼, 말, 개, 고양이와 같은 포유류 동물, 닭, 오리 등과 같은 조류

등 다양한 숙주 동물로 확대 적용될 수 있다. 예를 들어 토끼를 생산 숙주로 하여 재조합 항원에 대한 토끼 유

래 항체 제작 시 목적 항원에 토끼 유래 RID를 융합, 사용함으로서 목적항원 특이적 항체 생산의 효율성을 증가

시킬 수 있다.

본 발명의 단일클론항체는 본 기술분야에서 잘 알려져 있는 융합 방법에 의하여 제작될 수 있다. 주지한 것처럼[0034]

단일클론항체를 분비하는 하이브리도마 세포는 항원을 주사하여 면역시킨 마우스의 면역 세포와 적절한 암 세포

주를 융합하는 방법으로 제작할 수 있다. 마우스의 면역 세포와 암 세포주의 세포 융합은 폴리에틸렌글리콜

(PEG)와 같이 잘 알려진 방법을 이용할 수 있으며, 항체 생산 세포 역시 일반적인 배양 방법으로 증식시킨다.

본 명세서에서 사용된 용어 '단일클론 항체'란 당해 분야에 공지된 용어로서 단일 항원성 부위에 대해서 지시되[0035]

는 고도의 특이적인 항체를 의미한다. 단일클론 항체는 단세포군 항체라고 불리기도 한다. 통상적으로, 상이한
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에피토프(항원결정기)들에 대해 지시되는 상이한 항체들을 포함하는 다클론 항체와는 다르게, 단일클론항체는

항원상의 단일 결정기에 대해서 지시된다. 단일클론 항체는 항원-항체 결합을 이용하는 진단 및 분석학적 분석

법의 선택성과 특이성을 개선시키는 장점이 있으며, 또한 하이브리도마 배양에 의해 합성되기 때문에 다른 면역

글로불린에 의해 오염되지 않는 또 다른 장점을 갖는다.

상기 하이브리도마가 생산하는 단일클론 항체는 정제하지 않고 사용할 수도 있으나, 최선의 결과를 얻기 위해서[0036]

는 본 발명이 속하는 기술분야에 잘 알려져 있는 방법에 따라 고순도(예컨대, 95% 이상)로 정제하여 사용하는

것이 바람직하다. 이러한 정제 기술로는, 예를 들어 겔 전기영동, 투석, 염 침전, 이온교환 크로마토 그래피,

친화성 크로마토그래피 등의 정제 방법을 이용하여 배양 배지 또는 복수액으로부터 분리될 수 있다.

본 발명의 일 구현예에서, 본 발명의 단일클론 항체는 인플루엔자 바이러스의 mRID-uHAstalk 항원을 사용하여[0037]

면역된 마우스 비장세포로부터 세포융합기술에 의해 획득한 하이브리도마 세포들로부터 생산되는 항체를 제작하

였으며, 이를 1G5 및 2C12로 명명하였다. 본 발명의 또 다른 구현예에서, 본 발명의 단일클론 항체는 메르스 코

로나 바이러스의 mRID-MERS RBD 항원을 사용하여 면역된 마우스 비장세포로부터 세포융합기술에 의해 획득한 하

이브리도마 세포들로부터 생산되는 항체를 제작하였으며, 이를 각각 mAb29 및 mAb38로 명명하였다.

본  발명은  또한,  상기  단일클론  항체  및/또는  다클론  항체를  포함하는  바이러스  감염  진단용  조성물을[0039]

제공한다.

상기 조성물은 유효성분으로 서열번호 4의 아미노산 서열로 이루어지는 uHAstalk에 특이적으로 결합하는 단일클[0040]

론 항체, 서열번호 5의 아미노산 서열로 이루어지는 HAgd에 특이적으로 결합하는 다클론 항체, 또는 서열번호 6

의 아미노산 서열로 이루어지는 MERS-RBD에 특이적으로 결합하는 단일클론 항체를 포함하며, 상기 항체를 이용

하여 인플루엔자 바이러스 항원 또는 메르스 코로나 바이러스 항원에 대해 형성된 항원-항체 복합체를 검출함으

로써 인플루엔자 바이러스를 면역학적으로 검출할 수 있다. 본 발명의 일 구현예에 의하면, 상기 서열번호 4의

아미노산 서열로 이루어진 펩타이드에 대한 항체는 A/Brisbane/59/2007 (IVR-148)(H1N1), A/California/07/09

(NYMC-X181)(H1N1),  A/Michigan/45/2015  (NYMC-X275)(H1N1),  A/Puerto  Rico/8/34(H1N1),

A/Singapore/GP1908/2015  (IVR-180)(H1N1),  A/Singapore/01/57(H2N2),  A/Anhui/01/05  (IBCDC-RG-6)(H5N1)등

인플루엔자 A 바이러스 그룹1 내 다양한 바이러스를 검출할 수 있다.

또한, 본 발명은 상기 항체를 시료 샘플과 접촉시켜 형성된 항원-항체 복합체를 검출하는 단계를 포함하는 바이[0042]

러스 검출방법을 제공한다.

본 발명에서 용어 "항원-항체 복합체"란, 시료 중의 바이러스 항원과 이를 인지하는 본 발명에 따른 항체 또는[0043]

이의  절편의  결합물을  의미하며,  이러한  항원-항체  복합체는  비색법(colormetric  method),  전기화학법

(electrochemical  method),  형광법(fluorimetric  method),  발광법(luminometry),  입자계수법(particle

counting method), 육안측정법(visual assessment) 및 섬광계수법(scintillation counting method)으로 이루어

진 군에서 선택되는 임의의 방법으로 검출할 수 있다. 그러나 반드시 이들로만 제한되지 않고 다양한 응용과 적

용이 가능하다.

본 발명에서는 항원-항체 복합체를 검출하기 위한 것으로 여러가지 표지체를 사용할 수 있다. 구체적인 예로는[0044]

효소, 형광물, 리간드, 발광물, 미소입자, 방사성 동위원소로 이루어진 그룹 중에서 선택될 수 있으며, 반드시

이들로만 한정되는 것은 아니다.

본  발명의  바이러스  검출방법에  있어서,  항원-항체 복합체를  검출하는  방법은  바람직하게는  효소면역흡착법[0045]

(ELISA)을 이용하여 검출할 수 있으나, 이에 한정하는 것은 아니다. 효소면역흡착법은 고체 지지체에 부착된 항

원을 인지하는 항체를 이용하는 직접적 ELISA, 고체 지지체에 부착된 항원을 인지하는 항체의 복합체에서 포획

항체를 인지하는 표지된 이차 항체를 이용하는 간접적 ELISA, 고체 지지체에 부착된 항체와 항원의 복합체에서

항원을 인지하는 표지된 또 다른 항체를 이용하는 직접적 샌드위치 ELISA, 고체 지지체에 부착된 항체와 항원의

복합체에서 항원을 인지하는 또 다른 항체와 반응시킨 후 이 항체를 인지하는 표지된 이차 항체를 이용하는 간

접적 샌드위치 ELISA 등 다양한 ELISA 방법을 포함한다.

상기 단일클론항체 또는 이의 절편은 검출 표지체를 가질 수 있으며, 검출 표지체를 가지지 않을 경우는 이들[0046]

단일클론 항체 또는 이의 절편을 포획할 수 있고, 검출 표지체를 가지는 또 다른 항체를 처리하여 확인할 수 있
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다.

이하의  실시예는  발명의  이해를  돕기  위해  제시한  것으로  하기  내용이  발명의  보호범위를  한정하는  것은[0048]

아니다.

실 시 예 1

생산 숙주 유래 RID 융합 항원에 대한 항체 생산[0050]

본 발명에서 소개된 RID를 이용하여 항원을 생산하고 최종적인 항체를 생산하는 방법의 전체적 흐름은 도1A에[0051]

나타나 있다. 도 1은 마우스를 생산 숙주로 하여 마우스에서 유래된 RID를 융합 단백질로 이용한 재조합 항원의

생산과 이에 대한 단일클론항체 및 다클론항체를 제작하는 순서를 보여주고 있다. RID는 생산 숙주에 따라 적절

한 종류로 선택하여 사용한다. RID는 다양한 생산 숙주에 널리 존재하고 있으며 그 중 도1B에서 쥐, 토끼, 인간

의  RID  부분의  서열을  보여주고  있다.  항체의  생산은  기존에  알려진  hybridoma  fusion  방법  이외  phage-

display 등 다양한 방법이 적용될 수 있다.

서열번호  4의  유니버설  HA  stalk  항원은  기존에  NCBI(National  Center  for  Biotechnology  Information)의[0052]

Influenza virus resource 데이터 베이스 내 존재하는 수천 개의 헤마글루티닌(HA) 단백질 서열정보를 분석하여

각 아미노산 서열 위치에 가장 여러 바이러스 주에서 빈번히 관찰되는 아미노산을 특정하여 이들을 모아 디자인

한 새로운 형태의 인플루엔자 유니버설 항원이다. 디자인된 아미노산 서열은 이에 맞는 DNA 서열로 변환한 후

In vitro 에서의 핵산 합성을 통해 DNA를 제작하였다.

서열번호 5의 인플루엔자 HAgd 항원은 인플루엔자 A/Puerto Rico/08/1934 바이러스의 헤마글루티닌 항원 중 구[0053]

조 상 globular domain으로 예측되는 부분만 선정하여 In vitro 에서의 핵산 합성을 통해 DNA를 제작하였다.

서열번호 6의 MERS S1 항원 RBD는 MERS 바이러스의 S1 항원 중 구조상 Receptor binding domain 으로 예측되는[0054]

부분만 선정하여 In vitro 에서의 핵산 합성을 통해 DNA를 제작하였다.

실 시 예 2

유전자 클로닝-재조합 벡터의 제작[0056]

본 발명에 사용된 발현벡터는 pGE-RID(4) 벡터이다. RID 융합 벡터는 T7 프로모터의 조절을 받으며 N-말단에[0057]

RID가 위치하고 이어 아스파르트산(Asp, D) 6개가 반복된 연결부분, TEV 프로테아제 인식서열, 다중 클로닝 부

위(MCS; KpnI, BamHI, EcoRI, SalI, HindIII), 마지막으로 C-말단에 정제를 위한 6X 히스티딘(Histidine, His)

tag 를 가지고 있다. 클로닝하고자 하는 목적단백질의 유전자는 다중 클로닝 부위(MCS; KpnI, BamHI, EcoRI,

SalI, HindIII) 내 적절한 제한효소 2종의 절단 자리 사이에 삽입한다. 도2A, 도6A, 도8A, 도9A에서 각 목적 단

백질의 유전자들은 중합효소 연쇄반응(PCR)을 통해 증폭된 이후 다중 클로닝 부위의 절단 자리에 삽입되었다. 

실 시 예 3

대장균 세포 내에서 RID융합 재조합 단백질의 수용성 발현 확인[0059]

재조합 단백질의 발현 양상을 보기 위한 실험은 15ml LB(Lysogeny broth)배지 에서의 배양된 대장균 내 단백질[0060]

을 분석함으로써 이루어진다. 재조합 단백질은 대장균 숙주 BL21*(DE3)pLysS (Thermo Fisher)에서 과발현한다.

최초 배양은 암피실린 50μg/ml과 클로로암페니콜 30 μg/ml 이 포함된 3ml LB에서 37℃로 12시간 이상 배양 후

이중 500μl를 새 15ml LB배지에 옮겨 적정하여 OD600nm 가 0.5~0.7에 도달할 때까지 37℃에서 배양한다. 적정

OD600nm 값에 도달하면 다양한 온도 (예를 들어, 20℃, 16℃) 에서 1mM IPTG 를 첨가 후 적정 시간 배양한다. 배

양이 끝난 배지는 3000g에서 원심분리를 통해 대장균 세포를 채취하며 이를 초음파 분해를 통해 세포 용해물을

얻어낸다. 얻어진 최초 세포 용해물내 전체 단백질을 T(Total)로 분류하며 세포용해물을 12,000g에서 원심분리

를 통해 상등액과 침전된 부분으로 분리한다. 상등액 내 수용성 단백질은 S(Soluble)로 분류하며 침전된 부분내
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불수용성 단백질은 P(Pellet)으로 분류한다(도2B, 도6B, 도8B, 도9B, 도9C). 

도 2B에서 발현된 목적단백질 mRID-uHAstalk은 37℃ 발현 시 20℃ 보다 발현량이 더 높았으나 전체 목적 단백질[0061]

중 수용성으로 발현된 정도는 20℃에서 더 높았다. 37℃에서는 전체 목적단백질 중 약 20%가 수용성이었으나 20

℃에서는 전체 중 약 40%가 수용성이었다. 하지만 도 2C에서 RID를 융합하지 않은 uHAstalk 단백질의 발현 결과

를 보았을 때 37℃와 20℃에서 모두 매우 미미한 발현량을 보였으며 대부분이 불수용성으로 발현되었다.

도 6B에서는 인플루엔자 A/Puerto Rico/08/34(H1N1) HAgd에 대한 발현 양상을 보여주었다.  20℃ 발현 시 RID[0062]

를 융합하지 않은 HAgd는 대부분 불수용성으로 발현되었으나 세 종의 RID를 융합한 HAgd는 모두 증가한 수용성

정도를 보였다. 전체 발현된 목적단백질 중 mRID-HAgd의 경우 약 40%, rRID-HAgd의 경우 약 45%, hRID-HAgd의

경우 약 35%의 단백질이 수용성으로 발현되었다.

도 8B에서는 EGFP 단백질의 발현 양상을 보여주었다. RID를 융합하지 않은 EGFP는 전체 단백질 중 약 40%가 수[0063]

용성으로 발현이 되었다. mRID-EGFP의 경우 전체 중 약 47% 가 수용성으로 발현되어 그 수용성 정도는 RID융합

에도 크게 변하지는 않았으나 mRID 융합 시 발현량이 증가하는 모습을 보였다.

도9B, C에서는 MERS 바이러스의 RBD 발현양상을 보여주었다. RID 융합하지 않은 RBD의 경우 대부분 불수용성으[0064]

로 발현됨을 볼 수 있었으나 mRID-MERS RBD의 경우 다양한 온도에서 발현 결과 증가된 수용성을 보였다. 37℃

발현 시 약 58%, 30℃ 발현 시 약 67%, 20℃ 발현 시 약 68%, 16℃ 발현 시 거의 100% 가 수용성으로 발현되었

다.

실 시 예 4

RID융합 재조합단백질의 정제[0066]

RID  융합 재조합단백질들은 니켈 친화성 크로마토그래피를 이용해 정제하였다. 각각의 이미다졸(Imidazole)의[0067]

농도 조절을 위해 A 버퍼 [50 mM Tris-Cl(pH 7.5), 300 mM 염화 나트륨, 10% 글리세롤, 2mM 2-머캡토에탄올,

Tween-20 0.05%, and 10mM 이미다졸] 과 B 버퍼 [50 mM Tris-Cl(pH 7.5), 300 mM 염화 나트륨, 10% 글리세롤,

2mM 2-머캡토에탄올, Tween-20 0.05%, and 300mM 이미다졸]을 적절한 비율로 섞으며 직선형으로 이미다졸 농도

를 점차적으로 증가시켜 Ni-NTA 컬럼 레진(GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Buckinghamshire,

UK)에 넣음으로써 RID융합 단백질을 정제한다.

실 시 예 5

mRID 융합 유니버설 헤마글루티닌 stalk 도메인(mRID-uHAstalk)에 대한 단일클론항체 생산 및 평가[0069]

정제된 mRID-uHAstalk 단백질은 쥐에 접종된 후 기존에 알려진 하이브리도마 융합 방법(28, 29)을 통하여 접종[0070]

된 단백질에 특이적인 클론을 선정하여 항체 정제를 진행하였다. 6주령 BALB/c 쥐에 mRID-uHAstalk 항원을 2주

간격으로 2회 접종하며 면역보강제(Adjuvant)로 프로이드 어주번트(Freund's adjuvant)를 사용한다. 2차 접종 3

일 후 비장 세포를 채취하며 널리 하이브리도마 융합 방법(28, 29)을 이용하여 하이브리도마 세포를 제작한다.

면역된 항원에 대한 포지티브 클론(positive clone)은 해당 항원에 대한 ELISA를 통해 스크리닝 한다.

도 3A는 쥐에 면역 후 제작한 포지티브 클론 15종에 대하여 접종 항원인 mRID-uHA stalk과 융합단백질인 mRID에[0071]

대한 ELISA  결과 놀랍게도 15개의 모든 클론에서 접종항원에 대해서만 반응성을 보이며 반대로 융합파트너인

mRID에 대하서는 반응을 보이지 않았다. 이는 mRID가 쥐에는 자가항원으로서 항원성을 보이지 않음을 보여준다.

따라서 RID를 이용한 융합항원 생산방법은 융합파트너를 제거하지 않고 융합단백질의 형태로 접종하여도 높은

효율로 목적단백질 특이적 클론 생산이 가능함을 보여준다.

최종 선정된 클론은 Protein G resin (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)을 통해 정제한다. 상기 실시예에[0072]

서는  mRID-uHAstalk에  대한  단일클론항체  1G5와  2C12를  최종  생산하였다.  위  항체  생산은  에이티젠(경기도

성남,  대한민국)에서  이루어졌다.  1G5와  2C12는  접종된  단백질(mRID-uHAstalk)과  융합단백질(mRID)에  대한

ELISA를 통해 유니버설 HA stalk domain 특이적 항체인지 검증하였다. 도 3B는 1G5를 이용한 ELISA 결과이며 도

3C는 2C12를 이용한 ELISA  결과이다. 위 결과 두 단일클론항체는 융합파트너인 mRID에는 결합하지 않았으나

mRID-uHAstalk에는 결합하였다. 따라서 두 단일클론항체는 uHAstalk 항원에 특이적인 항체임을 알 수 있었으며
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mRID는 쥐에 접종되어 항체를 유도하지 않음을 다시 한번 보여주었다.

생산된 단일클론항체는 여러 종류의 인플루엔자 바이러스 HA 단백질에 대한 ELISA를 수행함으로써 항체가 실제[0073]

타겟과  잘  결합하는지를  평가하였다.  본  ELISA에  사용된  HA  단백질은  영국  NIBSC(National  Institute  for

Biological  Standards  and  Control)에서  공급된  인플루엔자  표준  HA  항원이며  사용된  바이러스  종은

A/Brisbane/59/2007  (IVR-148)(H1N1),  A/California/07/09  (NYMC-X181)(H1N1),  A/Michigan/45/2015  (NYMC-

X275)(H1N1),  A/Puerto  Rico/8/34(H1N1),  A/Singapore/GP1908/2015  (IVR-180)(H1N1),

A/Singapore/01/57(H2N2), A/Anhui/01/05 (IBCDC-RG-6)(H5N1) 이다. ELISA 과정 중 HA stalk domain에 결합하

는 항체인 1G5,  2C12의 항원 접근성 향상을 위하여 DTT(Dithiothreitol)처리를 통하여 HA의 head  domain  과

stalk domain 사이의 disulfide bond를 제거하여 head domain을 제거하며 low pH 버퍼를 통해 단백질 구조를

약간 lose하게 해주는 항원 전처리를 진행하였다. 도 4A-G, 도 5A-G의 결과에 따르면 두 단일클론항체 1G5 및

2C12는 실제 야생형 인플루엔자 바이러스의 HA에 잘 결합하는 것으로 보인다. 따라서 두 단일클론항체는 실제

HA  단백질  항원에  결합할  수  있음을  확인하였다.  또한  위  결과를  통해  단일클론항체  생산에 사용된 mRID-

uHAstalk 단백질이 올바른 구조를 이루었다고 생각 할 수 있다.

실 시 예 6

mRID 융합 HA globular domain (mRID-HAgd)의 단백질 접힘 적합성 확인[0075]

본 실시예는 인플루엔자 A/Puerto Rico/8/34 바이러스의 HA 단백질이 mRID 융합을 통해 적절한 구조를 잘 이루[0076]

어 생산되었는지 검증하기 위한 실험에 대한 내용이다. 실제 인플루엔자 A/Puerto Rico/8/34 바이러스를 쥐에

접종하여 항혈청을 얻었다. 얻어낸 항혈청에는 해당 바이러스의 HA단백질 항원에 대한 항체들이 포함되어 있다.

이러한 쥐의 항혈청을 1차 항체로 사용하여 mRID-HAgd, rRID-HAgd 단백질에 대한 ELISA와 Western blot을 수행

하였다. 이러한 결과는 도 7A 및 도 7B에 나타나 있다. 도 7A 에서의 ELISA 결과는 바이러스를 접종한 항혈청

내 항체가 mRID-HAgd에는 잘 결합하나 mRID, mRID가 융합되지 않은 HAgd에 대해서는 잘 결합하지 않는 모습을

보인다. 또한 HAgd는 RID 융합 없이는 대장균 내에서 올바른 구조로 생산되지 않음을 보여주었다. 이에 더해

Western  blot  결과에서는 상기 ELISA  결과와 일맥상통하는 결과를 보이며 이에 더해 TEV  프로테아제를 통해

mRID-HAgd에서 mRID를 잘라낸 HAgd에도 항체에 잘 결합하는 것으로 보인다. 이를 통해 mRID 융합을 통해 일단

HAgd가 생산되면 이후에 mRID를 잘라내도 HAgd의 올바른 구조가 유지되는 것을 확인할 수 있다. 도 7B 에서는

쥐의 항혈청 내 항체가 rRID-HAgd에는 잘 결합하나 rRID, rRID가 융합되지 않은 HAgd에 대해서는 잘 결합하지

않는 것으로 보였다. 이를 통해 rRID의 융합으로 HAgd가 올바른 구조를 이루어 생산되었음을 알 수 있다. 또한

Western blot 결과에서도 위 ELISA와 유사한 결과를 보임과 더하여 TEV 프로테아제를 통해 rRID-HAgd에서 rRID

를 잘라낸 HAgd에도 항체 잘 결합하는 것으로 보인다. 따라서 RID-HAgd의 구조가 실제 바이러스의 HAgd의 구조

와 유사함을 확인할 수 있었다. 또한 도 7C  에서는 다양한 바이러스를 쥐에 접종하여 얻은 혈청을 이용하여

mRID-HAgd에 대한 ELISA를 진행한 결과 A/Puerto Rico/8/34 접종 한 쥐의 항혈청에서만 특이적 반응이 있는 것

으로 보인다. 이를 통해 mRID-HAgd의 구조가 종(strain) 특이적 항원을 구분 가능할 수 있게 그 본래의 구조를

완벽히 이루고 있음을 보여준다.

실 시 예 7

mRID 및 rRID 융합 HA globular domain (mRID-HAgd)에 대한 다클론항체를 포함한 항혈청의 생산 및 평가[0078]

mRID-HAgd에 대한 쥐 항혈청은 상기 항원을 6주령 BALB/c 쥐에 접종하였다. 20μg의 mRID-HAgd 단백질은 50μg[0079]

의 백반 보충제(Thermo Fisher)을 섞어 접종하며 2주 간격으로 총 3회 복강내로 접종된다. 실험에 사용된 항혈

청은 3차 접종 후 2주 뒤에 안와채혈을 통해 얻어졌다.

rRID-HAgd에 대한 토끼 항혈청은 상기 항원 1mg을 프로이드 어주번트(Freund's adjuvant)와 함께 섞어 피내 주[0080]

사로 접종하였다. 최초 접종 4주 후 2주 간격으로 2번 추가 접종하였으며 최종 접종 일주일 후 혈청을 채취하였

다. 본 실험은 영인프론티어(서울시 가산동, 대한민국)에서 수행되었다.

도 7D는 mRID-HAgd에 대한 쥐 항혈청을 이용하여 융합파트너 mRID, mRID-HAgd에 대한 ELISA와 Western blot을[0081]

수행한 결과이다. ELISA 결과는 항혈청 내 항체가 mRID-HAgd에는 잘 결합하나 mRID에는 상대적으로 잘 결합하지
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않는 모습을 보인다. 이에 더해 Western blot 결과에서는 mRID-HAgd와 TEV 프로테아제를 통해 mRID-HAgd에서

mRID를 잘라낸 HAgd에는 항체가 잘 결합하는 것으로 보였다. 하지만 mRID에는 결합하지 않았다. 이를 통해 혈청

내 mRID-HAgd 항체들은 HAgd에만 특이적이며 융합파트너 mRID에는 잘 결합하지 않는 것으로 보인다.

도 7E는 rRID-HAgd에 대한 토끼 혈청을 이용하여 융합파트너 rRID, rRID-HAgd에 대한 ELISA와 Western blot을[0082]

수행한 결과이다. ELISA 결과는 항혈청 내 항체가 rRID-HAgd에는 잘 결합하나 rRID에는 상대적으로 잘 결합하지

않는 모습을 보인다. 이에 더해 Western blot 결과에서는 rRID-HAgd와 TEV 프로테아제를 통해 rRID-HAgd에서

rRID를 잘라낸 HAgd에는 항체가 잘 결합하는 것으로 보였다. 하지만 rRID에는 결합하지 않았다. 이를 통해 항혈

청 내 rRID-HAgd 항체들은 HAgd에만 특이적이며 융합파트너 rRID에는 잘 결합하지 않는 것으로 보인다.

도 7F는 E.coli의 LysRS-HAgd에 대한 쥐 항혈청을 이용하여 융합단백질 LysRS, LysRS-HAgd에 대한 ELISA를 수[0083]

행한 결과이다. 그 결과 해당 항혈청은 LysRS와 LysRS-HAgd에 모두 반응하는 것으로 보였다. 이는 융합 단백질

인 LysRS에 대한 면역반응이 목적단백질에 대한 면역반응을 압도하여 융합단백질에 대한 항체만 생산되었음을

보여준다. 따라서 LysRS가 융합파트너로서 목적항원의 수용성 생산에는 좋은 기능을 할 수는 있으나 이에 대한

항체 생산의 경우에는 적합하지 않음을 보여주고 있다.

실 시 예 8

mRID 및 rRID 융합 EGFP (mRID-EGFP)에 대한 다클론항체를 포함한 항혈청의 생산과 평가[0085]

mRID-EGFP에 대한 쥐 항혈청은 상기 항원을 6주령 BALB/c 쥐에 접종하였다. mRID-EGFP 단백질은 백반 보충제[0086]

(Thermo Fisher)을 섞어 접종하며 2주 간격으로 총 3회 복강 내로 접종된다. 실험에 사용된 항혈청은 3차 접종

후 2주 뒤에 안와채혈을 통해 얻어졌다.

rRID-EGFP에 대한 토끼 항혈청은 상기 항원 1mg을 프로이드 어주번트(Freund's adjuvant)와 함께 섞어 피내 주[0087]

사로 접종하였다. 최초 접종 4주 후 2주 간격으로 2번 추가 접종하였으며 최종 접종 일주일 후 혈청을 채취하였

다. 본 실험은 영인프론티어(서울시 가산동, 대한민국)에서 수행되었다.

도 8C는 mRID-EGFP에 대한 쥐 항혈청을 이용하여 융합파트너 mRID, mRID-EGFP에 대한 ELISA와 Western blot을[0088]

수행한 결과이다. ELISA 결과는 항혈청 내 항체가 mRID-EGFP에는 잘 결합하나 mRID에는 상대적으로 잘 결합하지

않는 모습을 보인다. 이에 더해 Western blot 결과에서는 mRID-EGFP와 TEV 프로테아제를 통해 mRID-EGFP에서

mRID를 잘라낸 EGFP에는 항체가 잘 결합하는 것으로 보였다. 하지만 mRID에는 결합하지 않았다. 이를 통해 항혈

청 내 mRID-EGFP 항체들은 EGFP에만 특이적이며 융합파트너 mRID에는 잘 결합하지 않는 것으로 보인다.

도 8D는 rRID-EGFP에 대한 토끼 혈청을 이용하여 융합파트너 rRID, rRID-EGFP에 대한 ELISA와 Western blot을[0089]

수행한 결과이다. ELISA 결과는 항혈청내 항체가 rRID-EGFP에는 잘 결합하나 rRID에는 상대적으로 잘 결합하지

않는 모습을 보인다. 이에 더해 Western blot 결과에서는 rRID-EGFP와 TEV 프로테아제를 통해 rRID-EGFP에서

rRID를 잘라낸 EGFP에는 항체가 잘 결합하는 것으로 보였다. 하지만 rRID에는 결합하지 않았다. 이를 통해 혈청

내 rRID-EGFP 항체들은 EGFP에만 특이적이며 융합파트너 rRID에는 잘 결합하지 않는 것으로 보인다.

실 시 예 9

 mRID 융합 MERS S1 항원 RBD 접힘 적합성 확인[0091]

본 실시예는 MERS S1 RBD단백질은 mRID 융합을 통해 생산하고 상기 단백질이 올바른 구조를 이루고 있는지 검증[0092]

하기 위한 실험이다. 실제 MERS 바이러스의 RBD 단백질은 hDPP4(Human dipeptidyl peptidase4) 단백질과 결합

한다고 알려져 있다(30, 31). 따라서 mRID-MERS RBD 단백질이 올바른 구조를 이루었는지 확인하기 위해 hDPP4와

의 결합 여부를 확인해 보았다. 이를 위해 mRID-MERS RBD에 결합할 수 있는 Anti-6xHis tag antibody(Thermo

Fisher)를 이용하여 Western blot과 ELISA를 통한 상호 면역 침전 법 분석(Co-immunoprecipitation analysis)

을  진행하였다.  도  9D는  ELISA  결과로  mRID-MERS  RBD는  293T  세포에서  생산된  RBD단백질과 유사한 정도로

hDPP4와 잘 결합하는 것으로 확인되었다. 따라서 위 결과에서도 mRID-MERS RBD가 올바른 구조를 이루고 있음을

보여주었다.
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실 시 예 10

mRID 융합 MERS RBD (mRID-MERS RBD)에 대한 단일클론항체 생산 및 평가[0094]

정제된 mRID-MERS RBD 단백질은 쥐에 접종된 후 기존에 알려진 하이브리도마 융합 방법(28, 29)을 통하여 접종[0095]

된 단백질에 특이적인 클론을 선정하여 항체 정제를 진행하였다. 6주령 BALB/c 쥐에 mRID-MERS RBD 항원을 2주

간격으로 2회 접종하며 면역보강제(Adjuvant)로 프로이드 어주번트(Freund's adjuvant)를 사용한다. 2차 접종 3

일 후 비장 세포를 채취하며 널리 알려진 하이브리도마 융합 방법(28, 29)을 이용하여 하이브리도마 세포를 제

작한다. 면역된 항원에 대한 포지티브 클론(positive clone)은 해당 항원에 대한 ELISA를 통해 스크리닝 한다.

최종 선정된 클론은 Protein G resin (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)을 통해 정제한다. 상기 실시예에

서는 mRID-MERS RBD에 대한 단일클론항체 mAb29와 mAb38을 생산하였다. 위 항원 생산은 에이티젠(경기도 성남,

대한민국)에서 이루어졌다.

도 9E에서는 mRID-MERS  RBD에  대한 두 단일클론항체를 이용해 Sino  Biological  (베이징,  중국)에서 공급된[0096]

Baculo-insect expression에서 생산된 RBD 단백질에 대하여 ELISA를 수행한 결과이다. 상기 단백질에는 어떠한

융합단백질도 포함 되어있지 않다. ELISA 결과 두 단일클론항체는 RBD단백질과 결합할 수 있음을 알 수 있었다.

따라서 두 단일클론항체는 RBD 특이적 항체라고 할 수 있다.

도 9F는 mRID-MERS RBD, mRID, 대장균 BL21*(DE3)pLysS (Thermo Fisher)competent cell 내재 단백질에 대하여[0097]

mAb29를 이용해 Western  blot을 수행한 결과이다. 위 결과 mRID-MERS  RBD에만 단일클론항체가 결합하였으며

mRID와 대장균 내재 단백질에 대해서는 결합하지 않는 것으로 보인다. 따라서 mRID는 쥐 내에서 면역을 유도하

지 않는 융합파트너로 사용될 수 있음을 보였다.
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<211>    69

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mRID

<400>    1

Met Ala Thr Leu Gln Glu Ser Glu Val Lys Val Asp Gly Glu Gln Lys

  1               5                  10                  15 

Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg Leu Lys Ala Glu Lys Lys Leu

             20                  25                  30 

Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu Leu Ser Glu Lys Gln Leu Asn

         35                  40                  45 

Gln Thr Ala Ser Ala Pro Asn His Thr Ala Asp Asn Gly Val Gly Ala

     50                  55                  60 

Glu Glu Glu Thr Leu

 65                

<210>    2

<211>    70

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rRID

<400>    2

Met Ala Ala Val Gln Ala Ala Glu Val Lys Val Asp Gly Glu Pro Lys

  1               5                  10                  15 

Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg Leu Lys Ala Glu Lys Lys Val

             20                  25                  30 

Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu Leu Ser Glu Lys Gln Leu Ser

         35                  40                  45 

Gln Ala Thr Ala Ala Val Ala Asn His Ala Thr Asp Asn Gly Val Gly

     50                  55                  60 

Ala Glu Glu Glu Ser Leu

 65                  70

<210>    3

<211>    71
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<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hRID

<400>    3

Met Ala Ala Val Gln Ala Ala Glu Val Lys Val Asp Gly Ser Glu Pro

  1               5                  10                  15 

Lys Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg Leu Lys Ala Glu Lys Lys

             20                  25                  30 

Val Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu Leu Ser Glu Lys Gln Leu

         35                  40                  45 

Ser Gln Ala Thr Ala Ala Ala Thr Asn His Thr Thr Asp Asn Gly Val

     50                  55                  60 

Gly Pro Glu Glu Glu Ser Val

 65                  70    

<210>    4

<211>    186

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    uHA stalk

<400>    4

Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu Gly Gly Trp Glu Gly

  1               5                  10                  15 

Leu Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr His His Gln Asn Glu Gln Gly Val

             20                  25                  30 

Gly Tyr Ala Ala Asp Leu Lys Ser Thr Gln Asn Ala Ile Asp Lys Ile

         35                  40                  45 

Thr Asn Lys Val Asn Ile Val Ile Glu Lys Leu Asn Lys Gln Phe Glu

     50                  55                  60 

Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn His Leu Glu Lys Arg Ile Glu Asn Leu

 65                  70                  75                  80 

Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe Leu Asp Ile Trp Ala Tyr Asn Ala

                 85                  90                  95 
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Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn Glu Arg Thr Leu Asp Tyr His Asp

            100                 105                 110 

Ala Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu Lys Val Arg Leu Gln Leu Lys Asn

        115                 120                 125 

Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly Cys Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys

    130                 135                 140 

Asp Asn Glu Cys Leu Glu Ser Tyr Lys Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro

145                 150                 155                 160 

Lys Tyr Glu Glu Glu Ala Lys Leu Asn Arg Glu Glu Ile Asp Gly Val

                165                 170                 175 

Lys Leu Glu Leu Gly Val Tyr Gly Ile Leu

            180                 185    

<210>    5

<211>    224

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    HAgd

<400>    5

Gly Ile Ala Pro Leu Gln Leu Gly Lys Cys Asn Ile Ala Gly Trp Leu

  1               5                  10                  15 

Leu Gly Asn Pro Glu Cys Asp Pro Leu Leu Pro Val Arg Ser Trp Ser

             20                  25                  30 

Tyr Ile Val Glu Thr Pro Asn Ser Glu Asn Gly Ile Cys Tyr Pro Gly

         35                  40                  45 

Asp Phe Ile Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser

     50                  55                  60 

Ser Phe Glu Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn

 65                  70                  75                  80 

His Asn Thr Asn Gly Val Thr Ala Ala Cys Ser His Glu Gly Lys Ser

                 85                  90                  95 

Ser Phe Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Glu Lys Glu Gly Ser Tyr

            100                 105                 110 
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Pro Lys Leu Lys Asn Ser Tyr Val Asn Lys Lys Gly Lys Glu Val Leu

        115                 120                 125 

Val Leu Trp Gly Ile His His Pro Pro Asn Ser Lys Glu Gln Gln Asn

    130                 135                 140 

Leu Tyr Gln Asn Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Thr Ser Asn Tyr

145                 150                 155                 160 

Asn Arg Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Glu Arg Pro Lys Val Arg Asp

                165                 170                 175 

Gln Ala Gly Arg Met Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Lys Pro Gly Asp

            180                 185                 190 

Thr Ile Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Met Tyr Ala

        195                 200                 205 

Phe Ala Leu Ser Arg Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala

    210                 215                 220 

<210>    6

<211>    240

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    MERS S1 RBD

<400>    6

Glu Ala Lys Pro Ser Gly Ser Val Val Glu Gln Ala Glu Gly Val Glu

  1               5                  10                  15 

Cys Asp Phe Ser Pro Leu Leu Ser Gly Thr Pro Pro Gln Val Tyr Asn

             20                  25                  30 

Phe Lys Arg Leu Val Phe Thr Asn Cys Asn Tyr Asn Leu Thr Lys Leu

         35                  40                  45 

Leu Ser Leu Phe Ser Val Asn Asp Phe Thr Cys Ser Gln Ile Ser Pro

     50                  55                  60 

Ala Ala Ile Ala Ser Asn Cys Tyr Ser Ser Leu Ile Leu Asp Tyr Phe

 65                  70                  75                  80 

Ser Tyr Pro Leu Ser Met Lys Ser Asp Leu Ser Val Ser Ser Ala Gly

                 85                  90                  95 
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Pro Ile Ser Gln Phe Asn Tyr Lys Gln Ser Phe Ser Asn Pro Thr Cys

            100                 105                 110 

Leu Ile Leu Ala Thr Val Pro His Asn Leu Thr Thr Ile Thr Lys Pro

        115                 120                 125 

Leu Lys Tyr Ser Tyr Ile Asn Lys Cys Ser Arg Leu Leu Ser Asp Asp

    130                 135                 140 

Arg Thr Glu Val Pro Gln Leu Val Asn Ala Asn Gln Tyr Ser Pro Cys

145                 150                 155                 160 

Val Ser Ile Val Pro Ser Thr Val Trp Glu Asp Gly Asp Tyr Tyr Arg

                165                 170                 175 

Lys Gln Leu Ser Pro Leu Glu Gly Gly Gly Trp Leu Val Ala Ser Gly

            180                 185                 190 

Ser Thr Val Ala Met Thr Glu Gln Leu Gln Met Gly Phe Gly Ile Thr

        195                 200                 205 

Val Gln Tyr Gly Thr Asp Thr Asn Ser Val Cys Pro Lys Leu Glu Phe

    210                 215                 220 

Ala Asn Asp Thr Lys Ile Ala Ser Gln Leu Gly Asn Cys Val Glu Tyr

225                 230                 235                 240

<210>    7

<211>    282

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mRID-uHAstalk

<400>    7

Met Ser Glu Gln Ala Thr Leu Gln Glu Ser Glu Val Lys Val Asp Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Gln Lys Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg Leu Lys Ala Glu

             20                  25                  30 

Lys Lys Leu Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu Leu Ser Glu Lys

         35                  40                  45 

Gln Leu Asn Gln Thr Ala Ser Ala Pro Asn His Thr Ala Asp Asn Gly
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     50                  55                  60 

Val Gly Ala Glu Glu Glu Thr Leu Asp Asp Asp Asp Asp Asp Ser Gly

 65                  70                  75                  80 

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Thr Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly

                 85                  90                  95 

Phe Ile Glu Gly Gly Trp Glu Gly Leu Val Asp Gly Trp Tyr Gly Tyr

            100                 105                 110 

His His Gln Asn Glu Gln Gly Val Gly Tyr Ala Ala Asp Leu Lys Ser

        115                 120                 125 

Thr Gln Asn Ala Ile Asp Lys Ile Thr Asn Lys Val Asn Ile Val Ile

    130                 135                 140 

Glu Lys Leu Asn Lys Gln Phe Glu Ala Val Gly Lys Glu Phe Asn His

145                 150                 155                 160 

Leu Glu Lys Arg Ile Glu Asn Leu Asn Lys Lys Val Asp Asp Gly Phe

                165                 170                 175 

Leu Asp Ile Trp Ala Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Leu Leu Glu Asn

            180                 185                 190 

Glu Arg Thr Leu Asp Tyr His Asp Ala Asn Val Lys Asn Leu Tyr Glu

        195                 200                 205 

Lys Val Arg Leu Gln Leu Lys Asn Asn Ala Lys Glu Ile Gly Asn Gly

    210                 215                 220 

Cys Phe Glu Phe Tyr His Lys Cys Asp Asn Glu Cys Leu Glu Ser Tyr

225                 230                 235                 240 

Lys Asn Gly Thr Tyr Asp Tyr Pro Lys Tyr Glu Glu Glu Ala Lys Leu

                245                 250                 255 

Asn Arg Glu Glu Ile Asp Gly Val Lys Leu Glu Leu Gly Val Tyr Gly

            260                 265                 270 

Ile Leu Lys Leu His His His His His His

        275                 280        

<210>    8

<211>    321

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mRID-HAgd

<400>    8

Met Ser Glu Gln Ala Thr Leu Gln Glu Ser Glu Val Lys Val Asp Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Gln Lys Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg Leu Lys Ala Glu

             20                  25                  30 

Lys Lys Leu Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu Leu Ser Glu Lys

         35                  40                  45 

Gln Leu Asn Gln Thr Ala Ser Ala Pro Asn His Thr Ala Asp Asn Gly

     50                  55                  60 

Val Gly Ala Glu Glu Glu Thr Leu Asp Asp Asp Asp Asp Asp Ser Gly

 65                  70                  75                  80 

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Thr Gly Ile Ala Pro Leu Gln Leu Gly

                 85                  90                  95 

Lys Cys Asn Ile Ala Gly Trp Leu Leu Gly Asn Pro Glu Cys Asp Pro

            100                 105                 110 

Leu Leu Pro Val Arg Ser Trp Ser Tyr Ile Val Glu Thr Pro Asn Ser

        115                 120                 125 

Glu Asn Gly Ile Cys Tyr Pro Gly Asp Phe Ile Asp Tyr Glu Glu Leu

    130                 135                 140 

Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe Glu Arg Phe Glu Ile Phe

145                 150                 155                 160 

Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Asn Thr Thr Lys Gly Val Thr

                165                 170                 175 

Ala Ala Cys Ser His Ala Gly Lys Ser Ser Phe Tyr Arg Asn Leu Leu

            180                 185                 190 

Trp Leu Thr Glu Lys Glu Gly Ser Tyr Pro Lys Leu Lys Asn Ser Tyr

        195                 200                 205 

Val Asn Lys Lys Gly Lys Glu Val Leu Val Leu Trp Gly Ile His His

    210                 215                 220 

Pro Ser Asn Ser Lys Asp Gln Gln Asn Ile Tyr Gln Asn Glu Asn Ala
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225                 230                 235                 240 

Tyr Val Ser Val Val Thr Ser Asn Tyr Asn Arg Arg Phe Thr Pro Glu

                245                 250                 255 

Ile Ala Glu Arg Pro Lys Val Arg Asp Gln Ala Gly Arg Met Asn Tyr

            260                 265                 270 

Tyr Trp Thr Leu Leu Lys Pro Gly Asp Thr Ile Ile Phe Glu Ala Asn

        275                 280                 285 

Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Ala Leu Ser Arg Gly Phe

    290                 295                 300 

Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Lys Leu His His His His His

305                 310                 315                 320 

His

   

<210>    9

<211>    322

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    rRID-HAgd

<400>    9

Met Ser Glu Gln Ala Ala Val Gln Ala Ala Glu Val Lys Val Asp Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Pro Lys Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg Leu Lys Ala Glu

             20                  25                  30 

Lys Lys Val Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu Leu Ser Glu Lys

         35                  40                  45 

Gln Leu Ser Gln Ala Thr Ala Ala Val Ala Asn His Ala Thr Asp Asn

     50                  55                  60 

Gly Val Gly Ala Glu Glu Glu Ser Leu Asp Asp Asp Asp Asp Asp Ser

 65                  70                  75                  80 

Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Thr Gly Ile Ala Pro Leu Gln Leu

                 85                  90                  95 

Gly Lys Cys Asn Ile Ala Gly Trp Leu Leu Gly Asn Pro Glu Cys Asp
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            100                 105                 110 

Pro Leu Leu Pro Val Arg Ser Trp Ser Tyr Ile Val Glu Thr Pro Asn

        115                 120                 125 

Ser Glu Asn Gly Ile Cys Tyr Pro Gly Asp Phe Ile Asp Tyr Glu Glu

    130                 135                 140 

Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe Glu Arg Phe Glu Ile

145                 150                 155                 160 

Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Asn Thr Thr Lys Gly Val

                165                 170                 175 

Thr Ala Ala Cys Ser His Ala Gly Lys Ser Ser Phe Tyr Arg Asn Leu

            180                 185                 190 

Leu Trp Leu Thr Glu Lys Glu Gly Ser Tyr Pro Lys Leu Lys Asn Ser

        195                 200                 205 

Tyr Val Asn Lys Lys Gly Lys Glu Val Leu Val Leu Trp Gly Ile His

    210                 215                 220 

His Pro Ser Asn Ser Lys Asp Gln Gln Asn Ile Tyr Gln Asn Glu Asn

225                 230                 235                 240 

Ala Tyr Val Ser Val Val Thr Ser Asn Tyr Asn Arg Arg Phe Thr Pro

                245                 250                 255 

Glu Ile Ala Glu Arg Pro Lys Val Arg Asp Gln Ala Gly Arg Met Asn

            260                 265                 270 

Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Lys Pro Gly Asp Thr Ile Ile Phe Glu Ala

        275                 280                 285 

Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Ala Leu Ser Arg Gly

    290                 295                 300 

Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Lys Leu His His His His

305                 310                 315                 320 

His His

       

<210>    10

<211>    326

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    hRID-HAgd

<400>    10

Met Ser Glu Gln His Ala Gln Ala Ala Val Gln Ala Ala Glu Val Lys

  1               5                  10                  15 

Val Asp Gly Ser Glu Pro Lys Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg

             20                  25                  30 

Leu Lys Ala Glu Lys Lys Val Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu

         35                  40                  45 

Leu Ser Glu Lys Gln Leu Ser Gln Ala Thr Ala Ala Ala Thr Asn His

     50                  55                  60 

Thr Thr Asp Asn Gly Val Gly Pro Glu Glu Glu Ser Val Asp Asp Asp

 65                  70                  75                  80 

Asp Asp Asp Ser Gly Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Thr Gly Ile Ala

                 85                  90                  95 

Pro Leu Gln Leu Gly Lys Cys Asn Ile Ala Gly Trp Leu Leu Gly Asn

            100                 105                 110 

Pro Glu Cys Asp Pro Leu Leu Pro Val Arg Ser Trp Ser Tyr Ile Val

        115                 120                 125 

Glu Thr Pro Asn Ser Glu Asn Gly Ile Cys Tyr Pro Gly Asp Phe Ile

    130                 135                 140 

Asp Tyr Glu Glu Leu Arg Glu Gln Leu Ser Ser Val Ser Ser Phe Glu

145                 150                 155                 160 

Arg Phe Glu Ile Phe Pro Lys Glu Ser Ser Trp Pro Asn His Asn Thr

                165                 170                 175 

Thr Lys Gly Val Thr Ala Ala Cys Ser His Ala Gly Lys Ser Ser Phe

            180                 185                 190 

Tyr Arg Asn Leu Leu Trp Leu Thr Glu Lys Glu Gly Ser Tyr Pro Lys

        195                 200                 205 

Leu Lys Asn Ser Tyr Val Asn Lys Lys Gly Lys Glu Val Leu Val Leu

    210                 215                 220 
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Trp Gly Ile His His Pro Ser Asn Ser Lys Asp Gln Gln Asn Ile Tyr

225                 230                 235                 240 

Gln Asn Glu Asn Ala Tyr Val Ser Val Val Thr Ser Asn Tyr Asn Arg

                245                 250                 255 

Arg Phe Thr Pro Glu Ile Ala Glu Arg Pro Lys Val Arg Asp Gln Ala

            260                 265                 270 

Gly Arg Met Asn Tyr Tyr Trp Thr Leu Leu Lys Pro Gly Asp Thr Ile

        275                 280                 285 

Ile Phe Glu Ala Asn Gly Asn Leu Ile Ala Pro Arg Tyr Ala Phe Ala

    290                 295                 300 

Leu Ser Arg Gly Phe Gly Ser Gly Ile Ile Thr Ser Asn Ala Lys Leu

305                 310                 315                 320 

His His His His His His

                325    

<210>    11

<211>    338

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    mRID-MERS S1 RBD

<400>    11

Met Ser Glu Gln Ala Thr Leu Gln Glu Ser Glu Val Lys Val Asp Gly

  1               5                  10                  15 

Glu Gln Lys Leu Ser Lys Asn Glu Leu Lys Arg Arg Leu Lys Ala Glu

             20                  25                  30 

Lys Lys Leu Ala Glu Lys Glu Ala Lys Gln Lys Glu Leu Ser Glu Lys

         35                  40                  45 

Gln Leu Asn Gln Thr Ala Ser Ala Pro Asn His Thr Ala Asp Asn Gly

     50                  55                  60 

Val Gly Ala Glu Glu Glu Thr Leu Asp Asp Asp Asp Asp Asp Ser Gly

 65                  70                  75                  80 

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Thr Glu Ala Lys Pro Ser Gly Ser Val

                 85                  90                  95 
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Val Glu Gln Ala Glu Gly Val Glu Cys Asp Phe Ser Pro Leu Leu Ser

            100                 105                 110 

Gly Thr Pro Pro Gln Val Tyr Asn Phe Lys Arg Leu Val Phe Thr Asn

        115                 120                 125 

Cys Asn Tyr Asn Leu Thr Lys Leu Leu Ser Leu Phe Ser Val Asn Asp

    130                 135                 140 

Phe Thr Cys Ser Gln Ile Ser Pro Ala Ala Ile Ala Ser Asn Cys Tyr

145                 150                 155                 160 

Ser Ser Leu Ile Leu Asp Tyr Phe Ser Tyr Pro Leu Ser Met Lys Ser

                165                 170                 175 

Asp Leu Ser Val Ser Ser Ala Gly Pro Ile Ser Gln Phe Asn Tyr Lys

            180                 185                 190 

Gln Ser Phe Ser Asn Pro Thr Cys Leu Ile Leu Ala Thr Val Pro His

        195                 200                 205 

Asn Leu Thr Thr Ile Thr Lys Pro Leu Lys Tyr Ser Tyr Ile Asn Lys

    210                 215                 220 

Cys Ser Arg Leu Leu Ser Asp Asp Arg Thr Glu Val Pro Gln Leu Val

225                 230                 235                 240 

Asn Ala Asn Gln Tyr Ser Pro Cys Val Ser Ile Val Pro Ser Thr Val

                245                 250                 255 

Trp Glu Asp Gly Asp Tyr Tyr Arg Lys Gln Leu Ser Pro Leu Glu Gly

            260                 265                 270 

Gly Gly Trp Leu Val Ala Ser Gly Ser Thr Val Ala Met Thr Glu Gln

        275                 280                 285 

Leu Gln Met Gly Phe Gly Ile Thr Val Gln Tyr Gly Thr Asp Thr Asn

    290                 295                 300 

Ser Val Cys Pro Lys Leu Glu Phe Ala Asn Asp Thr Lys Ile Ala Ser

305                 310                 315                 320 

Gln Leu Gly Asn Cys Val Glu Tyr Val Asp Lys Leu His His His His

                325                 330                 335 

His His
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