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특허청구의 범위

청구항 1 

멍게  물렁증의  원인체  (AsSTF)인  편모충의 알파-튜불린,  베타-튜불린,  액틴,  엔도  또는 60S  리보좀 단백질

(Ribosomal protein) L7으로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나의 단백질의 일부 서열을 갖는 전방 프라이머

및 역방 프라이머 세트를 포함하는 멍게 물렁병 진단용 마커 조성물. 

청구항 2 

제 1항에 있어서, 상기 프라이머 세트는 서열번호 1 및 2로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 3 및 4 로 구성

되는 프라이머 세트; 서열번호 5 및 6 으로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8 로 구성되는 프라이머 세

트; 및 서열번호 9 및 10으로 구성되는 프라이머 세트;로 이루어진 군으로부터 1 이상 선택되는 것을 특징으로

하는 멍게 물렁병 진단용 마커 조성물.

청구항 3 

제 1항의 조성물을 포함하는 멍게 물렁병 진단용 키트. 

청구항 4 

(a) 멍게 시료로부터 DNA를 분리하는 단계; 

(b) 상기 (a) 단계에서 분리된 DNA를 주형으로 하고 서열번호 1 및 2로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 3 및

4 로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 5 및 6 으로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8 로 구성되는 프

라이머 세트; 및 서열번호 9 및 10으로 구성되는 프라이머 세트;로 이루어진 군으로부터 1 이상 선택되는 프라

이머 세트를 이용하여 DNA를 증폭하는 단계; 및 

(c) 상기 (b) 단계에서 증폭된 산물을 분석하여 멍게 물렁병을 진단하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는

멍게 물렁병의 진단 방법.

청구항 5 

제 4항에 있어서, 

상기 (c)  단계에서 증폭 산물의 확인은 전기영동을 통해 확인하는 것을 특징으로 하는 멍게 물렁병의 진단

방법. 

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 멍게 물렁병 진단용 마커 조성물 및 상기 마커를 포함하는 멍게 물렁병 진단 키트 및 멍게 물렁병 진[0001]

단 방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

멍게는  우리나라,  일본의  북해도  지방  및  일부  아시아  국가의  기호식품으로서,  최근  멍게류에서  콜라겐,[0002]

바나듐, 식이섬유 및 콘드로이친 같은 생리활성 물질 외에 천연 항암 및 항생 물질이 다량 함유되어 있는 것으
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로 밝혀짐에 따라 그 수요가 증가하고 있다.

그러나 1970년대 후반부터 양식산 멍게가 일명 물렁병 또는 조그랑증 등의 질병으로 인해 대량 폐사가 발생하고[0003]

있으며, 이로 인해 폐사율이 연간 양식량의 최고 80%에 달하고, 연간 피해 금액이 약 200 ~400억 원이 이르는

것으로 추정되고 있다 (멍게수하식수협, 2007). 이러한 양식 멍게의 대량 폐사는 국내 멍게 양식업계에 막대한

직접적 경제적 손실을 가져올 뿐만 아니라 국내 생산 멍게의 해외수출에도 큰 장애가 되고 있다. 

명게 물렁병으로 인해 대량 폐사되는 멍게는 멍게의 표면을 감싸고 있는 피낭이 연화되고, 비이상적으로 점액성[0004]

물질이 증가하며, 피낭이 괴사 또는 천공되어 내부조직이 유출되는 외형적 특징을 가지고 있다. 또 다른 폐사

원인으로 조그랑증으로 인해 대량 폐사되는 멍게는 피낭은 수하연(垂下延)에 붙어 있으나 육질부가 흘러내리고,

피낭이 쪼그라드는 증상을 나타낸다. 이와 같은 멍게 질병의 원인을 밝혀내기 위한 환경적 요인 조사(수온, 염

분, 용존 산소, pH, 클로로필 α 함량 등), 생리적 요인 조사(산지별 멍게의 성장 상태), 세균학적 조사(소화선

내 총 세균수), 및 분자유전학적 접근 등 다학제적인 연구가 진행되고 있지만, 현재까지 대량 폐사의 원인이 명

확히 밝혀지지 않아 이에 대한 예방 및 대책이 미비한 실정이다.

상기와 같은 문제점을 해결하기 위하여 본 발명자들은 멍게 물렁병의 원인체를 밝히기 위하여 예의 노력한 결과[0005]

특정 편모충이 관련하고 있다는 사실을 알아냈으며, 이를 바탕으로 하여 멍게 물렁병 진단용 마커 조성물을 확

인함으로써 본 발명을 완성하였다.  

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 국내특허출원번호 : 10-2009-0006515 [0006]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 멍게 물렁병 진단용 마커 조성물을 제공함에 있다.[0007]

본 발명의 또 다른 목적은 상기 조성물을 포함하는 멍게 물렁병 진단용 키트 및 멍게 물렁병 진단 방법을 제공[0008]

함에 있다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여 본 발명은 멍게 물렁증의 원인체 (AsSTF)인 편모충의 알파-튜불린, 베타-[0009]

튜불린, 액틴, 엔도 또는 60S 리보좀 단백질 (Ribosomal protein) L7으로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나

의 단백질의 일부 서열을 갖는 전방 프라이머 및 역방 프라이머 세트를 포함하는 멍게 물렁병 진단용 마커 조성

물을 제공한다. 

상기 프라이머 세트는 서열번호 1  및 2로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 3  및 4  로 구성되는 프라이머[0010]

세트; 서열번호 5 및 6 으로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8 로 구성되는 프라이머 세트; 및 서열번

호 9 및 10으로 구성되는 프라이머 세트;로 이루어진 군으로부터 1 이상 선택되는 것을 특징으로 한다. 

또한, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 멍게 물렁병 진단용 키트를 제공한다.[0011]

또한, 본 발명은 (a) 멍게 시료로부터 DNA를 분리하는 단계; (b) 상기 (a) 단계에서 분리된 DNA를 주형으로 하[0012]

고 서열번호 1 및 2로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 3 및 4 로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 5 및 6

으로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8 로 구성되는 프라이머 세트; 및 서열번호 9 및 10으로 구성되는

프라이머 세트;로 이루어진 군으로부터 1 이상 선택되는 프라이머 세트를 이용하여 DNA를 증폭하는 단계; 및

(c) 상기 (b) 단계에서 증폭된 산물을 분석하여 멍게 물렁병을 진단하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는

멍게 물렁병의 진단 방법을 제공한다.
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발명의 효과

본 발명에서 제공하는 마커를 이용하면 빠르고 정확하게 멍게 물렁병의 진단이 가능하므로, 멍게 물렁병의 확산[0013]

을 막을 수 있으며, 효과적인 방제가 가능하다.

도면의 간단한 설명

도 1은 멍게 물렁병의 진단을 위한 본 발명의 실험 방법을 간략하게 도시한 것이다. [0014]

도 2는 total RNA로부터 cDNA를 만들기 위하여, total RNA 샘플의 성분비를 나타낸 것이다. 

도 3은 RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit를 이용하여 total RNA로부터 cDNA를 만들기 위한 조성물의

성분비를 나타낸 것이다. 

도 4는 cDNA 합성 과정을 나타낸 것이다. 

도 5는 멍게 물렁병의 원인체인 편모충을 동정한 결과이다. 

도 6은 멍게 물렁병을 진단하기 위한 프라이머를 나타낸 것이다. 

도 7은 멍게 물렁병을 진단하기 위한 PCR 조건을 나타낸 것이다. 

도 8은 멍게 물렁증의 원인체 (AsSTF)인 편모충의 알파-튜불린 단백질을 확인하기 위한 프라이머를 설계한 것이

다. 

도 9는 멍게 물렁증의 원인체 (AsSTF)인 편모충의 베타-튜불린 단백질을 확인하기 위한 프라이머를 설계한 것이

다. 

도 10은 멍게 물렁증의 원인체 (AsSTF)인 편모충의 액틴 단백질을 확인하기 위한 프라이머를 설계한 것이다. 

도 11은 멍게 물렁증의 원인체 (AsSTF)인 편모충의 엔도 단백질을 확인하기 위한 프라이머를 설계한 것이다. 

도 12는 멍게 물렁증의 원인체 (AsSTF)인 편모충의 60S 리보좀 단백질 (Ribosomal protein) L7을 확인하기 위

한 프라이머를 설계한 것이다. 

도 13은 서열번호 1 및 2로 구성된 프라이머 세트 (alpha-tubulin) 를 이용하여 828bps에서 밴드를 확인한 결과

이다. 

도 14은 서열번호 3 및 4로 구성된 프라이머 세트 (beta-tubulin)를 이용하여 815bps에서 밴드를 확인한 결과이

다.

도 15는 서열번호 5 및 6으로 구성된 프라이머 세트 (Actin)를 이용하여 897bps에서 밴드를 확인한 결과이다.

도 16은 서열번호 7 및 8로 구성된 프라이머 세트 (Endo-)를 이용하여 658bps에서 밴드를 확인한 결과이다.

도 17은 서열번호 9 및 10으로 구성된 프라이머 세트 (60S RP L7)를 이용하여 663bps에서 밴드를 확인한 결과이

다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명에 대하여 보다 상세히 설명한다. [0015]

본 발명은 멍게 물렁증의 원인체 (AsSTF)인 편모충의 알파-튜불린, 베타-튜불린, 액틴, 엔도 또는 60S 리보좀[0016]

단백질 (Ribosomal protein) L7으로 이루어진 군에서 선택되는 어느 하나의 단백질의 일부 서열을 갖는 전방 프

라이머 및 역방 프라이머 세트를 포함하는 멍게 물렁병 진단용 마커 조성물을 제공한다. 

상기 프라이머 세트는 서열번호 1  및 2로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 3  및 4  로 구성되는 프라이머[0017]

세트; 서열번호 5 및 6 으로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8 로 구성되는 프라이머 세트; 및 서열번

호 9 및 10으로 구성되는 프라이머 세트;로 이루어진 군으로부터 1 이상 선택되는 것을 특징으로 한다.  

본 발명에서 사용하는 용어인 “마커”란 멍게 물렁병을 나타내는 멍게를 정상 멍게와 구분하여 진단할 수 있는[0018]
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물질로, 정상 멍게와 비교하여 멍게 물렁병을 나타내는 멍게에서 특이적으로 존재하는 폴리펩타이드 또는 핵산

(예: mRNA 등), 지질, 당지질, 당단백질, 당(단당류, 이당류, 올리고당류 등) 등과 같은 유기 생체 분자 등을

포함한다. 

본 발명에서 용어, "진단"은 병리 상태의 존재 또는 특징을 확인하는 것을 의미한다. 본 발명의 목적상, 진단은[0019]

멍게 물렁병 발병 여부를 확인하는 것이다. 

본 발명에 있어서 “프라이머”란 짧은 자유 수산화기를 가지는 핵산서열로서 상보적인 템플레이트와 염기쌍을[0020]

형성할 수 있고, 템플레이트 가닥 복사를 위한 시작 지점으로 기능하는 짧은 핵산서열을 말한다. 본 발명의 프

라이머는 예를 들면, 포스포르아미다이트 고체 지지체 방법과 같은 당 분야에 공지된 방법을 이용하여 화학적으

로 합성할 수 있다. 

또한, 본 발명은 상기 조성물을 포함하는 멍게 물렁병 진단용 키트를 제공한다.[0021]

상기 멍게 물렁병 진단용 키트는 분석 방법에 적합한 한 종류 또는 그 이상의 다른 구성성분 조성물, 용액 또는[0022]

장치를 더 포함하여 구성될 수 있다. 본 발명의 키트는 본 발명의 프라이머 세트 중 하나 이상, DNA 중합 효소

및 PCR 완충용액(buffer)을 포함하는 멍게 물렁병 진단용 키트를 제공한다. PCR 완충용액에 포함되는 성분들은

하기에 개시하고 있는 것과 같이 공지된 성분을 이용할 수 있으며, 이외에 PCR산물의 증폭 여부를 확인할 수 있

는 전기영동 수행에 필요한 구성 성분들이 본 발명의 키트에 추가로 포함될 수 있다.

또한, 본 발명은 (a) 멍게 시료로부터 DNA를 분리하는 단계; (b) 상기 (a) 단계에서 분리된 DNA를 주형으로 하[0023]

고 서열번호 1 및 2로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 3 및 4 로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 5 및 6

으로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8 로 구성되는 프라이머 세트; 및 서열번호 9 및 10으로 구성되는

프라이머 세트;로 이루어진 군으로부터 1 이상 선택되는 프라이머 세트를 이용하여 DNA를 증폭하는 단계; 및

(c) 상기 (b) 단계에서 증폭된 산물을 분석하여 멍게 물렁병을 진단하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는

멍게 물렁병의 진단 방법을 제공한다.

상기 DNA는 멍게의 게놈 DNA 또는 cDNA일 수 있다. [0024]

상기 DNA의 증폭은 PCR(polymerase chain reaction) 을 사용하는 것이 바람직하다. 일반적인 PCR 수행 방법에[0025]

대해서는 당업계에 잘 알려져 있다. 구체적으로, PCR 반응은 당업계에서 PCR반응에 필요하다고 알려진 여러 성

분을 포함하는 PCR 반응액을 이용하여 수행될 수 있다. 예를 들어, 상기 PCR 반응액은 분석하고자 하는 멍게로

부터 유래된 DNA, 본 발명의 마커, 적당량의 DNA 중합 효소(예를 들면, Taq polymerase), dNTP 혼합물, PCR 완

충용액(buffer) 및 물을 포함한다. 상기 PCR 완충용액은 KCl, Tris-HCl 및 MgCl2를 함유할 수 있다.

본 발명에서 상기 증폭된 산물은 전기영동에 의해 확인하는 것이 바람직하나 이에 제한되는 것은 아니다. 본 발[0026]

명에서 전기영동 시 사용하는 겔은 통상적으로 전기영동에서 사용할 수 있는 겔을 사용할 수 있고, 대표적인 예

로 아가로스 겔 또는 폴리아크릴아미드 겔을 사용할 수 있다. 전기영동 후 실버 염색(silver staining)으로 전

기영동 결과를 분석할 수 있다. 일반적인 전기영동 분석 방법에 대해서는 당업계에 잘 알려져 있다. 

이하, 본 발명을 실시예에 의거하여 보다 구체적으로 설명한다. 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적으로 설[0027]

명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는 것은 당업계

에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1. 멍게 물렁병의 원인체인 편모충의 분리[0028]

멍게 물렁병의 원인체 (AsSTF,  AsSTS(soft  tunic  syndrome  in  ascidian,  Halocynthia  roretzi)-associated[0029]

flagellate)를 분리하기 위하여 정상 멍게 및 멍게 물렁병 감염 개체 또는 감염 의심개체를 준비한 후, 상기 멍

게의 외피 (tunic)을 제거하였다 (도 1). 이를 멸균한 후 0.22um에 여과된 해수에 3-4회 세척하였다. 상기 과정

을 통해 하나의 개체로부터 분리하고 세척한 멍게의 외피 (tunic)를 2x3cm의 크기를 자르고, 6 웰 배양 플레이

트에 넣은 후, 멸균 후 0.22um에 여과된 해수를 500 μl /well로 넣었다. 15-30분 후, 웰 내의 suspension 용

액을 피펫으로 모으고, 이를 300g에서 3 분간 원심분리하여 상층액만을 수득하였다. 상기에서 수득한 상등액으

로부터  TRIzol
®
Reagent를  이용하여  total  RNA  분리하였다  (도  2).  이  후  RevertAid  First  Strand  cDNA

Synthesis Kit를 이용하여 분리된 total RNA로부터 cDNA 합성하였다 (도 3 내지 도 4). 
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실시예 2. 멍게 물렁병의 원인체인 편모충의 동정[0030]

실시예 1에서 분리한 멍게 물렁병의 원인체 (AsSTF)를 동정하기 위하여, pyrosequencing을 통해 유전자 서열을[0031]

확보한 후, metatranscriptome 으로부터, 한 개의 transcript을 이용한 동정이 아닌 여러 개의 transcript을

이용한 multimarker-based  phylogenetic  analysis를 수행하였다.  그 결과,  멍게 물렁증의 원인체 (Ascidian

soft  tunic  syndrome-associated  flagellate,  AsSTF)는  Class  level에서 kinetoplastida,  Order  level에서

Bodonidae, family level에서 Neobodo sp.에 가까운 종임을 확인하였다 (도 5). 

실시예 3. 멍게 물렁병의 진단[0032]

실시예 1에서 수득한 각 멍게의 cDNA를 주형 (template)으로 하여, 본 발명의 서열번호 1 내지 10의 프라이머를[0033]

이용하여, PCR을 수행하였다 (도 6 내지 도 7). 서열번호 1 및 2로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 3 및 4

로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 5 및 6 으로 구성되는 프라이머 세트; 서열번호 7 및 8 로 구성되는 프라

이머 세트; 및 서열번호 9 및 10으로 구성되는 프라이머 세트;는 각각 멍게 물렁병의 원인체인 편모충의 알파-

튜불린, 베타-튜불린, 액틴, 엔도 또는 60S 리보좀 단백질 (Ribosomal protein) L7의 일부 서열을 가진다 (도 8

내지 도 12). 

실험 결과, 도 13 내지 17에 나타낸 바와 같이, 정상 멍게 (증상으로 판단)의 조직/기관에서 분리한 cDNA에서는[0034]

어떠한 밴드도 나타나지 않았으나 (1.  siphon  muscle,  2.  Tunic,  3.  Muscle,  4.  Intestine,  5.  Gonad,  6.

Pharyngeal basket), 멍게 물렁병 감염 개체 또는 감염 의심 개체에서 분리한 멍게 물렁병의 원인체인 편모충

(밴드 7)에서는 뚜렷한 밴드가 나타나, 본 발명의 프라이머가 멍게 물렁병의 진단 마커로 이용될 수 있음을 확

인하였다. 음성대조군으로 증류수를 이용하였다 (con). 상기 실험 결과를 통하여, 본 발명의 프라이머 세트를

이용하여 멍게 물렁병을 진단할 수 있음을 확인하였다. 

도면

도면1
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도면2

도면3

도면4

도면5
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도면6

도면7
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도면8

공개특허 10-2013-0084823

- 10 -



도면9
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도면10

도면11
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도면12

도면13

도면14
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도면15

도면16

도면17

서 열 목 록

<110>    INDUSTRY-ACADEMIC COOPERATION FOUNDATION GYEONGSANG NATIONAL UNIVERSITY

<120>    Marker and primer set for diagnosis of soft tunic syndrome

<160>    10

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Alpha-tubulin-F
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<400>    1

gcacttaccg ccagctgttc                                                     20

<210>    2

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Alpha-tubulin-R

<400>    2

gttgatgccg cacttgaagc c                                                   21

<210>    3

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Beta-tubulin-F

<400>    3

cgacgcgctt gaacatctc                                                      19

<210>    4

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Beta-tubulin-R

<400>    4

gagctgattg actccgtcc                                                      19

<210>    5

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Actin-F

<400>    5

gtagtccgcc ttcgaaaccc                                                     20

<210>    6

<211>    20

<212>    DNA
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Actin-R

<400>    6

gtgtactggc gcttcgctac                                                     20

<210>    7

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Endo-F

<400>    7

cagcagatgt tgctggtgat g                                                   21

<210>    8

<211>    21

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Endo-R

<400>    8

gctgagtccc agtaaggata g                                                   21

<210>    9

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    60S RP L7-F

<400>    9

cgcacaaggt tcagcagtc                                                      19

<210>    10

<211>    19

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    60S RP L7-R

<400>    10

gaagcggttg atgagggtc                                                      19
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