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명 세 서

청구범위

청구항 1 

miR-139-5p,  let-7e  및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, mi

R)를 유효성분으로 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형(PCV2) 감염의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 miR-139-5p는 서열번호 1의 염기서열로 표시되는 것을 특징으로 하는, 돼지 서코바이러스

제2형 감염의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 let-7e는 서열번호 2의 염기서열로 표시되는 것을 특징으로 하는, 돼지 서코바이러스 제2

형 감염의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 마이크로RNA는 ZNF265 또는 RGS16 단백질에 결합하는 것을 특징으로 하는, 돼지 서코바이

러스 제2형 감염의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 5 

miR-139-5p,  let-7e  및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, mi

R)를 유효성분으로 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형(PCV2) 감염의 예방 또는 개선용 식품 조성물.

청구항 6 

miR-139-5p,  let-7e  및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, mi

R)를 유효성분으로 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형(PCV2) 감염의 예방 또는 개선용 사료 첨가용 조성물.

청구항 7 

miR-139-5p,  let-7e  및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, mi

R)를 유효성분으로 포함하는, 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

청구항 8 

제7항에  있어서,  상기  돼지  서코바이러스  제2형에  의한  감염성  질환은  돼지  이유후 전신소모성 질환(Post-

weaning  Multisystemic  Wasting  Syndrome,  PMWS),  돼지 생식기 및 호흡기 증후군(porcine  reproductive  and

respiratory syndrome, PRRS), 가성 광견병(pseudorabies), 글래서씨병(Glasser's disease), 및 화농성 기관지

폐렴(suppurative bronchopneumonia)으로 구성되는 군으로부터 선택되는 하나 이상의 질환인 것을 특징으로 하

는, 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질환의 예방 또는 치료용 약학적 조성물.

공개특허 10-2016-0048014

- 3 -



청구항 9 

다음 단계를 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형(PCV2) 감염의 치료를 위한 후보물질의 스크리닝 방법:

(a) miR-139-5p, let-7e 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 마이크로RNA(microRNA,

miR)를 발현하는 세포에 시험물질을 접촉시키는 단계;

(b) 상기 세포에서 상기 마이크로RNA의 발현 정도를 분석하는 단계; 및

(c) 상기 시험물질이 상기 마이크로RNA의 발현을 증가시키는 경우, 돼지 서코바이러스 제2형 감염의 치료를 위

한 후보물질로 판단하는 단계.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 마이크로RNA를 유효성분으로 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형(이하, PCV2와 혼용함) 감염의 예방[0001]

또는 치료용 조성물, 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질환의 예방 또는 치료용 조성물 및 돼지 서코바

이러스 제2형 감염의 치료를 위한 후보물질의 스크리닝 방법에 관한 것이다. 

배 경 기 술

돼지 이유후 전신소모성 질환(Post-weaning multisystemic wasting syndrome, PMWS)은 1991년 캐나다에서 처음[0002]

보고된 이래(Harding,  1997; Clark, 1997), 전 세계적으로 양돈농가에 피해를 주고 있는 대표적인 질병이다.

PMWS는 말초 림프관의 확장, 림프구의 감소, 점진적인 체중감소, 호흡기 장애(respiratory dysfunction), 설사

등의 증상을 가지며 다양한 원인에 의해 발병한다(Allan and Ellis, 2000; Segales et al., 2005). PMWS의 병

인의 하나로 돼지 서코바이러스 2형(PCV2)이 보고되었다(Chae,  2005;  Segales  et  al.,  2005;  Opriessnig  et

al., 2007).

돼지  서코바이러스는  돼지에게  질병을  일으키지  못하는  제1형과  이유후  전신  소모성  증후군(Post-weaing[0003]

Multisystemic  Wasting  Syndrome,  PMWS)의 병인학적 요인이 되는 제2형으로 나눌 수 있다(Tischer  et  al.,

1995; Allan et al., 1999). PCV2는 Circoviridae family의 바이러스로서, virion은 icosahedron 형태의 캡시

드(capsid)을 지니며, 비-외피 (non-envelop) 형태를 지닌 단일 가닥의 원형의 DNA(single stranded circular

DNA)로 구성되고(Pringle et al., 1999), 1768개의 염기서열을 갖는다(Rose et al., 2012). 

PMWS  이외에,  PCV2가  연관된  감염  질병으로는  돼지  생식기  및  호흡기  증후군(porcine  reproductive  and[0004]

respiratory syndrome, PRRS), 가성 광견병(pseudorabies), 글래서씨병(Glasser's disease), 화농성 기관지폐

렴(suppurative bronchopneumonia) 등이 있다. 2010년 정부가 300억 원의 예산을 조성, 농가에 관납백신을 공

급할 정도로 PCV2 감염으로 인한 피해는 매우 심각하다. 

PCV2는 3개의 ORF(open reading frame)을 가지는 것으로 알려져 있고, 이 중 ORF1은 바이러스 복제를 위한 단[0005]

백질(Mankertz et al., 1998), ORF2는 약 30kDa의 분자량을 갖는 당단백질로서 바이러스의 유전체 핵산을 둘러

싸는 캡시드(capsid) 단백질(Mankertz et al., 1998; Nawagitgul et al., 2000), ORF3는 바이러스 복제에는 영

향을 미치지 않고 숙주세포의 세포사멸을 유도하는 단백질(Liu et al., 2005)을 각각 발현하는 것으로 보고되었

다. 최근 PVC2의 ORF들과 감염과의 연관성에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 

한편, RNAi(RNA interference) 또는 RNA간섭은 진핵생물에서 진화적으로 보존되는 현상으로, 21-23 뉴클레오티[0006]

드(nucleotide) 길이의 작은 RNA들[small interfering RNA(siRNA), microRNA(miRNA)]에 의해 염기서열 상보적

인 유전자의 발현억제가 유도되는 것이다(Hannon, 2002). RNAi는 다양한 생물학적 과정에 관여해 생체 발생, 유

전체 안정성, 바이러스 저항성, 그리고 인간 질병 등에 중요한 현상으로 밝혀지고 있으며, 그 응용범위가 넓어

역유전학(reverse genetics) 방식의 중요한 연구방법으로뿐만 아니라 이를 이용하여 의약품 개발, 인간질병 치

료 및 농업분야 등에 응용하기 위한 연구들이 활발히 진행되고 있다(Bumcrot et al., 2006). 최근 바이러스의

감염에 따른 마이크로RNA의 발현 변화분석을 통해 바이러스 감염 억제를 위한 유전자발현 조절 기법이 보고되고

있다.
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본 발명의 배경이 되는 기술로, 대한민국 특허공보 10-1030792(2011.04.27)에는 돼지 써코바이러스2(PCV2) ORF2[0007]

유전자의  표면발현용  벡터  및  이로  형질전환된  살모넬라  백신  균주에  대해  기재되어  있고,  국제공개

WO2006/132598 A1(2006.12.14)에는 PCV2의 ORF3 및 이의 세포자살(apoptosis) 작용을 확인하고, 부분적으로 비

정상인 ORF3 발현을 이용한 약독화된 PVC2 바이러스 백신에 관해 기재되어 있다. 하지만 현재까지 PCV2의 바이

러스 단백질들과 상호작용하는 단백질을 직접 표적으로 하거나 이들의 하부신호전달 단백질을 표적으로 하는 마

이크로RNA를 이용하여 PCV2 감염을 억제시키는 것에 대해서는 확인된 바가 없다.

이에 본 발명자들은 PCV2 감염 및 비감염 세포를 이용하여 발현양이 변화하는 마이크로RNA를 선별한 후, 마이크[0008]

로RNA의 발현조절을 통해 PCV2 감염 저항성이 증진될 수 있음을 확인하여 본 발명을 완성하였다.

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 특허공보 10-1030792(2011.04.27) [0009]

(특허문헌 0002) 국제공개 WO2006/132598 A1(2006.12.14) 

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 마이크로RNA(microRNA, miR)를 유효성분으로 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형(PCV2) 감염의[0010]

예방 또는 치료용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 다른 목적은 마이크로RNA를 유효성분으로 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질환의[0011]

예방 또는 치료용 조성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 돼지 서코바이러스 제2형 감염의 치료를 위한 후보물질의 스크리닝 방법을 제공하는[0012]

것이다. 

과제의 해결 수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 miR-139-5p, let-7e 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된[0013]

하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, miR)를 유효성분으로 포함하는 돼지 서코바이러스 제2형(PCV2) 감염의 예방

또는 치료용 조성물을 제공한다.

또한, 본 발명은 (a) miR-139-5p, let-7e 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된 하나 이상의 마이크[0014]

로RNA(microRNA, miR)를 발현하는 세포에 시험물질을 접촉시키는 단계; (b) 상기 세포에서 상기 마이크로RNA의

발현 정도를 분석하는 단계; 및 (c) 상기 시험물질이 상기 마이크로RNA의 발현을 증가시키는 경우, 돼지 서코바

이러스 제2형 감염의 치료를 위한 후보물질로 판단하는 단계를 포함하는, 돼지 서코바이러스 제2형(PCV2) 감염

의 치료를 위한 후보물질의 스크리닝 방법을 제공한다. 

이하, 본 발명에 대해서 상세하게 설명한다.[0015]

본 발명자들은 PCV2의 각 ORF가 과발현된 세포에서 발현양이 변화하는 마이크로RNA를 선별하였으며, 선별된 마[0016]

이크로RNA인 miR-139-5p 또는 let-7e의 발현조절을 통해 PCV2 감염 저항성이 증진될 수 있음을 확인하였다. 

따라서, 본 발명의 일 양태에 따르면, 본 발명은 miR-139-5p, let-7e 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터[0017]

선택된 하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, miR)를 유효성분으로 포함하는, 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감

염성 질환의 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다. 

상기 조성물은 약학적 조성물, 식품 조성물 또는 사료 첨가용 조성물을 포함한다. [0018]

본 발명의 구체적인 일 양태에 의하면, 본 발명의 마이크로RNA인 miR-139-5p는 이에 한정되는 것은 아니나, 서[0019]

열번호 1(5'-UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG-3')의 염기서열로 표시될 수 있으며, ZNF265 전사체(mRNA)의 3'UTR에 결
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합하는 것을 특징으로 한다. 

또한,  본  발명의  마이크로RNA인  let-7e는  이에  한정되는  것은  아니나,  서열번호  2의  염기서열(5'-[0020]

UGAGGUAGGAGGUUGUAUAGUU-3')로  표시될  수  있으며,  RGS16  전사체(mRNA)의  3'UTR에  결합하는  것을  특징으로

한다. 

본 발명의 조성물은 상기 마이크로RNA 자체를 포함할 수도 있으나 그의 단편을 포함할 수도 있으며, 이에 한정[0021]

되지 않는다. 

바람직한 형태로서, 본 발명의 약학적 조성물은 당업자에게 공지된 추가 성분을 포함할 수 있고, 약학적 조성물[0022]

의 제조에 통상적으로 사용하는 적절한 담체, 부형제 및 희석제를 더 포함할 수 있다. 

또한 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸 등의 경구형 제형, 외[0023]

용제, 좌제 및 멸균 주사용액의 형태로 제형화하여 사용될 수 있다. 당해 기술 분야에 알려진 적합한 제제는 문

헌 (Remington's Pharmaceutical Science, 최근, Mack Publishing Company, Easton PA)에 개시되어 있는 것을

사용하는 것이 바람직하다. 

본 발명의 약학적 조성물에 포함될 수 있는 담체, 부형제 및 희석제로는 락토오스, 덱스트로오스, 수크로오스,[0024]

소르비톨,  만니톨,  자일리톨,  에리스리톨,  말티톨,  전분,  아카시아  고무,  알지네이트,  젤라틴,  칼슘

포스페이트, 칼슘 실리케이트, 셀룰로오스, 메틸 셀룰로오스, 미정질 셀룰로오스, 폴리비닐 피롤리돈, 물, 메틸

히드록시 벤조에이트, 프로필히드록시 벤조에이트, 탈크, 마그네슘 스테아레이트 및 광물유 등이 있다. 상기 조

성물을 제제화할 경우에는 보통 사용하는 충진제, 증량제, 결합제, 습윤제, 붕해제, 계면활성제 등의 희석제 또

는 부형제를 사용하여 조제된다. 경구투여를 위한 고형제제에는 정제, 환제, 산제, 과립제, 캡슐제 등이 포함되

며, 이러한 고형제제는 상기 조성물에 적어도 하나 이상의 부형제 예를 들면, 전분, 칼슘 카보네이트, 수크로오

스, 락토오스, 젤라틴 등을 섞어 조제된다. 또한 단순한 부형제 이외에 마그네슘 스테아레이트, 탈크 같은 윤활

제들도 사용된다. 경구투여를 위한 액상 제제로는 현탁제, 내용액제, 유제, 시럽제 등이 해당되는데 흔히 사용

되는 단순 희석제인 물, 리퀴드 파라핀 이외에 여러 가지 부형제, 예를 들면 습윤제, 감미제, 방향제, 보존제

등이 포함될 수 있다. 비경구 투여를 위한 제제에는 멸균된 수용액, 비수성용제, 현탁제, 유제, 동결건조 제제,

좌제가 포함된다. 비수성용제, 현탁제로는 프로필렌글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 올리브 오일과 같은 식물성 기

름, 에틸올레이트와 같은 주사 가능한 에스테르 등이 사용될 수 있다. 좌제의 기제로는 위텝솔, 마크로골, 트윈

61, 카카오지, 라우린지, 글리세로제라틴 등이 사용될 수 있다. 

본 발명에서 사용되는 용어 "투여"는 임의의 적절한 방법으로 개체에게 소정의 본 발명의 조성물을 제공하는 것[0025]

을 의미한다.

본 발명의 조성물의 바람직한 투여량은 개체의 상태 및 체중, 질병의 정도, 약물형태, 투여경로 및 기간에 따라[0026]

다르지만, 당업자에 의해 적절하게 선택될 수 있다. 예를 들어, 바람직한 효과를 위해서, 본 발명의 조성물은 1

일 0.0001 내지 1,000 mg/kg(체중)의 양으로 투여할 수 있다. 상기 조성물의 투여는 하루에 한번 투여할 수도

있고, 수 회 나누어 투여할 수도 있다. 

본 발명의 조성물은 개체에게 다양한 경로로 투여될 수 있다.  투여의 모든 방식은 예상될 수 있는데,  예를[0027]

들면, 경구, 직장 또는 정맥, 근육, 피하, 자궁 내 경막 또는 뇌혈관 내 주사에 의해 투여될 수 있다.

또한, 본 발명의 조성물은 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질환의 예방 또는 개선을 목적으로 식품 조[0028]

성물, 바람직하게는 건강기능식품에 첨가될 수 있다. 본 발명에서, 건강기능식품이란 질병의 예방 및 개선, 생

체방어, 면역, 병후의 회복, 노화 억제 등 생체조절기능을 가지는 식품을 말하는 것으로, 장기적으로 복용하였

을 때 생체에 무해하여야 한다. 

본 발명의 식품 조성물에 포함되는 유효성분의 혼합양은 사용 목적 (예방, 건강 또는 치료적 처치)에 따라 적합[0029]

하게 결정될 수 있다. 

또한, 본 발명의 조성물은 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질환의 예방 또는 개선을 목적으로 사료 첨[0030]

가제로 사용될 수 있다. 
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본 발명에 따른 사료 첨가제는 발효 사료, 배합 사료, 펠렛 형태 및 사일레지(silage) 등의 형태로 제조될 수[0031]

있으며, 이에 제한되지 않는다. 상기 발효 사료는 여러 가지 미생물 균 또는 효소들을 첨가함으로써 유기물을

발효시켜 제조될 수 있으며, 상기 배합 사료는 여러 종류의 일반 사료와 본 발명의 조성물을 혼합하여 제조될

수 있다. 상기 펠렛 형태의 사료는 상기 발효 사료 또는 배합 사료를 펠렛기로 제형화하여 제조될 수 있다.

본 발명의 다른 양태에 의하면, 본 발명은 miR-139-5p, let-7e 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터 선택된[0032]

하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, miR)를 유효성분으로 포함하는, 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질

환의 예방 또는 치료용 조성물을 제공한다. 

상기 조성물은 약학적 조성물, 식품 조성물 또는 사료 첨가용 조성물을 포함한다. [0033]

본 발명에 있어서, 상기 돼지 서코바이러스 제2형에 의한 감염성 질환은 돼지 이유후 전신소모성 질환(Post-[0034]

weaning  Multisystemic  Wasting  Syndrome,  PMWS),  돼지 생식기 및 호흡기 증후군(porcine  reproductive  and

respiratory syndrome, PRRS), 가성 광견병(pseudorabies), 글래서씨병(Glasser's disease), 또는 화농성 기관

지폐렴(suppurative bronchopneumonia)일 수 있으며, 이에 한정되지 않는다. 

본 발명자들은 miR-139-5p 또는 let-7e가 PCV2의 감염성을 조절할 수 있음을 확인하였다. 따라서, 상기 마이크[0035]

로RNA는 PMWS 등을 일으키는 PCV2 감염에 의한 질환을 예방 또는 치료할 수 있다. 

본 발명의 또 다른 양태에 의하면, 본 발명은 (a) miR-139-5p, let-7e 및 이들의 조합으로 이루어진 군으로부터[0036]

선택된 하나 이상의 마이크로RNA(microRNA, miR)를 발현하는 세포에 시험물질을 접촉시키는 단계; (b) 상기 세

포에서 상기 마이크로RNA의 발현 정도를 분석하는 단계; 및 (c) 상기 시험물질이 상기 마이크로RNA의 발현을 증

가시키는 경우, 돼지 서코바이러스 제2형 감염의 치료를 위한 후보물질로 판단하는 단계를 포함하는, 돼지 서코

바이러스 제2형(PCV2) 감염의 치료를 위한 후보물질의 스크리닝 방법을 제공한다. 

본 발명자들은 miR-139-5p 또는 let-7e의 발현 조절을 통해 PCV2 감염 저항성 연관 유전자 발현을 조절할 수 있[0037]

으며, 이를 통해 PCV2 감염을 치료할 수 있음을 확인하였다. 따라서, 상기 마이크로RNA의 발현을 증가시키는 물

질은 돼지 서코바이러스 제2형 감염의 치료를 위한 후보물질이 될 수 있다. 

발명의 효과

상술한 바와 같이, 본 발명에 따른 마이크로RNA는 PCV2 감염 저항성 연관 유전자의 발현을 조절하여 PCV2의 감[0038]

염성을 저하시키는 우수한 효과를 가지고 있다. 따라서, 상기 마이크로RNA는 PCV2 감염 또는 PCV2에 의한 감염

성 질환의 예방 또는 치료에 효과적으로 이용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 PCV2의 각 ORF 발현 PK15 세포를 확인하기 위한 ORF 내 프라이머 디자인(A) 및 상기 프라이머를 이용한[0039]

RT-PCR 결과(B)를 나타낸 도이다. 

도 2는 PCV2의 각 ORF 발현 PK15 세포에서의 작은 RNA 분리(small RNA isolation) 과정 도식도 및 QC 결과를

나타낸 도이다. 

도 3은 각 샘플(PK15-control, PK15-PCV2 ORF1, PK15-PCV2 ORF2, PK15-PCV2 ORF3)에 대한 cDNA 라이브러리를

확인한 결과 및 PK15-PCV2 ORF1 샘플에 대해 제작된 small RNA 라이브러리를 재확인한 결과를 나타낸 도이다.

도 4는 하이-쓰루풋 시퀀싱(High-throughput sequencing) 결과 분석 모식도를 나타낸 도이다.  

도 5는 각 샘플(PK15-control, PK15-PCV2 ORF1, PK15-PCV2 ORF2, PK15-PCV2 ORF3)에서 분석된 서열(sequence)

의 길이 분포(length distribution)를 나타낸 도이다.  

도 6은 각 샘플에서 분석된 마이크로RNA의 종류(A) 및 orthologous miRNA의 발현을 Splinted-ligation assay

분석 결과(B)를 나타낸 도이다. 

도 7은 PCV2의 각 ORF 발현에 의해 발현이 변화하는 마이크로RNA(A) 및 Splinted-ligation assay 분석 결과(B,
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C)를 나타낸 도이다.  

도 8은 ZNF265  3'  UTR  염기서열을 지닌 Renilla-luciferase  reporter를 제작하기 위한 서열 위치(A); wild-

type  또는 mutated  ZNF265  3'  UTR  염기서열을 지닌 Renilla-luciferase  reporter를 이용한 Dual-luciferase

assay  분석  결과(B);  ORF2  또는 let-7e가  과발현된 세포에서 RGS16  단백질 발현을 웨스턴 블랏(C)  및  RT-

PCR(D)을 통해 확인한 결과; 및 RGS16 3' UTR 염기서열을 지닌 Renilla-luciferase reporter를 이용한 Dual-

luciferase assay 분석 결과(E)를 나타낸 도이다. 

도 9는 miR-139-5p 및 let-7e의 발현 증가에 의한 PCV2의 ORF의 발현 변화를 RT-PCR로 확인한 결과를 나타낸

도이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체[0040]

적으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

실시예 1: PCV2 ORF 발현세포 제작[0041]

PCR(polymerase chain reaction)을 통해 PCV2의 각 ORF(ORF1, ORF2, ORF3) 염기서열을 증폭한 후, 이를 포함하[0042]

는 pLNCX2 레트로바이러스 벡터를 제작하고, 293 GPG packaging cell에 형질주입(transfection)을 진행하였다.

3일 후 형질주입된 세포의 배양액에서 돼지신장상피세포(porcine kidney epithelial 15 cell, PK15 cell)를 배

양하여 각 PCV2 ORF의 형질도입(transduction)을 유도하였다. 이를 1일 간격으로 3회 반복 진행한 후 네오마이

신(neomycin)을 이용해 선별하였다. PCV2는 크게 3개의 ORF로 구성되어 있는데, 특히 ORF3을 암호화하는 염기서

열은 ORF1 부분에 포함되어 있지만 전사방향이 반대이다. Neomycin selection이 완료된 PK15 세포에서 특이적인

PCV2의 ORF 발현 여부를 확인하기 위해 RT-PCR을 통해 RNA 수준에서 PCV2의 ORF 발현을 확인하였다. GAPDH는

internal control로 사용되었다. 프라이머 위치 및 RT-PCR 결과를 도 1에 나타내었으며, PCV2의 각 ORF를 증폭

하기 위한 PCR 및 RT-PCR 프라이머 서열 정보를 하기 표 1에 나타내었다. 

표 1

[0043]
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실시예 2:  PCV2  ORF  발현세포 유래 작은 RNA  라이브러리(small  RNA  library)  제작 및 하이-쓰루풋 시퀀싱[0044]

(high-throughput sequencing) 실시 

상기 실시예 1에서 제작한 PCV2의 각 ORF를 발현하는 돼지 숙주세포 PK15 세포(신장상피세포)로부터 200 nt 이[0045]

하의 작은 RNA를 분리한 후 QC(quality control)를 실시하였다. 보다 구체적으로, PCV2의 각 ORF가 발현되는

PK15 세포에서 RNeasy Mini Kit, RNeasy MinElute Cleanup Kit(Qiagen)를 이용하여 200 nt 이하의 작은 RNA를

분리한 후, Experion(BioRad) 장비를 이용하여 QC를 실시하여 200 nt 이하의 작은 RNA를 확인하였다(도 2 참

조).

또한, 총 4개의 작은 RNA 샘플 (PK15-control, PK15-PCV2 ORF1, PK15-PCV2 ORF2, PK15-PCV2 ORF3)을 이용하여[0046]

작은 RNA에 대한 cDNA 라이브러리를 제작하였다(도 3 참조). 보다 구체적으로, 각각의 5', 3' RNA adapter를 작

은 RNA에 라이게이션(ligation)을 실시한 후,  3'  adapter  specific  RT  프라이머를 이용하여 역전사(reverse

transcription, RT)를 수행하였다. 생성된 cDNA를 이용하여 라이브러리를 제작하는 과정에서 각 작은 RNA 샘플

을 표지할 수 있는 인덱스 시퀀스(index sequence)를 지닌 프라이머(primer)들을 이용하여 PCR 반응을 통해 143

nt 크기의 cDNA 라이브러리를 제작하였으며, 하이-쓰루풋 시퀀싱(high-throughput sequencing)을 실시하였다. 

실시예 3: PCV2의 ORF 발현에 의해 변화되는 숙주세포의 마이크로RNA(microRNA) 선별[0047]

PCV2의 각 ORF의 발현에 의해 변화(증가 또는 감소)되는 숙주세포의 마이크로RNA를 선별하기 위하여, 상기 실시[0048]

예 2에서의 하이-쓰루풋 시퀀싱(high-throughput sequencing)를 결과를 상세 분석하였다(도 4 참조). 보다 구체

적으로,  각  샘플의  시퀀싱  데이터(sequencing  data)에서  낮은  quality를  보이는  염기서열들을  제거한  후,

adaptor 및 다른 contaminant를 제거한 18 nt 이상의 clean read를 확보하여, 아래 언급된 내용들을 상세 분석

하였다. 

1) Small RNA들의 길이 분포(legnth distribution) 확인 및 돼지 유전체(Sscrofa10.2)와의 매칭 확인[0049]

2)  Small  RNA들의  identity(rRNAs,  tRNAs,  snRNAs,  snoRNAs,  scRNAs,  repeat  associated  RNAs,  degraded[0050]

fragments  of  mRNA,  miRNAs)를  돼지  데이터베이스  (NCBI  Ensenbl  Trace  Archive;  Rfam:

http://www.rfam.sanger.ac.uk; BGI (Beijing Genomics Institute) developed programs)에 근거하여 확인

3) 인간 마이크로RNA 데이터베이스를 이용한 돼지-인간 보존 마이크로RNA의 추가 선별[0051]

4) High-throughput sequencing을 통해 확인된 각 샘플의 마이크로RNA read count 확인[0052]

5) 각 샘플의 마이크로RNA read count의 표준화(normalization)를 통한 대조군(control) 샘플과 각 PCV2의 ORF[0053]

발현 샘플간의 발현량 비교 분석 

6) Fisher's exact test를 통한 대조군(control) 샘플과 각 PCV2의 ORF 발현 샘플간의 발현량 차이에 대한 통[0054]

계적 유의성 분석

7) 상기 5, 6 항목을 동시에 충족하는 마이크로RNA 선별[0055]

8) 선별된 마이크로RNA의 표적 유전자 분석을 통한 생물학적 기능 및 신호전달체계 분석[0056]

먼저, 상기 실시예 2에서의 하이-쓰루풋 시퀀싱(high-throughput sequencing)을 통해 대조군(control), ORF1,[0057]

ORF2, 및 ORF3 샘플에서 확보한 small RNA 염기서열은 각각 4,654,382 read, 5,014,372 read, 5,887,207 read

및 4,565,856 read로 전체 20,121,817 read의 small RNA 염기서열을 확보하였으며, 결과 분석에 사용될 clean

read는 평균적으로 high-quality read의 75.55%에 해당하는 15,022,534 read를 확보하였다. 또한, clean read

로 length distribution을 실시한 결과, 각 샘플에서 마이크로RNA의 평균 길이에 해당되는 22 nt에서의 peak을

이루고 있음을 확인하였다(도 5 참조). 또한 돼지 데이터베이스를 이용하여, Clean read를 이용하여 각 샘플에

서 확보한 small RNA 염기서열의 identity를 조사하였다. 그 결과, 대조군(control), ORF1, ORF2, 및 ORF3 샘

플에서 1,205,500 read, 861,472  read, 623,299 read, 및 1,409,182 read의 마이크로RNA를 각각 확보하였다.

이는 전체 분석된 small RNA 중 가장 높은 abundance로 약 27.93% 나타냈다. 이상의 결과를 하기 표 2에 나타내

었다. 
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표 2

[0058]

상기와 같이 시퀀싱을 통해 모든 샘플에서 분석된 돼지 마이크로RNA는 총 238개로, 현재까지 보고된 돼지 마이[0059]

크로RNA 319개의 74,61%가 확인되었다. 돼지 마이크로RNA(319개)는 인간(2,555개)과 생쥐(1,890개)에서 보고된

마이크로RNA 보다 현저하게 적다. 대부분의 마이크로RNA는 종간에 보존되어 있다는 점에 근거하여 돼지 마이크

로RNA 뿐만 아니라, miRBase에 보고된 인간 마이크로RNA와 비교 분석하여 추가적으로 118개의 돼지 마이크로RNA

를 동정하였다. 종합적으로 현재까지 보고된 돼지 마이크로RNA 238개와 돼지-인간 보존 마이크로RNA 118개 등

총 356개의 마이크로RNA를 확인하였다(도 6 참조). 

PCV2의  각  ORF에  의해  발현량이  변화되는  마이크로RNA를  확인하기  위해  read  count를  이용한  분석을[0060]

진행하였다. 그 결과, PCV2의 각 ORF 발현에 의해 51개, 74개 및 32개의 마이크로RNA의 발현량이 변화됨을 확인

하였다 (도 7A 참조). 

상기 분석 결과를 검증하기 위하여, 발현량이 변화되는 마이크로RNA 중 무작위 선별을 통해 splinted-ligation[0061]

assay를 진행하였다. 상기 실험에 사용된 bridge oligo를 하기 표 3에 나타내었으며, 그 실험 결과를 도 7에 나

타내었다. 

표 3

[0062]
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도 7에 나타낸 바와 같이,  miR-221-3p(ORF1에 의한 발현 증가),  miR-151-5p(ORF1에 의한 발현 감소),  let-[0063]

7e(ORF2에 의한 발현 감소), miR-103(ORF2에 의한 발현 감소), miR-139-5p(ORF2에 의한 발현 감소) 및 miR-

185(ORF2 및 ORF3에 의한 발현 감소)의 발현 변화를 실험적으로 검증하였다. 

실시예 4: PCV2 감염 저항성 연관 후보 마이크로RNA 선별[0064]

상기 실시예 3에서 선별한 PCV2의 각 ORF의 발현에 의해 발현량이 변화하는 마이크로RNA들 중 PCV2 감염 저항성[0065]

과 연관된 마이크로RNA의 선별을 위해 하기와 같은 실험을 수행하였다. 

먼저, 상기 실시예 3에서 선별한 PCV2의 각 ORF에 의해 조절되는 마이크로RNA의 생물학적 역할을 조사하기 위하[0066]

여, 마이크로RNA의 후보 표적 유전자들을 확인하였다. 현재까지 알려진 마이크로RNA-표적 유전자 예측 프로그램

들은 많이 존재하지만, 사용되는 분석 기준에 따라 표적 유전자들이 상당히 다양하게 예측되는 실정이다. 이에

본 연구에서는 11개의 표적 유전자 예측 프로그램을 통합 분석해주는 miRecords 프로그램을 이용하였으며, 발현

량이 변화하는 마이크로RNA가 5개 이상의 프로그램에서 확인되는 후보 표적 유전자만을 선택하였다. 그 결과,

PCV2의  ORF1,  ORF2  및  ORF3에  의해 발현이 증가되는 마이크로RNA의  표적 유전자는 각각 1,816,  1,286,  및

1,930개로 확인되었으며, 발현이 감소되는 마이크로RNA의 표적 유전자는 각각 1,245, 2,261, 및 91개가 확인되

었다.

또한, PCV2의 viral 단백질과 상호작용(interaction)하는 단백질은 PCV2의 감염 및 PMWS 질병 유발에 관련할 것[0067]

으로 판단되기에, PCV2의 각 ORF와 상호작용하는 단백질을 문헌조사를 통해 확인하였으며(Tim et al., 2009,

Liu et al., 2007, Timmusk et al., 2006), 이를 하기 표 4에 나타내었다. 

표 4

[0068]

최종적으로, PCV2의 ORF에 의해 발현이 조절되는 마이크로RNA의 후보 표적 유전자 중, PCV2 ORF1과 ORF3에 각각[0069]

상호작용하는 ZNF265(zinc finger protein 265)와 RGS16(regulator of G protein signaling 16)이 확인되었다.

돼지 ZNF265 3' UTR(3' untranslated region)은  miR-139-5p가 표적할 수 있는 염기서열을 포함하고 있으며,

돼지 RGS16 3' UTR은 let-7 family인 let-7b-5p, let-7c 및 let-7e가 표적할 수 있는 염기서열을 포함하고 있

다.  따라서,  마이크로RNA-표적  유전자  염기서열로부터  결합(binding)을  예측해볼  수  있는  RNAHybrid

(http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/) (Marc et al. 2004)를 이용하여 상기 마이크로RNA의

표적 유전자 발현 조절 가능성을 판단하였다. 그 결과를 하기 표 5에 나타내었다. 
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표 5

[0070]

실시예 5: miR-139-5p 및 let-7에 의한 PCV2 감염 저항성 연관 유전자 발현조절 분석[0071]

상기 실시예 4에서 선별한 마이크로RNA인 miR-139-5p 및 let-7에 의한 PCV2 감염 저항성 연관 유전자 발현조절[0072]

을 확인하기 위하여, 하기와 같은 실험을 수행하였다. 

먼저,  PCV2의  ORF2에  의해  발현이  감소하는  miR-139-5p가  ZNF265  단백질  발현에  미치는  영향을  확인하기[0073]

위하여, wild-type 또는 mutated ZNF265 3' UTR 염기서열을 지닌 Renilla-luciferase reporter를 제작하여(도

8A 참조), Dual-luciferase assay를 수행하였다. 실험에 이용된 프라이머 서열을 상기 표 1(실시예 1 참조)에

나타내었으며, 그 결과를 도 8B에 나타내었다. 

도 8B에 나타낸 바와 같이, wild-type ZNF265 3' UTR 연관 RL activity가 PCV2 ORF2 과발현 PK15 세포에서는[0074]

약 43% 증가됨을 확인하였으며 (도 8B의 왼쪽 검은색 바 참조), miR-139-5p를 과발현 시킨 세포에서는 약 27%

감소됨을  확인하였다  (도  8B의  오른쪽  검은색  바  참조).  반면  mutated  ZNF265  3'  UTR을  도입했을  때는

Renilla-luciferase activity의 변화를 확인할 수 없었다 (도 8B의 회색 바 참조). 상기 결과를 통하여, PCV2

감염 저항성 연관 유전자인 ZNF265가 miR-139-5p에 의해 조절됨을 확인하였다. 

다음으로, PCV2의 ORF2에 의해 발현이 감소하는 let-7e가 RGS16 단백질 발현에 미치는 영향을 확인하기 위하여,[0075]

ORF2 또는 let-7e가 과발현된 세포에서 웨스턴 블랏 및 RT-PCR을 수행하였다. 이 때, let 패밀리 중 let-7c는

시퀀싱 결과 abundance가 너무 낮았으며, let-7b-5p 역시 let-7e에 비해 abundance가 상당히 낮아 let-7e를 선

택하였다. 그 결과를 도 8C 및 도 8D에 나타내었다.

도 8C에 나타낸 바와 같이, 웨스턴 블랏을 통해 ORF2가 과발현된 세포에서 RGS16 단백질 발현이 2배 이상 증가[0076]

됨을 확인하였으며 (도 8C의 1번 및 3번 레인 참조), let-7e를 과발현한 세포에서는 RGS16 단백질 발현이 대조

군에 비해 약 24% 감소함을 확인하였다 (도 8C의 1번 및 2번; 3번 및 4번 레인 참조). 하지만 RT-PCR  분석

결과, 각 세포에서 RGS16 mRNA 발현양에는 변화가 없는 것을 확인하였다(도 8D 참조). 

상기 결과는 let-7e가 RGS16의 번역(translation) 억제를 통해 발현 조절 되고 있을 가능성을 제시한다. 이를[0077]

검증하기 위하여,  RGS16  3'  UTR  염기서열을 지닌 Renilla-luciferase  reporter를 제작하여 Dual-luciferase

assay를 수행하였다. 실험에 이용된 프라이머 서열을 상기 표 1(실시예 1 참조)에 나타내었으며, 그 결과를 도

8E에 나타내었다. 

도 8E에 나타낸 바와 같이, RGS16 3 UTR 연관 RL activity가 PCV2 ORF2 과발현 PK15 세포에서는 약 54% 증가됨[0078]

을 확인하였으며 (도 8E의 왼쪽 그래프 참조),  let-7e를 과발현 시킨 세포에서는 약 38% 감소함을 확인하였다

(도 8E의 오른쪽 그래프 참조). 상기 결과를 통하여, PCV2 감염 저항성 연관 유전자인 RGS16이 let-7e에 의해

조절됨을 확인하였다. 
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실시예 6: miR-139-5p 및 let-7e에 의한 PCV2 감염 저항성 조절 분석[0079]

상기에서 분석한 내용을 토대로 선별한 miR-139-5p 및 let-7에 의한 PCV2 감염 저항성을 확인하기 위하여, 하기[0080]

와 같은 실험을 수행하였다. 

먼저, PCV2 ORF2에 의해 발현이 감소하는 miR-139-5p 및 let-7e의 발현증가를 위해 상기 실시예 5에서 사용한[0081]

과발현 벡터를 PK-15 세포에 각각 처리한 후, 정제된 PCV2를 처리하여 감염을 유도하였다. PCV2 감염 저항성을

확인하기 위하여 각 PK-15 세포의 RNA를 분리하였고, 역전사 (reverse transcription)반응을 통해 cDNA합성을

유도하였다. 그 후 PCV2의 각 ORF 발현을 RT-PCR을 통해 확인하였다. 실험에 이용된 프라이머 서열을 상기 표

1(실시예 1 참조)에 나타내었으며, 그 결과를 도 9에 나타내었다. 

도 9에 나타낸 바와 같이, let-7e가 과발현된 세포에서는 PCV2 감염 시 PCV2의 각 ORF 발현이 감소하거나 거의[0082]

발현되지 않았으며(도 9의 세 번째 레인 참조), miR-139-5p가 과발현된 세포에서도 PCV2의 ORF2를 제외한 ORF1

과 ORF3의 발현이 감소하거나 거의 발현되지 않음을 확인하였다 (도 9의 네 번째 레인 참조). 즉, miR-139-5p

및 let-7e의 발현 조절을 통해 PCV2 감염 저항성이 유도됨을 확인하였다.

따라서, miR-139-5p 및 let-7e는 PCV2 감염 저항성 연관 유전자의 발현을 조절하여 PCV2의 감염성을 저하시키는[0083]

우수한 효과를 나타냄을 확인하였다.

이상으로 본 발명의 특정한 부분을 상세히 기술하였으나, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어 이러한 구[0084]

체적인 기술은 단지 바람직한 구현예일 뿐이며, 이에 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은 명백하다. 따

라서 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항과 그의 균등물에 의하여 정의된다고 할 것이다.
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<210>    1

<211>    22

<212>    RNA

<213>    miR-139-5p

<400>    1

ucuacagugc acgugucucc ag                                                  22

<210>    2

<211>    22

<212>    RNA

<213>    let-7e

<400>    2

ugagguagga gguuguauag uu                                                  22
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