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요약

본 발명은 해모필러스 인플루엔자의 외막으로부터 유래한 신규의 항원성 단백질에 관한 것이다. 또한, 본 
발명은 상기 단백질을 암호화하는 DNA 서열, 상기 단백질을 포함하는 백신 및 해모필러스 인플루엔자 감
염에 대해 검체를 면역화하는 방법에 관한 것이다. 또한, 본 발명은 호흡기 질환 또는 중이염의 예방 또
는 치료 방법뿐만 아니라 해모필러스 인플루엔자의 검출 방법 및 이러한 방법에 사용되는 키트에 관한 것
이다.

대표도

도1

명세서

기술분야

본 발명은 해모필러스 인플루엔자(Haemophilus influenzae)의 신규한 항원, 이를 포함하는 백신 및 치료 
및 진단을 위한 이의 용도에 관한 것이다.

배경기술

해모필러스 인플루엔자는 막대 형태이고, 그람 음성의 호기성 종속영양성 박테리아이다[참조: Krieg 및 
Holt(ed), Bergey's Manual of Systemic Bacteriology, pp 563 (1984)]. 이는 급성 호흡기 감염의 병원체
이며, 또한 만성 기관지염 환자 및 중이염 환자에서도 발견된다.
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발명의 상세한 설명

본 발명자들은 NTHI로부터 독특한 26 kDa 외막 단백질(OMP26이라 칭함)을 동정하고, 정제하였으며, 놀랍
게도 이 단백질이, 면역원으로 사용되는 경우, 동종 및 이종 균주의 NTHI에 대한 보호성 면역 반응을 유
도할 수 있음을 확인하였다. 상기 단백질은 SDS-PAGE 상에서 분자량(Molecular mass)이 P5와 유사하나, 
이 단백질과는 현저히 상이한 특성을 보유하고 있었다.

상기 외막 단백질 P5는 아형 해모필러스 인플루엔자에 대해 사용된 SDS-PAGE상의 두 개의 저분자량 밴드
중 하나이며, 겉보기 분자량은 25 내지 27 kDa이다. 상기 P5 단백질은 열 변형가능하며, β-메르캅토에탄
올의 존재하의 100℃에서 30분 동안 열 변성한 후, 35 kDa의 명백한 분자량을 나타낸다. 현재, NTHi에 의
해 발현되는 다른 단백질(핌브린(fimbrin)이라 칭함)은 특정화되어 왔으며, 유사한 분자량 특성, 열 변형
성 및 이미 기술된 P5와 92%의 서열 상동성을 보유하는 것으로 확인되었다. 상기 단백질 OMP26은 상기한 
P5 또는 핌브린 단백질에 대해 정의한 바와 같은 서열 상동성 또는 열 변형 특성을 나타내지 않는다. 

따라서, 본원의 제 1 발명은 SDS-PAGE에 의해 결정된 바와 같이 해모필러스 인플루엔자의 외막 단백질이
고, 분자량이 26 kDa인 단백질을 제공한다. 이하, 이 단백질은 OMP26이라 칭한다.

특히, 본 발명의 단백질은 도 1에 나타낸 아미노산 서열을 보유하며, 실질적으로 이와 상동성인 아미노산 
서열을 보유한다. 다른 구체예에서, 본 발명의 단백질은 도 1의 24번 아미노산으로부터 시작하는 아미노
산 서열 또는 이와 실질적으로 상동성인 아미노산 서열을 보유한다. 초기 23개의 아미노산은 '신호' 서열
을 구성하며, 상기 신호 서열을 제외한 단백질이 동일하게 적용 가능한 것으로 생각된다. 본 발명의 단백
질은 면역원이며, 따라서 해모필러스 인플루엔자 감염에 대한 보호성 면역 반응을 유도할 수 있다.

본 명세서에서, OMP26에 '실질적으로 상동성인' 단백질은 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95% 또는 심지
어 99% 상동성일 수 있다. 상기 단백질은 70% 이상의 상동성이 바람직하며, 80%의 상동성이 더 바람직하
며, 90%의 상동성이 바람직하며, 95%의 상동성이 가장 바람직하다. 당업자에게는 상동성의 정도(%)가 단
지 한 요인일 것이다. 중요한 것은 상기 단백질이 그의 항원으로서의 효과를 보유하는 것이다. 따라서, 
상대적으로 낮은 정도의 상동성, 예를 들어 40%의 상동성을 보유하는 반면, 본 명세서에서 기술하는 항원 
활성을 보유하는 것이 바람직하다. 

또한, '보존적' 또는 '반보존적' 변화가 그의 기본적인 활성을 변경시키지 않는 단백질의 아미노산 서열
에 대해 행해질 수 있음은 당업자에게 공지되어 있다. 예를 들어, 글리신, 발린, 루신 및 이소루신과 같
이 모두 지방족 측쇄를 보유하고 있는 아미노산은 단백질의 생물학적 특성을 변화시키지 않으면서 기타 
아미노산으로 대체할 수 있다. 유사하게, 페닐알라닌, 티로신 및 트립토판과 같이 모두 방향족 측쇄를 보
유하는 아미노산은 서로 치환될 수 있다. 항원 활성을 보유하는 이러한 단백질은 본 발명의 범위 내에 있
다.

또한, OMP26의 항원 부분 또는 항원 영역을 이용하여 해모필러스 인플루엔자에 대한 보호 효과를 유도할 
수 있다. 이러한 항원 부분 또는 항원 영역도 본 발명이 범위 내에 있다.

본원의 제 2 발명은 본 발명의 단백질, 상기한 바와 같은 이의 변이체 또는 항원 부분 또는 영역을 암호
화할 수 있는 핵산 서열, 바람직하게는 DNA를 제공한다. 특히, 본 발명은 도 1에 도시한, OMP26을 암호화
하는 DNA 서열을 제공한다. 당업자는 유전 암호의 퇴화에 기인하여 상기 단백질의 아미노산 서열에 변화
를 초래하지 않으면서 DNA 서열에 보전적 변화를 수행할 수 있을 것이다. 따라서, 상기 DNA 서열도 본 발
명의 범위 내에 있다. 본 발명의 핵산은 플라즈미드와 같은 벡터의 일부분을 형성할 수 있다.

본 명세서에서 기술한 바와 같이, 본 발명의 단백질은 해모필러스 인플루엔자에 대한 면역 반응을 자극하
며, 따라서 본원의 제 3 발명은 본 명세서에서 기술한 단백질과 필요에 따라 하나 이상의 담체 및/또는 
보조제를 포함하는 백신 조성물을 제공한다.

본원의 제 4 발명은 해모필러스 인플루엔자에 대한 백신의 제조를 위해 본 명세서에서 기술한 바와 같은 
본 발명의 단백질을 이용하는 방법을 제공한다.

본 발명의 백신 조성물은 해모필러스 인플루엔자 감염에 대해 검체를 면역화하는데 사용할 수 있다. 따라
서, 본원의 제 5 발명은 해모필러스 인플루엔자에 의한 감염에 대해 검체를 면역화하는 방법을 제공하는
데, 이 방법은 상기 검체에 본 발명의 백신 조성물을 투여하는 단계를 포함한다. 본 발명의 백신 조성물
은 전신 면역성 및/또는 점막 면역성을 생성하기 위해 사용할 수 있다.

본원의 제 6 발명은 호흡기 감염 또는 중이염의 예방 또는 치료 방법을 제공하는데, 이 방법은 검체에 본 
발명의 백신 조성물을 투여하는 단계를 포함한다.

본원의 제 7 발명은 해모필러스 인플루엔자의 진단을 위해 본 명세서에서 기술한 바와 같은 본 발명의 단
백질을 사용하는 방법을 제공한다.

본원의 제 8 발명은 해모필러스 인플루엔자 감염의 진단에 사용되는 키트를 제공하는데, 이 키트는 본 명
세서에서 기술한 바와 같은 단백질을 포함한다.

상기한 본원의 각 발명의 바람직한 특징은 변경을 가하여 다른 발명에도 동일하게 바람직하다.

이하, 본 발명은 하기 비제한적인 실시예로 추가 기술한다.

도면의 간단한 설명

도 1은 OMP26을 암호화하는 DNA 서열 및 이 DNA 서열로부터 유도된 아미노산 서열을 도시하는 도면이다.

도 2는 OMP26 및 분자량이 더 큰 2개의 다른 단백질의 SDS-PAGE 분석 결과를 나타내는 도면이다.

도 3은 OMP26의 초기 25개의 아미노산 잔기의 N-말단 서열 및 이 서열과 피.물토시다 및 와이.슈도투베르
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쿨로시스로부터 유래한 단백질의 비교를 나타내는 도면이다.

도 4는 생 박테리아를 이용한 항원 투여후 4시간이 경과한후 기관지 세척에서 회수된 NTHI-I 박테리아를 
나타내는 도면이다.

도 5는 OMP26로 면역화된 쥐 혈청의 IgG 아류의 OMP26-특이성 수준을 나타내는 도면이다.

도 6은 혈청 내에서 OMP26-특이성 항체의 검출을 위한 면역블로트를 나타내는 도면이다.

도 7은 OMP26 면역화된 쥐 및 비면역 쥐의 MLN으로부터 분리된 림프구의 항원-특이성 증식을 나타내는 도
면이다.

하기 실시예에서, 데이터는 평균 ± 평균의 표준 오차로 나타낸다. 폐 세정 데이터, 식세포의 총수 및 분
화 세포 수 데이터는 변이의 일방향 분석, 이어서 다중-비교 분석을 위한 터키 테스트에 의해 그룹간의 
통계학적 중요성에 대해 비교하였다(Macintosh Systst). 항체 데이터는 쌍을 이루지 않은 t-테스트에 의
해 그룹 중요성 사이에서 분석하였으며, 림프구 증식 데이터는 변이의 완전 계승 분석으로 평가하였다
(Macintosh  Systst).  두 변수 사이의 선형 관계는 피어슨 상관 계수를 이용하여 결정하였다(Macintosh 
Systst).

실시예

실시예 1

(i) 단백질 정제

26 kDa 단백질(OMP26)은 균주 NTHI-I로부터 분취용 전기영동으로 정제하였다. 박테리아는 100 아가 평판
의 하룻밤 배양한 배양물로부터 상기 평판을 스크레핑하므로써 수거하고, 4℃에서 10분 동안 10,000xg로 
원심분리하여  2회  세척하였다.  조  외막  제조물은  외막  성분을  완충처리된  양극성  3-14  세정제로 
추출하고, 에탄올 원심분리하여 수득하였다. 상기 외막 추출물은 동결건조하고, 소량의 증류수 내에 재현
탁하고, 4배의 나트륨 도데실 설페이트(SDS) 환원 완충액(62.5 mM, 트리스(pH 6.8), 10%(v/v) 글리세롤, 

2%(w/v)  SDS,  5%(v/v)  β-메르캅토에탄올, 1.2x10
-3
%(w/v)  브로모페모  블루)  내에  추가로  용해시켰다. 

SDS-제조물은 전기영동 칼럼의 충전 겔 상에 위치시키기 30분 이상전에 37℃에서 배양하였다. OMP26은 분
취용  폴리아크릴아미드  전기영동(PAGE)을  이용하여  정제하였다.  OMP26을  정제하기  위한  분취용 SDS-
PAGE는 14 T-1.42% C 아크릴아미드/비스(N,N'-메틸렌-비스아크릴아미드) 분리겔 60㎖와 함께 37mm(내경) 
칼럼 내에 중합된 4% T-0.36% C 아크릴아미드/비스 충전 겔을 이용하는 바이오-라드 모델 491 프렙 셀
(Prep  Cell)을  사용하여  수행하였다.  상기  칼럼으로부터  용출된  분획은  동결건조로  농축하고,  분석용 
SDS-PAGE를 이용하여 단백질 함량을 분석하였다. 이들 조건하에서 분리된 OMP26은 SDS를 함유하였는데, 
이는 인산 나트륨 및 침전에 의해 후속적으로 분리하였다. OMP26을 함유하는 분획을 수집하고, 단백질 농
도의 측정 이전에 투석하였다.

상기 단백질의 분석 확인은 구배 10-15% 또는 균질한 12.5% 아크릴아미드 겔을 이용하는 분석용 SDS-PAGE
를 이용하여 수행하였으며, 실버 염색하였다. 단백질 농도는 피어스 마이크로 BCA 분석법을 이용하여 측
정하였다. LOS의 존재는 SDS-PAGE 미니겔의 실버 염색 및 이-톡세이트(E-TOXATE) 리물러스 용해물 테스트
를 이용하여 분석하였다.

결과

OMP26은 분자량이 26 내지 30 kDa인 3개의 단백질로 구성된 그룹으로부터 성공적으로 분리하였다. 도 2는 
상기 다른 두 개의 단백질에 대한 상기 단백질의 위치를 나타내며, 상기 실버 염색된 겔은 생성되는 제조
물의 높은 순도를 나타낸다. 상기 단백질의 열 변형 가능한 특성의 평가는 β-메르캅토에탄올 존재하의 
100℃에서 30분 동안 상기 단백질을 가열하므로써 수행하였다. 30분후, 가열된 단백질 샘플은 여전히 동
일한 분자량으로 이동하는 것으로 확인되었다(도 2). 다른 주위 단백질 밴드중 하나가 열-변형 가능한 P5 
인가를 결정하기 위해, 상기 분자량 범위 내의 모두 3개의 단백질을 β-메르캅토에탄올의 존재 하에서 30
분 동안 가열하였으며, 그 결과 열-변형 가능한 특성을 나타내는 단백질은 없었다(도 2). LOS 오염의 존
재하에서 단백질의 평가는 이-톡세이트 분석 키트를 이용하여 수행하였으며, 0.6 ㎍ 내독소/㎎ 단백질로 
확인되었다.

(ii) N-말단 아미노산 서열 결정을 위한 OMP26의 제조

OMP26은 상기 단백질 밴드를 SDS-PAGE 겔로부터 PVDF 막으로 이전하므로써 N-말단 아미노산 서열 분석을 
위해 제조하였다. 이 단백질 샘플은 영국, 클위드, 디사이드, 뉴텍 스퀘어, 테그베이스 1에 소재하는 코
르텍스 디아크노스틱으로 보내 서열 분석하였다.

아미노산 서열 확인

N-말단 아미노산 서열은 PVDF에 이전된 단백질 밴드로부터 수득하였다. 최초 25개의 펩티드에 대한 아미
노산 서열 분석은 도 3에 나타냈다. 상기 서열 분석은 Hib P5 또는 핌브린 단백질의 N-말단 서열과 서열 
상동성을 나타내지 않았다. 상기 N-말단 아미노산 서열은 파스퇴렐라 물토시다(Pasteurella multocida)로
부터  취한  21.4  kDa  단백질과  56%  상동성을  나타냈으며,  예르시니아  슈도투베르쿨로시스(Yersinia 
pseudotuberculosis)로부터 취한 19 kDa 외막 단백질과는 44% 상동성을 나타냈다.

(iii) 면역화 및 박테리아 항원 투여(challenge)

특이성 병원체를 함유하지 않는 수컷 쥐를 대상으로 1일에 인트라 페이어 패치(IPP) 면역화를 수행하였으
며, 14일에 기관내(IT) 추가 항원 자극하였으며, 21일에 최종적인 생 박테리아 항원 투여하였다. 상기 동
물은 할로탄을 이용하여 진정시켜 미정맥을 통한 클로랄 하이드레이트로 정맥내 마취하였다. 중심선 복부 
절개를 통해 소장을 노출시켰으며, 장막하 조직으로 27 게이지 바늘을 이용하여 각각의 페이어 패치에 항
원을 주입하였다. 면역화 단백질(OMP26)은 프레운트 불완전 보조제(IFA)와 인산염 완충 처리된 염수(PB
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S)의 1:1 혼합액 내에 200 내지 800 ㎍ 단백질/㎖를 유화시켜 제조하고, 총 접종량을 각각 10 또는 40 ㎍ 
단백질로 하여 각각의 동물에게 투여하였다. 쥐의 2개의 대조용 그룹은 (i) 처리되지 않은 그룹 및 가장 
면역화 그룹(IFA 및 PBS로 면역화함)의 혼합 및 (ii) 상동성 NTHI 균주의 사멸된 박테리아로 면역화한 양
성 그룹으로 이루어졌다.  IPP  면역화후,  쥐는 14일에 IT  추가 항원 자극하였다.  OMP26-면역화된 쥐는 
OMP26 10 ㎍을 이용하여 IT 추가 항원 자극하였다. 비면역 그룹은 50 ㎕의 PBS를 투여한 반면, 사멸된 박

테리아-면역화된 그룹은 50 ㎕의 사멸된 박테리아(1 ㎖ 당 5 x 10
10
 박테리아)를 투여하였다. 동물은 최초 

면역화후 21에 생 박테리아(박테리아 수 5 x 10
8
)를 이용하여 4 시간 동안 항원투여하였다. 이종 균주인 

NTHI-II도 박테리아 항원 투여를 위해 사용하였다. 박테리아는 50 ㎖의 피브린제거한 말 혈액/ℓ 한천으
로 보충된 뇌 심장 주입 한천 평판 상에서 5% CO2, 37℃에서 하룻밤 동안 배양하고, 회수하고, 세척하고, 

PBS 내에 재현탁하여 기관내 캐뉼라를 통해 폐 내로 도입하고, 4시간후 쥐를 안락사시켰다. 혈액을 수집
하고, 소량의 혈청은 항체 분석을 위해 -20℃에서 저장하였다. 폐는 5 x 2 ㎖ PBS를 이용하여 세척하고, 
박테리아 수에 대해 분석하기 위해 상기 세척액(BAL)은 수집하였다. 폐 세척후, 상기 폐는 제거하고, 균
질화하고, 박테리아 수에 대해 분석하였다. 폐 세척액 내의 분화 세포 수를 측정하기 위해 사이토스핀 슬
라이드를 제조하였다. 상기 폐 세척액 내에 존재하는 총 세포 수는 메틸렌 블루로 염색하고, 혈구계를 이
용하여 계수하였다.

결과

OMP26로 면역화하고, NTHI-I 상동 균주의 박테리아로 21일에 항원 투여한 쥐는 현저한 박테리아 세정(P＜
0.005)을 나타냈다. OMP26 10 ㎍으로 면역화하고, 추가 항원 자극한 쥐는 4시간후, 비면역 그룹 보다 폐 
내에서 92%  보다 낮은 박테리아를 보유한 반면,  IPP  면역화에서 40  ㎍의 OMP26을  투여하고,  10  ㎍의 
OMP26으로 추가 항원 자극한 쥐는 96% 보다 낮은 박테리아를 보유하였으며, 사멸된 박테리아 면역화된 쥐
에 대해 관찰한 95% 세정과 동일하였다(도 4).

또한, OMP26으로 면역화한 쥐는 유형을 결정할 수 없는 이종 균주인 NTHI-II로부터 취한 생 박테리아로 
항원투여하였다. 하기 표 1의 결과로부터 확인할 수 있는 바와 같이 OMP26 면역화는 상이한 균주에 의한 
폐 항원 투여에서 박테리아를 현저하게 세정하였다(P＜0.005). 상기 면역화된 그룹은 4시간후 BAL에서 비
면역 그룹 보다 93% 보다 낮은 박테리아를 보유하였는데, 이는 박테리아 세정률이 상동 항원 투여에 대한 
세정률에 필적하는 것을 나타내는 것이다. 또한, OMP26 면역화는 비면역 그룹에 비해 면역화된 그룹의 폐 
균질물 내에서 박테리아의 수를 감소시켰다. NTHI-II(이종 균주)로 항원 투여한 쥐로부터 취한 폐 균질물
은 비 면역 폐 보다 현저히 낮은 수의 박테리아를 보유하였다. 그러나, 상기 차이의 크기는 폐에서 89% 
세정에 비해 BAL 내에서 83% 세정이었으며, NTHI-I(상동 균주)로 항원 투여한 그룹에 대한 BAL 내에서 
87% 세정이었다. NTHI-I에 대한 본 실험에서 세정률은 이전 실험과는 달랐는데, 이는 일반적인 경우 보다 

상당히 더 많은 박테리아(0.6 내지 1.4 x 10
10
 CFU/㎖)를 함유하는 생 박테리아 접종에 기인한다.

더 많은 수의 식세포는 OMP26-면역화한 동물의 BAL 내에 존재하였으며, 이는 이들 동물 내에서 증강된 박
테리아 세정과 관련되어 있다(표 2). 면역화된 그룹 내에서 세포 보충의 증가는 상동성 및 비상동성 박테
리아 항원 투여 둘 다에 대해 동일하였다. 그러나, 항원 투여후 4시간이 경과한 후, 분화 세포 수는 면역 
및 비면역 그룹간에 현저히 상이하지 않았는데, 이는 PMN 대 거식 세포의 유사한 비를 나타내는 것이다.

[표 1]

형을 결정할 수 없는 상동 및 이종 해모필러스 인플루엔자 박테리아에 의한 항원 투여를 이용하는 OMP26 
면역화후 폐 세정

쥐 그룹
c 항원투여한지 4시간후 회수된

해모필러스 인플루엔자(log10CFU)
a
(세정률(%))

해모필러스 인플루엔자의 항원 투여 균주
b

NTHI-I(상동) NTHI-II(이종)

비면역 BAL 7.01±0.11 6.28±0.07

폐 7.76±0.05 6.69±0.05

OMP26

면역화

BAL 6.15±0.15(87%)
*

5.15±0.16(93%)
*

폐 6.81±0.17(89%)
*

6.01±0.19(80)
*

a      수치는 10㎍의 OMP26을 이용한 PP-면역화후 21일에 NTHI-I 또는 NTHI-II 균주로부터 취한 
생 박테리아를 이용하여 4 시간 동안 항원 투여한 쥐에 대한 BAL 또는 폐 균질물 내에서의 평균 ± 
SEM을 나타낸다. 모든 쥐는 14일에 IT-추가 항원 자극(10㎍)하였다. 비면역 쥐는 가장 처리 및 비
처리된 동물의 연합이었다.

b       항원 투여 접종 내의 생 박테리아의 농도(일련의 희석물의 평판배양에 의해 결정함)는 
NTHI-I에 대해 10.38(log10) CFU/㎖ 였으며, NTHI-II에 대해 10.17 (log10) CFU/㎖ 였다.

c      NTHI-I를 이용하여 항원 투여한 그룹에 대해 n=4, 비면역에 대해 n=4 및 NTHI-II를 이용하
여 항원 투여한 OMP26 면역화 그룹에 대해 n=6

*      비면역 그룹에 비해 P＜0.001
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[표 2]

5개의 유형을 결정할 수 없는 해모필러스 인플루엔자를 이용하여 폐 항원 투여하고, 4 시간이 경과한 후 
BAL내의 식세포 수

쥐 그룹 NTHI-I

(상동)으로

항원 투여

NTHI-II

(이종)으로

항원 투여

BAL의 사이토스핀 슬라이드 제조물로부터 계
수한 분화 세포수(%)

BAL내의 총 세포 수 (x 10
6
) PMNs 거식세포 기타

비면역 15.9±1.1 17.5±3.0 95.8 2.2 2

OMP26

면역화

26.1±1.1
n

28.2±1.6
n 95 2.7 2.1

n      비면역 그룹에 비해 P＜0.001 

(iv) OMP26-특이성 ELISA

폴리소르브 미량역가 웰은 IgG, IgG2a, IgA 및 IgM의 분석을 위해서는 1 ㎍/㎖; IgG1, IgG2b, OgG2c 및 IgE

의 분석을 위해서는 10 ㎍/㎖의 농도로 정제된 OMP26을 피복하였다. 배양 단계의 사이에, 상기 평판은 
0.05% 트윈 20을 함유하는 PBS 내에서 5회 세척하였다. 상기 웰은 PBS-0.05% 트윈 20 내의 5% 탈지 우유
를 이용하여 60분 동안 차단하였다. 웰은 혈청(1/25 내지 1/3200)과 함께 90분 동안 배양하거나, BAL(1/2 
내지 1/6) 샘플은 분석용 차단 완충액 내에서 일련의 희석을 수행하였다. 사용한 복합된 면역 글로불린은 
염소 항-쥐 IgG(1/2000), IgA(1/1000) 및 IgM(1/4000)(Fc 특이성); 생쥐 항-쥐 IgG1(1/500), 

IgG2a(1/1000), IgG2b(1/500) 및 IgG2c(1/500)이었으며, 웰은 복합된 면역글로불린과 함께 90분 동안 배양

하였다. 이어서, 상기 평판은 현색시켰다.

결과

OMP26에 특이적인 항체는 혈청 및 OMP26으로 면역화된 BAL 샘플뿐만 아니라 4개의 상이한 해모필러스 인
플루엔자의 상이한 균주로부터 취한 사멸 박테리아로 면역화한 쥐로부터 취한 샘플에서 측정하였다. IgG, 
IgA 및 IgM에 대한 높은 OMP26-특이성 항체 역가는 혈청 내에서 확인되었으며, OMP26으로 면역화된 쥐의 
BAL 샘플내의 가장 높은 수준의 IgG 및 IgA는 40 ㎍의 더 높은 면역화 용량을 수용한 그룹에 대해 관찰되
었다(표 3). 이들 그룹에 대해 관찰된 수준이 OMP26-면역화된 그룹에서 관찰된 수준보다 현저히 낮았음에
도 불구하고, 혈청 내에서 검출가능한 수준의 OMP26 특이성 IgG, IgA 및 IgM 및 BAL 내에서 검출 가능한 
수준의 OMP26 특이성 IgG 및 IgA는 해모필러스 인플루엔자의 상이한 균주로 면역화한 쥐에서 확인되었다. 
또한, IgE ELISA는 OMP26 쥐 그룹으로부터 취한 혈청에서 수행하였으나, OMP26-특이성 IgE의 수준은 검출
할 수 없었다(자료는 도시하지 않음).

OMP26 특이성 IgG 아류의 측정 결과, OMP26-특이성 IgG1은 40 ㎍ 면역화후 검출 가능한 반면, IgG 2a 및 

IgG2b 아류의 현저한 수준은 10 ㎍ 및 40 ㎍ 면역화 그룹 둘 다에 대해 확인되었다(도 5). IgG2a 및 IgG2b의 

수준은 IPP 접종에서 10 ㎍에서 40 ㎍으로 OMP26 농도의 증가와 함께 현저히 증가되었다(P＜0.05). 그러
나, IgG2c는 측정되었으나, 이 아류로부터 취한 OMP26-특이성 항체의 현저한 수준은 측정할 수 없었다(자

료는 도시하지 않음).

[표 3]

해모필러스 인플루엔자로부터 취한 OMP26 또는 사멸된 박테리아를 이용하는 면역화후 혈청 및 기관지폐포 
세정에서 OMP26 특이성 항체의 비교

OMP26에 대한 항체(ELISA 역가
a
)

그룹
b n 혈청 기관지폐포 세척

IgG IgA IgM IgG IgA IgM

비면역 7 nd nd 10.5±1.6 nd nd nd

OMP26

(10㎍)

5 1209±

255
*

936±161
*

30.5±4
*

4.3±1.0
*

6.1±1.9
* nd

OMP26

(40㎍)

5 2806±

405
*

2440±

410
*

142.5±

30.6
*

8.3±1.9
* 29.1±

7.9
*

nd

NTHI-I
c 4 58±17

*
37±4

*
39.1±0.8

* 0.5±0.1 1.2±0.5 nd

NHTI-II
c 4 22±4

*
26±5

*
39.3±5.0

* 0.6±0.1 0.4±0.1 nd

HI-CD
c 4 18±1

*
20±1

*
42.2±3.1

* 0.6±0.1 0.8±0.3 nd

Hib-II
c 4 27±4

*
38±3

*
34.4±2.3

* 0.6±0.1 1.6±0.4 nd
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a      항체 역가는 기술된 재료 및 방법에 따라 계산하였다.

b      쥐는 0일에 PP에 의해 면역화하였으며, 14일에 IT 추가 항원 자극하였으며, 21일에 생 박테
리아로 항원 투여하였다. 혈청 및 BAL 샘플은 기술된 방법 및 재료에 따라 제조하였다.

c      쥐는 제시된 해모필러스 인플루엔자 균주로부터 취한 사멸된 박테리아로 면역화하였으며, 상
동 균주로부터 취한 박테리아로 생 항원 투여하였다.

d      nd는 P5-특이성 항체가 가장 낮은 샘플 희석액에서 검출될 수 없음을 의미한다.

*      비면역 그룹에 비해 P＜0.05

(v) 면역 블로트

SDS-PAGE에 의해 분리된 단배질은 니트로셀룰로오즈(세공 크기 0.2 ㎛)에 전기영동을 이용하여 이전시켰
다. OMP26, NTHI-I, NTHI-II 뿐만 아니라 균주 HI-CD 및 Hib-II-면역화된 그룹으로부터 취한 쥐 혈청은 
TTBS-5%(w/v) 탈지 우유 분말 내에서 10배 희석하였으며, 초기 항체로 사용하였다. 500배 희석한 호스 래
디쉬 퍼옥시다제는 TTBS-5% 탈지 우유 내의 염소 항-쥐 IgG(Fc 특이성)에 접합시켰다.

결과

비면역 그룹, OMP26-면역화 그룹 및 해모필러스 인플루엔자(4가지 균주) 면역화된 쥐의 혈청 내에 존재하
는 항체에 의한 OMP26 인식의 면역 블로트 분석 결과, 면역화된 각각의 그룹으로부터 취한 혈청 내에 존
재하는 항체에 의해 상기 단백질이 인식되었으나, 비면역 그룹으로부터 취한 혈청 내에 존재하는 항체에 
의해 상기 단백질은 인식되지 않았다(도 6). 이는 본 연구에서 사용된 해모필러스 인플루엔자 균주를 이
용하는 면역화에 의해 생성된 항체-반응과 NTHI-I 균주로부터 정제된 OMP26과의 교차 반응성을 나타내는 
것이다.

(vi) 항원-특이성 림프구 분석

장간막 림프 결절(MLN)로부터 수득한 림프구는 1 ㎖ 당 10
6
 세포 농도로 배양하였다. 항원(OMP26)은 배양 

배지 내에서 일련의 10배 희석율로 현탁하고, 멸균 여과하였다. 상기 세포 현탁액 및 항원은 바닥이 평평
한 다중웰 평판에 3회 첨가하여 1개의 웰 당 최종 부피를 0.2 ㎖로 하였다. 림프구 증식은 4일 배양의 최

종 8 시간 동안 [
3
H]티미딘 혼입에 의해 산정하였다. 결과는 3개의 웰의 기하학적 평균으로부터 바탕치를 

감하고, 이어서 기하학적 평균 ± 전체 처리 그룹의  표준 오차로 나타냈다.

결과

OMP26-면역화된 및 비면역화된 쥐의 MLN으로부터 취한 림프구는 항원-특이성 증식성 반응에 대해 분석하
였다. OMP26-면역화된 그룹으로부터 취한 세포는 시험관 내에서 배양물 내의 OMP26에 현저하기 결합한 반
면, 비면역화된 쥐로부터 취한 세포는 현저한 증식을 나타내지 않았다(도 7A). 또한, OMP26으로 면역화한 
쥐로부터 취한 림프구는 4가지 해모필러스 인플루엔자 균주로부터 추출한 OMP 추출물과 함께 반응시켜 교
차 반응성 반응을 평가하였다. 현저한 증식성 반응은 균주 NTHI-I, NTHI-II 및 HI-CD로부터 추출한 OMP 
추출물에 대해 OMP26-면역화된 그룹으로부터 취한 림프구에서 확인되었으나, Hib-II  균주로부터 추출한 
추출물에 대해서는 현저한 증식이 관찰되지 않았다(도 7B-E).

실시예 2: OMP26의 클로닝 및 서열 결정

DNA는 NTHi로부터 추출하였다. OMP26을 암호화하는 DNA 영역을 동정하고, 상기 유전자를 인식하도록 설계
된 프라이머(오스트레일리아, 에씨티, 캔베라에 소재하는 존 커틴 스쿨 오브 메티칼 리서치의 바이오폴레
큘라 리소스 퍼실리티에서 합성함)를 이용하는 표준 PCR로 증폭하였다. 정확한 생성물의 성공적인 인식 
여부를 결정하기 위한 분석을 수행한 후, 상기 PCR DNA 생성물은 추출하였다.

2개의 플라즈미드를 제조하였다. 하나의 DNA 생성물은 신호 펩티드 및 성숙 OMP26 생성물 둘 다를 암호화
하는 영역을 함유하였으며, 두 번째 DNA는 최종 성숙 OMP26을 암호화하였다(리더 신호 펩티드 없음). 상
기 PCR DNA 생성물은 OMP26 + 신호 펩티드를 위해서는 엔도뉴클레아제 HindIII 및 성숙 OMP26을 위해서는 
NspBIII + HindIII로 분해하였다. 분해된 DNA는 회수하고, OMP26 + 신호 펩티드 또는 OMP26 성숙 펩티드
를  위해  SmaI  및  HindIII  위치에서  플라즈미드  pQE30  또는  pQE31(독일,  힐덴에  소재하는  기아젠 
게엠베하)내로 각각 연결하였다. 이어서, 상기 플라즈미드를 정제하고, 침전시켰다. 서열 결정은 오스트
레일리아, 에이씨티, 캔베라에 소재하는 존 커틴 스쿨 오브 메티칼 리서치의 바이오몰레큘라 리소스 퍼실
리티에서 염료 디데옥시-종결자법으로 수행하였다.

결과

도 1에 나타낸 서열은 성숙 OMP26 + 신호 펩티드 둘 다를 나타낸 것이다. 신호 펩티드 서열은 최초 23개
의 아미노산을 포함하였다. 외막에서 NTHi에 의해 발현된 최종 생성물은 24번 아미노산에서 개시되었다.

(57) 청구의 범위

청구항 1 

해모필러스 인플루엔자의 외막 단백질이고, SDS-PAGE에 의해 결정된 분자량이 26 kDa인 단백질.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 도 1에 나타낸 아미노산 서열 또는 이 서열에 실질적으로 상동성인 서열을 보유하는 
단백질.
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청구항 3 

제 1 항에 있어서, N-말단 아미노산으로서 24번째 아미노산으로부터 개시되는 도 1에 나타낸 바와 같은 
아미노산 서열 또는 이 서열에 실질적으로 상동성인 서열을 보유하는 단백질.

청구항 4 

제 2 항 또는 제 3 항에 있어서, 도 1에 나타낸 아미노산 서열에 70% 이상 상동성인 아미노산 서열을 보
유하는 단백질.

청구항 5 

제 1 항 내지 제 4 항중 어느 한 항에서 정의한 바와 같은 단백질의 항원 부분 또는 영역인 단백질 또는 
펩티드.

청구항 6 

제 1 항 내지 제 4 항중 어느 한 항에서 정의한 바와 같은 단백질의 항원 부분 또는 영역을 포함하는 단
백질.

청구항 7 

제 6 항에 있어서, 융합 단백질인 단백질.

청구항 8 

제 1 항 내지 제 7 항중 어느 한 항에서 정의한 바와 같은 단백질을 암호화하는 핵산 서열.

청구항 9 

제 8 항에 있어서, 상기 핵산 서열이 DNA 서열인 핵산 서열.

청구항 10 

제 9 항에 있어서, 상기 DNA 서열이 도 1에 나타낸 DNA 서열인 핵산 서열.

청구항 11 

제 1 항 내지 제 7 항중 어느 한 항에서 정의한 단백질, 필요에 따라 하나 이상의 담체 및/또는 보조제를 
포함하는 백신 조성물.

청구항 12 

제 1 항 내지 제 7 항중 어느 한 항에서 정의한 단백질을 해모필러스 인플루엔자에 대한 백신 제조에 사
용하는 방법.

청구항 13 

제 11 항에서 정의한 백신을 검체에 투여하는 단계를 포함하는, 해모필러스 인플루엔자에 의한 감염에 대
해 검체를 면역화하는 방법.

청구항 14 

제 11 항에서 정의한 백신을 검체에 투여하는 단계를 포함하는, 호흡기 감염 또는 중이염의 예방 또는 치
료 방법.

청구항 15 

제 1 항 내지 제 7 항중 어느 한 항에서 정의한 단백질을 해모필러스 인플루엔자 감염의 진단에 사용하는 
방법.

청구항 16 

제 1 항 내지 제 7 항중 어느 한 항에서 정의한 단백질을 포함하는 해모필러스 인플루엔자 감염의 진단용 
키트.
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