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명 세 서

청구범위

청구항 1 

중동 호흡기 증후군 바이러스(MERS-CoV)의 스파이크(spike), 멤브레인(membrane), 엔벨로프(envelope) 및 뉴클

레오캡시드(nucleocapsid) 단백질을 포함하는, 바이러스 유사입자(virus-like particle; VLP).

청구항 2 

청구항 1에 있어서, 

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이크 단백질은 서열번호 1의 야생형 아미노산 서열과 비교하여 L731P

G732D, 및 Q733H를 포함하는 것인, 바이러스 유사입자.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 엔벨로프 단백질은 서열번호 5의 야생형 아미노산 서열과 비교하여 I13Q,

및 C40A를 포함하는 것인, 바이러스 유사입자.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 멤브레인 단백질은 서열번호 9의 아미노산 서열로 이루어지는 것인, 바이

러스 유사입자.

청구항 5 

청구항 1에 있어서, 

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 뉴클레오캡시드 단백질은 서열번호 10의 야생형 아미노산 서열과 비교하여

I18M, G222N, 및 P223S를 포함하는 것인, 바이러스 유사입자.

청구항 6 

청구항 1에 있어서, 

상기 바이러스 유사 입자는 숙주 세포에서 자가 조립 (self-assembly)되어 형성되는 것인, 바이러스 유사입자.

청구항 7 

청구항 1 내지 6 중 어느 한 항의 바이러스 유사입자를 유효성분으로 포함하는 중동 호흡기 증후군 바이러스 감

염증 예방 또는 치료용 백신 조성물.

발명의 설명
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기 술 분 야

본 발명은 바이러스 유사입자를 이용한 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스(MERS-CoV)에 대한 백신에 관한 것이[0001]

다.

배 경 기 술

중동 호흡기 증후군 코로나 바이러스(MERS-CoV)는 2012년 사우디아라비아 반도에서 처음으로 발견된 뒤 중동 지[0002]

역에서 집중적으로 발생한 바이러스로, 코로나바이러스(Coroviridae)군에 속하며, 사스 코로나바이러스(SARS-

CoV, 중증급성호흡기증후군 코로나바이러스)와 유사한 바이러스로 알려져 있다.

중동 호흡기 증후군 코로나바이러스는 잠복기가 1주일가량이며, 사스 코로나바이러스와 마찬가지로 고열을 동반[0003]

한 기침, 호흡곤란, 숨 가쁨, 가래 등 호흡기 증상을 주로 보이며 그 이외에도 두통, 오한, 콧물 및 근육통뿐만

아니라 식욕부진, 메스꺼움, 구토, 복통 및 설사 등 소화기 증상도 나타날 수 있다. 다만, 중동 호흡기 증후군

코로나바이러스는 사스 코로나바이러스와는 달리 급성 신부전증을 동반하며 치사율이 사스보다 6배 가량 높아

매우 치명적인 양상을 보이고 있다. 그러나 현재까지 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스 치료를 위한 항바이러

스제는 아직 개발되지 않았고 그에 따라 바이러스 감염 증상에 대한 치료에 치중하게 되었다.

현재, 사스 코로나바이러스의 연구를 기반으로, 영장류 모델에서 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스 백신을 개[0004]

발을 위한 연구가 활발하며, 개발 중인 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스 백신은 재조합된 수용체 결합 도메

인(RBD)을 기반으로 한 백신으로, 접종을 통해 체액성 및 세포성 면역반응을 증가시키는 것으로 나타났다. 그

외에도 다양한 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스 백신이 개발 중에 있다.

현재 연구가 진행된 백신은 대부분 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스의 감염을 매개하는 표면단백질인 스파이[0005]

크(spike) 단백질을 타겟으로 하여 일부 또는 전체를 발현한 재조합백신의 형태를 가지고 있다. 이러한 재조합

단백질은 주로 모노머 또는 다이머의 형태를 띠고 있으며 엔벨로프(envelope)가 결여되어 있어 구조적 및 기능

적으로 실제 바이러스를 완벽히 재현할 수 없는 한계가 있다.

이러한 기술적 배경 하에서, 본 발명자들은 종래의 문제점을 해결하기 위하여 예의 노력한 결과, 중동 호흡기[0006]

증후군 바이러스의 구조를 모사한 바이러스 유사 입자는 live virus와 달리 감염을 일으키는 유전물질을 포함하

고 있지 않으므로 우수한 안전성을 나타냄과 동시에, 유의적인 면역 유도 반응을 나타낼 수 있음을 확인하고,

이에 기초하여 본 발명을 완성하였다.

발명의 내용

해결하려는 과제

일  양상은  중동  호흡기  증후군  바이러스(MERS-CoV)의  스파이크(spike),  멤브레인(membrane),  엔벨로프[0008]

(envelope)  및  뉴클레오캡시드(nucleocapsid)  단백질을  포함하는,  바이러스  유사입자(virus-like  particle;

VLP)를 제공하는 것이다. 

다른 양상은 상기 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 유효성분으로 포함하는 중동 호흡기 증후군 바이러[0009]

스 예방용 백신 조성물을 제공하는 것이다.

본 출원의 다른 목적 및 이점은 첨부한 청구범위 및 도면과 함께 하기의 상세한 설명에 의해 보다 명확해질 것[0011]

이다. 본 명세서에 기재되지 않은 내용은 본 출원의 기술 분야 또는 유사한 기술 분야 내 숙련된 자이면 충분히

인식하고 유추할 수 있는 것이므로 그 설명을 생략한다.

과제의 해결 수단

본 출원에서 개시된 각각의 설명 및 실시형태는 각각의 다른 설명 및 실시 형태에도 적용될 수 있다. 즉, 본 출[0013]

원에서 개시된 다양한 요소들의 모든 조합이 본 출원의 범주에 속한다. 또한, 하기 기술된 구체적인 서술에 의
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하여 본 출원의 범주가 제한된다고 볼 수 없다.

일  양상은  중동  호흡기  증후군  바이러스(MERS-CoV)의  스파이크(spike),  멤브레인(membrane),  엔벨로프[0014]

(envelope)  및  뉴클레오캡시드(nucleocapsid)  단백질을  포함하는,  바이러스  유사입자(virus-like  particle;

VLP)를 제공한다.

상기 용어 “바이러스 유사 입자 (Virus-Like Particle: VLP)”는 바이러스성 단백질을 수반하거나 수반하지 않[0015]

는 비감염성 바이러스성 소단위체를 의미하는 것일 수 있다. 예를 들어, 상기 바이러스 유사 입자는 바이러스와

유사한 형태를 띠고 있는 재조합 단백질을 의미하는 것일 수 있으며, 상기 바이러스 유사 입자는 바이러스의 구

조 단백질들간 결합을 통하여 실제 바이러스와 유사한 형태로 자가 조립(self-assembly)이 되지만, 조립 과정에

서 바이러스의 유전자는 바이러스 유사 입자 내부로 포함되지 않는 것일 수 있다. 상기의 특성을 갖는 바이러스

유사 입자는 실제 바이러스와 매우 유사한 형태를 띄고 있어 체내 주입 시 높은 면역원성을 나타낼 수 있고, 바

이러스의 유전자를 포함하고 있지 않으므로 체내에서 증식이 불가능한 안전한 항원으로 작용할 수 있다. 구체적

으로, 중동 호흡기 증후군 바이러스(MERS-CoV)의 유사입자를 말한다.

상기 용어 &quot;중동 호흡기 증후군 바이러스(MERS-CoV)&quot;는 코로나바이러스 중에서 베타코로나바이러스의[0016]

일종으로, 11개의 ORF (open reading frame)를 가진다.　MERS-CoV의 구조 단백질로 스파이크(spike), 멤브레인

(membrane), 엔벨로프(envelope) 및 뉴클레오캡시드(nucleocapsid) 단백질이 존재하며 각각 S, M, E 및 N으로

표시할 수 있다.

상기 바이러스 유자 입자는 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이크 단백질, 엔벨로프 단백질, 멤브레인 단백[0017]

질, 및 뉴클레오캡시드 단백질을 포함할 수 있다. 상기 스파이크 단백질은 바이러스 표면에 존재하며, 곤봉 모

양의 돌기 형태로 이루어진 구조 단백질이다. 상기 단백질은 숙주세포의 당 단백질 수용체와 결합하는 것으로

알려져 있으며, 이는 세포막과 바이러스의 외막의 융합, 그리고, 중화 항체의 생성을 야기할 수 있다. MERS-CoV

의 스파이크 단백질은 receptor binding 부분인 S1과 membrane fusion 부분인 S2로 구성되어 있으며,　MERS-

CoV의  S1  sub-domain에  있는  receptor  binding  domain  (RBD)는  CD-26  이라고  알려진  디펩티딜  펩티다제

4(dipeptidyl peptidase-4) (DPP4) receptor를 인지하고 binding을 하는 것으로 알려져 있다. 또한, 상기 뉴클

레오캡시드 단백질은 외피의 내부에 존재하며, 세포성 면역 반응에 관여하는 것으로 알려져 있다.

실제  MERS-CoV  및  본  발명에  따른  유사입자의  구조  비교는  도  1에  나타내었다.  외부에서  제공되는  항원[0018]

(exogenous  antigen)으로서  VLP는  전문적인  항원  제시  세포(Antigen  presenting  cell)들,  특히  수지상세포

(dendritic cell, DC) 등에 의해 효율적으로 세포 내로 들어가게 되고 항원 처리 과정을 거쳐 MHC II형 분자에

의해 제시되고, 공동-자극 분자와 사이토카인 생산의 증가에 의해 DC 활성화, 성숙화, CD4+ 도움 T 세포의 자극

에 의해 강력한 체액성과 세포성 면역을 유도하게 된다. 나아가 자연상태의 바이러스와 유사하게, 바이러스 유

사 입자는 DC의 세포질 내에서 처리되고, MHC I형 분자에 의해 세포표면에 제시된다. 그리고 교차-제시 메커니

즘(cross-presentation mechanism)에 의해 세포살해성 CD8+ T 세포에 제시되어 강력한 세포살해성 면역반응을

유도하게 된다. 본 명세서 상에서 상기 용어는 VLP로 약기할 수 있다. 또한, 슈도-타입 바이러스(pseudotyped

virus) 또는 위형 바이러스와 혼용되어 사용될 수 있다. 상기 슈도-타입 바이러스는 외래의 바이러스 막 단백질

(Viral envelope protein)과 바이러스 또는 바이러스 벡터를 조합하여 생산된 바이러스 또는 바이러스 입자를

의미하는 것이다. 상기 외래의 바이러스 막 단백질은 숙주 굴성을 변화시키거나, 바이러스 입자의 안정성을 증

가 또는 감소시키는데 이용된다.

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이크, 엔벨로프, 멤브레인, 및 뉴클레오캡시드 단백질의 야생형 아미[0019]

노산 서열은 각각 서열번호 1, 서열번호 5, 서열번호 9, 및 서열번호 10의 아미노산 서열로 이루어질 수 있다.

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이크, 엔벨로프, 또는 뉴클레오캡시드 단백질의 아미노산 서열에 돌연[0020]

변이가 발생하는 경우, 상기 단백질을 포함하는 바이러스 유사입자의 중동 호흡기 증후군 바이러스 감염증 예방

또는 치료 효과가 증진될 수 있으며, 구체적으로 면역원성이 강화, 또는 방어력이 증가될 수 있으나 이에 제한

되지 않는다.

일 구체예에서, 상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이크 단백질은 서열번호 1의 야생형 아미노산 서열과[0021]

비교하여 L731P G732D, 및 Q733H를 포함할 수 있고, 구체적으로 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어질 수 있

다.

일 구체예에서, 상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 엔벨로프 단백질은 서열번호 5의 야생형 아미노산 서열과[0022]

비교하여 I13Q, 및 C40A를 포함할 수 있고, 구체적으로 서열번호 6의 아미노산 서열로 이루어질 수 있다.
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일 구체예에서, 상기 중동 호흡기 증후군 바이러스의 뉴클레오캡시드 단백질은 서열번호 10의 야생형 아미노산[0023]

서열과 비교하여 I18M, G222N, 및 P223S를 포함할 수 있고, 구체적으로 서열번호 11의 아미노산 서열로 이루어

질 수 있다.

일 구체예에서, 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자의 스파이크 단백질은 서열번호 2의 아미노산 서열로 이[0024]

루어진 것이고, 중동 호흡기 증후군 바이러스의 엔벨로프 단백질은 서열번호 6의 아미노산 서열로 이루어진 것

이며, 중동 호흡기 증후군 바이러스의 멤브레인 단백질은 서열번호 9의 아미노산 서열로 이루어진 것이고, 중동

호흡기 증후군 바이러스의 뉴클레오캡시드 단백질은 서열번호 11의 아미노산 서열로 이루어질 수 있다.

상기 서열번호로 구성된 아미노산 서열뿐만 아니라, 상기 서열과 90% 이상, 보다 구체적으로는 95% 이상, 더욱[0025]

구체적으로는 98% 이상, 가장 구체적으로는 99% 이상의 상동성을 나타내는 아미노산 서열로서 실질적으로 상기

단백질과 동일하거나 상응하는 효능을 나타내는 아미노산 서열이라면 제한 없이 포함한다. 또한, 이러한 상동성

을 갖는 아미노산 서열이라면, 일부 서열이 결실, 변형, 치환 또는 부가된 아미노산 서열도 본 발명의 범위 내

에 포함됨은 자명하다.

본 발명의 바이러스 유사입자는 천연에서 추출하여 수득하거나 유전자 재조합 기술을 이용하여 수득할 수 있다.[0026]

유전자 재조합 기술을 이용할 경우 다음과 같은 방법에 의해 수득할 수 있다. 중동 호흡기 증후군 바이러스의

스파이크, 멤브레인, 엔벨로프, 뉴클레오캡시드 단백질을 코딩하는 핵산 서열을 적절한 발현 벡터에 삽입하고,

벡터를 숙주세포로 형질전환 하여 상기 형질전환체를 배양한 뒤, 형질전환체로부터 바이러스 유사 입자를 획득

하는 과정으로 이루어진다.

상기 용어 &quot;벡터&quot;란, 적당한 숙주 세포에 도입되어 목적 단백질을 발현할 수 있는 재조합 벡터로서,[0027]

유전자 삽입물이 발현되도록 작동가능하게 연결된 필수적인 조절 요소를 포함하는 유전자 작제물을 말한다. 상

기 용어 &quot;작동가능하게 연결된 (operably linked)&quot;이란, 일반적 기능을 수행하도록 핵산 발현 조절

서열과 목적하는 단백질을 코딩하는 핵산 서열이 기능적으로 연결되어 있는 것을 의미한다. 재조합 벡터와의 작

동적 연결은 당해 기술분야에서 잘 알려진 유전자 재조합 기술을 이용하여 제조할 수 있으며, 부위-특이적 DNA

절단 및 연결은 당해 기술 분야에서 일반적으로 알려진 효소 등을 사용하여 용이하게 할 수 있다.

상기 벡터는 프로모터, 개시코돈, 종결코돈, 폴리아데닐화 시그널, 인핸서 같은 발현 조절 엘리먼트 외에도 막[0028]

표적화 또는 분비를 위한 시그널 서열을 포함할 수 있다. 개시 코돈 및 종결 코돈은 일반적으로 면역원성 표적

단백질을 코딩하는 뉴클레오타이드 서열의 일부로 간주되며, 유전자 작제물이 투여되었을 때 개체에서 반드시

작용을 나타내야 하며 코딩 서열과 인프레임 (in frame)에 있어야 한다. 일반 프로모터는 구성적 또는 유도성일

수  있고,  원핵  세포의  경우에는  lac,  tac,  T3  및  T7  프로모터,  진핵세포의  경우에는  원숭이  바이러스  40

(SV40), 마우스 유방 종양 바이러스 (MMTV) 프로모터, 사람 면역 결핍 바이러스 (HIV), 예를 들어 HIV의 긴 말

단 반복부 (LTR) 프로모터, 몰로니 바이러스, 시토메갈로바이러스 (CMV), 엡스타인 바 바이러스 (EBV), 로우스

사코마 바이러스 (RSV) 프로모터뿐만 아니라, β-액틴 프로모터, 사람 헤로글로빈, 사람 근육 크레아틴, 사람

메탈로티오네인 유래의 프로모터 등이 있지만, 이에 제한되지 않는다.

또한, 상기 벡터는 벡터를 함유하는 숙주 세포를 선택하기 위한 선택성 마커를 포함할 수 있다. 선택마커는 벡[0029]

터로 트랜스펙션된 세포를 선별하기 위한 것으로, 약물 내성, 영양 요구성, 세포 독성제에 대한 내성 또는 표면

단백질의 발현과 같은 선택가능 표현형을 부여하는 마커들이 사용될 수 있다. 선택제 (selective agent)가 처리

된 환경에서는 선별 마커를 발현하는 세포만 생존하므로 트랜스펙션된 세포가 선별 가능하다. 또한, 벡터가 복

제가능한 발현벡터인 경우, 복제가 개시되는 특정 핵산 서열인 복제원점 (replication origin)을 포함할 수 있

다.

외래 유전자를 삽입하기 위한 재조합 벡터로는 플라스미드, 바이러스, 코즈미드 등 다양한 형태의 벡터를 사용[0030]

할 수 있다. 재조합 벡터의 종류는 원핵세포 및 진핵세포의 각종 숙주 세포에서 원하는 유전자를 발현하고 원하

는 단백질을 생산하는 기능을 하는 한 특별히 제한되지 않지만, 구체적으로 강력한 활성을 나타내는 프로모터와

강한 발현력을 보유하면서 자연 상태와 유사한 형태의 외래 단백질을 대량으로 생산할 수 있는 벡터가 이용될

수 있다.

상기 용어 &quot;형질전환&quot;은 외부로부터 주어진 DNA에 의하여 생물의 유전적인 성질이 변하는 것으로, 즉[0031]

생물의 어떤 계통의 세포에서 추출된 핵산의 일종인 DNA를 다른 계통의 살아있는 세포의 주었을 때 DNA가 그 세

포에 들어가서 유전형질이 변화하는 현상으로 형질변환, 형전환 또는 형변환 등이라고도 지칭한다.

상기 용어 &quot;형질전환체&quot;는 형질전환으로 인해 생성된 형질전환식물 또는 형질전환동물을 의미하며,[0032]
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유전자 재조합 기술을 이용하여 특정 유전자의 변형 또는 변이가 유발되어 생성된 유전자재조합체를 포함한다.

상기 형질전환체는 예를 들어, 재조합 발현 벡터가 도입된 세포일 수 있으며, 상기 세포, 예를 들어, 진핵 세포

는 효모,  곰팡이,  원생동물 (protozoa),  식물,  고등 식물 및 곤충, 또는 양서류의 세포, 또는 CHO,  HeLa,

HEK293, 및 COS-1과 같은 포유 동물의 세포일 수 있고, 예를 들어, 당업계에서 일반적으로 사용되는, 배양된 세

포 (인 비트로), 이식된 세포 (graft cell) 및 일차 세포 배양 (인 비트로 및 엑스 비보(ex vivo)), 및 인 비보

(in vivo) 세포, 및 또한 인간을 포함하는 포유동물의 세포 (mammalian cell)일 수 있다. 또한, 상기 유기체는

효모, 곰팡이, 원생동물, 식물, 고등 식물 및 곤충, 양서류, 또는 포유 동물일 수 있다. 또한, 상기 세포는 동

물 세포 또는 식물세포일 수 있다. 상기 형질전환제는 상기 스파이크 단백질, 멤브레인 단백질, 엔벨로프 단백

질, 및 뉴클레오캡시드 단백질이 모두 발현되는 세포로서, 상기 세포 내에서 자가 조립되어 중동 호흡기 증후군

바이러스의 구조를 모사한 바이러스 유사 입자를 형성하는 것일 수 있다.

일 구체예에서, 상기 재조합 발현 벡터는 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어지는 스파이크 단백질, 서열번호[0033]

6의 아미노산 서열로 이루어지는 엔벨로프 단백질, 서열번호 9의 아미노산 서열로 이루어지는 멤브레인 단백질,

및 서열번호 11의 아미노산 서열로 이루어지는 뉴클레오캡시드 단백질을 발현시키기 위한 것일 수 있다. 또한,

상기 형질전환체는 상기 스파이크 단백질, 멤브레인 단백질, 및 뉴클레오캡시드 단백질이 모두 발현되는 세포로

서, 상기 세포 내에서 자가 조립되어 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조를 모사한 바이러스 유사 입자를 형성

하는 것일 수 있다.

일 실시예에 따르면, 상기 스파이크, 멤브레인, 엔벨로프 및 뉴클레오캡시드 단백질을 코딩하는 유전자를 포함[0034]

하는 각각의 벡터를 사용하여, 이들을 숙주 세포에 형질감염시킨 경우, 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이

크, 멤브레인, 엔벨로프, 뉴클레오캡시드 단백질을 모두 발현하였으며 구조 단백질을 모두 포함한 바이러스 유

사입자를 확인하여 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이크, 멤브레인, 엔벨로프, 뉴클레오캡시드 단백질은 감

염세포 내에서 자가 조립되어 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 생성한다는 것을 확인하였다. 또한, 일

실시예에 따르면 바이러스 유사입자를 쥐에 접종 후 높은 수준의 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자의 면역

원성 및 방어력이 관찰됨에 따라 높은 수준의 중동 호흡기 증후군 바이러스 감염증 예방 또는 치료 효과를 나타

낸다는 것을 확인하였다.

다른 양상은 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 유효성분으로 포함하는 중동 호흡기 증후군 바이러스 감[0035]

염증 예방 또는 치료용 백신 조성물을 제공한다.

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스 감염증 예방 또는 치료용 백신 조성물에 대한 설명에서 언급된 용어 또는 요[0036]

소 중 이미 언급된 것과 동일한 것은 상술한 바와 같다.

상기 용어 &quot;백신&quot;은 동물에서 면역학적 반응을 유도하는 적어도 하나의 면역학적으로 활성인 성분을[0037]

함유하는 약학적 조성물을 의미한다. 백신의 면역학적으로 활성인 성분은 살아있는 바이러스 또는 죽은 바이러

스의 적절한 요소를 함유할 수 있고(서브유니트 백신), 이에 의해 이들 요소는 전체 바이러스 또는 이의 성장

배양물을 파괴하고, 이어서 원하는 구조물(들)을 수득하는 정제 단계에 의해, 또는 제한되는 것은 아니지만 박

테리아, 곤충, 포유동물 또는 다른 종과 같은 적절한 시스템의 적절한 조작에 의해 유도된 합성과정 및 이어서

단리 및 정제과정에 의해, 또는 적절한 약학적 조성물을 사용하여 유전자 물질의 직접적인 혼입에 의한 백신을

필요로 하는 동물에서 상기 합성 과정의 유도에 의해 (폴리뉴클레오타이드 백신화)제조된다. 백신은 상기 기술

된 요소의 하나 또는 동시에 하나 이상을 포함할 수 있다.

상기 용어 &quot;예방&quot;은 중동 호흡기 증후군 백신 조성물의 투여로 인해 중동 호흡기 증후군 바이러스의[0038]

감염에 의한 질환 발병을 억제 또는 지연시키는 모든 행위를 의미한다.

상기 용어 &quot;치료&quot;는 중동 호흡기 증후군 백신 조성물의 투여로 인해 중동 호흡기 바이러스의 감염에[0039]

의해 이미 유발된 질환의 증세가 호전되거나 이롭게 되는 모든 행위를 의미한다.

상기 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자는 백신으로 투여되어 중동 호흡기 증후군 바이러스의 감염에 의한[0040]

질환에  대한  면역성을  유도할  수  있는데,  상기  바이러스  유사입자는  약학적으로  허용되는  담체,  보조제

(adjuvant), 면역 자극제(immune stimulator) 및 이들의 조합으로 이루어진 군에서 선택된 어느 하나를 포함할

수 있다.

이에 적합한 담체는 기술 분야의 당업자에게 공지되어 있으며, 단백질, 설탕 등을 포함하지만, 이로 한정되는[0041]

것은 아니다. 상기의 담체는 수용액 또는 비-수용액, 현탁액, 및 에멀전일 수 있다. 비-수용액 담체의 예는 프

로필렌 글리콜, 폴리에틸렌 글리콜, 식용유 예컨대 올리브 오일, 및 주사가능한 유기 에스테르 예컨대 에틸 올
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리에이트를 들 수 있다. 수용액 담체는 식염수 및 완충배지를 포함하는, 물, 알코올/수용액, 에멀전 또는 현탁

액을 포함한다. 비경구 담체는 염화나트륨 용액, 링거 덱스트로오스, 덱스트로오스 및 염화나트륨, 유산처리 링

거 또는 고정 오일을 포함한다. 정맥주사용 담체는 예컨대 링거 덱스트로오스를 기본으로 하는 것과 같은 전해

질 보충제, 액체 및 영양 보충제 등을 포함한다. 방부제 및 기타 첨가제 예컨대 예를 들면 항미생물제제, 항산

화제,  킬레이트제,  불활성  가스  등과  같은  것이  추가로  존재할  수  있다.  바람직한  방부제는  포르말린,

티메로살, 네오마이신, 폴리믹신 B 및 암포테리신 B를 포함한다.

또한, 상기 백신 조성물은 보조제를 추가로 포함할 수 있다. 상기 보조제는 면역반응의 향상 및/또는 접종 후[0042]

흡수 속도를 촉진하는 화합물 또는 혼합물을 칭하는 것으로 임의의 흡수-촉진제를 포함한다. 허용 가능한 보조

제는 프로인트 완전애주번트, 프로인트 불완전애주번트, 사포닌, 미네랄 젤 예컨대 수산화 알루미늄, 계면활성

제 예컨대 리소레시틴, 플루론 폴리올, 다가음이온, 펩타이드, 오일 또는 탄화수소 에멀전, 키홀림펫 헤모시아

닌, 디니트로페놀, 등을 포함하나, 이로 제한되는 것은 아니다.

상기 백신 조성물은 상기 바이러스 유사입자를 약 0.000001  내지 100000,  0.00001 내지 10000, 0.0001 내지[0043]

1000, 0.001 내지 100, 또는 0.01 내지 10 μg/mL의 농도로 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 이

때, 상기 백신 조성물에 포함된 상기 바이러스 유사입자의 함량이 상기 범위를 벗어나는 경우, 상기 백신 조성

물의 MERS-CoV에 대한 백신 효과가 감소되거나 충분히 발휘되지 않을 수 있다.

본 명세서에서 용어, &quot;유효성분으로 포함&quot;은 상기 단백질 구조체의 MERS-CoV 에 대한 백신 효과가 나[0044]

타날 수 있는 정도의 유효량으로 상기 바이러스 유사입자가 포함되는 것을 의미하고, 약물전달 및 안정화 등을

위하여 다양한 성분을 부성분으로 첨가하여 다양한 형태로 제형화 (formulation)될 수 있음을 포함하는 의미이

다.

상기 백신 조성물은 각각 통상의 방법에 따라 산제, 과립제, 정제, 캡슐제, 현탁액, 에멀젼, 시럽, 에어로졸 등[0045]

의 경구형 제형, 외용제, 좌제 또는 단위 투약 앰플 또는 다수회 투약 형태의 주사제의 형태로 제제화하여 사용

될  수  있다.  상기  백신  조성물을  제제화할  경우,  일반적으로  사용하는  충진제,  증량제,  결합제,  습윤제,

붕해제, 또는 계면활성제 등의 희석제 또는 부형제를 추가하여 조제될 수 있다.

상기 백신 조성물이 비경구용 제형으로 제조될 경우, 적합한 담체와 함께 당업계에 공지된 방법에 따라 주사제,[0046]

경피 투여제, 비강 흡입제 및 좌제의 형태로 제제화될 수 있다. 주사제로 제제화활 경우 적합한 담체로서는 멸

균수, 에탄올, 글리세롤이나 프로필렌 글리콜 등의 폴리올 또는 이들의 혼합물을 들 수 있으며, 바람직하게는

링거 용액, 트리에탄올 아민이 함유된 PBS(phosphate buffered saline)나 주사용 멸균수, 5% 덱스트로스 같은

등장 용액 등을 사용할 수 있다. 경피 투여제로 제제화할 경우 연고제, 크림제, 로션제, 겔제, 외용액제, 파스

타제, 리니멘트제, 에어롤제 등의 형태로 제제화될 수 있다. 비강 흡입제의 경우 디클로로플루오로메탄, 트리클

로로플루오로메탄, 디클로로테트라플루오로에탄, 이산화탄소 등의 적합한 추진제를 사용하여 에어로졸 스프레이

형태로 제제화될 수 있으며, 좌제로 제제화할 경우 그 기제로는 위텝솔(witepsol), 트윈(tween) 61, 폴리에틸렌

글리콜류, 카카오지, 라우린지, 폴리옥시에틸렌 소르비탄 지방산 에스테르류, 폴리옥시에틸렌 스테아레이트류,

소르비탄 지방산 에스테르류 등이 사용될 수 있다.

상기 백신 조성물의 투여 경로는 목적 조직에 도달할 수 있는 한 어떠한 일반적인 경로를 통하여 투여될 수 있[0047]

으며, 조성물은 근육, 피하, 복강, 정맥, 경구, 진피, 안구 및 뇌 내로 이루어진 군에서 선택된 1종 이상의 투

여경로를 통해 투여될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

또 다른 양상은, (a) 서열번호 2의 아미노산 서열로 이루어진 스파이크 단백질을 코딩하는 염기서열을 포함하는[0048]

재조합 발현 벡터, 서열번호 6의 아미노산 서열로 이루어진 엔벨로프 단백질을 코딩하는 염기서열을 포함하는

재조합 발현벡터, 서열번호 9의 아미노산 서열로 이루어진 멤브레인 단백질을 코딩하는 염기서열을 포함하는 재

조합 발현벡터 및 서열번호 11의 아미노산 서열로 이루어진 뉴클레오캡시드 단백질을 코딩하는 염기서열을 포함

하는 재조합 발현벡터를 제작하는 단계; 

(b) 상기 (a)단계의 각각의 재조합 벡터를 숙주세포에 형질감염시키는 단계;[0049]

(c) 상기 감염된 숙주세포를 배양하고, 그 배양물을 수득하는 단계; 및 [0050]

(d) 상기 배양물로부터 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 수득하는 단계를 포함하는 바이러스 유사 입자[0051]

제조방법을 제공한다.

상기 바이러스 유사 입자 제조방법에 대한 설명에서 언급된 용어 또는 요소 중 이미 언급된 것과 동일한 것은[0052]
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상술한 바와 같다.

상기 용어 &quot;형질감염&quot;은 벡터를 숙주 세포 내로 혼입시킬 수 있는 모든 기전을 지칭한다. 성공적인[0053]

형질감염으로 인해, 숙주 세포가 해당 벡터에 의해 수반된 모든 작동성 유전자를 발현시킬 수 있는 능력이 생긴

다. 형질감염은 안정적이거나 일시적일 수 있다. 일시적 형질감염의 한 가지 예는 벡터가 숙주 세포 게놈 내에

통합되지 않는, 특정 세포 내에서의 벡터 발현을 포함한다. 또 다른 한편, 안정적 형질감염은 벡터가 숙주 세포

게놈 내에 통합되는, 특정 세포 내에서의 벡터 발현을 포함한다.

일 구체예에서, 상기 단계 (a)에서, 상기 단백질을 코딩하는 염기서열을 pcDNA3.1 벡터에 삽입하는 것을 추가로[0054]

포함할 수 있다.

일 구체예에서, 상기 단계 (b)에서, 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조 단백질을 코딩하는 염기 서열을 포함[0055]

하는 재조합 발현벡터(pcDNA3.1-S, pcDNA3.1-M, pcDNA3.1-E, pcDNA3.1-N) 클론을 숙주 세포에 형질감염시키는

것을 추가로 포함할 수 있다.

일 구체예에서, 상기 단계 (b)에서, 재조합 발현벡터 pcDNA3.1-S 클론, pcDNA3.1-M 클론, pcDNA3.1-E 클론, 및[0056]

pcDNA3.1-N 클론의 중량비는 1 : 1 내지 5: 1 내지 5 : 1, 예를 들어 1 : 1 내지 3: 1 내지 3 : 1, 1 :3 : 3:

1, 또는 1:1:1:1 일 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

일 구체예에서, 상기 단계 (b)의 형질감염된 숙주 세포를 48 내지 120 시간, 예를 들어, 상기 형질감염된 숙주[0057]

세포를 48 내지 96 시간, 48 내지 72 시간, 72 내지 120 시간, 또는 72 내지 96 시간동안 배양하는 것일 수 있

으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

일 구체예에서, 상기 단계 (c)의 바이러스 유사 입자를 수득하는 단계는 상기 배양물의 원심분리하여 수득된 상[0058]

층액으로부터 바이러스 유사 입자를 분리하는 것일 수 있다. 예를 들어, 상기 단계는 500 내지 1,500 xg 조건에

서 5 내지 15분 동안 1차 원심분리를 수행하는 단계; 및 10,000 내지 150,000 xg 조건에서 30분 내지 20시간 동

안 수크로오스 쿠션을 사용하여 2차 원심분리를 수행하는 단계를 포함할 수 있다. 이때, 온도 조건은 2 내지 15

℃일 수 있으며, 이는 필요에 따라 적의 변경될 수 있다.

본 출원에서 사용되는 모든 기술용어는, 달리 정의되지 않는 이상, 본 발명의 관련 분야에서 통상의 당업자가[0059]

일반적으로 이해하는 바와 같은 의미로 사용된다. 또한, 본 명세서에는 바람직한 방법이나 시료가 기재되나, 이

와 유사하거나 동등한 것들도 본 출원의 범주에 포함된다. 본 명세서에 참고문헌으로 기재되는 모든 간행물의

내용은 전체가 본 명세서에 참고로 통합된다.

발명의 효과

일 양상에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자는 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스에 대해 면역원성[0061]

및 방어력이 현저히 우수하다. 따라서 일 양상에 따른 바이러스 유사입자를 이용하여 백신을 제조할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 실제 중동 호흡기 증후군 바이러스와 그의 유사입자(MERS VLP)를 비교한 도이다.[0063]

도 2는 본 발명의 중동 호흡기 증후군 바이러스(MERS-CoV)의 스파이크, 멤브레인, 엔벨로프, 뉴클레오캡시드 단

백질 발현 유전자를 삽입한 발현 벡터를 나타낸 도이다.

도 3은 일 실시예에 따라 제조된 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자(VLP)의 형성을 전자현미경으로 확인한

결과이다.

도 4는 일 실시예에 따라 제조된 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자(VLP) 및 구조 단백질 생성을 웨스턴 블

랏팅을 통하여 확인한 결과이다.

도 5는 일 실시예에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자의 접종에 의한 실험동물의 항체가 수준을 확인

한 결과이다. 도 5의 a는 IgG, 도 5의 b는 IgG1 및 IgG2a의 항체가 수준을 확인한 결과이다.

도 6은 일 실시예에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자의 접종에 의한 실험동물의 중화능을 확인한
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결과이다. 

도 7은 일 실시예에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 접종한 실험동물의 바이러스 감염 후의 생존

력을 확인한 결과이다.

도 8은 일 실시예에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 접종한 실험동물의 바이러스 감염 후의 체중

변화를 나타낸 그래프이다.

도 9는 일 실시예에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 접종한 실험동물의 폐세포를 조직병리학적으

로 분석한 결과이다.

도 10은 일 실시예에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 접종한 실험동물의 폐세포의 염증 지표를

비교 평가한 결과이다. 

도 11은 일 실시예에 따른 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 실험동물의 폐세포에 접종 후, 바이러스 감

염시 나타낸 폐조직 내 잔여 바이러스량을 확인한 결과이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본 발명을 실시예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나, 이들 실시예는 본 발명을 예시적으로 설명하[0064]

기 위한 것으로 본 발명의 범위가 이들 실시예에 한정되는 것은 아니다.

실시예 1. 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조 단백질 유전자가 삽입된 재조합 발현벡터 제작 및 확인[0066]

실시예 1.1 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조 단백질 유전자의 제작[0067]

본 실시예에서는 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자의 제작을 위해 구조 단백질 유전자가 삽입된 재조합 발[0068]

현벡터를 제작하였다.

구체적으로, 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조단백질인 스파이크, 멤브레인, 엔벨로프, 뉴클레오캡시드 단백[0069]

질 유전자를 GenScript에서 합성하였다. 합성에 사용한 유전정보는 MERS-CoV EMC/2012 (GenBank: JX869059)를

기본 바탕으로 아미노산의 변경을 꾀하였다.

MERS 단백질의 가장 중요한 면역 항원 단백질인 스파이크 단백질의 다양한 스파이크 단백질의 mutant들을 제작[0070]

하여 발현해 본 결과, 야생형 아미노산 서열과 비교하여 L731P G732D, 및 Q733H의 세 부위의 연속 mutation을

실시하면 스파이크 단백질의 발현양이 매우 높아짐을 알게되었다. 스파이크 단백질의 야생형 아미노산 서열은

서열번호 1로 기재하였으며, 야생형 아미노산 서열과 비교하여 L731P G732D, 및 Q733H의 변이체를 포함하는 아

미노산 서열은 서열번호 2로 기재하였다. 또한 다른 구조 단백질 중 하나인 엔벨로프 단백질도 코로나바이러스

의 증식에 매우 중요한 역할을 한다는 결과를 얻게 되었으며, 본 발명자들의 연구 결과 아미노산 변이를 유발하

였을 때, 이 단백질의 발현양이 매우 높아진다는 결과를 알게되었고, 엔벨로프 단백질의 발현양이 많아질수록

코로나바이러스의 증폭 또한 매우 높아짐을 알게되었다. 이러한 결과를 바탕으로 엔벨로프 단백질의 특정 부위

mutation이 코로나바이러스의 생산력을 증가시킴을 알게되었다. 이에, 야생형 아미노산 서열과 비교하여 I13Q,

및 C40A의 변이체를 포함하도록 제작하였다. 엔벨로프 단백질의 야생형 아미노산 서열은 서열번호 5로 기재하였

으며, 야생형 아미노산 서열과 비교하여 I13Q, 및 C40A의 변이체를 포함하는 아미노산 서열은 서열번호 6으로

기재하였다.

뿐만 아니라, 본 발명자들은 뉴클레오캡시드 단백질도 아미노산의 변형을 일으켰다. 구체적으로, 야생형 아미노[0071]

산 서열과 비교하여 I18M, G222N, 및 P223S의 변이체를 포함하도록 제작하였다. 변경된 단백질을 접종한 결과

해당 단백질의 발현양이 높아짐을 알게되었다. 뉴클레오캡시드 단백질의 야생형 아미노산 서열은 서열번호 10으

로 기재하였으며, 야생형 아미노산 서열과 비교하여 I18M, G222N, 및 P223S의 변이체를 포함하는 아미노산 서열

은 서열번호 11로 기재하였다. 앤벨로프 단백질의 야생형 아미노산 서열은 서열번호 9로 기재하였다.

이를 기초로 다른 아미노산도 변경하여 추가 돌연변이 형태도 수득하였다. 추가 돌연변이 형태는 스파이크 아미[0072]

노산의 경우 서열번호 3 및 서열번호 4, 엔벨로프 아미노산의 경우 서열번호 7 및 서열번호 8, 뉴클레오캡시드

아미노산의 경우 서열번호 12 및 서열번호 13으로 기재하였다.

또한, 진핵세포 내에서의 발현율을 높이기 위해 Kozak sequence를 추가하고 codon-opitimization을 수행하였다.[0073]

예컨대, 서열번호 2 아미노산, 서열번호 6 아미노산 및 서열번호 10 아미노산을 코딩하는 DNA 서열을 각각 서열
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번호 14 내지 16으로 기재하였다. 자세한 서열의 정보는 표 1에 기재하였다.

[표 1][0074]

[0075]
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[0080]

[0081]

실시예 1.2 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조 단백질 유전자가 삽입된 재조합 발현벡터 확인 [0082]

본 발명자들은 상기 실시예 1.1에서 합성된 서열번호 2, 서열번호 6, 서열번호 9 또는 서열번호 11을 코딩하는[0083]

유전자를 도 2에 나타낸 바와 같이, pcDNA3.1 vector(Invitrogen™)에 EcoRI (GAATTC)와 XbaI (TCTAGA)를 이용

하여 각각 클로닝하고 클로닝 유무를 sanger sequencing으로 확인하였다. 상기 방법으로 중동 호흡기 증후군 바

이러스의 스파이크 유전자가 삽입된 pcDNA3.1-S 벡터, MERS CoV의 멤브레인 유전자가 삽입된 pcDNA3.1-M 벡터,

MERS  CoV의  엔벨로프  유전자가  삽입된  pcDNA3.1-E  벡터,  MERS  CoV의  뉴클레오캡시드  유전자가  삽입된

공개특허 10-2024-0067009

- 16 -



pcDNA3.1-N 벡터를 수득하였다.

실시예 2. 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조 단백질 유전자를 발현하는 바이러스 유사입자 제작[0085]

본 실시예에서는 상기 실시예 1.2에서 클로닝이 확인된 클론을 이용하여 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입[0086]

자 합성을 수행하였다.

구체적으로,  HEK293(5X10E6)세포(ATCC)에 pcDNA3.1-S,  pcDNA3.1-M,  pcDNA3.1-E,  pcDNA3.1-N  클론을 1:3:3:1[0087]

(total 10 ug)의 비율로 폴리에틸렌이민(PEI)을 사용하여 DNA:PEI = 1:3의 비율로 transfection하였다. 24시간

후 세포의 배지를 갈아주고 72시간동안 세포를 배양하였다. 72시간 후, 세포로부터 유사 입자를 release하기 위

해 세포를 freeze-thawing한 후 상층액을 채취하였다.

이후, 세포 및 세포찌꺼기를 제거하기 위해 1000 xg, 4℃, 10 min로 원심분리한 뒤 상층액을 분리해내고, 상층[0088]

액을 다시 10,000xg, 4℃, 18h 조건으로 원심 분리하여 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자만을 순수 분리

하였다. 중동 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자의 자가조립을 확인하기 위해 전자 현미경 관찰을 수행하였

다.

그 결과, 도 3에 나타낸 바와 같이, 자가조립한 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자의 존재를 확인하였다.[0089]

실시예 3. 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조 단백질 유전자 발현의 확인[0091]

본 실시예에서는 상기 실시예 1.2에서 제작한 재조합 발현벡터가 중동 호흡기 증후군 바이러스의 구조 단백질[0092]

유전자를 발현하는지 확인하고자 하였다.

구체적으로, 웨스턴 블랏을 수행하기 위해 상기 실시예 2에서 형질전환된 세포를 Triton X-100 용해 완충액(1%[0093]

Triton X-100, 50mM Tris-Cl [pH 8.0], 150mM NaCl, 1mM EDTA)에서 용해시키고 1,000 xg, 4°C, 10 min 조건으

로 원심분리하여 구조 단백질을 수득하였다. 세포의 상층액은 100,000xg, 4℃, 2h 조건으로 원심 분리하여 농축

시켜 구조 단백질을 수득하였다. 그 다음, 세포 용해물 또는 농축된 세포 상층액을 SDS 가용화제와 혼합후 95℃

에서 10분간 가열한 후 분리하고 웨스턴 블랏을 수행하였다. 상기 웨스턴 블랏은 당업계에 공지된 일반적인 방

법에 의해 수행될 수 있다.

그 결과, 도 4에 나타낸 바와 같이 세포 용해물(왼쪽) 및 농축된 세포 상층액(오른쪽) 모두에서 중동 호흡기 증[0094]

후군 바이러스의 스파이크, 멤브레인, 엔벨로프, 뉴클레오캡시드 유전자의 밴드를 확인하여, 바이러스의 구조

단백질 유전자가 모두 발현됨을 확인하였다. 또한, 뉴클레오캡시드 유전자가 발현되면 엔벨로프 단백질 및 스파

이크  단백질의  발현양  또한  증가됨을  확인하였다.  또한,  MERS  뉴클레오캡시드의  유전자  대신  MHV(murine

hepatitis virus; GenBank: AY700211.1)의 뉴클레오캡시드의 유전자를 사용하는 경우 MERS의 뉴클레오캡시드의

유전자보다 유전자 발현양이 증가하여 바이러스 유사입자의 형성이 더 우수함을 예측할 수 있었으며 바이러스

유사입자 형성시 뉴클레오캡시드의 유전자가 중요함을 알 수 있었다.

상기 결과로부터 본 발명자들은 중동 호흡기 증후군 바이러스의 스파이크, 멤브레인, 엔벨로프, 뉴클레오캡시드[0095]

단백질은 감염세포 내에서 자가 조립되어 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자를 생성한다는 것을 알 수 있었

다.

실시예 4. 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자의 면역원성 평가[0097]

본 실시예에서는 실시예 2에서 제작된 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자의 면역원성을 평가하였다.[0098]

4-1. 동물 모델 확립[0099]

구체적으로, C57BL/6 마우스(Samtako, 한국)에 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자를 2주 간격으로 2회 근[0100]

육접종 하였으며 대조군으로 PBS를 동일한 방식으로 접종하였다 (투여용량: 10ug per mice). 2차 접종 2주 후,

혈청을 채취하여 중동 호흡기 증후군 바이러스 pseudovirus를 이용한 ELISA와 중화능시험을 수행하여 혈중 항체

가 및 항체의 중화능를 검사하였다.

4-2. 항체가 테스트[0101]
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ELISA를 수행하기 위해, 플레이트를 4°C에서 HIVluc-MERS 슈도바이러스(pseudovirus)로 사전 코팅하고 코팅한[0102]

플레이트를 PBS-T(0.1% Tween 20 포함)로 3회 세척한 후 blocking buffer로 25°C에서 2시간 동안 blocking 하

였다. 그 후, 마우스 혈청과 함께 25°C에서 2시간 동안 배양하고 1:100에서 시작하여 2배로 희석하였다. 그 다

음, PBS-T로 4회 세척하고, HRP 결합 항-마우스 IgG(1:1000), IgG1(1:1000) 또는 IgG2a(1:1000)와 함께 25°C

에서 1시간 동안 배양하였다. 4회의 세척 후, 3,3',5,5'-테트라메틸벤지딘 용액에서 25°C에서 15분 동안 배앙

하고  ELISA  플레이트  리더(Bio-Rad)를  사용하여  파장 450  nm에서의 광학 밀도(OD)를 측정하였다.  Endpoint

tilter는 광학 밀도가 음성 대조군(2차 항체만)의 평균 이상을 보여주는 마지막 혈청의 희석을 의미한다. 상기

ELISA는 당업계에 공지된 일반적인 방법에 의해 수행될 수 있다.

그 결과, 도 5에 나타낸 바와 같이, 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자는 대조군(PBS)과 비교하여 높은 항[0103]

체가를 보여준다. 특히, IgG2a 보다 IgG1의 항체 역가가 더 높은 것으로 확인하였고, 이는 중동 호흡기 증후근

바이러스 유사입자의 면역 원성은 Th2 면역 반응을 일으키는 것을 알 수 있었다.

4-3. 중화 테스트[0104]

중화 테스트를 수행하기 위하여, HIVluc-MERS 슈도바이러스를 사용하였으며, 슈도바이러스에 대한 중화 항체의[0105]

수준을 결정하기 위해 표준 미세중화 분석을 사용하였다. 

그 결과, 도 6에 나타낸 바와 같이, 대조군과 비교하여 높은 NT50 (440 ± 240 )값을 확인하여 높은 중화능을 가[0106]

짐을 알 수 있었다.

상기 결과로부터 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자의 높은 항체가와 중화능이 관찰된 바 중동 호흡기 증[0108]

후군 바이러스 유사 입자가 중동 호흡기 증후군 바이러스의 백신의 유효성분으로 유용하게 이용될 수 있음을 확

인하였다.

실시예 5. 마우스에서 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자의 방어력 평가[0110]

본 실시예에서는 실시예 2에서 제작된 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사입자의 방어력을 평가하였다.[0111]

5-1. 동물 모델 확립[0112]

구체적으로, hDPP4 knock-in 마우스에 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자를 2주 간격으로 2회 근육접종하[0113]

고 대조군으로 PBS를 동일한 방식으로 접종하였다. 28일째에는, 마우스를 중동 호흡기 증후군 바이러스(10
4
 pfu

in 50ul of DMEM)로 감염시켰다. 3일 째에는 마우스의 폐세포의 병변을 비교하고, 잔여 바이러스량을 비교하였

다.

5-2. 생존력 평가[0114]

생존력을 평가하기 위해 바이러스 유사 입자 접종 후 생존력 및 체중을 측정하였다.[0115]

그 결과, 도 7에 나타낸 바와 같이, 대조군 마우스는 바이러스 감염 후 모두 사망하였으나, 유사입자를 접종한[0116]

마우스는 최대 12일까지 생존하였다. 또한, 도 8에 나타낸 바와 같이, 대조군 마우스는 체중 감소를 나타내었으

나, 유사입자를 접종한 마우스는 체중 감소를 나타내지 않았다.

5-3. 면역조직학적 평가[0117]

면역조직학적 평가를 하기 위해 폐 조직을 10% 포르말린에 고정 후 파라핀에 포매하고 헤마톡실린과 에오신으로[0118]

염색하였다. 폐의 부종(edema), 유리막(hyaline membrane) 형성, 세포 잔해(호중구) 및 출혈에 대해 점수를 매

겼으며 점수는 0, 1, 2, 3, 4로 각각 0%, 5% 미만, 6%-33%, 33%-66%, 66% 이상의 검출을 나타낸다.

도 9 및 10에 나타낸 바와 같이, 유사입자를 접종한 마우스의 폐세포에서 증상 완화가 확인되었으며, 출혈 및[0119]

호중구 침윤이 상당히 감소하였다.

5-4. 잔여 바이러스량 평가[0120]

바이러스 분리를 위해 폐 조직을 조직 균질화기를 이용하여 균질화하고 plaque assay를 통해 잔여 바이러스량을[0121]

평가하였다. Vero 세포는 37°C에서 1시간 동안 10배 연속 희석된 폐 균질액으로 감염시켰으며, 상기 평가방법
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은 당업계에 공지된 일반적인 방법에 의해 수행될 수 있다.

그 결과, 도 11에 나타낸 바와 같이, 중동 호흡기 증후군 바이러스 감염 후 폐조직 내 잔여 바이러스량 확인시,[0122]

대조군은 5 × 10
5
 pfu/g의 바이러스가 확인되었으나 바이러스 유사입자를 접종한 마우스에서는 바이러스가 거의

검출되지 않았다.

상기 결과로부터 중동 호흡기 증후군 바이러스 유사 입자의 유의미한 방어력을 관찰한 바 중동 호흡기 증후군[0123]

바이러스 유사 입자가 중동 호흡기 증후군 바이러스의 백신으로 유용하게 이용될 수 있음을 확인하였다.

전술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 본 발명[0125]

의 기술적 사상이나 필수적인 특징을 변경하지 않고서 다른 구체적인 형태로 쉽게 변형이 가능하다는 것을 이해

할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것으로

이해해야만 한다.

도면

도면1

도면2

공개특허 10-2024-0067009

- 19 -



도면3

도면4

도면5a

공개특허 10-2024-0067009

- 20 -



도면5b

도면6

도면7

공개특허 10-2024-0067009

- 21 -



도면8

도면9

도면10

공개특허 10-2024-0067009

- 22 -



도면11

공개특허 10-2024-0067009

- 23 -



   

 

서 열 목 록 (첨부)

공개특허 10-2024-0067009

- 24 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5a
	도면5b
	도면6
	도면7
	도면8
	도면9
	도면10
	도면11

	서열목록 (첨부)



 
	 
		 KR
		 
		 
	
	 PN147882KR1
	 
		 KR
		 10-2022-0142467
		 2022-10-31
	
	 충남대학교 산학협력단
	 The Industry & Academic Cooperation in Chungnam National University (IAC)
	 바이러스 유사입자를 이용한 중동 호흡기 증후군 코로나바이러스 백신
	 16
	 
		 
			 1353
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1353
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MIHSVFLLMFLLTPTESYVDVGPDSVKSACIEVDIQQTFFDKTWPRPIDVSKADGIIYPQGRTYSNITITYQGLFPYQGDHGDMYVYSAGHATGTTPQKLFVANYSQDVKQFANGFVVRIGAAANSTGTVIISPSTSATIRKIYPAFMLGSSVGNFSDGKMGRFFNHTLVLLPDGCGTLLRAFYCILEPRSGNHCPAGNSYTSFATYHTPATDCSDGNYNRNASLNSFKEYFNLRNCTFMYTYNITEDEILEWFGITQTAQGVHLFSSRYVDLYGGNMFQFATLPVYDTIKYYSIIPHSIRSIQSDRKAWAAFYVYKLQPLTFLLDFSVDGYIRRAIDCGFNDLSQLHCSYESFDVESGVYSVSSFEAKPSGSVVEQAEGVECDFSPLLSGTPPQVYNFKRLVFTNCNYNLTKLLSLFSVNDFTCSQISPAAIASNCYSSLILDYFSYPLSMKSDLSVSSAGPISQFNYKQSFSNPTCLILATVPHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLSDDRTEVPQLVNANQYSPCVSIVPSTVWEDGDYYRKQLSPLEGGGWLVASGSTVAMTEQLQMGFGITVQYGTDTNSVCPKLEFANDTKIASQLGNCVEYSLYGVSGRGVFQNCTAVGVRQQRFVYDAYQNLVGYYSDDGNYYCLRACVSVPVSVIYDKETKTHATLFGSVACEHISSTMSQYSRSTRSMLKRRDSTYGPLQTPVGCVLGLVNSSLFVEDCKLPLGQSLCALPDTPSTLTPRSVRSVPGEMRLASIAFNHPIQVDQLNSSYFKLSIPTNFSFGVTQEYIQTTIQKVTVDCKQYVCNGFQKCEQLLREYGQFCSKINQALHGANLRQDDSVRNLFASVKSSQSSPIIPGFGGDFNLTLLEPVSISTGSRSARSAIEDLLFDKVTIADPGYMQGYDDCMQQGPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMDVNMEAAYTSSLLGSIAGVGWTAGLSSFAAIPFAQSIFYRLNGVGITQQVLSENQKLIANKFNQALGAMQTGFTTTNEAFQKVQDAVNNNAQALSKLASELSNTFGAISASIGDIIQRLDVLEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSAQLAKDKVNECVKAQSKRSGFCGQGTHIVSFVVNAPNGLYFMHVGYYPSNHIEVVSAYGLCDAANPTNCIAPVNGYFIKTNNTRIVDEWSYTGSSFYAPEPITSLNTKYVAPQVTYQNISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDLTYEMLSLQQVVKALNESYIDLKELGNYTYYNKWPWYIWLGFIAGLVALALCVFFILCCTGCGTNCMGKLKCNRCCDRYEEYDLEPHKVHVH
		
	
	 
		 
			 1353
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1353
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MIHSVFLLMFLLTPTESYVDVGPDSVKSACIEVDIQQTFFDKTWPRPIDVSKADGIIYPQGRTYSNITITYQGLFPYQGDHGDMYVYSAGHATGTTPQKLFVANYSQDVKQFANGFVVRIGAAANSTGTVIISPSTSATIRKIYPAFMLGSSVGNFSDGKMGRFFNHTLVLLPDGCGTLLRAFYCILEPRSGNHCPAGNSYTSFATYHTPATDCSDGNYNRNASLNSFKEYFNLRNCTFMYTYNITEDEILEWFGITQTAQGVHLFSSRYVDLYGGNMFQFATLPVYDTIKYYSIIPHSIRSIQSDRKAWAAFYVYKLQPLTFLLDFSVDGYIRRAIDCGFNDLSQLHCSYESFDVESGVYSVSSFEAKPSGSVVEQAEGVECDFSPLLSGTPPQVYNFKRLVFTNCNYNLTKLLSLFSVNDFTCSQISPAAIASNCYSSLILDYFSYPLSMKSDLSVSSAGPISQFNYKQSFSNPTCLILATVPHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLSDDRTEVPQLVNANQYSPCVSIVPSTVWEDGDYYRKQLSPLEGGGWLVASGSTVAMTEQLQMGFGITVQYGTDTNSVCPKLEFANDTKIASQLGNCVEYSLYGVSGRGVFQNCTAVGVRQQRFVYDAYQNLVGYYSDDGNYYCLRACVSVPVSVIYDKETKTHATLFGSVACEHISSTMSQYSRSTRSMLKRRDSTYGPLQTPVGCVLGLVNSSLFVEDCKLPPDHSLCALPDTPSTLTPRSVRSVPGEMRLASIAFNHPIQVDQLNSSYFKLSIPTNFSFGVTQEYIQTTIQKVTVDCKQYVCNGFQKCEQLLREYGQFCSKINQALHGANLRQDDSVRNLFASVKSSQSSPIIPGFGGDFNLTLLEPVSISTGSRSARSAIEDLLFDKVTIADPGYMQGYDDCMQQGPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMDVNMEAAYTSSLLGSIAGVGWTAGLSSFAAIPFAQSIFYRLNGVGITQQVLSENQKLIANKFNQALGAMQTGFTTTNEAFQKVQDAVNNNAQALSKLASELSNTFGAISASIGDIIQRLDVLEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSAQLAKDKVNECVKAQSKRSGFCGQGTHIVSFVVNAPNGLYFMHVGYYPSNHIEVVSAYGLCDAANPTNCIAPVNGYFIKTNNTRIVDEWSYTGSSFYAPEPITSLNTKYVAPQVTYQNISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDLTYEMLSLQQVVKALNESYIDLKELGNYTYYNKWPWYIWLGFIAGLVALALCVFFILCCTGCGTNCMGKLKCNRCCDRYEEYDLEPHKVHVH
		
	
	 
		 
			 1353
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1353
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MIHSVFLLMFLLTPTESYVDVGPDSVKSACIEVDIQQTFFDKTWPRPIDVSKADGIIYPQGRTYSNITITYQGLFPYQGDHGDMYVYSAGHATGTTPQKLFVANYSQDVKQFANGFVVRIGAAANSTGTVIISPSTSATIRKIYPAFMLGSSVGNFSDGKMGRFFNHTLVLLPDGCGTLLRAFYCILEPRSGNHCPAGNSYTSFATYHTPATDCSDGNYNRNASLNSFKEYFNLRNCTFMYTYNITEDEILEWFGITQTAQGVHLFSSRYVDLYGGNMFQFATLPVYDTIKYYSIIPHSIRSIQSDRKAWAAFYVYKLQPLTFLLDFSVDGYIRRAIDCGFNDLSQLHCSYESFDVESGVYSVSSFEAKPSGSVVEQAEGVECDFSPLLSGTPPQVYNFKRLVFTNCNYNLTKLLSLFSVNDFTCSQISPAAIASNCYSSLILDYFSYPLSMKSDLSVSSAGPISQFNYKQSFSNPTCLILATVPHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLSDDRTEVPQLVNANQYSPCVSIVPSTVWEDGDYYRKQLSPLEGGGWLVASGSTVAMTEQLQMGFGITVQYGTDTNSVCPKLEFANDTKIASQLGNCVEYSLYGVSGRGVFQNCTAVGVRQQRFVYDAYQNLVGYYSDDGNYYCLRACVSVPVSVIYDKETKTHATLFGSVACEHISSTMSQYSRSTRSMLKRRDSTYGPLQTPVGCVLGLVNSSLFVEDCKLPPDHSLCALPDTPSTLTPRSVRSVPGEMRLASIAFNHPIQVDQLNSSYFKLSIPTNFSFGVTQEYIQTTIQKVTVDCKQYVCNGFQYSDQLLREYGQFCSKINQALHGANLRQDDSVRNLFASVKSSQSSPIIPGFGGDFNLTLLEPVSISTGSRSARSAIEDLLFDKVTIADPGYMQGYDDCMQQGPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMDVNMEAAYTSSLLGSIAGVGWTAGLSSFAAIPFAQSIFYRLNGVGITQQVLSENQKLIANKFNQALGAMQTGFTTTNEAFQKVQDAVNNNAQALSKLASELSNTFGAISASIGDIIQRLDVLEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSAQLAKDKVNECVKAQSKRSGFCGQGTHIVSFVVNAPNGLYFMHVGYYPSNHIEVVSAYGLCDAANPTNCIAPVNGYFIKTNNTRIVDEWSYTGSSFYAPEPITSLNTKYVAPQVTYQNISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDLTYEMLSLQQVVKALNESYIDLKELGNYTYYNKWPWYIWLGFIAGLVALALCVFFILCCTGCGTNCMGKLKCNRCCDRYEEYDLEPHKVHVH
		
	
	 
		 
			 1353
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..1353
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MIHSVFLLMFLLTPTESYVDVGPDSVKSACIEVDIQQTFFDKTWPRPIDVSKADGIIYPQGRTYSNITITYQGLFPYQGDHGDMYVYSAGHATGTTPQKLFVANYSQDVKQFANGFVVRIGAAANSTGTVIFTCSTSATIRKIYPAFMLGSSVGNFSDGKMGRFFNHTLVLLPDGCGTLLRAFYCILEPRSGNHCPAGNSYTSFATYHTPATDCSDGNYNRNASLNSFKEYFNLRNCTFMYTYNITEDEILEWFGITQTAQGVHLFSSRYVDLYGGNMFQFATLPVYDTIKYYSIIPHSIRSIQSDRKAWAAFYVYKLQPLTFLLDFSVDGYIRRAIDCGFNDLSQLHCSYESFDVESGVYSVSSFEAKPSGSVVEQAEGVECDFSPLLSGTPPQVYNFKRLVFTNCNYNLTKLLSLFSVNDFTCSQISPAAIASNCYSSLILDYFSYPLSMKSDLSVSSAGPISQFNYKQSFSNPTCLILATVPHNLTTITKPLKYSYINKCSRLLSDDRTEVPQLVNANQYSPCVSIVPSTVWEDGDYYRKQLSPLEGGGWLVASGSTVAMTEQLQMGFGITVQYGTDTNSVCPKLEFANDTKIASQLGNCVEYSLYGVSGRGVFQNCTAVGVRQQRFVYDAYQNLVGYYSDDGNYYCLRACVSVPVSVIYDKETKTHATLFGSVACEHISSTMSQYSRSTRSMLKRRDSTYGPLQTPVGCVLGLVNSSLFVEDCKLPPDHSLCALPDTPSTLTPRSVRSVPGEMRLASIAFNHPIQVDQLNSSYFKLSIPTNFSFGVTQEYIQTTIQKVTVDCKQYVCNGFQYSDQLLREYGQFCSKINQALHGANLRQDDSVRNLFASVKSSQSSPIIPGFGGDFNLTLLEPVSISTGSRSARSAIEDLLFDKVTIADPGYMQGYDDCMQQGPASARDLICAQYVAGYKVLPPLMDVNMEAAYTSSLLGSIAGVGWTAGLSSFAAIPFAQSIFYRLNGVGITQQVLSENQKLIANKFNQALGAMQTGFTTTNEAFQKVQDAVNNNAQALSKLASELSNTFGAISASIGDIIQRLDVLEQDAQIDRLINGRLTTLNAFVAQQLVRSESAALSAQLAKDKVNECVKAQSKRSGFCGQGTHIVSFVVNAPNGLYFMHVGYYPSNHIEVVSAYGLCDAANPTNCIAPVNGYFIKTNNTRIVDEWSYTGSSFYAPEPITSLNTKYVAPQVTYQNISTNLPPPLLGNSTGIDFQDELDEFFKNVSTSIPNFGSLTQINTTLLDLTYEMLSLQQVVKALNESYIDLKELGNYTYYNKWPWYIWLGFIAGLVALALCVFFILCCTGCGTNCMGKLKCNRCCDRYEEYDLEPHKVHVH
		
	
	 
		 
			 82
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..82
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MLPFVQERIGLFIVNFFIFTVVCAITLLVCMAFLTATRLCVQCMTGFNTLLVQPALYLYNTGRSVYVKFQDSKPPLPPDEWV
		
	
	 
		 
			 82
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..82
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MLPFVQERIGLFQVNFFIFTVVCAITLLVCMAFLTATRLAVQCMTGFNTLLVQPALYLYNTGRSVYVKFQDSKPPLPPDEWV
		
	
	 
		 
			 82
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..82
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MLPFVQERIGLFQVNFFIFTVVCAITLMVCMAFLTATRLAVQCMTGFNTLLVQPALYLYNTGRSVYVKFQDSKPPLPPDEWV
		
	
	 
		 
			 82
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..82
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MLPFVQERIGLFQVNFFIFTVVCAITLMVCMAFLTATRLAVQCMTGFNTLLVQPQLYLYNTGRSVYVKFQDSKPPLPPDEWV
		
	
	 
		 
			 219
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..219
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MSNMTQLTEAQIIAIIKDWNFAWSLIFLLITIVLQYGYPSRSMTVYVFKMFVLWLLWPSSMALSIFSAVYPIDLASQIISGIVAAVSAMMWISYFVQSIRLFMRTGSWWSFNPETNCLLNVPFGGTTVVRPLVEDSTSVTAVVTNGHLKMAGMHFGACDYDRLPNEVTVAKPNVLIALKMVKRQSYGTNSGVAIYHRYKAGNYRSPPITADIELALLRA
		
	
	 
		 
			 413
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..413
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MASPAAPRAVSFADNNDITNTNLSRGRGRNPKPRAAPNNTVSWYTGLTQHGKVPLTFPPGQGVPLNANSTPAQNAGYWRRQDRKINTGNGIKQLAPRWYFYYTGTGPEAALPFRAVKDGIVWVHEDGATDAPSTFGTRNPNNDSAIVTQFAPGTKLPKNFHIEGTGGNSQSSSRASSLSRNSSRSSSQGSRSGNSTRGTSPGPSGIGAVGGDLLYLDLLNRLQALESGKVKQSQPKVITKKDAAAAKNKMRHKRTSTKSFNMVQAFGLRGPGDLQGNFGDLQLNKLGTEDPRWPQIAELAPTASAFMGMSQFKLTHQNNDDHGNPVYFLRYSGAIKLDPKNPNYNKWLELLEQNIDAYKTFPKKEKKQKAPKEESTDQMSEPPKEQRVQGSITQRTRTRPSVQPGPMIDVNTD
		
	
	 
		 
			 413
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..413
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MASPAAPRAVSFADNNDMTNTNLSRGRGRNPKPRAAPNNTVSWYTGLTQHGKVPLTFPPGQGVPLNANSTPAQNAGYWRRQDRKINTGNGIKQLAPRWYFYYTGTGPEAALPFRAVKDGIVWVHEDGATDAPSTFGTRNPNNDSAIVTQFAPGTKLPKNFHIEGTGGNSQSSSRASSLSRNSSRSSSQGSRSGNSTRGTSPNSSGIGAVGGDLLYLDLLNRLQALESGKVKQSQPKVITKKDAAAAKNKMRHKRTSTKSFNMVQAFGLRGPGDLQGNFGDLQLNKLGTEDPRWPQIAELAPTASAFMGMSQFKLTHQNNDDHGNPVYFLRYSGAIKLDPKNPNYNKWLELLEQNIDAYKTFPKKEKKQKAPKEESTDQMSEPPKEQRVQGSITQRTRTRPSVQPGPMIDVNTD
		
	
	 
		 
			 413
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..413
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MASPAAPRAVSFADNNDMTNTNLSRGRGRNPKPRAAPNNTVSWYTGLTQHGKVPLTFPPGQGVPLNANSTPAQNAGYWRRQDRKINTGNGIKQLAPRWYFYYTGTGPEAALPFRAVKDGIVWVHEDGATDAPSTFGTRNPNNDSAIVTQFAPGTKLPKNFHIEGTGGNSQMMSRASSLSRNSSRSSSQGSRSGNSTRGTSPNSSGIGAVGGDLLYLDLLNRLQALESGKVKQSQPKVITKKDAAAAKNKMRHKRTSTKSFNMVQAFGLRGPGDLQGNFGDLQLNKLGTEDPRWPQIAELAPTASAFMGMSQFKLTHQNNDDHGNPVYFLRYSGAIKLDPKNPNYNKWLELLEQNIDAYKTFPKKEKKQKAPKEESTDQMSEPPKEQRVQGSITQRTRTRPSVQPGPMIDVNTD
		
	
	 
		 
			 413
			 AA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..413
					 
						 
							 mol_type
							 protein
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 MASPAAPRAVSFADNNDMTNTNLSRGRGRNPKPRAAPAATVSWYTGLTQHGKVPLTFPPGQGVPLNANSTPAQNAGYWRRQDRKINTGNGIKQLAPRWYFYYTGTGPEAALPFRAVKDGIVWVHEDGATDAPSTFGTRNPNNDSAIVTQFAPGTKLPKNFHIEGTGGNSQMMSRASSLSRNSSRSSSQGSRSGNSTRGTSPNSSGIGAVGGDLLYLDLLNRLQALESGKVKQSQPKVITKKDAAAAKNKMRHKRTSTKSFNMVQAFGLRGPGDLQGNFGDLQLNKLGTEDPRWPQIAELAPTASAFMGMSQFKLTHQNNDDHGNPVYFLRYSGAIKLDPKNPNYNKWLELLEQNIDAYKTFPKKEKKQKAPKEESTDQMSEPPKEQRVQGSITQRTRTRPSVQPGPMIDVNTD
		
	
	 
		 
			 4067
			 DNA
			 PAT
			 
				 
					 source
					 1..4067
					 
						 
							 mol_type
							 other DNA
						
						 
							 organism
							 synthetic construct
						
					
				
			
			 atgatacactcagtgtttctactgatgttcttgttaacacctacagaaagttacgttgatgtagggccagattctgttaagtctgcttgtattgaggttgatatacaacagactttctttgataaaacttggcctaggccaattgatgtttctaaggctgacggtattatataccctcaaggccgtacatattctaacataactatcacttatcaaggtctttttccctatcagggagaccatggtgatatgtatgtttactctgcaggacatgctacaggcacaactccacaaaagttgtttgtagctaactattctcaggacgtcaaacagtttgctaatgggtttgtcgtccgtataggagcagctgccaattccactggcactgttattattagcccatctaccagcgctactatacgaaaaatttaccctgcttttatgctgggttcttcagttggtaatttctcagatggtaaaatgggccgcttcttcaatcatactctagttcttttgcccgatggatgtggcactttacttagagctttttattgtattctagagcctcgctctggaaatcattgtcctgctggcaattcctatacttcttttgccacttatcacactcctgcaacagattgttctgatggcaattacaatcgtaatgccagtctgaactcttttaaggagtattttaatttacgtaactgcacctttatgtacacttataacattaccgaagatgagattttagagtggtttggcattacacaaactgctcaaggtgttcacctcttctcatctcggtatgttgatttgtacggcggcaatatgtttcaatttgccaccttgcctgtttatgatactattaagtattattctatcattcctcacagtattcgttctatccaaagtgatagaaaagcttgggctgccttctacgtatataaacttcaaccgttaactttcctgttggatttttctgttgatggttatatacgcagagctatagactgtggttttaatgatttgtcacaactccactgctcatatgaatccttcgatgttgaatctggagtttattcagtttcgtctttcgaagcaaaaccttctggctcagttgtggaacaggctgaaggtgttgaatgtgatttttcacctcttctgtctggcacacctcctcaggtttataatttcaagcgtttggtttttaccaattgcaattataatcttaccaaattgctttcacttttttctgtgaatgattttacttgtagtcaaatatctccagcagcaattgctagcaactgttattcttcactgattttggattacttttcatacccacttagtatgaaatccgatctcagtgttagttctgctggtccaatatcccagtttaattataaacagtccttttctaatcccacatgtttgattttagcgactgttcctcataaccttactactattactaagcctcttaagtacagctatattaacaagtgctctcgtcttctttctgatgatcgtactgaagtacctcagttagtgaacgctaatcaatactcaccctgtgtatccattgtcccatccactgtgtgggaagacggtgattattataggaaacaactatctccacttgaaggtggtggctggcttgttgctagtggctcaactgttgccatgactgagcaattacagatgggctttggtattacagttcaatatggtacagacaccaatagtgtttgccccaagcttgaatttgctaatgacacaaaaattgcctctcaattaggcaattgcgtggaatattccctctatggtgtttcgggccgtggtgtttttcagaattgcacagctgtaggtgttcgacagcagcgctttgtttatgatgcgtaccagaatttagttggctattattctgatgatggcaactactactgtttgcgtgcttgtgttagtgttcctgtttctgtcatctatgataaagaaactaaaacccacgctactctatttggtagtgttgcatgtgaacacatttcttctaccatgtctcaatactcccgttctacgcgatcaatgcttaaacggcgagattctacatatggcccccttcagacacctgttggttgtgtcctaggacttgttaattcctctttgttcgtagaggactgcaagttgcctcctgatcattctctctgtgctcttcctgacacacctagtactctcacacctcgcagtgtgcgctctgttccaggtgaaatgcgcttggcatccattgcttttaatcatcctattcaggttgatcaacttaatagtagttattttaaattaagtatacccactaatttttcctttggtgtgactcaggagtacattcagacaaccattcagaaagttactgttgattgtaaacagtacgtttgcaatggtttccagaagtgtgagcaattactgcgcgagtatggccagttttgttccaaaataaaccaggctctccatggtgccaatttacgccaggatgattctgtacgtaatttgtttgcgagcgtgaaaagctctcaatcatctcctatcataccaggttttggaggtgactttaatttgacacttctagaacctgtttctatatctactggcagtcgtagtgcacgtagtgctattgaggatttgctatttgacaaagtcactatagctgatcctggttatatgcaaggttacgatgattgcatgcagcaaggtccagcatcagctcgtgatcttatttgtgctcaatatgtggctggttacaaagtattacctcctcttatggatgttaatatggaagccgcgtatacttcatctttgcttggcagcatagcaggtgttggctggactgctggcttatcctcctttgctgctattccatttgcacagagtatcttttataggttaaacggtgttggcattactcaacaggttctttcagagaaccaaaagcttattgccaataagtttaatcaggctctgggagctatgcaaacaggcttcactacaactaatgaagcttttcagaaggttcaggatgctgtgaacaacaatgcacaggctctatccaaattagctagcgagctatctaatacttttggtgctatttccgcctctattggagacatcatacaacgtcttgatgttctcgaacaggacgcccaaatagacagacttattaatggccgtttgacaacactaaatgcttttgttgcacagcagcttgttcgttccgaatcagctgctctttccgctcaattggctaaagataaagtcaatgagtgtgtcaaggcacaatccaagcgttctggattttgcggtcaaggcacacatatagtgtcctttgttgtaaatgcccctaatggcctttacttcatgcatgttggttattaccctagcaaccacattgaggttgtttctgcttatggtctttgcgatgcagctaaccctactaattgtatagcccctgttaatggctactttattaaaactaataacactaggattgttgatgagtggtcatatactggctcgtccttctatgcacctgagcccattacctcccttaatactaagtatgttgcaccacaggtgacataccaaaacatttctactaacctccctcctcctcttctcggcaattccaccgggattgacttccaagatgagttggatgagtttttcaaaaatgttagcaccagtatacctaattttggttccctaacacagattaatactacattactcgatcttacctacgagatgttgtctcttcaacaagttgttaaagcccttaatgagtcttacatagaccttaaagagcttggcaattatacttattacaacaaatggccgtggtacatttggcttggtttcattgctgggcttgttgccttagctctatgcgtcttcttcatactgtgctgcactggttgtggcacaaactgtatgggaaaacttaagtgtaatcgttgttgtgatagatacgaggaatacgacctcgagccgcataaggttcatgttcactaatctag
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			 atgctgccgttcgtgcaggaacgaataggactgttccaagtgaacttctttattttcacggtggtttgtgcgattacgctcctggtctgcatggcgtttctgaccgccacgaggctcgccgtccaatgtatgacgggcttcaacacacttctggtgcaaccagctttgtatctgtataacactggtcgctccgtgtacgttaaattccaggactccaagccaccactcccacctgatgagtgggtgtaatctag
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			 atggcgtctcctgcagctcctagagctgtatcctttgcggacaataatgacataacaaacacaaacctgtcccgaggacgcgggagaaaccccaagccgcgggctgctccgaataacacggtcagctggtacaccggtctgacccagcatggaaaagtgccactcacgtttcctcctggacagggggtgccccttaatgcaaatagcacaccggctcagaatgccggctattggagaagacaggataggaagataaacacaggaaacggaataaagcagctggctccgagatggtacttctactataccggcacgggcccagaggcagccctgccgttcagggctgtaaaggatggaatagtctgggtccatgaagacggtgctaccgacgccccatctacgttcggaacaagaaatccaaacaatgatagtgctatagtcacccaattcgcaccaggtacaaaacttcccaaaaatttccacattgaggggaccgggggaaactcccaatcttccagtcgcgcatcatcattgtcccgaaacagttctcgctcttcttcacaaggttccagaagtggaaactcaacgcggggcacgtcacctggtccgagtggcatcggggccgtaggcggcgatctcttgtacctggatttgctgaatcgactccaggcgttggaaagtggaaaggttaagcaatcacaacctaaggtgattactaagaaagacgccgcggctgctaaaaataagatgagacacaagagaactagtactaaaagctttaacatggtgcaggcctttggtcttaggggtccgggagatcttcaagggaactttggggaccttcagctgaataaactgggaactgaagatccaaggtggccccaaatagctgaattggcaccaactgcttccgcttttatgggaatgtcccaattcaagcttactcaccaaaataatgacgaccacggcaatcctgtatattttctgcgctactcaggtgcgataaagttggatcccaaaaatcccaactataacaagtggttggaactccttgaacaaaatattgacgcatataaaacttttcctaagaaagagaaaaagcagaaggctccgaaagaggaatccaccgaccagatgagtgaacctcccaaagaacagcgagtccagggatcaataacccagagaacacgcacccggccctccgtccagcctgggcccatgatcgacgttaataccgattagtctag
		
	



문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 3
 기 술 분 야 4
 배 경 기 술 4
 발명의 내용 4
  해결하려는 과제 4
  과제의 해결 수단 4
  발명의 효과 9
 도면의 간단한 설명 9
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 10
도면 19
 도면1 19
 도면2 19
 도면3 20
 도면4 20
 도면5a 20
 도면5b 21
 도면6 21
 도면7 21
 도면8 22
 도면9 22
 도면10 22
 도면11 23
	서열목록: 


