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(57) 요 약

본 발명은 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유전자형의 분류에 사용되는 LAMP 증폭용 핵산 프라이머를 제공한다.

또한, 본 발명은 본 발명에 따른 핵산 프라이머로부터 선택되는 1종 이상의 프라이머를 포함하는 복수의 프라이

머를 이용하여, LAMP 반응에 의해 검체 시료 중의 핵산쇄를 증폭시키는 공정과, 상기 증폭 반응 후에 증폭 산물

의 존재를 검출하고 유전자형을 분류하는 공정을 포함하는, 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유전자형의 분류 방

법을 제공한다.
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열 번호 164, 167, 162, 166 및 170의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트인, 인간

유두종 바이러스의 유전자형 검출에 사용되는 LAMP 증폭용 핵산 프라이머의 세트.

청구항 2 

(i) 제1항에 따른 핵산 프라이머의 세트, 및 

(ii) 서열 번호 278, 276, 277, 281 및 280의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 2, 

서열 번호 527, 524, 526, 523 및 529의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 3, 

서열 번호 320, 327, 319, 324 및 328의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 5, 

서열 번호 454, 457, 453, 456 및 458의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 6, 

서열 번호 363, 359, 366, 361 및 370의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 7, 

서열 번호 399, 391, 395, 388 및 402의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 8, 

서열 번호 474, 476, 477, 475 및 480의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 9, 

서열 번호 549, 547, 548, 546 및 572의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 10, 

서열 번호 208, 203, 210, 205 및 214의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 11, 

서열 번호 251, 244, 248, 242 및 255의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 12, 및 

서열 번호 422, 425, 420, 429 및 431의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 13으로 이

루어진 군에서 선택되는 1 종 이상의 세트를 포함하는,

인간 유두종 바이러스의 유전자형 검출에 사용되는 LAMP 멀티 증폭용 프라이머 세트의 혼합물.

청구항 3 

제1항에 따른 핵산 프라이머의 세트 및 서열 번호 623의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프

로브 세트 4를 포함하는, 인간 유두종 바이러스의 유전자형 검출에 사용되는 검출 키트.

청구항 4 

제3항에 있어서,

서열 번호 136, 132, 126, 128 및 138의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 1, 및 서

열 번호 600 및 597의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 1;

제2항에 따른 세트 2 및 서열 번호 654의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 2;

제2항에 따른 세트 3 및 서열 번호 771 및 768의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 3;

제2항에 따른 세트 5 및 서열 번호 673 및 667의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 5;

제2항에 따른 세트 6 및 서열 번호 750 및 741의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 6;

제2항에 따른 세트 7 및 서열 번호 676의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 7;

제2항에 따른 세트 8 및 서열 번호 699 및 684의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 8;
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제2항에 따른 세트 9 및 서열 번호 752의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 9;

제2항에 따른 세트 10 및 서열 번호 783의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 10;

제2항에 따른 세트 11 및 서열 번호 630의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 11;

제2항에 따른 세트 12 및 서열 번호 641의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 12;

및

제2항에 따른 세트 13 및 서열 번호 725 및 713의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 13

으로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이상의 프라이머-프로브 세트를 추가로 포함하는 검출 키트.

청구항 5 

제3항에 있어서, 상기 핵산 프로브가 지지체 표면에 고정화된 것인 키트. 

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 지지체 표면이 전극인 키트.

청구항 7 

핵산 프라이머를 사용하여, 시료 중의 핵산쇄의 LAMP 증폭에 의한 증폭 산물을 얻는 공정;

상기 증폭 산물을 핵산 프로브와 혼성화시키는 공정; 및

상기 혼성화에 의하여 형성된 이중쇄를 검출하여 유전자형을 분류하는 공정을 포함하며,

상기 핵산 프라이머 및 상기 핵산 프로브는

제1항에 따른 핵산 프라이머의 세트 및 서열 번호 623의 서열로 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진

프라이머-프로브 세트 4를 포함하는 것인,

인간 유두종 바이러스의 유전자형 검출 방법.

청구항 8 

제7항에 있어서, 상기 핵산 프라이머 및 상기 핵산 프로브는

(i) 제7항에 따른 프라이머-프로브 세트 4, 및

(ii) 

서열 번호 136, 132, 126, 128 및 138의 서열로 각각 이루어진 5종의 핵산 프라이머로 이루어진 세트 1, 및 서

열 번호 600 및 597의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 1;

제2항에 따른 세트 2 및 서열 번호 654의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 2;

제2항에 따른 세트 3 및 서열 번호 771 및 768의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 3;

제2항에 따른 세트 5 및 서열 번호 673 및 667의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 5;

제2항에 따른 세트 6 및 서열 번호 750 및 741의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 6;

제2항에 따른 세트 7 및 서열 번호 676의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 7;

제2항에 따른 세트 8 및 서열 번호 699 및 684의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 8;

제2항에 따른 세트 9 및 서열 번호 752의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 9;
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제2항에 따른 세트 10 및 서열 번호 783의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 10;

제2항에 따른 세트 11 및 서열 번호 630의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 11;

제2항에 따른 세트 12 및 서열 번호 641의 서열로 이루어진 핵산 프로브로 이루어진 프라이머-프로브 세트 12;

및

제2항에 따른 세트 13 및 서열 번호 725 및 713의 서열로 각각 이루어진 1종 이상의 핵산 프로브로 이루어진 프

라이머-프로브 세트 13

으로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이상의 프라이머-프로브 세트를 포함하는 것인, 방법.

청구항 9 

제7항에 있어서, 상기 핵산 프로브가 지지체 표면에 고정화된 것인 방법. 

청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 지지체 표면이 전극 재료로 구성된 것인 방법. 

청구항 11 

제10항에 있어서, 이중쇄 검출 공정에서 전기화학적으로 활성인 핵산쇄 인식체를 사용하는 방법.  

청구항 12 

제2항에 따른 프라이머 세트의 혼합물 및 DNA 칩을 포함하는 것을 특징을 하며, 

상기 DNA 칩은

서열 번호 600 및 597 중 하나;

서열 번호 654;

서열 번호 771 및 768 중 하나;

서열 번호 623;

서열 번호 673 및 667 중 하나;

서열 번호 750 및 741 중 하나;

서열 번호 676;

서열 번호 699 및 684 중 하나;

서열 번호 752;

서열 번호 783;

서열 번호 630;

서열 번호 641; 및

서열 번호 725 및 713 중 하나

의 서열로 각각 이루어진 핵산 프로브를 포함하며, 상기 핵산 프로브는 지지체 표면에 고정화된 것인,

인간 유두종 바이러스의 유전자형 검출에 사용되는 검출 키트.

청구항 13 

제2항에 따른 프라이머 세트의 혼합물 및 DNA 칩을 포함하는 것을 특징을 하며, 

상기 DNA 칩은

서열 번호 654;
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서열 번호 771 및 768 중 하나;

서열 번호 623;

서열 번호 673 및 667 중 하나;

서열 번호 750 및 741 중 하나;

서열 번호 676;

서열 번호 699 및 684 중 하나;

서열 번호 752;

서열 번호 783;

서열 번호 630;

서열 번호 641; 및

서열 번호 725 및 713 중 하나

의 서열로 각각 이루어진 핵산 프로브를 포함하며, 상기 핵산 프로브는 지지체 표면에 고정화된 것인,

인간 유두종 바이러스의 유전자형 검출에 사용되는 검출 키트.

청구항 14 

제4항에 있어서, 상기 핵산 프로브가 지지체 표면에 고정화된 것인 키트. 

청구항 15 

제14항에 있어서, 상기 지지체 표면이 전극인 키트.

청구항 16 

제8항에 있어서, 상기 핵산 프로브가 지지체 표면에 고정화된 것인 방법. 

청구항 17 

제16항에 있어서, 상기 지지체 표면이 전극 재료로 구성된 것인 방법. 

청구항 18 

제17항에 있어서, 이중쇄 검출 공정에서 전기화학적으로 활성인 핵산쇄 인식체를 사용하는 방법.  

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유전자형을 분류하기 위한 핵산 프라이머 서열, 키트 및 핵산쇄 고[0001]

정화 담체, 및 핵산 증폭법을 이용한 인간 유두종 바이러스의 검출 방법에 관한 것이다. 

배 경 기 술

1980년대, 자궁경부암의 원인으로서 인간 유두종 바이러스(HPV)의 감염이 보고되었고, 특히 악성도와 HPV의 유[0002]

전자형의 관계가 주목받고 있다.  HPV는 자궁경부암 이외에도, 성기나 구강점막 등에 생기는 암의 원인이라고도

생각되고 있고, 신속하고 정확한 HPV의 검출이 요구되어 왔다.  지금까지, DNA/RNA 인식 항체를 사용하여 악성

또는 양성의 유전자형을 검출하는 방법이나, 유전자형에 특징적인 서열을 포함하는 영역을 중합효소 연쇄 반응

(PCR)으로 증폭한 뒤 마지막으로 유전자형 특이적인 프로브로 분류하는 방법이 알려져 있었다.  그러나, 전자의

방법으로는 유전자형을 특정할 수 없기 때문에, 현재 개발이 진행되어 있는 백신 투여를 위한 검사에는 대응할

수 없다.  또한, 후자의 PCR법을 이용하는 방법은, 핵산 추출 등의 전처리가 번잡하고, 써멀 사이클러와 같은

복잡한 온도 제어 장치가 필요한 것, 반응 시간이 2시간 이상 걸리는 점 등의 불리점이 있다.  또한 PCR법으로

서는, 만일 잘못 상보쇄 합성이 행하여진 경우에는 그 생성물이 주형으로서 증폭되어, 잘못된 판정을 하게 될
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가능성이 있다.  실제로, 프라이머의 말단의 1염기 차이만으로는 특이적인 증폭을 제어하기 어렵다.  

DNA 칩에 의해 검출하는 경우, PCR법으로 증폭한 목적 유전자 산물은 일반적으로 이중쇄이다.  따라서, 프로브[0003]

와 혼성화 반응시키는 경우에, 상보쇄가 프로브에 대한 경쟁자가 되어 혼성 효율 및 검출 감도를 저하시키는 문

제점이 발생하였다.  따라서, 표적 유전자 산물을 단일쇄로 만들기 위해 상보쇄를 분해하거나 또는 분리하는 방

법이 취해지고 있다.  그러나, 이들 방법은 효소 및 자기 비드의 사용 등에 의한 고가격화와 조작에 있어서의

번잡성이 과제로서 남겨져 있고, 이러한 종래 방법을 대체할 새로운 수법이 요구되고 있다.  

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 간편하고 신속한 핵산 검출을 가능하게 하는 LAMP법의 원리를 응용하여, LAMP 증폭 산물 내에[0004]

존재하는 HPV 핵산 서열을 검출하기 위한 핵산 프라이머, 및 상기 핵산 프라이머를 이용한 HPV 검출 방법을 제

공하는 것이다.

과제의 해결 수단

본 발명에서는 HPV의 유전자형을 특정하기 위해, PCR법과는 상이한 방법인 LAMP법을 채용하였다.  따라서, 유전[0005]

자형을 용이하게 특정할 수 있다.  그러나, LAMP 산물의 복잡한 고차 구조가, 혼성화 시에 프로브가 결합한 지

지체와 물리적인 장해를 일으키고, 그 결과 혼성화 효율의 악화로 이어진다 (예를 들면, 일본 특허 공개 제

2005-095043호 참조).  따라서, 본 발명에서 프로브는 종래와는 달리, LAMP 산물의 단일쇄인 루프 부분에 인간

유두종 바이러스 유래의 표적 서열이 위치하도록 설계된다.  

본 발명의 한 국면에 따르면, 이하의 (a) 내지 (f)에서 선택되는, 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유전자형의[0006]

분류에 사용되는 LAMP 증폭용 핵산 프라이머가 제공된다: (a) 표 1에 기재된 제1 서열군에서 선택되는 서열과

상보적인 서열, 및 표 2에 기재된 제2 서열군에서 선택되는 서열을 동일쇄 상에 포함하는 핵산 프라이머; (b)

제1 서열군에서 선택되는 서열과 상보적인 서열, 및 표 3에 기재된 제3 서열군에서 선택되는 서열을 동일쇄 상

에 포함하는 핵산 프라이머; (c) 제2 서열군에서 선택되는 서열과 상보적인 서열, 및 제3 서열군에서 선택되는

서열을 동일쇄 상에 포함하는 핵산 프라이머; (d) 핵산 프라이머 (a), (b) 및 (c) 중 선택된 하나의 서열과, 하

나 이상의 염기의 삽입, 결실 또는 치환으로 인하여 서로 다른 서열을 포함하고, 핵산 프라이머 (a), (b) 및

(c) 중 선택된 하나의 상기 서열에 상보적인 서열을 갖는 핵산쇄와 혼성화할 수 있는 핵산 프라이머; (e) 표 4

에 기재된 제4 서열군에서 선택되는 서열 또는 그것에 상보적인 서열을 포함하는 핵산 프라이머; 및 (f) 핵산

프라이머 (e)의 선택된 서열과, 하나 이상의 염기의 삽입, 결실 또는 치환으로 인하여 서로 다른 서열을 포함하

고, 핵산 프라이머 (e)의 상기 선택된 서열에 상보적인 서열을 갖는 핵산쇄와 혼성화할 수 있는 핵산 프라이머.

본 발명의 다른 국면에 따르면, 상기 기재의 핵산 프라이머 중에서 선택되는 1종 이상의 프라이머를 포함하는[0007]

복수의 프라이머를 사용하여, LAMP 반응에 의해 검체 시료 중의 핵산쇄를 증폭시키는 공정, 및 상기 증폭 반응

후에 증폭 산물의 유무를 검출하고 유전자형을 분류하는 공정을 포함하는, 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유

전자형의 분류 방법이 제공된다.

본 발명의 또다른 국면에 따르면, 고정화된 인간 유두종 바이러스 특이적 또는 유전자형 특이적인 핵산쇄를 가[0008]

지는,  인간  유두종  바이러스의  LAMP  증폭  산물을  검출하기  위한  핵산쇄  고정화  지지체가  제공된다.

바람직하게, 고정화된 핵산쇄는 (g) 표 5에 기재된 제5 서열군에서 선택되는 서열 또는 그것에 상보적인 서열을

포함하는 핵산 프로브; 또는 (h) 핵산 프로브 (g) 중 하나의 선택된 서열과, 하나 이상의 염기의 삽입, 결실 또

는 치환으로 인하여 서로 다른 서열을 포함하고, 핵산 프로브 (g) 중 하나의 상기 선택된 서열에 상보적인 서열

을 갖는 핵산쇄와 혼성화할 수 있는 핵산 프로브이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 종래의 LAMP법에서의 증폭 방법을 나타낸 모식도이다. [0009]

도 2는 종래의 LAMP법을 이용하여 얻어지는 증폭 산물을 나타낸 모식도이다. 

도 3은 본 발명의 측정용 핵산의 제조를 위한 증폭 방법을 나타낸 모식도이다. 

도 4는 본 발명의 측정용 핵산을 나타낸 모식도이다. 
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도 5는  HPV 유전자형 분류용 DNA 칩의 일례를 도시한 모식도이다. 

도 6은  HPV 유전자형 분류용 DNA 칩의 다른 예를 도시한 모식도이다. 

도 7은  LAMP 증폭 후 전기 영동 사진의 일례를 나타낸 도면이다. 

도 8은  LAMP 증폭 후 전기 영동 사진의 일례를 나타낸 도면이다. 

도 9는 전류 검출형 DNA 칩에 의한 검출 결과의 일례를 나타낸 도면이다. 

도 1O은 LAMP 증폭 후 전기 영동 사진의 일례를 나타낸 도면이다. 

도 11은 HPV 서열 및 본 발명의 프라이머 또는 프로브로서 사용할 수 있는 부분을 나타낸 도면이다. 

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

<발명을 실시하기 위한 최선의 형태>[0010]

본 발명에서 이용하는 증폭법 "LAMP법"은 등온 중합효소 연쇄 반응의 일종이고, 4종 또는 6종의 프라이머를 이[0011]

용한다.  LAMP법은 PCR법에 비해 증폭 효율이 우수함과 동시에, 샘플 내의 불순물의 영향도 덜 받는다고 보고되

어 있다.  이 때문에, 간단한 샘플의 전처리로 미량의 인간 유두종 바이러스를 검출할 수 있다.

LAMP법에 있어서의 프라이머 설계 및 얻어지는 증폭 산물에 관해서, 도 1 및 도 2를 참조하여 설명한다.  도 1[0012]

은 검출하고자 하는 이중쇄 DNA를 도시한다.  종래, LAMP 증폭 산물에 있어서는, 표적 서열이 증폭 산물의 스템

앤드 루프(stem-and-loop) 구조의 중앙에 위치했다 (도 2).  표적 서열을 증폭?검출하고자 하는 경우에는, 표적

서열의 양측에 위치하는 서열로부터 총 4종의 프라이머 서열(FIP 프라이머, F3 프라이머, BIP 프라이머 및 B3

프라이머)을 결정한다.  FIP 프라이머 및 BIP 프라이머는, 각각 두개의 영역 (FIP = F1c + F2, BIP = B2 +

B1c)을 포함하고 있다.  이들 프라이머에 이용되는 총 6개의 영역을, 이하에서는 프라이머 영역으로 칭한다.

상기 4종의 프라이머를 이용하여 LAMP 증폭을 행하면, 도 1에 도시된 DNA의 각각의 사슬에 상보적인, 도 2에 도

시한 바와 같은 덤벨형의 스템 앤드 루프 구조의 증폭 산물이 얻어진다.  그 증폭 기작에 관해서는 설명을 생략

하지만, 예를 들면 일본 특허 공개 제2002-186781호 공보를 참조할 수 있다.

한편, 본 발명에서는, 도 2에 도시된 종래의 표적 서열의 위치와는 달리, 단일쇄의 루프 부분에 표적 서열이 위[0013]

치하도록 프라이머를 설계한다.  도 3에 구체적으로 도시된 바와 같이, 본 발명에서는 표적을 서열 (도 3에서는

FPc, FP, BP 및 BPc 중의 어느 하나)가, 프라이머 영역 F1과 F2의 사이 (F2 영역 포함함), 프라이머 영역 F2 c

와 F1c의 사이 (F2c 영역 포함함), 프라이머 영역 B1과 B2의 사이 (B2 영역 포함함), 및/또는 프라이머 영역

B2c와 B1c의 사이 (B2c 영역 포함함)에 위치하도록 6개의 프라이머 영역을 위치시킨다.  표적 서열은 상기 각각

의 영역 사이에 형성되는 단일쇄의 루프 부분의 어느 쪽에 위치하도록 설계되어 있어도 되고, 따라서, 프라이머

영역 F1과 F2의 사이의 루프 부분에는 F2 영역 자체도 포함된다.  이렇게 해서 설정된 6개의 프라이머 영역에

기초하여 4종의 프라이머를 제조하고, 이들 프라이머를 이용하여 LAMP 증폭을 행함으로써 도 4에 도시한 바와

같은 LAMP 증폭 산물의 일부를 얻는다.  이 LAMP 증폭 산물 내에서는, 표적 서열 FPc, FP, BP 및 BPc이 증폭 산

물의 덤벨 구조에 있어서의 단일쇄 루프 내에 위치하게 된다.  한편, 프라이머 영역 F1c과 F1, 및 B1c과 B1은

서로 상보적인 서열을 가지기 때문에, 서로 자기 혼성화를 일으켜서 이중쇄를 형성하게 된다.  증폭 산물 내에

포함되는 표적 서열 중 일부는 도 4에 도시한 바와 같은 단일쇄의 상태이다.  이 때문에, 변성 조작을 행하지

않고, 도시한 바와 같이 각 표적 서열에 대하여 상보적인 프로브 핵산(FP, FPc, BP 및 BPc)과의 특이적 혼성화

에 의해 검출할 수 있다.  용어 "특이적 혼성화"란, 일염기다형성(Single Nucleotide Polymorphisms; SNP) 또

는 돌연변이에 의해 유발되는 근소한 차이도 검출할 수 있는 것을 의미한다.  

본 발명은 이러한 프라이머의 구조를 HPV 바이러스에 적용하여 HPV 바이러스의 유전자형을 검출한다.[0014]

도 11에 도시된 서열은 HPV 바이러스의 서열이다.  도면 내의 서열 번호 1, 2 및 3을 포함하는 영역은, 많은[0015]

HPV 바이러스 사이에서 보존되어 있는 것으로 알려져 있다.  반면, 서열 번호 4는 악성 종양과 양성 종양의 사

이에 다형성이 존재하는 것이 알려져 있는 영역이다.  HPV 바이러스의 유전자형을 검출하기 위해서는, 예를 들

면 서열 번호 4에 대응하는 영역의 서열을 표적 서열로 이용하여 다형성을 검출하게 된다.  이 경우, 상기 프라

이머 영역 F1과 F2에 대응하는 서열로서, 예를 들면 제1  서열군 (표 1)과 제2  서열군 (표 2)에서 선택되는

서열, 또는 예를 들면 제1 서열군과 제3 서열군 (표 3)에서 선택되는 서열을 사용한다.  여기서, 제1 서열군,

제2 서열군 및 제3 서열군은 이하의 표 1 내지 3에 나타낸 서열군이고, 각각 도 11의 서열 번호 1, 2 및 3의 영

역에 대응한다.  이들 영역의 서열은 바이러스형마다 다르기 때문에, 반드시 도 11의 서열과 동일한 것은 아니
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다.  또한, 실제의 LAMP 증폭에서는 BIP 프라이머 및 B3 프라이머로 구성되는 프라이머 세트도 필요하게 된다.

도 11에서는 서열 번호 5 및 6의 서열 또는 그의 상보 서열을 사용할 수 있다.  본 발명의 프라이머는 5'→3'의

방향으로, 동일쇄 상에, 제1 서열군에서 선택되는 서열의 상보 서열과 제2 서열군에서 선택되는 서열이 서로 결

합된 서열, 또한 제2 서열군에서 선택되는 서열과 제1 서열군에서 선택되는 서열의 상보 서열이 서로 결합된 서

열, 제1 서열군에서 선택되는 서열의 상보 서열과 제3 서열군에서 선택되는 서열이 서로 결합된 서열, 제3 서열

군에서 선택되는 서열과 제1 서열군에서 선택되는 서열의 상보 서열이 서로 결합된 서열, 제2 서열군에서 선택

되는 서열의 상보 서열과 제3 서열군에서 선택되는 서열이 서로 결합된 서열, 제3 서열군에서 선택되는 서열과

제2 서열군에서 선택되는 서열의 상보 서열이 서로 결합된 서열, 제4 서열군에서 선택되는 서열, 또는 제4 서열

군에서 선택되는 서열의 상보 서열을 이용하는 것이 바람직하다.  상보 서열로서는 엄밀히 상보적인 서열뿐만

아니라, 상기 서열군에 대하여 엄격한 조건 하에서 혼성화할 수 있는 서열도 포함된다.  이러한 조건 하에서는

통상적으로, 90 내지 95％의 서열 상동성이면 반응의 진행에 충분한 것으로 보인다.  이러한 엄격한 조건은 당

업자에게 자명할 것이며, 예를 들면 20℃ 내지 65℃의 범위의 온도에서 2×SSC 완충액, 0.1％ w/v SDS이다.  특

히 바람직하게는 65℃ 이상의 온도에서 0.1×SSC 완충액, 0.1％ w/v SDS인 높은 엄격도의 조건이다.  한편, 서

열은 1개 또는 수개의 뉴클레오티드 (예를 들면, 1 내지 5개의 뉴클레오티드)가 치환, 결실 또는 삽입된, 서열

번호 1, 2 및 3, 및 그 상보쇄의 사슬 중 하나 이상의 서열일 수 있다.  그러나, 이들 치환, 결실 또는 삽입된

서열은, 치환, 결실 또는 삽입되지 않은 서열의 상보쇄에 대하여 엄격한 조건 하에서 혼성화할 수 있는 서열이

다.  또한, 서열 번호 1, 2 및 3, 및 그 상보쇄 중의 하나 이상이, 1 내지 5개의 뉴클레오티드의 혼합 뉴클레오

티드 서열일 수 있거나, 또는 서열 번호 1, 2 및 3, 및 그 상보쇄 중의 하나 이상이 1 내지 5개의 뉴클레오티드

로 유니버설(universal) 뉴클레오티드를 포함하는 서열일 수도 있다.  사용되는 유니버설 뉴클레오티드의 예로

는, 데옥시이노신(dI), 및 그렌 리서치(Gren Research)사로부터 입수가능한 3-니트로피롤, 5-니트로인돌, 데옥

시리보푸라노실(dP), 데옥시-5'-디메톡시트리틸-D-리보푸라노실(dK)이 포함된다.  본 발명의 프라이머에서는 이

들 프라이머 영역이 서로 직접 연결될 수도 있고, 또는 스페이서를 통해 연결되어 있을 수도 있다는 것이 당업

자에게 자명할 것이다.  프라이머의 각 서열 간 또는 말단측에는 약 1 내지 100 뉴클레오티드, 바람직하게는 2

내지 30 뉴클레오티드의 서열(스페이서)가 존재할 수 있다.  핵산 프라이머의 길이는 약 15 내지 200 뉴클레오

티드, 바람직하게는 20 내지 100 뉴클레오티드, 더욱 바람직하게는 40 내지 60 뉴클레오티드이다.  

본 발명에 따른 HPV 바이러스의 유전자형을 검출하기 위한 프라이머에 있어서는, 프라이머 영역 F1과 F2 또는[0016]

B1과 B2에 대응하는 서열로서 상기 제1 내지 제3 서열군의 조합 또는 제4 서열군의 서열을 사용함으로써 다형성

영역만을 증폭할 수 있다.  그리고, 프로브를 사용하여 LAMP 증폭 산물에 포함된 서열 번호 4에 존재하는 다형

성을 검출할 수 있다.  따라서, LAMP 프라이머에 의한 증폭 산물의 덤벨 구조에 있어서의 단일쇄 루프 내에 위

치하는 표적 서열 FPc, FP, BP 또는 BPc은 서열 번호 4의 서열에 대응하게 된다.  

상기한 바와 같은 프라이머 영역 F1과 F2를 갖는 구조의 프로브를 사용하여, HPV 함유 검체 시료에 대하여 LAMP[0017]

법에 의한 증폭을 행하면, 도 4에서 설명한 바와 같이, 스템 앤드 루프 구조를 갖는 증폭 산물의 단일쇄 루프

구조 내에 포함되는 HPV 유래의 표적 서열(즉, 서열 번호 4에 대응하는 영역의 서열)이 얻어진다.

상기 증폭 반응은, 튜브당 1 프라이머 세트, 또는 튜브 당 다양한 유전자형을 위한 복수의 프라이머 세트를 이[0018]

용하여 행할 수 있다.  복수의 유전자형을 동시에 분류할 필요가 있는 경우에는, 후자의 방법을 이용하는 것이

효율적이다.  

이 증폭 산물을, 예를 들면 서열 번호 4와 상보적인 서열을 갖는 프로브 핵산(FP, FPc, BP 및 BPc)을 이용하여[0019]

검출한다.   형광물질(fluorochrome)  (플루오레세인,  로다민,  FITC,  FAM,  TET,  JOE,  VIC,  MAX,  ROX,  HEX,

TAMRA, Cy3, Cy5, 텍사스레드(TexasRed) 등), 퀀쳐(quencher) (TAMRA, 이클립스(Eclipse), 다브실(Dabcyl), Au

콜로이드 등), 전자 스핀 물질 및 금속 착물 (루테늄, 코발트, 철 등)에 의해 표지된 핵산 프로브를 이용하여

균일 혼성화가 달성된다.  예를 들어, 분자 표지(molecular beacon), 형광 공명 에너지 전이 (FRET) 및 전자 스

핀 공명 (ESR) 기술 등이 표지된 프로프를 이용한 균일 혼성화를 위해 종종 사용된다.  표지를 이용하지 않은

균일 혼성화에는 인베이더(invader) 및 파이로시퀀싱(pyrosequencing) 기술도 사용된다.  LAMP 산물에 대한 균

일 혼성화 검정은 특별히 한정되지 않는다.  프로브 핵산은 불균일 혼성화를 위해 고상 지지체 표면에 고정화될

수 있고, 전형적으로는 DNA 칩이 사용되지만, 다른 마이크로 어레이 상의 프로브를 이용할 수도 있다.  상술한

바와 같이, 서열 번호 4의 영역은 다형성 영역이기 때문에, 증폭 산물을 검출하기 위한 프로브 핵산은 검출할

다형성에 따라서 변경될 수 있다.

본 발명에서 이용하는 핵산 프로브 서열은, 제5 서열군 (표 5)에서 선택되는 서열 또는 제5 서열군에서 선택되[0020]

는 서열의 상보 서열, 또는 제5 서열군에서 선택되는 서열 또는 그 상보 서열의 1개 또는 수개의 염기가 치환,
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결실 또는 삽입된 서열을 포함하는 서열을 가지는 핵산 프로브가 바람직하다.  또한, 문헌[Kleter et al., J.

Clin. Microbio1., 37, 2508-17(1999)], [Vernon et al., BMC Infectious Diseases, 3:12 (2003)], 일본 특허

공개 (평)09-509062 등에 기재된 서열을 이용할 수도 있다.  핵산 프로브의 구조는 특별히 한정되는 것은 아니

고, DNA, RNA, PNA, LNA, 메틸포스포네이트 골격의 핵산, 그 밖의 인공 핵산쇄를 이용할 수도 있다.  또한, 이

들의 키메라 핵산도 사용할 수 있다.  핵산 프로브를 고상 지지체 상에 고정화하는 경우에는 아미노기, 티올기

또는 비오틴과 같은 관능기를 도입할 수도 있고, 또한 관능기와 뉴클레오티드 사이에 스페이서를 추가적으로 도

입할 수도 있다.  여기서 이용되는 스페이서의 종류는 특별히 한정되지 않지만, 예를 들면 알칸 또는 에틸렌글

리콜 골격을 사용할 수 있다.  또한, 본 발명에서 사용되는 유니버설 뉴클레오티드로는, 데옥시이노신(dI), 및

그렌 리서치사로부터 입수가능한 3-니트로피롤, 5-니트로인돌, 데옥시리보푸라노실 (dP), 데옥시-5'-디메톡시트

리틸-D-리보푸라노실 (dK) 등이 포함된다.  

본 발명에서 사용하는 검출법은 특별히 한정되는 것은 아니지만, 예로는 탁도, 가시광, 형광, 화학 발광, 전기[0021]

화학 발광, 화학 형광, 형광 에너지 전이법, ESR 등의 광학적인 수법이나, 전류, 전압, 주파수, 전도도, 저항

등의 전기적인 성질을 이용한 발명이 포함된다.  

본 발명에서 이용하는 핵산 프로브를 고정화하기 위한 지지체는 특별히 한정되는 것은 아니지만, 예로는 입자[0022]

(예를 들면, 수지 비드, 자기 비드, 금속 미립자, 금 콜로이드 등), 기판(예를 들면, 마이크로타이터 플레이트,

유리 기판, 실리콘 기판, 수지제 기판, 전극 기판, 막 등) 등이 포함된다.  

본 발명에서 사용하는 지지체의 재료는 특별히 한정되는 것은 아니지만, 투과성 재료, 예를 들면 다공질체나[0023]

막, 및 불투과성 재료, 예를 들면 유리나 수지가 포함된다.  지지체 재료의 전형적인 예로는 유리, 석영 유리,

알루미나, 사파이어, 포스테라이트(forsterite), 탄화규소, 산화규소, 질화규소 등의 무기 절연 재료, 및 폴리

에틸렌, 에틸렌, 폴리프로필렌, 폴리이소부틸렌, 폴리메틸 메타크릴레이트, 폴리에틸렌 테레프탈레이트, 불포화

폴리에스테르, 불소 함유 수지, 폴리염화비닐, 폴리염화비닐리덴, 폴리아세트산비닐, 폴리비닐알코올, 폴리비닐

아세탈, 아크릴 수지, 폴리아크릴로니트릴, 폴리스티렌, 아세탈 수지, 폴리카보네이트, 폴리아미드, 페놀 수지,

우레아 수지, 에폭시 수지, 멜라민 수지, 스티렌-아크릴로니트릴 공중합체, 아크릴로니트릴 부타디엔 스티렌 공

중합체, 실리콘 수지, 폴리페닐렌옥시드, 폴리술폰, 폴리에틸렌글리콜, 아가로스, 아크릴아미드, 니트로셀룰로

오스, 나일론, 라텍스 등의 유기 재료가 포함된다.  

핵산쇄가 고정화되는 지지체 표면은, 예를 들면 전극 재료로 구성될 수 있다.  전극 재료는 특별히 한정되는 것[0024]

은 아니지만, 예를 들면, 금, 금의 합금, 은, 백금, 수은, 니켈, 팔라듐, 실리콘, 게르마늄, 갈륨, 텅스텐 등의

순금속 및 이들의 합; 흑연, 글래시 카본 등의 탄소 재료; 및 이들의 산화물 및 화합물이 포함된다.  다른 예로

는, 산화규소 등의 반도체 화합물이나, CCD, FET, CMOS 등 각종 반도체 디바이스를 포함한다.  전극은 도금, 인

쇄, 스퍼터링, 증착 등에 의해 제조할 수 있다.  증착을 행하는 경우에는, 저항 가열법, 고주파 가열법 또는 전

자빔 가열법에 의해 전극막을 형성할 수 있다.  또한, 스퍼터링을 행하는 경우에는 직류 2극 스퍼터링, 바이어

스  스퍼터링,  비대칭  교류  스퍼터링,  게터  스퍼터링  또는  고주파  스퍼터링으로  전극막을  형성할  수  있다.

또한, 폴리피롤 또는 폴리아닐린의 전해 중합막이나 도전성 고분자도 사용할 수 있다.  전극 이외의 부분을 절

연하기 위한 재료는 특별히 한정되는 것은 아니지만, 광중합체 또는 포토레지스트 재료인 것이 바람직하다.  레

지스트 재료로서는, 광노광용 포토레지스트, 원자외선용 포토레지스트, X선용 포토레지스트 및 전자선용 포토레

지스트가 이용된다.  광노광용 포토레지스트의 예로는, 주원료로 환화고무, 폴리신남산 또는 노볼락 수지를 함

유하는 포토레지스트를 들 수 있다.  원자외선용 포토레지스트에는 환화고무, 페놀 수지, 폴리메틸이소프로페닐

케톤(PMIPK), 폴리메틸 메타크릴레이트(PMMA) 등이 이용된다.  또한, X선용 레지스트에는, COP, 메탈아크릴레이

트 외에 박막 핸드북(오옴사)에 기재된 물질을 사용할 수 있다.  또한 전자선용 레지스트에는, PMMA 등 상기 문

헌에 기재된 물질을 이용할 수 있다.  사용되는 레지스트의 두께는 100 Å 이상 1 ㎜ 이하인 것이 바람직하다.

포토레지스트로 전극을 피복하여 리소그래피를 행함으로 면적을 일정하게 할 수 있다.  이에 따라, DNA 프로브

의 고정화량이 각각의 전극 사이에서 균일하게 되어, 재현성이 우수한 측정이 가능해진다.  레지스트 재료는 최

종적으로 제거하는 것이 일반적이지만, 유전자 검출용 전극으로서는 레지스트 재료를 제거하지 않고 전극의 일

부로서 이용할 수도 있다.  이 경우에는, 레지스트 재료로서 내수성이 높은 물질을 사용할 필요가 있다.  전극

상부에 형성하는 절연층에는 포트레지스트 재료 외의 재료도 이용할 수 있다.  예를 들면, Si, Ti, Al, Zn, Pb,

Cd, W, Mo, Cr, Ta, Ni 등의 산화물, 질화물 및 탄화물, 및 이들의 합금을 이용할 수도 있다.  이들 재료 상에

예를 들어, 스퍼터링, 증착 또는 CVD 등을 이용하여 박막을 형성한 후, 포토리소그래피로 전극 노출부의 패터닝

을 행하여, 면적을 일정한 값으로 조정한다.  1개의 칩 상에 여러 개의 전극부를 구성하고 서로 다른 프로브를

고정화함으로써, 수 종류의 표적에 대하여 검사를 행할 수 있는 전극을 제조할 수 있다.  또한, 1개의 칩 상에
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여러 개의 전극부를 구성하고 동일 프로브를 고정화함으로써, 한번에 다수의 검체의 검사를 행할 수도 있다.

이 경우, 포트리소그래피를 이용하여, 미리 기판 상에 복수의 전극을 패터닝하여 둔다.  이때, 이웃한 전극이

접촉하지 않도록, 개별 전극들을 분리하는 절연막으로 구획을 형성하는 것이 효과적이다.  절연막의 두께는 0.1

마이크로미터 내지 100 마이크로미터 정도가 바람직하다.  

본 발명이 대상으로 하는 검체는 특별히 한정되는 것은 아니고, 예를 들면, 혈액, 혈청, 백혈구, 소변, 변, 정[0025]

액, 타액, 질액, 조직, 생검 검체, 구강내 점막, 배양된 세포, 가래 등이 포함된다.  이들 검체 시료로부터 핵

산 성분의 추출을 행한다.  추출 방법은 특별히 한정되는 것은 아니고, 페놀-클로로포름법 등의 액체-액체 추출

법이나  담체를  이용하는  고체-액체  추출법이  포함된다.   또한,  시판되고  있는  핵산  추출  키트,  예컨대,

QIAamp(QIAGEN사 제조), 수마이(Sumai) 테스트(스미또모 긴조꾸사 제조) 등을 대신 이용할 수도 있다.  추출한

핵산 성분을 LAMP 법에 의해 증폭시키고, 증폭 산물을 유전자 검출용 전극에 고정화된 프로브와 혼성화시킨다.

반응은 이온 강도 0.01 내지 5의 범위, pH 5 내지 10의 범위의 완충액 내에서 행한다.  이 용액에 혼성화 촉진

제인 황산덱스트란이나, 연어 정자 DNA, 소 흉선 DNA, EDTA 및 계면활성제을 첨가할 수 있다.  여기에 추출한

핵산 성분을 첨가한다.  또한, 기판 상에 용액을 적하함으로써 혼성화 반응을 행할 수도 있다.  반응 중 교반

또는 진탕 등의 조작으로 반응 속도를 높이는 것도 가능하다.  반응 온도는 바람직하게는 10℃ 내지 90℃의 범

위이며,  반응  시간은  약  1분  이상  하룻밤  정도  행한다.   혼성화  반응  후,  전극을  취출하여  세정한다.

세정에는, 이온 강도 0.01 내지 5의 범위, pH 5 내지 10의 범위의 완충액을 이용한다.  

추출한 샘플 핵산은 FITC, Cy3, Cy5 또는 로다민 등의 형광 색소, 바이오틴, 햅텐, 옥시다아제나 포스파타제 등[0026]

의 효소, 또는 페로센 또는 퀴논 등의 전기 화학적으로 활성인 물질로 표지하거나, 또는 상술한 물질로 미리 표

지한 제2 프로브를 이용함으로써 검출할 수 있다.  

예를 들어, 전기 화학적으로 활성인 DNA 결합 물질을 이용하는 경우에는, 이하와 같은 절차로 핵산 성분들을 분[0027]

석한다.  먼저 기판을 세정한 후, 전극 표면에 형성된 이중쇄 부분에 선택적으로 결합하는 DNA 결합 물질을 반

응시켜, 전기 화학적으로 분석한다.  이용되는 DNA 결합 물질은 특별히 한정되는 것은 아니지만, 예를 들면, 획

스트(Hoechst) 33258, 아크리딘 오렌지, 퀴나크린, 다우노마이신, 메탈로인터칼레이터, 비스아크리딘 등의 비스

인터칼레이터, 트리스인터칼레이터, 폴리인터칼레이터등을 이용할 수 있다.  또한, 이들 인터칼레이터를 전기

화학적으로 활성인 금속 착체, 예를 들면, 페로센 또는 바이올로겐으로 수식할 수도 있다.  DNA 결합 물질의 농

도는 그 종류에 따라서 다르지만, 일반적으로는 1 ng/㎖ 내지 1 ㎎/㎖의 범위이다.  이 때, 이온 강도 0.001 내

지 5의 범위, pH 5 내지 10의 범위의 완충액을 이용한다.  전극을 DNA 결합 물질과 반응시킨 후, 세정하여, 전

기 화학적으로 분석한다.  전기 화학적인 측정은 참조 전극, 대극 및 작용극을 포함하는 3 전극 분석기, 또는

대극 및 작용극을 포함하는 2 전극 분석기에서 행한다.  측정시에는, DNA 결합 물질이 전기 화학적으로 반응하

도록 하기에 충분한 전위를 인가하여, DNA 결합 물질에서 유래되는 반응 전류치를 측정한다.  전위는 선형적으

로 변경시키거나, 또는 펄스로 또는 정전위로 인가할 수 있다.  측정시에는 포텐셔스탯 (potentiostat), 디지탈

멀티미터, 펑션 제너레이터(function generator) 등의 장치를 이용하여 전류 및 전압을 제어한다.  측정된 전류

치를 기초로, 검량선으로부터 표적 유전자의 농도를 산출한다.  유전자 검출용 전극을 이용한 유전자 검출 장치

는 유전자 추출부, 유전자 반응부, DNA 결합 물질 반응부, 전기 화학 측정부, 세정부 등을 포함한다.  

본 발명에 따른 방법을 사용함으로써, 인간 유두종 바이러스의 감염을 진단할 수 있다.  [0028]

즉, 인간으로부터 검체 시료를 얻는 것과, [0029]

검체 시료로부터 핵산 성분을 추출하는 것과, [0030]

상기 기재의 핵산 프라이머 중에서 선택되는 1종 이상의 프라이머를 포함하는 복수의 프라이머를 사용하여,[0031]

LAMP 반응에 의해 검체 시료 중의 핵산쇄를 증폭시키는 공정과, 

상기 증폭 반응 후에 증폭 산물의 존재 여부를 검지하는 공정[0032]

을 포함하고, 여기서 증폭 산물의 존재는 인간 유두종 바이러스에 의한 감염을 나타내는 것인, 인간 유두종 바[0033]

이러스의 감염을 진단하는 방법이 제공된다.  

또한, 인간으로부터 검체 시료를 얻는 것과, [0034]

검체 시료로부터 핵산 성분을 추출하는 것과, [0035]

상기 기재의 핵산 프라이머 중에서 선택되는 1종 이상의 프라이머를 포함하는 복수의 프라이머를 사용하여,[0036]

등록특허 10-1192561

- 11 -



LAMP 반응에 의해 검체 시료 중의 핵산쇄를 증폭시키는 공정과, 

상기 증폭 반응 후에 증폭 산물의 존재 여부를 검지하거나, 또는 바이러스의 유전자형을 분류하는 공정[0037]

을 포함하고, 여기서 증폭 산물의 존재는 인간 유두종 바이러스에 의한 감염을 나타내는 것인, 인간 유두종 바[0038]

이러스의 감염을 진단하는 방법이 제공된다.

또한, 본 발명은 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유전자형의 분류에 사용되는 LAMP 증폭용 키트를 제공한다.[0039]

이 LAMP 증폭용 키트는 이하의 (a) 내지 (f) 중에서 선택되는 핵산 프라이머, 및 추가로, LAMP 증폭 반응에 필

요한  임의의  다른  성분,  예컨대,  폴리머라제,  dNTP,  베타인,  버퍼,  포지티브  컨트롤  DNA  및  멸균수  를

포함한다: 

(a) 표 1에 기재된 제1 서열군에서 선택되는 서열과 상보적인 서열, 및 표 2에 기재된 제2 서열군에서 선택되는[0040]

서열을 동일쇄 상에 포함하는 핵산 프라이머; 

(b) 제1 서열군에서 선택되는 서열과 상보적인 서열, 및 표 3에 기재된 제3 서열군에서 선택되는 서열을 동일쇄[0041]

상에 포함하는 핵산 프라이머; 

(c) 제2 서열군에서 선택되는 서열과 상보적인 서열, 및 제3 서열군에서 선택되는 서열을 동일쇄 상에 포함하는[0042]

핵산 프라이머; 

(d) 핵산 프라이머 (a), (b) 및 (c) 중 선택된 하나의 서열과, 하나 이상의 염기의 삽입, 결실 또는 치환으로[0043]

인하여 서로 다른 서열을 포함하고, 핵산 프라이머 (a), (b) 및 (c) 중 선택된 하나의 상기 서열에 상보적인 서

열을 갖는 핵산쇄와 혼성화할 수 있는 핵산 프라이머; 

(e) 표 4에 기재된 제4 서열군에서 선택되는 서열 또는 그것에 상보적인 서열을 포함하는 핵산 프라이머; 및 [0044]

(f) 핵산 프라이머 (e)의 선택된 서열과, 하나 이상의 염기의 삽입, 결실 또는 치환으로 인하여 서로 다른 서열[0045]

을 포함하고, 핵산 프라이머 (e)의 상기 선택된 서열에 상보적인 서열을 갖는 핵산쇄와 혼성화할 수 있는 핵산

프라이머.

또한, 본 발명은 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유전자형의 분류에 사용되는 검출용 키트를 제공한다.  이 검[0046]

출용 키트는, 상기 LAMP 증폭용 키트, 및 상기 LAMP 증폭용 키트를 이용하여 증폭된 인간 유두종 바이러스의

LAMP 증폭 산물을 검출하기 위한 핵산쇄가 고정화된 지지체를 포함한다.  여기서, 상기 고정화된 핵산쇄는 하기

(g) 또는 (h)이다:

(g) 표 5에 기재된 제5 서열군에서 선택되는 서열 또는 그것에 상보적인 서열을 포함하는 핵산 프로브, 또는 [0047]

(h) 핵산 프로브 (g)의 선택된 서열과, 하나 이상의 염기의 삽입, 결실 또는 치환으로 인하여 서로 다른 서열을[0048]

포함하고, 핵산 프로브 (g)의 상기 선택된 서열에 상보적인 서열을 갖는 핵산쇄와 혼성화할 수 있는 핵산 프로

브.

이 핵산 프로브는, 지지체 표면에 고정화되고, 지지체 및 지지체 표면은 상기한 바와 같은 재료로 구성된다.[0049]

<실시예>[0050]

이하, 프라이머 영역에 대응하는 서열인, 제1 서열군, 제2 서열군, 제3 서열군, 제4 서열군의 구체예를 표에 나[0051]

타내었다.  
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표 1

[0052]
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표 2

[0053]
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표 3

[0054]
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표 4

[0055]
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[0056]
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[0057]
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[0058]
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[0059]
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[0060]
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[0061]
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[0062]
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[0063]
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[0064]

등록특허 10-1192561

- 25 -



[0065]
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[0066]
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[0067]
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[0068]
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[0069]
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[0070]
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[0071]
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[0072]
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[0073]
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[0074]
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[0075]
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[0076]

또한, 핵산 프로브에 대응하는 서열인, 제5 서열군의 구체예를 하기에 나타낸다.[0077]

표 5

[0078]
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[0079]

[0080]
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[0081]

[0082]
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[0083]

[0084]
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[0085]

[0086]

[0087]
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[0088]

[0089]

이하에, 본 발명에 의한 핵산 검출 방법을 실시예를 참조하여 구체적으로 설명한다.  [0090]

(1) 합성 올리고뉴클레오티드[0091]

상기 표 1에 기재된 서열을 조합하여, 인간 유두종 바이러스의 검출 및 유전자형의 분류에 사용되는 핵산 프라[0092]

이머를 제조한다.  구체적으로, 제1 서열군과 제2 서열군의 서열, 제1 서열군과 제3 서열군의 서열, 또는 제2

서열군의 서열의 상보쇄와 제3 서열군의 서열을 서로 직접 연결하거나 또는 스페이서를 통해 연결한다.  또한,

제4 서열군의 서열 또는 이들의 상보 서열을 제조한다.  프라이머의 합성 시, 당업자에게 공지된 임의의 방법을

사용할 수 있다.  

(2) LAMP 반응 용액 [0093]

LAMP 반응 용액은 이하의 표 6의 조성을 가진다.  사용된 주형으로는 HPV16이 클로닝된 플라스미드 DNA를 사용[0094]

하였다.  
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표 6

[0095]

또한, 이하의 표 7에 나타낸 LAMP 증폭 반응용 핵산 프라이머 서열을 동시에 사용한다.  [0096]

표 7

[0097]

(3) LAMP법에 의한 핵산 증폭 [0098]

온도는 58℃, 시간은 1시간으로 하여 핵산 증폭을 행한다.  주형 대신에 멸균수을 첨가한 것을 네거티브 컨트롤[0099]

로 한다.  증폭된 LAMP 산물을 아가로스 겔 전기 영동으로 분석한 결과, LAMP 산물에 전형적인 래더형 패턴이

나타났다.  한편, 주형 DNA가 포함되어 있지 않은 경우에는 증폭이 전혀 보이지 않았다.  따라서, 선택된 프라

이머 세트를 이용하여 유두종 바이러스의 서열 특이적 증폭을 행할 수 있었다.

(4) 핵산 프로브 고정화 슬라이드 유리의 제조 (도 5)[0100]

DNA 프로브 (1) 내지 (5)를 슬라이드 (6) 상에 고정화시켰다.  이들의 핵산 서열을 하기 표 8a에 나타냈다.[0101]
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[표 8a][0102]

[0103]

HPV 16 내지 31는 HPV의 서브타입에 대하여 특이적인 서열로 사용하였고, rDNA는 네거티브 컨트롤로서 사용하였[0104]

다.  각각의 프로브는 말단이 아미노기로 수식되어 있고, 카르보디이미드 처리한 슬라이드 유리 기판에 프로브

용액을 스폿팅(spotting)함으로써 고정화시켰다.  최종적으로는 초순수로 세정하고 공기건조하여 DNA 칩을 제조

하였다.  

(5) 핵산 프로브에의 LAMP 산물의 혼성화[0105]

핵산 시료로는 상기 (3)에서 증폭한 LAMP 산물을 이용하였다.  (4)에서 제조한 DNA 칩을 2×SSC의 염을 첨가한[0106]

LAMP 산물 용액에 침지시키고, 35℃에서 60분간 정치함으로써 혼성화시켰다.  계속해서, Cy5 표지한 서열 번호

7의 핵산을 첨가하여 35℃, 15분 정치한 후, 초순수로 가볍게 세정하였다.  형광 강도는 아머샴(Amersham) 사

제조 타이훈(Tyhoon)을 이용하여 검출하였다.  

(6) 결과[0107]

형광 측정의 결과, HPV16의 프로브를 고정화한 스폿으로부터만 유의한 발광이 검출되었으며, 이는 LAMP 반응에[0108]

의해 증폭한 핵산을 서열 특이적으로 검출할 수 있음을 나타낸다. 

(7) 핵산 프로브 고정화 전극의 제조 (도 6)[0109]

DNA 프로브 (7) 내지 (11)을 지지체 (12) 상에 위치시킨 전극 (13) 상에 고정화시켰다.  이들의 핵산 서열을 하[0110]

기 표 8b에 나타냈다.  접속부 (14)는 지지체 (12) 상에 위치할 수 있다.

[표 8b][0111]

[0112]

HPV 16 내지 31는 HPV의 서브타입에 대하여 특이적인 서열로 사용하였고, rDNA는 네거티브 컨트롤로서 사용하였[0113]

다.  각각의 프로브는 말단을 티올기로 수식되어 있고, 금 전극에 프로브 용액을 스폿팅함으로써 고정화시켰다.

최종적으로는, 초순수로 세정하고 공기건조하여, DNA 칩을 제조한다.  

(8) 핵산 프로브에의 LAMP 산물의 혼성화[0114]

(7)에서 제조한 DNA 칩을 2×SSC의 염을 첨가한 LAMP 산물 용액에 침지시키고, 35℃에서 60분간 정치함으로써[0115]

혼성화시켰다.  이 전극을 삽입제 (intercalating agent)인 획스트 33258을 50 μM 함유하는 인산 완충액 중에

15분간 침지시킨 후, 획스트 33258 분자의 산화 전류 반응을 측정한다.  

(9) 결과 [0116]

전류 측정 결과는 HPV16의 프로브를 고정화한 스폿으로부터만 유의한 전류 신호가 검출가능했음을 나타냈다.[0117]

따라서, LAMP 반응으로 증폭한 핵산을 서열 특이적으로 검출할 수 있는 것이 명백해졌다.

(10) LAMP법에 의한 멀티 증폭 1 [0118]
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표 9에 나타낸 프라이머를 이용하여 1종의 주형에 대한 증폭을 행하였다.  그 결과, LAMP 증폭에 특징적인 래더[0119]

형 밴드가 관찰되어, 유전자형 특이적인 증폭이 확인되었다 (도 7).  그후, 복수의 프라이머, 즉, 각 A 내지 D

의 4그룹의 복수의 혼합 프라이머 세트를 이용하여 1종의 주형에 대한 증폭을 행하였고, 그 결과 유전자형 특이

적인 증폭이 확인되었다 (도 8).

표 9

[0120]

(11) LAMP 멀티 증폭 산물의 검출 1 [0121]

도 8에 나타낸 증폭 산물을, 서열 번호 605, 623, 635, 652, 683, 763 및 793로 나타낸 프로브를 동일 칩 상에[0122]

고정화시킨 전류 검출형 DNA 칩을 이용하여 검출하였다.  이들 프로브는 각각 서열 번호 16, 18, 31, 33, 45,

58 및 68의 핵산에 특이적으로 반응하도록 설계되었다.  주형 16과 18만을 이용하여 증폭을 행한 샘플을 반응시

킨 결과, 주형에 대응하는 전극으로부터만 전류의 증가가 나타나, 유전자형 특이적인 검출이 확인되었다 (도

9). 

(12) LAMP법에 의한 멀티 증폭 2[0123]

표 10에 나타낸 프라이머 세트 A 내지 D 그룹을 각각 혼합하여 복수의 프라이머 세트를 얻었다.  복수의 프라이[0124]

머 세트를 이용하여 1종의 주형에 대한 증폭을 행하였다.  주형 농도 10
3 
카피/반응, 증폭 온도 65℃에서 2시간

동안 증폭을 행하였다.  그 결과, 유전자형 특이적인 증폭이 확인되었다 (도 10). 
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표 10

[0125]

(13) LAMP 멀티 증폭 산물의 검출 2[0126]

도 10에 나타낸 증폭 산물을, 서열 번호 602, 623, 635, 647, 657, 681, 694, 750, 762, 774 및 793으로 나타[0127]

낸 프로브를 동일칩 상에 고정화시킨 전류 검출형 DNA 칩을 이용하여 검출하였다.  이들 프로브는 각각 서열 번

호 16, 18, 31, 33, 35, 45, 51, 56, 58, 59 및 68의 핵산에 특이적으로 반응하도록 설계되었다.  11종 각각을

주형으로 이용하여 증폭을 행하여 얻은 샘플을 반응시킨 결과, 주형에 대응하는 전극으로부터만 전류의 증가가

나타나, 11종의 유전자형 특이적인 검출이 확인되었다.  

(14) LAMP법에 의한 멀티 증폭 3[0128]

표 11에 나타낸 A 내지 D 그룹의 프라이머 세트를 혼합하여 복수의 프라이머 세트를 얻었다.  구체적으로, 튜브[0129]

A는 프라이머 16, 35 및 59의 프라이머 세트를 함유하고, 튜브 B는 프라이머 18, 39 및 56의 프라이머 세트를

함유하고, 튜브 C는 프라이머 45, 51, 58 및 68의 프라이머 세트를 함유하고, 튜브 D는 프라이머 31, 33 및 52

의 프라이머 세트를 함유하였다.  또한, 튜브 E는 인간의 β-글로빈 유전자를 증폭하기 위한 프라이머로서 서열

번호 801, 802, 803, 804의 프라이머를 함유하였다 (표 12).  복수의 프라이머 세트를 이용하여 1종의 주형에

대한 증폭을 각각 행하였다.  주형으로는 각 HPV 형에 대응하는 플라스미드를 이용하고, 10
3
 카피/반응의 농도

및 63℃에서 1.5시간 동안 혼성화시켰고, 그 결과, 유전자형 특이적인 증폭이 확인되었다.
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표 11

[0130]
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[0131]
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표 12

[0132]

(15) LAMP 멀티 증폭 산물의 검출 3[0133]

상술한 증폭 산물을, 서열 번호 600, 623, 630, 641, 654, 673, 676, 699, 725, 750, 752, 771 및 783으로 나[0134]

타낸 프로브를 동일칩 상에 고정화시킨 전류 검출형 DNA 칩을 이용하여 검출하였다.  이들 프로브는 각각 16,

18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 및 68의 서열에 특이적으로 반응하도록 설계되었다.  또한, 반응

의 포지티브 컨트롤로서, β-글로빈 유전자를 검출하기 위한 프로브로서 서열 번호 813을, 그리고 네거티브 컨

트롤로서 서열 번호 814도 동일 기판 상에 고정화시켰다 (표 13).  13종의 각각을 주형으로 하여 증폭을 행하여

얻은 샘플을 반응시킨 결과, 주형에 대응하는 전극으로부터만 전류의 증가가 나타나, 13종의 유전자형 특이적인

검출이 확인되었다.  
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표 13

[0135]

추가적인 장점 및 변형은 당업자가 쉽게 떠오를 것이다.  따라서, 본 발명의 넓은 국면은 본 명세서에 도시 및[0136]

설명된 특정 세부사항 및 대표적인 실시태양에 한정되지 않는다.  즉, 첨부된 청구범위 및 그 균등물에 의해 정

의된 발명의 일반적 사상의 본지 또는 범위를 벗어나지 않고 다양한 변형이 이루어질 수 있다.
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도면

도면1

도면2
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도면3
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도면4

도면5
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도면6

도면7

도면8
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도면9
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도면10
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도면11

서 열 목 록

서열목록 전자파일 첨부
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