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방법에 관한 것이다. 본 발명은 (a) 서로 다른 450~550 bp 길이의 감악 바이러스의 게놈 서열 단편들을 증폭하는

다수의 정방향 및 역방향 프라이머 쌍들로 이루어진 서로 다른 멀티플렉스 프라이머 세트들을 포함하는 멀티플렉

스 프라이머 세트 풀을 제조하는 단계; 및 (b) 감악 바이러스 감염 시료에서 상기 제조된 프라이머 세트 풀을 이

용하여 차세대 시퀀싱(next generation sequencing)을 사용하기 위한 시료 전처리(sample pre-processing) 과정

으로서 멀티플렉스 중합 효소 연쇄반응(multiplex polymerase chain reaction, mPCR)을 실시하는 단계;를 포함

하고, 상기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 52로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프라이머

쌍을 포함하는 것인, 감악 바이러스(Gamak virus)의 서열 라이브러리 제작 방법을 제공한다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

(a) 서로 다른 500~1200 bp 길이의 감악 바이러스의 게놈 서열 단편들을 증폭하는 다수의 정방향 및 역방향 프

라이머 쌍들로 이루어진 서로 다른 멀티플렉스 프라이머 세트들을 포함하는 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 제

조하는 단계; 및

(b) 감악 바이러스 감염 시료에서 상기 제조된 프라이머 세트 풀을 이용하여 차세대 시퀀싱(next generation

sequencing)을 사용하기 위한 시료 전처리(sample pre-processing) 과정으로서 멀티플렉스 중합 효소 연쇄반응

(multiplex polymerase chain reaction, mPCR)을 실시하는 단계;를 포함하고,

상기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 40으로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프라이머 쌍

을 포함하는 것인, 감악 바이러스(Gamak virus)의 서열 라이브러리 제작 방법.

청구항 2 

제1항에 있어서,

(a) 단계는, 상기 멀티플렉스 프라이머 세트에 의해 증폭되는 감악 바이러스 게놈 서열 단편들 중 5'에서 3' 방

향으로 서로 인접하는 2개의 단편들은 중첩 서열(overlapping sequence)을 포함하고, 상기 중첩 서열은 30 내지

80 bp의 길이로 선행하는 단편의 3'-말단 및 후행하는 단편의 5'-말단에 공통적으로 존재하며, 상기 멀티플렉스

프라이머 세트 풀에 의해 증폭되는 모든 단편들을 5'에서 3' 방향으로 서로 중첩하는 경우 감악 바이러스의 전

장 게놈 서열을 포함하는 것인, 감악 바이러스(Gamak virus)의 서열 라이브러리 제작 방법.

청구항 3 

(a) 서로 다른 500~1200 bp 길이의 감악 바이러스의 게놈 서열 단편들을 증폭하는 다수의 정방향 및 역방향 프

라이머 쌍들로 이루어진 서로 다른 멀티플렉스 프라이머 세트들을 포함하는 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 제

조하는 단계;

(b) 감악 바이러스 감염 시료에서 상기 제조된 프라이머 세트 풀을 이용하여 차세대 시퀀싱(next generation

sequencing)을 사용하기 위한 시료 전처리(sample pre-processing) 과정으로서 멀티플렉스 중합 효소 연쇄반응

(multiplex polymerase chain reaction, mPCR)을 실시하는 단계; 및 

(c)  상기 증폭된 mPCR  산물들을 포함하는 감악 바이러스 서열 라이브러리를 차세대 시퀀싱(next  generation

sequencing, NGS)으로 분석하는 단계를 포함하고, 

상기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 40으로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프라이머 쌍

을 포함하는 것인, 시료 내 감악 바이러스(Gamak virus)의 전장 게놈 서열 확인 방법.

청구항 4 

제3항에 있어서,

(a) 단계는, 상기 멀티플렉스 프라이머 세트에 의해 증폭되는 감악 바이러스 게놈 서열 단편들 중 5'에서 3' 방

향으로 서로 인접하는 2개의 단편들은 중첩 서열(overlapping sequence)을 포함하고, 상기 중첩 서열은 30 내지

80 bp의 길이로 선행하는 단편의 3'-말단 및 후행하는 단편의 5'-말단에 공통적으로 존재하며, 상기 멀티플렉스

프라이머 세트 풀에 의해 증폭되는 모든 단편들을 5'에서 3' 방향으로 서로 중첩하는 경우 감악 바이러스의 전

장 게놈 서열을 포함하는 것인, 시료 내 감악 바이러스(Gamak virus)의 전장 게놈 서열 확인 방법.

청구항 5 

제3항에 있어서, 

상기 시료는 혈액, 혈청, 객담, 소변 또는 생체 조직으로부터 얻는 것인, 시료 내 감악 바이러스(Gamak virus)
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의 전장 게놈 서열 확인 방법.

청구항 6 

제3항에 있어서, 

상기 시료는 RNA 또는 cDNA인 것인, 시료 내 감악 바이러스(Gamak virus)의 전장 게놈 서열 확인 방법.

청구항 7 

멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 진단용 키트로서, 

상기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 서열번호 40으로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프

라이머 쌍을 포함하는 것인 키트.

청구항 8 

제7항에 있어서,

상기 시료는 혈액, 혈청, 객담, 소변 또는 생체 조직으로부터 얻는 것인 키트.

청구항 9 

제7항에 있어서,

상기 시료는 RNA 또는 cDNA인 것인 키트.

청구항 10 

제7항에 있어서,

상기 키트는 PCR에 따라 실시되는 것인 키트.

청구항 11 

멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 유래 질환용 조성물로서, 

상기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 서열번호 40으로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프

라이머 쌍을 포함하는 것인 조성물.

청구항 12 

제11항에 있어서,

상기 시료는 혈액, 혈청, 객담, 소변 또는 생체 조직으로부터 얻는 것인 조성물.

청구항 13 

제11항에 있어서,

상기 감악 바이러스 유래 질환은 만성 신장 질환, 만성 폐 질환인 조성물.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 차세대 염기서열 분석법을 이용한 감악 바이러스 서열 라이브러리 제조 방법 및 전장 게놈 서열 확인[0001]

방법에 관한 것이다.

배 경 기 술

1970년대 후반부터 활발하게 연구되고 있는 염기서열 분석법을 이용하여 인간 질병의 원인을 밝혀내고, 그에 따[0002]

라  치료  및  예방하는데  응용되고  있다.  염기서열  분석법은  크게  1세대와  차세대  염기서열  분석법(next
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generation  sequencing:  NGS)으로  나뉜다.  1세대  염기서열  분석법은  1977년경에  개발된  Sanger

sequencing으로,  유전자  증폭  반응  (Polymerase  Chain  Reaction)  과정  중  ddNTPs(di-

deoxynucleotidetriphosphates)가 DNA strand의 합성을 중단시키는 chain-termination 원리를 응용하여 증폭된

DNA fragment를 모아 염기서열을 확인한다. 이와 같은 방법은 In vivo clone library를 이용하므로 정확도는 높

지만, 시퀸싱 속도가 느리고 높은 비용과 많은 노동력이 요구되는 한계점이 있다. 이와 같은 문제점을 극복하기

위하여  차세대  염기서열  분석법이  개발되었다.  1990년대  시작된  인간  유전체  분석  프로젝트로부터  저비용,

고속, 대용량 분석 기술이 요구됨에 따라서 2006년과 2007년에 각각 Roche와 Illumina사에서 차세대 시퀸싱 장

비를 개발하면서 차세대 염기서열 분석법에 대한 연구가 활성화되었다.

차세대 염기서열 분석법(next generation sequencing: NGS)은 수백만에서 수천만 이상의 대량의 염기서열을 한[0003]

번에 획득하는 기술로서 유전체 연구, 미생물 다양성 연구 등 여러 분야에서 사용되고 있다. 

현재 일루미나(Illumina)사의 마이씩(Miseq), 하이씩(Hiseq), 넥스트씩(Nextseq)등의 차세대 염기서열 분석기와[0004]

퍼시픽바이오사이언스(Pacific  bioscience)사의 시퀄(Sequel)  차세대 염기서열 분석기 및 라이프테크놀러지스

(Life technologies)사의 아이온 피쥐엠(Ion PGM), 아이온 프로톤(Ion Proton)등 차세대 염기서열 분석기가 개

발되어 사용되고 있다.

이러한 차세대 염기서열 분석을 통해 염기서열정보를 획득하기 위해서는 유전체, 전사체 혹은 목표 유전자가 차[0005]

세대 염기서열 분석기에 사용될 수 있도록 일련의 과정을 거쳐야 하는데 이러한 과정을 서열 라이브러리 준비

(sequencing library preparation)라고 한다.

바이러스 유전체 연구 분야에서 NGS는 전장 유전체 서열 확보, 바이러스 검출, 새로운 바이러스 발견, 환경에서[0006]

의 viral metagenomics, 숙주와 바이러스 간의 관계를 분석하는데 이용된다. 첫 번째, NGS를 이용하여 전체 유

전체 sequencing을 하여 viral genome의 다양성과 진화를 볼 수 있고 viral phylogenesis, 바이러스 분자 역학

과 감시에 도입할 수 있다. 그리고 virulence factor와 drug-resistance gene들을 확인할 수 있어 바이러스 증

식을 타겟으로 하는 치료약물과 숙주면역 저항을 볼 수 있다. 전체 유전체 sequencing 방법은 기존의 방법인

PCR을 통해 sequencing을 하는 것보다 가격과 시간을 단축을 할 수 있다. 두 번째로는 바이러스 병원체의 검출

과 새로운 바이러스의 발견을 들 수 있다. 사람의 혈액 또는 동물의 조직, 식물과 같은 샘플에서 NGS를 이용하

여 어떠한 바이러스 병원체가 감염되어 있는지를 확인할 수 있고 아직 밝혀지지 않은 새로운 바이러스도 발견할

수 있다. 예를 들어 사람의 혈액에서 암을 일으키는 바이러스를 확인할 수 있다. 이와 같은 방법을 이용해 진단

에 사용할 수 있다. 세 번째는 환경 또는 사람에서의 viral metagenomics이다. 환경 내에 존재하는 식물, 배설

물,  하수,  물과  같은  환경  샘플이나  사람의  혈액에서  NGS을  이용하여  시료에서  존재하는  virus  다양성과

population을 알 수 있다. 마지막으로, 차세대 염기서열 분석법을 통해 숙주와 바이러스 간의 관계 분석에 이용

할  수  있다.  숙주로부터  채취한  시료에서  바이러스  유전자의  발현을  분석하거나  바이러스와  숙주의

transcriptome과 epigenome 분석을 통해 바이러스의 감염에 의한 숙주 전사체의 발현 조절을 확인할 수 있다.

이러한 상관관계에 대한 연구를 통해 숙주와 바이러스 사이의 면역 시스템 연구에 도움을 줄 수 있다.

한편, 감악 바이러스(gamak virus)는 설치류, 예를 들면 땃쥐에서 유래하는 파라믹소 바이러스의 일종으로서,[0007]

대한민국 감악산에서 발견되었다. 인간에게 치명적인 질병을 일으키는 헨드라-니파 바이러스 유사 바이러스인

감악 바이러스는 현재 국내 감염 환자 보고 사례는 밝혀진 바 없으나, 과거 인간 폐 조직 유래 세포주에서 바이

러스의 증식 및 내재 면역 유전자 활성화에 대한 연구를 통해 새로운 인수 공통 감염병으로서의 가능성이 제기

된 바 있다
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본 발명은 감악 바이러스(Gamak virus)의 서열 라이브러리 제작 방법을 제공하는 것을 목적으로 한다.[0010]

본 발명은 또한, 시료 내 감악 바이러스(Gamak virus)의 전장 게놈 서열 확인 방법을 제공하는 것을 목적으로[0011]

한다.

본 발명은 또한, 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 진단용 키트를 제공하는 것을[0012]

목적으로 한다.

본 발명은 또한, 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 유래 질환용 조성물을 제공하[0013]

는 것을 목적으로 한다.

본 개시의 목적들은 이상에서 언급한 목적으로 제한되지 않으며, 언급되지 않은 본 개시의 다른 목적 및 장점들[0014]

은 하기의 설명에 의해서 이해될 수 있고, 본 개시의 실시 예에 의해 보다 분명하게 이해될 것이다. 또한, 본

개시의 목적 및 장점들은 특허 청구 범위에 나타낸 수단 및 그 조합에 의해 실현될 수 있음을 쉽게 알 수 있을

것이다.

과제의 해결 수단

본 발명은 (a) 서로 다른 500~1200 bp 길이의 감악 바이러스의 게놈 서열 단편들을 증폭하는 다수의 정방향 및[0015]

역방향 프라이머 쌍들로 이루어진 서로 다른 멀티플렉스 프라이머 세트들을 포함하는 멀티플렉스 프라이머 세트

풀을 제조하는 단계; 및 (b) 감악 바이러스 감염 시료에서 상기 제조된 프라이머 세트 풀을 이용하여 차세대 시

퀀싱(next generation sequencing)을 사용하기 위한 시료 전처리(sample pre-processing) 과정으로서 멀티플렉

스 중합 효소 연쇄반응(multiplex polymerase chain reaction, mPCR)을 실시하는 단계;를 포함하고, 상기 멀티

플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 40으로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프라이머 쌍을 포함하

는 것인, 감악 바이러스(Gamak virus)의 서열 라이브러리 제작 방법을 제공한다.

본 발명은 또한,(a) 서로 다른 500~1200 bp 길이의 감악 바이러스의 게놈 서열 단편들을 증폭하는 다수의 정방[0016]

향 및 역방향 프라이머 쌍들로 이루어진 서로 다른 멀티플렉스 프라이머 세트들을 포함하는 멀티플렉스 프라이

머 세트 풀을 제조하는 단계; (b) 감악 바이러스 감염 시료에서 상기 제조된 프라이머 세트 풀을 이용하여 차세

대 시퀀싱(next generation sequencing)을 사용하기 위한 시료 전처리(sample pre-processing) 과정으로서 멀

티플렉스 중합 효소 연쇄반응(multiplex polymerase chain reaction, mPCR)을 실시하는 단계; 및  (c) 상기 증

폭된 mPCR  산물들을 포함하는 감악 바이러스 서열 라이브러리를 차세대 시퀀싱(next generation sequencing,

NGS)으로 분석하는 단계를 포함하고,  상기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 40으로 이루어진

정방향 프라이머 및 역방향 프라이머 쌍을 포함하는 것인, 시료 내 감악 바이러스(Gamak virus)의 전장 게놈 서

열 확인 방법을 제공할 수 있다.

(a) 단계는, 상기 멀티플렉스 프라이머 세트에 의해 증폭되는 감악 바이러스 게놈 서열 단편들 중 5'에서 3' 방[0017]

향으로 서로 인접하는 2개의 단편들은 중첩 서열(overlapping sequence)을 포함하고, 상기 중첩 서열은 30 내지

80, 바람직하게는 40 내지 60 bp의 길이로 선행하는 단편의 3'-말단 및 후행하는 단편의 5'-말단에 공통적으로

존재하며, 상기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀에 의해 증폭되는 모든 단편들을 5'에서 3' 방향으로 서로 중첩하

는 경우 감악 바이러스의 전장 게놈 서열을 포함하는 것일 수 있다.

(a) 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 제조하는 단계 [0018]

본 발명자들은 레퍼런스 게놈 서열을 참조하여 감악 바이러스의 서열 라이브러리 또는 전장 게놈 서열을 검출하[0019]

고 확인하기 위한 다수의 멀티플렉스 프라이머 세트(구체적으로는, 500~1200 bp , 바람직하게는 1000 bp 길이의

감악 바이러스 게놈 서열 단편들을 증폭하는 정방향 및 역방향 프라이머 쌍을 포함하는 세트)를 포함하는 멀티

플렉스  프라이머  세트  풀을  고안/제조하여  감악  바이러스의  서열  라이브러리를  제조하고,  시료(예를  들어,

혈액,  혈청,  소변  등)로부터  얻어진  mRNA  또는  이로부터  제조된  cDNA를  템플레이트로  이용한  멀티플렉스

PCR(polymerase chain reaction)을 실시하고 차세대 시퀀싱(next generation sequencing, NGS)에 의해 확인하

여 높은 정확도, 민감도 및 신뢰도를 가진 감악 바이러스의 확인 방법을 개발하였다

본 발명은 감악 바이러스를 검출하고, 이의 단편 게놈 서열 확인이 아니라 전장 게놈 서열을 한번에 신속하게[0020]

획득할 수 있는 방법을 제공한다.

본 발명의 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서로 다른 다수의 멀티플렉스 프라이머 세트들로 이루어지며, 상기[0021]

하나의 멀티플렉스 프라이머 세트는 목적 바이러스의 일부 게놈 서열을 증폭할 수 있는 정방향 및 역방향 프라
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이머 쌍들을 포함한다. 구체적으로는, 상기 하나의 멀티플렉스 프라이머 세트 내 프라이머 쌍은 500 내지 1200,

바람직하게는 1000 bp 길이의 서열 단편을 증폭하도록 설계되고, 상기 증폭될 단편들에 있어서 5'에서 3' 방향

으로 서로 인접하는 2개의 단편들은 중첩 서열(overlapping sequence)을 포함한다. 상기 중첩 서열은 상기 증폭

될 단편의 올리고뉴클레오타이드 서열 중 일부에 대한 상보적인 서열을 의미하고, 이는 상기 인접하는 2 개의

단편들의 서열을 순차적으로 어셈블리할 수 있도록 디자인된다. 보다 구체적으로는, 상기 중첩 서열은 5'에서

3' 방향에서 첫 번째 증폭 단편의 3'-말단과 두 번째 증폭 단편의 5'-말단에 공통적으로 존재한다. 따라서, 상

기 하나의 멀티플렉스 프라이머 세트에 의해 증폭되는 500 내지 1200, 바람직하게는 1000 bp 길이의 서열 단편

들을 연결하는 경우 감악 바이러스의 일부 게놈 서열을 정확하고 신속하게 확보할 수 있다.

본 발명의 멀티플랙스 프라이머 세트는 서로 다른 500 내지 1200, 바람직하게는 1000 bp 길이의 감악 바이러스[0022]

게놈 서열 단편들을 증폭하는 정방향 및 역방향 프라이머 쌍들을 포함한다.

서로 다른 복수의 멀티플렉스 프라이머 세트를 포함하는 본 발명의 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 감악 바이러[0023]

스의 전장 게놈 서열을 포괄하도록 설계/고안됨으로써, 개별 멀티플렉스 프라이머 세트에 의해 증폭되는 단편들

을 모두 취합하여 5'에서 3' 방향으로 서로 중첩/연결시키는 경우 목적 바이러스의 전장 게놈 서열을 획득할 수

있다.

(b) 멀티플렉스 중합 효소 연쇄반응(multiplex polymerase chain reaction, mPCR)을 실시하는 단계[0024]

본 발명은 제조된 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 이용하여 시료에서 멀티플렉스 중합효소 연쇄반응 (multiplex[0025]

polymerase chain reaction, mPCR)을 실시한다. 본 단계는 감악 바이러스 감염 시료에서 상기 제조된 프라이머

세트 풀을 이용하여 차세대 시퀀싱(next  generation  sequencing)을 사용하기 위한 시료 전처리(sample  pre-

processing) 과정이다. 본 단계에 의해, 차세대 시퀀싱을 수행하기 위한 서열 라이브러리가 제조된다.

본 발명의 어떤 구현예에서, 본 발명의 증폭은 PCR(polymerase chain reaction)에 따라 실시된다. [0026]

본 발명의 어떤 구현예에서, 본 발명의 프라이머 쌍은 유전자 증폭 반응(amplification reactions)에 이용된다.[0027]

본 명세서에 기재된 용어 "증폭 반응"은 타겟 게놈 서열(또는 핵산 분자)을 증폭하는 반응을 의미한다.

유전자 증폭 반응으로서 PCR이 가장 널리 이용된다.[0028]

본 명세서에서 사용되는 용어 "프라이머(primer)"는 올리고뉴클레오타이드를 의미하는 것으로, 핵산쇄(템플레이[0029]

트, 주형)에 상보적인 프라이머 연장 산물의 합성이 유도되는 조건, 즉, 뉴클레오타이드와 DNA 중합효소와 같은

중합제의 존재, 그리고 적합한 온도와 pH의 조건에서 합성의 개시점으로 작용할 수 있다. 구체적으로는, 프라이

머는 디옥시리보뉴클레오타이드이며 단일쇄이다. 본 발명에서 이용되는 프라이머는 자연(naturally occurring)

dNMP(즉, dAMP, dGMP, dCMP 및 dTMP), 변형 뉴클레오타이드 또는 비-자연 뉴클레오타이드를 포함할 수 있다. 또

한, 프라이머는 리보뉴클레오타이드도 포함할 수 있다. 본 명세서에서 사용되는 용어 "올리고뉴클레오타이드

(oligonucleotide)"는 단일가닥 또는 이중가닥 형태로 존재하는 디옥시리보뉴클레오타이드 또는 리보뉴클레오타

이드이며, 다르게 특별하게 언급되어 있지 않은 한 자연의 뉴클레오타이드의 유사체를 포함한다.

프라이머는, 중합제의 존재 하에서 연장 산물의 합성을 프라이밍시킬 수 있을 정도로 충분히 길어야 한다. 프라[0030]

이머의 적합한 길이는 다수의 요소, 예컨대, 온도, 응용분야 및 프라이머의 소스(source)에 따라 결정된다. 상

기 용어 "어닐링(annealing)" 또는 "프라이밍(priming)"은 템플레이트(예컨대, 게놈 서열 또는 핵산 분자)에 올

리고디옥시뉴클레오타이드 또는 핵산이 병치(apposition)되는 것을 의미하며, 상기 병치는 중합효소가 뉴클레오

타이드를 중합시켜 주형 핵산 또는 그의 일부분에 상보적인 핵산 분자를 형성하게 한다. 본 발명의 방법을 프라

이머를 이용하여 실시하는 경우에는, 유전자 증폭 반응을 실시하여 분석 대상(예컨대, 감악 바이러스를 포함하

는 시료)에서 감악 바이러스 및 이의 전장 게놈 서열을 동시에 검출/확인할 수 있다. 따라서, 본 발명은 시료

내 목적 바이러스에서 얻어진 총 RNA로부터 합성된 cDNA에 결합하는 프라이머 쌍을 이용하여 유전자 증폭 반응

을 실시한다. mRNA를 얻기 위하여, 시료에서 총 RNA를 분리한다. 총 RNA를 분리하는 것은 당업계에 공지된 통상

의 방법에 따라 실시될 수 있다. 예컨대, Trizol을 이용하여 용이하게 총 RNA를 분리할 수 있다. 이어, 분리된

mRNA로부터 cDNA를 합성하고, 이 cDNA를 증폭한다.

(c) 차세대 시퀀싱(next generation sequencing, NGS)으로 분석하는 단계[0031]

본  단계는,  상기  증폭된  mPCR  산물들을  포함하는  감악  바이러스  서열  라이브러리를  차세대  시퀀싱(next[0032]

generation sequencing, NGS)으로 분석하는 단계이다. 본 단계에 의해, 감악 바이러스의 전장 게놈 서열을 확인

할 수 있다.
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구체적으로는, 증폭된 게놈 서열 단편의 증폭 산물(예컨대, 감악 바이러스의 증폭 단편들)을 적합한 방법으로[0033]

분석하여 목적 바이러스의 게놈 서열을 검출한다. 예를 들어, 상술한 증폭 반응 결과물을 젤 전기영동을 하고,

그 결과 형성되는 밴드를 관찰 및 분석하여 이의 존재 유무를 확인한 후, 차세대 시퀀싱(예컨대, NGS 장비)을

통해 목적 바이러스의 게놈 서열을 간편하고 신속하게 확인할 수 있다.

본 발명은 또한, 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 진단용 키트로서, 상기 멀티[0034]

플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 서열번호 40로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프라이머 쌍을

포함하는 것인 키트를 제공할 수 있다.

상기 키트는 PCR에 따라 실시되는 것일 수 있다.[0035]

본 발명은 또한, 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 유래 질환용 조성물로서, 상[0036]

기 멀티플렉스 프라이머 세트 풀은 서열번호 1 내지 서열번호 40로 이루어진 정방향 프라이머 및 역방향 프라이

머 쌍을 포함하는 것인 조성물을 제공한다.

상기 시료는 혈액, 혈청, 객담, 소변 또는 생체 조직으로부터 얻는 것일 수 있다.[0037]

상기 시료는 RNA 또는 cDNA일 수 있다.[0038]

상기 감악 바이러스 유래 질환은 만성 신장 질환, 만성 폐 질환일 수 있다.[0039]

발명의 효과

본 발명은 감악 바이러스(Gamak virus)의 서열 라이브러리 제작 방법을 제공할 수 있다.[0040]

본 발명은 또한, 시료 내 감악 바이러스(Gamak virus)의 전장 게놈 서열 확인 방법을 제공할 수 있다.[0041]

본 발명은 또한, 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 진단용 키트를 제공할 수 있[0042]

다.

본 발명은 또한, 멀티플렉스 프라이머 세트 풀을 포함하는 시료 내 감악 바이러스 유래 질환용 조성물을 제공할[0043]

수 있다.

본 발명에 따르면, 감악 바이러스의 일부 게놈 서열을 증폭할 수 있는 정방향 및 역방향 프라이머 쌍들을 포함[0044]

하는 멀티플렉스 프라이머 세트들을 이용하여, 감악 바이러스의 서열 라이브러리를 제조하고, 시료 내 감악 바

이러스의 존재 유무를 쉽고 빠르게 확인할 수 있다.

본 발명에 따르면, 감악 바이러스의 전장 게놈 서열을 높은 분포도(high-depth coverage)로 매우 정확하고 신속[0045]

하게 얻을 수 있게 해주며, 이를 통해 감악 바이러스 유발 질환의 진단에 있어 보다 효과적으로 적용할 수

있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 멀티플렉스 프라이머를 감악 바이러스에 사용하여 2차 중합효소 연쇄반응을 수행한 결과이다.[0046]

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하 본원을 실시예 및 실험예를 통하여 보다 상세하게 설명한다. 그러나 이들 실시예 및 시험예는 본 발명을[0047]

예시적으로 설명하기 위한 것으로 본원의 범위가 이들 실시예 및 시험예에 한정되는 것은 아니다.

실시예[0049]

감악 바이러스 게놈 검출용 멀티플렉스 프라이머의 설계[0050]

감악 바이러스를 동시에 특이적으로 검출할 수 있는 프라이머 세트를 제작하기 위해 검출 목표로 선정된 감악[0051]

바이러스 2종(NCBI Accession ID : )의 전체 유전자 염기서열을 대상으로 BioEdit Sequence Alignment Editor

프로그램 (Ver7.1.11, Hall, T.A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence

alignment editor and analysis program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids. Symp. Ser. 41:95-98.)을 이용[0052]

하여 유전자 염기서열 정렬하였다. 다음은 프라이머 제작에 대한 설명이다. 1 kb (±¡¾ 100 bp) 크기의 증폭
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산물을 위한 프라이머를 디자인하였으며, 염기서열 중 특이한 구조로 인해 증폭되지 않는 부위를 고려하여 50

bp 정도 프라이머 간 겹치는 부위를 선정하였다. 

표 1은 제작된 다중 프라이머에 대한 정보이다.[0053]

표 1

[0054]

세포주 및 야생 땃쥐류 조직 시료로부터 감악 바이러스 확인을 위한 다중 프라이머 중합 연쇄 반응 [0055]

시료 확보 및 RNA 추출[0056]

감악 바이러스 부분 유전자 염기서열에 대한 PCR 스크리닝 결과를 통해 감악 바이러스 감염 양성인 야생 땃쥐류[0057]

조직 시료에 TriZol reagent (Invitrogen)을 처리하여 total RNA를 분리한다.  

cDNA 합성[0059]

이렇게 분리된 total RNA 1ug은 MultiScribe Reverse Transcriptase 100 unit, 1X RT buffer, 1X RT Random[0060]

Primers (Applied biosystems)를 넣고 최종 볼륨 10ul로 준비한다. 이렇게 준비된 시료는 37℃에서 10분의 1

사이클, 42℃에서 50분, 94℃에서 3분간 반응하여 cDNA를 합성한다. 
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1차 Multiplex PCR 반응 및 확인[0062]

이렇게 만들어진 cDNA를 template 2.0ul를 이용하여 감악 바이러스 Multiplex PCR을 위하여 제작된 다중 프라이[0063]

머  세트  (각각의  프라이머  농도  1pM)  1.0ul,  2X  Uh  buffer  12.5ul,  Uh-Taq  (2.5  Unit)  0.8ul,  그리고

Molecular grade water 25ul를 넣어 1차 PCR을 실시한다: 95℃에서 15분의 1 사이클, 95℃에서 20초, 50℃에서

40초, 및 72℃에서 1분의 40 사이클, 및 최종 연장(extension) 반응은 72℃에서 3 분 1 사이클로 반응한다. PCR

기기는 ABI veriti 96 well Thermal Cycler을 사용한다.상기 반응 조건에 따라 PCR을 통해 핵산을 증폭한 후

증폭산물을 1％의 아가로스 젤상에서 전기영동하여 표준 마커를 기준으로 하여 목표로 하는 검출 유전자의 증폭

유무를 확인한다. (1st PCR product).　PCR 혼합물 조성 및 PCR 조건을 아래 표에 나타낸다.

표 2

[0064]

표 3

[0065]

2차 Multiplex PCR 반응 및 확인[0066]

1차 Multiplex PCR로 만들어진 생성물의 2.0ul 를 사용하여 감악 바이러스 Multiplex PCR을 위하여 제작된 다중[0067]

프라이머 세트 (각각의 프라이머 농도 1pM) 1.0ul, 2X Uh buffer 12.5ul, Uh-Taq (2.5 Unit) 0.8ul, 그리고

Molecular-grade water 25ul를 넣어 2차 PCR을 실시한다: 95℃에서 15분의 1 사이클, 95℃에서 20초, 50℃에서

40초, 및 72℃에서 1분의 25 사이클, 및 최종 연장(extension) 반응은 72℃에서 3 분 1 사이클로 반응한다. 상

기 반응조건에 따라 PCR을 통해 핵산을 증폭한 후 증폭산물을 1％의 아가로스 젤상에서 전기영동하여 표준 마커

를 기준으로 하여 목표로 하는 검출 유전자의 증폭 유무를 확인한다. (2nd PCR product).

도 1은 표 1의 멀티플렉스 프라이머를 사용한 실험 결과로서, 조직 샘플(tissue sample)에서 감악 바이러스에[0068]

대한 표적 다중 프라이머를 사용하여 중합효소 연쇄반응을 수행한 결과물을 적당한 양으로 희석하여, 추가적으

로 2차 중합효소 연쇄반응을 수행한 결과 (2nd PCR product)를 보여준다.　  
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감악 바이러스 확인을 위한 차세대 염기서열 분석을 위한 시료 전처리 및 NGS 실행 [0070]

2차에 걸친 Multiplex PCR 생성물은 Oxford nanopore technologies 사에서 제공하는 Ligation sequencing kit[0071]

를 이용하여 라이브러리 준비과정을 진행한다. 표 4는 감악 바이러스 감염 세포주 대상으로 진행한 NGS 결과이

고, 표 5는 감악 바이러스 양성 야생 땃쥐류 조직을 대상으로 진행한 NGS 결과이다.

표 4

[0072]

표 5

[0073]

도면

도면1
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