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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 A형 간염 바이러스 항원을 코딩하는 유전자.

청구항 2 

서열번호 1의 아미노산 서열을 가지는 A형 간염 바이러스 항원.

청구항 3 

제1항의 유전자를 포함하는 재조합벡터.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 재조합벡터는 T-DNA 보더 사이에 2개의 BCTV 레플리콘을 가지고, 상기 두 레플리콘 사이

에 CsVMV 프로모터, 노스(NOS) 및 복제개시단백질(REP)을 포함하는 발현벡터에, 서열번호 1의 아미노산 서열로

표시되는 A형 간염 바이러스 항원 유전자가 삽입되어 있고, 도 1의 개열지도를 가지는 재조합벡터.

청구항 5 

제1항의 유전자 또는 제3항의 재조합벡터로 형질전환된 식물체.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 식물은 토마토, 상추, 고추, 콩, 벼 및 옥수수로 구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로

하는 형질전환된 식물체.

청구항 7 

제5항의 형질전환된 식물체를 배양하는 단계; 및 A형 간염 바이러스 항원을 회수하는 단계를 포함하는 A형 간염

바이러스 항원의 제조방법.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 신규 A형 간염 바이러스의 항원 유전자 및 상기 유전자로 형질전환된 식물체에 관한 것으로, 보다 구<1>

체적으로는, 유전자 코돈 최적화에 의해 합성된 신규 A형 간염 바이러스의 항원 유전자, 상기 유전자를 함유하

는 재조합벡터 및 상기 재조합벡터로 형질전환된 식물체에 관한 것이다. 

    배 경 기 술

백신은 특정 병원체가 생체 내에 침입하기 전에 그 특정 병원체를 항원으로 기억하도록 하기 위하여 여러 기작<2>

을 통해 면역 시스템을 자극함으로써 한번 기억된 항원과 다시 만나게 될 때 특정 병인을 비활성화시키는 생물

학적 소재로서,  현재 사용되는 백신 소재는 약독화 생균 백신 소재와 비활성화 사균 백신 소재로 구분되고

있다.

전세계 백신 소재 시장 규모는 2010년에 약 170억 달러에 이를 것으로 예측되며, 연평균 약 13% 정도로 급속하<3>

게 성장하고 있다. 이에 따라, 국내도 현재 약 1,500억원의 시장을 형성하고 있다. 연령별 백신 소재 시장은 소

아용 백신 부문이 2001년도에 약 25억 달러의 매출을 기록하여 가장 높은 점유율을 나타내었지만, 최근 정부 차

원에서 고령층과 여행자들에 대한 백신 접종이 적극 권장되고 있으므로 성인용 백신에 대한 수요도 증가하고 있

다. 

그러나, 지금 시판되고 있는 백신 소재는 효능, 용이성, 제조 및 분배의 측면에서 많은 단점을 지니고 있다. 예<4>

를 들어, 사균 백신 소재는 안전하나, 여러 번 접종하여야 하는 단점이 있고, 생균 백신 소재는 면역원성은 뛰

어나나, 임산부와 면역기전이 저하된 사람에게는 투여하지 못하고, 생산비가 비싸며 냉장을 필요로 하는 단점이
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존재한다. 또한, 이러한 백신 소재들은 전신 면역 반응을 유도하지만, 대부분의 세균과 바이러스의 침투 경로인

점막세포 표면에서의 면역반응을 일으키지 못한다. 

그러므로, 접종에 사용되는 인력, 비용, 고통 등을 감안할 때 식이성 백신 소재가 가장 바람직한 형태의 백신<5>

소재로 여겨지고 있지만, 현재까지 개발된 식이성 백신 소재는 모두 약독화 생균 백신 소재로 장티푸스와 소아

마비에 그치고 있는 실정이다. 따라서, 최근 항원 유전자를 식물체에서 발현시켜 사용하는 의약 기능성 식품 소

재는 재조합 백신 소재의 안전성과 식이성 백신 소재의 수월성 및 효용성을 접목시켜 차세대 바이오 건강식품으

로 부상하고 있다.

A형 간염(hepatitis A) 바이러스는 Picornavirdae과에 속하는 27nm 크기의 RNA 바이러스로서, 평균 28일의 잠<6>

복기 후에 고열, 권태감, 식욕부진, 오심, 복통, 암뇨, 황달 등의 임상 증상을 특징으로 하는 급성 간질환을 일

으킨다. A형 간염 바이러스는 로타바이러스와 마찬가지로 피막이 없고, 직경 27nm의 정20면체 형태로 7.5kb의

단일가닥 RNA 게놈을 가지고 있으며, 한 개의 긴 ORF(P1~3)를 가지고 있는 것이 특징이다. A형 간염의 주된 전

파 경로는 로타바이러스와 같이 분변-경구 통로이며, 오염된 음식물이나 식수에 의하여 전염되고 있다.

최근 A형 간염의 발생이 세계적으로 증가하고 있는 추세이므로, ACIP는 A형 간염 풍토성이 있는 지역을 여행하<7>

는 사람, 혈액 응고 질환이 있는 사람, 동성연애자, 만성 간질환을 가지고 있는 사람, A형 간염의 빈도가 높은

지역에 거주하는 소아군에 대해 예방 접종을 권고하고 있고, 특히 인구 10만명당 10명 이상 발생시, 광범위한

백신 접종이 필요하며, 만성 B형 간염 보균자, 노인, 만성신부전으로 혈액투석을 받는 환자 등과 집단 생활을

하는 청소년은 A형 간염 백신 접종이 필수적으로 요구되고 있다.

최근 10년간의 조사에 따르면, 미 서부지역, 중동 지역, 일부 아시아 지역에서 A형 간염의 발생이 증가하고 있<8>

어 세계적으로 A형 간염의 확산이 우려되고 있는데, 우리나라에서도 최근 면역력이 없는 10, 20대의 젊은층에서

A형 간염이 급속도로 증가하기 시작하고 있다. A형 간염의 호발 연령은 5~14세이며, 주로 환자의 약 30%가 15세

이하이다. 미국에서 1982~1993년에 조사한 결과에 의하면, A형 간염의 발생율은 약 47%로써, B형 간염 발생율

약 37%보다 많으며, 혈청학적 검사 결과 미국 전체 인구의 약 33%가 과거에 A형 간염에 이환되었던 경험이 있음

이 규명되었다. 

A형 간염 환자는 약 11~22%가 입원 치료를 받게 되고, 성인이 입원하는 경우 약 27일 동안 결근하게 되며, 병이<9>

발생하였을 때 환자 1명당 평균 11명의 접촉자에 대한 예방 요법이 시행되어야 한다. 미국의 경우, A형 간염 환

자 1명당 소요되는 직접 및 간접 비용은 성인의 경우 $1,817~2,459, 18세 이하에서는 $433~1,492의 비용이 소요

된다고 보고되어 있고, 1989년 A형 간염으로 인해 미국에서 지출하는 의료비는 약 2억불 이상으로, 2000년 화폐

가치로 환산하면 약 3억불에 해당된다고 보고되고 있다.

1995년 스미스클라인비챰에서 개발된 Havrix는 세계 최초의 A형 간염 백신 소재로, HM175 스트레인(strain)을<10>

사람  이배체  세포인  MRC5  세포에서  배양,  정제하여  불활성화하고,  알루미늄  하이드록사이드(aluminum

hydroxide)에 흡착시켜 제조한 사균 백신 소재로서, 2~18세의 청소년은 3회, 어른은 2회의 접종이 요구되며, 근

육에 접종하기 때문에 바이러스의 침투 경로인 장내 점막 면역을 형성하기에는 완벽하지 못하고, 면역 기간의

지속성도 문제가 있다. 

기존의 A형 간염 바이러스 항원의 제조는 대장균이나 배큘로바이러스를 통한 발현시스템을 이용하여 시도된 바<11>

있으나, 그 발현량이 미미하여 현재까지 상기 발현시스템에서의 항원 발현량은 정확히 보고되지 않고 있다.

이에, 본 발명자들은 보다 안정적이면서도, 경구 투여가 용이한 A형 간염 바이러스 백신을 개발하기 위하여 예<12>

의 노력한 결과, 유전자 코돈 최적화에 의해 합성된 신규 A형 간염 바이러스 항원 유전자로 형질전환된 식물체

를 이용할 경우, 효율적으로 A형 간염 바이러스 항원이 발현된다는 것을 확인하고 본 발명을 완성하게 되었다. 

    발명의 내용

        해결 하고자하는 과제

본 발명의 주된 목적은 A형 간염 바이러스 항원을 코딩하는 신규 유전자 및 상기 유전자를 포함하는 재조합벡터<13>

를 제공하는데 있다.

본 발명의 다른 목적은 상기 A형 간염 바이러스 항원을 코딩하는 신규 유전자 또는 상기 재조합벡터로 형질전환<14>

된 식물체를 제공하는데 있다.
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본 발명의 또 다른 목적은 A형 간염 바이러스 항원의 제조방법 및 A형 간염 바이러스 항원을 제공하는데 있다.<15>

        과제 해결수단

상기 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 서열번호 1의 아미노산 서열로 표시되는 A형 간염 바이러스 항원을 코<16>

딩하는 유전자 및 상기 유전자를 포함하는 재조합벡터를 제공한다.

본 발명은 또한, 서열번호 1의 아미노산 서열을 가지는 A형 간염 바이러스 항원을 제공한다.<17>

본 발명은 또한, 상기 유전자 또는 상기 재조합벡터로 형질전환된 식물체를 제공한다.<18>

본 발명은 또한, 상기 형질전환된 식물체를 배양하는 단계; 및 A형 간염 바이러스 항원을 회수하는 단계를 포함<19>

하는 A형 간염 바이러스 항원의 제조방법을 제공한다.

        효 과

본 발명에 따르면, 식물체에 적합하도록 유전자 코돈 최적화에 의해 제조된 합성 A형 간염 바이러스 항원 유전<20>

자를 포함하는 재조합벡터로 형질전환된 식물체를 배양함으로써 재조합 A형 간염 바이러스 항원을 수득할 수 있

고, 이를 유효성분으로 하는 백신 소재를 제조할 수 있다. 특히, 본 발명에 따른 형질전환 식물체는 식품으로

섭취하여 간염 백신의 효능을 나타내므로, 기능성 식품 소재와 구강 복용성 백신 소재로 유용하게 사용할 수 있

다. 

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

본 발명은 일 관점에서, 식물체에 적합하도록 유전자 코돈 최적화에 의한 합성된 신규 A형 간염 바이러스 항원<21>

유전자, 상기 유전자를 포함하는 재조합벡터 및 상기 유전자 또는 상기 재조합벡터로 형질전환된 식물체에 관한

것이다.

본 발명에 있어서, 상기 재조합벡터는 T-DNA 보더 사이에 2개의 BCTV 레플리콘을 가지고, 상기 두 레플리콘 사<22>

이에 CsVMV 프로모터, 노스(NOS) 및 복제개시단백질(REP)을 포함하는 발현벡터에, 서열번호 1의 아미노산 서열

로 표시되는 A형 간염 바이러스 항원 유전자가 삽입되어 있고, 도 1의 개열지도를 가지는 것을 특징으로 할 수

있고,  상기 식물은 토마토,  상추,  고추,  콩,  벼 및 옥수수로 구성된 군에서 선택되는 것을 특징으로 할 수

있다.

본 발명의 일 실시예에서는 유전자 코돈 최적화를 실시하여 A형 간염 바이러스 항원 유전자를 합성하였다. 상기<23>

합성 유전자는 타카라 코리아사에 의뢰하여 GENEART사가 자체 개발한 코돈 최적화 프로그램을 이용하여 합성하

였다.

본 발명의 다른 실시예에서는 상기 합성된 A형 간염 바이러스 항원 유전자를 포함하는 재조합벡터를 제작하고,<24>

상기 재조합벡터를 식물체에 도입하였다. 

본 발명에서는 A형 간염 바이러스 항원 유전자를 포함하는 재조합벡터를 제작하기 위하여, 제미니바이러스 레플<25>

리콘을 포함하는 식물발현용 벡터를 사용하였으며, 바람직하게는, 2개의 T-DNA  보더 사이에 2개의 BCTV(beet

curly  top  virus)  레플리콘을 가지고,  상기 두 레플리콘 사이에 프로모터,  노스(NOS)  및 복제 개시 단백질

(replication initiator protein, REP)을 포함하고, 상기 코돈 최적화에 의해 합성된 A형 간염 바이러스 항원

유전자가 삽입될 수 있는 것을 특징으로 하는 식물 발현용 재조합벡터를 사용할 수 있으나, 반드시 이에 한정되

지는 않는다. 

상기 프로모터는 CaMV35S 프로모터 또는 CsVMV 프로모터인 것을 특징으로 할 수 있고, 상기 REP 유전자는 BCTV<26>

의 REP 유전자인 것을 특징으로 할 수 있다.

본 발명에서 사용하는 CsVMV 프로모터 함유 BCTV 벡터는 대한민국 등록특허 제10-0625334호에 기재된 방법에 의<27>

하여 제작할 수 있다. 즉, 제미니바이러스에 속하는 BCTV의 레플리콘을 클로닝하고, BCTV의 REP 유전자를 cis로

넣어 발현시스템의 골격을 재구성하였다. 또한, BCTV의 레플리콘을 HindIII 및 SalI 제한효소 부위를 갖는 프라

이머를 이용하여 PCR을 수행하여 CaMV 35S 프로모터+GFP+Nos poly-A 앞부분에 클로닝하였고, BCTV의 REP 유전자

와 BCTV 레플리콘을 SacI 제한효소 부위를 갖는 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하여 클로닝하였다. CsVMV 프로

모터를 BCTV 벡터에 SalI과 XbaI의 제한효소를 갖는 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하여 각각 클로닝하여 제조

하였다. 
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상기와 같은 방법으로 제조된, T-DNA  보더 사이에 2개의 BCTV  레플리콘을 가지고, 상기 두 레플리콘 사이에<28>

CsVMV 프로모터, 노스(NOS) 및 복제개시단백질(REP)을 포함하는 발현벡터에서 제한효소 절단부위 Sma I 및 Spe

I 사이에 상기에서 합성된 A형 간염 바이러스 항원 유전자를 클로닝하였다. 

상기 합성된 A형 간염 바이러스 항원 유전자를 함유하는 식물세포 형질전환용 발현 플라스미드를 이용하여 아그<29>

로박테리움 속 균주에 상기 합성 유전자를 도입하여 A형 간염 바이러스 항원을 생산하는 식물세포 또는 식물체

를 제조하였다. 상기 아그로박테리움 속 균주로는 아그로박테리움 투메파시앙스(Agrobacterium tumefaciens)를

사용할 수 있고, 본 발명에서 사용한 아그로박테리움 투메파시앙스는 하이그로마이신(hygromycin) 저항성 유전

자 pCAMBIA 1300 플라스미드가 들어 있는 GV3101 계통을 사용하였다. 

상기 형질전환은 A형 간염 바이러스 항원을 고수율로 효과적으로 발현시킬 수 있다면, 유전공학 분야에서 어떠<30>

한 방법이라도 사용될 수 있다. 

특히, 본 발명에서는 형질전환 식물로 토마토를 사용하였으나, 상추, 고추, 콩, 벼, 옥수수 등 경제적으로 재조<31>

합 단백질을 제조할 수 있는 식물이라면 제한 없이 사용할 수 있다. 또한, 형질전환에 사용되는 식물은 유성번

식 식물이라 할지라도, 조직배양 등에 의해 무성적으로 반복생식시킬 수 있다는 것은 당업자에게 자명하다 할

것이다. 

본 발명에서, "벡터(vector)"는 적합한 숙주 내에서 DNA를 발현시킬 수 있는 적합한 조절 서열에 작동가능하게<32>

연결된 DNA 서열을 함유하는 DNA 제조물을 의미한다.  벡터는 플라스미드, 파지 입자 또는 간단하게 잠재적 게

놈 삽입물일 수 있다. 적당한 숙주로 형질전환되면, 벡터는 숙주 게놈과 무관하게 복제하고 기능할 수 있거나,

또는 일부 경우에 게놈 그 자체에 통합될 수 있다. 플라스미드가 현재 벡터의 가장 통상적으로 사용되는 형태이

므로, 본 발명의 명세서에서 "플라스미드(plasmid)" 및 "벡터(vector)"는 때로 상호 교환적으로 사용된다. 본

발명의 목적상, 플라스미드 벡터를 이용하는 게 바람직하다. 이러한 목적에 사용될 수 있는 전형적인 플라스미

드 벡터는 (a) 숙주세포당 수백 개의 플라스미드 벡터를 포함하도록 복제가 효율적으로 이루어지도록 하는 복제

개시점, (b) 플라스미드 벡터로 형질전환된 숙주세포가 선발될 수 있도록 하는 항생제 내성 유전자 및 (c) 외래

DNA 절편이 삽입될 수 있는 제한효소 절단부위를 포함하는 구조를 지니고 있다. 적절한 제한효소 절단부위가 존

재하지 않을지라도, 통상의 방법에 따른 합성 올리고뉴클레오타이드 어댑터(oligonucleotide adaptor) 또는 링

커(linker)를 사용하면 벡터와 외래 DNA를 용이하게 라이게이션(ligation)할 수 있다. 

라이게이션 후에, 벡터는 적절한 숙주세포로 형질전환되어야 한다. 본 발명에 있어서, 선호되는 숙주세포는 원<33>

핵세포이다. 적합한 원핵 숙주세포는 E. coli DH5α, E. col JM101, E. coli TOP10, E. coli K12, E. coli

W3110,  E.  coli  X1776,  E.  coli  XL1-Blue(Stratagene),  E.  coli  B,  E.  coli  BL21  등을 포함한다.  그러나

FMB101, NM522, NM538 및 NM539와 같은 E. coli 균주 및 다른 원핵생물의 종(species) 및 속(genera)등이 또한

사용될 수 있다. 전술한 E. coli에 덧붙여, 아그로박테리움 A4와 같은 아그로박테리움 속 균주, 바실루스 서브

틸리스(Bacillus subtilis)와 같은 바실리(bacilli), 살모넬라 티피뮤리움(Salmonella typhimurium) 또는 세라

티아 마르게센스(Serratia marcescens)와 같은 또 다른 장내세균 및 다양한 슈도모나스(Pseudomonas) 속 균주가

숙주세포로서 이용될 수 있다.

원핵세포의 형질전환은 Sambrook et al., supra의 1.82 섹션에 기술된 칼슘 클로라이드 방법을 사용해서 용이하<34>

게 달성될 수 있다. 선택적으로, 전기천공법(electroporation)(Neumann et al., EMBO J., 1:841, 1982) 또한,

이러한 세포들의 형질전환에 사용될 수 있다.  

본 발명에서 사용되는 유전자는 숙주세포 내에서 플라스미드 내에 독립적으로 또는 숙주의 염색체에 삽입되어<35>

존재할 수 있음은 당업자에게 자명하다. 

본 발명에 있어서, 외래 단백질이 세포 내에서 발현될 때 외래 단백질을 코딩하는 유전자가 하나이거나 두 번<36>

이상 반복된 것 또는 두 번 이상 반복된 외래 단백질을 코딩하는 유전자가 동일한 것이거나, 서로 다른 것 등이

가능하고 상기한 어떠한 조합의 경우도 가능하다.

한편, 외래 단백질의 발현 유도는 숙주세포에서 성장 정지기에 발현이 유도될 수 있는 적절한 다른 프로모터에<37>

의해 발현될 수 있음은 당업자에게 자명하다 할 것이다.

본 발명은 다른 관점에서, 상기 형질전환체를 이용하여 재조합 A형 간염 바이러스 항원을 제조하는 방법에 관한<38>

것이다.

본 발명에 따르면, 상기 합성된 A형 간염 바이러스 항원 유전자는 A형 간염 바이러스 항원을 구성하는 단백질을<39>
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발현시키므로, 상기 형질전환된 식물체는 재분화 과정 중에 A형 간염 바이러스 항원을 발현하고, 이러한 재조합

단백질의 발현 여부를 웨스턴 블롯으로 확인할 수 있었다.

따라서, 본 발명에 따른 신규 A형 간염 바이러스 유전자를 이용하면 토마토 식물체에서 A형 간염 바이러스 항원<40>

의 유전자의 발현 효율을 크게 증진시키므로, 상기 형질전환체를 간염 예방 또는 치료용 백신으로 유용하게 이

용할 수 있다. 특히, 상기 형질전환 식물체를 유효성분으로 함유하는 경구용 간염 예방 백신 조성물을 제공할

수 있다.

상기 조성물은 형질전환 식물체를 그대로 사용하거나 건조시킨 후, 분말 형태로 사용할 수 있고, 다른 식품 또<41>

는 식품 성분과 함께 사용할 수 있으며, 통상적인 방법에 따라 적절하게 사용될 수 있다. 유효성분으로서 식물

체의 혼합양은 사용 목적(예방, 건강 또는 치료적 처치)에 따라 적합하게 결정될 수 있으며, 유효성분인 식물은

통상 안전성 면에서 아무런 문제가 없기 때문에 특정한 최대 허용 범위 없이 사용될 수 있음은 자명하다.

본 발명에 있어서, "백신"이란 전염병의 예방 또는 치료를 위해 사용되는 조성물을 말한다. 백신은 항원을 포함<42>

하고 있든지, 또는 항원 발현이 가능하여 항원에 대한 면역응답을 유도할 수 있다. A형 간염 바이러스의 감염,

전파 및 유행의 예방 또는 치료를 위해 본 발명의 재조합벡터를 포함하는 백신을 사용할 수 있다.

"예방접종(vaccination)"이란 백신의 접종에 의해 생물의 체내 또는 배양계에 능동적으로 면역(체액성 면역, 세<43>

포성 면역, 또는 양자)을 만들게 하는 것을 의미한다. 이것에 의해 병원체의 감염, 증식, 전하 및/또는 유행 등

을 저지할 수 있다.

"항원"이란, 1개 또는 그 이상의 에피토프를 포함하는 분자로, 숙주의 면역계를 자극하여 항원 특이적인 면역응<44>

답을 유도할 수 있는 것을 말한다. 면역응답은 체액성 면역응답 및/또는 세포성 면역응답이어도 좋다. 3개~수개

정도의 아미노산도 1개의 에피토프로 될 수 있지만, 통상 단백질 중 1개의 에피토프는 약 7~15 아미노산, 예를

들면 8, 9, 10, 12 또는 14 아미노산을 포함하고 있다. 항원은 면역원이라고도 한다. 또한, 항원 단백질을 코딩

하는 폴리뉴클레오티드 또는 벡터를 사용하여 항원을 사용하여 항원을 발현시키는 경우, 본 발명에 있어서는 이

러한 폴리뉴클레오티드 및 벡터도 항원으로 칭하고 이들은 백신 성분으로서도 사용될 수 있다.

"유전자"란 유전 물질을 가리키고, RNA 및 DNA 등의 핵산을 포함하는 것으로, 천연 유래 또는 인위적으로 설계<45>

된 서열을 가질 수 있다. 

        실 시 예

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 예시하기 위<46>

한 것으로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다는 것은 당업계에서 통상

의 지식을 가진 자에게 있어서 자명할 것이다.

실시예 1: A형 간염 바이러스 항원 유전자의 발현 시스템 구축<47>

실시예 1-1: A형 간염 바이러스 항원 유전자의 합성<48>

타카라 코리아사에 의뢰하여 코돈 최적화를 실시하여 약 903bp의 A형 간염 바이러스 항원 유전자(서열번호 1)를<49>

합성하였다. 상기 합성 유전자는 타카라 코리아사에 의뢰하여 GENEART사가 자체 개발한 코돈 최적화 프로그램을

이용하여 합성하였는바, 코돈을 토마토의 코돈으로 치환하고, very high 또는 very low GC content를 피하는 방

법으로 코돈 최적화를 수행하였다 (도 1). 

실시예 1-2: BCTV 레플리콘을 포함하는 BCTV-CsVMV-synthetic VP1 발현벡터 구축<50>

대한민국 등록특허 제10-0625334호에 기재된 방법에 의하여 CsVMV 프로모터 함유 BCTV 벡터를 제작하였다. <51>

즉,  제미니바이러스에  속하는  BCTV(beet  curly  to  virus,  ATCC  PVMC-6)의  레플리콘을  클로닝하고,  BCTV의<52>

REP(replication initiator protein) 유전자를 cis로 넣어 발현 시스템의 골격을 재구성하였다. 또한, BCTV의

레플리콘을 HindIII 및 SalI 제한효소 부위를 갖는 서열번호 2 및 서열번호 3의 프라이머를 이용하여 PCR을 수

행하여 CaMV 35S 프로모터+GFP+Nos poly-A 앞부분에 클로닝하였고, BCTV의 REP 유전자와 BCTV 레플리콘을 SacI

제한효소 부위를 갖는 서열번호 4 및 서열번호 5의 프라이머를 이용하여 PCR을 수행하여 클로닝하였다. CsVMV

프로모터를 BCTV 벡터에 SalI 및 XbaI 제한효소를 갖는 서열번호 6 및 서열번호 7의 프라이머를 이용하여 PCR을

수행하여 각각 클로닝하였다. 

서열번호 2: 5'-AAGCTTCTGCAGATGCGAATATATTTTTATTC-3'<53>
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서열번호 3: 5'-GTCGACCTTGCTTAGCAAGTTTCTTGTGGG-3'<54>

서열번호 4: 5'-GAGCTCATTTTTATTAATAAAAATATTATTTTTTTAATAC-3'<55>

서열번호 5: 5'-GAGCTCCTTGCTTAGCAAGTTTCTTGTGGG-3'<56>

서열번호 6: 5'-GGATCCCATGGAGTCAAAGATTCAAATAG-3'<57>

서열번호 7: 5'-GGTACCCCCGATCTAGTAACATAGATGAC-3'<58>

상기에서 합성된 A형 간염 바이러스 VP1 유전자는 PCR 증폭시 클로닝이 용이하도록 SmaI 및 SpeI 제한효소 부위<59>

를 갖도록 하였다. PCR 조건은 전변성 94℃에서 5분, 변성 94℃에서 1분, 어닐링 55℃에서 1분, 신장 72℃에서

1분, 확장 72℃에서 7분간 총 30회 수행하였다. 

상기 PCR 산물을 pGEM-T 벡터(Promega, USA)에 라이게이션한 후, E. coli DH5a에 형질전환시킨 다음, 플라스미<60>

드를 분리하고 SalI 및 SpeI로 절단하여 약 2.0kb의 밴드를 확인하여 유전자 삽입 여부를 확인하였다. A형 간염

바이러스 항원 발현 벡터는 BCTV  레플리콘이 삽입된 식물 발현용 binary 벡터인 재조합벡터 BCTV-CsVMV-합성

VP1을 제작하였다 (도 2).

상기 재조합벡터 BCTV-CsVMV-HAV(합성 VP1)에서 유전자 삽입이 적합한 방향으로 되었는지와 판독 프레임은 제한<61>

효소 지도 작성과 DNA 서열 결정에 의하여 확인하였다.

실시예 2: 아그로박테리움을 이용한 토마토의 형질전환<62>

상기에서 제작된 재조합벡터 BCTV-CsVMV-합성 VP1이 삽입되어 있는 아그로박테리움 투메파시앙스(Agrobacterium<63>

tumefaciens, GV3101)를 멸균된 LB 액체 배지에 넣고 항생제(카나마이신 50mg/ℓ)를 첨가하여 36시간 동안 28℃

에서 150rpm의 속도로 조절된 진탕배양기에서 배양한 후, 원심분리기에 넣고 2500rpm으로 10분간 원심분리시킨

다음, 원심분리된 균을 액체 MSO 배지로 현탁시켜 토마토(MicroTom) 절편의 접종에 사용하였다. 

상기 전배양된 절편을 아그로박테리움 용액에 15분간 담근 후, 멸균된 여과지에서 절편 위에 묻은 과량의 아그<64>

로박테리움을 닦아낸 다음, 항생제가 첨가되지 않은 재분화 배지(MS salt, 0.3% phytagel, 수크로오스 30 g/

ℓ)에 3-인돌아세트산(IAA) 0.1㎎/ℓ와 6-벤질아미노퓨린(BA) 0.5㎎/ℓ가 첨가된 배지에 치상하여 2일 동안 25

℃에서 암배양하였다. 2일 후, 항생제(티멘틴 150㎎/ℓ, 하이그로마이신 10㎎/ℓ)가 첨가된 재분화 배지로 옮겨

서 형질전환체를 선별하였다. 

형질전환체를 선별하면서 싹이 유도되면 뿌리를 유도하기 위하여, MSO(MS salt, 0.3% phytagel, 수크로오스 30<65>

g/ℓ) 호르몬을 제거한 배지에 성장한 줄기를 절단하여 뿌리를 유도하였다. 상기 재분화가 완성된 형질전환 식

물체를 화분으로 옮겨 토양 순화를 실시하였다.

실시예 3: 합성 A형 간염 바이러스 항원 발현 확인<66>

합성  A형  간염  바이러스  항원  유전자가  발현되었는지  확인하기  위하여,  래믈리  방법(Laemmli  UK,  Nature,<67>

227:680, 1970)에 의해 SDS-PAGE를 사용하여 웨스턴 블럿(western blot)을 수행하였다. 

즉, 상기 형질전환된 토마토로부터 A형 간염 바이러스 항원 단백질의 발현 여부를 확인하기 위하여, 형질전환<68>

잎 절편에서 추출한 단백질 시료에 대해 웨스턴 블럿(western blot)을 수행한 후, 겔상에서 전기영동한 단백질

들을 니트로셀룰로오스 막에 전이시키고 토끼 안티-VP1 다세포군 항체와 반응시킨 다음, Goat 안티-토끼 IgG 알

칼리성 포스파타제 결합체(1:1000, v/v)로 표지하였다. 세척 후, BCIP/NBT 용액(Amersco Co., OH)을 첨가한 다

음, 증류수로 반응을 정지시켰다. 

그 결과, 형질전환된 토마토의 잎 절편에서 합성 VP1 항원이 높은 효율로 발현되었으며, 재조합 단백질은 약<69>

40kDa 정도의 분자량을 나타내었다 (도 3).

또한, native VP1 유전자를 포함하는 BCTV/CsVMV/native VP1 재조합벡터로 형질전환된 식물체(도 3의 레인 1,<70>

대한민국 특허출원 제10-2006-0124041호)에서는 A형 간염 바이러스 항원 단백질의 발현 수준이 매우 미미하였으

나, 상기 합성 VP1 유전자로 형질전환된 토마토에서는 A형 간염 바이러스 항원 단백질이 10배 이상 높게 발현되

었다 (도 3의 레인 2). 

이상으로 본 발명 내용의 특정한 부분을 상세히 기술하였는 바, 당업계의 통상의 지식을 가진 자에게 있어서,<71>

이러한 구체적 기술은 단지 바람직한 실시예일 뿐이며, 이에 의해 본 발명의 범위가 제한되는 것이 아닌 점은
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명백할 것이다. 따라서, 본 발명의 실질적인 범위는 첨부된 청구항들과 그것들의 등가물에 의하여 정의된다고

할 것이다.

도면의 간단한 설명

도 1은 native A형 간염 바이러스 항원 유전자와 유전자 코돈 최적화에 의해 합성된 A형 간염 바이러스 항원 유<72>

전자의 염기서열을 비교한 것이다. 

도 2는 본 발명에 따른 BCTV/CsVMV/합성 VP1의 개략도를 나타낸 것이다.<73>

도 3은 토마토 세포 시스템에서 발현된 재조합 단백질을 웨스턴 블럿으로 확인한 것이다 (레인 M: 분자량 마커;<74>

레인 1: native VP1 유전자로 형질전환된 식물체의 잎에서 추출한 단백질; 레인 2: 본 발명에 따른 코돈 최적화

된 합성 VP1 유전자로 형질전환된 식물의 잎에서 추출한 단백질; 레인 3: native VP1 유전자로 형질전환된 E.

coli에서 추출한 단백질(positive control); 레인 4: 음성 대조군(형질전환되지 않은 정상 식물체에서 추출한

단백질(negative control)).

도면

    도면1

    도면2
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    도면3

서 열 목 록

<110>    Technology Licensing Center Kyunghee University

<120>    NOVEL GENE CODING ANTIGEN OF HEPATITIS A VIRUS AND PLANTS

         TRANSFORMED BY THE GENE

<160>    7

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    903

<212>    DNA

<213>    synthetic VP1

<400>    1

atggttggtg atgattctgg tggattctct actactgttt ctactgagca gaatgttcca         60

gatccacaag ttggaattac tactatgagg gatttgaagg gaaaggctaa tagaggaaag        120

atggatgttt ctggtgttca agctccagtt ggagctatta ctacaattga ggatccagtt        180

ttggctaaga aggttccaga gactttccca gaattgaagc ctggtgagtc tagacatgct        240

tctgatcata tgtcaatcta caagttcatg ggaaggtctc atttcttgtg cactttcact        300

ttcaattcta acaataagga gtacactttc ccaattactt tgtcatctac ttctaatcca        360

ccacatggat tgccatctac tttgagatgg ttcttcaatt tgttccagtt gtaccgtgga        420
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ccattggatt tgactattat cattactggt gctactgatg ttgatggaat ggcatggttc        480

actccagttg gattggctgt tgatactcca tgggttgaga aagagtctgc tttgtctatt        540

gattacaaga ctgctttggg agctgttagg ttcaacacta gaaggactgg aaatattcag        600

attaggttgc catggtactc ttacttgtac gctgtttctg gtgctttgga tggattggga        660

gataagactg attctacttt cggattggtt tctattcaga ttgctaatta caatcattct        720

gatgagtact tgtctttctc ttgctacttg tctgttactg agcagtctga gttctatttt        780

ccaagggctc cattgaattc taatgctatg ttgtctactg agtctatgat gtctaggatt        840

gctgctggtg atttggagtc atctgttgat gatccaagat ctgaagagga taagagattc        900

gag                                                                      903

<210>    2

<211>    32

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    2

aagcttctgc agatgcgaat atatttttat tc                                       32

<210>    3

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    3

gtcgaccttg cttagcaagt ttcttgtggg                                          30

- 11 -

공개특허 10-2009-0112784



<210>    4

<211>    40

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    4

gagctcattt ttattaataa aaatattatt tttttaatac                               40

<210>    5

<211>    30

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    5

gagctccttg cttagcaagt ttcttgtggg                                          30

<210>    6

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    primer

<400>    6

ggatcccatg gagtcaaaga ttcaaatag                                           29

<210>    7

<211>    29

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence
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<220>

<223>    primer

<400>    7

ggtacccccg atctagtaac atagatgac                                           29
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