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명 세 서

청구범위

청구항 1 

하기의 단계를 포함하는, 호흡기 염증성 질환의 진단을 위한 정보제공방법.

(A) 환자샘플을 실내먼지 세균 유래의 세포밖 소포체 또는 이 소포체 유래 단백질과 반응시키는 단계; 

(B) 상기 반응물에 항-인간 IgG 항체를 반응시켜 샘플내 IgG 항체의 양을 측정하는 단계; 및

(C) 상기 샘플내 IgG 항체의 양이 정상인에 비하여 2배 이상 증가되어 있을 경우 호흡기 염증성 질환으로 판정

하는 단계.

청구항 2 

제 1 항에 있어서, 

상기  세포밖  소포체  및  단백질은  포도상구균(Staphylococcus),  아시네토박터(Acinetobacter),  슈도모나스

(Pseudomonas) 및 엔테로박터(Enterobacter)로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이상의 균에서 유래되는 것임을

특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 3 

제 2 항에 있어서, 

상기 포도상구균은 황색포도상구균(Staphylococcus  aureus)이고,  상기 아시네토박터는 아시네토박터 바우마니

(Acinetobacter baumannii)이고, 상기 슈도모나스는 녹농균(Pseudomonas aeruginosa)이고, 상기 엔테로박터는

엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter aerogenes)인 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 4 

제 1 항에 있어서, 

상기 환자샘플은 혈액 및 객담으로 이루어진 군에서 선택되는 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 5 

제 1 항에 있어서, 

상기 IgG 항체는 IgG1 또는 IgG4인 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 6 

제 1 항에 있어서, 

상기 세포밖 소포체는 평균 직경이 10-300 nm인 것을 특징으로 하는, 정보제공방법.

청구항 7 
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제 1 항에 있어서, 

상기 호흡기 염증성 질환은, 천식, 만성폐쇄성폐질환, 및 폐암으로 이루어진 군에서 선택되는 것을 특징으로 하

는, 정보제공방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 세균 유래 세포밖 소포체를 이용한 호흡기 염증성 질환의 진단방법에 관한 것으로서, 보다 구체적으[0001]

로는 실내 먼지에 존재하는 세균 유래 세포밖 소포체 또는 이 소포체 유래 단백질에 대한 특이 항체를 측정함으

로써 천식, 만성폐쇄성폐질환, 및 폐암을 진단하기 위한 정보를 제공하는 방법에 관한 것이다. 

배 경 기 술

실내에 존재하는 먼지에는 바실러스(Bacillus sp.), 스타필로코커스 아우레우스(Staphylococcus aureus), 스타[0002]

필로코커스 에피더미디스(Staphylococcus  epidermidis),  슈도모나스 스투체리(Pseudomonas  stutzeri),  스트렙

토마이세테스(Streptomycetes),  코리네박테리아세아에(Corynebacteriaceae),  대장균(Escherichia  coli)  등 그

람 음성균과 그람 양성균을 포함하는 여러 종류의 세균이 서식한다. 이들 세균에서 유래한 물질, 예를 들어, 내

독소(lipopolysaccharide; LPS)나 펩티도글리칸(peptidoglycan) 등은 면역세포 및 폐 표피 세포에서 염증성 사

이토카인의 생성을 유도한다고 알려져 있다. 

그람 음성균은 외부로 세포밖 소포체(outer membrane vesicles이라고도 함)를 상시 분비한다. 세균이 분비하는[0003]

나노미터 크기의 세포밖 소포체는 세포 사이에 정보 교환을 위해 분비되는 물질로 초미세먼지에 해당한다. 그람

음성균에서 분비되는 세포밖 소포체는 구형의 인지질 이중층으로 되어 있으며, 그 크기는 20-200 nm이다. 상기

세포밖 소포체는 LPS 뿐만 아니라 숙주의 염증반응을 조절할 수 있는 외막 단백질(outer membrane protein)을

가지고 있다. 또한, 그람 양성균에서도 외부로 세포밖 소포체가 분비됨이 보고되었고, 프로테옴(proteome) 분석

을 통해 소포체 내에는 염증을 유도하는 단백질이 포함되어 있음이 보고되었다. 따라서 실내 먼지내 세포밖 소

포체를 흡입했을 때 폐포 내 대식세포뿐만 아니라 기도의 상피세포에서도 염증반응을 유발할 수 있다. 

한편, 호흡기 염증성 질환은 크게 상기도에 발생하는 비염 및 부비동염, 하기도에 발생하는 천식 및 기관지염,[0004]

소기도에 발생하는 세기관지염 및 폐기종으로 분류할 수 있다. 임상적으로 기도폐색을 초래하는 질환으로, 천식

은 가역적인 기도폐색을 특징으로 하고, 전 세계 3억 5000만 명, 국내 약 230만 명의 환자가 존재한다. 만성폐

쇄성폐질환(chronic obstructive pulmonary disease; COPD)은 비가역적 기도폐색을 특징으로 하는데, 만성폐쇄

성기관지염, 만성폐쇄성세기관지염, 폐기종 등이 만성폐쇄성폐질환의 원인 질환이다. 염증성 호흡기질환의 원인

과 관련해서, 천식인 경우 실내 공기 중에 존재하는 단백질 항원(알레르겐)이 중요하다고 알려져 있고, 만성폐

쇄성폐질환의 원인과 관련해서 흡연과 같은 자극성 인자가 중요하다고 알려져 있다.

나아가 염증이 암을 일으킨다는 사실은 오래전부터 제기되었고, 최근에는 장내에 서식하는 세균에서 유래한 독[0005]

소에 대한 Th17 면역반응에 의해 대장암이 발생한다고 보고되었으며, 위에 공생한다고 알려진 헬리코박터 파일

로리(Helicobacter pylori) 균에 의해서 만성 위염이 발생하고, 이는 위암 발생의 중요한 위험인자로 보고되었

다. 만성폐쇄성폐질환과 폐암의 병인과 관련해서 두 가지 질병은 동일한 원인인자에 의해 발생한다고 제시되고

있고, 두 질환의 원인인자로 흡연이 중요하다고 알려져 있으나, 최근 임상연구에서는 흡연과 상관없이 만성폐쇄

성폐질환 자체가 폐암 발생의 중요한 위험인자라는 사실이 보고되었다. 또한 비흡연자에서 발생하는 만성폐쇄성

폐질환과 폐암이 다수 존재한다는 사실은 흡연 이외에도 이 두 가지 질환을 일으키는 원인인자가 존재함을 알

수 있다. 

하지만 천식과 더불어 만성폐쇄성폐질환 및 폐암 발병에 있어서, 실내 먼지 속에 포함된 세균 유래 세포밖 소포[0006]

체가 미치는 영향 및 상기 질환들의 원인인자로써 실내 먼지내 세포밖 소포체의 유래 세균을 동정하고 이를 이

용하여 질환을 진단하는 방법에 대해서는 보고된 바가 없다. 

발명의 내용

해결하려는 과제

상기와 같은 과제를 해결하기 위해, 본 발명자들은 메타게놈 분석을 통하여 실내 먼지에서 분리한 세균 유래 세[0007]
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포밖 소포체에서 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암 발병의 원인인자로 작용할 수 있는 세균들을 동정함으로써 본

발명을 완성하였다. 

이에, 본 발명은 실내 먼지에 포함된 세균 유래 세포밖 소포체 또는 이 소포체 유래 단백질을 이용하여 천식,[0008]

만성폐쇄성폐질환, 및 폐암을 진단하기 위한 정보를 제공하는 것을 목적으로 한다. 

그러나 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다[0009]

른 과제들은 아래의 기재로부터 당업자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여, 본 발명은 하기의 단계를 포함하는, 호흡기 염증성 질환의 진단을 위한[0010]

정보제공방법을 제공한다. 

(A) 환자샘플을 실내먼지 세균 유래의 세포밖 소포체 또는 이 소포체 유래 단백질과 반응시키는 단계; [0011]

(B) 상기 반응물에 항-인간 IgG 항체를 반응시켜 샘플내 IgG 항체의 양을 측정하는 단계; 및[0012]

(C) 상기 샘플내 IgG 항체의 양이 정상인에 비하여 2배 이상 증가되어 있을 경우 호흡기 염증성 질환으로 판정[0013]

하는 단계.

본  발명의  일  구현예로,  상기  세포밖  소포체  및  단백질은  포도상구균(Staphylococcus),  아시네토박터[0014]

(Acinetobacter), 슈도모나스(Pseudomonas) 및 엔테로박터(Enterobacter)로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이

상의 균에서 유래되는 것일 수 있다. 

본 발명의 다른 구현예로, 상기 포도상구균은 황색포도상구균(Staphylococcus aureus)이고, 상기 아시네토박터[0015]

는 아시네토박터 바우마니(Acinetobacter  baumannii)이고,  상기 슈도모나스는 녹농균(Pseudomonas  aeruginos

a)이고, 상기 엔테로박터는 엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter aerogenes)일 수 있다. 

본 발명의 또 다른 구현예로, 상기 환자샘플은 혈액 및 객담으로 이루어진 군에서 선택되는 것일 수 있다. [0016]

본 발명의 또 다른 구현예로, 상기 IgG 항체는 IgG1 또는 IgG4일 수 있다.[0017]

본 발명의 또 다른 구현예로, 상기 세포밖 소포체는 평균 직경이 10-300 nm인 것을 특징으로 한다. [0018]

본 발명의 또 다른 구현예로, 상기 호흡기 염증성 질환은, 천식, 만성폐쇄성폐질환, 및 폐암으로 이루어진 군에[0019]

서 선택되는 것일 수 있다. 

발명의 효과

실내 공기의 먼지에 다량으로 존재하는 포도상구균(Staphylococcus), 아시네토박터(Acinetobacter), 슈도모나스[0020]

(Pseudomonas), 및 엔테로박터(Enterobacter) 속  세균 유래 세포밖 소포체는 호흡기 염증성 질환을 유발할 수

있으므로, 본 발명은 환자 샘플내 상기 세균 유래 세포밖 소포체 또는 이 소포체 유래 단백질에 대한 특이 항체

를 측정함으로써 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암을 진단하기 위한 방법으로 유용하게 이용할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은, 계절별로 실내 먼지를 수거하여 세포밖 소포체를 분리한 후 소포체 양을 정량한 결과이다.[0021]

도 2는, 계절별로 실내 먼지에서 분리한 세포밖 소포체의 형태를 전자현미경을 통해 관찰한 결과이다.

도 3은, 계절별로 실내 먼지에서 분리한 세포밖 소포체의 크기를 동적광산란법으로 측정한 결과이다.

도 4는, 계절별로 실내 먼지에서 분리한 세균 및 세포밖 소포체의 분포를 메타게놈 분석을 통해 문(phylum) 수

준에서 분석한 결과이다.

도 5는, 계절별로 실내 먼지에서 분리한 세균 및 세포밖 소포체의 분포를 메타게놈 분석을 통해 속(genus) 수준

에서 분석한 결과이다.

도 6은, 정상인(Control), 천식환자(Asthma), 만성폐쇄성폐질환자(COPD), 폐암환자(Lung cancer)의 혈액 및 객

담 샘플에서 측정한 실내 먼지내 세포밖 소포체 특이 IgG 항체의 분포와 양성률을 나타낸 결과이다.

도 7은, 세포밖 소포체 특이 IgG 항체가 양성을 나타낸 정상인(Control), 천식환자(Asthma), 만성폐쇄성폐질환
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자(COPD), 폐암환자(Lung cancer)에서 각 세균 유래 세포밖 소포체에 감작된 개수의 분포를 나타낸 그림이다.

도 8은, 세포밖 소포체 특이 IgG1 항체가 양성을 나타낸 정상인(Control), 천식환자(Asthma), 만성폐쇄성폐질환

자(COPD), 폐암환자(Lung cancer)에서 세균 유래 세포밖 소포체에 감작된 개수의 분포를 나타낸 그림이다.

도 9는, 세포밖 소포체 특이 IgG4 항체가 양성을 나타낸 정상인(Control), 천식환자(Asthma), 만성폐쇄성폐질환

자(COPD), 폐암환자(Lung cancer)에서 세균 유래 세포밖 소포체에 감작된 개수의 분포를 나타낸 그림이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 실내 먼지에 존재하여 호흡기 염증성 질환을 유발하는 세균 유래 세포밖 소포체 또는 이 소포체 유래[0022]

단백질을 이용하여 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암을 진단하기 위한 정보를 제공하는 방법에 관한 것이다. 

본 발명에서는 실내 먼지에 존재하여 염증성 호흡기질환을 유발하는 세균 유래 세포밖 소포체의 특성을 평가하[0023]

고 세포밖 소포체의 원인인자(세균)를 동정하였다. 

본 발명의 일 실시예에서는, 실내 먼지에서 분리한 세포밖 소포체의 DNA를 분리한 후 메타게놈 분석을 수행하여[0024]

세균 및 세균 유래 세포밖 소포체의 분포를 분석하였다. 세균 문(phylum level) 수준에서 분석한 결과, 사계절

모든 경우 실내 먼지에는 그람 음성균인 프로테오박테리아(Proteobacteria)  문 세균과 그람 양성균인 후벽균

(Firmicutes) 문 세균이 대부분을 차지하였다. 좀 더 구체적으로 속(genus level) 수준에서는 실내 먼지 속에

그람 음성균인 경우 프로테오박테리아(proteobacteria) 문에 속하는 슈도모나스(Pseudomonas) 속, 아시네토박터

(Acinetobacter) 속, 엔테로박터(Enterobacter) 속, 레클레르시아(Leclercia) 속 세균, 그람 양성균인 경우 후

벽균(Firmicutes) 문에 속하는 포도상구균(Staphylococcus) 속 세균이 사계절 모두에서 주를 이루는 것으로 분

석되었다(실시예 3 참조).

본 발명의 다른 실시예에서는, 실내 먼지내에 존재하는 세균 유래 세포밖 소포체의 감작과 천식, 만성폐쇄성폐[0025]

질환, 폐암과의 연관성을 평가하기 위해 상기 질병을 앓고 있는 3가지 환자 그룹과 정상인 그룹에서 샘플을 얻

어 세포밖 소포체 특이 IgG 항체의 양을 측정하였다. 연관성 분석 결과, 정상인인 경우 4.4%, 천식환자인 경우

13.6%, 만성폐쇄성폐질환 환자인 경우 29.3%, 폐암환자인 경우 54.9%에서 세포밖 소포체에 감작되어 있음을 확

인하였다(실시예 4 참조). 

또한 multiple logistic regression analysis을 통하여 세포밖 소포체에의 감작 또는 흡연과 상기 질환들과의[0026]

연관성을 평가한 결과, 천식의 경우에는 세포밖 소포체에 감작된 경우 감작되지 않은 사람에 비하여 발생위험이

3.3배 증가하였으며, 흡연자의 경우 비흡연자에 비하여 오히려 발생위험이 감소하였다. 만성폐쇄성폐질환의 경

우, 세포밖 소포체에 감작된 경우 그렇지 않은 경우에 비하여 발생위험이 8.0배 증가하였고, 흡연자의 경우 3.7

배 증가하였다. 폐암의 경우에는 세포밖 소포체에 감작된 경우 발생위험이 감작되지 않은 경우에 비하여 38.7배

증가하였고, 흡연을 하는 경우에는 2.7배 증가함을 확인하였다. 따라서 세포밖 소포체에 대한 감작이 흡연의 경

우보다 현저히 높은 위험성을 가지며 질환의 발병을 유도할 수 있음을 확인하였다(실시예 5 참조).

본  발명의  또  다른  실시예에서는,  상기  실시예  3에서  동정한  포도상구균(Staphylococcus),  아시네토박터[0027]

(Acinetobacter), 슈도모나스(Pseudomonas), 엔테로박터(Enterobacter) 속 세균에 해당하는 각각의 황색포도상

구균(Staphylococcus  aureus),  아시네토박터  바우마니(Acinetobacter  baumannii),  녹농균(Pseudomonas

aeruginosa), 및 엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter aerogenes)에서 세포밖 소포체를 분리하여 이에 대한

상기  각  그룹의  세포밖  소포체  특이  IgG,  IgG1,  IgG4  항체를  측정하였다.  황색포도상구균(Staphylococcus

aureus) 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 연관성을 평가한 결과, 각각 3.0배, 12.6

배, 11.2배 발생위험이 증가하는 것으로 나타났다. 아시네토박터 바우마니(Acinetobacter baumannii) 유래 세포

밖 소포체에의 감작하는 경우, 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 발생위험은 각각 2.2배, 6.3배, 8.0배 증가하였

다. 녹농균(Pseudomonas  aeruginosa)  유래 세포밖 소포체에 감작하는 경우에는 각각 6.2배. 4.5배, 17.5배로

천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 발생위험이 증가하였으며, 엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter aerogenes)

유래 세포밖 소포체에 감작하는 경우에는 2.4배, 2.8배, 8.3배로 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 발생위험이

증가하는 것으로 나타났다(실시예 6 참조). 

본 발명의 또 다른 실시예에서는, 상기 네 가지 세균 유래 세포밖 소포체에 감작 개수와 천식, 만성폐쇄성폐질[0028]

환, 폐암의 연관성을 분석하였다. 소포체 특이 IgG 항체를 측정한 경우 천식, 만성폐쇄성폐질환, 그리고 폐암환

자에서 모두 3가지 이상 세균 유래 소포체에 대해 증가하였고, IgG1의 경우에는 만성폐쇄성폐질환과 폐암환자에

서만 4가지 세균 유래 소포체 모두에 대해서 증가하였다. IgG4의 경우에는 폐암 환자에서 2가지 혹은 3가지 세
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균 유래 소포체에 대해 증가함을 확인하였다(실시예 7 참조).

본 발명에서 사용되는 용어, ‘메타게놈’이란 '군유전체'라고도 하며, 흙, 동물의 장 등 고립된 지역 내의 모[0029]

든 바이러스, 세균, 곰팡이 등을 포함하는 유전체의 총합을 의미하는 것으로, 주로 배양이 되지 않는 미생물을

분석하기 위해서 서열분석기를 사용하여 한꺼번에 많은 미생물을 동정하는 것을 설명하는 유전체의 개념으로 쓰

인다. 특히, 메타게놈은 한 종의 게놈, 유전체를 말하는 것이 아니라, 한 환경단위의 모든 종의 유전체로서 일

종의 혼합유전체를 말한다. 이는 오믹스적으로 생물학이 발전하는 과정에서 한 종을 정의할 때 기능적으로 기존

의 한 종뿐만 아니라, 다양한 종이 서로 상호작용하여 완전한 종을 만든다는 관점에서 나온 용어이다. 기술적으

로는 빠른 서열분석법을 이용해서, 종에 관계없이 모든 DNA, RNA를 분석하여, 한 환경 내에서의 모든 종을 동정

하고, 상호작용, 대사작용을 규명하는 기법의 대상이다. 

본 발명은 환자샘플을 실내먼지 세균 유래의 세포밖 소포체 또는 이 소포체 유래 단백질과 반응시키는 단계; 상[0030]

기 반응물에 항-인간 IgG 항체를 반응시켜 샘플내 IgG 항체의 양을 측정하는 단계; 및 상기 샘플내 IgG 항체의

양이 정상인에 비하여 2배 이상 증가되어 있을 경우 호흡기 염증성 질환으로 판정하는 단계를 포함하는 호흡기

염증성 질환의 진단을 위한 정보제공방법을 제공한다. 

본  발명에서  사용되는  용어,  “세포밖  소포체”는  다양한  세균에서  분비되는  나노크기의  나노소포체를[0031]

의미한다. 실내 먼지에 존재하는 세포밖 소포체는 실내에 서식하고 있는 세균, 집먼지 진드기, 바퀴, 애완동물,

인간 등을 포함한 다양한 생명체에 서식하거나 건축물을 포함한 구조물의 내부와 주변에 서식하는 여러 종류의

세균에 의해 생성될 수 있으며, 상기 세포밖 소포체는 평균 직경이 10-300 nm일 수 있으나, 이에 제한되는 것은

아니다. 

본 발명에서는 상기 세포밖 소포체를 대신해 항원으로써 세포밖 소포체에 포함된 단백질을 이용할 수 있으나,[0032]

이에 제한되는 것은 아니다. 

본  발명의  상기  세포밖  소포체  및  이  소포체  유래  단백질은  포도상구균(Staphylococcus),  아시네토박터[0033]

(Acinetobacter), 슈도모나스(Pseudomonas) 및 엔테로박터(Enterobacter)로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이

상의 균에서 유래될 수 있고, 바람직하게는 포도상구균은 황색포도상구균(Staphylococcus aureus)이고, 상기 아

시네토박터는  아시네토박터  바우마니(Acinetobacter  baumannii)이고,  상기  슈도모나스는  녹농균(Pseudomonas

aeruginosa)이고, 상기 엔테로박터는 엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter aerogenes)일 수 있으나, 이에 제

한되는 것은 아니다. 

본 발명의 상기 환자샘플은 혈액 및 객담으로 이루어진 군에서 선택되는 것일 수 있으나, 이에 제한되는 것은[0034]

아니다. 

본 발명의 상기 항체는 IgG, IgA, 또는 IgE일 수 있으며, IgG 항체는 IgG1 또는 IgG4일 수 있으나, 이에 제한되[0035]

는 것은 아니다. 

본  발명의  상기  호흡기  염증성  질환은  천식,  만성폐쇄성폐질환,  및  폐암으로  이루어진  군에서  선택될  수[0036]

있으나, 이에 제한되는 것은 아니다. 

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 바람직한 실시예를 제시한다. 그러나 하기의 실시예는 본 발명을 보다 쉽[0037]

게 이해하기 위하여 제공되는 것일 뿐, 하기 실시예에 의해 본 발명의 내용이 한정되는 것은 아니다.

[실시예][0038]

실시예 1. 세포밖 소포체 추출 [0039]

실내  공기에  존재하는  세포밖  소포체의  특성,  농도,  메타게놈분석을  위해  봄(Spring),  여름(Summer),  가을[0040]

(Fall), 겨울(Winter) 계절별로 서울에 있는 두 개의 아파트에 있는 침대 매트리스에서 먼지를 포집하여 세포밖

소포체를 분리, 동정하는 실험을 수행하였다. 

구체적으로, 진공청소기를 사용해 침대 매트리스에 존재하는 먼지를 수거한 후 진공청소기의 필터 내에 존재하[0041]

는 먼지를 깨끗한 유리병에 옮겨 담고 질량을 측정하였다. 실내 먼지 5 g을 200 ㎖의 PBS(phosphate-buffered

saline)가 들어있는 비커에 넣고 4℃에서 12시간 동안 녹여내었다. 이 후 일차적으로 거즈를 이용하여 큰 이물

질들을 걸러내고, 걸러져 나온 용액을 고속원심분리 튜브(high speed centrifuge tube)에 나눠 담은 후, 4℃,

10,000 x g에서 15분 동안 고속원심분리(high speed centrifugation)를 연속으로 2번 수행하였다. 180 ㎖ 가량
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의 상층액을 구멍 직경이 0.45 μm인 멤브레인 필터(membrane filter)에 1회 통과시킨 후, 걸러진 상층액을 70

㎖ 용량의 초원심분리 튜브(ultracentrifuge tube)에 나눠 담고 4℃, 100,000 x g에서 4시간 동안 초원심분리

(ultracetrifugation)를 수행하였다. 상층액은 버리고 튜브 아래에 존재하는 침전물을 PBS로 녹여 세포밖 소포

체를 추출하였다. 

그 결과, 도 1에 나타낸 바와 같이, 봄, 여름, 가을, 겨울에 두 아파트 침대 매트리스에서 분리한 먼지에는 각[0042]

각 115.6, 83.8, 71.3, 96.1 ㎍(protein/g dust)의 세포밖 소포체가 포함되어 있음을 확인하였다.

실시예 2. 실내 먼지에서 분리한 세포밖 소포체의 특성 평가[0043]

실시예 1의 방법으로 분리한 세포밖 소포체의 특성을 평가하기 위하여 투과전자현미경(transmission electron[0044]

microscopy; TEM)을 통해 세포밖 소포체를 관찰하였다. 침대 매트리스 먼지에서 분리한 세포밖 소포체를 10 ㎍/

㎖ 농도로 희석한 후, 10 ㎕를 400-메쉬 구리 그리드(mesh copper grids)에 안착시켰다. 이후 2% 우라닐아세테

이트(uranyl acetate)로 염색하고 수분을 날린 후 JEM1011 현미경(JEOL, Peabody, MA, USA)을 이용하여 100kV

조건 하에서 관찰하였다. 

그 결과, 도 2에 나타낸 바와 같이, 봄, 여름, 가을, 겨울에 분리한 먼지내에 동그란 모양의 소포체가 함유되어[0045]

있음을 확인하였다.

다음으로 동적 광산란법(dynamic light scattering)을 통하여 침대 매트리스 먼지에서 분리한 세포밖 소포체의[0046]

크기를 측정하였다. 상기 세포밖 소포체를 10 ㎍/㎖ 농도로 희석한 후, 1 ㎖을 큐벳(cuvette)에 넣고 Zetasizer

Nano S(Malvern Instrument Ltd. Worcestershire, UK)를 이용하여 633 nm 파장에서 광산란 정도를 측정하였다

(30초 x 10회/sample). 

그 결과, 도 3에 나타낸 바와 같이, 봄, 여름, 가을 및 겨울에 침대 매트리스 먼지에서 분리한 세포밖 소포체의[0047]

크기는 각각 30-220, 20-100, 30-220 그리고 50-250 nm로 나타났다.

실시예 3. 실내 먼지에 존재하는 세균 및 세균 유래 세포밖 소포체 메타게놈(metagenome) 분석[0048]

실내 먼지에 존재하는 세균 및 세포밖 소포체로부터 DNA를 추출하여 메타게놈분석을 수행하여 세균 및 세균 유[0049]

래 세포밖 소포체의 분포를 문 수준(phylum level) 및 속 수준(genus level)으로 분석하였다. 

구체적으로, 실내 먼지에 존재하는 세균 및 세포밖 소포체에서 DNA 추출 kit (Bioneer Inc., Daejeon, Korea)[0050]

를 이용하여 DNA를 추출하여 얻었으며, DNA 라이브러리는 GS FLX titanium library prep guide에 따라 제작하

였다. 이후 제작 라이브러리는 Picogreen assay(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 정량하였으며, 제

작 라이브러리 증폭을 위해 에멀젼 PCR(emulsion PCR; emPCR)을 GSFLX titanium emPCR Kit(454 Life Sciences,

Basel,  Switzerland)를 이용하여 수행하였다. 제작 라이브러리를 비드(bead)  위에 고정한 후, amplification

mix  및  오일과  섞어  Tissue  Lyser  II(Qiagen,  Limburg,  Netherlands)에서  격렬하게  섞은  후  “micro-

reactors”를 형성하고, 유액은 96-well plate에 분주 후 PCR 증폭반응을 수행하였다. 분리한 DNA의 유전자 염

기서열 분석을 위해 상기의 방법으로 분리한 DNA를 중합효소 연쇄반응을 통해 증폭한 후, 화학적으로 에멀젼 상

태를 깨고 필터를 통해 증폭된 라이브러리가 붙어있는 bead를 분리하였다. 이후 스트렙타비딘이 코팅된 마그네

틱  비드(streptavidin-coated  magnetic  beads)에  붙을  수  있는  biotinylated  primer  A(complementary  to

adaptor A)를 이용하여 증폭된 라이브러리가 붙어있는 비드만을 정제하였다. 다음으로 열에 의한 DNA 이중나선

분리를 통해 비드에 붙어있는 단일 가닥의 주형 DNA 단편들로 만들었다. 이후, 분리한 주형 단일가닥 DNA에 시

퀀싱(sequencing)용 프라이머를 붙이고, particle counter(Beckman Coulter, Brea, CA, USA)를 이용하여 비드

의 수를 측정하였다. Genome Sequencer FLX titanium sequencer(454 Life Sciences)를 이용하여 시퀀싱을 수행

하였으며, 각 샘플은 8 레인 개스킷이 장착된 70-75-mm PicoTiter plate(454 Life Sciences)의 한 부분에 넣어

주었다.

모든 시퀀스는 BLASTN 및 EzTaxon 데이터베이스를 이용하여 비교하였다. 시퀀스 중 유사하거나, 100 bit score[0051]

이상, 1.0 E-value 이하의 값을 가지는 것은 부분적인 16s rRNA로 간주하였다. 비 16S rRNA 시퀀스는 1% 미만으

로 나타났다. 판독한 시퀀스는 EzTaxon 데이터베이스를 이용하여 분류학적으로 분류하였다. 각 시퀀스 판독을

위해 데이터베이스에서 가장 유사한 다섯 시퀀스를 bit score에 따라 BLASTN 프로그램에서 추출하였다. 이 다섯

시퀀스에서, ClustalW 프로그램을 사용하여 유사도를 측정하였으며, 읽어 들인 시퀀스와 가장 높은 유사도를 보
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이는 시퀀스를 분류를 위해 사용하였다. 분류상, 속의 경우 94%, 문의 경우 75% 이상의 유사도 기준으로 분류하

였다. 

각 샘플 별 세균 및 세균 유래 세포밖 소포체의 분포를 문 수준(phylum level)에서 분석한 결과, 도 4에 나타낸[0052]

바와 같이, 세균(Bacteria) 유래의 경우, 사계절 모두에서 그람 음성균인 프로테오박테리아(Proteobacteria) 문

세균이 95% 이상으로 나타났고, 그람 양성균으로 후벽균(Firmicutes), 방선균(Actinobacteria) 문 세균이 그 다

음을  차지하였다.  먼지  내  세포밖  소포체(EV)인  경우,  사계절  모두  그람  음성균인  프로테오박테리아

(Proteobacteria)  문  세균에서  유래하는  세포밖  소포체가  90%  이상을  차지하였고,  그람  양성균인  후벽균

(Firmicutes) 문 세균 유래 세포밖 소포체가 그 다음을 차지하였다. 

또한 먼지내에 존재하는 세균 및 세균 유래 세포밖 소포체의 분포를 속 수준(genus level)에서 분석하였다. 그[0053]

결과, 도 5에 나타낸 바와 같이, 세균(Bacteria) 유래의 경우 그람 음성균인 경우에 Proteobacteria 문에 속하

는 슈도모나스(Pseudomonas)  속, 아시네토박터(Acinetobacter) 속, 엔테로박터(Enterobacter) 속, 레클레르시

아(Leclercia) 속 세균이 사계절 모두에서 주를 이루었고, 그람 양성균인 경우, Firmicutes 문에 속하는 포도상

구균(Staphylococcus)속 세균이 사계절 모두에서 주를 이루었다. 먼지 속 세균 유래 세포밖 소포체 분포를 평가

하였을 때, 그람 음성균인 경우에 역시 Proteobacteria 문에 속하는 슈도모나스(Pseudomonas) 속, 아시네토박터

(Acinetobacter) 속, 엔테로박터(Enterobacter) 속, 레클레르시아(Leclercia) 속 세균이 사계절 모두에서 주를

이루었고, 그람 양성균인 경우, Firmicutes 문에 속하는 포도상구균(Staphylococcus) 속 세균이 사계절 모두에

서 주를 이루는 것으로 나타났다. 

실시예 4. 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암 환자 샘플에서 실내 먼지 내 소포체 특이 IgG 항체 측정[0054]

실내 먼지내에 존재하는 세균 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암과의 연관성을 평가하기[0055]

위하여, 4가지 그룹에서 혈액 및 객담에서 샘플을 준비하여 평가를 수행하였다. 첫 번째 그룹은 가역적 기도 폐

색에 근거한 내과진단을 받은 294명의 천식(Asthma) 환자로 구성되었고, 두 번째 그룹은 흡연 이력에 관계없이

기관지  확장제  사용  후,  1초간  호기량/총폐활량(FEV1/FVC)이  0.7을  넘는  242명의  만성폐쇄성폐질환(chronic

obstructive pulmonary disease; COPD) 환자로 이루어졌다. 세 번째 그룹은 2003년 11월부터 2011년 3월까지

단국대학교 병원에 폐암(Lung cancer)으로 진단받은 환자들로 구성되었으며, 네 번째 그룹은 대조군(Control)으

로써 내과 건강진단 결과, 호흡기 질환이 없는 90명의 일반인으로 구성되었다. 상기 4가지 그룹을 하기 표 1에

자세히 나타내었다. 

[표 1][0056]

[0057]

실내 먼지에 존재하는 세포밖 소포체에 대한 감작유무를 평가하기 위하여 상기 환자 및 대조군에서 얻은 샘플에[0058]

서 소포체 특이 IgG 항체를 측정하였다. 세포밖 소포체 특이 IgG 항체의 양을 측정하기 위해 50 ng의 세포밖 소

포체를 96-well plate의 각 well에 하루 동안 안착 시켰다. 세포밖 소포체 특이 IgG 항체의 정량을 위해 anti-

human IgG 항체를 세포밖 소포체 대신 안착하였다. 다음날, 5% 탈지분유로 항체 및 세포밖 소포체 안착 간극을

메우고, 확보한 샘플을 5% 탈지분유에 1000배 희석하여 반응시켰다. 다음으로 홀스레디쉬 페록시다아제가 접합

된 2차 항체(Horseradish peroxidase-conjugated anti-IgG)(abcam, Cambridge, UK)를 5% 탈지분유액에 희석하
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여 반응시킨 후, microplate reader를 통해 IgG 항체의 양을 측정하였다. 먼지 내 세포밖 소포체에 대한 감작은

정상인 샘플에 존재하는 소포체 특이 IgG 항체 값의 95% 이상을 보이는 경우에 양성으로 정의하였다. 

그 결과, 도 6에 나타낸 바와 같이, 정상인인 경우 4.4%, 천식환자인 경우 13.6%, 만성폐쇄성폐질환 환자인 경[0059]

우 29.3%, 폐암환자인 경우 54.9%에서 감작되어 있었다.

실시예 5. 실내 먼지내 세포밖 소포체에 대한 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 연관성 분석[0060]

실내  먼지내  세균유래  세포밖  소포체에  대한  감작과  천식,  만성폐쇄성폐질환,  폐암과의  연관성을  multiple[0061]

logistic regression analysis로 분석하였다. 흡연 혹은 실내 먼지내 세포밖 소포체에의 감작과 천식과의 연관

성을 평가한 결과, 하기 표 2에 나타낸 바와 같이, 실내 먼지내 세포밖 소포체에 감작된 경우 천식의 발생 위험

은 감작되지 않은 사람에 비하여 3.3배 증가한 반면, 흡연을 하는 경우에는 비흡연자에 비하여 천식 발생이 오

히려 감소하였다.

[표 2][0062]

[0063]

또한, 흡연 혹은 실내 먼지내 소포체에의 감작과 만성폐쇄성폐질환과의 연관성을 분석하였을 때, 하기 표 3에[0064]

나타낸 바와 같이, 먼지 내 세포밖 소포체에 감작된 경우에 질환의 발생이 감작되지 않은 사람에 비하여 8.0배

증가하였고, 흡연을 하는 경우에도 비흡연자에 비하여 3.7배 증가하였다.

[표 3][0065]

[0066]

또한, 흡연 혹은 실내 먼지 내 소포체에의 감작과 폐암 발생과의 연관성을 평가하였을 때, 하기 표 4에 나타낸[0067]

바와 같이, 먼지 내 세포밖 소포체에 감작된 경우 폐암 발생의 위험이 감작되지 않은 사람에 비하여 38.7배 증

가하였고, 흡연을 하는 경우에 비흡연자에 비하여 2.7배 증가하였다.
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[표 4][0068]

[0069]

실시예  6.  천식,  만성폐쇄성폐질환,  폐암  환자  샘플에서  Staphylococcus,  Acinetobacter,  Pseudomonas,[0070]

Enterobacter 속 세균 유래 세포밖 소포체 특이 IgG, IgG1, IgG4 항체 측정

6-1. 각 세균 유래 세포밖 소포체 분리 및 세포밖 소포체 특이 IgG, IgG1, IgG4 항체 측정[0071]

실시예 3의 메타게놈분석 결과에서 실내 먼지 내 포도상구균(Staphylococcus), 아시네토박터(Acinetobacter),[0072]

슈도모나스(Pseudomonas), 엔테로박터(Enterobacter) 속 세균 유래 세포밖 소포체가 다량 존재한다는 연구결과

를 토대로 하여, 상기 실시예 4에서 기술한 4가지 그룹, 즉, 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암, 및 정상인의 혈액

및 객담에서 상기 세균에서 유래하는 세포밖 소포체에 대한 특이 IgG, IgG1, IgG4 항체를 측정하였다.

각  속에  해당하는  세균  즉,  황색포도상구균(Staphylococcus  aureus),  아시네토박터  바우마니(Acinetobacter[0073]

baumannii),  녹농균(Pseudomonas  aeruginosa),  및 엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter  aerogenes)를 액체

영양배지에 접종하고 교반/항온 배양기 내 37℃ 하에서 흡광도 1.5가 될 때까지 배양하였다. 이후 고속원심분리

기를 이용하여 4℃, 10,000 x g에서 20분 동안 원심분리를 수행하여 세균 및 상층액으로 분리하고, 상층액 부분

만을 취하여 0.45 μm인 멤브레인 필터(membrane filter)에 1회 통과시켰다. 다음으로 고속원심분리를 위한 농

축을 위해 농축기(quickstand, GE healthcare)로 상층액을 300 ㎖까지 농축 후, 다시 0.22 μm인 멤브레인 필

터(membrane filter)에 1회 통과시켰다. 이를 초고속원심분리용 튜브(45 Ti, 70 ml, Beckman coulter)에 나눠

담고 4℃, 100,000 x g에서 3시간 동안 초고속 원심분리를 수행하였으며, 상층액 부분은 버리고 튜브 하단의 침

전물을 PBS로 현탁하여 세포밖 소포체를 분리하였다.

환자 샘플내 세포밖 소포체 특이 항체 즉, IgG, IgG1, IgG4의 양을 측정하기 위해 상기 세균들에서 분리한 세포[0074]

밖 소포체 50 ng을 96-well plate의 각 well에 하루 동안 안착 시켰다. 세포밖 소포체 특이 IgG, IgG1, IgG4

정량을 위해 각각 anti-human IgG 항체, anti-human IgG1 항체, anti-human IgG4 항체를 세포밖 소포체 대신

안착하였다. 다음날, 5% 탈지분유로 항체 및 세포밖 소포체 안착 간극을 메우고, 확보한 샘플을 5% 탈지분유에

1000배  희석하여  반응시켰다.  다음으로  홀스레디쉬  페록시다아제가  접합된  각  2차  항체(Horseradish

peroxidase-conjugated anti-IgG, anti-IgG1, anti-IgG4)(abcam, Cambridge, UK)를 5% 탈지분유액에 희석하여

반응시킨 후, microplate reader를 통해 각 IgG 항체의 양을 측정하였다. 각각의 세균유래 세포밖 소포체에의

감작은 정상인의 혈액 및 객담에 존재하는 소포체 특이 IgG, IgG1, IgG4 항체 값의 95% 이상을 보이는 경우에

양성으로 정의하였다.

6-2. 황색포도상구균(Staphylococcus aureus) 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 연관[0075]

성 분석 

황색포도상구균 유래 세포밖 소포체 감작과 천식,  만성폐쇄성폐질환,  폐암과의 연관성을 multiple  logistic[0076]

regression analysis로 분석하였다. 
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그 결과, 하기 표 5에 나타낸 바와 같이, 황색포도상구균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 천식과의 연관성을 평[0077]

가한 경우, 소포체에 감작된 경우 천식의 발생 위험은 감작되지 않은 사람에 비하여 3.0배 증가하였다. 황색포

도상구균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 만성폐쇄성폐질환의 연관성을 분석한 결과, 소포체에 감작된 경우 감

작되지 않은 사람에 비하여 12.6배 발생률이 증가하였다. 또한, 황색포도상구균 유래 세포밖 소포체에의 감작과

폐암과의 연관성을 분석한 결과, 소포체에 감작된 경우 감작되지 않은 경우에 비하여 폐암 발생률이 11.2배 증

가하는 것으로 나타났다.

[표 5][0078]

[0079]

6-3. 아시네토박터 바우마니(Acinetobacter baumannii) 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐[0080]

암의 연관성 분석 

아시네토박터  바우마니균  유래  세포밖  소포체  감작과  천식,  만성폐쇄성폐질환,  폐암과의 연관성을 multiple[0081]

logistic regression analysis로 분석하였다. 

그 결과, 하기 표 6에 나타낸 바와 같이, 아시네토박터 바우마니균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 천식과의 연[0082]

관성을  평가한  결과,  소포체에  감작된  경우  천식의  발생  위험은  감작되지  않은  사람에  비하여  2.2배

증가하였다. 아시네토박터균 바우마니균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 만성폐쇄성폐질환의 연관성을 분석한

결과, 소포체에 감작된 경우 감작되지 않은 사람에 비하여 6.3배 발생률이 증가하였다. 또한, 아시네토박터 바

우마니균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 폐암과의 연관성을 분석한 결과, 소포체에 감작된 경우 감작되지 않은

경우에 비하여 폐암 발생률이 8.0배 증가하는 것으로 나타났다.
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[표 6][0083]

[0084]

6-4. 녹농균(Pseudomonas aeruginosa) 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 연관성 분석 [0085]

녹농균 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암과의 연관성을 multiple logistic regression[0086]

analysis로 분석하였다. 

그 결과, 하기 표 7에 나타낸 바와 같이, 녹농균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 천식과의 연관성을 평가한 결[0087]

과, 소포체에 감작된 경우 천식의 발생 위험은 감작되지 않은 사람에 비하여 6.2배 증가하였다. 녹농균 유래 세

포밖 소포체에의 감작과 만성폐쇄성폐질환의 연관성을 분석한 결과, 소포체에 감작된 경우 감작되지 않은 사람

에 비하여 4.5배 발생률이 증가하였다. 또한, 녹농균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 폐암과의 연관성을 분석한

결과, 소포체에 감작된 경우 감작되지 않은 경우에 비하여 폐암 발생률이 17.5배 증가하는 것으로 나타났다.

[표 7][0088]

[0089]

6-5. 엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter aerogenes) 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환,[0090]

폐암의 연관성 분석 

엔테로박터 에어로게네스균 유래 세포밖 소포체 감작과 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암과의 연관성을 multiple[0091]

logistic regression analysis로 분석하였다. 

그 결과, 하기 표 8에 나타낸 바와 같이, 엔테로박터 에어로게네스균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 천식과의[0092]

연관성을 평가한 결과, 소포체에 감작된 경우 천식의 발생 위험은 감작되지 않은 사람에 비하여 2.4배 증가하였
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다. 엔테로박터 에어로게네스균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 만성폐쇄성폐질환의 연관성을 분석한 결과, 소

포체에 감작된 경우 감작되지 않은 사람에 비하여 2.8배 발생률이 증가하였다. 또한, 엔테로박터 에어로게네스

균 유래 세포밖 소포체에의 감작과 폐암과의 연관성을 분석한 결과, 소포체에 감작된 경우 감작되지 않은 경우

에 비하여 폐암 발생률이 8.3배 증가하는 것으로 나타났다.

[표 8][0093]

[0094]

실시예 7. 상기 네 가지 세균 유래 세포밖 소포체에 감작 개수와 천식, 만성폐쇄성폐질환, 폐암의 연관성 분석 [0095]

실시예  6의  4가지  세균  즉,  황색포도상구균(Staphylococcus  aureus),  아시네토박터  바우마니(Acinetobacter[0096]

baumannii), 녹농균(Pseudomonas aeruginosa), 엔테로박터 에어로게네스(Enterobacter aerogenes) 유래 세포밖

소포체에 대해 질환별 감작개수와 연관성을 확인해보고자 하였다.

그 결과, 도 7에 나타낸 바와 같이, IgG 항체를 측정하였을 때 상기 네 가지 세균유래 세포밖 소포체 중에서 3[0097]

가지 이상의 세균 유래 소포체에 IgG 항체가 증가된 경우는 정상인에는 없었고, 천식, 만성폐쇄성폐질환, 그리

고 폐암환자에서만 관찰되었다. 상기 4가지 세균유래 소포체 모두에 IgG1 항체가 증가된 경우에는 도 8에 나타

낸 바와 같이, 정상인과 천식환자에선 관찰되지 않았고, 만성폐쇄성폐질환과 폐암환자에서만 관찰되었다. 또한,

상기 4가지 세균 유래 소포체 중에서 2가지 혹은 3가지의 소포체에 특이 IgG4가 증가된 경우는 폐암환자에서 두

드러지게 관찰됨을 도 9에 나타내었다.

상기 진술한 본 발명의 설명은 예시를 위한 것이며, 본 발명이 속하는 기술분야의 통상의 지식을 가진 자는 본[0098]

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

이해할 수 있을 것이다. 그러므로 이상에서 기술한 실시예들은 모든 면에서 예시적인 것이며 한정적이 아닌 것

으로 이해해야만 한다. 
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