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명 세 서

청구범위

청구항 1 

서열번호  1  내지  6의  프라이머를  포함하는,  원숭이두창  바이러스  검출용  LAMP(Loop-mediated  isothermal

amplification) 프라이머 세트. 

청구항 2 

제 1항에 있어서, 

상기 프라이머 세트는 서열번호 7의 염기서열로 이루어진 프로브를 추가로 포함하는, 원숭이두창 바이러스 검출

용 LAMP 프라이머 세트. 

청구항 3 

제 2항에 있어서, 상기 서열번호 7의 염기서열로 이루어진 프로브는 5' 말단에 형광표지물질을 포함하는, 원숭

이두창 바이러스 검출용 LAMP 프라이머 세트.

청구항 4 

제  3항에  있어서,  상기  형광표지물질은  FAM(6-carboxyfluorescein),  텍사스  레드(texas  red),  플루오레신

(fluorescein),  HEX(2',4',5',7'-tetrachloro-6-carboxy-4,7-dichlorofluorescein),  플루오레신 클로로트리아

지닐(fluorescein chlorotriazinyl), 로다민 그린(rhodamine green), 로다민 레드(rhodamine red), 테트라메틸

로다민(tetramethyl rhodamine), FITC(fluorescein isothiocyanate), 오레곤 그린(oregon green), 알렉사 플루

오로(alexa  fluor),  JOE(6-Carboxy-4',5'-Dichloro-2',7'-Dimethoxyfluorescein),  ROX(6-Carboxyl-

XRhodamine),  TET(Tetrachloro-Fluorescein),  TRITC(tertramethylrodamine  isothiocyanate),  TAMRA(6-

carboxytetramethyl-rhodamine), NED(N-(1-Naphthyl) ethylenediamine), 시아닌(Cyanine) 계열 염료 및 씨아디

카르보시아닌(thiadicarbocyanine)으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인, 원숭이두창 바이러스 검

출용 LAMP 프라이머 세트.

청구항 5 

제 1항 내지 제 4항 중 어느 한 항에 있어서, 

상기 프라이머 세트는, 서열번호 8의 염기서열로 이루어진 소광자(quencher)를 추가로 포함하는, 원숭이두창 바

이러스 검출용 LAMP 프라이머 세트.

청구항 6 

제 5항에 있어서, 

상기  소광자는  TAMRA(6-carboxytetramethyl-rhodamine),  BHQ1(black  hole  quencher  1),  BHQ2(black  hole

quencher  2),  BHQ3(black  hole  quencher  3),  NFQ(nonfluorescent  quencher),  답실(dabcyl),  Eclipse,

DDQ(Deep Dark Quencher), 블랙베리 퀸처(Blackberry Quencher), 및 아이오와 블랙(Iowa black)로 이루어지는

군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인, 원숭이두창 바이러스 검출용 LAMP 프라이머 세트.
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청구항 7 

제 1항 내지 제 6항 중 어느 한 항의 프라이머 세트를 포함하는, 원숭이두창 바이러스 검출용 조성물. 

청구항 8 

제 7항의 조성물을 포함하는, 원숭이두창 바이러스 검출용 키트. 

청구항 9 

(1) 생물학적 시료의 게놈 DNA(gDNA)를 분리하는 단계; 

(2) 상기 분리된 gDNA를 주형으로 하고 서열번호 1 내지 6의 프라이머, 서열번호 7의 염기서열로 이루어진 프로

브를 이용하여 LAMP 등온증폭 반응을 수행하여 표적 서열을 증폭하는 단계; 및

(3) 상기 증폭된 산물을 검출하는 단계;를 포함하는 원숭이두창의 진단을 위한 정보제공방법. 

청구항 10 

제 9항에 있어서, 

상기 (1) 단계의 상기 시료는 객담(sputum), 기관지 흡인(bronchial aspiration) 및 기관지세척액(bronchial

washing), 체액(body fluid), 타액(saliva), 소변(urine), 분변(feces), 피부 상처 스왑(ermal lesion swab),

뇌척수액(cerebrospinal  fluids),  혈액(blood),  혈청(serum),  혈장(plasmid),  말초혈  단핵세포(peripheral

blood monocyte), 말초혈 백혈구(peripheral blood leukocyte), 경부 도말 표본(cervical smears) 및 인두 도

말(pharyngeal swab) 로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상인, 원숭이두창의 진단을 위한 정보제공

방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 원숭이두창 바이러스를 검출할 수 있는 고리매개 등온증폭반응용 프라이머 세트 등에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

원숭이두창(Monkeypox)는 원숭이두창 바이러스에 의해 감염되는 감염병으로, Mpox 바이러스는 천연두와 유사하[0003]

게  poxviridae  과에  속하는 이중가닥 DNA  바이러스이다.  Orthopoxvirus  속에  속하는 바이러스로는 Variola

virus, Smallpox virus, Cowpox virus, accinia virus 등이 존재한다. 원숭이두창 바이러스는 콩고 분지와 서

아프리카의 두 계통군으로 나뉘는데 콩고 분지 계통이 더 치명적인 것으로 알려져 있다. 원숭이두창 바이러스

감염은 중앙아프리카와 서아프리카에서 주로 발생하였으며, 최초 인간감염 사례는 1970년 콩고민주공화국에서

발견되었다. 원숭이두창 바이러스는 감염된 동물과 직접 접촉하거나 물림으로써 동물에서 사람으로 전염될 수

있다. 2022년 상반기에 원숭이두창은 아프리카 국가에서 1,400명 이상의 감염사례와 66명의 사망자가 보고되었

다. 나아가 종래 원숭이두창이 거의 발생하지 않았던 30개국에서 1,000명 이상의 감염자가 확인되었다. 현재 원

숭이두창 바이러스의 발생은 공중보건 위협 증가에 기여하고 있으므로 확산을 통제하고 적시에 치료할 수 있도

록 신속한 탐지가 필요하다.

현재 원숭이두창 바이러스의 진단은 분자진단 검사법으로서 중합효소 연쇄반응(polymerase chain reaction)을[0004]

이용하여 진단하는 방법이 이용되고 있으나 실시간 PCR법은 PCR 증폭 확인까지 2시간 정도의 시간이 소요되어
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현장에서 빠르게 진단까지 어려움이 있다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 중국특허출원 제2012-10209069호 [0005]

비특허문헌

(비특허문헌 0001)  Feng J et al. Microbiol Spectr. 2022 Oct 26;10(5):e0271422 [0006]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 원숭이두창 바이러스 감염을 빠른 시간 안에 진단할 수 있는 LAMP 프라[0007]

이머 세트를 제공하는 것이다. 

그러나 본 발명이 이루고자 하는 기술적 과제는 이상에서 언급한 과제에 제한되지 않으며, 언급되지 않은 또 다[0008]

른 과제들은 아래의 기재로부터 당해 기술분야의 통상의 기술자에게 명확하게 이해될 수 있을 것이다.

과제의 해결 수단

상기 과제를 해결하기 위하여, 본 발명은 서열번호 1 내지 6의 프라이머를 포함하는, 원숭이두창 바이러스 검출[0010]

용 LAMP(Loop-mediated isothermal amplification) 프라이머 세트를 제공한다. 

일 측에 따르면, 상기 프라이머 세트는 서열번호 7의 염기서열로 이루어진 프로브를 추가로 포함할 수 있다.  [0011]

일 측에 따르면, 상기 서열번호 7의 염기서열로 이루어진 프로브는 5' 말단에 형광표지물질을 포함할 수 있다. [0012]

일  측에  따르면,  상기  형광표지물질은  FAM(6-carboxyfluorescein),  텍사스  레드(texas  red),  플루오레신[0013]

(fluorescein),  HEX(2',4',5',7'-tetrachloro-6-carboxy-4,7-dichlorofluorescein),  플루오레신 클로로트리아

지닐(fluorescein chlorotriazinyl), 로다민 그린(rhodamine green), 로다민 레드(rhodamine red), 테트라메틸

로다민(tetramethyl rhodamine), FITC(fluorescein isothiocyanate), 오레곤 그린(oregon green), 알렉사 플루

오로(alexa  fluor),  JOE(6-Carboxy-4',5'-Dichloro-2',7'-Dimethoxyfluorescein),  ROX(6-Carboxyl-

XRhodamine),  TET(Tetrachloro-Fluorescein),  TRITC(tertramethylrodamine  isothiocyanate),  TAMRA(6-

carboxytetramethyl-rhodamine), NED(N-(1-Naphthyl) ethylenediamine), 시아닌(Cyanine) 계열 염료 및 씨아디

카르보시아닌(thiadicarbocyanine)으로 구성된 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상일 수 있다. 

일 측에 따르면, 상기 프라이머 세트는, 서열번호 8의 염기서열로 이루어진 소광자(quencher)를 추가로 포함할[0014]

수 있다. 

일  측에  따르면,  상기  소광자는  TAMRA(6-carboxytetramethyl-rhodamine),  BHQ1(black  hole  quencher  1),[0015]

BHQ2(black hole quencher 2), BHQ3(black hole quencher 3), NFQ(nonfluorescent quencher), 답실(dabcyl),

Eclipse, DDQ(Deep Dark Quencher), 블랙베리 퀸처(Blackberry Quencher), 및 아이오와 블랙(Iowa black)로 이

루어지는 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상일 수 있다. 

본 발명의 또 다른 측면에 따르면, 상기 프라이머 세트 중 어느 하나의 프라이머 세트를 포함하는, 원숭이두창[0016]

바이러스 검출용 조성물이 제공된다. 

본 발명의 다른 측면에 따르면, 상기 검출용 조성물을 포함하는, 원숭이두창 바이러스 검출용 키트가 제공된다. [0017]

본 발명의 다른 실시예에 따르면, (1) 생물학적 시료의 게놈 DNA(gDNA)를 분리하는 단계; (2) 상기 분리된 gDNA[0018]

를 주형으로 하고 서열번호 1 내지 6의 프라이머, 서열번호 7의 염기서열로 이루어진 프로브를 이용하여 LAMP
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등온증폭 반응을 수행하여 표적 서열을 증폭하는 단계; 및 (3) 상기 증폭된 산물을 검출하는 단계;를 포함하는

원숭이두창의 진단을 위한 정보제공방법이 제공된다. 

일 측에 따르면, 상기 (1) 단계의 상기 시료는 객담(sputum), 기관지 흡인(bronchial aspiration) 및 기관지세[0019]

척액(bronchial washing), 체액(body fluid), 타액(saliva), 소변(urine), 분변(feces), 피부 상처 스왑(ermal

lesion swab), 뇌척수액(cerebrospinal fluids), 혈액(blood), 혈청(serum), 혈장(plasmid), 말초혈 단핵세포

(peripheral blood monocyte), 말초혈 백혈구(peripheral blood leukocyte), 경부 도말 표본(cervical smears)

및 인두 도말(pharyngeal swab)로 이루어진 군으로부터 선택되는 어느 하나 이상일 수 있다. 

발명의 효과

본 발명에 따르면, 고가의 PCR장비나 숙련된 인력 없이도 현장에서 빠르게 원숭이두창 바이러스의 검출이 가능[0021]

하다. 본 발명의 프라이머 세트는 원숭이두창 바이러스에 대하여 높은 민감도와 정확도를 나타내며, 검체의 원

숭이두창 바이러스 감염여부를 빠른 시간 내에 진단할 수 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 원숭이두창 바이러스 검출용 프라이머 세트의 타겟 서열 부위이다. [0023]

도 2는 본 발명의 원숭이두창 바이러스 검출용 프라이머 세트의 특이도 실험 결과이다.  

도 3은 본 발명의 프라이머 세트와 선행특허의 민감도를 비교실험한 결과이다. 

도 4는 본 발명의 프라이머 세트와 선행논문의 특이도를 비교실험한 결과이다.  

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

 본 발명자들은 현장에서 고가의 장비나 숙련된 인력 없이도 원숭이두창 바이러스의 감염을 빠르고 신속하게 진[0024]

단하기 위한 LAMP 프라이머에 관해 본 발명을 완성하였다. 

본 명세서에서 사용되는 용어 “원숭이두창(monkeypox)”은 Poxviridae과의 Orthopoxvirus 속 원숭이두창 바이[0025]

러스(monkeypox virus)에 의해 감염되어 발생하는 전염성 질병을 의미한다. 

구체적으로, 본 발명자들은 원숭이두창 바이러스의 F3L 부위에 특이적인 프라이머와 프로브로 구성되는 프라이[0026]

머 세트를 LAMP 기반으로 제작하였다. 본 발명의 LAMP 기반의 프라이머 세트는 전통적인 PCR과 달리 온도변화를

요구하지 아니하여 단순하고 가벼운 증폭 기기를 이용할 수 있고 분석에 소요되는 시간을 획기적으로 감소시킬

수 있다. 

구체적으로 본 발명은, 서열번호 1 내지 6으로 이루어지는 원숭이두창 바이러스의 F3L 부위에 특이적으로 결합[0027]

하는 프라이머 세트와 서열번호 7로 이루어지는 프로브를 제공한다. 

또한, 본 발명은 상기 프라이머 세트 및 프로브를 포함하는 원숭이두창 바이러스 검출용 조성물을 제공한다. [0028]

본 발명의 원숭이두창 바이러스 검출을 위한 LAMP 프라이머 세트의 구성은 하기 표 1과 같으며, 반응 시간 및[0029]

온도는 하기 표 4와 같다. 상술한 프라이머 세트 및 이를 포함하는 조성물의 조성과 반응 조건은 최적의 실시예

를 도출하기 위한 일 예시일 뿐이며, 이에 제한되지 않는다. 

한편, 본 발명의 프로브는 5' 말단이 형광표지물질로 표지된 것일 수 있다. 상기 각 프로브에 부착되는 형광물[0030]

질은 형광을 발하는 것이라면 제한되지 아니하나, 그 비제한적인 예로서 FAM(6-carboxyfluorescein), 텍사스 레

드(texas  red),  플루오레신(fluorescein),  HEX(2',4',5',7'-tetrachloro-6-carboxy-4,7-

dichlorofluorescein),  플루오레신  클로로트리아지닐(fluorescein  chlorotriazinyl),  로다민  그린(rhodamine

green),  로다민  레드(rhodamine  red),  테트라메틸  로다민(tetramethyl  rhodamine),  FITC(fluorescein

isothiocyanate), 오레곤 그린(oregon green), 알렉사 플루오로(alexa fluor), JOE(6-Carboxy-4',5'-Dichloro-

2',7'-Dimethoxyfluorescein),  ROX(6-Carboxyl-XRhodamine),  TET(Tetrachloro-Fluorescein),

TRITC(tertramethylrodamine  isothiocyanate),  TAMRA(6-carboxytetramethyl-rhodamine),  NED(N-(1-Naphthyl)

ethylenediamine), 시아닌(Cyanine) 계열 염료 및 씨아디카르보시아닌(thiadicarbocyanine) 등이 있다.
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또한, 본 발명은 원숭이두창의 진단이 필요한 개체의 생물학적 시료에서 게놈 DNA및 또는 RNA를 분리하고, 상기[0031]

DNA 및 또는 RNA를 주형으로 하여 상기 프라이머 세트, 조성물 및 키트 중 어느 하나를 이용하여 LAMP를 수행함

으로써 표적 서열을 증폭하고, 그 증폭 산물을 검출하는 단계를 포함하는 원숭이두창 진단을 위한 정보제공방법

을 제공할 수 있다. 

본 발명에서 “개체”는 원숭이두창의 진단이 필요한 포유류라면 제한되지 아니하나, 바람직하게는 인간일 수[0032]

있다. 또한, 본 발명에서 “생물학적 시료”는 체내에서 원숭이두창 바이러스가 검출될 수 있는 부위의 도말시

료, 세척시료 등이라면 제한되지 아니하나 바람직하게는 객담(sputum), 기관지 흡인(bronchial aspiration) 및

기관지세척액(bronchial washing), 체액(body fluid), 타액(saliva), 소변(urine), 분변(feces), 피부 상처 스

왑(ermal lesion swab), 뇌척수액(cerebrospinal fluids), 혈액(blood), 혈청(serum), 혈장(plasmid), 말초혈

단핵세포(peripheral blood monocyte), 말초혈 백혈구(peripheral blood leukocyte), 경부 도말 표본(cervical

smears) 및 인두 도말(pharyngeal swab) 중 어느 하나 이상일 수 있다. 

본  발명에 있어서,  “등온증폭반응(LAMP;  Loop-mediated  isothermal  amplification)”은 기존 PCR법과 달리[0033]

PCR 사이클이 필요 없는 Bst, Gsp 등의 중합효소를 이용하여 등온의 조건에서 반응을 수행하는 방법으로, 기본

적으로 4개의 프라이머를 이용하여, 양끝을 고리(loop) 구조로 합성하여 유전자의 특정 부위를 무한대로 증폭하

고, 증폭된 DNA 산물을 형광 검출용 시약을 이용하거나 침전 반응시켜 증폭 유무를 확인하는 방법으로서, 바람

직하게는 형광 검출용 시약을 이용할 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명의 상기 프라이머 세트를 포함하는 키트는 원숭이두창의 진단을 위한 등온증폭반응(LAMP; Loop-mediated[0034]

isothermal amplification)에 사용되는 것이 바람직하며, 등온증폭반응은 표적 DNA를 LAMP에 의하여 증폭하는

단일-단계(one-step) LAMP일 수 있고, 실시간 LAMP (real-time LAMP)일 수 있으며, 또는 이들의 조합일 수 있

다. 

본 발명에 있어서, "프라이머 (primer)"란 적절한 완충용액 중의 적절한 조건(예를 들면, 4개의 다른 뉴클레오[0035]

시드 트리포스페이트 및 DNA, RNA 폴리머라제 또는 역전사 효소와 같은 중합제) 및 적당한 온도 하에서 주형-지

시 DNA 합성의 시작점으로서 작용할 수 있는 단일가닥 올리고뉴클레오티드를 말한다. 상기 프라이머의 적절한

길이는 사용 목적에 따라 달라질 수 있으나, 통상 15 내지 30 뉴클레오티드이다. 짧은 프라이머 분자는 일반적

으로 주형과 안정한 혼성체를 형성하기 위해서는 더 낮은 온도를 필요로 한다. 프라이머 서열은 주형과 완전하

게 상보적일 필요는 없으나, 주형과 혼성화할 정도로 충분히 상보적이어야 한다. 

본 발명의 프라이머는 예를 들면, 포스포르아미다이트 고체 지지체 방법과 같은 당 분야에 공지된 방법을 이용[0036]

하여 화학적으로 합성할 수 있다. 또한, 공지된 방법으로 메틸화, 캡화 등으로 변형시킬 수 있다. 또한, 본 발

명의 프라이머는 필요한 경우, 분광학적, 광화학적, 생화학적, 면역화학적 또는 화학적 수단에 의해 직접적으로

또는 간접적으로 검출 가능한 표지를 포함할 수 있다. 표지의 예로는, 효소(예를 들어, 호스래디쉬 퍼옥시다제,

알칼린 포스파타아제), 방사성 동위원소(예를 들어, 32P), 형광성 분자, 화학그룹(예를 들어, 바이오틴) 등이

있다.

본 발명에 있어서, “내부 프라이머(inner primer)”는 주형 DNA에 결합하여 새로운 DNA 사슬 합성의 시작점으[0037]

로 작용할 수 있는 단일가닥 올리고뉴클레오티드를 의미한다.

본 발명에 있어서, “외부 프라이머(outer primer)”는 내부 프라이머가 주형 DNA에 결합한 위치보다 더 바깥쪽[0038]

에서 주형 DNA에 결합하는 단일가닥 올리고뉴클레오티드를 의미하는 것으로, 내부 프라이머가 주형 DNA에 결합

하여 DNA 사슬이 신장된 이후, 외부 프라이머와 주형 DNA의 결합으로 사슬 변위(strand displacement)가 발생하

여 먼저 형성된 사슬이 떨어져 나오게 된다.

본 발명에 있어서, “고리 프라이머(loop primer)”는 상기 내부 프라이머 및 외부 프라이머가 주형 DNA에 결합[0039]

하여 형성된 초기 줄기 고리(stem loop) 구조 사슬이 고리(loop) 구조 생성 횟수를 증가시켜 결과적으로 전체

반응을 가속화시킬 수 있도록 하는, 뉴클레오티드 합성의 시작점으로서 작용할 수 있는 단일가닥 올리고뉴클레

오티드를 의미한다.

본 발명에 있어서, “소광자(quencher)”는 프로브의 형광표지물질의 형광을 평시에 흡수하다가 프로브가 분해[0040]

되는 경우 형광표지물질과 소광자가 서로 분리되어 형광표지물질에서 형광을 발할 수 있게 하는 물질을 의미하

며,  바람직한  예로는  TAMRA(6-carboxytetramethyl-rhodamine),  BHQ1(black  hole  quencher  1),  BHQ2(black

hole  quencher  2),  BHQ3(black  hole  quencher  3),  NFQ(nonfluorescent  quencher),  답실(dabcyl),  Eclipse,

DDQ(Deep Dark Quencher), 블랙베리 퀸처(Blackberry Quencher) 및 아이오와 블랙(Iowa black) 으로 이루어지
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는 군에서 선택될 수 있다. 

본 발명에 있어서, 선택적으로 내부대조군이 이용될 수 있다. 바람직하게는 인간 G6PD 유전자를 타겟팅하는 프[0041]

라이머 세트가 PCR 과정에서 추가적으로 도입될 수 있으며, 더욱 바람직하게는 상기 프라이머 세트의 프로브는

원숭이두창 바이러스를 타겟팅하는 프로브와 서로 다른 형광물질로 표지될 수 있어, 2이상의 형광을 동시에 검

출할 수 있다. 

이하에서, 첨부된 도면을 참조하여 실시예들을 상세하게 설명한다.  그러나, 실시예들에는 다양한 변경이 가해[0043]

질 수 있어서 특허출원의 권리 범위가 이러한 실시예들에 의해 제한되거나 한정되는 것은 아니다. 실시예들에

대한 모든 변경, 균등물 내지 대체물이 권리 범위에 포함되는 것으로 이해되어야 한다.

실시예에서 사용한 용어는 단지 설명을 목적으로 사용된 것으로, 한정하려는 의도로 해석되어서는 안된다.  단[0045]

수의 표현은 문맥상 명백하게 다르게 뜻하지 않는 한, 복수의 표현을 포함한다.  본 명세서에서, "포함하다" 또

는 "가지다" 등의 용어는 명세서 상에 기재된 특징, 숫자, 단계, 동작, 구성요소, 부품 또는 이들을 조합한 것

이 존재함을 지정하려는 것이지, 하나 또는 그 이상의 다른 특징들이나 숫자, 단계, 동작, 구성요소, 부품 또는

이들을 조합한 것들의 존재 또는 부가 가능성을 미리 배제하지 않는 것으로 이해되어야 한다.

다르게 정의되지 않는 한, 기술적이거나 과학적인 용어를 포함해서 여기서 사용되는 모든 용어들은 실시예가 속[0047]

하는 기술 분야에서 통상의 지식을 가진 자에 의해 일반적으로 이해되는 것과 동일한 의미를 가지고 있다.  일

반적으로 사용되는 사전에 정의되어 있는 것과 같은 용어들은 관련 기술의 문맥 상 가지는 의미와 일치하는 의

미를 가지는 것으로 해석되어야 하며, 본 출원에서 명백하게 정의하지 않는 한, 이상적이거나 과도하게 형식적

인 의미로 해석되지 않는다.

또한, 첨부 도면을 참조하여 설명함에 있어, 도면 부호에 관계없이 동일한 구성 요소는 동일한 참조부호를 부여[0049]

하고 이에 대한 중복되는 설명은 생략하기로 한다.  실시예를 설명함에 있어서 관련된 공지 기술에 대한 구체적

인 설명이 실시예의 요지를 불필요하게 흐릴 수 있다고 판단되는 경우 그 상세한 설명을 생략한다.

실시예 1. LAMP 프라이머 세트 설계[0051]

원숭이두창 바이러스(monkeypox virus)의 F3L 유전자 부위 서열을 바탕으로 원숭이두창 바이러스 검출용 프라이[0052]

머/프로브 세트를 디자인하여 하기 표 1에 나타내었다. 타겟 서열 부위는 도 1에 나타내었다. 

표 1

서[0053]
열
번
호

타겟
부위

이름 서열(5'-3') 길이
(bp)

1 F3L MKP_F3 AAAAGACCAATCTCTCCTAGT 21

2 MKP_B3 ACGACAATGGATGCTGAT 18

3 MKP_FIP AGTCTTTTGATGATGTTATTCCGGTTGGCAGTACTCATTAATAACGG 47

4 MKP_BIP TATCCTCTCTCATTGATTTTTCGCGACGGCCTACAGATTCTGAT 44

5 MKP_FLP TATTGGAAAGGTGTTAACCCTGTC 24

6 MKP_BLP GATACATCATCTATTATAGCATCAG 25

7 MKP_P4_FAM CGGGCCCGTACAAAGGGAACACCCACACTCCGGTCTTGATACATCATCTATTATAGCATCAG 62

8 P4_QUANCHER GAGTGTGGGTGTTCCCTTTGTACGGGCCCG 30

LAMP 프라이머믹스 조성은 표 2에 표시하였고, LAMP 반응용 조성물은 표 3에, LAMP반응조건은 표 4에 나타내었[0054]

다.
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표 2

Monkeypox LAMP primer set [0055] Vol(ul)

MKP_F3 4

MKP_B3 4

MKP_FIP 32

MKP_BIP 32

MKP_FLP 10

MKP_BLP 4

MKP_P4_FAM 6

DW 8

TOTAL 100

표 3

구분[0056] 부피

RM 12.5

EM 2

Distilled water 0.5

Primer mix 2.5

QUANCHER P4 2.5

Template 5

TOTAL 25

표 4

원스텝 RT-LAMP 검출 실험[0057]

온도 반응시간

60 ℃ 1분 30 Cycle

전체반응시간 30분

실시예 2. 민감도 테스트[0058]

올소폭스바이러스속(Orthopoxvirus  Genus)의  4  가지  바이러스들  (Monkeypox  virus,  Variola  virus,  Cowpox[0059]

virus, Vaccinia virus)의 F3L 유전자가 포함된 플라스미드를 제작하여 1X10
6
의 농도부터 10까지 희석하여 민감

도를 확인하여 하기 표 5에 나타내었다. 원숭이두창 바이러스의 F3L유전자를 삽입한 플라스미드 DNA (양성대조

물질)에 대해 10분의 1희석배수를 이용하여 농도별 분석능을 각각 검증한 결과, 상기 실시예 1의 원숭이두창 바

이러스 F3L LAMP 프라이머 세트의 민감도는 10
3
 copy/ml에서 증폭이 확인되는 높은 민감도를 보이는 것으로 확

인되었다. 다른 Variola  virus,  Cowpox  virus,  Vaccinia  virus  대조군 플라스미드에 대해서 본원발명의 F3L

LAMP 프라이머 세트는 반응하지 않았다. 이로써 본원발명의 프라이머 세트가 낮은 농도까지 성공적으로 시료를

검출할 수 있음을 확인할 수 있었다. 

표 5

No[0060] Copies/μl Monkeypox F3L plasmid 

Ct RFU

1
10

6 12.88 3752

2
10

5 16.19 4307

3
10

4 20.87 3106

4
10

3 25.52 1127

5
10

2 N/A 7.99
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6
10

1 N/A 4.53

7
10

0 N/A 5.47

8 DW N/A 6.80

실시예 3. 특이도 테스트 [0061]

원숭이두창 바이러스가 포함된 올소폭스바이러스속(Orthopoxvirus  Genus)의 다른 3가지 바이러스들 (Variola[0062]

virus, Cowpox virus, Vaccinia virus)의 F3L 유전자가 포함된 플라스미드를 제작하여 1X10
6
의 농도부터 10까지

희석하여 본원발명의 원숭이두창 바이러스 F3L LAMP 프라이머 세트의 특이도를 확인하여 하기 표 6에 나타내었

으며, 10
6
에서의 결과를 그래프로 나타내 도 2에 표시하였다. 실험결과, 본 발명의 프라이머 세트는 Variola

virus plasmid, Cowpox virus plasmid, Vaccinia virus plasmid 모두에 대하여 교차반응이 없는 것으로 확인되

어 높은 특이도를 가짐을 확인할 수 있었다. 

표 6

No[0063] Copies/μl Variola virus F3L
plasmid 

Vaccinia virus F3L
plasmid 

Cowpox virus F3L
plasmid 

Ct RFU Ct RFU Ct RFU

1
10

6 N/A 1.45 N/A 9.09 N/A 9.12

2
10

5 N/A 5.35 N/A 5.15 N/A 27.3

3
10

4 N/A 9.22 N/A 5.12 N/A 7.94

4
10

3 N/A 0.975 N/A 2.68 N/A 7.15

5
10

2 N/A 4.1 N/A -0.726 N/A 6.63

6
10

1 N/A 7.17 N/A 5.7 N/A 3.89

7
10

0 N/A 9.65 N/A 3.36 N/A -1.19

8 DW N/A 10.6 N/A 5.26 N/A 1.09

실시예 4. 종래 프라이머 세트와의 임상검체 비교실험[0064]

종래 알려지거나 상용화된 원숭이두창 바이러스 검출용 프라이머세트 또는 키트와 본원발명의 프라이머 세트를[0065]

비교실험하였다. 

먼저, 중국 특허출원번호 제2012-10209069호에서 개시된 원숭이두창 바이러스 검출용 프라이머 세트를 본원발명[0066]

과 비교실험하였다. 원숭이두창 바이러스의 표적 F3L 서열을 포함하는 플라스미드를 제작하여 10
6
copies/μL 부

터 10
2
copies/μL까지, 그리고 DW에 대하여 민감도를 비교실험하여 그 결과를 도 3에 나타내었다. 도 3의 좌측

컬럼은 본원발명이며 우측 컬럼은 선행특허를 나타낸다. 도 3에서 확인할 수 있듯이, 본원발명의 프라이머 세트

가 10
3
copies/μL 까지 검출이 가능한 데 비하여 선행 특허의 프라이머 세트는 10

4
까지 검출이 가능하여 본원발

명이 약 10배 우수한 민감도를 가짐을 확인할 수 있었다. 

또한, Feng J et al. Microbiol Spectr. 2022 Oct 26;10(5):e0271422에서 개시된 원숭이두창 바이러스 검출용[0068]

프라이머 세트와의 비교실험을 진행하였다. 표적 F3L 서열을 포함하는 플라스미드를 가지고 실험하였으며, 동일

속의 Variola virus, Cowpox virus, Vaccinia virus에 대하여 특이도 실험을 진행하여 그 결과를 도 4에 나타

내었다. 

 본원발명이 동일속의 다른 바이러스에 대해 반응하지 않고, 원숭이두창 바이러스에 대하여만 특이적으로 반응[0069]

하는 데 비하여(도 2 등 참조), 선행논문의 프라이머 세트는 Variola virus 및 Cowpox virus에도 반응하여 본원

발명의 특이도가 높음을 확인할 수 있었다. 
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이상과 같이 실시예들이 비록 한정된 도면에 의해 설명되었으나, 해당 기술분야에서 통상의 지식을 가진 자라면[0071]

상기를 기초로 다양한 기술적 수정 및 변형을 적용할 수 있다.  예를 들어, 설명된 기술들이 설명된 방법과 다

른 순서로 수행되거나, 및/또는 설명된 시스템, 구조, 장치, 회로 등의 구성요소들이 설명된 방법과 다른 형태

로 결합 또는 조합되거나, 다른 구성요소 또는 균등물에 의하여 대치되거나 치환되더라도 적절한 결과가 달성될

수 있다.

그러므로, 다른 구현들, 다른 실시예들 및 특허청구범위와 균등한 것들도 후술하는 청구범위의 범위에 속한다.[0072]

도면

도면1

도면2
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도면3

도면4
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