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본 발명은 단일 DNA 분자 시각화 방법을 이용한 바이러스 및 세포 RNA 검출방법에 관한 것이다. 본 발명의 방법

은 검출 대상 바이러스 또는 세포 RNA 단편이 혼성화된 표지 dsDNA를 시각화함으로써, 단시간 내에 단일 DNA 분

자 수준에서 바이러스 및 세포 RNA의 검출이 가능한 장점이 있다.
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

다음의 단계를 포함하는 표지(marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물의 제조방법:

검출 대상 RNA 서열이 혼성화된 환형 단일가닥 DNA를 제조하는 탐침 DNA 제조 단계;

검출 대상 RNA 서열에 상보적인 프라이머를 이용하여 환형 단일가닥 DNA로부터 환형 표지 이중가닥 DNA를 제조

하는 환형 표지 이중가닥 DNA 제조 단계; 및

환형 표지 이중가닥 DNA를 절단하여 선형 표지 이중가닥 DNA를 제조하는 선형 표지 이중가닥 DNA 제조 단계.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 탐침 DNA 제조 단계는,

검출  대상  RNA  서열을  파지미드  (phagemid)에  삽입하여 재조합 파지미드를 제조하는 재조합 파지미드 제조

단계;

재조합 파지미드를 보조파지 (helper phage)와 함께 대장균 내에 도입하여 배양하는 배양 단계; 및

배양 결과물로부터 환형 단일가닥 DNA를 추출하는 추출 단계;

를 포함하는 것인, 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물의 제조방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 검출 대상 RNA는 바이러스 유래 또는 세포 유래인것인, 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용

조성물의 제조방법.

청구항 4 

제3항에 있어서, 상기 바이러스는 RNA 바이러스인 것인, 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물의 제조방법.

청구항 5 

표지 (marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물.

청구항 6 

제5항에 있어서, 상기 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물은 제1항의 제조방법에 의해 제조된 것인, RNA 검

출용 조성물.

청구항 7 

표지 (marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물을 포함하는 RNA 검출용 키트.

청구항 8 

표지 (marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물을 시료에 접촉시키는 단계를 포함하는 RNA 검출방법.

청구항 9 

제8항에 있어서, 상기 RNA 검출방법은 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물을 마이크로채널 (microchannel)

에 주입하는 단계를 포함하는 것인, RNA 검출방법.

청구항 10 

제9항에 있어서, 상기 마이크로채널은,
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적어도 1개 이상의 채널로 이루어진 시료 부착부;

시료 부착부의 일 측에 연결된 입구부;

시료를 주입하기 위하여 상기 입구부에 연결된 주입부; 및

상기 시료 부착부의 다른 일 측에 연결된 출구부를 구비하고,

상기 채널은 입구부 측의 상부 연결점으로부터 하부 연결점을 향하여 경사면을 갖고,

상기 채널 내의 하부 표면은 양전하를 띠고,

상기 하나 이상의 채널은 출구부에서 서로 연통되어 시료를 회수하는 것을 특징으로 하는, 방법.

청구항 11 

제9항에 있어서, 상기 채널의 상부 연결점의 높이는 1 내지 50 um인, 방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 단일 DNA 분자 시각화 방법을 이용한 RNA 검출방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술

바이러스는 세균보다 크기가 작은 전염성 병원체로, 유전물질인 DNA 또는 RNA와 그 유전물질을 둘러싸고 있는[0002]

단백질로 구성된다. 바이러스는 숙주의 종류에 따라서 식물 바이러스, 동물 바이러스 및 세균 바이러스 (파지)

로 구분할 수 있는데, 대부분의 경우 핵산의 종류에 따라 DNA 바이러스 아문과 RNA 바이러스 아문으로 나뉘며,

이들은 다시 강, 목, 과로 세분화된다.

최근  빈번하게  나타나고  있는  바이러스  감염은  전  세계적으로  중대한  사회적경제적  위기를  가져왔다.  예를[0003]

들어, 인플루엔자바이러스 (H1N1), 호흡기증후군 코로나바이러스 (SARS-CoV) 등 많은 경우, 바이러스가 전염성

질환을 유발하였다.

특히, 2015년 우리나라를 덮쳤던 메르스 바이러스 (MERS-CoV)는 많은 희생자와 함께 사회적인 공포 및 막대한[0004]

사회경제적 손실을 야기하였으며, 2016년 지카 바이러스는 임산부들에게 공포의 대상이 되었다. 2019년에도 일

본에서 200만명 이상의 독감 환자가 발생하여 수십 명의 사망자가 발생함으로써 많은 사회적 문제를 일으키고

있다.

바이러스 감염은 많은 경우 효과적인 치료제가 개발되지 못했고, 인플루엔자 바이러스 감염에 대한 대표적 치료[0005]

제인 타미플루 (Tamiflu)의 경우 예상하지 못했던 심각한 부작용이 보고되고 있다. 바이러스 백신개발 또한 일

반적으로 어렵고 가능하더라도 많은 시간이 걸린다. 

따라서 심각한 질환을 유발하는 바이러스 감염이 발생하였을 때 감염 빈도와 확산 속도를 늦추기 위해 바이러스[0006]

검출과 감염 조기 진단 및 감염 환자의 격리는 필수적이다. 특히, 호흡기 감염의 경우 현장에서 신속하게 원인

바이러스 유무를 판별하여 환자를 격리, 치료하는 것이 가능하다면 감염의 확신을 방지할 수 있다. 

바이러스 검출 방법으로는 효소 결합 면역 흡수 검정법 (ELISA), 효소 면역 검정법 (EIA) 및 면역 형광 검정법[0007]

(IFA) 등의 면역학적 검출방법과 RT-PCR에 의한 바이러스 핵산 (DNA, RNA) 검출방법 등이 사용되고 있으나, 이

러한 방법은 바이러스 검출에 과도한 시간이 소요되거나, 고가의 거대 장비가 필요하거나, 불만족스러운 특이도

및 민감도 등의 문제가 있다.

한편, 단일 DNA 분자의 시각화는 유전체 지도에서 유전체 구조의 분석이나 생화학 분석에 활용될 수 있다. 1 kb[0008]

보다 작은 DNA는 일반적으로 중합효소연쇄반응 (PCR)에 의해 DNA를 증폭한 다음 전기영동을 이용하여 분석이 가

능하다. 그러나, 이러한 PCR을 이용한 분석 방법은 온도가 제어되는 증폭 사이클이 필요하기 때문에 많은 시간

이 소요된다는 점 및 젤 전기영동을 통한 결과 확인은 소비되는 시간이 크다는 점 등의 문제가 있다.

따라서, 저비용으로 단시간 내에 효율적으로 바이러스를 검출하는 새로운 방법의 개발이 필요한 실정이다.[0009]

발명의 내용
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해결하려는 과제

본 발명자들은 단일 분자 수준에서 RNA를 조기에 검출할 수 있는 방법을 개발하고자 노력하였다. 그 결과, 검출[0010]

대상 RNA가 혼성화된 표지 dsDNA를 제조하였으며, 이를 일 측에 경사면을 갖는 채널을 포함하는 마이크로채널을

이용하여 시각화 하는 경우, 단시간 내에 단일 DNA 분자 수준에서 RNA를 검출할 수 있음을 규명하여, 본 발명을

완성하게 되었다.

따라서, 본 발명의 목적은 표지 (marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물의 제조방법을 제공하는 것이다.[0011]

본 발명의 다른 목적은 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물의 제조방법에 의해 제조된 바이러스 검출용 조[0012]

성물을 제공하는 것이다.

본 발명의 또 다른 목적은 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 키트를 제공하는 것이다.[0013]

본 발명의 또 다른 목적은 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물을 마이크로채널 (microchannel)에 주입하는[0014]

단계를 포함하는 RNA 검출방법을 제공하는 것이다.

과제의 해결 수단

본 발명자들은 단일 분자 수준에서 RNA를 조기에 검출하기 위해, 검출 대상 RNA가 혼성화된 표지 dsDNA를 제조[0015]

하였으며, 이를 한쪽에 경사면을 갖는 채널을 포함하는 마이크로채널을 이용하여 시각화 하는 경우, 단시간 내

에 단일 DNA 분자 수준에서 RNA를 검출할 수 있음을 확인하였다.

본 발명은 표지 (marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물의 제조방법, 이에 의해 제조된 RNA 검출용 조성물,[0016]

이를 포함하는 RNA 검출용 키트 및 이를 이용한 RNA 검출방법에 관한 것이다.

이하, 본 발명을 더욱 자세히 설명하고자 한다.[0017]

본 발명의 일 양태는 하기의 단계를 포함하는 표지 (marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물의 제조방법에[0018]

관한 것이다:

검출 대상 RNA 서열이 혼성화된 환형 단일가닥 DNA (ssDNA)를 제조하는 탐침 (probe) DNA 제조 단계;[0019]

검출 대상 RNA 서열에 상보적인 프라이머를 이용하여 환형 단일가닥 DNA로부터 환형 이중가닥 DNA (dsDNA)를 제[0020]

조하는 환형 dsDNA 제조 단계; 및

환형 이중가닥 DNA를 절단하여 선형 이중가닥 DNA를 제조하는 표지 DNA 제조 단계.[0021]

본 발명에 있어서 검출 대상 RNA는 바이러스 RNA, 세포 내 발현되는 miRNA, 다양한 암 특이적인 mRNA들을 포함[0022]

하는 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명에 있어서 바이러스는 RNA 바이러스인 것일 수 있으며, 예를 들어, 인간 면역 결핍 바이러스 (HIV), 인[0023]

플루엔자 A 바이러스일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 상보적인 프라이머는 핵산인 것일 수 있으며, 예를 들어, RNA인 것일 수 있으나, 이에 한정되[0024]

는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 상보적인 프라이머는 RNA 바이러스 유전체로부터 유래된 것일 수 있으나, 이에 한정되는 것은[0025]

아니다.

본 발명에 있어서 탐침 DNA 제조 단계는 하기의 단계를 포함하는 것일 수 있다:[0026]

검출  대상  RNA  서열을  파지미드  (phagemid)에  삽입하여 재조합 파지미드를 제조하는 재조합 파지미드 제조[0027]

단계;

재조합 파지미드를 보조파지 (helper phage)와 함께 대장균 내에 도입하여 배양하는 배양 단계; 및[0028]

배양 결과물로부터 환형 단일가닥 DNA를 추출하는 추출 단계.[0029]

본 발명에 있어서 탐침 DNA 제조 단계는 추출 단계에서 존재하는 대장균 유전체, 보조파지 유전체 및 기타 DNA[0030]

를 제거하기 위하여 환형 단일가닥 DNA를 정제하는 정제 단계를 추가로 포함하는 것일 수 있다.

본 발명에서 "탐침 DNA"는 단일 분자 시각화를 위한 표지 (marker) DNA를 제조하기 위하여 시각화 대상 유전자[0031]
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서열이  혼성화될  DNA를  말하는  것으로서,  올리고뉴클레오티드,  cDNA  또는  본  발명에  따른  환형  단일가닥

DNA(ssDNA)를 포함할 수 있다.

본 발명에서 "시각화 대상 유전자"는 검출하고자 하는 대상 바이러스 또는 발현을 여부를 판별하고자 하는 대상[0032]

세포에서 추출한 DNA 또는 RNA를 말하는 것으로, 상기 시각화 대상 유전자의 상당 부분은 탐침 DNA와 상보적인

서열을 갖고 있어 이들의 결합에 의해 역전사 반응을 통한 표지(marker) DNA로의 혼성화가 가능하다.

본 발명에서 "파지미드"는 f1 복제 기점 (origin of replication)을 갖는 플라스미드를 의미하며, 파지미드의[0033]

DNA는 단일가닥 환형 상태로 바이러스 입자에 들어가며 위치-지정 돌연변이(site-directed mutagenesis)를 통해

특정 제한효소 사이트 더하고 이를 활용 외부 유전자를 도입할 수 있다.

본 발명에서 "f1 복제 기점"은 f1 파지(f1 phage)에서 유래된 복제 개시점을 의미한다.[0034]

본 발명에서 "보조파지"는 단독으로 감염성이나 자기 증식능을 가지지 않고 불완전 파지 (결손이 있는 파지)의[0035]

증식을 도와주는 파지를 의미하며, 같은 종 2개의 파지 중 1개는 정상 파지이지만 다른 1개는 파지의 기능 일부

를 결실하고 있는 경우에 양자가 동일 세포 내에 혼합 감염하면 후자는 전자의 산물을 이용하여 생육할 수

있다. 

한편, 재조합 파지미드가 보조파지와 동시에 존재하는 경우 상기 보조파지는 재조합 파지미드를 단일가닥 DNA[0036]

형태로 우선적으로 증폭시키기 때문에, 대장균으로부터 추출되는 자손 파지는 유전체로 파지미드를 가질 수 있

다. 따라서, 배양 결과물 내 이러한 파지로부터 유전체를 추출하여 환형 단일가닥 DNA (탐침 DNA)를 얻을 수 있

다.

본 발명에 있어서 환형 표지 이중가닥 DNA 제조 단계의 프라이머는 검출 대상 RNA의 절편화, 예를 들어, 대상[0037]

바이러스 유전체 및/또는 세포 유래 RNA의 절편화를 통해 생성되는 것일 수 있다.

본 발명에 있어서 탐침 DNA는 프라이머(들)와 상보적인 서열을 포함하도록 설계되었다. [0038]

본 발명에 있어서 상기 프라이머를 이용하여 역전사효소를 사용한 반응을 통해 환형 단일가닥 DNA로부터 환형[0039]

이중가닥 DNA로의 혼성화가 가능하다.

따라서, 본 발명은 검출 대상 RNA의 제한이 없으며, 예를 들어, 바이러스의 유전체상 어떤 부분도 검출 대상으[0040]

로 할 수 있으며, 마찬가지로 세포 유래 miRNA 및 mRNA 검출을 위한 서열 역시 해당 RNA 서열의 전체 또는 일부

어떤 부분으로 결정할 수 있으므로, 제작 가능한 탐침 DNA의 경우 역시 무한하다. 

본 발명에 있어서 환형 표지 dsDNA는 G/AATTC 서열을 가질 수 있으므로, 제한효소 EcoRI를 이용하여 환형 dsDNA[0041]

를 절단하여 선형 이중가닥 표지 DNA를 제조할 수 있다.

본 발명의 다른 일 양태는 표지(marker) DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물에 관한 것이다.[0042]

본 발명에 있어서 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물은 상기 제조방법에 의해 제조된 것일 수 있다.[0043]

본 발명에 있어서 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물은 필요에 따라 프라이머 (primer), dNTPs 및 rNTPs,[0044]

표지 시약 (labeling agent), 역전사 효소, DNA 중합효소, 완충용액, 화학형광물질(chemifluorescent) 및/또는

화학발광물질 (chemiiluminescent) 등이 포함될 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 또 다른 일 양태는 상기 RNA 검출용 조성물을 포함하는 바이러스 검출용 키트에 관한 것이다.[0045]

본 발명에 있어서 키트는 바이러스 RNA, 세포 내 발현되는 miRNA, 다양한 암 특이적인 mRNA들을 검출할 수 있으[0046]

나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 키트는 바이러스를 신뢰성 있게 검출할 수 있도록, 특정 바이러스 종에 특이적인 유전자를 타[0047]

겟으로 설계된 탐침 DNA를 포함할 수 있다.

본 발명에 있어서 바이러스는 RNA 바이러스인 것일 수 있으며, 예를 들어, 인간 면역 결핍 바이러스 (HIV), 인[0048]

플루엔자 A 바이러스일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 키트는 단일 분자 수준에서 분석을 수행하기 위해 필요한 필수 요소를 포함하는 것일 수 있으[0049]

나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명의 키트는 별도로 PCR 분석 등을 수행할 필요 없이 시료로부터 바로 현미경 등을 통해 검출 대상 RNA의[0050]

검출이 가능하다.
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본 발명의 또 다른 일 양태는 상기 RNA 검출용 조성물을 이용한 RNA 검출방법에 관한 것이다.[0051]

본 발명에 있어서 RNA 검출방법은 표지 DNA를 포함하는 RNA 검출용 조성물을 시료에 접촉시키는 접촉 단계를 포[0052]

함하는 것일 수 있다.

본 발명에 있어서 RNA는 바이러스 RNA, 세포 내 발현되는 miRNA, 다양한 암 특이적인 mRNA들을 포함하는 것일[0053]

수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다. 

본 발명에 있어서 바이러스는 RNA 바이러스인 것일 수 있으며, 예를 들어, 인간 면역 결핍 바이러스 (HIV), 인[0054]

플루엔자 A 바이러스일 수 있으나, 이에 한정되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 RNA 검출방법은 상기 RNA 검출용 조성물을 마이크로채널 (microchannel)에 주입하는 단계를[0055]

포함하는 것일 수 있다.

본 발명에 있어서 마이크로채널은 하나 이상의 채널로 이루어진 시료 부착부; 상기 시료 부착부의 일 측에 연결[0056]

된 입구부; 시료를 주입하기 위하여 상기 입구부에 연결된 주입부; 및 상기 시료 부착부의 다른 일 측에 연결된

출구부;를 구비하고, 상기 채널은 입구부 측의 상부 연결점으로부터 하부 연결점을 향하여 경사면을 갖고, 상기

채널 내의 하부 표면은 양전하를 띠고, 상기 하나 이상의 채널은 출구부에서 서로 연통되어 시료를 회수하는 것

을 특징으로 할 수 있다.

이하, 첨부된 도면을 참조하여 본 발명의 실시예에 따른 마이크로채널에 대하여 구체적으로 설명한다.[0057]

도 5는 본 발명의 실시예에 따른 시료 부착부가 1개 포함된 마이크로채널을 도식화한 평면도이다.[0058]

상기 도면을 참조하면, 본 발명의 일 실시예에 따른 마이크로채널 (1)은, 시료 부착부 (10), 입구부 (20), 주입[0059]

부 (30) 및 출구부 (40)를 포함하여 구성될 수 있다.

본 발명에 있어서 시료 부착부 (10)는 적어도 1개 이상의 채널 (11)로 이루어지도록 구성될 수 있다. [0060]

본 발명에 있어서 채널이 적어도 2개 이상의 채널로 이루어지는 경우, 각각의 채널은 병렬로 연결되도록 구성된[0061]

것일 수 있다.

본 발명에 있어서 채널 (11)는 시료가 통과하기 위한 통로로, 입구부 (20)측의 상부 연결점 (12)으로부터 하부[0062]

연결점 (13)을 향하여 경사면을 가지도록 구성될 수 있다.

본 발명에 있어서 상부 연결점의 높이는 1 내지 50 um, 1 내지 40 um, 1 내지 30 um, 10 내지 50 um, 10 내지[0063]

40 um, 10 내지 30 um, 20 내지 50 um, 20 내지 40 um, 20 내지 30 um, 25 내지 50 um, 25 내지 40 um, 25 내

지 30 um, 예를 들어, 27 um일 수 있다. 상기 범위에서 사용되는 경우 분자들이 시료부착부에 더 고르게 분포되

는 효과가 있다.

본 발명에 있어서 채널 내의 하부 표면은 양전하를 띠도록 구성될 수 있다. 채널 내의 하부 표면이 양전하를 띰[0064]

으로써, 음전하를 띠는 DNA 및/또는 RNA가 채널의 하부 표면에 부착되어 검출될 수 있다.

본 발명에 있어서 채널의 재질은 당업계에서 채널을 제조하기 위하여 이용되는 어떠한 재질도 포함할 수 있다.[0065]

본 발명에 있어서 입구부 (20)는 시료를 채널 내로 주입하기 위한 주입부가 포함되는 구성으로, 상기 시료 부착[0066]

부 (10)의 일 측에 연결되도록 구성될 수 있다.

본 발명에 있어서 주입부 (30)는 시료를 주입하기 위한 구성으로, 입구부(20)에 연결되도록 구성될 수 있다.[0067]

본 발명에 있어서 출구부 (40)는 시료를 회수하기 위한 배출구로, 상기 시료 부착부의 다른 일 측에 연결되도록[0068]

구성될 수 있다. 특히, 시료 부착부가 2개 이상의 채널로 이루어진 구성에서, 각각의 채널에 연결된 각각의 출

구부들은 서로 연통되어 시료를 회수할 수 있다.

본 발명에 있어서 시료는 당업계에서 단일 분자 분석이 필요한 시료라면 어떠한 시료도 포함할 수 있다. 구체적[0069]

으로는, 상기 시료는 상기 표지 DNA를 포함할 수 있으나, 이에 제한되는 것은 아니다.

본 발명에 있어서 표지 DNA는 상기 마이크로채널의 채널 내 양전하를 띠는 하부 표면에 부착될 수 있으므로, 현[0070]

미경을 사용하여 부착된 표지 DNA를 촬영하여 RNA를 검출할 수 있다.

본 발명의 RNA 검출방법에 있어서 RNA 검출용 조성물과 관련된 중복되는 내용은 본 명세서의 복잡성을 고려하여[0071]

생략한다.
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발명의 효과

본 발명은 단일 DNA 분자 시각화 방법을 이용한 바이러스 및 세포 RNA 검출방법에 관한 것이다. 본 발명의 방법[0072]

은 검출 대상 바이러스 또는 세포 RNA 단편이 혼성화된 표지 dsDNA를 시각화함으로써, 단시간 내에 단일 DNA 분

자 수준에서 바이러스 및 세포 RNA의 검출이 가능한 장점이 있다.

도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명의 일 실시예에 따라 합성된 환형 단일가닥 DNA (ssDNA) 탐침을 생산하고 정제한 (high purity로[0073]

표시) 결과이다.

도 2는 본 발명의 일 실시예에 따라 합성된 선형 이중가닥(dsDNA) 표지의 합성여부를 확인한 결과이다.

도 3은 본 발명의 일 실시예에 따라 M13mp18 ssDNA를 사용하여 합성된 dsDNA 를 확인한 결과이다.

도 4는 본 발명의 일 실시예에 따라 M13mp18 ssDNA를 사용하여 합성한 dsDNA와 원형 ssDNA의 형태를 비교하고

합성된 dsDNA를 선형화한 결과이다.

도 5는 본 발명의 일 실시예에 따른 채널이 1개 포함된 마이크로채널을 도식화한 평면도이다.

도 6은 본 발명의 일 실시예에 따른 마이크로채널의 모식도이다.

도 7은 본 발명의 일 실시예에 따른 채널의 입구 부분의 경사에 대한 주사 전자 현미경 (scanning electron

microscope, SEM) 사진이다.

도 8은 본 발명의 일 실시예에 따라 경사 (기울기)가 없는 입구 부분을 포함하는 채널 (비교예)과 경사가 있는

입구 부분을 포함하는 채널 (실시예)을 비교한 그림이다 (Scale bar = 40 μm).

도 9는 본 발명의 일 실시예에 따라 합성된 dsDNA의 양을 시각화 대상 농도에 따라 나타낸 그림이다.

도 10은 본 발명의 일 실시예에 따른 마이크로채널을 이용하여 측정한 dsDNA 분자 개수를 시각화 대상 DNA 농도

에 대하여 나타낸 그래프이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세히 설명하고자 한다. 이들 실시예는 오로지 본 발명을 보다 구체적[0074]

으로 설명하기 위한 것으로, 본 발명의 요지에 따라 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되지 않는다는

것은 당업계에서 통상의 지식을 가진 자에 있어서 자명할 것이다.

시험물질 및 시약[0076]

λ  phage  DNA(48.5  kbp),  M13mp18  단일가닥  (single-stranded)  DNA  (7.2  kb),  및  효소들은  New  England[0077]

Biolabs (Ipswich, MA)에서 구매하였다. DNA 프라이머는 Cosmogenetech (Seoul, Korea)에서 구매하였고, Top

폴리머라제는 Bioneer  (Daejeon,  Korea)에서 구매하였다. 50%  메탄올 내 N-trimethoxymethyl  silyl  propyl-

N,N,N-trimethylammonium chloride는 Gelest (Morrisville, PA)에서 구매하였으며, 다른 시약은 Sigma-Aldrich

(St.  Louis,  MO)에서 구매하였다. 감광성 수지인 SU-8  2015  및 SU-8  2005는 MicroChem  제품을 구입하였다.

Polydimethyl-siloxane (Sylgard 184, PDMS)의 경우 K1 Solution (Seoul, Korea)에서 구입하였다.

형광 현미경 이미지[0079]

역방향  광학  현미경  (Olympus  IX70,  Japan)으로  측정하였다.  100  X  대물렌즈  (Olympus  UPlanSApo  oil[0080]

immersion  objective)  및  LED  (SOLA  SM  Ⅱlight  engine,  Lumencor,  Beaverton,  OR)를  사용하였고,  여기

(excitation)  및 방출(emission) 빛은 형광필터세트 (Semrock,  Rochester, NY)로 통과하였다. 형광 이미지는

Prime  sCMOS  카메라 (Photometrics,  Tucson,  AZ)를 사용하여 얻었고, Micro-manager  소프트웨어를 이용하여

16-bit TIFF 형식으로 저장하였다. 이미지 프로세싱을 위하여, ImageJ 프로그램을 사용하였다.
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제조예 1. 탐침 (probe) DNA의 제조[0082]

HIV-1 유전체의 일부와 상보적인 염기 서열을 포함한 탐침 DNA 제조를 위해 파지미드를 백본 (backbone)으로 이[0083]

용하였다. HIV-1 유전체를 포함하는 플라스미드 DNA의 일부를 제한 (restriction)하고, 파지미드에 f1 복제 기

점의 방향을 고려하여 결찰 (ligation)하였다. 그 결과 pBluescript II SK+ (Addgene, Watertown, MA) 파지미

드에 HIV-1 유전체 전체 5kb 중 2.3kb가 포함된 5.3kb의 DNA가 제작되었다. 그 다음, 제작된 HIV-1 유전체 일부

를 포함하는 이중 가닥의 파지미드를 환형 단일가닥 형태로 전환하였다. 구체적으로, 형질전환을 통해 해당 파

지미드를  XL1  Blue  MRF'(Agilent  Technologies,  Santa  Clara,  CA)  대장균  내에  도입  후,  테트라사이클린

(tetracycline, 5μg/mL)과 암피실린 (ampicillin, 60μg/mL)이 포함된 LB 플레이트에 도포하였다. 테트라사이

클린 처리는 보조파지에 의해 감염될 수 있는 F-pilli를 발현하는 대장균만 선별하기 위함이고, 암피실린 저항

성 유전자를 포함하는 파지미드가 정상적으로 도입된 대장균을 선별하기 위에 암피실린이 사용되었다. 15시간

정도 후 생성된 대장균 콜로니 2개를 위와 동일한 농도의 테트라사이클린 및 암피실린을 포함하는 2xYT 30mL에

넣고 37℃에서 2시간 30분 동안 쉐어커 (shaker)에서 배양한 후, 보조파지 (2.05 x 10
8
 PFU)를 넣어주었다. 보

조파지에 의해 대장균이 감염되도록 1시간 30분의 배양 이후에 카나마이신 (kanamycin, 30μg/mL)을 처리하여

감염되지 않은 대장균은 제거하고 밤새 배양을 통해 대장균 내에서 만들어지는 파지 (progeny phage) 양을 증가

시켰다. 보조파지의 도움을 받아 파지미드는 환형 단일가닥 형태로 증폭되고 보조파지로부터 만들어지는 단백질

에 싸여 파지 입자 형태로 미디아 상에 방출된다. 해당 대장균 배양액을 상온에서 20분동안 원심분리 (10,000

g)하여 대장균과 배지를 분리한 후, 배지에 존재하는 파지들을 농축시키기 위해 25% PEG과 2.5M NaCl이 혼합된

용액을 6mL (0.2 volume) 넣고, 4℃ 냉장고에 2시간 이상 인큐베이션시켰다. 그 다음, 4℃에서 20분동안 원심분

리  (12,000g)하여  상층액은  버리고  침전된  파지만  수득하였다.  DNA  clean  &  concentrator  키트  (Zymo

research, Irvine, US)를 이용해 파지로부터 환형 단일가닥 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA는 겔 전기 영동을 통

해 확인되며, 순도를 높이기 위해 단일 가닥의 파지미드 DNA band를 잘라 Zymoclean Gel RNA Recovery 키트

(Zymo research)를 이용해 정제하여, 그 결과를 도 1에 나타내었다. 도 1에서 확인할 수 있듯이, 높은 순도의

환형 단일가닥 DNA(ssDNA)를 얻을 수 있었다.

제조예 2. 표지 (marker) DNA의 제조[0085]

상기 제조예 1의 방법과 동일하게 만들어진 6 kb 크기의 HIV-1 탐침 DNA (HIV-1 유전체 중 3 kb의 상보가닥을[0086]

포함함)를 이용하여 선형의 이중가닥 DNA를 제조하였다.

먼저,  탐침  DNA에  붙어  프라이머로서  작용하는  HIV-1  RNA를  준비하였다.  HIV-1에서  Quick-RNA  Viral  키트[0087]

(Zymo)를 이용해 RNA를 추출하였고, 전체 35 uL 중 2 uL가 Ambion
TM
 RNaseIII (Thermo Fisher Scientific) 0.5

uL에  의해  처리되었다.  단일  가닥을  자르기  위해  NaCl  농도를  효소와  함께  제공되는  기존  10X  RNaseIII

Reaction 버퍼 보다 10배 낮춘 버퍼를 만들어, 전체 부피 5 uL에 0.5 uL 넣어주었다. 이렇게 RNaseIII에 의해

조각난 바이러스 유래 RNA 용액 5uL는 탐침 DNA 125ng, M-MuLV Reverse transcriptase 0.3uL, 10x reaction

buffer 2uL, 10x DTT 2uL, dNTP (10mM) 1uL, RNase Inhibitor, Murine (NEB) 0.2uL 와 함께 전체 20uL 용액으

로 만들어, 42℃ 에서 1시간 동안 역전사 반응을 수행하였다. 합성되어 만들어진 DNA는 환형 이중가닥 형태이므

로 단일 분자 이미징을 위해 특정 위치 한 곳만 자르는 제한 효소 EcoRI (NEB) 0.5 uL를 처리하여 선형으로 만

들었다. 도 2에서 확인할 수 있듯이, 현미경으로 관찰할 수 있는 선형 이중가닥 DNA(dsDNA)가 합성되었음을 확

인하였다.

같은 방식으로 환형 M13mp18 ssDNA에 기반하여 선형 dsDNA를 합성하고, 하기 실험에서 단일 분자 검출 시스템[0088]

성능 분석에 적용하였다.

실험예 1. M13mp18 모델을 이용한 성능 확인[0090]

1-1. 선형 이중가닥 DNA (Double-stranded DNA, dsDNA)의 생성[0091]

표 1의 M13mp18 표적 올리고머 4 fmol 용액과 이를 2배씩 희석한 2 fmol, 1 fmol 및 0.5 fmol의 올리고머 용액[0092]

을 준비하였다. 그 다음, 상기 각각의 올리고머 (4 fmol, 2 fmol, 1 fmol 및 0.5 fmol) 용액 1 uL에 원형의

M13mp18  ssDNA  (5  amoL)  1uL,  10x  Top  폴리머라제 버퍼 2uL,  10uM  dNTPs  1.5uL,  Top  폴리머라제(Bioneer)

0.5uL 및 증류수 14 uL를 넣고, 95℃에서 6분, 60℃에서 6분, 72℃에서 15분 동안 이중가닥 DNA 생성 효소 반응
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을 진행하였다. 반응이 끝난 각각의 용액 15uL에 3.1 NEB 버퍼 2uL, PstⅠ 0.5uL 및 증류수 2.5uL를 넣고, 37

℃에서 15분 동안 제한효소 반응, 80℃에서 20분 동안 제한효소 불활성화 반응을 수행하여 선형의 dsDNA를 제조

하였다.

표 1

서열번호[0093] 명명 서열목록 (5' -> 3') 비고

1 M13mp18 targeting
oligomer

GGAAACCGAGGAAACGCAATAATAACGGAATACCC

1-2. dsDNA의 생성여부 확인[0095]

원형의 M13mp18 ssDNA (5 amol) 15uL와 상기 제조한 M13mp18 dsDNA (5 amol)에 각각 3.1 NEB 버퍼 2uL, PstⅠ[0096]

0.5uL 및 증류수 2.5uL를 넣고, 37℃에서 15분, 80℃에서 20분 동안 제한효소 반응과 제한효소 불활성화 반응을

수행하여 single-cut 선형 dsDNA가 생성되는지 확인하였다. 또한, 원형의 M13mp18 ssDNA (5 amol) 15 uL와 상

기 제조한 M13mp18 dsDNA (5 amol)에 각각 3.1 NEB 버퍼 2 uL, PstⅠ 0.5uL, BglII 0.5 uL 및 증류수 2 uL를

넣고, 37℃에서 15분, 80℃에서 20분 동안 반응시켜 double-cut 선형 dsDNA가 생성되는지 확인하였다. 제조한

DNA를 모두 0.7 % 아가로오즈젤에서 30분 전기 영동하여, 그 결과를 도 3에 나타내었다. 

도 3에서 확인할 수 있듯이, 폴리머라제 반응 후 (dsDNA double cut)에만 예상된 크기의 조각이 나온 것으로부[0097]

터 M13mp18 dsDNA로 생성을 확인하였다.

1-3. ssDNA 탐침 및 합성된 dsDNA 표지의 형태 확인[0099]

M13mp18 ssDNA와 상기에서 제조한 선형 M13mp18 dsDNA를 20배 희석하고, 50 nM YOYO-1 (0.5 % BME) 와 1:1 로[0100]

섞고, 양전하 표면 위에 도포 후 현미경으로 관찰하여, 그 결과를 도 4에 나타내었다. 

도 4에서 확인할 수 있듯이, ssDNA일 때는 점의 형태인 DNA가 dsDNA로의 변화 및 제한효소에 의한 선형화 후에[0101]

는 선의 형태로 관찰되었다. 

상기 내용을 종합해보면, 본 발명의 탐침 DNA를 이용하는 경우 장시간의 유전자 증폭 없이도 단일 분자 수준의[0102]

이미징 만으로 다양한 바이러스 및 세포 RNA를 검출할 수 있을 것으로 기대된다.

제조예 3. 마이크로채널 (Microchannel)의 제조[0104]

3-1. 기울기 (경사)가 있는 채널 입구의 제조[0105]

실리콘 웨이퍼 (silicon  wafer)  상에 음성 감광액 (Negative  photoresist)인 SU-8  2015를 얹고, 스핀 코터[0106]

(spin coater)에서 1,500 rpm, 90초 회전하였다. 잘 코팅된 웨이퍼를 핫플레이트 (hot plate) 위에서 95℃, 5

분간 소프트 베이크 (soft bake)하였다. 그리고 마스크 얼라이너 (mask aligner)에 첫번째 패턴을 고정하였다.

마스크 및 웨이퍼의 위치를 잘 맞추고 40초간 UV (350-450 nm)에 노출시켰다. 노출이 끝난 후 핫플레이트에서

95℃, 6분간 익스포져 베이크 (exposure bake)를 하고, SU-8 디벨로퍼 (developer)에 7분간 담갔다. 아이소프

로필 알코올로 깨끗하게 세척하고 증류수로 세척하여 첫번째 패턴을 새겼다. 두번째 패턴을 새기기 위하여, 공

기 압축기로 물기를 제거하고 물기를 제거한 실리콘 웨이퍼 상에 또 다른 음성 감광액인 SU-8 2005를 얹었다.

스핀 코터에서 4000rpm, 30초 회전하였다. 잘 코팅된 웨이퍼를 핫플레이트 위에서 95℃, 3분간 소프트 베이크한

후, 마스크 얼라이너에 두번째 패턴을 고정하였다. 마스크 및 웨이퍼의 위치를 잘 맞추고 30초간 UV (350-450

nm)를 노출시켰다. 노출이 끝난 후 핫플레이트에서 95℃, 3분간 익스포져 베이크를 하고, SU-8 디벨로퍼에 7분

간 담갔다. 아이소프로필 알코올로 깨끗하게 세척하고 증류수로로 세척하였다. 공기 압축기로 물기를 제거하고

핫플레이트 위에서 150℃, 1시간 동안 올려놓고 하드 베이크 (hard bake)하여 마이크로채널의 입구 부분의 경사

를 제조하였다. 상기 입구 부분의 경사에 대한 주사 전자 현미경 (SEM) 사진은 도 7에 나타내었다.
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3-2. 채널(Channel)의 제조[0108]

SYLGARD®184 실리콘 엘라스토머 베이스 30g 및 SYLGARD®184 실리콘 엘라스토머 경화제 3g을 넣어 섞고, 상기[0109]

에서 제조한 2종류의 패턴을 오버래이(overlay)한 웨이퍼 상에 부은 후, 65℃ 오븐에 밤새 넣어두어 채널을 제

조하였다. 제조된 채널은 공기 플라즈마 생성기 (Femto Science Cute Basic, Korea)에서 100W, 30초 동안 처리

하여 표면이 친수성 (hydrophilic)화되도록 하였다. 친수성화 된 채널은 물에 보관하였고, 사용 전에 대기 건조

하여 물기를 제거해주었다. 물기가 제거된 채널에 2mm 구멍을 뚫어서 시료 주입부로 사용하였다.

3-3. 양전하 표면의 제조[0111]

22 x 22 mm 커버글라스를 테플론 랙 (Teflon rack)에 끼우고 테플론 테이프로 고정하였다. 글라스가 들어있는[0112]

테플론 랙을 비커에 넣고, 후드 안에서 3시간 동안 피라냐 용액 (H2SO4:H2O2=7:3)으로 반응시켰다. 반응이 끝난

피라냐 용액은 버리고 증류수로 pH 7이 될 때까지 세척한 후, 소니케이터 (sonicator)에서 30분 동안 세척하였

다.  폴리프로필렌  보틀  (bottle)에  증류수  250mL  및  N-Trimethoxysilylpropyl-N,N,N-trimethylammonium

chloride  (SIT8415.0,  Gelest)  350uL를 넣은 후,  세척한 커버글라스를 끼운 테플론 랙을 넣고 진탕 배양기

(shaking incubator)에서 반응 (65℃, 100rpm, 12시간 이상)시켰다. 반응이 끝난 표면을 99% 에탄올로 3회 세

척하고 에탄올에 보관하였다.

비교예. 경사 없는 채널 입구를 포함하는 마이크로채널의 제조[0114]

상기 제조예 3-1 단계를 제외하고, 상기 제조예 3과 동일한 방법을 이용하여, 기울기 (경사)가 없는 채널 입구[0115]

를 포함하는 마이크로채널을 제조하였다.

실험예 2. 마이크로채널의 입구 각도에 따른 시료 검출 효과 비교[0117]

λ DNA (NEB)를 10 pg/ul로 희석한 후, 50 nM YOYO-1 (5 % BME)과 1:1로 섞어 2 ul를 상기 마이크로채널 주입[0118]

부에 흘려주었다. 상기 현미경으로 관찰하여, 그 결과를 도 8에 나타내었다. 

도 8에서 확인할 수 있듯이, 비교예 (위쪽)는 입구 부분에 DNA가 뭉쳐서 구별하기가 어려웠으나, 실시예 (아래[0119]

쪽)는 입구 부분에 DNA가 뭉치지 않고 넓게 퍼져있기 때문에 단일 DNA 분자를 구분/측정하기 수월함을 확인하였

다.

실험예 3. 시각화 대상 유전자의 농도에 따른 정량성 확인[0121]

시각화 대상 DNA의 용액 농도를 78 fmol/uL부터 2배씩 희석하여 각각 39 fmol/uL, 19.5 fmol/uL, 9.75 fmol/uL[0122]

및 4.875 fmol/uL의 DNA 용액을 제조하였다 (M13mp18 ssDNA 농도는 78 fmol/uL로 고정). 그 다음, 50 nM YOYO-

1 (5 % BME)과 1:1 로 섞어 2 ul 를 상기 마이크로채널 주입부에 흘려주었다. 상기 현미경으로 관찰하였다. 현

미경으로 좁은 채널을 모두 측정하고 Image  J에서 분석하였다. Image  J에서 연동하는 JAVA  Plugins  중 'Mol

Length'를 이용하여 DNA 길이 정보를 얻고 분석하여, 그 결과를 도 9에 나타내었다.

도 9에서 확인할 수 있듯이, 시각화 대상 DNA의 농도가 증가함에 따라 반응 전에는 나타나지 않던 밴드가 나타[0123]

나고 점점 진해지는 것을 알 수 있었다. 이러한 결과는, 시각화 대상 DNA의 농도에 따라 생성되는 dsDNA의 양이

증가하는 것을 의미한다.

다음으로, λ DNA 용액을 16 fg/uL, 8 fg/uL, 4 fg/uL, 2 fg/uL, 1 fg/uL, 0.5 fg/uL 농도로 희석하였다. 그[0124]

다음, 50 nM YOYO-1 (5 % BME) 와 1:1 로 섞어 2 ul 를 상기 마이크로채널 주입부에 흘려주었다. 상기 현미경으

로 관찰하였다. 현미경으로 좁은 채널을 모두 측정하고 Image J에서 분석하였다. Image J에서 연동하는 JAVA

Plugins 중 'Mol Length'를 이용하여 DNA 길이 정보를 얻고 분석하여, 그 결과를 도 10에 나타내었다.

도 10에서 확인할 수 있듯이, 0.5 fmol/uL 농도에서도 시각화 대상 유전자를 검출할 수 있음을 알 수 있었다.[0125]

부호의 설명
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1: 마이크로채널                10: 시료 부착부[0126]

11: 채널                       12: 상부 연결점

13: 하부 연결점                20: 입구부

30: 주입부                     40: 출구부

도면

도면1
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도면2

도면3
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도면4

도면5
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도면7
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도면9

도면10

서 열 목 록

<110>    SOGANG UNIVERSITY RESEARCH FOUNDATION

         Sookmyung Women's university industry-academic cooperation foundation

<120>    Single stranded DNA probe based RNA detection method

<130>    PN190030
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<160>    1

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    35

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    M13mp18 targeting oligomer

<400>    1

ggaaaccgag gaaacgcaat aataacggaa taccc                                    35
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