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본  플루엔  A 러스 아  H1N1  검 할 수 는 프 브에 한 것 다. 본  러스

폭  한 별도  처리  하지 않고 실 에 도 수행할 수 어 신 하고 간편한 검  가능하다. 또한

플루엔  A 러스 아  H1N1만  택  검 할 수 다. 
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청

청 항 1 

열  1  재 는 타 드; 상  타 드   말단에 결합 , 퀜칭 재가 태그  열  2  재

는 리고뉴클 타 드; 상  타 드  다  말단에 결합 ,  재가 태그  열  3  재 는

리고뉴클 타 드  포함하는, 플루엔  A 러스 아  H1N1 검  프 브.

청 항 2 

1항에 어 , 상  프 브에  열  2  재 는 리고뉴클 타 드  열  3  재

는 리고뉴클 타 드가 어닐링(annealing) 어  신 가 억  프 브.

청 항 3 

1항에 어 , 상  퀜칭 재는 BHQ2 고, 상   재는 cy3  프 브.

청 항 4 

1항에 어 , 상  프 브에  열  1  재 는 타 드: 퀜칭 재가 태그  열  2  

재 는 리고뉴클 타 드:  재가 태그  열  3  재 는 리고뉴클 타 드  량비는

4:4:2  프 브.

청 항 5 

a) 2항  프 브  시료  하는 단계;

b) 상  프 브  생하는  강도  측 하는 단계; 

c) 상  측   강도가 시료  하  보다 가한 경우 시료 내 플루엔  A 러스 아  H1N1

 재  하는 단계  포함하는, 플루엔  A 러스 아  H1N1  검  .

청 항 6 

5항에 어 , 상  a) 단계는 실 에  수행 는 . 

청 항 7 

5항에 어 , 상  a) 단계는 10  내지 30  동안 수행 는 . 

청 항 8 

1항  프 브 또는 2항  프 브  포함하는, 플루엔  A 러스 아  H1N1 검  키트.

 

 술  야

본  플루엔  A 러스 아  H1N1  검 할 수 는 프 브에 한 것 , 보다 체[0001]

는 핵산  폭하  한 처리  하지 않아 신 하고 편리한 검  가능하고, 아  H1N1만  특

검 할 수 는 프 브에 한 것 다. 

 경  술

플루엔 (influenza, 독감)는 플루엔  러스(Influenza virus)에 해 사람  동물( , 돼지, 개,[0002]

말 등)   통해 는  질병 다. 사람 플루엔 (Human influenza)  경우 매   계

10-20% 에  생하 , 염  아 매  계  규  행하는 경향  다. 플루엔  상  고
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열, 통, 근 통, 후  염 , 통 , 침 등  질  수 하  심한 경우 약 , 만 질 보  등

 사망  할 수 다. 

플루엔  A 러스는 플루엔  러스 에  가  염  강하고 독  강하다. 숙주가 , 포[0003]

 등 매우 다양하 , 간 염 역시 생할 수 어 많  아   변 주가 재한다. 그  플루엔  A 

러스 아  H1N1  돼지에  래한 플루엔  러스가 변   생한 것  신 플루  원 균

다. 2009  신 플루가 행했   계  18500여  사망 가 생하 , 염병에 한 공포

 가 간 역  감 하고 경 가 고  내 지는 등 무  막 한 실  생하 다.

 내

해결하 는 과

본  플루엔  A 러스 아  H1N1  특  검 할 수 는 프 브  공하는 것  [0004]

 한다. 

과  해결 수단

에, 본  열  1  재 는 타 드; 상  타 드   말단에 결합 , 퀜칭 재가 태그  [0005]

열  2  재 는 리고뉴클 타 드; 상  타 드  다  말단에 결합 ,  재가 태그  열

 3  재 는 리고뉴클 타 드  포함하는, 플루엔  A 러스 아  H1N1 검  프 브

공한다.

또한 본  상  프 브에  열  2  재 는 리고뉴클 타 드  열  3  재[0006]

는 리고뉴클 타 드가 어닐링(annealing) 어  신 가 억  프 브  공한다.

본 에 어 , 상  열  1  재 는 타 드는 플루엔  A 러스 아  H1N1  헤마 루티닌,[0007]

 H1에 특  결합한다. 라  다  러스에는 결합하지 않 , 플루엔  A 러스 에 도 다

 아 에는 결합하지 않아 , 아  H1N1만  검 할 수 다.

본   , 상  퀜칭 재는 람직하게는 BHQ2, 상   재는 cy3가  수 다. 다  [0008]

, 본 에 사  수 는 퀜칭 재  는 Dabcyl, BHQ-1, QYS-7, BHQ-2, BHQ-3가 ,  

재  는 Cascade Blue, Pacific Blue, Oregon Green, Bodipy FL-X, Fluorescein, 5,6 FAM, Oregon green,

TET, Bodipy R6-X, JOE, HEX, Cy3, Rhodamine REd-X, TAMRA, Cy3.5, ROX, Texas Red-X, Bodipy TR-X, Light

Cycler,  Bodipy  630/650-X,  Cy5,  Cy5.5가  다.  그러나  퀜칭  재   재  는  에  한 지

않 , 퀜칭 재에 하여  재가  수 는 재  본 에  수 다. 

본 에 어 , 상  프 브는 열  1  재 는 타 드, 퀜칭 재가 태그  열  2  [0009]

재 는 리고뉴클 타 드,   재가 태그  열  3  재 는 리고뉴클 타 드가 4:4:2

 량비  포함  것  수 다. 그러나 각  량비는 에 한 지 않 , 퀜칭 재에 하여 

재가  수 는 량비라  본 에  수 다. 

본  a) 상  어닐링  프 브  시료  하는 단계;[0010]

b) 상  프 브  생하는  강도  측 하는 단계; [0011]

c) 상  측   강도가 시료  하  보다 가한 경우 시료 내 플루엔  A 러스 아  H1N1[0012]

재  하는 단계  포함하는, 플루엔  A 러스 아  H1N1  검   공한다.

상  에 어  상  a) 단계는 실 에  수행  수 다. 그러나 상  프 브가 변 지 않는 한[0013]

수행 도는 에 한 지 않는다. 또한 상  단계는 5  내지 1시간, 람직하게는 10  내지 30 , 보다 

람직하게는 10  동안 수행  수 다. 그러나  시간  에 한 지 않는다. 

본  상  프 브 또는 상  어닐링  프 브  포함하는 플루엔  A 러스 아  H1N1[0014]

검  키트  공한다. 상  키트는 상  키트는 사  지침(instruction)  타 검 에 필 한 도  또는

비   포함할 수 다. 

 과
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본  러스 폭  한 별도  처리  하지 않고 실 에 도 수행할 수 어 신 하고 간편한[0015]

검  가능하다. 또한 플루엔  A 러스 아  H1N1만  택  검 할 수 다. 

도  간단한 

도 1  본  프 브  과  나타낸 도 다.[0016]

도 2  측 도는 본  프 브가 고(1단계), 어닐링시 FRET 상  하여  신  억

하 (2단계), 타겟 러스  단 질과 결합했    신 가 생하는(3단계) 과  식도 다. 도

2  우측 도는 본  프 브가 어닐링시  신 가 과  억 , 플루엔  A 러스

H1N1에 특    감도가 나타남  보여주는 그래프 다. 

도 3  퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드  양  변 시  프 브  하   어닐링

후  신  나타낸 도 다.

도 4는 퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드  양  각각 다양한 도  사 하여 프 브

하   어닐링 후  신  나타낸 도 다.

도 5는 본  프 브  플루엔  A 러스 아  H1N1, H3N2, H3N2, H5N2, H6N5, 또는 나

러스  시  경우  신  나타낸 도 다.

도 6  본  프 브  러스   시간  변 시    신  나타낸 도 다.

 실시하  한 체  내

하, 본  해  돕  하여 람직한 실시  시한다. 그러나 하  실시 는 본  보다 쉽[0017]

게 해하  하여 공 는 것  뿐, 실시 에 해 본  내  한 는 것  아니다.

실시  1. 프 브 [0018]

1-1. 플루엔  A 러스 아  H1N1   H1 단 질에 특  결합하는 타 드  비[0019]

플루엔  A  러스  아  H1N1   H1  단 질에  특  결합하는  타 드( 열  1:[0020]

ARLSPTMVHPNGAQP)  ㈜ 트  하여 비하 다. 상  타 드  0.56 mM 처리했   플루엔

A 러스 아  H1N1, H5N2, H6N5 각각   HA 단 질에 한 친 도(affinity)  SPR(Surface Plasmon

Resonance)  검 하 다. 친 도  단 는 RU(Response Unit)  나타내었고, 하  에  할 수 

다. 

[  1][0021]

[0022]

상  에  열  1  타 드가 H1N1 러스에 특   친 도  나타냄  알 수 다.  [0023]

1-2. 프 브 [0024]

상  타 드  한쪽 말단  Fmoc(Fluorenylmethyloxycarbonyl chloride) , 다  한쪽 말단  NH2  보[0025]

어 다. NH2 쪽 말단에  퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드( 열  2: TTTTTGGGGG)  Sulfo-

SMCC  크 스 링커(cross linker)  하여 결합시 다. 그리고 다  쪽 말단에  Fmoc  거한 후,  재

(cy3)가 태그  리고뉴클 타 드( 열  3: CCCCCAAAA)  Sulfo-SMCC  크 스 링커  하여 결합하여 

프 브  하 다.

상  과  도 1에 나타내었다. [0026]

1-3. 어닐링  통한 프 브   신  억[0027]

합  프 브가 비특   신  생시키는 것  억 하  하여 어닐링(annealing)  수행하[0028]
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다. , 상  프 브  95 ℃  도에  2-5 간  후,  상  도  낮  상  

프 브  열  2  3 간  수 결합  도하여 프 브가 헤어핀 가 도  하 다.

헤어핀   룬  프 브는  양  말단에  재하는   재  퀜칭  재간  FRET(fluorescence[0029]

resonance energy transfer) 상에 하여  신 가 억 었다.  

프 브가 고(1단계), 어닐링시 FRET 상  하여  신  억 하 (2단계), 타겟 러스[0030]

 단 질과 결합했    신 가 생하는(3단계) 과  식도  도 2  측 도에 나타내었다. 

1-4.  재  퀜칭 재  비 에   신  억  도 [0031]

본  프 브에   재  퀜칭 재  비  결 하  하여 하  실험  수행하 다. [0032]

체 , 1-2  프 브 시,  재(cy3)가 태그  리고뉴클 타 드  양  100 pmol  고[0033]

하고, 퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드  양  변 시 가 (각각 100, 150, 200, 250, 300

pmol) 프 브  하 다. 

각 프 브  1-3과 마찬가지  어닐링하여, 어닐링   후   신  비 하 다.[0034]

결과는 도 3에 나타내었다. 도 3에  시험  퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드  양과 계없[0035]

 신 가 과  억  알 수 다.

1-5. 어닐링 후  신  비[0036]

퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드  다양한 도  사 하여 1-2   한 프[0037]

브  1-3   어닐링한 경우, 어닐링 후   신  비 하 다.

결과는 도 4에 나타내었다. 도 4에  퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드가 든 도에  어닐링[0038]

후  신 가  과  억 , 4 nmol 사 었    신 가 가  과  억  알 수

다.  

실시  2. 플루엔  A 러스 아  H1N1  검[0039]

퀜칭 재(BHQ2)가 태그  리고뉴클 타 드( 열  2)  4 nmol,  재(cy3)가 태그  리고뉴클[0040]

타 드( 열  3)  2 nmol,  열  1  타 드  4 nmol 사 하여 실시  1-2   프

브  하고 1-3   어닐링한 후, 상 에  꺼내어 2 내지 3시간 었다. 그 후 러스 역가

1*10
4

 플루엔  A 러스 아  H1N1, 플루엔  A 러스 아  H3N2, H3N2, H5N2, H6N5, 또는 나

러스(Corona virus) 각각에 상  어닐링  프 브  100 μL  양  처리하고 실 에  10 간 

시 다. 열  1  타 드 신 scrambled control( 열  4: CDDYYYGFGCNKFCRPR)  사 한 것 에

다  든 것  동 하게 하여 컨트  프 브(control probe)  비하 고, 동 한  각 러스  

시 다.

그 후 530 nm   여 (excitation)시   신  변  측 하 다. 결과는 도 5에 나타내었다. 도 5[0041]

에  본  프 브(도 상에  'Beacon'  시)는 플루엔  A 러스 아  H1N1과 시

   강도  나타내었 나, 같  플루엔  A 러스 에 도 아  H3N2, H5N2, H6N5  시

는 매우 낮   강도  나타내었 , 나 러스  시  는  신 가 억  상태가 

지 었다. 한편 컨트  프 브(도 상에  'Control Beacon'  시)는 시킨 러스 3  에 하여

 강도가 낮게 나타났다.   

실시  3. 러스   시간에  검 능 [0042]

상  실시  2  동 한  본  프 브  하여 어닐링한 후, 다  든 건  [0043]

실시  2  동 하게 하  프 브  각 러스   시간  10 , 20 , 30  각각 변 시  가

 에  검 능  하 다. 

결과는 도 6에 나타내었다. 도 6에  본  프 브가 신 하게 (30  내) 플루엔  A 러스[0044]

아  H1N1에 하여   강도  나타내었고, 특  10 간 시킨 경우에도   강도가 나타남

하 다. 
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도

도 1

도 2
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도 3

도 4
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도 5

도 6

 열  

<110>    Korea Research Institute of Bioscience and Biotechnology

<120>    A bioprobe for the detection of influenza A virus subtype H1N1

<130>    P14-138-KRI

<160>    4

<170>    KoPatentIn 3.0

<210>    1

<211>    15

<212>    PRT
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<213>    Artificial Sequence

<220><223>    H1 protein specific binding peptide of Influenza A virus subtype

         H1N1 surface

<400>    1

Ala Arg Leu Ser Pro Thr Met Val His Pro Asn Gly Ala Gln Pro

  1               5                  10                  15

<210>    2

<211>    10

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Quenching material tagged oligonucleotide

<400>    2

tttttggggg                                                                10

<210>    3

<211>    9

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Fluorescent material tagged oligonucleotide

<400>    3

cccccaaaa                                                                  9

<210>    4

<211>    17

<212>    PRT

<213>    Artificial Sequence

<220><223>    Scrambled control peptide

<400>    4

Cys Asp Asp Tyr Tyr Tyr Gly Phe Gly Cys Asn Lys Phe Cys Arg Pro

  1               5                  10                  15 

Arg

   

등록특허 10-1706324

- 10 -


	문서
	서지사항
	요 약
	대 표 도
	청구범위
	발명의 설명
	기 술 분 야
	배 경 기 술
	발명의 내용
	해결하려는 과제
	과제의 해결 수단
	발명의 효과

	도면의 간단한 설명
	발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

	도면
	도면1
	도면2
	도면3
	도면4
	도면5
	도면6

	서 열 목 록



문서
서지사항 1
요 약 1
대 표 도 1
청구범위 3
발명의 설명 3
 기 술 분 야 3
 배 경 기 술 3
 발명의 내용 4
  해결하려는 과제 4
  과제의 해결 수단 4
  발명의 효과 4
 도면의 간단한 설명 5
 발명을 실시하기 위한 구체적인 내용 5
도면 6
 도면1 7
 도면2 7
 도면3 8
 도면4 8
 도면5 9
 도면6 9
서 열 목 록 9
