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인간 HER-2 재조합 단백질을 사용한 항 HER-2 항체 단백질의
ELISA 정량 방법 개발
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Abstract—HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2) is a protein giving higher aggressiveness in human

breast cancers. Trastuzumab is a monoclonal antibody that targets HER-2 and is known to extend survival across all stages

of HER2-positive breast cancer. In this study, we attempted to development of a quantitative ELISA (Enzyme-Linked Immu-

noSorbent Assay) for evaluating anti HER-2 antibodies using human HER-2 recombinant proteins to support antibody pro-

ducing processes and pharmacokinetic studies. We established direct or indirect ELISA method for the trastuzumab-like

protein combined human recombinant HER-2. The ELISA method will prove to be great value in quantitating anti-HER-

2 antibodies levels for developing anticancer antibodies.
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Human epidermal growth factor receptor-2(HER-2)는 유방

암 환자의 20~25%에서 발현되는 유전자로, 과량으로 발현 시

에 유방암(human breast cancer)을 유발한다고 알려져있다.1-5)

HER-2 수용체에 결합하는 트라스투주맙(trastuzumab, Herceptin®)

은 HER-2가 과발현된 전이성 유방암 여성 환자에게 사용

되는 인간화 항 HER-2 단일클론항체(humanized anti-HER-2

monoclonal antibody)로서 유방암환자의 치료에 사용되고 있다.

특히, 화학요법의 전치료를 받아온 전이성 질환 환자에게 단독

투여되는 방법으로 혹은, 전치료가 없는 환자에게는 파클리탁셀

(paclitaxel)과 병용 투여하는 방법으로 승인되었다.6) 트라스투주

맙의 주요 작용 기전은 과발현된 HER-2에 결합하여 HER-2의

활성을 억제하고 HER-2의 하위단계 신호전달을 저해함으로써

암세포의 증식을 억제한다. 또한 항체의 특성으로 알려져 있는

antibody dependent cell cytotoxicity(ADCC) 효과, 즉 면역세포

를 유도하여 HER-2가 과발현된 세포의 사멸을 유도하여 항암효

과를 가진다.7,8) Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay(ELISA)

는 검출 항체에 peroxidase, alkaline phosphatase 등의 효소를

공유 결합시켜 항원-항체 반응을 확인하는 방법으로, 방법이 간

단하고 다량 분석이 가능하여 현재 가장 널리 사용되고 있는 정

량과 정성 분석법의 하나이다.9,10) 본 연구는 HER-2 항원에 결

합하는 트라스투주맙과 같은 항체 단백질에 대한 정량 분석법을

확립하기 위해 효소 면역 반응을 이용한 ELISA 방법을 개발하

였다. 이 방법은 항체 단백질을 항암제로 개발하기 위한 과정에

서 항체 생산세포주의 동정 및 단백질 정량, 약물동력학에서의

단백질 정량, 품질관리 및 제품의 전수 검사(lot release test) 등

에서 핵심적인 기법으로 사용될 것이다.

실험방법

표준액 및 항체

표준액 −표준액은 국내 허가되어 치료제로 사용되고 있는 허

셉틴(한국로슈, 1 vial [292.3 mg] 중 주성분 트라스투주맙 150.0

mg) 완제의약품을 slide-A-lyzer dialysis cassettes, 10K

MWCO(Thermo Fisher Scientific, cat. 66807, Waltham, MA)
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를 통해 1× PBS(phosphate buffered saline, pH 7.4, Sigma,

cat. P3813, St. Louis, MO) 용액으로 치환하여 사용하였다.

항체 −인간 재조합 HER-2는 GST(glutathione S-transferase)

가 결합된 Abcam 사(cat. ab40048, Cambridge, UK)와 histidine/

human Fc가 결합된 R&D Systems 사(cat. 1129-ER, Minneapolis,

MN)의 제품을 사용하였으며 검출 항체로는 표준액 및 검액 항

체의 human kappa light chain에 결합하고 HRP(horseradish

peroxidase)가 공유 결합된 goat anti-human kappa light chains

peroxidase antibody(Sigma, cat. A7164, St. Louis, MO)를 이

차항체로 사용하였다. 인간 재조합 HER-2에 결합하는 96well

plate 바닥에 코팅항체는 anti-His mouse 단일클론 항체(Roche,

cat. 11 922 416 001, Basel, Switzerland)를 사용하였다. Anti-

human Fc 항체로는 goat anti-human IgG(Fc) 항체(Thermo

Scientific, cat. 31125, Rochester, NY)가 사용되었다. 모든

ELISA 실험은 96 well Maxisorp high protein binding capacity

ELISA plate(Thermo Scientific/Nunc, cat. 439454, Rochester,

NY)를 사용하였다.

완충액의 제조

코팅항체를 제조하는데 사용하는 완충액은 1× PBS buffer를

여과하여 사용하였다. 표준액 및 검액, 항체를 희석하는데 사용

하는 완충액은 blocking buffer을 사용하며 1× PBS 1 l에 1%

BSA(albumin bovine serum, Fraction V, Sigma, cat. A9647,

St. Louis, MO)와 0.001% Tween 20(Sigma, cat. P9416, St.

Louis, MO)을 가하고 여과하여 제조하였다. Washing Buffer는

1× PBS에 0.05% Tween 20을 가하여 제조하였다.

Anti-HER-2를 이용한 정량 방법

Anti-His 항체를 1 µg/ml의 농도로 1× PBS buffer로 희석하

여 96 well Maxisorp plate에 100 µl를 넣어 코팅하여 0.1 µg/

well의 단백질 양이 들어가게 하였다. Plate를 4oC에서 14~16시

간 정도 배양 하였다. 배양 후 well의 용액을 버리고 washing

buffer로 300 µl씩 두 번 96 well plate washer(TECAN, 96PW-

TECAN CE, Grödig, Austria)를 사용하여 세척하였다. Blocking

buffer를 100 µl 넣고 37oC에서 1시간 배양하였다. Well의 용액

을 버리고 washing buffer로 300 µl씩 두 번 96 well plate

washer를 사용하여 세척하였다. 재조합 인간 HER-2/Fc/His를

0.1 µg/ml의 농도로 blocking buffer에 희석하여 100 µl 넣고

37oC에서 1시간 배양하였다. Well의 용액을 버리고 washing

buffer로 300 µl 씩 다섯 번 96 well plate washer를 사용하여 세

척하였다. 트라스투주맙 표준액을 0.02 µg/ml부터 순차적으로

1/2배로 희석하여 8 포인트를 설정하고 각 well에 100 µl씩 넣고

37oC에서 1시간 동안 배양하였다. Well의 용액을 버리고 washing

buffer로 300 µl씩 다섯 번 96 well plate washer를 사용하여 세

척하였다. HRP가 결합된 검출 항체를 blocking buffer에 1:

12,500 비율로 희석하여 각 well에 100 µl씩 넣고 37oC 에서 1

시간 동안 배양하였다. Well의 용액을 버리고 washing buffer로

300 µl씩 다섯 번 96 well plate washer를 사용하여 세척하였다.

각 well에 TMB(3,3', 5,5'-tetramethylbenzidine, Sigma, cat. T-

0440, St. Louis, MO) 100 µl씩을 넣고 은박지로 빛을 차단한 후

상온에서 10분 정도 발색시켰다. 표준액의 발색 정도를 확인한

후 각 well에 0.5 mol/l 황산 용액(1 N)(삼전화학, S1410, 서울)

100 µl씩 넣고 microplate reader(Molecular Devices, SpectraMax

190, Sunnyvale, CA)를 통해 450 nm(Ref. 650 nm) 파장에서 흡

광도를 측정하였다.

결과의 표시

실험결과는 모두 평균±표준편차로 표시하였다. 선형분석 등

에 사용한 분석 프로그램은 Molecular Device 사의 SoftMax Pro

5.2 software의 ELISA-endpoint, HRP/TMB protocol을 사용하

였다. 표준곡선은 프로그램의 linear regression 방법을 사용하여

선형회귀분석을 통해 산출하였다.

실험결과 및 고찰

트라스투주맙에 대한 ELISA 정량법을 구축하기 위해, 다음의

두 가지 방법을 고안하였다. 첫째로는 상업적으로 시판되는 트

라스투주맙의 항원인 HER-2를 ELISA 96 well plate의 바닥에

코팅하고 이 항원에 트라스투주맙을 결합시킨 후 트라스투주맙

항체에 결합하고 효소가 공유결합으로 연결 되어 있는 항체인 이

차 항체를 이용하여 검출하는 직접적인 방법이다(Fig. 1a). 둘째

로는 위에서 사용한 것과 동일한 트라스투주맙의 항원인 HER-

Fig. 1 − Schematic representation of (a) direct and (b) indirect

ELISA method for trastuzumab using HER-2. (a) direct

method: microplates were coated with a recombinant HER-

2/His/Fc proteins. Trastuzumab (1) interacts with HER-2

captured in microwells. Goat anti-human kappa light chains

conjugated with horseradish peroxidase (HRP) antibody (2)

was used for detection of trastuzumab. (b) indirect method:

as for indirect ELISA method, mouse anti-His monoclonal

antibody (3) was used for coating proteins.
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2에 6X-Histidine이나 GST가 공유결합으로 연결되어 있는 두 종

의 상용제품인 HER-2/GST 나 HER-2/His/Fc 에 GST나 His에

결합하는 이종 항체를 ELISA plate 바닥에 코팅 시킨 후 HER-

2/GST나 HER-2/His/Fc를 결합시키고 여기에 트라스투주맙을 첨

가하여 결합시킨 후 이차 항체를 연속적으로 반응시켜 검출하는

간접적인 방법이다(Fig. 1b).

트라스투주맙은 유방암 세포의 표면에 존재하는 수용체 단백

질인 human HER-2에 결합하여 세포 내의 신호전달 기전을 차

단함으로써 세포 증식을 억제하여 효능을 나타낸다. 따라서, HER-

2 수용체 단백질과 트라스투주맙 항체의 결합을 통한 ELISA 방

법은 정량적으로 시험물질의 항체결합력을 측정할 수 있다. HER-

2와 검액의 결합력을 정량하기 위해 먼저 ELISA plate에 검액의

항원인 HER-2를 코팅하고 검액을 바로 결합시킨 후 결합한 검

액 항체를 검출 정량 하는 직접적인 방법을 고안하였다(Fig. 1a).

트라스투주맙의 항원인 human HER-2는 Abcam사의 HER-2/

GST 결합 단백질과 R&D Systems사의 HER-2/His/hFc 결합 단

백질을 각각 사용하였다. Abcam사의 HER-2/GST를 0.1 µg/well

로 코팅하고 검출 구간을 확인하기 위해 트라스투주맙을 1,000 µg/

ml에서부터 1/10배 희석하여 8 포인트로 처리한 후 트라스투주

맙 항체의 Fc 도메인과 결합하는 효소결합 항체인 goat anti-

human Fc-HRP(Thermo Science, cat. 31413, Rochester, NY)

를 1 : 5,000의 비율로 희석하여 배양 후 TMB로 확인하였다. 트

라스투주맙 1 µg/ml의 고농도가 되어야 완충액 농도에서의 흡광

도 값인 0.1과 구별 될 수 있는 값이 나왔으며, 이는 트라스투주

맙이 1 µg/ml 농도 이상에서 검출이 가능하여 고농도의 트라스

투주맙 표준액과 검액이 요구됨을 시사한다. 두 번째로 항원으

로서 R&D Systems 사의 HER-2/His/Fc를 코팅 단백질로 사용

하고 트라스투주맙을 1 µg/ml부터 1/10 희석하여 동일한 방법으

로 처리하였다. 이 경우 트라스투주맙 0.001 µg/ml 이상에서 완

충액 농도의 흡광도 값인 0.01보다 높은 0.04 이상 그리고 0.1 µg/

ml에서는 1.0 이상의 OD 값을 보여 0.001 µg/ml에서 0.1 µg/ml

사이에서 비례적으로 반응할 것으로 추정하였다(Table Ia). 실제

로 1 : 5,000의 희석농도에서 0.01 µg/ml에서 0.0006 µg/ml까지 1/

2 희석한 5 포인트에서 R2=0.99 이상의 직선성을 구하였다(Table

Ib). 이상의 결과는 Abcam 사의 HER-2를 사용했을 때 트라스투

주맙의 검출범위가 1 µg/ml 이상 인 것에 반해 R&D Systems

사의 HER-2/His/Fc를 사용할 때 0.01 µg/ml로 검출감도가 높아

소량의 시료도 검출할 수 있었다. 최종적으로 농도 범위를 0.05 µg/

ml부터 1/2 희석한 결과 0.025~0.0016 µg/ml 사이에서도 R2=

0.99 이상의 직선성을 얻었다(Table Ic, Fig. 2a).

간접적인 ELISA 방법으로 HER-2에 공유 결합되어 있는 펩

타이드를 매개로 하여 시료를 평가하는 방법을 구축하기 위해

HER-2 항원에 연결되어 있는 GST와 HIS에 대한 항체를 먼저

코팅하였다(Fig. 1b). R&D Systems 사의 HIS를 사용하기 위해

Anti-His 항체를 1.0 µg/ml로 코팅하고 HER-2/His를 0.001,

0.01, 0.1 µg/ml로 반응시키고 트라스투주맙을 1,000 µg/ml부터

Table I − Direct ELISA method for trastuzumab using HER-2/His/Fc

(a) Concentration range of trastuzumab is 8 points from 1 µg/ml by 10-fold dilution

Trastuzumab (µg/ml) 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001 0.0

1 : 5,000

Average OD
±SD

2.324
±0.118

1.882
±0.095

0.554
±0.066

0.068
±0.004

0.015
±0.002

0.009
±0.001

0.010
±0.002

0.011
±0.001

1 : 10,000

Average OD
±SD

1.554
±0.052

1.164
±0.013

0.308
±0.004

0.044
±0.001

0.010
±0.001

0.006
±0.001

0.004
±0.005

0.010
±0.004

(b) Concentration range of trastuzumab is from 0.01 µg/ml by 2-fold dilution

Trastuzumab (µg/ml) 0.01 0.005 0.0025 0.0012 0.0006 0.0003 0.0001 0.0

1 : 5,000

Average OD
±SD

0.554
±0.066

0.275
±0.012

0.147
±0.0

0.089
±0.004

0.047
±0.001

0.028
±0.002

0.019
±0.0

0.012
±0.001

(c) Concentration range of trastuzumab is from 0.05 µg/ml by 2-fold dilution

Trastuzumab (µg/ml) 0.05 0.025 0.013 0.006 0.003 0.0016 0.0008 0.0

1 : 5,000

Average OD
±SD

1.193
±0.121

0.739
±0.063

0.440
±0.028

0.239
±0.033

0.130
±0.011

0.066
±0.003

0.056
±0.019

0.007
±0.001

Coating concentration of HER-2/His/Fc is fixed by 1.0 µg/ml. Each dilution concentration of detection antibody is 1 : 5,000 and
1 : 10,000.
Three independent experiments of triplicate samples were done and results are shown as mean±S.D.



항 HER-2 항체 단백질의 ELISA 정량 방법 개발 19

Vol. 55, No. 1, 2011

1/10 희석하여 10개의 농도 범위에서 트라스투주맙 항체의 경사

슬에 결합하는 검출항체인 goat anti-human kappa light chain-

HRP(1 : 5,000 배율)로 평가하였다. 이 경우 트라스투주맙 Fc와

결합하는 HRP-goat anti-human Fc(Thermo Scientific, cat.

31114, Rochester, NY)는 항원으로 사용한 HER-2 단백질과 공

유결합으로 연결되어 있는 human Fc가 존재하기 때문에 사용할

수 없었다.

매개되는 HER-2의 농도가 0.001 µg/ml의 농도일 때 모든 트

라스투주맙의 농도 범위에서 흡광도의 차이가 없었으며, 이는

HER-2/His 단백질이 코팅 항원보다 1000배 낮은 농도이기 때문

에 anti-His 항체에 결합되지 않은 것으로 보인다(Table II). 검출

항체를 1 : 5,000으로 희석 사용 시 background 값이 0.4 의 높

은 값이 나와 이후 검출항체의 농도를 1 : 10,000으로 희석하고

HER-2의 농도를 0.01 µg/ml과 0.1 µg/ml을 사용하였으며 트라스

투주맙은 1 µg/ml에서부터 1/10씩 희석하여 8 농도 범위를 평가

하였을 때 0.001 µg/ml 이상에서 background와 구별되는 흡광도

값을 보였다. HER-2를 0.1 µg/ml로 처리하였을 때 트라스투주맙

농도 1~0.001 µg/ml 범위에서 흡광도가 증가하는 추세를 보였

으나 HER-2 0.01 µg/ml은 트라스투주맙 최고 농도인 1 µg/ml에

서도 흡광도가 낮고 농도의존적인 증가를 보이지 않았다(Table

IIIa). 이후 실험에서 HER-2의 농도를 0.1 µg/ml로 고정하고 트

라스투주맙을 0.1 µg/ml에서 1/2씩 희석하여 8 포인트에서 실험

한 결과 0.0125 µg/ml부터 0.0016 µg/ml 구간에서 R 제곱값이

0.9846인 직선성을 얻었다(Table IIIb). 이러한 HER-2 매개의 간

접적 ELISA 방법은 트라스투주맙 0.02 µg/ml부터 0.00031 µg/

ml까지 1/2 희석 농도 범위와 검출항체 1 : 12,500 희석 농도를

사용한 조건에서 0.01 mg/ml 이하에서 선형회귀분석으로 0.99 이

상의 R2 값을 얻을 수 있었으며 트라스투주맙 0.00031 µg/ml에

서 0.005 µg/ml의 직선범위를 제시하였다(Table IV, Fig. 2b).

Anti-GST 항체를 사용한 Abcam사의 HER-2/GST에 대한 간

접적 ELISA 방법의 경우 HER-2를 처리하지 않은 대조군과 같

Fig. 2 − (a) The calibration curve of trastuzumab standard in direct

ELISA method using HER-2 from R&D Systems (b) The

calibration curve of trastuzumab standard in indirect ELISA

method using HER-2 from R&D Systems (X axis:

concentration of trastuzumab, y axis: optical density at

wavelength 450 nm).

Table II − Indirect ELISA method for trastuzumab using HER-2/His/Fc at a broad concentration range of trastuzumab

Trastuzumab (µg/ml) 1000 100 10 1 0.1 0.01 0.001 0

HER-2 (0.001 µg/ml)

Average OD
±SD

0.535
±0.014

0.492
±0.008

0.496
±0.011

0.500
±0.006

0.489
±0.001

0.486
±0.013

0.481
±0.028

0.408
±0.001

HER-2 (0.01 µg/ml)

Average OD
±SD

1.298
±0.004

1.266
±0.021

1.214
±0.006

1.277
±0.001

1.207
±0.071

1.186
±0.008

1.091
±0.050

0.390
±0.021

HER-2 (0.1 µg/ml)

Average OD
±SD

3.580
±0.027

3.558
±0.025

3.600
±0.019

3.656
±0.038

3.647
±0.062

3.280
±0.141

2.296
±0.304

0.357
±0.006

Coating concentration of Anti-His antibody is fixed by 1.0 µg/ml. Dilution concentration of detection antibody is 1 : 5,000.
In the concentration 0.001 µg/ml HER-2, optical density data of Anti-His coating antibody 2.0 µg/ml is similar to that of 1.0 µg/ml. Two
independent experiments of triplicate samples were done and results are shown as mean±S.D.
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은 OD 값을 보이며 트라스투주맙의 검출농도가 10 µg/ml 이상

의 고농도이므로 효과적인 평가방법으로 사용하기 어려운 것으

로 판단하였다(data not shown).

본 연구에서 트라스투주맙과 유사한 항체를 정량하기 위한 방

법으로 사용이 간편하고 대량의 시료를 빠른 시간에 평가할 수

있는 방법으로 효소 면역 반응을 이용하는 ELISA 방법을 확립

하였으며, 이 방법은 트라스투주맙 0.01 µg/ml에서 0.0003 µg/ml

의 저 농도 검액도 검출이 가능하였다. 0.5 µg/ml 이상의 고농도

에서 검출 가능한 flow cytometric assay가 몇 시간 정도에 결과

를 얻을 수 있는 것에 반해, ELISA는 더 많은 시간이 필요하고

재조합 단백질을 추가로 요구하지만 1 µg/ml 이하의 저농도 항

체를 검출할 수 있으며 다수의 시료를 동시에 평가할 수 있다.

또한 비임상 및 임상 시료는 상대적으로 낮은 농도의 anti-HER-

2 항체를 포함하므로 ELISA 방법이 실질적인 평가방법으로 유

용하다.11) 트라스투주맙의 제조사인 Genentech(San Francisco,

CA, USA)의 관련 문헌에 ELISA 방법에 대한 기술이 매우 제한

적이며 ELISA 방법에 사용한 coating 단백질인 HER-2 수용체

의 extracellular domain(p185HER2/neu)은 상업적으로 구입할 수

없다.12-17) 따라서 트라스투주맙과 유사한 bio-similar를 개발하기

위해서는 정량적이고 효율적인 ELISA 방법의 확립이 필요하다.

또한 이 ELISA 방법의 확립은 in vitro 평가뿐만 이니라 in vivo

약동력학적 연구를 위한 기본 조건이다. 본 연구에서 확립한 직

접적 ELISA 방법은 HER-2/Fc/His 재조합 단백질을 coating 단

백질로 사용하여 coating 단백질로 HER-2 수용체의 extracellular

domain(p185HER2/neu)을 사용한 Genentech 사의 ELISA 방법과

유사하다. 본 연구에서 확립된 HER-2를 매개한 간접적인 ELISA

방법은 생쥐를 사용한 트라스투주맙 및 유사 항체의 약물동력학

분석에 사용되었으며 검출 범위 내에서 혈청 내의 잔존 항체를

정량할 수 있었다(data not shown).

본 연구에서는 R&D Systems 사의 재조합 인간 HER-2가 매

개되는 ELISA에는 HER-2를 코팅 단백질로 사용하는 직접적인

방법과 HER-2의 공유 결합된 단백질인 His에 대한 항체를 코

팅 단백질로 사용하는 간접적인 방법을 개발하였다. 두 방법을

비교할 때 간접적인 방법은 대량 스크리닝에 적합하며 직접적인

방법은 HER-2 결합에 대한 간섭 요인을 최소화할 경우 유용한

것으로 보인다. 본 실험에서 확립한 ELISA 방법은 트라스투주

맙 등의 생물의약품에 대한 연구개발 과정에서 우수한 항체생성

세포주의 선별에 사용될 수 있으며 HER-2의 결합을 매개하므로

시료의 항원 결합력까지 추정할 수 있는 장점이 있다. 또한 비임

상 및 임상 시험에서 약물동력학 분석 시 혈청 내 잔존 항체의

함량을 측정할 수 있다. ELISA 실험법은 빠르고 간편하며 재현

성이 좋아 제조현장에서의 품질관리 등의 항목으로 적용할 수 있

으며, 이를 위해서는 추후 본 ELISA 정량법에 대한 간섭인자 제

거 및 시료 안정성 등의 검증이 필요하다.

Table III − Indirect ELISA method for trastuzumab using HER-2 below 1 µg/ml concentration of trastuzumab

(a) Comparison between 0.01 µg/ml and 0.1 µg/ml of HER-2

Trastuzumab (µg/ml) 1 0.1 0.01 0.001 0.0001 0.00001 0.000001 0

HER-2 (0.01 µg/ml)

Average OD
±SD

0.529
±0.005

0.500
±0.035

0.369
±0.018

0.111
±0.011

0.059
±0.002

0.054
±0.003

0.055
±0.001

0.057
±0.001

HER-2 (0.1 µg/ml)

Average OD
±SD

1.609
±0.028

1.594
±0.016

0.725
±0.016

0.137
±0.002

0.057
±0.0

0.051
±0.0

0.050
±0.0

0.053
±0.0

(b) Linearity range of trastuzumab with 0.1 µg/ml HER-2

Trastuzumab (µg/ml) 0.1 0.05 0.025 0.013 0.006 0.003 0.0016 0

HER-2 (0.1 µg/ml)

Average OD
±SD

1.594
±0.016

1.543
±0.024

1.227
±0.014

0.870
±0.010

0.563
±0.030

0.349
±0.011

0.211
±0.003

0.057
±0.001

Coating concentration of Anti-His antibody is fixed by 1.0 µg/ml. Dilution concentration of detection antibody is 1 : 10,000.
Two independent experiments of triplicate samples were done and results are shown as mean±S.D.

Table IV − The linearity range of trastuzumab in indirect ELISA method using HER-2 from R&D systems

Trastuzumab (µg/ml) 0.02 0.01 0.005 0.0025 0.00125 0.000625 0.00031 0.0

HER-2 (0.1 µg/ml)

Average OD
±SD

2.490
±0.047

1.888
±0.004

1.146
±0.036

0.640
±0.011

0.337
±0.008

0.184
±0.001

0.082
±0.007

0.010
±0.004

Two independent experiments of triplicate samples were done and results are shown as mean±S.D.
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결 론

유방암 세포에서 과발현되는 HER-2 항원에 결합할 수 있는

트라스투주맙과 같은 항체 단백질에 대해 0.01 µg/ml 이하의 소

량에서도 정량할 수 ELISA 방법을 확립하였다. HER-2를 코팅

단백질로 사용하는 직접적인 방법과 HER-2의 공유결합된 단백

질을 매개로 이에 대한 항체를 코팅하는 간접적인 방법의 두 가

지 방법을 고안하였으며 각각 표준액의 농도 범위는 0.025~

0.0016 µg/ml, 0.005~0.00031 µg/ml에서 R2 0.99 이상의 직선성

을 보였다. 본 연구에서 개발된 ELISA 방법은 생산세포주 개발

단계, 임상시료의 분석 또는 제조현장에서의 품질관리 항목으로

적용이 가능하며, 이 방법은 항체 단백질을 항암제로 개발하기

위한 신약개발 과정에서 항체 단백질의 역가를 측정할 수 있는

핵심적인 기법으로 사용될 것이다.
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