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Abstract

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is the etiological agent of PRRS charac-
terized by reproductive losses in sows and respiratory disorders in piglets. The PRRSV is a small envel-
oped virus containing a positive-sense, single-stranded RNA genome and divided into two genotype, 
type 1 (European) and type 2 (North American), respectively, by nucleotide identity. In this study, 
ORF7 gene of the type 1 and type 2 PRRSV was cloned and expressed in Baculovirus expression 
system. Also, monoclonal antibodies (MAbs) against ORF7 were produced and characterized. The ex-
pressed ORF7 proteins in the recombinant virus were confirmed by indirect fluorescence antibody (IFA) 
test using His6 and PRRSV-specific antiserum. A total of eight MAbs were produced and characterized. 
One (3G12) MAb was type 1 PRRSV ORF7-specific and two (6B10 and 16H8) were type 2 PRRSV 
ORF7-specific. Other five (1A1, 2A4, 4B4, 12C4 and 13F11) MAbs reacted with both type 1 and type 
2 PRRSV. Some PRRSV ORF7-specific MAbs recognized the porcine tissues infected with PRRSV by 
IFA or immunohistochemistry (IHC) assay. From this experiment, it was confirmed that MAbs produced 
in this study were PRRSV ORF7-specific and could be used as reliable reagents for type 1/type 2 
PRRSV detection.

Key words : Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), Open reading frame 7 
(ORF7) gene, Expression, Monoclonal antibody

서    론

  돼지생식기호흡기증후군바이러스(Porcine reproductive 
and respiratory syndrome virus: PRRSV)는 Nidovirales 목
(Order) Arteriviridae과(Family) Arterivirus속(Genus)으로 

분류되는 바이러스로 임신 말기에 유사산 그리고 이유자

돈 및 육성돈에서 호흡기 문제 등을 유발하여 경제적 파

급효과가 매우 큰 질병의 원인체로 알려져 있다(Cava-
nagh, 1997). 최근에는 기존의 원인체 바이러스보다 병원

성이 높은 바이러스가 전 세계적으로 순환되고 있으며, 
이들의 유전자는 빠른 속도로 변이되고 재조합되면서 원

인체 바이러스의 유전자가 높은 다양성을 보이는 것으로 

보고되었다(Frossard 등, 2013; Zhou 등, 2011).
  PRRSV는 유전자의 차이에 따라 2개의 유전자형

(Type 1/European과 type2/North American)으로 구분되

며, 두 가지 유전자형 사이에는 대략 50∼70%의 염
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Table 1. Oligonucleotide primers used in this study

Gene Sequence (5' → 3') Size (bp)

Type 1 386
Sense    gat[ctcgag]1tcatggccggtaaaaacca
Antisense     atc[aagctt]2acttgcaccctgactggcg

Type 2
Sense    gat[ctcgag]1tcatgccaaataacaacgg
Antisense     atc[aagctt]2tgctgagggtgatgctgtg

[ ]1: Xho I site, [ ]2: Hind III site.

기서열 상동성과 50∼80%의 아미노산 상동성을 보이

고 있으며 각각의 유전자형 내에서 염기서열은 평균 

12.5∼15% 그리고 최대 21∼30%의 유전적 차이가 있

는 것으로 알려져 있다(Forsberg, 2005; Drigo 등, 
2014). PRRSV 유전자는 single-strand, positive-sense 
RNA로 크기는 15 Kb 정도이고 9개의 overlapping된 

open reading frame (ORF: 1a, 1b, 2a, 3, 4, 5, 6 and 7)
을 가지고 있다. ORF1a와 ORF1b는 바이러스 복제와 

전사에 필요한 14개의 비구조단백질을 coding한다

(Dokland, 2010). 피막을 가지고 있는 바이러스 입자

에는 3개의 중요한 단백, 즉 glycosylated envelope pro-
tein (GP5, 25 kDa), unglycosylated membrane protein 
(M, 18 kDa), 그리고 nucleocapsid protein (N, 15 kDa) 
등의 구조단백질이 있으며 이들 구조단백질은 각각 

ORF5, ORF6 그리고 ORF7에 의하여 coding된다

(Jankova와 Celer, 2012). GP5 단백은 숙주세포의 수용

체 인식에 관여하여 M 단백과 함께 PRRSV 중화항체 

형성에 관여하는 것으로 알려져 있다(Barfoed 등, 
2004). M 단백은 PRRSV의 구조단백질 중에서 유전

학적으로 가장 conserve한 것으로 보고되었으며, 바이

러스의 assembly와 budding에 있어서 중요한 역할을 

하는 것으로 알려져 있다(Hu 등, 2012; Jiang 등, 
2006). ORF7에 의하여 coding되는 N 단백은 PRRSV 
입자에서 가장 많은 부분을 차지하고 바이러스 입자 

형성 시 바이러스 RNA와 작용하며 바이러스 복제과

정 중에 감염된 세포의 세포질뿐만 아니라 핵 내에서

도 확인된다(Lee 등, 2006). N 단백은 방어에 관여하

지는 않지만 복제과정 중에 많이 발현되어 PRRSV 
진단에 있어서 주된 target 단백질로 알려져 있다.
  PRRSV 감염기간 동안 높은 역가로 생산되는 N 단
백을 기본으로 한 ELISA kit가 개발되어 상용화되어 

있으며, 이 kit는 감염이 의심되는 돼지의 혈청에서 

PRRSV 특이항체의 변화 추이를 확인하기 혈청학적 

검사 목적으로 전 세계적으로 널리 사용되고 있다 하

지만 가격이 비싼 것이 단점으로 알려져 있다. 최근에

는 PRRSV 감염을 확인할 수 있을 뿐만 아니라 type 1
과 type 2 PRRSV를 감별할 수 있는 RT-PCR법이 널리 

사용되고 있어 단크론항체를 이용한 PRRSV 진단법

은 크게 관심을 끌지 못하고 있다. 하지만 바이러스 

특이 단크론항체는 epitope mapping과 같은 바이러스 

기초 연구에 널리 활용되고 있다. 특히, 국내에서 

PRRSV 기초연구에 유용하게 사용될 수 있는 PRRSV 
특이 단크론항체의 확보가 용이하지 않는 실정이다.
  본 연구에서는 type1과 type2 PRRSV의 ORF7 유전

자를 Baculovirus expression체계에서 발현하고, ORF7 
발현단백질에 특이적인 단크론항체를 생산하여 특성

을 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

바이러스 및 세포

  Type 1 PRRSV Lelystad와 CE-1 strain은 (주)중앙백

신연구소에서 제공받았으며 type 2 PRRSV PL97-1, 
CNV 그리고 CA-2 strain은 각각 농림축산검역본부, 
충남학교 수의과대학 그리고 (주)중앙백신연구소에서 

제공받아 사용하였다. 모든 PRRSV는 5% 소태아혈청

(Fetal bovine serum: FBS)과 gentamycin이 첨가된 

-minimum essential medium (-MEM) 배지를 이용하

여 MARC-145 세포에서 증식시켰다. 단크론항체 생

산에 사용한 SP2/O 세포는 10% FBS가 함유된 RPMI 
1640 배지를 사용하여 37oC, 5% CO2 조건 하에서 배

양하였다.

ORF7 유전자 크로닝 및 발현

  Type 1과 type 2 PRRSV ORF7 유전자를 크로닝하

고 발현하기 위하여 Lelystad (type 1)와 PL97-1 (type 
2) strain을 각각 사용하였으며 RT-PCR법을 이용하여 

각각 증폭하였다. ORF7 유전자 증폭에 사용할 primer
는 GenBank의 염기서열을 참고하여 제한효소 Xho I
과 Hind III 절단부위가 포함되도록 Table 1과 같이 제

작하여 다음과 같이 RT-PCR을 수행하였다. 즉, 추출

한 viral RNA를 주형으로 2.5 mM dNTP 3 L, 10x 
PCR buffer 2.5 L, MMLV RNA reverse transcriptase 
(Invitrogen, USA) 200U 0.5 L, 각각의 primer 0.25 
L, RNA 시료 10 L와 함께 총량 25 L의 RT re-
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action mixture를 만들고, 20oC에서 10분, 42oC에서 60
분 그리고 95oC에서 5분간 반응시켜 cDNA를 합성하

였다. 합성된 cDNA template 5 L, 2.5 mM dNTP 2 
L, 10x PCR buffer 2.5 L, 50mM MgCl2 1 L, pri-
mer 10 pM을 각각 1 L씩 첨가하고, Taq DNA poly-
merase (Invitrogen) 0.2 L, Dnase free water를 첨가하

여 총 20 L의 PCR mixture를 제조하여 94oC에서 1
분, 60oC에서 1분, 72oC에서 1분 반응하여 35회 증폭

하고 72oC에서 7분간 post PCR을 실시하였다. 증폭한 

반응산물은 1.5% agarose gel에서 전기영동한 후 증폭

유무를 확인하였다.
  RT-PCR법으로 증폭된 각각의 ORF7 amplicon은 제

한효소 Xho I과 Hind III로 처리하고 전기영동한 후, 
QIAquick gel extraction kit (Qiagen GmbH, Germany)를 

이용하여 제조사의 방법에 따라 정제하였다. 정제된 

각각의 ORF7 유전자는 제조사의 술식에 따라

pBlueBac4.5/V5-His TOPO vector (Invitrogen)에 ligation
하고 E.coil DH5 competent cell에 transformation하여 

ampicillin (50 g/mL)이 포함된 LB plate에 도말하여 

37oC에서 24시간 동안 배양하였다. 배양된 집락 중 형

질전환으로 형성된 푸른색의 단일 집락을 여러 개 채

취하여 LB broth에 접종하고 37oC shanking incubator
에서 24시간 진탕 배양하였다. 크로닝 유무를 확인하

기 위해 QIAGEN plasmid mini kit (QIAGENⓇ)를 사용

하여 제조사의 술식에 따라 plasmid를 추출하고 제한

효소를 처리하여 1% agarose gel에서 전기영동하여 

ORF7 삽입여부를 확인하고 각각 pBlueBac-ORF7/Eu
와 pBlueBac-ORF7/Am으로 명명하였다.
  Type 1과 type 2 PRRSV ORF7 유전자가 크로닝된 

각각의 baculovirus transfer vecor pBlueBac-ORF7/Eu와 

pBlueBac-ORF7/Am는 Bac-N-blue transfection kitⓇ

(Invitrogen)를 사용하여 Bac-N-blue wild type DNA와 

함께 제조사의 술식에 따라 Sf9 세포로 cotransfection
하였다. 재조합된 바이러스는 28oC에서 7일간 배양 

후 plaque picking하여 순수분리하여 각각 rORF7/Eu와 

rORF7/Am으로 명명하였다. Plaque법으로 순수분리한 

재조합 baculovirus rORF7/Eu와 rORF7/Am은 rabbit an-
ti-His6 특이항체(Bethyl laboratories, USA)와 PRRSV 
antibody test kit(IDEXX PRRS X3, Switzerland)를 사용

하여 PRRSV 감염 양성으로 확인된 돼지혈청을 사용

하여 Yoon 등(2012)의 방법에 따라 indirect fluo-
rescence antibody (IFA)법을 수행하여 각각의 ORF7 발
현단백질이 정상적으로 발현되는가를 확인하였다.

ORF7 발현단백질 특이 단크론항체

  Type 1과 type 2 PRRSV ORF7 발현단백질에 특이

적인 단크론항체를 생산하기 위해 Lelystad와 CNV 
strain을 각각 사용하였으며, 농축한 항원은 8주령 

BALB/c 마우스의 foot-pad에 4일 간격으로 1차 접종

에는 Freund’s complete adjuvant와 그리고 이후에는 

Freund’s incomplete adjuvant와 혼합하여 3회 접종하

여 면역하였다.
  세포융합은 Kang 등(1989)과 Yoon 등(2012)의 방법을 

사용하여 수행하였다. 즉, PRRSV로 면역한 마우스의 비

장과 서혜림프절로부터 준비한 세포와 SP2/0 세포를 

polyethylene glycol (PEG1500: Roche diagnostics, Ger-
many)을 사용하여 융합하였다. 융합된 세포는 20% FBS
와 HAT (50 M hypoxanthine, 0.4 M aminopterin, 16 M 
thymidine)가 첨가된 RPMI 1640 배지에 부유시켜 96-well 
plate에 100 L씩 분주하여 37oC, CO2 incubator에 배양하

였다. 배양 후 3일에 HAT 100 L를 첨가하고 5, 7, 9일째 

HT 배지로 교환하여 융합된 세포의 증식성을 확인하였

다. 융합된 세포의 colony가 30% 이상 증식되면 상층액

을 채취하여 Sf9 세포에 rORF7/Eu와 rORF7/Am를 감염

시켜 준비한 plate를 사용하여 IFA법으로 PRRSV ORF7 
발현단백질에 특이적으로 반응하는 단크론항체를 선별

하였다. PRRSV ORF7 발현단백질에 대하여 양성으로 선

별된 hybridoma는 Fuller 등(2001)의 limiting dilution법으

로 크로닝하고, Ig isotyping kit (Sigma, USA)를 사용하여 

단크론항체의 isotype을 확인하였다.
  생산된 단크론항체와 PRRSV 사이의 교차반응성은 

Yoon 등(2012)의 방법에 따라 IFA법으로 확인하였으

며 type 1 PRRSV로 Lelystad와 CE-1 strain 그리고 

type 2 PRRSV로 PL97-1, CNV, CA-2 strain을 사용하

였다. 표준 PRRSV ORF7 발현단백질 특이 단크론항

체로 SDOW17 (Rural technologies, USA)을 구입하여 

사용하였다.

단크론항체의 진단적 활용

  생산된 PRRSV ORF7 특이 단크론항체의 진단적 활

용성을 확인하기 위하여 RT-PCR법으로 type 1과 type 
2 PRRSV 감염이 확인된 돼지로부터 조직(림프절, 폐, 
편도)을 채취하여 IFA와 면역조직화학(Immunohisot-
chemistry: IHC) 염색법을 수행하였다. IFA는 감염된 

조직을 동결절편하여 PRRSV ORF7 특이 단크론항체

로 처리한 후, FITC conjugated anti-mouse antibody 
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Fig. 1. Confirmation of expressed ORF7 protein in recombinant 
viruses. SF9 cells infected with rORF7/Am and rORF7/Eu were re-
acted with rabbit anti-His6 and porcine anti-PRRSV serum, re-
spectively,and then stained with FITC-conjugated secondary antibody.

Table 2. Characteristics of porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) ORF7-specific monoclonal antibodies (MAb)

MAb Immunogen Isotype

Reactivity with PRRSV

Type 2 PRRSV Type 1 PRRSV

rORF7/Am PL97-1 CNV CA-2 rORF7/Eu Lelystad CE-1

6B10 CNV G2a ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

16H8 CNV G1 ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

13F11 CNV G1 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

12C4 CNV G1 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

4B4 Lelystad G1 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

1A1 Lelystad G3 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

2A4 Lelystad G1 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

3G12 Lelystad G1 － － － － ＋ ＋ ＋

SDOW17* ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

*Reference PRRSV ORF7-specific MAb.

(Kirkegaard & Perry laboratories, USA)를 처리하여 반

응시키고 형광현미경으로 관찰하였다. IHC 염색을 위

하여 감염조직을 10% neutral buffered formalin 용액으

로 48시간 고정 후, 일반적인 조직 처리과정을 거쳐 조

직절편을 준비하였다. 염색 전에 조직절편은 xylene을 

사용하여 wax를 제거하였으며 0.5% 과산화수소가 함

유되어 있는 methanol로 30분간 처리하여 조직 내의 

peroxidase의 활성을 제거하고 5% normal goat serum으

로 30분간 처리하여 항체의 비특이적 결합을 배제하였

다. 1차 항체로 PRRSV ORF7 특이 단크론항체를 실온

에서 30분간 반응시킨 후, 2차 항체로 biotinylated goat 
anti-mouse antibody (Vector laboratories, USA)로 30분간 

반응시켰다. 같은 방법으로 세척하고 ABC reagent 
(avidin DH-biotinylated horseradish peroxidase complex, 
Vector laboratories)로 실온에서 30분간 반응시킨 후, 발
색액(0.6 mg/mL DAB, 0.03% H2O2, 0.01M PBS, pH 7.2)
으로 5∼10분간 반응시키고 증류수로 세척하였다.

결    과

ORF7 유전자 크로닝 및 발현

  Type 1과 type 2 PRRSV ORF7 유전자를 크로닝하

기 위하여 Lelystad와 PL97-1 strain으로부터 RNA를 

추출하여 ORF7 유전자 특이 primer로 RT-PCR을 실

시하여 전기 영동한 결과, 386 bp에 해당하는 유전자 

증폭산물을 확인할 수 있었다. 또한, baculovirus trans-
fer vector인 pBlueBac-ORF7/Eu와 pBlueBac-ORF7/Am
로부터 DNA를 추출하여 제한효소 Xho I과 Hind III로 

처리하고 전기영동한 결과, 삽입된 ORF7 유전자 크

기에 해당하는 386 bp에서 제한효소 소화절편이 확

인되었다. Plaque법으로 순수 분리한 recombinant ba-
culovirus에서 ORF7 유전자가 발현되는지 확인하기 

위하여 rabbit anti-His6 특이항체와 돼지 anti-PRRSV 
혈청을 사용하여 IFA를 실시한 결과, 재조합 baculo-
virus rORF7/Eu와 rORF7/Am가 감염된 Sf9 세포에서

만 형광을 나타낸 반면 mock-infected Sf9 세포에서는 

어떠한 형광도 나타내지 않았다(Fig. 1).

ORF7 발현단백질 특이 단크론항체

  PRRSV로 면역시킨 마우스를 이용한 세포융합을 통

해 총 8개의 ORF7 발현단백질 특이 단크론항체를 생산

하였으며 이들의 특성은 Table 2와 같다. 4개(6B10, 
16H8, 13F11, 12C4)의 단크론항체는 면역원으로 type 2 
PRRSV CNV strain을 사용한 세포융합에서 생산되었으

며, 나머지 4개(4B4, 1A1, 2A4, 3G12)의 단크론항체는 

type 1 PRRSV Lelystad strain을 사용한 세포융합에서 생
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Fig. 2. Reactivity patterns of PRRSV ORF7-specific monoclonal an-
tibodies by indirect fluorescence antibody (IFA) test. MARC145 cells 
infected with type 1 (CE-1) and type 2 (CA-2) PRRSV were reacted 
with PRRSV ORF7-specific monoclonal antibodies (16H8, 12C4, 
3G12) and then stained with FITC- conjugated secondary antibody.

Fig. 4. Immunohistochemical staining of porcine tissues with 
PRRSV ORF7-specific monoclonal antibody. Lymph node (A), tonsil 
(B) and lung (C, D) from PRRSV infected pigs were reacted with 
PRRSV ORF7-specific monoclonal antibody 12C4 (A, B, C) and 
3G12 (D), respectively.

Fig. 3. Confirmation of PRRSV infection by indirect fluorescence 
antibody (IFA) test using PRRSV ORF7-specific monoclonal antibody. 
Lymph node (A), tonsil (B) and lung (C, D) from PRRSV infected pigs 
were reacted with PRRSV ORF7-specific monoclonal antibody 12C4 
(A, B, C) and 3G12 (D), respectively.

산되었다. 생산된 단크론항체의 isotype은 IgG1이 6개로 

가장 많았으며 IgG2a와 IgG3가 각각 하나로 나타났다.
  생산된 단크론항체와 type 1과 type 2에 속하는 PRRSV 
사이의 교차반응성을 IFA법으로 확인한 결과, 3개의 

Group (I, II, III)으로 구분되었는데 Group II에 속하는 5
개(1A1, 2A4, 4B4, 12C4, 13F11)의 단크론항체는 type 1
과 type 2 PRRSV 모두와 반응하였다. 반면에 Group I에 

속하는 2개(6B10, 16H8)의 단크론항체는 type 2 PRRSV
에만 반응하고, Group III에 속하는 단크론항체 3G12는 

type 1 PRRSV에만 반응하는 것으로 나타났다(Table 2, 
Fig. 2). 이러한 결과로 본 연구에서 PRRSV 각각의 type
에 특이적으로 반응하는 단크론항체와 각각의 type에 

공통적으로 반응하는 단크론항체가 모두 생산되었다.

단크론항체의 진단적 활용

  PRRSV ORF7 발현단백질에 특이적인 단크론항체

의 진단적 활용성을 확인하기 위하여 PRRSV에 감염

된 돼지의 림프절, 폐 그리고 편도를 이용하여 IFA와 

IHC 염색을 수행한 결과, type 2 PRRSV ORF7 발현

단백질에 특이적으로 반응하는 단크론항체인 16H8의 

경우, 같은 type의 PRRSV에 감염된 돼지 조직에서 

모두 양성반응이 나타났으나 type 1 PRRSV에 감염된 

돼지 조직에서는 반응이 나타나지 않았다. 반면에 

type 1 PRRSV ORF7 발현단백질 에 특이적으로 반응

하는 단크론항체인 3G12의 경우, type 1과 type 2 
PRRSV에 감염된 돼지 조직 모두에서 반응이 나타나

지 않았다. 하지만 type 1과 type 2 PRRSV ORF7 발
현단백질에 공통적으로 반응하는 단크론항체인 12C4

의 경우, type 1과 type 2 PRRSV에 감염된 돼지 조직 

모두에서 반응이 강하게 나타났다(Fig. 3, Fig. 4).

고    찰

  바이러스에서 방어에 관여하는 유전자를 prokary-
otic/eukaryotic expression system을 이용하여 발현시키

고, 발현된 단백질을 백신개발에 사용하는 연구가 

Norovirus, Papillomavirus 그리고 Hepatitis B virus와 같
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이 in vitro에서 증식되지 않는 바이러스를 포함한 많

은 바이러스에서 활발하게 진행되고 있다(Parra 등, 
2012; Park 등, 2008; Michel과 Tiollais, 2010). PRRSV에

서도 백신개발 및 진단법 개발 목적으로 서로 다른 유

전자에 대한 단백질 발현 연구가 보고되었다. PRRSV 
ORF7 발현단백질은 PRRSV 단백 중에서 가장 면역원

성이 높아 돼지에 백신 또는 야외 감염이 일어났을 때 

다른 ORF 발현단백질보다 빠르고 높은 항체 형성능을 

보이고, 반복적인 백신 또는 백신 후 야외 감염 시 높

은 수준으로 항체가 형성 된다(Barfoed 등, 2004). 또한 

체액성 면역과 세포성 면역을 증가시키고 감염된 동물

에서 viral load를 감소시키는 역할을 한다고 보고되었

다. ORF7 발현단백질의 이러한 기능적 특성은 경구투

여가 가능한 Salmonella 발현 system을 통해 전신면역

과 점막면역을 증가시킴으로서 PRRSV의 면역을 증가

시키는 연구도 진행되고 있다(Han 등, 2011). 또한, 
PRRSV ORF7 발현단백질은 viral protein에서 20∼40%
정도의 비중을 차지하는 가장 많은 단백질(Barfoed 등, 
2004)로 진단적 활용에 많이 사용되고 있다. 본 실험에

서는 Baculovirus expression system을 이용해 type 1과 

type 2 PRRSV ORF7 유전자를 발현하고 특성을 규명

하였다. 토끼 anti-His6 특이항체와 돼지 anti-PRRSV 혈
청을 사용하여 확인한 결과, ORF7 발현단백질이 정상

적으로 발현되었음을 확인하였으며, 현재 ORF7 발현

단백질을 순수분리하여 PRRSV 특이항체를 검색할 수 

있는 ELISA법을 수행하고 있다. ELISA 방법은 

PRRSV의 혈청학적 진단법에서 가장 흔히 사용되고 

있는 방법으로 국내에서도 진단적 활용에 많이 사용되

고 있으며, 발현된 N 단백을 이용한 PRRSV ELISA kit
가 개발되었으며 상업적으로 판매되고 있다(Denac 등, 
1977; Kreutz와 Mengeling, 1997; Cong 등, 2013).
  PRRSV에 특이적으로 반응하는 단크론항체는 

PRRSV 연구에 매우 중요하게 사용되고 있다. 중화능

력이 있는 단크론항체는 바이러스 중화와 관련된 항

원결정기를 확인하는데 필수적으로 요구되며 nucleo-
capsid(N) 단백에 특이적인 단크론항체는 진단법 개

발에 널리 이용되고 있다. 이러한 이유로 PRRSV 
ORF4, ORF5 그리고 ORF7에 특이적인 단크론항체가 

생산되었고 이들을 이용하여 각각의 단백질에 대한 

epitope mapping 연구가 보고되었다(Nelson 등, 1993; 
Drew 등, 1995; Pizaden과 Dea, 1997; Rodriguez 등, 
1997; Weiland 등, 1999; Van Breedam 등, 2011). 본 

실험에서는 type 1과 type 2 PRRSV ORF7에 특이적

으로 반응하는 단크론항체를 생산하고, 생산된 단크

론항체의 type에 따른 반응성을 확인함으로써 단크론

항체의 연구적 활용성과 진단적 응용성을 확인하고

자 하였다. PRRSV PL97-1과 Lelystad strain을 면역원

으로 하여 총 8개의 항체를 생산하였으며 5개의 단크

론항체는 type 1과 type 2 PRRSV에 공통적으로 반응

하는 것으로 확인되었으며 나머지 단크론항체는 각

각의 type PRRSV에 반응하는 것으로 나타나 PRRSV 
N 단백에는 적어도 2개 이상의 항원결정기가 존재할 

것으로 추정할 수 있었다. Nelson 등(1993)은 type 2 
PRRSV에 특이적인 단크론항체가 N 단백에 특이적이

고, 일부 단크론항체는 type 2 PRRSV에만 반응하였으

나 일부 단크론항체는 type 1과 type 2 PRRSV N 단백

의 conserved epitope에 반응하는 것으로 보고하였다. 
Drew 등(1995)은 type 1 PRRSV에 대한 단크론항체를 

생산하여 특성을 규명한 결과, 4개의 단크론항체가 N 
단백에 특이적이고 이들 단크론항체는 type 1 PRRSV
에만 반응하는 것으로 보고하였다. Rodriguez 등(1997)
은 단크론항체를 이용한 epitope mapping 연구에서 3
개의 항원결정기가 존재하고 있다고 보고하였다. 
Van Breedam 등(2011)은 2개의 N 단백 특이 단크론

항체는 type 1과 type 2 PRRSV 공통적으로 반응하고 

하나의 단크론항체는 type 1 PRRSV하고만 반응하여 

type 1과 type 2 PRRSV를 감별하는데 활용될 수 있으

며, 조직병리학적으로 처리된 조직에서도 PRRSV를 

확인할 수 있어 진단적으로 가치가 있음을 보고하였

다. 본 연구에서 type 2 PRRSV ORF7 발현단백질에 

특이적으로 반응하는 단크론항체 16H8의 경우, 같은 

type의 PRRSV에 감염된 돼지 조직에서 모두 양성반

응이 나타나고, type 1 PRRSV에 감염된 돼지 조직에

서는 반응이 나타나지 않아 type 1과 type 2 PRRSV를 

감별하는데 활용될 수 있을 것으로 사료된다. 하지만, 
type 1 PRRSV ORF7 발현단백질에 특이적으로 반응

하는 단크론항체 3G12의 경우, type 1과 type 2 
PRRSV에 감염된 돼지 조직 모두에서 반응이 나타나

지 않았는데 이는 3G12의 activity가 낮은 것으로 추

정되며, type 1과 type 2 PRRSV를 감별을 위하여 보

다 반응성이 강한 단크론항체의 확보가 필요할 것으

로 생각된다. 본 실험에서 생산된 단크론항체는 국내

에서 순환되고 있는 바이러스의 분리와 병인학적 연

구 그리고 기본적인 바이러스에 대한 연구를 위한 좋

은 도구로서 활용될 것으로 사료된다.
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