
Based on structure of murine 9E10 antibody bound to cmyc 

tag peptide antigen, It was found that the complementarity 

determining region 3 of the heavy chain variable region of 

the 9E10 antibody consists of 18 long amino acids, which 

dominantly involves in cmyc tag peptide binding. This finding 

led us to engineer heavy chain variable domain of original 

mouse-derived 9E10 antibody into a camelid 9E10 nanobody. 

Since the camelid antibody consists only of a heavy chain 

variable domain with a size of only about 15 kDa and high 

solubility, it is called as 9E10 VHH nanobody. To produce 

9E10 VHH nanobody, the cDNA for the heavy chain variable 

domain of murine 9E10 antibody was extracted from the 

hybridoma 9E10 cell line and its translated amino acids 

sequences was aligned with the camelid heavy chain variable 

domain sequences to replace mismatched murine amino acids 

with camelid amino acids. After completion of cloning of each 

gene into pUC119 expression vector, both original murine 

9E10 heavy chain variable domain and 9E10 VHH nanobody 

were expressed and purified as a soluble protein in Escherichia 

coli. As expected, only camelid 9E10 VHH nanobody was 

expressed as a soluble protein. It showed the cmyc tag peptide 

binding activity in both enzyme-linked immunosorbent assay 

and Western blot. In addition, the range of dissociation constant 

for the interaction with the cmyc tag peptide was determined from 

4.43 × 10-7 to 4.77 × 10-6 M by using bio-layer interferometry.

Keywords: bio-layer interferometry, camelid, cmyc tag peptide, 

heavy chain variable domain, VHH nanobody

낙타과(camelid)에서 발견되는 중 사슬(heavy chain) 항체

(Hamers-Casterman et al., 1993)는 경 사슬(light chain)을 포

함하지 않으므로 중 사슬 가변 부위(heavy chain variable 

domain, VH)만으로 항원과 결합하는 특징을 갖는다. 이러한 

낙타과 항체의 특징을 활용하여 VH 도메인만으로 제조된 재

조합 항체를 VHH (heavy chain variable domain of heavy 

chain antibody)로 표시하며 분자량이 15 kDa에 불과하므로 

나노바디(nanobody)라 불린다(Supplementary data Fig. S1).

인간 또는 생쥐 항체의 VH는 VL과 결합하여 항원과 결합

하는 가변 부위를 구성한다. 이때 VL과 결합하는 VH의 접점 

부위(interface)는 일반적으로 비극성을 띄는 소수성 아미노산

들로 구성되어 있다. 이에 반해 VHH는 VL이 존재하지 않아 

물 분자가 접근할 수 있는 친수성 환경에 노출되므로 안정적

인 구조를 갖기 위해 극성 또는 전하를 띄는 친수성 아미노산

들이 VH interface를 구성하는 것으로 알려져 있다(Fig. 1) 

(Sheriff and Constantine, 1996). 즉 인간 또는 생쥐의 VH의 접

점 부위를 구성하는 소수성 아미노산들을 친수성 아미노산들

로 낙타화시킨(camelized) VHH는 친수성이 향상되어 대장균

에서 생산량(yield)을 높일 수 있는 것으로 알려지고 있다

(Tanha et al., 2001, 2006). 한편 낙타 중 사슬 항체의 또 다른 특

징은 항원과 직접 결합하는 초 가변 부위 3 (complementarity 

determining region 3, CDR3)가 인간 또는 생쥐보다 비교적 긴 

loop 구조를 형성하여 항원 결합 접촉면적(antigen binding 

surface)을 증가시켜 VL의 결핍으로 인해 감소될 수 있는 항원 

결합부위를 보완하여 항원 결합력을 유지하는 것으로 알려져 

있다(Desmyter et al., 1996).

생쥐의 단일 클론 항체 9E10은 원래 인간 c-myc 유전자
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가 돌연변이되어 발생한 종양 단백질(oncoprotein)의 펩타

이드 G (amino acid residue 408–439)를 구성하는 아미노산

(AEEQKLISEEDLLRKRREQLKHKLEQLRNSCA)들로 합

성된 펩타이드를 항원으로 사용하여 개발되어졌다(Evan et 

al., 1985). 그러므로 단일 클론 항체 9E10는 암 연구에 있어 

c-myc 종양 단백질의 탐지에 활용되거나 또는 발현 분포의 연

구 등에 필요한 면역조직화학(immunohistochemistry)에 널리 

활용되어 졌다. 더욱이 9E10 항체가 직접 결합하는 특정 아미

노산 배열(epitope: EQKLISEEDLL)들이 밝혀진 이후(Munro 

and Pelham, 1986) 다양한 단백질들의 아미노말단 또는 카르

복시말단에 이 epitope 펩타이드를 affinity tag (cmyc tag)으

로 융합하여 다양한 숙주세포에서 발현시키게 되었다. 이때 

cmyc tag 펩타이드가 태그 된 단백질들의 발현 유무는 면역조

직화학, 효소면역분석법(ELISA) 및 Western blot (LaVallie 

and McCoy, 1995) 등으로 분석하였다. 이는 9E10항체가 cmyc 

tag 펩타이드와 결합함으로써 펩타이드가 태그 된 단백질들까

지도 탐지할 수 있는 원리를 활용한 것이다. 한편 2008년에 보

고되어진 cmyc 펩타이드와 생쥐 9E10항체 복합체(complex)

의 결정 구조(PDB ID: 2OR9) (Supplementary data Fig. S2)를 

분석 해보면 생쥐 9E10 항체는 중 사슬 초 가변 부위 3 (CDR3)

가 18개 아미노산으로 구성된 long loop 구조를 나타내고 있으

며 중 사슬 가변 부위(VH)가 경 사슬 가변 부위(VL)에 비해 압

도적으로 cmyc tag 펩타이드와 결합하는 특징을 관찰 할 수 있

었다(Supplementary data Fig. S2 and Table S1) (Krauß et al., 

2008). 즉 생쥐의 9E10 항체는 VL이 항원 결합에 거의 관여하

지 않고 VH가 주로 항원 결합에 관계하여 낙타과 VHH 나노

바디의 특징을 나타내고 있다. 또한 높은 친수성을 갖는 VHH 

나노바디로 변화시키기 위해 생쥐 9E10 VH의 소수성 아미

노산들을 낙타의 VHH 아미노산들로 모두 낙타화 하였다

(Fig. 1A). 9E10 VHH 나노바디는 SWISS-MODEL web server 

(A)

(B)

Fig. 1. (A) Amino acid sequence alignments of Camelid VHH, 9E10 VH and 9E10 VHH nanobody  and (B) positions of amino acids at the VH/VL interfaces 

in the 9E10 VHH nanoboody. Red letters represent substituted amino acids and blue amino acids represent complementarity determining regions (CDRs) 

which are directly involved in antigen binding in (A). The amino acids in framework regions (FRs) form the structural backbone. In addition, the four amino 

acids (Y37, E44, R45, and G47) underlined in blue are also shown in (A). (B) Yellow colored loops represent three CDRs (CDR1, CDR2, and CDR3). In 

addition, the side chain of four amino acids (Y37, E44, R45, and G47) located in the VH/VL interfaces are shown as red stick shape. The number of each 

amino acid was determined by Kabat numbering (Kabat et al., 1991).
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(https://swissmodel.expasy.org/)에 의해 3차 구조를 결정하고 

낙타화 하기 위해 치환된 아미노산들의 위치를 3차원적으로 

확인하였다(Fig. 1B). 즉 치환된 22개 아미노산들 중에 18 개

는 주로 9E10 VHH 나노바디의 표면에 존재하여 친수성 및 입

체장해(steric hindrance)를 최소화하였다. 특히 VH/VL 접점 

부위에 존재하는 4개의 아미노산들(V37, R44, L45 및 W47)

중에서 2개의 비극성 아미노산들(V37과 L45)은 극성 또는 양

전하를 갖는 아미노산들(Y37, R45)들로 치환되어 친수성을 향

상시켰으며 R44는 E44로 치환되어 친수성을 유지하여 9E10 

VHH 나노바디의 3차 구조를 안정화하였다. 한편 W47은 G47

로 치환하여 아미노산의 곁사슬(side chain)의 크기를 줄여 단백

질 접힘(protein folding)에 미칠 수 있는 입체 장해를 최소화하

였다(Fig. 1B). 친수성으로 인한 수용성 중가 효과를 확인하기 위

해 Protein-Sol web server (https://protein-sol.manchester.ac.uk)

를 사용하여 9E10 VH와 9E10 VHH 나노바디의 수용성

(solubility) (Hebditch et al., 2017)을 결정한 결과 9E10 VHH 

나노바디(solubility: 0.527)가 9E10 VH (solubility: 0.463)보다 

높게 나타났으며 Expasy web server (https://web.expasy.org/ 

protparam/)를 사용하여 소수성(hydropathicity)을 결정한 결

과 역시 9E10 VHH 나노바디 (hydropathicity: -0.563)가 9E10 

VH (hydropathicity: -0.555)보다 낮게 계산되어 낙타화 된 

9E10 VHH 나노바디의 친수성(hydrophilicity)이 증가되었음

을 확인할 수 있었다. 결론적으로 이러한 9E10 VHH 나노바디

의 수용성과 친수성의 증가는 9E10 VHH 나노바디가 9E10 

VH 보다 대장균에서 좀 더 안정적인 발현을 하여 생산량

(yield)을 향상시킬 수 있을 것으로 예상하였다. 

결정된 9E10 VH와 9E10 VHH 나노바디 아미노산 배열

(Fig. 1A)을 근거로 하여 각각의 유전자 배열을 추정하여 유전

자 합성(Bioneer)을 하였다. 합성된 두 종류의 유전자를 주형

으로 하여 각각에 특이적인 프라이머(Supplementary data Table 

S2)에 의해 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)

으로 증폭한 결과 예상한대로 381 bp를 나타내었다(Fig. 2B). 

증폭된 9E10 VH와 9E10 VHH 나노바디 PCR 산물은 SfiI과 

NotI의 제한효소를 이용하여 자체 제작한 단백질 발현용 pUC119 

(A)

(B) (C)

Fig. 2. (A) Schematic diagram of pUC119 expression vector and (B) PCR amplification and (C) SDS-PAGE of 9E10 VH and 9E10 VHH nanobody. The 

pUC119 expression vector contains 5′-pelB leader sequence, isoleucine zipper motif and 3′-hexahistidine tag at C-terminus. The murine IgG3 hinge domain 

was inserted for the connection of 9E10 VH and VHH nanobody to isoleucine zipper domain. In addition, the FLAG tag was used to detect antigen binding 

activity in ELISA and Western blot. (B) 9E10 VH (Lanes 1–3) and 9E10 VHH nanobody (Lanes 4–6) genes amplified by PCR were cloned into pUC119 

expression vector by Sfi I-Not I double digestions. (C) 9E10 VH (Lanes 1–3) and 9E10 VHH nanobody (Lanes 4–6) expressed in Escherichia coli 

(BMH-71-18) were purified by Nickel agarose column and analyzed in 15% polyacrylamide gel under heated reducing condition.
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벡터로 클로닝 하였다(Park et al., 2011). 본 발현벡터는 Lac Z 

promoter를 사용하여 Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

(IPTG)를 가하여 대장균 BMH 71-18 (Kim et al., 1994)의 전사를 

유도하게 하였고 3’말단에 FLAG tag peptide (DYKDDDDKG), 

Isoleucine zipper domain (ILZ)과 His6 (HHHHHH)를 융합시

켜 발현율을 높이고 발현된 단백질의 탐지 및 정제를 가능케 

하였다(Fig. 2A). 클로닝된 발현벡터로 대장균 BMH 71-18를 

형질 전환하여 이전 논문에서 보고된 방법으로 단백질 발현 

및 정제를 시도하였다(Kim and Kim, 2020). 즉 IPTG를 이용

하여 단백질 발현을 유도하였으며 발현된 세포 침전물을 8 M 

Urea를 처리하여 용해시킨 다음 상등액을 회수하여 발현된 단

백질들의 카르복시 말단의 hexahistidine (His6)을 Ni+-NTA- 

agarose column (Qiagen)에 결합시킨 다음 세척한 후 250 mM 

imidazole을 첨가하여 칼럼에 결합된 단백질들을 용출시켜 정

제하였다. 정제된 9E10 VH와 9E10 VHH 나노바디 단백질들

은 각각 SDS-PAGE에 전기영동하고 Coomassie 용액으로 염

색하여 발현 유무를 확인한 결과 예상한 대로 9E10 VHH 나노

바디만 수용성 단백질로 발현됨을 관찰할 수 있었다(Fig. 2C). 

정제된 9E10 VHH 나노바디의 기능 검증을 하기 위해 첫째, 

효소면역분석법(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)

을 시도하였는데 즉 cmyc tag peptide 항원이 카르복시말단에 

태그 된 단백질(Streptavidin tagged with cmyc peptide)을 순차

적으로 희석시켜 96-well ELISA plate를 coating한 다음 1차 항

체로 9E10 VHH 나노바디를 반응시키고 2차 항체로 anti-FLAG 

antibody conjugated HRPO을 차례로 처리하여 기질(2,2’- 

Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt: ABTS) diammonium salt (Sigma-Aldrich)의 발색여부를 

ELISA plate reader (Biochrome)로 흡광도를 측정한 결과 

coating시킨 항원 농도에 비례해서 흡광도를 나타내어 9E10 

VHH nanobody의 항원특이적 결합을 관찰할 수 있었다(Fig. 

3A). 둘째, Western blot으로 9E10 VHH nanobody의 항원 결합

력을 결정하였다. 즉 nitrocellulose membrane에 cmyc peptide

가 태그 된 Streptavidin을 nitrocellulose membrane에 전기영

동으로 부착시킨 후 ELISA와 같은 순서로 1차 및 2차 항체를 

처리하고 기질(Diaminobenzidine, DAB) (Sigma-Aldrich)의 

발색 유무를 관찰한 결과 역시 9E10 VHH nanobody의 항원 결

합력을 결정할 수 있었다(Fig. 3B). 셋째, 역시 보고되어진 논

문(Kim and Kim, 2020; Kim et al., 2020)과 같은 방법으로 

bio-layer interferometry (BLI)를 이용한 Blitz (Forte Bio) 장치

를 사용하여 항원-항체 결합력을 나타내는 kinetic curve (Fig. 

4A)를 얻고 이 curve로 부터 결합속도상수(kon)와 해리속도상

수(koff)를 측정하고 최종적으로 해리평형상수(KD)를 측정하

였다(Fig. 4). 즉 9E10 VHH 나노바디의 cmyc tag 펩타이드 항

원에 대한 kinetic curves 를 분석한 결과  9E10 VHH 나노바디

는 His1K biosensor에 고정된 cmyc tag 펩타이드 항원에 결합

력을 나타내어 결합 kinetic curves를 얻어 9E10 VHH 나노바

(A) (B)

Fig. 3. ELISA and Western blot for antigen binding activity of 9E10 VHH nanobdoy. Serially 10-fold diluted streptavidin tagged with cmyc peptide antigen 

(0.06–6 μg) were coated into 96-well plate for ELISA (A). Two micrograms of same antigen were transferred onto nitrocellulose membrane for Western blot 

(B). 9E10 VHH nanobody was added as a primary antibody and followed by addition of anti-FLAG antibody conjugated with horseradish peroxidase 

(HRPO) as a secondary antibody in both ELISA and Western blot. Final color development with ABTS and DAB substrate was carried out for ELISA and 

Western blot individually. In Western blot (B), 9E10 VHH nanobody was used as a primary antibody (Lanes 1–2) and PBS was used as a negative control 

(Lanes 3–4).
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디의 결합속도상수(kon)를 결정한 결과 6.92 × 102~5.62 × 103 

M-1S-1를 나타내었으며 해리속도상수(koff)에서는 2.34 × 10-3~ 

3.3 × 10-3 S-1를 나타내었다. 이 결과에 의해 종합적인 결합력

을 의미하는 해리평형상수(KD)를 결정해보면 4.43 × 10-7~ 

4.77 × 10-6 M로 결정되어 9E10 VHH 나노바디의 cmyc tag 

peptide 항원에 대한 결합력을 재확인하였다(Table 1). 그러나 

보고된 모 항체 9E10 (Schiweck et al., 1997)의 해리평형상수 

7.5 × 10-8~8 × 10-8 M에 비해 높게 나타났는데 이는 분자량의 

차이(15 kDa vs. 150 kDa), VL의 결핍, VHH로 치환된 아미노

산들이 구조의 안정도에 영향을 미쳐 모 항체보다 높은 해리 

평형상수 즉 낮은 항원 결합력을 나타낸 것으로 추정된다.

결론적으로 본 논문은 소수성이 높아 대장균에서 재조합 

항체를 생산할 때 발현율이 낮은 생쥐 항체의 중 쇄 가변 부위

(VH) 유전자를 높은 친수성에 의해 수용성이 중가 되어 발현

율이 높은 낙타 VHH 나노바디의 중 쇄 가변 부위 유전자로 치

환시켜 대장균에서 발현율을 중가 시키는 항체공학 기술을 수

행한 연구이다. 그러나 여전히 소수성이 존재하여 발현된 항

체의 구조에 영향을 미치는 변성 환경(Urea)에서만 정제 가능

하여 항체의 항원 결합력이 낮은 KD값을 나타내었다. 그러므

로 친수성을 좀 더 증가시키기 위해 구조상 항체구조 표면에 

위치하여 친수성에 영향을 미칠 수 있는 아미노산들을 더 치

환시켜 발현율을 향상시키고 최종적으로 항원 결합력을 증가

시키는 연구를 추가적으로 진행할 예정이다.

적  요

Cmyc tag 펩타이드 항원에 결합한 생쥐 9E10 항체의 구조

에 근거하여 9E10 항체의 중 사슬 가변 부위내의 3번째 초 가

변 부위가 긴 18 개의 아미노산으로 구성되어 있으며 cmyc tag 

펩타이드 결합에 압도적으로 관계함을 알게 되었다. 이러한 

발견은 우리로 하여금 생쥐 9E10 항체의 중 사슬 가변 부위를 

낙타과 9E10 나노바디로 변화시키게 하였다. 낙타과 항체는 

약 15 kDa 정도의 크기와 높은 수용성을 갖는 중 쇄 가변 도메

인만으로 구성되어 있어 VHH 나노바디로 불린다. 9E10 VHH 

나노바디를 생산하기 위해 생쥐 하이브리도마 9E10 세포로

부터 9E10 항체의 중 사슬 가변 부위 도메인 cDNA를 추출하

였으며 이 도메인의 해독된 아미노산들을 낙타 중 사슬 가변 

부위 도메인의 아미노산들과 나란히 배열시켜 일치되지 않은 

생쥐의 아미노산들을 낙타과 아미노산들로 치환하였다. 생

쥐의 9E10 중 사슬 가변 부위 도메인과 낙타화된 9E10 VHH 

nanobody는 각각의 유전자들을 pUC119 발현벡터로 클로닝

한 후 대장균에서 발현되고 수용성 단백질로 정제되었다. 예

상한대로, 낙타화된 9E10 나노바디만 수용성 단백질로 생산

Table 1. Cmyc peptide binding constant  (KD) determination of 9E10 VH and 9E10 VHH. After collection of kinetic curve shown in Fig. 4, The kon, koff, and 

Kd values which showed kinetic binding parameters for the interactions of 9E10 VHH with each cmyc antigens was determined. The STR-cmyc represents 

streptavidin protein linked cmyc peptide and hAY4-cmyc represents hAY4 antibody (Lee et al., 2010) tagged with cmyc peptide. Bovine serum albumin 

(BSA) was used as a negative control. ND means it was not determined.

Antigen Antibody kon (M
-1S-1) koff (S

-1) Kd (M)

STR-cmyc 9E10 VHH 5.62 × 103 2.68 × 10-3 5.62 × 10-6

Cmyc peptide 9E10 VHH 5.28 × 103 2.34 × 10-3 4.43 × 10-7

hAY4-cmyc 9E10 VHH 6.92 × 102 3.3 × 10-3 4.77 × 10-6

BSA 9E10 VHH ND ND ND

Fig. 4. Dissociation constant (KD) determination of 9E10 VHH nanobody 

by bio-layer interferometry. The purified 9E10 VHH nanobody was 

pre-concentrated using a Pierce protein concentrator with 10 kDa MWCO 

(Sigma Aldrich). The Dissociation constant (KD) was measured using an 

Anti-Penta-HIS (HIS1K) Biosensor (Forte Bio) chip while continuously 

stirring at room temperature at 1,000 rpm. Kinetic analysis was performed 

by first hydrating the HIS1K biosensor chip in Nano-pure water for 10 min 

and equilibrating for 60 sec in PBS to establish an initial baseline, then 

loading the HIS1K biosensor tip into 3 different cmyc-tagged antigens 

(STR-cmyc, cmyc peptide, and hAY4-cmyc) and BSA (10 μg/ml) dissolved 

in PBS (240 sec). Thereafter, a new baseline (90 sec) was established, 

followed by the addition of each antigen-loaded biosensor to wells 

containing 9E10 VHH and PBS only to measure binding (120 sec) and 

dissociation (120 sec) steps. The dissociation constant (KD) of 9E10 VHH 

was determined using Blitz Pro 1.2.1.5 software based on the generated 

kinetic curve.
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되었다. 본 항체는 효소면역분석법과 Western blot에서 cmyc 

tag 펩타이드에 대한 결합력을 나타내었다. 또한 bio-layer 

interferometry 방법을 사용하여 cmyc tag와 상호작용에 대한 

해리평형상수(KD)는 4.43 × 10-7 M~4.77 × 10-6 M로 결정되

었다.
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