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Abstract In a relatively short period, monoclonal an-

tibodies have made dramatic success as therapeutics 

for various diseases such as cancers and autoimmune 

diseases and become an important development items 

for many pharmaceutical companies. In order to de-

velop antibody drug, it is important to investigate the 

structural characteristics of both antibody and antigen. 

NMR studies on antibody are extremely challenging 

due to big huddles such as a big size of protein and 

isotope labeling, nevertheless, several studies have 

been reported in 10 years. Here, we analyzed 95 pa-

pers dealing with antibody-related NMR studies re-

ported in recent 10 years. We categorized papers into 

3 types: 1) structural characterization of antibody, 2) 

structural characterization of antigen using antibody, 3) 

amyloidosis caused by fragment of antibody. This 

work would shed new light on antibody-related NMR 

studies.  
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서론 

 

항체는 항원과 특이적인 반응을 통하여 항체-

항원 반응을 일으키는 물질이다. 혈액에는 혈

소판과 같은 정상 항체와 외부 물질에 대하여 

방어 기전으로 작용하는 면역 항체가 있다. 

면역 항체는 구조에 따라 IgG, IgA, IgM, IgD, 

IgE등 5개의 항체 종류로 나뉜다. 타겟 단백

질과 강한 결합을 하는 항체의 특성을 이용하

여 자가면역 질환 및 암을 억제할 수 있는 

IgG 타입의 항체를 개발하여 치료용으로 사용

하고 있다. 현재 많은 제약회사에서 일반적인 

IgG타입의 항체 이외에도 유전자재조합 기술

을 활용하여 항체 절편, 이중 특이적 항체, 약

물 접합 항체 등 다양한 특성을 지닌 항체 의

약품을 개발하고 있다. 1986년 Muromonab이 

최초로 항체 의약품으로 FDA 승인을 받은 이

후 항체 의약품의 시장은 점점 커져왔다.1 세

계 시장에서 치료용 단일클론 항체의 시장가치

가 2018년도에 대략 1150억 달러였으며 

2025년에는 3000억 달러에 이를 것이라 예측

할 정도로 시장 가치가 거대하며 항체 연구가 

활발히 진행되고 있다.2 

현재 약물로 개발되고 있는 항체의 작용기전은 

일반적으로 다음 4가지로 나눌 수 있다: 1) 세

포 신호 전달에 중요한 역할을 하는 타겟 단백

질과 리간드의 결합을 방해하는 길항제 (an-

tagonist) 2) 세포 신호 전달하게 하는 작용제

(agonist) 3)항체 의존성 세포독성 (anti-

body-dependent cellular cytotoxicity, 

ADCC) 4) 보체 의존성 세포독성

(complement dependent cytotoxicity, CDC). 

신호전달의 길항제와 작용제로서의 역할은 항

체와 타겟 단백질과의 결합력이 타겟 단백질과 

리간드의 결합력보다 우수하기 때문에 나타나
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그림 1 IgG 항체의 부위별 명칭 

 

며, 항체 의존성 세포독성과 보체 의존성 세포

독성은 항체가 자연살해세포(Natural killer 

cell, NK cell), 보체 등과 결합함으로써 타겟 

단백질이 발현된 세포를 사멸시키는 기전을 가

진다.3  

항체는 중쇄(heavy chain, 50 kDa) 단백질 

2개와 경쇄(light chain, 25 kDa) 단백질 

2개로 이루어진 약 150 kDa 크기의 매우 

안정된 구조의 단백질이다. 일반적인 IgG 

형태의 전장(full-length)항체의 구조를 그림 

1에 나타냈다. 항체는 항원과 특이적으로 

결합하는 항원 결합 부위가 항체 말단에 

존재하며, 항원 결합부위는 6개의 loop로 

이루어진 complementarity determining re-

gion (CDR)와 나머지 부위인 framework 

지역으로 나눌 수 있다. 이 부분은 타겟 

단백질과 강하게 결합함으로써 길항제 및 

작용제의 역할을 하는데 중요하다. 나머지 

말단에는 fragment crystallizable(Fc)가 

존재하며, 이 부위를 통하여 항체 의존성 

세포독성 및 보체 의존성 세포독성의 작용을 

나타낸다.  

최근 항원-항체 결합력만을 이용하여 세포 

신호에 관여하여 치료효과를 나타낼 수 있도록 

하는 항체 절편 개발도 활발하다. 가변영역인 

VH, VL과 불변영역인 CH1, CL1으로 

이루어진 Fab(50 kDa), 가변영역을 

펩타이드로 연결한 scFv(25 kDa) 및 낙타의 

가변 중쇄 영역만으로 이루어진 소형항체에서 

유래한 nanobody(15 kDa)가 있다. 이러한 

항체 절편은 IgG보다 크기가 작기 때문에 

조직 내 침투성에 유리하고 박테리아에서 

생산이 가능하다는 장점이 있어 생체 진단 및 

치료용 항체로 개발되고 있다.4 

현재 연구 개발되고 있는 다양한 항체 

치료제는 표적 단백질에 특이적으로 결합하기 

때문에 예상치 못한 작용 기전이 적고 체내 

안정성이 높아야 하며 표적 항원의 발현을 

억제해 중화작용을 할 수 있어야 한다.5 

그러기 위해서는 우선 항체와 결합하는 항원의 

부위(에피토프)와 항원과 결합하는 항체의 

부위(파라토프)를 정확하게 알 수 있는 구조적 

정보가 필요하다. 또한 항체는 안정성이 

우수한 고차구조(higher order structure, 

HOS)로 이루어진 단백질이므로 항체의 구조 

특성 분석도 중요하다.6 최근 들어 항체의 

경쇄나 중쇄들이 아밀로이드증을 야기한다는 

보고와 함께 기전연구가 되고 있다. 항체와 

같이 거대한 단백질의 구조적 특성 연구를 

위해서 X선 회절법이 많이 이용되고 있으나 

NMR을 이용한 항체 구조 연구 또한 보고되고 

있다.7,8 

이 논문에서는 1) NMR을 활용한 항체 관련 

논문 현황 2) 항체의 구조 및 특성 분석 3) 

항체를 활용한 항원의 구조 특성 분석 4) 

항체에서 유래한 아밀로이드증 연구에 대하여 

살펴보고자 한다. 

 

항체 관련 NMR 연구 현황 

 

항체 관련된 NMR 연구는 pubmed에서 검색

하였다. 최근 10년간 총 95편의 논문이 발표

되었으며 2015년 이후로 10 여편가량의 논문

이 꾸준히 발표되고 있다 (그림2). 논문의 내

용을 항체 구조 특성 분석, 항체를 이용한 항

원의 분석, 항체에서 유래한 아밀로이드증으로 

구분하여 살펴보면 항체 구조 특성분석은 55

편, 항체를 이용한 항원의 분석은 34편, 항체

에서 유래한 아밀로이드증에 관한 내용으로 6
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편의 논문이 발표되었으며 항체 구조 분석이 

가장 많은 비중을 차지하고 있었다. 

 

항체구조 특성분석 

 

NMR을 이용한 항체의 구조 특성 분석은 

항체의 구조적 물성을 분석함으로써 항체의 

생물학적 기능을 이해하고 항체의약품의 품질 

보증을 할 수 있음을 보여주고 있다. 

대표적으로 다음과 같은 연구가 보고되었다.  

 

항체의 Fc 지역 구조 연구- Kato 연구팀은 
13C와 15N이 도입된 마우스 유래의 IgG-Fc 

항체를 제작하여 backbone assignment를 

시도하였다.9 그 결과로 그림 3에서 보듯이 

Cα (99 %), Cβ (84 %), CO (80 %), HN 

(99 %), and N (99 %) (Proline의 N은 

제외)의 assignment를 성공적으로 마칠 수 

있었다.9 다음으로 제작된 IgG-Fc를 혈장 

안에 넣어 NMR을 측정하는 in-serum 

NMR을 시도하였다. 성공적으로 IgG-Fc 항체 

절편의 NMR 분석을 마칠 수 있었으며, X-

ray 결정구조를 활용하여 in-serum에서 

면역반응으로 인한 IgG의 인식 부위를 규명할 

수 있었다. 이 연구를 통하여 저자는 in-se-

rum에서 항체의 특성 연구가 가능하며, 

다클론 항체의 외부물질 인식 메커니즘을 

이해하는 데 도움을 줄 수 있다고 설명한다.10 

Liu팀도 IgG의 Fc 지역을 NMR로 특성  

연구를 진행하였다. pH에 따라서 변하는 

HSQC스펙트럼을 분석하여 Fc 지역의 un-

folding과 aggregation에 주로 관여하는 

부위를 원자 레벨에서 밝혔다. 이를 통하여 

Fc의 aggregation 기전을 설명하고자 

하였다.11 

 
항체의 품질보증 연구- 단일클론 항체의 

바이오의약품의 시장성이 성장함에 따라 

항체의 품질보증을 정확히 해야 할 필요성이 

대두하였다. 항체는 higher order structure 

(HOS)로 이루어진 안정한 구조이므로 

NMR을 이용한 HOS 분석을 통하여 

항체의약품의 품질을 검증하고자 하는 

실험들이 보고되었다. Schnier팀은 단백질의 

지문영역을 1D로 측정하여 스펙트럼의 모양을 

분석하는 protein fingerprint by line shape 

enhancement (PROFILE)를 이용하여 항체의 

HOS를 분석하는 방법을 보여주었다.6 이 

논문에서 저자는 거대한 단백질의 경우 

지문영역의 분석을 위해서 2D보다는 1D 

NMR이 더 효과적일 수 있다는 것을 

제시하였다.6 Keire팀은 NMR 튜브 안에서 

효소를 직접 넣어 항체를 절단시키고 추가적인 

분리 없이 NMR 측정하여 그 패턴을 princi-

pal component analysis (PCA) 통계 

분석하여 항체 의약품의 품질을 살펴볼 수 

있는 방법을 제시하였다.12,13 Marino 팀은 

항체의 물성 연구를 위하여 범용적으로 

사용되는 NISTmAB (Humanized IgG1 k 

인간화

그림 2 최근 10 년간 항체관련 NMR 논문 
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그림 3 IgG-Fc 의 1H-15N 스펙트럼 및 assignment 

 

단일클론 항체) 2D NMR을 활용하여 HOS 

특성 분석을 진행하였다.14 이 팀은 자연 

상태에 존재하는 13C을 이용하여 gradient-

selected 1H-13C HSQC (gsHSQC)를 

측정하여 우수한 스펙트럼을 얻을 수 있었으며 

그 결과에 대한 PCA 통계분석을 통하여 HOS 

변화 양상을 살펴보았다.14 이 외에도 항체에 

papain 효소를 처리하여 Fab와 Fc 영역으로 

나누어 따로 정제하여 1H-15N 2D NMR을 

측청하여 HOS를 분석하는 방법 등이 

발표되었다.15  

 

Pluse program 개발- IgG의 경우 150 kDa 

이상의 분자량을 갖는 전장 항체의 경우 cor-

relation time (τc)가 길어지면서 NMR 측정 

중 시그널이 사라지기 때문에 NMR 측정하여 

시그널을 관측하는 것은 매우 어렵다. Shi-

mada팀에서는 이러한 문제를 해결하기 위하여 
15N을 직접 측정할 수 있는 cross-corre-

lated relaxation-enhanced polarization 

transfer (CRINEPT) 측정법을 개발하여 

단일클론 항체를 분석하였다(그림4).16 항체 

보관상태의 온도인 4℃에서 새롭게 개발된 

CRINEPT를 이용하여 항체를 측정하였으며 

성공적인 결과물을 얻을 수 있었다. 그리고 그 

결과를 토대로 항체 품질의 평가 요소 중 

하나인 불균일한 galactosylation 상태를 

설명할 수 있었다.16  
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항체를 활용한 항원구조 특성분석 

항체와 항원의 결합 기전을 정확히 이해하기 

위하여 항원의 에피토프 맵핑이 중요하다. 

Saturation transfer difference (STD) NMR을 

이용하여 항원의 에피토프 연구가 많이 

보고되었다. STD-NMR은 저분자 물질의 

스펙트럼 변화를 통하여 결합의 여부를 판단할 

수 있는 ligand-based NMR 기술 중 

하나이다.17,18 FBDD (fragment based drug 

development)에서 단백질과 약하게 결합하는 

ligand를 탐색하기 위한 방법으로 많이 

사용되고 있다.19  

Falcigno팀에서는 성장인자 중 하나인 Nodal 

과 항체가 결합하는 에피토프를 규명하기 

위하여 Nodal 펩타이드와 항체의 STD-NMR 

실험을 진행하였다.20 이를 통하여 항체와 

결합하는 정확한 부위를 규명할 수 있었다. 이 

항체는 Nodal과 리셉터와의 결합을 

억제하므로 항체와의 결합부위 규명을 통하여 

Nodal-리셉터 간의 결합 부위도 규명할 수 

있었다.19 Human natural killer-1 (HNK-

1)에 부착 되어있는 carbohydrate는  

말초신경재생과 시냅스의 가소성(plasticity)에  

 

관여하며 다발성 신경병증에서 자가항체의 

표적이 되어 길랑-바레 증후군이라는 병을 

야기하기도 한다. 그렇기 때문에 이 HNK-

1의 기능을 이해하고 길랑-바레 증후군 

치료를 위해서는 자가항체와 표적이 되는 

carbohydrate의 에피토프를 정확히 아는 것이 

중요하다.21 Nifantiev팀은 HNK-1에 있는 

면역원성 carbohydrate와 항체의 결합 연구를 

STD-NMR을 통하여 진행하여 정확한 

에피토프를 규명할 수 있었다.20 이 외에도 

면역원성을 가지는 다양한 carbohydrate에 

대한 에피토프를 STD-NMR을 이용하여 

규명하였다.22,23  

 

항체유래 아밀로이드증 분석 

최근 항체의 경쇄가 아밀로이드증을 유발하여 

신장이나 심장에 손상을 줄 수 있다는 연구 

내용이 보고되었다.7 Reif팀은 아밀로이드증을 

가진 환자의 심장에서 fibril을 직접 뽑아내어 

solid state NMR을 통하여 chemical shift의 

assignment를 하였으며, 이를 통하여 fibril을 

형성하는 핵심 지역을 확인할 수 있었다.7,8 이 

논문은 직접적인 항체의 구조 연구는 아니지만 

항체에서 유래한 질병 연구의 관점에서 

그림 4 15N 직접 측정 CRINEPT 개요도. 이 그림은 저널의 허락을 받고 게재함. 
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중요도가 있다고 판단된다. 현재 fibril 형성과 

질환과의 상관관계가 많이 보고되고 있으며, 

항체의약품 또한 사용 빈도가 증가하는 시점에 

항체에서 유래한 fibril 형성의 연구는 향후 

필요할 것이라 예측된다.  

 

결론 

 

전장 항체는 크기가 150 kDa 에 달하며 

절편화된 Fab 도 50 kDa 일 정도로 크기가 

커서 NMR 로 분석하는 것이 쉽지 않다. 

하지만 최근 10 년간의 항체 관련 NMR 

논문을 분석한 결과 Fc 지역의 NMR 

분석법이 확립되어 있으며, 1D 와 2D NMR 

스펙트럼의 통계 분석을 통하여 항체의 구조 

정보를 획득할 수 있음을 알 수 있었다. 

NMR 의 경우 동위원소 표지가 필요하나 자연 

상태에 존재하는 탄소를 활용하여 항체의 구조 

분석 또한 가능함을 제시하였다. 치료용 항체 

시장이 빠른 속도로 성장함에 따라 

항체의약품의 개발, 품질 관리 측면에서 

항체의 구조특성 분석의 필요성이 증가할 

것이다. 본 논문에서는 항체의 구조 특성 혹은 

항체를 활용한 단백질 구조 특성 연구에 

NMR 이 활용되고 있음을 기술하였으며, 이를 

통하여 항체 및 항체 관련 연구에 NMR 

분석법이 더 많이 활용될 수 있기를 기대한다. 
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