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국내외 신변종바이러스 협력체계 구축 연구개발과제번호 122011-2
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농림식품
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연구개발과제명 차세대염기서열분석법을 이용한 아프리카돼지열병바이러스 유전체 빅데이터 
및 신속대응기술 개발 국제협력연구

전체 연구개발기간 년 개월2022. 04. 01 - 2023. 12. 31( 1 9 )

총 연구개발비

총 천원  1,044,800 

정부지원연구개발비 천원 기관부담연구개발비 천원 ( : 968,000 ,  : 76,800 , 

지방자치단체 천원 그 외 지원금 천원 :   ,  :   ) 

연구개발단계
기초 응용[  ] [■ 개발 ] [  ] 

기타 위 가지에 해당되지 않는 경우( 3 )[  ] 

기술성숙도

해당 시 기재( )

착수시점 기준(   )  

종료시점 목표(   ) 

연구개발과제 유형
해당 시 작성( )

연구개발과제 특성
해당 시 작성( )

연구개발 

목표 및 내용

최종 목표

세계적으로 축산업에 엄청난 타격을 입히고 있는 아프리카 ○ 

돼지열병은 국가적인 재난을 야기할 수 있어 아프리카 돼지

열병에 대하여 신속ㆍ정확하게 대처하기 위하여 국내 및 전 

세계적으로 발생하고 있는 아프리카돼지열병 바이러스에 차

세대염기서열분석법을 이용한 유전체 빅데이터 분석과 이를 

이용하여 아프리카돼지열병 유전형 및 변이에 따른 신속ㆍ정

확한 진단법과 백신개발을 할 수 있도록 국제적인 협력을 통

해 대처하는 것을 목표로 함

아프리카돼지열병 바이러스에 대한 유전체 데이터 베이스를 ○ 

구축하여 진단 마커 및 방어면역 마커 발굴을 통한 신종ㆍ변

이 에 대한 진단법 개발 및 예방백신 플랫폼 개발genotype

전체 내용

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 데이터 (ASFV) (WGS) ○ 

생산 조건 최적화 및 표준운영절차 개발

기반 데이터 분석 파이프라인 구축NGS ASFV ○ 

분리주 전장유전체 분석ASFV ○ 

임상검체에서 의 데이터 생산 및 분석 ASFV NGS ○ 

유전자 정보 데이터베이스 구축ASFV ○ 

유전체 분석을 통한 병원성 및 전파경로 분석ASFV ○ 

와 연계하여 상시 감시체계ASFV Genome sequencing project○ 

시스템 제시

진단관련 돌연변이 비교분석을 통한 진단마커 발굴ASFV ○ 

진단마커를 이용한 개선된 현장진단 기술 개발ASFV ○ 

임상검체를 통한 개선된 검사법의 유용성 평가ASF ○ 

방어유도 유전체 분석을 통한 백신후보 발굴ASFV ○ 

백신후보물질 제작 및 방어면역 평가ASFV ○ 

백신후보물질에 대한 공격접종을 통한 예방효과 평가ASFV ○ 



연구개발성과 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 데이터 생산 조건 확립(ASFV) ○ 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 시컨싱 방식 - shot gun 

아프리카돼지열병 바이러스 캡쳐 방식 전장유전체 시컨싱 방식 - 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 시컨싱 방식 개발 - AmpliSeq 

데이터 분석 파이프라인 구축ASFV ○ 

 - ASFV asembly

 - ASFV gene annotation

 - ASFV genotype and phylogenetic analysis

시컨싱 ASFV WGS ○ 

국내 분리주 대상 - ASFV 

세계 분리주 대상 - ASFV 

구축ASFV Genome DB ○ 

유전체 기반 진단법 개발ASFV real-time PCR ○ 

진단마커에 대한 용 및 제작 - real-time PCR primer probe 

진단법 제작 최적화 - ASFV real-time PCR 

를 이용한 진단법 유효성 평가 - ASFV DNA ASFV real-time PCR 

유전체 기반 등온 증폭용 진단법 개발ASFV LAMP ○ 

진단마커에 대한 신속 검출용 용 및 제작 - LAMP primer probe 

신속 검출용 진단법 제작 최적화 - LAMP 

를 이용한 신속 검출용 진단법 유효성 평가 - ASFV DNA LAMP 

진단마커를 이용한 신속 검출용 진단법 개발ASFV real-time RPA ○ 

진단마커에 대한 신속 검출용 용 및 제작 - real-time RPA primer probe 

신속 검출용 진단법 제작 최적화 - real-time RPA 

를 이용한 신속 검출용 진단법 유효성 평가 - ASFV DNA real-time RPA 

해외 러시아 야외검체를 이용한 신속 검출용 진단법 유효성 평가 - ( ) real-time RPA 

해외 러시아 신속 검출용 키트제작 및 사용법 제작 - ( ) real-time RPA 

유전체 기반 백신후보 단백질 개발ASFV ○ 

식물기반 융합단백질 발현시스템 개발 - P30-CD2v 

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

아프라키돼지열병 바이러스에 대한 기반 유전체 분석을 통해 아프리카돼지NGS , ○ 

열병바이러스의 유래 시간적 및 지역적 이동 특성 규명에 활용, 

아프리카돼지열병 빅데이터 분석기반 아프리카돼지열병 발생 상시 감시체계 시○ 

스템 제공

아프리카돼지열병 돼지 발생에 대한 상시 감시체계 시스템 제공○ 

민감한 현장진단 기술개발을 통한 부가가치 창출○ 

본 연구개발을 통해 구축한 플랫폼을 이용해 신속한 감염병 진단 백신 개발로 /○ 

수입대체효과 및 해외 수출 증진 

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유

연구개발성과의 

등록ㆍ기탁 건수

논문 특허
보고서 

원문

연구

시설

ㆍ장비

기술

요약 

정보

소프트 

웨어
표준

생명자원

화합물

신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

1 2

연구시설ㆍ장비 
종합정보시스템 

등록 현황

구입

기관

연구시설

ㆍ장비명

규격

모델명( )
수량

구입 

연월일

구입가격

천원( )

구입처

전화( )

비고

설치장소( )

ZEUS

등록번호

국문핵심어

개 이내(5 )
아프리카돼지열병 유전체

차세대염기서열

분석법
유전자형 진단 백신마커/

영문핵심어

개 이내(5 )

African swine 

fever
Genome

Next generation 

sequencing
Genotype

Dignosis / 

Vaccine marker
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연구개발과제의 개요1. 

연구개발의 필요성1-1. 

■ 아프리카 돼지열병과 원인체

아프리카 돼지열병은 치사율이 매우 높고 출혈이 특징적인 돼지의 전염병으로 국제수역사○ 

무국 이 지정한 중요 돼지 질병이자 국내에서는 제 종 가축전염병으로 분류되어 있음(OIE) 1 .

○ 아프리카 돼지열병 원인체

원인체는 아프리카돼지열병바이러스 는 아스파바이러스과 - (ASFV, African swine fever virus)

(Asfarviridae 아스피바이러스속), (Asfivirus 에 속하는 약 정도의 바이러스임) 200nm DNA .

는 유전자 염기서열분석을 통하 - ASFV

여 총 개의 유전형 으로 22 (genotype)

구분되어 있음.

- 바이러스에 개 이상 구조 단백질 50

로 구성되어져 있으(Structure protein)

며 림프조직에 친화성이 높아 단핵구, 

대식세포가 표적이 됨.

- 바이러스 단백질은 공통적으로 구조 

단백질인 및 의 단p32, p62, p54 p72

백질들과 구성 단백질이라고 capsid 

알려진 단백질의 항원성이 VP72/73 

높은 것으로 알려져 있음.          그림 아프리카 돼지열병 바이러스 구조 및 주요 < 1> 

단백질 

기존의 해외에서 을 이용한 와 및 을 이용한 가 - VP72/73 ELISA kit p32, p62 p72 ELISA kit

상용화 되고 있음. 

○ 아프리카 돼지열병의 자연숙주

아프리카지역의 야생돼지인  - 혹멧돼지 는 에 감염(Wartog), Giant froset hog, bushipig ASFV

되어도 임상증상이 없으며 의 자연숙주로서 전파역할을 하고 있음ASFV .

  

                     그림 아프리카 돼지열병의 전파< 2> 



- 는 또한 진드기에 의해 전파될 수 있는 절족동물매개성 질병임 참진드기 중 오르니토ASFV . 

도로스 속의 연진드기 가 매개함(Ornithodoros) (soft tick) .

아프리카 돼지열병 바이러스를 매개하는 연진드기는 지금까지 별로 서식지가 구별- Species 

되어 있음. 

- 아프리카 발병 지역에서는 야생돼지 연지드기 일반식용돼지 사이의 감염고리가 형성되어 있- -

어 전파되고 있으며 연진드기가 없는 지역에서는 감염된 돼지와 건강한 돼지와의 접촉에 , 

의한 전파가 이루어지고 있음.

■ 아프리카 돼지열병 바이러스 발병기전 

는 숙주에 감염된 후 편도와 악하임파절 내의 단핵세포 와 에 - ASFV , (monocyte) macrophage

서 차 증식과정을 거침1 .

증식된 바이러스는 혈류를 타고 차 증식장소인 다양한 림프절 골수 비장 폐 간 신장  - 2 , , , , , 

등으로 이동함. 

바이러스혈증은 일반적으로 약 일 정도이지만 숙주동물이 중화항체를 생성하지 못하면 - 4-8 , 

서 수주 내지 개월 이상 지속되기도 함1 .

그림 아프리카 돼지열병의 진행과정< 3> 

또한 는 적혈구와 혈소판에 작용하여 혈구흡착 을 유발하기도 함- ASFV (hemadsorption) .

■ 아프리카 돼지열병의 발생상황

○ 아프리카 돼지열병 최초 발생

- 아프리카 돼지열병은 년 아프리카 케냐에서 야생아프리카 멧돼지 로1921 (Wild african suids)

부터 집에서 사육되는 돼지에 전파되어 발생하였음 (Montgomery, 1972).

- 년 대 쿠바 브라질 도미니카 공화국 및 하이티 등에서 아프리카 돼지열병이 발생하였1970 , , 

으나 강력한 박멸대책으로 근절되었음.

- 아프리카 사하라사막 이남의 지역인 우간다 탄자니아 나이지리아 남아프리카 공화국 등 , , , 

개국에서는 아직까지 산발적으로 발생하고 있음28 .

○ 아프리카 돼지열병 바이러스의 서유럽으로의 전파

년 아프리카 돼지열병은 아프리카의 앙골라 지역에서 포르투칼 리스본으로 유입되었음- 1957 .

포르투갈의 리스본에 아프리카 돼지열병이 발생한 이후 서유럽으로 전파되었음- .

- 당시 폐사하는 무서운 돼지전염병이 발생하게 되었음 등100% (Manso Ribeiro , 1958)

- 포르투갈에서 발생한 지 년 후에 스페인에서 다시 발생하였음3 .



그림 아프리카 돼지열병의 발병지역< 4> 

- 또한 년에 프랑스에서 년에 이탈리아 년 말타 년 벨기에 그리고 1964 , 1967 , 1978 , 1985 , 

년에 네덜란드에서 아프리카 돼지열병이 발생하여 서유럽 전체에 전파되어 발생하였음1986 .

- 특히 포르투갈과 스페인에서는 년까지 약 년간 발생하였으며 강력한 박멸전략을 통1995 40 , 

해 아프리카 돼지열병 근절을 하였음.

러시아 지역으로의 확산○ 

년 러시아 및 코카서스 흑해와 카스피해 사이에 있는 구소련 지역 에서 아프리카 돼지- 2007 ( )

열병이 발생하였음.

- 년 체첸 그루지아 아제르바이잔에서도 발생하였음2008 , , .

- 년 조지아 지역에서 발생한 아프리카 돼지열병은 역학조사 결과 남부 아프리카2007 (Georgia)

에서 선박으로 유래된 잔반을 돼지에 먹여 발생되었으며 매년 씩 동북진하고 있는 , 350km

것으로 발표하였음.

- 러시아와 인근 국가인 에스토니아 라트비아 벨라루스 리투아니아 루마니아 체코에서는 , , , , , 

년 발생 이후 아직까지 산발적으로 발생하고 있음2007 .

- 러시아에서는 년 아프리카 돼지열병 박멸을 위해 약 억달러 약 천 억원 의 경비를 2011 4 ( 4 400 )

투입하고 있음.

- 년 월 러시아와 중국의 국경지역인 지역에서 아프리카 돼지열병이 발생하였음2013 11 Amur .

      

그림 러시아와 주변국가에서 아프리카 돼지열병의 발병상황             < 5> 



중국 등 주변국에서의 발생○ 

- 년 월 일 중국 랴오닝성 선양시 선베이신구 소재 양돈장에서 감염된 돼지 마리가 2018 8 1 47

모두 폐사하였음.

- 중국 방역당국 검사결과 아프리카 돼지열병으로 진단되었으며 발생농가 및 인근 이내, 3 km 

의 모든 돼지 천 두를 살처분하였음8 116 .

- 바이러스를 분리하여 유전자 검사결과 러시아에서 발생한 유전형과 일치하였으며 러100% , 

시아와 동유럽에서 현재 발생하고 있는 그루지아변종에 속하는 것이 확인되었음.

- 중국은 곳의 성ㆍ구ㆍ직할시 가운데 곳에서 아프리카 돼지열병이 발생하여 전국적으로 31 25

퍼져있음.

- 년 월 일 영국 로이터통신 등에 의하면 베트남 전역의 개 돼지 사육농장에서 아2019 2 19 , 8

프리카 돼지열병이 발병하였다고 함 구체적인 발생지역은 베트남 북부 흥옌 과 . (Hung Yen)

타이빈 지역이며 베트남 수도인 하노이에서 직선거리로 떨어진 곳임(Thia Binh) , 25-26km . 

베트남 정부는 이 지역 농장들의 돼지를 모두 살처분 하였음. 

     

그림 중국에서 아프리카 돼지열병의 발병상황 자료                < 6> (FAO )

- 년 중국에서 아프리카 돼지열병이 처음으로 발생한 이후 북쪽 몽골과 남서쪽 베트남 등2018

으로 거침없이 전파되고 있는 상황임.

- 유엔식량농업기구 는 최근 베트남에서 아프리카 돼지열병이 발생한 직후 베트남과 국(FAO) ‘

경이 맞닿아 있는 라오스ㆍ캄보디아ㆍ태국으로 확산되었고 필리핀 인도네시아 등에도 전파, , 

되었음.

- 현재 아프리카 돼지열병 발생국은 중국 베트남 등과 우리나라를 포함하여 개국임, 12 .

표 아프리카 돼지열병의 발생국가< 1> 

대륙 발생국

아시아 
중국 몽골 베트남 인도네시아 캄보디아 북한 라오스 미얀마 동티모르, , , , , , , , , 

한국 필리핀 태국, , 

아프리카 

가나 기니비사우 나미비아 나이지리아 남아프리카 공화국 르완다 마다, , , , , , 

가스카르 말라위 말리 모잠비크 베냉 부룬디 부르키나파소 세네갈 앙, , , , , , , , 

골라 우간다 잠비아 중앙아프리카공화국 짐바브웨 차드 케메룬 카보베, , , , , , , 

르데 케냐 코트디부아르 콩고공화국 콩고민주공화국 탄자니아 토고, , , , , , 

유럽 
라트비아 러시아 루마니아 리투아니아 몰도바 에스토니아 우크라이나, , , , , , , 

이탈리아 체코 폴란드 헝가리, , , 



국내 아프리카돼지열병 발생상황○ 

경기도 내 돈사에서 아프리카 돼지열병이 발생하여 발생농가 및 주변농가에 대한 살처분  - 

또는 방역정책을 현재 사육돈에서는 발생하고 있지 않음

경기도 및 강원도 북부 지역을 중심으로 휴전선 부근에서 멧돼지에서 아프리카 돼지열병이  - 

발생하고 있을 뿐 아니라 지속적으로 발생지역이 남부지역으로까지 넓어지고 있어 사육돈, 

으로 전파를 통한 발생이 우려하여 방역을 실시하고 있는 상황임

     

그림 국내 아프리카 돼지열병의 야생멧돼지에서 발병상황        < 7> 

■ 아프리카 돼지열병의 임상증상

일반적인 특성○ 

- 아프리카 돼지열병의 일반적인 특징은 모든 연령의 돼지가 감염될 수 있고 감염된 돼지들이 

갑자기 폐사하는 것임

특히 어떤 국가나 지역에 최초로 발생하는 경우 보통 짧은 열성질환 후 높은 폐사율이 나타- 

나는 것이 특징임 그러나 발생 초기에 특히 이환된 돼지의 수가 적을 때는 진단이 쉽지 않. 

고 발생이 없던 농장에 소량의 바이러스가 감염되었을 때는 발열과 약간의 출혈성 림프절이 

있으면서 폐사하는 것을 제외하고는 높은 폐사율을 일으키지도 않을 뿐만 아니라 특징적인 

임상 증상도 안 나타날 수 있음.



         

그림 아프리카 돼지열병에 의한 증상과 병변              < 8> 

○  아프리카 돼지열병의 임상증상 및 병변

- 아프리카 돼지열병의 임상증상은 바이러스의 병원성 감염된 돼지의 품종 바이러스 노출 , , 

경로 감염량 및 그 지역에서의 풍토병 상태 등과 같은 요인들에 따라 임상증상과 병리학, 

적 병변이 다양하게 나타날 수 있음.

 

       

그림 아프리카 돼지열병에 의한 출혈성 병변                  < 9> 

■ 아프리카 돼지열병 바이러스 유전체

아프리카 돼지열병 바이러스는 이중가닥 바이러스로서 게놈의 길이는 분리주에 따라 DNA , ○ 

약 이며 개의 오픈 리딩 프레임을 포함하고 있음170~193kbp 150~167 .

게놈은 왼쪽 가변 영역 중앙 보존 영역 영역 약 및 오른ASFV (LVR, 38-48kb), (C , 125kb) ○ 

쪽 가변 영역 으로 나눌 수 있음(RVR, 13-22kb)

  

그림 아프리카 돼지열병 바이러스 유전체 구조   < 10> 

는 높은 수준의 유전적 다양성을 가지고 있으며 는 유전자에 기초하여 ASFV , ASFV B646L ○ 

개의 유전자형으로 분류되고 있음 교차 보호된 균주는 항체 매개 혈액흡착 억제에 24 . ASFV 

따라 개의 혈청군으로 나눌 수 있음8

게놈의 끝에 위치한 다유전자 패밀리 를 가지고 있음 게놈ASFV (Multigenic family) . ASFV ○ 



의 약 는 유사 유전자 세트인 및 를 인코딩하30% MGF100, 110, 300, 360, 505/530 p22

며 각각 게놈당 여러 사본을 가지고 있음, .

○ 생물정보학적 분석 방법에서 균주 사이에 영역에서 상당한 차이를 갖는다는 것ASFV MGF 

을 밝혀졌는 데 암호화 단백질의 일부 기능과 구조를 예측하는 데 사용될 수 있음, MGF .  

○ 균주는 멧돼지에서 분리되었으며 게놈의 영역에 큰 결실이 있어  "Estonia-2017" 5' 

영역의 많은 부분이 손실되어 있음 은 동물 공격 시 감소된 수준MGF110 . "Estonia-2017"

의 병원성으로 발현된 다른 균주와 상당한 차이가 있음 이는 바이러스 병원성에서 ASFV . 

의 잠재적 기능을 나타내는 것으로 보임MGF 110 .

의ASFV○ 구성원의 또 다른 면은 바이러스의 면역 회피 메커니즘 중 하나가 될 수 있 MGF 

는 세포자멸사 과정 조절하는 것으로 알려져 있음.

유전자형 분석은 일반적으로 바이러스 게놈에서 가장 가변적인 것으로 간주되는 다ASFV ○ 

음 유전자 세트를 시퀀싱하여 수행됨.

    

그림 아프리카 돼지열병바이러스의 분류   < 11> genotype 

과 사B646L(P72)(7); B602L(CVR)(8); E183L(P54)(9), CP204L(P30)(10), I73R I329L(11) ○ 

이의 유전자간 영역 내 인코딩 유전자(IGR) tandom repeat sequence(TRS), CD2v-

티미딘 키나제 유전자 및 (EP402R)(10), (TK) (12), J268L(13), Bt/Sj(13), KP86R(13) O174L 

유전자 및 영역 을 시컨싱하여 을 분류하고 있음(14) C315R/C147L (15) genotype

이렇게 많은 유전자 세트에도 불구하고 염기서열을 기반으로 바이러스의 특성을 예측하는 , ○ 

것은 종종 불가능한 경우도 있음

그림 의 전파 지역   < 12> ASFV genotype II

최근에 발생하고 있는 유럽아시아 지역의 는 모두 로 분류되고 있음ASFV p72 genotype II . ○ 



는 년 에 유입되어 러시아 동유럽 중국 아시아지에 전파되ASFV genotype II 2007 Georgia , , , 

어 발생하고 있음.

및 전체 유전자 서열에서 상동성을 분석하였을 때 년 c-term p72 p54 100% nt/aa , 2007○ 

이후 중앙 및 동부 유럽에서 나온 모든 분리주에 대한 분석에서 유전자형 분리체 ASFV II 

간의 내 고유하고 동일한 패턴을 보여 동일한 으로 보여짐CVR TRS genotype .

이러한 문제를 해결하기 위하여 새로운 의 개발이 필요함genotyping marker○ 

        

그림 분류를 위한          < 12> ASFV genotype target region

새로운 유전자 표지 을 타겟으로  유럽과 아시아에서 분리된 , I73R/I329L intergenic region○ 

를 조사하였을 때 와 균주간에 차이가 있음을 발ASFV isolates , 2013 Belarus 2012 Ukraine 

견하였음.

이를 통해 새로운 을 할 수 있는 을 발견하였음genotying target region . ○ 

그림    < 13> ASFV genoty 을 타겟으로 한 I73R/I329L intergenic region ASFV genotyping

ASFV p72 genotype I○ 

야생멧돼지와 집돼지에서 년에 전파된 이후 발생하고 있음 - 1978 .

  



그림 < 14> ASFV genotye 의 과 연관성 분석I pattern

의 경우에는 분리된 바이러스 주에서 변이가 에 - ASFV p72 genotype I genetic B602L CVR

대한 조사에서 거의 없는 것으로 보고되어 있음.

표 대표적인      < 2> ASFV genotye 과 참고주I genotype II 

■ 아프리카 돼지열병 실험실 진단

아프리카 돼지열병에 대한 백신이 없기 때문에 신속하고 정확한 진단이 아프리카 돼지열○  

병에 대한 방역 및 관리에서 제일 중요함.

아프리카 돼지열병에 감염된 시기에 따라 실험실 진단법의 선택이 중요하며 시기에 따라 , ○ 

바이러스 항원을 검출하는 검사를 할지 아니면 바이러스에 대한 항체를 검출하는 검사를 할

지 선택하여야 함.



그림 아프리카 돼지열병 바이러스 감염 시기에 따른 변화         < 15> 

바이러스 검출법으로는 을 비롯하여 직접면역형과법 항원 검출 등이 있PCR (DIFT), ELISA ○ 

음.

아프리카 돼지열병에 감염된 돼지의 혈청을 이용한 항체 검출법은 간접법 와 상OIE-ELISA( )○ 

용화된 항체검출용 를 이용하여 차 선별검사를 진행하고 면역탁본법 면역과산ELISA 1 , (IB), 

화효소시험 간접형광항체법(IPT, Indirect Immunoperoxidase tests), (IFA, Indirect 

를 통해 최종적으로 확인할 수 있음Immunofluorescence tests) .

그림 아프리카 돼지열병에 대한 검사법< 16> (IB, IFA, IPT)

장ㆍ단점< > 에 대한 검사법은 숙력된 전문인력이 필요하며 국가방역기관에ASFV IB, IFA, IPT , 

서 확진검사용으로 적합하며 현장검사용으로는 부적합함, .

           

그림 아프리카 돼지열병에 대한 항체검출용                < 17> ELISA

○ 항체 검사용 혈청은 감염 후 일 이내의 회복기 돼지의 혈청검체가 좋으며 용혈된 검 8-12 , 



체는 위양성 반응을 나타낼 수 있으므로 판독에 주의해야 함.

■ 차세대염기서열분석 기술  (NGS) 

가 개요. 

차세대염기서열분석법 은 유(Next-generation sequencing; Massive parallel sequencing)○ 

전체를 무수히 많은 조각으로 나눈 뒤 각각의 염기서열을 조합하여 유전체를 해독하는 분석

방법으로 년 최초로 상용화된 후 현재까지 그 성능이 비약적으로 발전해왔음, 2004 .

등 주요 플랫폼들은 각자 고유한 특성을 지니고 있으며 플랫폼 및 시약 등Illumina NGS , ○ 

의 성능을 경쟁적으로 향상시키고 있음 기술의 발달과 분석 비용의 하락으로 인해 다. NGS 

양한 연구분야에서 가 보편적으로 활용되고 있으며 기초 연구 목적 외에도 의료계 및 NGS , 

산업계에서 기법은 활발하게 사용될 것임NGS .

현재 사용되는 분석은 이전의 생거 방식의 자동화 시퀀싱 기기와 구분하기 위해 사용되NGS○ 

는 명칭이며 이전 방식의 자동화 시퀀싱 기기는 기술적인 진보에도 불구하고 개인의 유전, 

체 분석을 위해 막대한 시간과 비용이 요구되었음 이러한 한계를 극복하고 유전체를 저렴. , 

한 비용으로 분석하기 위해 기존 분석 방법에서 병목이 되는 복잡한 과정을 생략하고 시간, 

이 많이 소요되는 일련의 과정을 한번에 대량으로 처리하 수 있도록 개발된 것이 분석NGS

임.

분석 기술 발달에 따른 암 등에 대한 유전체 정보의 축적을 통해 암진단 치료 등에  NGS , ○ 

사용될 수 있는 유전자가 알려지면서 이를 빠르게 확인 할 수 있는 분석 패널들이 개발, NGS

되어 사용되고 있으며 분석 패널을 이용한 검사의 임상적 유용성이 유방암 폐암 대장, NGS , , 

암 등에서 밝혀지면서 유전자 진단법은 암을 포함한 검사법으로 대두되고 있음.

그림 시컨싱과 차세대염기서열 분석 비교< 18> Sanger 

분석은 점점 더 보편화되어 소요되는 비용 또한 해가 갈수록 하락하고 있으며 향 후 NGS , ◯

분석은 현재 각 실험실에서 생어시퀀싱을 사용하는 만큼이나 빈번하게 사용될 것임NGS .

를 활용 위해서는 먼저 대규모 염기서열 분석을 연구분야에 효과적으로 접목시킬 수 있NGS◯

을 것인지가 중요하며 한 번의 분석으로도 상당히 많은 양의 데이터가 생성되기 때문, NGS

에 데이터를 어떻게 분석하여 그 중에서 유의미한 결과를 추출해낼 것인지가 중요함, .



그림 분석 진행과정 < 19> NGS 

기술은 앞으로도 더욱 빠르게 진화할 것이고 각 분야에 가장 적절한 플랫폼 및 분석 NGS , ◯

방법을 개발할 필요함 있음.

나 감염병과 기반 진단. NGS 

최근 를 이용해 감염병 진단에 활용하는 사례가 늘고 있음NGS○ 

감염병 감시 및 진단  - 

및 동정  - Sub-typing 

역학 조사를 통한 식품 리콜 조치  - 

연구개발 대상의 국내 외 현황1-2. ∙
가 국내 기술 수준 및 시장현황. 

  ■ 기술 현황

현재까지 관련 아프리카 돼지열병 바이러스를 검출하는데 등을 이용하는 분자생물학 - PCR 

적 방법이 가이드라인에 따라 프라이머 등에 대한 정보가 제공되어 있음OIE .

아프리카 돼지열병이 국내에 발생하지 않았고 국내에 아프리카 돼지열병 바이러스를 사 - , 

용하기 어려운 상황이라 국내에서 효용성 평가가 이루지기 어려움.

병원체에 감염된 후 잠복기와 발현기를 거쳐 증상이 급성으로 나타나는 경우가 많아 항원 - 

항체 검사법의 경우 정확한 진단이 어려움.

감염초기의 과 항체 역가가 낮기 때문에 항체가 형성될 때까지 기다린 후 검사가   - IgM IgG 



가능하나 진단이 가능한 시점이 되기 전에 폐사하는 경우가 많으며 돼지열병 등 다른 질, 

병에 대한 감별진단이 필요함.

에 대한 표준검사법 기준 ASF (OIE )○ 

농림축산검역본부에서 제시하고 있는 아프리카 돼지열병 표준 진단은 진단을 바탕으 - PCR 

로 한 과 을 제시하고 있음conventional PCR real-time PCR

그림 아프리카 돼지열병 바이러스의 을 통한 유전자 진단 검사 방법 및 결과< 20> PCR

하지만 및 은 검체 배양에서 검사까시 시간이 소요되며 실험실적 장비- PCR real-time PCR , 

가 필요해 현장검사용으로는 적합하지 않음

차세대염기서열 분석 기술 적용 (NGS)◯

현재 상용화 되어 있는 분석 장비의 기본적인 원리는 서로 비슷하며 최초로 상용화된  - NGS , 

플랫폼인 가 년 출시된 후로 현재까지 다양한 분석플랫폼이 출시되고 NGS ‘454’ 2004 NGS 

또한 진화하여 왔으면 국내에서 도입되어 활용되고 있음.

국내에서도 세계적 추세와 비슷하게 의 플랫폼을 가장 많이 사용하고 있고 있으 - Illumina

며 급 장비로는 의 플랫폼 이 전체의 , High Perfomance Illumina (HiSeq, Genome Analyzer 2X)

를 차지하는 것으로 나타났었고 급 장비는 70.7% , Benchtop Thermo Fisher (Life 

사의 가 를 차지하고 있으며 의 이 이Technologies) Ion Torrent 45.1% , Illumina MiSeq 35.3%

었음.

    

표 주요 회사의 플랫폼 변화  < 3> NGS 



■ 시장현황 

아프리카 돼지열병의 국내 발생이나 해외에서 유입된 사례가 없기 때문에 국내 시장은 현 - 

재 미비한 상태이며 일부 국가기관에서 모니터링에 사용한 경우가 있음, .

국내에 아프리카 돼지열병이 유입될 가능성이 높아서 발생할 경우 국내에 아프리카 돼지 - , 

열병 진단키트 사용이 급격히 늘어나 가능성이 높음.

■ 경쟁기관 현황  

국내 업체에서 자체 개발한 아프리카 진단키트는 한가지 제품이 허가되어 국내에 공급하 - 

고 있는 상태임.

국내 기업인 메디안디노스틱이 에 대한 을 기본으로 하는 분자진 - ASFV real-time PCR㈜ 

단키트인 실시간 유전자 진단키트 제품명 을 개발하여 검역본ASFV ( : VDx® ASFV qPCR)

부에부터 품목허가를 받았음.

또한 항원을 검출하는 형광간이신속진단키트 제품명 를  - ASFV ( :VDRF® ASFV Ag Rapid Kit)

개발하여 베트남에서 개 이상의 양성 혈액시료를 사용하여 유용성을 평가하였을 때170 , 

민감도 약 를 나타내었음80% .  

아프리카 돼지열병에 대한 양성패널 부재로 인하여 개발이 제한되어 있음 - .

■ 지식 재산권 현황 

국내에 아프리카 돼지열병 관련 지식재산권은 건이며 아프리카 돼지열병의 바이러스 단 - 3

백질 관련해서 건이 농림축산검역본부에서 출원등록하였음2 .

아프리카 돼지열병의 약독화 바이러스 균주 및 저해제 관련하여 건이 출원되었으나 공개 - 2

된 상태임.

아프리카 돼지열병에 대한 분자진단법에 대하여 건이 출원된 상태임 - 1 .

발명 명칭 출원인 상태

아프리카 돼지열병 바이러스 단백질 에 K205R
대한 단클론항체 및 이를 포함하는 아프리카 
돼지열병 바이러스 진단용 조성물

농림축산검역본부 등록 (2016)

아프리카 돼지콜레라 바이러스의 유전자를 함p12 

유한 유전자 재조합 배큐로바이러스 및 항체검출

용 단백질p12

농림축산검역본부 등록 (2003)

아프리카 돼지 열병바이러스 유래 단백질  p72 

절편 및 이의 용도
연세대학교 원주산학협력단 출원 (2020)

아프리카 돼지 열병 바이러스 유래 단백질  p205 

절편 및 이의 용도
연세대학교 원주산학협력단 출원 (2020)

아프리카 돼지 열병 바이러스 유래 단백질  p104 

절편 및 이의 용도
연세대학교 원주산학협력단 출원 (2020)

모 바이러스 조지아 분리주의 감염에 대한 2007 

합리적으로 개발된 아프리카 돼지 열병 약독화 바

이러스 균주

유나이티드 스테이츠 오브 아메리카 등 출원 (2017)

 

표 지식재산권 현황< 4> 

■ 표준화 현황 

국가방역기관인 농림축산검역본부에서 국내에 아프리카 돼지열병이 유입될 것에 대하여  - 

대비하여 기준을 따라 가이드라인을 제시하였음OIE .



가이드라인이 진단용 항원 또는 유전자에 대한 프라이머 서열을 제시하여 실제 키트 - OIE 

를 이용한 표준화 가이드라인은 제시되어 있지 않음. 

■ 기타 현황 

현재 국내에 아프리카 돼지열병이 발병하지 않아 시급성을 고려하여 외국의 자료를 인정하 - 

여 외국제품을 허가하였으나 실제 국내에 발생할 시에 대한 유용성이 확인되지 않았음, .

현재 등록된 아프리카 돼지열병 진단키트는 외국에서 수입된 고가의 제품으로 대량으로 사 - 

용시 국가자본이 외국에 대량 유출될 수 있음

나 국외 기술 수준 및 시장현황. 

■ 기술 현황 

 국내와 마찬가지로 아프리카 돼지열병에 대한 혈청검사와 진단법이 있으며 아프리카 - PCR 

돼지열병이 발생했던 국가 중에서 스페인과 프랑스에서 아프리카 돼지열병에 대한 혈청이나 

혈장 또는 조직액을 이용한 검사키트가 개발되어 제품으로 생산되고 있음ELISA .

신속검사키트 를 이용한 아프리카 돼지열병 키트는 아직 상용화 되어 있지 않음 - (ICA) .

아프리카 돼지열병에 대한 테스트는 개발이 용이하여 여러 선진국에서 개발되어 상용 - PCR 

화 되어 있음.

아프리카 돼지열병이 발생하여 러시아의 국가기관에서는 자체 를 개발하여 사용하고 있 - IFA

음.

아프리카 돼지열병에 대한 항체를 개발하여 항원신속검사키트의 개발하여 현장에서 적용할  - 

필요가 있음.      

분석플랫폼이 지속적으로 발전하여 왔으며 이 중 가장 널리 사용되는 것은 NGS , Illumina ◯

사의 플랫폼으로 에 등록된 염기서열의 가량이 의 플랫폼으로 생성된 , GenBank 90% Illumina

데이터일 정도로 분야에서 광범위하게 사용되고 있음 에서 발표한 보고서에 따NGS . HTStec

르면 의 을 사용한다고 답변한 응답자가 전체의 로 가장 높은 , Illumina HiSeq2000/1000 39%

비율을 차지했으며 그 외에도 의 , Roche 454 GS FLX+ (35%), Illumina MiSeq (31%), Thermo 

사의 Fisher Ion Torrent PGM (28%), Illumina Genome Analyser IIx (26%), Illumina HiSeq 

사의 2500/1500 (20%), Life Technology ABI SOLiD 2000 (12%), Roche 454 GS Junior (12%) 

등이 사용되고 있음.

표 플랫폼과 사양 비교< 5> Illumina 



하이브리드형 플랫폼NextSeq500 - NGS ◯

은 기존의 플랫폼인 과 의 장점인 의 성능- NextSeq500 Illumina HiSeq MiSeq , high-throughput

을 가지면서 소규모 실험실에서도 사용 가능한 의 기능을 수행하는 것을 desktop sequencer

목표로 제작되었으며 가장 큰 장점은 한 대의 기계로 과 라는 두 종, High-Output Mid-Output

류의 키트를 번갈아 사용할 수 있음 는 약 하루 정도의 으로 최대 . High-Output Kit run time

의 를 갖는데 인간 유전체 하나를 로 분석할 수 있으며 종의 400M read , 30x coverage , 9 Exome

과 종의 분석이 가능하다 는 최대 로 종의 10 Transcriptome . Mid-Output Kit 130M read 3

종의 과 개의 을 분석할 수 있음 용도에 따라 exome, 6 enrichment panel 96 amplicon panel . 

과 부터 소규모의 타겟 유전자분석까지 하나의 장whole-genome sequencing de novo assembly

비로 해결할 수 있음.

대규모 분석을 위한 플랫폼HiSeq X Ten : ◯

은 전장유전체의 대규모 분석을 위해 특수하게 제작된 플랫폼으로 이  - HiSeq X Ten human , 

장비는 일간의 작동으로 약 테라바이트 분량의 유전체 데이터를 해독할 수 있는3 1.8 (TB) 

데 이는 약 명의 인간 전장 유전체에 해당하는 양임 을 이용하면 연간 , 16 . HiSeq X Ten 

명 가량의 전장 유전체를 로 분석할 수 있으며 은 현재 인간18000 30x coverage , HiSeq X Ten

의 전장 유전체분석만 가능하며 국내에서도 도입되어 있음 의 상용화로 인해 , . HiSeq X Ten

현재 천달러 수준인 인간 유전체 분석 비용을 천 달러 이하로 떨어뜨릴 수 있으리라 기대4

하고 있으며 인간 유전체 연구 역시 가속도가 붙을 전망임, 

진단장비로서의 플랫폼NGS ■ 

유전체 검사를 통한 임상 의학에 사용될 플랫폼 경쟁에서도 역시 는 선두를 NGS Illumina◯

달리고 있으며 미국 는 의 플랫폼을 를 이용한 최초의 진단장비로 , FDA Illumina MiSeqDx NGS

승인하였으며 승인을 받은 장비는 와 그리고 낭성섬유증, MiSeqDx Universal Kit reagents, 

을 진단하는 두 가지 실험 기법인 (Cystic fibrosis) “MiSeqDx Cystic Fibrosis 

와 임139-Variant Assay” “MiSeqDx Cystic Fibrosis Clinical Sequencing Assay”

사도 을 미국 의 의학  Thermo Fisher (Life Technologies) Ion PGM Dx System FDA Class II ◯

장비로 승인받았음.

유전체 데이터보관과 처리법 ■ 

를 이용한 유전체분석에서 분석 과정에서 생성되는 대용량의 유전체데이터를 효율적으 NGS◯

로 저장하는 방법이 중요하며 미국의 나 중국의 등의 대규모 유전체 , Broad Institute BGI 

연구소에서 하루에 생성되는 데이터의 양은 수 백 테라바이트 급에 달하며 최근 미 국립암, 

센터 는 암 유전체 정보를 클라우드로 복사하는데 약 만 (National Cancer Institute) 2,000

달러를 지불함. 

기술 발달과 더불어 유전체데이터를 클라우드에 저장하여 분석하는 서비스를 제공하 NGS ◯

기 시작하였으며 등, DNANexus, Globus Genomics, Tute Genomics, Seven Bridges, NextCode 

이며 국내 기업에서도 를 선보이고 서비스를 제공하고 있음 대부분의 서비스, GenomeCloud , . 

에서 클라우드 저장 용량 및 클러스터 컴퓨팅 간단한 분석 도구 등을 사용하여 분석하는 , 

기능을 제공하고 있음.

를 이용한 최신 연구동향NGS■ 

은 이미 레퍼런스 유전체가 완성된 생물종의 다양한 유전체를 Resequencing: Resequencing⊙ 

분석하고 그 서열을 레퍼런스와 비교함으로써 특정 유전체 내 등의 SNP, splicing variant 

변이를 발굴하고자 할 때 주로 사용되는 기법으로 질병 유전자 등 유전체의 특정 부위만을 



분석하여 비교하는 도 이에 포함되며 가 가장 널리 활용되고 있Targeted resequencing , NGS

는 분야이임 엑솜 시퀀싱 유전자를 이용한 진단 검사 의학. , , Genome-wide association 

등으로 응용되고 있음studies (GWAS) .

Whole exome sequencing (WES)◯

단백질을 코딩하고 있는 부분을 총망라하는 개념인 엑솜 은 전체 인간 유전체의  - (Exome) 2%

정도  밖에  되지  않지만 현재까지 알려진 질병  관련  유전자들의 가량이 엑솜에 위, 85% 

치한다고 알려져 있어 질병 관련 유전자 발굴 및 진단 검사에는 빠르고 효율적이면서 저비, 

용의 분석이 가능한 엑솜 시퀀싱을 주로 활용하고 있음.

분자진단검사 및 임상의학◯

생어 시퀀싱법으로는 분석 시간 및 비용의 문제로 특정 질환에 특이적인 소수의 유전자 검 - 

사만이 수행되었고 따라서 정확도가 낮았지만 의 발전으로 인하여 하나의 샘플에서 다, NGS

양한 질병 관련 유전자들을 동시에 분석할 수 있으므로 유전체 분석을 통한 검사 및 분자 , 

진단이 본격적으로 활용되고 있음.

다양한 암 관련 유전자들을 분석하는 패널을  - AstraZeneca, Janssen Biotech, Inc., Sanofi 

등의 제약회사들과 공동으로 개발하여 이를 활용한 들이 개발되고 진단장비로 승인을 , assay

받아 활용될 것임.

GWAS (Genome-Wide Association Study)◯

- 란 각 개체의 유전체를 해독하여 비교 분석함으로써 특정 질병과 연관된 유전적 요인GWAS , 

을 찾는 연구방법이며 등을 통하여 구축된 , 1000 Genomes, HapMap Project dbSNP 

에 정보가 등록되어 있어 이러한 정보를 바탕으로 특(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) , 

정 질환을 앓고 있는 환자와 그렇지 않은 사람의 유전체를 해독하고 의 차이를 분석하여 SNP

환자 집단에서 차이를 보이는 와 그에 해당하는 유전자를 추려냄으로써 질환과 SNP

■ 기술현황 백신( )

 아프리카 돼지열병에 대한 백신을 개발하기 위하여 지난 여년간 다양한 백신개발 시도를 - 30

하였음.

아프리카 돼지열병 바이러스 불활화 백신 ◈ 

기존의 다른 바이러스질병과 같이 바이러스를 불활화하여 접종하였을 때 항체반응은 유  - , 

도되었지만 예방효과는 전혀 없었음, .

아프리카 돼지열병 바이러스 재조합 단백질 백신 ◈ 

재조합 단백질 백신의 안전성에서 문제가 전혀 없으며 아프리카 돼지열병에 감염된 경우 - , 

에 대한 감별진단법 의 개발이 가능함(DIVA)

아프리카 돼지열병에 대한 재조합 단백질을 개발하기 위하여 방어효과를 나타내는 항원을  - 

선별할 필요가 있음

재조합 단백질의 경우 기존의 을 사용하였을 경우 항체나 중화항체가 형성 - oil-immersion , 

되나 효과가 미미하였음.

적합한 항원을 발굴ㆍ선별 및 기존의 면역보조제가 세포면역을 유도할 수 있는 새로운 면 - 

역보조제의 개발이 필요함



     

            그림 불활화 백신에 대한 면역보조제의 영향< 21> ASF 

아프리카돼지열병 바이러스에 대한 백신 DNA ◈ 

백신은 안전성이 높으며 백신 자체에 면역증강 작용을 하여 항체 및 세포면역을  - DNA , DNA 

유도함 

아프리카 돼지열병에 대하여 백신을 시도하였을 때 항체 및 세포면역을 유도하였음 - DNA , .

기존의 백신용 를 사용하였을 때 항체 면역은 잘 유도하였으지만 세 - DNA plasmid vector , , 

포면역이 약하게 유도되어 세포면역을 강력하게 유도할 수 있는 백신 , DNA plasmid vector

을 개발이 필요함.

 

표 단백질 및 백신 개발 현황< 6> ASF DNA 

   

아프리카돼지열병 바이러스 약독화바이러스 백신◈ 

의 유전자 중 병원성을 나타내는 유전자를 제거하여 안전성을 높이는 전략임 - ASFV .

으로 야생형 바이러스와 가장 유사하므로 예방백신 효과가 높은 편임 - Live ASFV

병원성 유전자 한 개에서 몇 개의 유전자를 제거하였기 때문에 예방효과가 높더라고 안전 - 

성이 문제가 될 수 있음.

아프리카 돼지열병 바이러스가 발생하지 않은 우리나라에서는 적용이 어렵고 이후 발생을  - , 

고려하여 개발을 준비할 필요는 있음.

표 개발 중인 약독화 백신 현황  < 7> ASF 

  



■ 시장 현황 

국외의 경우 러시아를 포함한 서유럽 국가들에서 지속적으로 발생하는 상황이어서 아프리카 - 

돼지열병 진단키트를 사용되고 있음

러시아의 국립수의연구소에서는 자체개발한 를 사용하지만 표준적인 검사를 위하여 - IFA , 

사의 를 사용하여 검사하는 상황임ID-Vet ELISA

최근 중국 베트남 몽골에서 아프리카 돼지열병이 발병하여 아시아 지역 국가에서 해외여- , , , 

행객들 및 교류로 인하여 유입되었을 가능성이 높은 상황임.

이로 인하여 중국을 포함한 아시아지역에서 아프리카 돼지열병 진단 키트에 대한 수용가 증- 

가할 것으로 예상되어짐.

 ■ 경쟁기관현황  

국외의 진단시장은 상용화된 를 이용한 진단키트를 사용하는 곳이 대부분이며 - ELISA , 

등 아프리카 돼지열병 항원검출진단키를 이용하여 감별진단에 사용하는 제Real-time PCR 

품들이 있음.

아프리카 돼지열병에 대한 민감도나 특이도에 있어서 특이도는 높지만 감염된 돼지가 급 - , 

성으로 폐사하는 경우에는 항체가 생성될 시간이 부족하여 아프리카 돼지열병에 대한 

진단 키트의 경우 민감도가 항원검출에 비하여 민김도가 낮은 편임ELISA . 

현재 항체를 검출하는 상용화된 아프리카 돼지열병 키트는 개 회사 제품이 있으며 바이  - 4 , 

러스 항원을 검출하는 상용화된 키트는 항원검출 키트 개제품과 제품이 있음ELISA 1 PCR .

■ 지식재산권 현황  

아프리카 돼지열병에 대한 지식재산권은 전체 건이 있는 것으로 조사되고 이 중 미- 4,892 , 

국이 건으로 전체의 약 를 차지하고 있음 아프리카돼지열병이 발생하고 있는 유4,892 50% . 

럽에는 건이 있으며 중국 건 일본 건이 있음 이중 건은 건이 조사되1,086 , 54 , 94 . PCT 2,559

었음.

- 아프리카 돼지열병에 대한 를 이용한 지식재산권은 전체 건이며 이도 마찬가지ELISA 5,559 , 

고 미국이 건이며 유럽이 건 가 건임 반면에 아시아인 일본에서 건3,140 , 706 , PCT 1,665 . 40 , 

중국에서 건이 특허건이 검색되었음8 .

- 아프리카 돼지열병에 대한 분자생물학적인 검출방법에 대한 특허도 미국이 절반을 차지하

고 다른 검사법과 비슷한 패턴을 보였음.

■ 표준화 현황  

아프리카 돼지열병에 대한 표준검사법으로 정해진 것은 없으며 가 권장하는 가이드라 - , OIE

인에따라 진단하거나 그 유용성이 인정된 제품을 이용하여 진단하는 것으로 되어 있음.



연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용2. 

차세대염기서열분석법 을 이용한 아프리(Next generation sequencing, NGS)■ 

카돼지열병바이러스 유전체빅데이터 생산 및 (African Swine Fever Virus, ASFV) 

분석기술 개발

그림< > 를 이용한 유전체빅데이터 생산 및 분석기술 개발의 개념도NGS ASFV 

 본 연구과제에서 아프리카돼지열병 발생을 감시하고 신속대응하기 위하여 차세대염기서열- 

분석법을 활용한 유전체 빅데이터 생산 및 분석기술을 개발하는 연구를 수행하였음

아프리카돼지열병 감염 현장에서 획득한 검체를 즉시 역학조사에 활용함으로써 현장통제 - , 

신속진단 격리조치 등이 가능, 

아프리카돼지열병 감염 동물 간의 유전자 정보 비교를 통해 아프리카돼지열병 바이러스의  - 

전파 유입 경로 시기 등의 확인이 가능/ /

본 연구개발을 통해 세계 어느 국가보다도 빠르게 아프리카돼지열병 발생을 과학적 근거를  - 

바탕으로 정밀하게 감시하고 신속하게 대응 가능

기존 방식을 이용한 아프리카돼지열병바이러스 유전체 빅테이터 생산 및 1) Shot-gun (ASFV) 

분석 기술 개발

라이브러리 제작 NGS ◯

아프리카돼지열병바이러스에 대한 캡쳐프로브와 을 위해  - Whole genome sequencing Ion 

를 이용해 라이브러리를 제작함Xpress Plus Fragment Library kit .



Step 1. DNA Fragmentation

-Choose one of two options below

<Option 1> DNA fragmentation using sonication

1. Ensure the appropriate quality and quantity of gDNA. Make sure the DNA integrity 

number (DIN) value of gDNA is higher than 6.5

2. Fragment the gDNA into 100-500bp fragments so that the main peak of the gDNA is 

150-200bp. 

<Option 2> DNA fragmentation using enzyme

: Adjust the enzyme treatment time to fragment the gDNA into 100-500bp fragments so 

that the main peat of the gDNA is 150-200bp

Step 2. Purification of the DNA Sample Using Clean-up Beads

 

Reagent Volume Ratio (Beads : Sample) 

CeleMag Clean-up Beads 1.8 : 1
(180µl : 100µl)

*NGS library Preparation

 Step 1. End-repair

  

Reagent Volume (µl)

Fragmented DNA X (up to 51)

End Repair Reaction buffer 6

End Repair Enzyme Mix 3

Nuclease-free water 51-X

Total 60

  

Step Temperature Time

1 25℃ 20mins

2 70℃ 10min

3 4℃ Hold

  (Lid Temperature: 80 )℃

  Step 2. Adapter Ligation

 

   (Lid Temperature: 75 )℃

Reagent Volume (µl)

End repaired Sample 60

Barcode Adapter 10

P1 Adapter 10

T4 DNA Ligase 6

T4 DNA Ligase Buffer for IonTorrent 10

Bst DNA Polymerase 1

dNTP Mixture 3

Total Volume 100

Step Temperature Time

1 25℃ 15mins

2 65℃ 5min

3 4℃ Hold



 Step 3. Purification of sample Using CeleMag Clean-up Beads

 Step 4. Double sided size selection

1. Add 75µl Nuclease-free water to Adapter-ligated DNA 25µl (total 100µl)

2. Add 90µl CeleMag Clean-up Beads, Incubate at RT for 5mins

3. Place the tube in the magnetic separator for 5mins

4. Transfer the supernatant (~190µl) to new 1.5ml LoBind tube

 Step 5. Amplification of the Adapter-Ligated Library

 Step 6. Purification of sample Using CeleMag Clean-up Beads

*Hybridization and Washing

Step 1. Enhanced Hybridization of the Library

1) Block mix with DNA library

1. Add 9µl of block mixture in the tube (with completely dried sample)

2. Resuspend the dried amplified DNA library

CeleMag Clean-up Beads (X) Elution (Y)

180 µl 27µl

CeleMag Clean-up Beads (X) Elution (Y)

20 µl 22 µl

Reagent Volume (µl)

Adapter-ligated DNA Library 20

CLM Polymerase 25

Library Amplification Forward Primer 2.5

Library Amplification Reverse Primer 2.5

Total volume 50

Step Temperature Time

1 98 ℃ 45 secs

2
(Total 15 cycles)

98 ℃ 15 secs

60 ℃ 30 secs

72 ℃ 1 min

3 72 ℃ 10 mins

4 4 ℃ Hold

CeleMag Clean-up Beads (X) Elution (Y)

50 µl 32 µl

Reagent Volume (µl)

Nuclease-free water 3.4

Block #1 2.5

Block #2 2.5

Block #3 (D) 0.6

Total volume 9

Step Temperature Time

1 95℃ 5mins

2 65℃ Hold



2) Hybridization buffer Mix

3) Capture Library Mix

      -1st Column: Block Mix (+DNA)

      -2nd Column: Hyb Buffer Mix

      -3rd Column: Capture Library Mix

     1. Transfer 18µl of 2nd Column to 3rd Column

     2. Transfer 7µl of 1st Column to 3rd Column

Step 2. Preparation of CeleMag Streptavidin Beads

1. Add 50µl CeleMag Strepravidin Beads

2. Add 200µl of Wash Buffer #1

3. Remove Wash Buffer #1 on Magnetic stand

4. Repeat step 2-3 for twice( Total 2 times)

5. Add 200µl of Wash Buffer #1

Step 3. Selection of the Target Captured Library

1. Add 32µl Hyb mixture to washed beads

2. Incubate 30 mins on rotator and remove buffer

3. Add 500µl of Wash Buffer #2

4. Incubate 15mins and remove buffer

5. Add 500µl of Wash Buffer #3

6. Incubate 10mins on 70 heat block℃ 

7. Put the tube in the magnetic separator and remove buffer

8. Repeat Steps 5-6 for 3 times

9. Add 20µl of DW

Reagent Volume (µl)

Hyb Buffer 24

Hyb Buffer Enhancer 3

Total volume 27

Step Temperature Time

1 65℃ 3mins

2 65℃ Hold

Reagent Volume (µl)

Target Capture Probe #1 (TC#1) 6

Target Capture Probe #2 1

Total volume 7

Step Temperature Time

1 65℃ 2mins

2 65℃ Hold

Step Temperature Time

1 65℃ >16hr



*Amplificaiton of Target Captured Library

 Step 1. Amplification of the Captured Library

 Step 2. Purification of sample Using CeleMag Clean-up Beads

 Step 3. Library QC and Quantitation

  Qubit/qPCR : Measure the concentration of the captured library

  Bioanalyzer/TapeStation : Measure the average fragment length of the captured library

장비로 하고 진행 후 를    - Covaris M220 gDNA shearing End repair Barcode Adapter

하고 장비로 라이브러리 크기를 선별하여 증폭하고 를 이용해 ligation E-Gel Bioanalyzer

라이브러리 를 진행함 기준 크기QC (200 bp read 330 bp ) 

 

Reagent Volume (µl)

On-beads captured library 20

CLM Polymerase 25

Nuclease-free water 5

Library Amplification Forward Primer 2.5

Library Amplification Reverse Primer 2.5

Total volume 50

Step Temperature Time

1 98 ℃ 45 secs

2
(Total 16 cycles)

98 ℃ 15 secs

60 ℃ 30 secs

72 ℃ 1 min

3 72 ℃ 10 mins

4 4 ℃ Hold

CeleMag Clean-up Beads (X) Elution (Y)

90 µl 32 µl



결과<Bioanlayzer >

 ○ 및 장비 구동 Ion Chef Ion S5XL 

제작한 라이브러리를 을 사용하여 분석함    - Ion 530 chip .

장비에 를 장착하여 시간 반응 후 다음날 장비로 옮겨서     - Ion chef Ion 530 kit 12-13 S5 

을 진행함sequencing .

아프리카돼지열병바이러스 유전체 시컨스 분석 결과(ASFV) ■ 

를 이용한 유전체 분석 IonTorrent S5 ASFV ◯

 

데이터 분석과정 1) 

그림 유전체 분석 과정     < > ASFV 

시컨스를 제거하기 위하여 를 이용하였음 - Host DNA bowtie2

의 기능을 이용하여 를 실시함 - BLAST distance tree phylogenetic analysis

시컨싱 데이터 2) information

표 유전체 분석결과< > ASFV 

 

시컨싱 데이터 개를 사용하여 데이터 정보를 분석하였음  - 2



의 수는 약 리드수가 나왔고 개의 를 생 - S5XL-0368-14-AFSV_1 reads 5,353,000 , 217 contigs

성하였음

의 수는 약 리드수가 나왔으나 를 통과하지 못하여  - S5XL-0368-14-ASFV_3 reads 5,464,000 QC

가 생성되지 못하였음contigs

결과3) de novo Assembly 

 3.1 5XL-0368-14-AFSV_1.IonXpress_001

  

그림< > 의 결과 S5XL-0368-14-AFSV_1.IonXpress_001 BLASTN 

 - Query: African swine fever virus strain Nu1986 ( GenBank Accession, MW723482.1)

 - Subject: S5XL-0368-14-AFSV_1.IonXpress_001 (217 Contigs)

추가적인 이 필요 - Scaffolding 

ㆍ 에 대한 방식을 이용한 전장유전체시컨싱에서 개의 시컨싱 중 개에서만 시ASFV shot-gun 2 1

컹싱이 되었음.

ㆍ이는 를 배양하는 데 사용된 세포주의 가 많이 혼입되어 바이러스 시컨싱의 비ASFV DNA DNA 

율이 낮아 기인하는 것으로 추정됨 

특이 방식 셀레믹스 을 이용한 아프리카돼지열병바이러스2) ASFV Capture probe ( )

유전체 빅테이터 생산 및 분석 기술 개발(ASFV) 

- 의 경우 바이러스로서 숙주세포의 에 의한 시컨싱 간섭을 벗어나기 어려운 편임ASFV DNA DNA

- 특정 시컨스만 시컨싱하기 위하여 에 대한 방식을 이용하여 시컨싱을 시도ASFV ASFV probe 

함

를 이용한 아프리카돼지열병 바이러스 검출 방법 개발IonTorrent○ 

아프리카돼지열병 바이러스를 플랫폼을 이용해 시퀀싱하기 - IonTorrent(Thermo Fisher) S5 

위하여 기존에 제작된 아프리카돼지열병 바이러스 패널을 사용하였음

기존 패널은 개 종을 사용하여 제작되었으며 는 임- ASFV 26 , Target size 192kb



그림 아프리카돼지열병 바이러스 패널을 이용한 바이러스 검출 및 시퀀싱 과정< > DNA 

플랫폼을 이용해 개의 샘플을 개의 라이브러리로 제작하여 총 개의 시- IonTorrent S5 4 2 4

퀀싱 데이터를 생산하였음

시퀀싱 데이터를 이용하여 - IonTorrent de novo 를 수행하고자 다음과 같은 분석  assembly

파이프라인을 개발하였음

 raw data QC: FastQC

 Host DNA removal: bwa

 low quality region trimming: TrimmOmatic

 de novo assembly: SPAdes

 annotation/phylogentic analysis: BLAST

그림 를 이용한 시퀀싱 데이터 < > IonTorrent S5 ASFV de novo 및 분석 과정assembly 

결과 번 라이브러리의 번 번 데이터셋이 개 개의 최소 - de novo assembly 15 1 , 3 8 , 9 Contig

로 어셈블 되었음

# ID Reads(before QC) Reads(after QC)

1 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_001 2,715,601 2,412,110

2 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_002 2,793,805 2,475,815

3 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_003 2,741,046 2,470,731

4 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_004 2,683,482 2,397,587



# ID Reads(before QC) Reads(after QC) Contigs

1 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_001 2,715,601 2,412,110 8

2 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_002 2,793,805 2,475,815 786

3 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_003 2,741,046 2,470,731 9

4 S5XL-0368-15-ASFV_2.IonXpress_004 2,683,482 2,397,587 282

3.2 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_001 (8 Contigs)

그림< > 의 결과 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_001 BLASTN 

 - Query: African swine fever virus strain Nu1986 ( GenBank Accession, MW723482.1)

 - Subject: S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_001 (8 Contigs)

만 됨 - NODE 1, 2, 3 match 

추가적인 이 필요함 - Scaffolding 

3.3 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_002 (786 Contigs)

그림< > 의 결과 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_002 BLASTN 

 - Query: African swine fever virus strain Nu1986 ( GenBank Accession, MW723482.1)

 - Subject: S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_002 (786 Contigs)

만 됨 - NODE 1, 26, 149, 153, 786 match 

추가적인 이 필요함 - Scaffolding 

3.4 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_003 (9 Contigs)



그림< > 의 결과 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_003 BLASTN 

 - Query: African swine fever virus strain Nu1986 ( GenBank Accession, MW723482.1)

 - Subject: S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_003 (9 Contigs)

됨 - NODE 1, 2, 3 match 

추가적인 이 필요함 - Scaffolding

3.5 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_004 (282 Contigs)

그림< > 의 결과 S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_004 BLASTN 

 - Query: African swine fever virus strain Nu1986 ( GenBank Accession, MW723482.1)

 - Subject: S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_004 (282 Contigs)

만 됨 - NODE 1, 9, 10, 24, 37 match 

추가적인 이 필요함 - Scaffolding 

결과4) Phylogenetic Analysis 

 - S5XL-0368-15-AFSV_2.IonXpress_001 (1 Scaffolds)



기존 국내분리주와 약간의 차이가 있었음 - 

3) 를 이용한 아프리카돼지열병 바이러스 검출 방법 개발Illumina

아프리카돼지열병 바이러스를 플랫폼을 이용해 - Illumina HiSeq X(Illumina) paired-end 

시퀀싱하였음

을 이용하여 라이브러리를 제작하였고 는 였음- TruSeq Nano DNA Kit , Read Length 151bp

를 이용한 결과 모든 시퀀싱 데이터가 이었음- FastQC QC Phred Quality >= 20 

# ID Total bases(bp) Reads(before QC) Contigs
1 D4 6,227,697,530 41,243,030 38
2 D5 6,615,540,426 43,811,526 34
3 D6 6,686,579,886 44,281,986 30
4 D7 5,601,386,676 37,095,276 48
5 D8 6,336,986,800 41,966,800
6 D9 6,684,846,708 44,270,508
7 D11 5,699,408,326 37,744,426 76
8 D12 5,337,096,812 35,345,012 33
9 D13 5,441,197,420 36,034,420 35

10 D16 5,891,496,332 39,016,532 34
11 D17
12 D18
13 D19
14 D20
15 D21



그림< > Reads quality(before QC): Per base sequence quality with FastQC

어셈블 된 와 서열- Contig Reference ASFV (Georgia 2007/1 genome assembly (GenBank 

을 를 이용하여 비교한 결과 일부 만 서열을 포Accession, NC_044959.2) BLAST Contig ASFV 

함하고 있었음

그림< > Query: African swine fever virus isolate ASFV Georgia 2007/1 genome assembly ( 

GenBank Accession, NC_044959.2), Subject: D11 (2,320 Contigs)

4) 을 이용한 아프리카돼지열병 바이러스 검출 방법 개발AmpliSeq

일반적으로 바이러스 전장유전체 시컨싱을 위하여 에서 를 이용한 - NGS random primer whole 

시컨싱을 실시함 하지만 는 바이러스로서 배양할 때 사용된 숙주세포의 genome . ASFV DNA 

가 포함되어 있어 바이러스에 대한 시컨싱을 실시하였을 때 미량인 DNA , whole genome 

의 는 시컨싱이 거의 안되고 숙주세포의 염색체에 대한 시컨스가 대부분을 차지ASFV DNA , 

함.

같은 바이러스의 경우 이를 극복하고자 캡쳐 프로브 방식을 이용- ASFV DNA , (capture probe)



하여 시컨싱을 시도되고 있음ASFV whole genome 

에 대한 전장유전체를 분석할 때 일반적인 방법이나 캡쳐 프로브방식을 사용할 - ASFV , WGS 

경우에도 마찬가지로 고농도의 가 필요함DNA . 

야외에서 을 이용하여 검출된 가 포함된 시료의 경우 의 농도가 - real-time PCR ASFV , ASFV

상당히 낮아 가 매우 어려워 세포배양 등을 통해 농축할 필요가 있음WGS . 

바이러스의 농도가 낮은 경우나 다른 불순물이 포함되고 배양되지 않은 상태의 바이러스- , 

에 대한 가 가능한 프랫폼의 개발이 필요함WGS NGS .

바이러스의 전장유전체에 대한 를 디자인하여 를 이용한 플랫폼이 개- multi-primer NGS WGS 

발되어 사용되고 있음.

 

그림< > 진행과정 도식도 Ion AmpliSeq 

아프리카 돼지열병 바이러스는 이중가닥 바이러스로서 게놈의 길이는 분리주에 따라 - DNA , 

약 이며 개의 오픈 리딩 프레임을 포함하고 있고 게놈은 왼쪽 170~193kbp 150~167 ,  ASFV 

가변 영역 중앙 보존 영역 영역 약 및 오른쪽 가변 영역(LVR, 38-48kb), (C , 125kb) (RVR, 

으로 나누어져 있음13-22kb) .

본 발명에서 에 대한 를 제작하여  방식으로 전장유전체를 시컨- ASFV multi-primer AmpliSeq

싱 방법을 발명하였음.

○ 라이브러리 제작 Ion Torrent NGS 

임상검체의 을 위해 를 - Whole genome sequencing Ion Xpress Plus Fragment Library kit

이용해 라이브러리를 제작함.



장비로 하고 진행 후 를 - Covaris M220 gDNA shearing End repair Barcode Adapter

하고 장비로 라이브러리 크기를 선별하여 증폭하고 를 이용해 ligation E-Gel Bioanalyzer

라이브러리 를 진행함 기준 크기QC (200 bp read 330 bp )

그림 제작한 라이브러리에 대한 측정 예< > Bioanalyzer 

및 장비 구동Ion Chef Ion S5 ○ 

제작한 라이브러리를 을 사용하여 분석함- Ion 530 chip .

장비에 를 장착하여 시간 반응 후 다음날 장비로 옮겨서  - Ion chef Ion 530 kit 12-13 , S5 

을 진행함sequencing .

에 대한 을 이용한 결과ASFV AmpliSeq WGS ○ 

결과Amplicon size ▪ 

그림 분포 < > Amplicon insert size 

 ▪ 결과 ASFV WGS coverage 

 

Type Name Chromosome Chr_Start Chr_End Num_Amp 
Total 

Base 
Covered_Bases Missed Bases 

Overall_Covered 

_Bases 

GENOME ASFV II ASFV_II 51 189,553 645 189,503 188,958 545 0.997 

 



를 이용한 시퀀싱 데이터의 어셈블 결과는 샘플간 편차가 크고 를 이- IonTorrent , Illumina

용한 시퀀싱 데이터는 아프리카돼지열병 바이러스 효율이 낮아 바이러스 서열을 capture 

어셈블할 수 없었음

이와 같은 플랫폼의 한계를 극복하기 위하여 프라이머를 디자인하고 합성된 - NGS amplicon 

을 시퀀싱 및 어셈블하여 아프리카돼지열병 바이러스의 전장유전체 서열을 어셈amplicon

블하는 기술을 개발하였음 특허출원( ,2023)

시퀀싱은 플랫폼을 이용하였음- IonTorrent(Thermo Fisher) S5 

표 를 이용한 아프리카돼지열병 바이러스 결과< > NGS AmpliSeq 

데이터로부터 서열을 생성하고 및 계통분석하는 과정은 다- AmpSeq Consensus Annotation 

음과 같음

그림 유전체 분석 과정 개념도< > ASFV 

어셈블 된 서열은 를 이용하여 을 수행하- Consensus GATU(BMC Genomics 7:150.) annotation

였음 이때 서열은 . Reference African swine fever virus Georgia 2007/1 complete 

을 사용하였음genome(NC_044959.1)

  ▪ 결과 예 ASFV WGS 

표 을 이용한 결과 일부 시컨스 예   < > AmpliSeq ASFV WGS - 
TTATACAAAAATCATATAATAAAGTGGCGACAATCAACATATTAATCAACCACAGCATT

TTATGATGTGTTAATCAACATATACCATATTAATCAACCACAGCATTTTATGATGCGTCA
ATCAACATATTATTACGGAGAGCGTCAATCAATATAATATTGAGAACAGCGACTTGATA

CCGTGTATGGTGGTGGCGGCGGCATGTTGTTTGTAACAGCATTTTTCATCATTCGAAG

CTTACAAAAGATATGTATAAGATAGCATATTAATGTTATTAACAGTAATATCAATAAGGC
GTAGCTATAGATCTTCACTTTGGTAGACCAATAATCCATGGTTGCGCTTAAAAATACCA

AAAAAACATTAAGTTTTGGAGGGTAAGATTGGTTTTTCACCATTGGTAAAGATTATTATT

CTAAATGTTTACCCCATAGATGTGAAACAATGATTCTTCATATATTAACATATTTTTTGA
CTTATACTTTTCTTCATCTAGTAAGGCGTTAATTTTTTCCGGATCTGTCGTTTTTATTGAT

AAAAGAGAAGAGTCTGGACTGTAATTTTTAAATAATAAGATATTTATTAATATCCAATTA

# ID Total bases(bp) Reads coverage %

1 20231120_D05 2,672,897,913 11,663,496 85
2 20231120_D07 2,146,856,173 10,558,353 86
3 20231120_D18 865,467,993 3,419,564 45
4 20231120_PAJU 20,623,446 65,794 70
5 20231220_D18 3,322,666,419 13,975,206 59
6 20231220_PAJU 347,165,873 1,128,445 86



TTCGTTTGGCTCGCTATTTCCATGCTCTCTTCGAAAGCATCAGCTCCTAAATCTATACA
AAGGAATAAGTTACCTTCACAAAAATTCATTACCGAGGTAATCATTGCCCGATTAATGT

CAGCCCCCAACATAAAACAATAATATATAGTTGTATAATTACAATCATACATACAGGCC

AACTGCATCATTTCATCAATGTCTATATTTGTCTTCTCTTTGTTATAAATTTCATGAAGGT
CAAAGACGTTGTTATAAGCAACCCCACATATTAACCGCCAATCTTTAAAATGACTATAT

CGTTGATAAAAATATTGGATGGCTTCAGTAAGCTTATATAGTATCGCCATACTATACCA

ATACCTAGTTAGCATTTCGTTGAATGAAATATTATCCAATGTAAAGTTAATTGATAATGT
ATCTAGTTCACCAAAAATTCTTAATTTCAGTTGAGCATTATTTAGGAAAAGGGGATTATC

AGATAATAATTCATGGCATAGAATAATATTACTGCTAGTTTTAACATACTGTACATTATA

AAATATTTCTAAAATTTTATTTTCACTCAAAGCTTTCCTCGCACCTAACTTTTGGCATAG
GTCCTGGTGCACTCCATATTGACAGTAACCAACCCAAAGCTGATGTCTGCACCCCATT

CGGTAAACAGCTCTATTAAACCATGATTGTTTTCCTGTACAGCCTTCATTAATGCAACA

TTTAATGTTAAACCATGTTTAAAACTTGCTGTTTTTATTAATATTTGTTCATCTATACAAG
TATGATAAATCGTAATTGGGGCTTCATGCCACCACAAACCACAACGCTCTAAAATACA

ATAATCATCTTTTAACACAGGCTGTGTAGCTAGTACTTTTTTAGTAAGTGCTTGTAAAGT

AGATGGCATCTTCTATCTGCAAAATAATTATTTCCGAAAAAAAAATCAAATTAAAATACT
AAATTCTATTTTTTTTTTAATAAAGCCTGTAAATTATATAATAAATCTCGCCCACCGTATT

ATTTCCGGACACAACTTTTTATACCTCATTATATTTTTAGATCTATAGTTTTTTAACAAGG

CATTAATTTTTTCTGGATCTGTCGTTTTTAAAGATAAAAGAGAGACGTTTGAACTATAAT
AATCTTTAAATGATAATATTTCTACTAATATATCATGATTCTTTTGTTTTGCTAATTCTAA

GCTCTCTTCGAAAGCATTAGCTCCTAAATCTATACAAAAGAACAAGTTATTCATATAAA

AGTTTTTTACCGAGGTAACCATTGCCCGATTGATGTCAGCCCCCAATACAAAACAATA
GTAAATGGTTAAAAAATTGCTATCTCTCATACAGGCCAGATATATCATTTCATCAATATT

CATATCAACCTTTTTTATATGATACATTTCATGAAGATCAGACACGTTATTAAAAGAAAG

CCCACATATTAGCCGCCAATCTTTAAAATGACTATATCGTTGATAAAAATATTGGATGG
CTTCAGTAAGCTTACATAGTATCGCTATACTATACCAATATCTAGTTAGCATTTCGTTGA

ATGTTATTTCATTCAATATAAAGTTGATCGATATCTTCTCTAGAAAACAACAAATTATTA

CTTTTAATTCCTCTATATTCTGGAAAAGGGGATTATTAGATAACAATTTATGGCATAAAA
TAATATTACTACTAGTTTTAATACGATGTATTTTATAAAATATTTGTACAATATCCATTTC

ATTCAAAATTTTTGCGCCTAACTCCCGGCAGAAATTCCAAGTATGCTCCGTATTGACAG

TGACTAAGCTAGAGTTGATGTCTGCACCCCATTCAGTAAACAACTCTATTAGATCATAG
TTGTTTTCCTGCACAGTTTTCATTAATGCGAGATTTAACTCTAAACCATCTTTAAAAATT

GCTGATTTTATCATCAATTGATTATCCTCATTAGTAGAAAGCATAATTGGAGCTCCATG

CCACCACAAACCACAATATTTCAAAATAAAGTAGTGTTCTTTAGATATGTGCTGTGTGG
CCAGTATTTTTTTAGCAAGAGCCTGCAGAGAAATTGGAGTAGACATATTTTTTTTTGCA

AAATGGTTTAAGTTTTTCAAGAATACAGATTGGATAAATTAGGTTGTTGACTTAGTTACA

GGAGGTATTAAATATTATGTAGACATAAAAATGAGATCCTCCAAAAAAATAAACAACAA
AAAAAAATATGTTTAATATTAAAATGACAATTTCTACATTGCTTATTGCTCTTATTATACT

ACTTATTATTATTTTAGTAGTGTTTTTATACTATAAGAAACAACAACCACCGAAAAAGGT

CTGTAAAGTAGATAAAGATTGTGGTAGTGGAGAGCATTGTGTTCGTGGATCATGTAGC
TCATTGAGCTGCTTAGATGCCGTAAAAATGGACAAACGAAATATTAAGATAGATTCTAA

GATTTCCTCATGCGAATTCACTCCCAATTTTTACCGTTTTACGGATACTGCTGCTGATG

AGCAGCAAGAATTTGGAAAAACACGGCATCCTATAAAAATAACTCCATCTCCAAGTGA
ATCCCATAGCCCCCAAGAGGTGTGTGAAAAATATTGTTCATGGGGAACCGATGACTGT

ACAGGTTGGGAATATGTTGGTGATGAAAAGGAGGGAACATGTTATGTATATAATAATCC

ACATCACCCGGTTCTTAAATATGGTAAGGATCACATCATAGCCTTACCTAGAAATCATA
AACATGCATAAATAAATACATTAGGCT



▪ 에 대한 가지 결과 비교 ASFV 3 WGS 

표 에 대한 결과 비교< > ASFV WGS 

WGS 

Method

양 Input DNA / 

권장 양DNA

Total 

bases (bp)

Reads 

(before QC)

Reads 

(after QC)

ASFV 

contigs

ASFV total 

bases

Overall 

covered 

bases (%)*

1
shot-gun 

WGS

1.4 ug (1,400ng)

이상/ 1 ug 
5.9 G 39,116,699 5,817,278 34 35 0.018%

2

C ap t ur e 

p r o b e 

WGS

1.2 ug (1,200 ng)

이상/ 1 ug 
5.7 G 24,493,239 17,926,700 29 13,273 7.0%

3
AmpliSeq 

WGS

40 ng /

이상100 ng 
1.4G 6,426,802 6,426,802 1 188,958 99.8%

바이러스 적용에서 와 의 경우 이상의 - WGS Shot-gun ASFV WGS Capture probe ASFV WGS , 1 ug 

양을 요구하며 이는 바이러스를 세포배양을 통해 증식시켜 농축시켜야만 얻을 수 있는 DNA

고농도의 양이다. 

본 연구과제에서 개발한 의 경우 기존 방법의 약 실제는 도 - AmpliSqu WGS 100 ng ( 1/10, 1/30

가능 이 권장량이지만 을 이용하여 를 실행하였을 때 긴 를 얻었고) 40 ng WGS , contig , ASFV 

전체 유전체의 가 증폭되었다 기존의 방법은 세포배양을 통해 고농도의 바이러스를 99.8% . 

얻어야만 하지만 본 발병에서 개발한 의 경우 적은 양의 만 있으면 , AmpliSeq ASFV WGS , DNA

되므로 배양되지 않은 에 대해서도 를 적용할 수 있다ASFV WGS .

의 경우 의 양이 이 넘는 양을 이용하여 를 분석- Shot-gun ASFV WGS , input DNA 1 ug ASFV WGS

하였지만 배양한 세포 돼지 세포 의 가 대부분을 차지하여 약 만 의 시, host ( ) DNA 0.02% ASFV

컨스에 해당되었다.

배양한 숙주세포를 포함하는 경우 에 특이 를 사용하여 시컨스를 증폭시도- , ASFV probe ASFV 

하였을 때 의 시컨스가 증폭이 되었다 다만 보다는 나았지만 전체 ASFV . shot-gun WGS , ASFV 

유전체의 약 만 증폭이 되었다7.0% .

본 연구과제에서 개발된 는 적은 양의 로도 분석이 충분하여 배양- AmpliSeq ASFV WGS DNA WGS

되지 않은 경우에도 적용가능하며 숙주세포의 가 오염되어 있는 경우에도 매우 뛰어난 , DNA

시컨싱 효율을 나타내었음.

의 분석5) ASFV WGS Annotation 

분석을 통한 을 수행하였음- BLAST Annotation

은 를 사용하여 수- The annotation Genome Annotation Transfer Utility: BMC Genomics 7:150

행하였음.

은 - Reference genome African swine fever virus Georgia 2007/1 complete 

을 사용하였음genome(NC_044959.1)



그림 아프리카돼지열병 바이러스 어셈블 데이터의 결과< > AmpSeq annotation : 1. 

20231120_D05, 2. 20231120_D07, 3. 20231120_D18, 4. 20231120_PAJU,  5. 20231220_D18, 6. 

20231220_PAJU, The annotation was performed using Genome Annotation Transfer Utility: 

BMC Genomics 7:150., Reference genome: African swine fever virus Georgia 2007/1 

complete genome(NC_044959.1)



6) 아프리카돼지열병 바이러스의 계통분석

아프리카돼지열병 바이러스의 결과를 이용하여 국내외 유행 종의 유전자형에 따른 - AmpSeq 

계통분류를 수행하였음

유전자를 이용한 계통 분류- p72 

 총 개 균주의 유전자의 서열을 이용26 p72 nucleotide 

 개 균주 서열을 로부터 다운로드하22 (Trop AnimHealth Prod. 2021;53(4):438.) NCBI

고 추가하였음, D05, D07, D18, PAJU 

Name of the 

strain

GenBank 

accession 

number

Country of 

origin

Year of 

collection

p72 

genotype

Length 

(bp)

Host 

species
Reference

Mkuzi1979 AY261362 South Africa 1979 I 192,714 Tick
Unpublish

ed

Benin 97/1 NC_044956 Benin 1997 I 182,284
Domestic 

pig

(Chapman

etal., 

2008)

Liv13/33(OmLF

2)
MN913970 Zambia 1983 I 188,277 Tick

(Chastagne

retal. 

2020)
MAL/19/Karon

ga
MW856068 Malawi 2019 II 183,325

Domestic 

pig
This study

Arm/07/CBM/c

2
LR812933 Armenia 2007 II 190,145

Domestic 

pig

Unpublish

ed

Georgia 

2007/1
NC_044959.2 Georgia 2007 II 190,584

Domestic 

pig

(Chapman

etal. 

2011)

ASFV-wbBS01 MK645909 China 2018 II 189,394
Wild 

boar

Unpublish

ed
Tanzania/Rukw

a/2017/1
LR813622 Tanzania 2017 II 183,186

Domestic 

pig

(Njauetal. 

2021)

Warmbaths AY261365 South Africa 1987 III 190,773 Tick
Unpublish

ed

Warthog AY261366 Namibia 1980 IV 186,528 Warthog
Unpublish

ed

Tengani62 AY261364 Malawi 1962 V 185,689
Domestic 

pig

Unpublish

ed
MalawiLil-20/1

(1983)
AY261361 Malawi 1983 VIII 187,612 Tick

Unpublish

ed

Ken06.Bus NC_044946 Kenya 2006 IX 184,368
Domestic 

pig

(Bishopeta

l. 2015)

R35 MH025920 Uganda 2015 IX 188,629
Domestic 

pig

(Masembe

etal. 

2018)
BUR/18/Rutan

a
MW856067 Burundi 2018 X 176,564

Domestic 

pig
This study

Ken05/Tk1 NC_044945 Kenya 2005 X 191,058 Tick
(Bishopeta

l. 2015)

ASFV Ken.rie1 LR899131 Kenya 2019 X 189,950 Tick
Unpublish

ed



- 를 이용한 다중서열정렬MEGA-X (Multiple Sequence alignment, MSA)

 계통분석을 위한 다중서열정렬도구로 를 사용하였음MEGA X(version 10.0.5)

 다중서열정렬알고리즘은 알고리즘을 사용하였음MUSCLE 

 클러스터링 알고리즘으로는 방법을 사용하였음Neighbor Joining 

 다중서열정렬결과는 포맷으로 저장하였음mega 

- 계통수 추정

Uvira B53 MT956648 DRC 2019 X 180,916
Domestic 

pig

(Bisimwaet

al. 2021)

Kenya 1950 AY261360 Kenya 1950 X 193,886
Domestic 

pig

Unpublish

ed

Zaire MN630494.2 DRC 1977 XX 184,820
Domestic 

pig

(Ndlovueta

l. 2020a)

RSA_2_2004 MN641877.2 South Africa 2004 XX 189,903
Wild 

boar

(Ndlovueta

l. 2020a)

RSA_2_2008 MN336500.3 South Africa 2008 XXII 190,066 Tick
(Ndlovueta

l. 2020b)



 를 사용하여 다중서열정렬수행 후 의 계통수 추정 도구MEGA X(version 10.0.5) MEGA X

를 이용하여 계통수를 추정하였음

 계통수 추정을 위한 통계적 테스트 방법은 을 사용하였음Neighbor-joining

 계통수 테스트는 방법으로 하였으며 반복 횟수는 번이었음Bootstrip , 1,000

 치환 모델은 를 사용하였고 과 Maximum Composite Likelihood , Transition

을 모두 포함하였음Transversion

 계산 결과는 포맷으로 저장하였음nexus 



그림 를 이용한 계통수 추정 과정< > MEGA X

 계통수 추정 결과는 를 이용하여 가시화 하였음FigTree

 계통수 추정 결과 본 연구개발에서 전장유전체 분석을 수행한 샘플들(D05, D07, PAJU)

은 모두 유전자 에 해당하였음p72 Genotype I

 샘플의 에서는 유전자 서열을 확인할 수 없었으므로 계통분석에서 제외하D18 Contig p72

였음



그림 국내외 유행 아프리카돼지열병 바이러스의 계통분류 결과< > 

아프리카돼지열병 바이러스 유전체 빅데이터 공유 서비스 개발8) 

아마존 서비스를 이용한 웹서비스 구현○ 

세계 최대 상거래 서비스인 아마존 미국 에서 년부터 개인과 기업에 제공해온 클라우- ( ) 2006

드 컴퓨팅으로 라고 부르며 웹 서비스 형태로 가상의 서버를 , Amazon Web Services(AWS)

생성 관리 서비스할 수 있음, , 

를 이용하여 가상 서버를 생성하기 위하여서는 다음의 단계를 거쳐야 함 - AWS



그림 의 서비스를 이용하여 가상 서버를 생성하는 과정< > AWS EC2 (Genes Genom 37, 489,2015)

서비스를 이용하여 생성한 가상 서버의 설정은 다음과 같음- AWS EC2 

 인스턴스 유형: t2.micro

 운영체제 우분투 : 18.04

 인바운드 규칙

포트 프로토콜 소스 launch-wizard-1 

80  tcp
 

0.0.0.0/0
 ✔

8000  tcp
 

0.0.0.0/0
 ✔

22  tcp
 

0.0.0.0/0
 ✔

3306  tcp
 

0.0.0.0/0, ::/0
 ✔

3000  tcp
 

0.0.0.0/0
 ✔



그림 서비스를 이용하여 생성한 가상 서버의 정보< > AWS EC2 

와 를 이용한 웹서비스uWSGI Nginx○ 

웹 서버 게이트웨이 인터페이스 는 웹서버와 웹 - (WSGI ,  Web Server Gateway Interface )

애플리케이션의 인터페이스를 위한 파이선 프레임워크임

웹서버가 전달받은 사용자의 요청을 에서 처리하여 로 넘겨주고 다시 - WSGI Server Django , 

가 넘겨준 응답을 가 받아서 웹서버에 전달하게 됨Django WSGI Server

웹 서버 는 를 통해 웹 브라우저에서 요청하는 문서나 오브젝트- ( Web Server ) HTTP HTML 

이미지 파일 등 을 전송해주는 서비스 프로그램으로 웹 페이지를 클라이언트로 전달하( ) , 

는 것이 주 기능임

본 사업에서는 웹 서버 게이트웨이 인터페이스로는 를 사용하였고 웹서버는 차세대 - uWSGI , 

웹 서버 소프트웨어인  를 사용하였음Nginx

설정- uWSGI : /etc/uwsgi/sites/asfv.ini

pip install uwsgi

추가를 위한 필요 패키지# PPA 
sudo apt-get install software-properties-common python-software-properties

안정화 최신버전 추가# nginx PPA 
sudo add-apt-repository ppa:nginx/stable

저장소 업데이트# PPA 
sudo apt-get update

설치# nginx 
sudo apt-get install nginx



서비스 설정- uWSGI : /etc/systemd/system/uwsgi.service

[uwsgi]
uid = ubuntu
project = test
#project = service
#app = asfv
app = mysite
base = /home/ubuntu/app/django

chdir = %(base)/%(project)
home = %(base)/%(project)/myvenv
#home = /home/ubuntu/.pyenv/versions/3.7.7/envs/mysite
module = %(app).wsgi:application

master = true
#processes = 16
processes = 1
threads = 2

thunder-lock = true
max-requests = 6000
max-requests-delta = 300

stat = /tmp/asfv.stats.sock
memory-report = true

hirakiri = 160
socket = %(base)/%(project)/%(project).sock
logto = %(base)/%(project)/uwsgi.log
#chown-socket = %(uid):%(uid)
chown-socket = %(uid):www-data
chmod-socket = 660
vacuum = true
touch-reload = %(base)/%(project)/%(app)/settings.py

[Unit]
Description=uWSGI Emperor service

[Service]
#ExecStart=/usr/bin/uwsgi --emperor /etc/uwsgi/sites
ExecStart=/home/ubuntu/app/django/service/myvenv/bin/uwsgi --emperor /etc/uwsgi/sites
Restart=on-failure
KillSignal=SIGQUIT
Type=notify
NotifyAccess=all
StandardError=syslog

[Install]
WantedBy=multi-user.target



설정- Nginx : /etc/nginx/nginx.conf

user www-data;
#user deploy;
worker_processes auto;
#worker_processes 1;
pid /run/nginx.pid;
include /etc/nginx/modules-enabled/*.conf;

events {
        worker_connections 768;
        # multi_accept on;
}

http {

        ##
        # Basic Settings
        ##

        sendfile on;
        tcp_nopush on;
        tcp_nodelay on;
        #keepalive_timeout 65;
        keepalive_timeout 6000;
        types_hash_max_size 2048;
        # server_tokens off;

        #server_names_hash_bucket_size 64;
        # server_name_in_redirect off;

        include /etc/nginx/mime.types;
        default_type application/octet-stream;

        ##
        # SSL Settings
        ##

        ssl_protocols TLSv1 TLSv1.1 TLSv1.2; # Dropping SSLv3, ref: POODLE
        ssl_prefer_server_ciphers on;

        ##
        # Logging Settings
        ##

        access_log /var/log/nginx/access.log;
        error_log /var/log/nginx/error.log;

        ##
        # Gzip Settings
        ##

        gzip on;

        # gzip_vary on;
        # gzip_proxied any;
        # gzip_comp_level 6;
        # gzip_buffers 16 8k;



와 실행- uWSGI Nginx 

장고 프레임워크를 이용한 웹서비스 구현(Django) ○ 

아프리카돼지열병 바이러스 유전체 빅데이터 공유 서비스를 웹서비스로 구현하기 위하여 - 

다음과 같은 도구를 사용하였음

 Python 3.6.9

 asgiref==3.2.7

 Django==3.0.5

 pkg-resources==0.0.0

 pytz==2020.1

 sqlparse==0.3.1

장고로 구현한 웹서비스 디렉토리 구조- 

        # gzip_http_version 1.1;
        # gzip_types text/plain text/css application/json application/javascript text/xml application/xml 
application/xml+rss text/javascript;

        ##
        # Virtual Host Configs
        ##

        include /etc/nginx/conf.d/*.conf;
        include /etc/nginx/sites-enabled/*;
}

sudo systemctl daemon-reload
sudo systemctl restart nginx uwsgi

+--/srv/asfv
+
+--/srv/asfv/apps.py
+--/srv/asfv/forms.py
+--/srv/asfv/models.py
+--/srv/asfv/settings.py
+--/srv/asfv/urls.py
+--/srv/asfv/views.py
+--/srv/asfv/wsgi.py
+
+--/srv/asfv/migrations
+
+--/srv/asfv/templates
+--/srv/asfv/templates/base.html
+--/srv/asfv/templates/home.html
+
+--/srv/asfv/templates/asfv
+--/srv/asfv/templates/asfv/index.html
+--/srv/asfv/templates/asfv/browse.html
+--/srv/asfv/templates/asfv/analysis.html
+--/srv/asfv/templates/asfv/search.html
+
+--/srv/mysite



아프리카돼지열병 바이러스 유전체 빅데이터 공유 서비스 화면- 

 웹서비스 구현을 위한 프레임워크로 부트스트랩Javascript 

을 사용하였음(https://getbootstrap.com/) v4.4.1

 메인 화면

그림 아프리카돼지열병 바이러스 유전체 빅데이터 공유 서비스 메인화면< > 

+--/srv/mysite/settings.py
+--/srv/mysite/urls.py
+--/srv/mysite/views.py
+--/srv/mysite/wsgi.py

<!DOCTYPE html>
<html lang="en">
<head>
  <meta charset="utf-8">
  <meta name="viewport" content="width=device-width, initial-scale=1">
  <title>{% block title %}ASFV database{% endblock %}</title>
  <link rel="stylesheet" 
href="https://stackpath.bootstrapcdn.com/bootstrap/4.4.1/css/bootstrap.min.css">
  {% block extra-style %}{% endblock %}
</head>

중략... 

<script src="https://code.jquery.com/jquery-3.3.1.slim.min.js"></script>
<script src="https://cdnjs.cloudflare.com/ajax/libs/popper.js/1.14.7/umd/popper.min.js"></script>
<script src="https://stackpath.bootstrapcdn.com/bootstrap/4.3.1/js/bootstrap.min.js"></script>
<script src="https://kit.fontawesome.com/c998a172fe.js"></script>

{% block extra-script %}{% endblock %}

</body>
</html>



아프리카돼지열병바이러스 유전체 기반 검사 키트 개발9) (ASFV) real-time PCR 

특이 프라이머 및 프로브 제작(1) ASFV 

합성 를 이용한 검출민감도 평가(2) ASFV DNA

 



검출민감도 비교 평가(3) ASFV 

검출민감도를 개선하기 위하여 기존의 가이드라인에 있는 와 세트 - ASFV OIE primers probe 

와 비교 평가하였음

 

그림< > 가이드라인 와 를 이용한 검출민감도 결과 OIE primers probe

그림< > 와 를 이용한 검출민감도 결과 ASFV set 1 primers probe



그림< > 와 를 이용한 검출민감도 결과 ASFV set 2 primers probe



그림< > 수에 따른 와 세트의 검출민감도 결과 비교 ASFV copy primers probe 

수에 따라 검출 민감도를 측정하였을 때 - ASFV copy , 1x103 수인 경우 가이드라인 copy , OIE 

의 와 의 경우 값이 이었고 본 연구과제에서 개발한 와 세primer probe Ct 32.8 , primer probe 

트와 이와 유사한 과 의 값을 나타내었음34.1 31 Ct 

가 - ASFV copy 1x102 수인 경우 가이드라인의 와 의 경우 값이  copy , OIE primer probe Ct 38.7

이었으나 본 연구과제에서 개발한 와 세트는 과 의 값을 나타내어 , primer probe 33.9 34.8 Ct 

더 높은 민감도를 나타내었음

가 - ASFV copy 1x101 수인 경우 가이드라인의 와 의 경우 검출음성으로  copy , OIE primer probe

나타났으나 본 연구과제에서 개발한 와 세트는 과 의 값을 나타내, primer probe 39.1 36.1 Ct 

어 낮은 농도의 를 효율적으로 검출할 수 있었음ASFV

검출키트 개발을 위한 시약 최적화(4) ASFV real-time 

그림< > 가이드라인 와 를 이용한 시약별 검출민감도 결과 OIE primers probe



그림< > 와 를 이용한 시약별 검출민감도 결과 ASFV set 1 primers probe

그림< > 와 를 이용한 시약별 검출민감도 결과 ASFV set 2 primers probe



그림< > 수에 따른 시약별 검출민감도 결과 비교 ASFV copy 

가 - ASFV copy 1x103 인 경우 용 의 제조사별로 와  copy , real-time PCR master mix primer probe

간에 유의한 차이는 나타나지 않았음

가 - ASFV copy 1x102 로 낮은 경우 본 연구과제에서 개발한 와 세트는  copy , primer probe Ct 

값이 의 경우 로 안정적인 검출값을 나타내었으나Cell-safe 4xMM 33.9 34.8 , HK Genomics – 

의 경우 로 다소 높은 값을 나타내었음2xMM 35.7 39.9 Ct – 

검출키트의 임상검체를 통한 평가(5) ASFV 

배양된 와 인공적으로 감염시킨 돼지에서 추출한 를 가지고 본 연구에서 개발 - ASFV DNA DNA

한 검출키트를 평가함ASFV real-time 



그림 와 에 대한 임상검체를 이용한 평가     < > ASFV primers probe

양성 대조군에 대한 임상시험결과 ▪ 

번호
시험
물질

VetMax ASFV Detection Kit
ASFV real-time PCR Kit

차 테스트1 차 테스트2

FAM Ct 
value

VIC Ct 
value

판정
(Ct<45)

FAM Ct 
value

HEX Ct 
Value

판정
(Ct<40)

FAM Ct 
value

HEX Ct 
value 판정

1 D2 30.33 - P 26.32 31.33 P 27.07 32.27 P
2 D3 28.14 - P 25.35 30.57 P 25.40 30.87 P
3 D4 27.83 - P 24.86 31.16 P 25.13 31.09 P
4 D5 26.95 - P 24.22 29.94 P 24.45 30.21 P
5 D6 29.53 - P 27.06 33.48 P 27.93 34.43 P
6 D7 29.13 - P 26.23 31.66 P 26.87 32.43 P
7 D8 30.01 - P 26.85 31.73 P 27.00 31.69 P
8 D9 26.50 - P 24.10 29.23 P 24.04 29.29 P
9 D10 27.14 - P 24.23 29.49 P 24.44 29.70 P
10 D11 32.44 - P 29.51 33.24 P 30.61 33.79 P
11 D35 25.41 - P 22.89 28.81 P 23.08 29.04 P
12 D36 30.46 - P 27.66 32.55 P 28.44 33.08 P
13 D41 26.25 - P 23.71 29.45 P 24.05 29.59 P



 

14 D42 29.08 - P 25.64 29.59 P 26.17 30.23 P
15 D43 25.22 - P 22.71 28.91 P 22.84 28.99 P
16 D44 25.10 - P 22.38 28.69 P 22.59 28.96 P
17 D45 26.25 - P 23.64 29.74 P 24.00 30.10 P
18 D46 26.39 - P 24.02 31.63 P 24.08 31.53 P
19 D47 22.90 - P 20.38 27.70 P 20.79 27.93 P
20 D48 23.25 - P 21.18 28.16 P 21.14 28.19 P
21 D49 17.53 - P 17.41 18.35 P 18.03 18.93 P
22 D50 23.53 - P 22.43 28.46 P 22.50 28.62 P
23 D51 22.03 - P 22.69 28.55 P 22.58 28.60 P
24 D52 21.99 - P 19.92 20.78 P 19.95 20.82 P
25 D53 21.99 - P 22.97 23.87 P 23.03 23.95 P
26 D54 16.64 - P 15.90 16.75 P 16.04 16.97 P
27 D55 24.71 - P 22.69 28.69 P 22.68 28.74 P
28 D56 26.14 - P 24.21 29.35 P 24.15 29.29 P
29 D57 16.68 - P 16.31 17.24 P 16.07 16.91 P
30 D58 25.84 - P 23.70 29.10 P 23.63 29.15 P
31 D59 28.51 - P 26.72 35.54 P 26.48 35.34 P
32 D60 25.76 - P 23.53 29.27 P 23.50 29.40 P
33 D61 26.50 - P 24.41 31.01 P 24.34 30.94 P
34 D12 38.86 - P - - N 34.15 37.63 P
35 D13 30.19 - P 29.71 34.76 P 29.85 34.72 P
36 D14 34.03 - P 35.67 40.38 P 33.14 40.87 P
37 D15 33.14 - P 35.42 40.57 P 35.4 - P
38 D16 35.05 - P 37.28 - P 33.21 40.33 P
39 D17 32.00 - P 34.87 39.27 P 35.22 39.32 P
40 D19 31.67 - P 35.61 - P 36.27 - P
41 D20 33.31 - P 35.34 40.57 P 35.45 39.18 P
42 D21 34.34 - P 35.14 - P 31.54 36.47 P
43 D23 40.32 - P 39.11 - N - 37.81 N
44 D25 32.60 - P 29.31 35.32 P 31.05 36.46 P
45 D27 32.01 - P 34.34 39.06 P 34.65 37.41 P
46 D28 31.52 - P 34.9 39.16 P 35.08 37.91 P
47 D29 32.42 - P 31.49 38.29 P 32.58 35.87 P
48 D30 29.08 - P 32.85 39.82 P 34.92 38.57 P

49 D31 30.32 - P 27.75 31.61 P 27.58 31.64 P
50 D32 30.91 - P 32.35 36.78 P 32.14 35.22 P
51 D33 33.23 - P 32.26 36.14 P 31.70 34.39 P
52 D34 33.78 - P 32.06 34.02 P 32.14 34.37 P
53

Paju 
(10-3)

29.80 - P 28.22 34.51 P 28.11 29.80 P

54
Paju 
(10-4)

32.94 - P 31.23 36.11 P 31.10 32.94 P

55
Paju 
(10-5)

36.52 - P 35.31 35.70 P 34.39 36.52 P



음성 대조군에 대한 임상시험결과▪ 

번호
시험
물질

VetMax ASFV Detection Kit
ASFV real-time PCR Kit

차 테스트1 차 테스트2

FAM Ct 
value

VIC Ct 
value 판정 FAM Ct 

value
HEX Ct 
Value 판정 FAM Ct 

value
HEX Ct 
value 판정

1 N1 - - N - 24.59 N - 27.22 N
2 N2 - - N - 30.16 N - 26.71 N
3 N3 - - N - 29.19 N - 25.53 N
4 N4 - - N - 27.92 N - 23.66 N
5 N5 - - N - 25.65 N - 24.65 N
6 N6 - - N - 26.18 N - 25.68 N
7 N7 - - N - 28.16 N - 26.45 N
8 N8 - - N - 28.85 N - 25.90 N
9 N9 - - N - 27.75 N - 24.81 N
10 N10 - 42.7 N - 27.22 N - 28.96 N
11 N11 - - N - 31.73 N - 27.87 N
12 N12 - - N - 30.23 N - 28.56 N
13 N13 - - N - 30.93 N - 24.43 N
14 N14 - - N - 26.80 N - 29.52 N
15 N15 - - N - 31.81 N - 27.86 N
16 N16 - - N - 29.87 N - 28.37 N
17 N17 - - N - 31.22 N - 25.93 N
18 N18 - 30.51 N - 28.86 N - 29.52 N
19 N19 - 25.74 N - 31.83 N - 29.03 N
20 N20 - - N - 31.61 N - 28.69 N
21 N21 - 35.69 N - 31.14 N - 27.07 N
22 N22 - - N - 29.56 N - 28.58 N
23 N23 - - N - 31.64 N - 29.92 N
24 N24 - - N - 32.15 N - 27.71 N
25 N25 - - N - 30.28 N - 27.20 N
26 N26 - - N - 29.87 N - 27.17 N
27 N27 - - N - 30.04 N - 29.99 N
28 N28 - - N - 32.84 N - 29.75 N
29 N29 - - N - 32.57 N - 27.59 N
30 N30 - - N - 30.10 N - 27.27 N
31 N31 - - N - 30.08 N - 28.12 N
32 N32 - - N - 30.55 N - 28.86 N
33 N33 - - N - 31.22 N - 26.89 N
34 N34 - 38.5 N - 29.76 N - 28.20 N
35 N35 - 33.58 N - 30.93 N - 28.59 N
36 N36 - 27.83 N - 31.28 N - 28.35 N
37 N37 - - N - 31.28 N - 22.81 N
38 N38 - - N - 25.58 N - 25.27 N
39 N39 - 36.14 N - 27.90 N - 28.56 N
40 N40 - - N - 31.14 N - 28.55 N
41 N41 - - N - 31.53 N - 24.77 N
42 N42 - - N - 27.55 N - 28.02 N
43 N43 - - N - 30.79 N - 28.88 N



44 N44 - - N - 31.85 N - 28.49 N
45 N45 - - N - 31.43 N - 25.69 N
46 N46 - - N - 28.56 N - 28.03 N
47 N47 - - N - 30.89 N - 29.41 N
48 N48 - - N - 31.50 N - 28.28 N
49 N49 - - N - 30.73 N - 30.04 N
50 N50 - - N - 32.51 N - 29.45 N
51 N51 - - N - 32.11 N - 29.08 N
52 N52 - - N - 31.49 N - 29.30 N
53 N53 - - N - 31.97 N - 30.16 N
54 N54 - - N - 32.59 N - 29.27 N
55 N55 - - N - 32.29 N - 26.12 N
56 N56 - - N - 29.10 N - 28.87 N
57 N57 - - N - 31.29 N - 27.42 N
58 N58 - - N - 30.10 N - 27.69 N
59 N59 - - N - 30.18 N - 27.33 N
60 N60 - - N - 30.36 N - 27.00 N
61 N61 - - N - 29.52 N - 26.53 N
62 N62 - - N - 29.28 N - 26.20 N
63 N63 - - N - 28.78 N - 26.59 N
64 N64 - - N - 28.97 N - 27.35 N
65 N65 - - N - 31.13 N - 28.09 N
66 N66 - - N - 40.07 N - 27.29 N
67 N67 - - N - 29.74 N - 28.54 N
68 N68 - - N - - N - 27.99 N
69 N69 - - N - 31.49 N - 27.95 N
70 N70 - - N - 30.41 N - 28.37 N
71 N71 - - N - 31.78 N - 28.49 N
72 N72 - - N - 39.87 N - 28.34 N
73 N73 - - N - 33.53 N - 26.45 N
74 N74 - - N - 29.02 N - 25.66 N
75 N75 - - N - 27.72 N - 26.01 N
76 N76 - - N - 28.72 N - 26.28 N
77 N77 - - N - 28.51 N - 26.43 N
78 N78 - - N - 28.78 N - 26.53 N
79 N79 - - N - 29.16 N - 26.25 N
80 N80 - - N - 28.73 N - 26.31 N
81 N81 - - N - - N - 28.39 N
82 N82 - - N - - N - 28.73 N
83 N83 - - N - - N - 30.05 N
84 N84 - - N - - N - 29.24 N
85 N85 - - N - - N - 28.04 N
86 N86 - - N - - N - 29.28 N
87 N87 - - N - 30.98 N - 27.48 N
88 N88 - - N - 30.98 N - 27.50 N
89 N89 - - N - 29.98 N - 27.65 N
90 N90 - - N - 29.59 N - 27.00 N
91 N91 - - N - 28.25 N - 25.85 N
92 N92 - - N - 30.09 N - 27.33 N



대조제품의 결과 분석∎

VetMax ASFV 
Detection Kit

ASFV real-time PCR Kit

차 검사1 차 검사2

양성 음성 양성 음성 양성 음성

시험물질
수

양성 
(n=55) 55 0 53 2 54 1

음성
(n=113) 0 113 0 113 0 113

합계 168 55 113 53 115 54 114

□ VetMax ASFV Detection Kit

ㆍ민감도(sensitivity) : 100% (55/55, 95% CI: 93.5 100.0)– 

ㆍ특이도(Specificity) : 100% (113/113, 95% CI: 96.8 100.0)– 

ㆍ양성예측도(PPV) : 100% (95% CI: 93.5 100.0)– 

ㆍ음성예측도(NPV) : 100% (95% CI: 96.8 100.0)– 

□ ASFV real-time PCR Kit

ㆍ민감도(sensitivity) : 97.3% (53/55, 95% CI: 88.9 99.8)– 

차 검사   1 : 96.4% (53/55, 95% CI: 87.5 99.6)– 

차 검사   2 : 98.2% (54/55, 95% CI: 90.3 99.9)– 

ㆍ특이도(Specificity) : 100% (113/113, 95% CI: 96.8 100.0)– 

차 검사   1 : 100% (113/113, 95% CI: 96.8 100.0)– 

차 검사   2 : 100% (113/113, 95% CI: 96.8 100.0)– 

ㆍ양성예측도(PPV) : 100% (95% CI: 93.3 100.0)– 

차 검사   1 : 100% (95% CI: 93.3 100.0)– 

차 검사   2 : 100% (95% CI: 93.3  100.0)– 

ㆍ음성예측도(NPV) : 98.7% (95% CI: 94.5 99.9)– 

차 검사   1 : 98.3% (95% CI: 93.9 99.8)– 

차 검사   2 : 99.1% (95% CI: 95.2 99.9)– 

93 N93 - - N - 32.25 N - 28.15 N
94 N94 - - N - 29.46 N - 26.95 N
95 N95 - - N - 28.67 N - 26.48 N
96 N96 - - N - 28.74 N - 26.44 N
97 N97 - - N - 27.51 N - 24.97 N
98 N98 - - N - 27.14 N - 24.69 N
99 N99 - - N - 26.58 N - 24.16 N
100 N100 - - N - 26.83 N - 24.37 N



아프리카돼지열병바이러스 유전체 분석 결과를 활용한 등온증폭 진단기술 10) (ASFV) 

개발

본 연구개발에서 확보한 아프리카돼지열병 바이러스 유전체 분석 결과를 활용하여 - 

방식의 진단기술을 개발함real-time RT-LAMP(Loop- mediated isothermal amplification) 

개 아프리카돼지열병바이러스를 대상으로 유전자 상동성을 비교하여 한- 6 conserved２ 　 　 　 　 　 　

에 대하여 프라이머를 디자인하였음sequence 　 　

그림         < > MSA results of ASF virus p72 segments

유전자에 대해 프라이머 간 거리 및 길이 함량 등을 고려하여 최적의 프라이머 - p72 , Tm, GC 

디자인(F3, B3, FIP, BIP, LF, LB) 

고리매개등온증폭법 프라이머 디자인을 위하여 - (LAMP) PrimerExplorer V5 software 

를 사용하였음(http://primerexploere.jp/e/)

일반 프라이머와 전기영동을 이용하여 아프리카돼지열병 바이러스 검출 여부를 확인- PCR 

하였음

Target Primer

p72 gene

F3 GACTTGAAGATGTCTTTGC

B3 TGTTATTTGGATCCCCATT

FIP TTAGTCAGAGGTGACAGGATTG-CAGATCTTGAGGCTCTC

BIP TTGTGTTCACGCTCACCGTG-TTTGGACAAAGCGTCTACG

LF GTCTTGTCTTTAGCCA

LB CAGTGAGCGAGGACTG



                           <그림 의 일반 결과> ASFV PCR 

프라이머를 이용하여 아프리카돼지열병 바이러스 검출 여부를 확인하였음- LAMP 

그림 의 결과 < > ASFV RT-LAMP 

아프리카돼지열병 - 바이러스 진단용 의 검출한계 실험LAMP primer

 진단용 프라이머의 성능을 확인하기 위하여 아프리카돼지열병 바이러Real-time LAMP 

스의 인공합성핵산을 이용하여 최소검출한계를 측정하였음

 프라이머의 성능을 확인하기 위하여 농도와 온도에 따른 결과LAMP template DNA LAMP 

를 비교하였음



그림 프라이머를 이용한 의 농도와 온도에 따른 검출 결과< > LAMP ASFV

 최적온도 반응온도 에서 까지 씩 단계별로 반응을 수행한 결과 : 57 66 1 LAMP 6℃ ℃ ℃

최적의 결과를 확인하였음6℃ 

 최소검출 한계 에서부터 까지 배씩 단계씩 희석하여 에서 분 반: 10^-2 10^-9 10 66 15℃

응하였을 때 까지 분내에 검출하였음10^-9 15　 ，

아프리카돼지열병바이러스 신속 검사 키트 개발11) (ASFV) real-time RPA 

의 신속한 검출을 위한 적용(1) RPA (Recombinase polymerase amplification) ASFV 

그림 의 원리 도해       < > RPA

신속 검사 키트의 검출민감도(2) ASFV real-time RPA 



그림 신속검사키트의 검출민감도                 < > ASFV real-time RPA 

등온 도 에서 분간 반응  - (39 ) 20

형광채널을 통한 실시간 검출  - FAM 

까지 효율적으로 검출  - ASFV 10 copies

신속 검사 키트의 임상검체를 통한 평가(3) ASFV real-time RPA 

  

 



그림 신속검사키트의 임상검체를 통한 유용성 평가결과< > ASFV real-time RPA 

그림 신속검사키트의 일반 과의 검출시간 결과< > ASFV real-time RPA qPCR



신속검사키트의 기존 상용 기기 적용(4) ASFV real-time RPA real-time PCR 

신속검사키트의 기기 적용 ASFV real-time RPA Rotor gene Q (Thermo) ○ 

그림 신속검사키트의 기기 설정 예 < > ASFV real-time RPA Rotor gene Q (Thermo) 

 



신속검사키트의 기기 적용ASFV real-time RPA CFX96 real-time PCR (BioRad) ○ 



그림 신속검사키트의 기기 설정 예 < > ASFV real-time RPA CFX96 real-time PCR (BioRad)

신속검사키트의 야외검체를 이용한 평가(5) ASFV real-time RPA 



그림 신속검사키트의 야외 검체를 이용한 평가 러시아 현지< > ASFV real-time RPA ( ) 





그림 신속검사키트의 러시아 현지 사용을 위한 프로토콜 < > ASFV real-time RPA 



아프리카돼지열병바이러스 유전체 분석 기반 식물 통한 아프리카돼지열병바12) (ASFV) 

이러스 융합단백질 발현

현재 다양한 고부가가치의 재조합 단백질들 백신 항체 혹은 을 식물기( , , biopharmaceutics)• 

반발현 시스템을 통해 생산하고 있는 연구들이 활발히 진행되고 있음 

필립모리스인터내셔널 담배회사 이 투자한 캐나다 바이오제약회사인 는 식물기반 ( ) Medicago•

백신 코로나 백신 을 발현생산연구 활발히 진행하여 현재 임상 상이 완료되었SARS-CoV-2 ( 19 ) 3

고 의 자회사인 회사 담배 , British American Tobacco(BAT) Kentucky BioProcessing (KBP) 

식물기반 코로나 백신에 대한 임상이 완료되었음19 

본 연구 과제를 통해 과 를 을 통해 과 , P30 CD2v transient plant expression system P30 CD2v• 

가 발현 및 경제성분석을 통해 추후 활용될 수 있는 담배품종과 발현시스템을 평가하고자 

함 

아프리카돼지열병바이러스 와 을 활용하여 고부가가치의 항바이러스 백신 P30 CD2v candidate • 

을 발현하여 그 효용성을 분석하고자 함swine fever virus monoclonal antigenic protein

와 (1) Recombinant P30 CD2v transient expression systems

ㆍ 와 발현 벡터를 이용하여 담배발현시스템 확보Recombinant P30 CD2v transient transient 

하고자 함

ㆍ 기존에 많이 사용하는 벡터의 경우 오직 에만 상용화pEAQ-HT , transient plant expression

될 수 있는 벡터이기 때문에 에 적용할 수 없음transgenic expression system

ㆍ본 연구에서는 품종에서 벡터를 이용하여 와 N. benthamiana pEAQ-HT recombinant P30 CD2v 

의 발현수준을 표준으로 정하여 각 벡터의 발현량의 비교분석을 목표로 Fc fusion protein

진행하였음

그림 도식 표현 주요 기능이 표시되고 총 크기가 표시된 플라   < > pEAQ-HT vector . pEAQ-HT. 

스미드 성장 또는 발현에 필수적이지 않은 영역 짙은 회색 화살표 플라스미드 transient ; , 

성장 및 복제에 필수적인 영역 블랙박스 왼쪽 및 오른쪽 테두리 사이 노; , T-DNA (LB) (RB) ; 

란색 화살표 프로모터 서열 파란색 화살표 종결자 , (CaMV, Cauliflower mosaic virus); , 

서열 복제 기점 복제 terminator (nos, nopaline synthase). OriV, pRK2 ; ColEI, pBR322 

기점; NPT, neomycin phosphotransferase; TrfA, replication-essential locus.



발현벡터 식물 발현 벡터 구축(2) P30 pEAQ-SPPP30-FcK 

ㆍ 벡터 구축을 위하여  P30 transient plant expression vector pEAQ-P30-FcK PP30-FcK in 

제작을 위해 바이오닉스에 와 의뢰하여 제작하였고 식pEAQ-HT gene synthesis cloning , ㈜ 

물 발현 최적화를 위하여 을 바이오닉스에 의뢰Nicotiana Tabacum Codon optimization ㈜ 

하여 제작함.

그림 제작된 를 포함하< > pEAQ-SPPP30-FcK (35SP+NOST) vector. P30-FcK expression cassette

는 도식

식물 발현 벡터 구축(3) pEAQ-SPPCD2v-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK 

ㆍ 벡터 구축하기 위하여 자체  CD2v-FcK transient plant expression vector pEAQ-HT CD2v 

내 존재하고 있는 확인하였으며 와의 발signal peptide (SPs) plant signal peptide (SPP)

현량 차이를 비교하기 위해 바이러스 및 식물유래 를 앞에 signal peptide CD2v N-terminus 

하여 발현벡터를 제작하였음fusion .

ㆍ 제작을 위해 바이오닉스에 와 의뢰하여 제 CD2v-FcK in pEAQ-HT gene synthesis cloning ㈜ 



작하였고 식물 발현 최적화를 위하여 을 바이오, Nicotiana Tabacum Codon optimization ㈜ 

닉스에 의뢰하여 제작함.

그림 제작한 를 포함하는 도식 < > pEAQ-SPPCD2v-FcK vector. SPPCD2v-FcK expression cassette

 



그림 제작한 를 포함하는 도식< > pEAQ-SPsCD2v-FcK vector. SPsCD2v-FcK expression cassette

ㆍ구축된 벡터 플라스미드를 pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK 

로 을 통하여 Escherichia coli (DH5 ) Heatshock transformation pEAQ-SPPP30-FcK, α

확보하였음pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK E. coli 

ㆍE. coli 으로 형질전환이 완료 후 을 통해 형질전환 여부 확 restriction enzyme digestion

인하였음

ㆍ 수행을 위해 Agrobacterium infiltration E. coli에서 형질전환이 완료된 세 가지의 

그리고 벡터 플라스미드를 pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK pEAQ-SPPCD2v-FcK 

로 통해 Agrobacterium tumefaciens LBA4404 Electroporation pEAQ-SPPP30-FcK, 

그리고 발현벡터를 포함하는 확보하였pEAQ-SPsCD2v-FcK pEAQ-SPPCD2v-FcK Agrobacterium 

음

ㆍ 을 통해 형질전환 여부 확인Restriction Enzyme Digestion .



그림 통하여 < > Restriction Enzyme Digestion pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK, 

벡터를 갖는 pEAQ-SPPCD2v-FcK E. coli confirmation

그림 통하여  < > Restriction enzyme digestion pEAQ-SPPP30-FcK pEAQ-SPsCD2v-FcK, 

벡터를 갖는 pEAQ-SPPCD2v-FcK Agrobacterium confirmation

ㆍ 벡터를 갖는 pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK 을E. coli 확보한 것을  

로 확인함Restriction Enzyme Digestion . 

ㆍ유전자의 가 예상하고 있는 사이즈에 확인되었음 이는 각각의 벡터가 product band . E. coli 

안에 존재함을 알 수 있음.

ㆍE. coli 이후 을 위한  transformation Agrobacterium infiltration pEAQ-SPPP30-FcK, 

벡터 안에 들어가 있는지 pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK Restriction Enzyme 

로 확인함Digestion



(4) SPPP30-FcK, SPsCD2v-FcK, SPPCD2v-FcK Agro-infiltration

ㆍ구축된 벡터의 최적화된 발현을 위한 값 설정하고 값 조건에 따른 진행 OD OD Infiltration 

하였음

① N. benthamiana 식물을 이용하여 실험 진행

하나의 에서 각 그리고 의leaf OD 0.1, 0.3 0.6 ②  pEAQ-SPPP30-FcK, SPsCD2v-FcK, 

그림< > N. benthamiana 식물품종에서 벡터 값 pEAQ-SPPP30-FcK, SPsCD2v-FcK, SPPCD2v-FcK OD

에 따른 최적화된 발현 조건 규명

그리고 (5) SPPP30-FcK, SPsCD2v-FcK, SPPCD2v-FcK Immunoblotting

ㆍ구축된 벡터 그리고 의 발현을 확인하기 위하여  SPPP30-FcK, SPsCD2v-FcK, SPPCD2v-FcK OD

값 별 확인하였음Immunoblotting 

그림 의 각 식물 개체에서 값에 따른 발현 비교 < > pEAQ-SPPP30FcK, SPpCD2vFcK, SPsCD2vFcK OD

분석

ㆍN. benthamiana 식물품종을 이용하여 다양한 값의  OD pEAQ-P30FcK, pEAQ-SPpCD2v, 

를 하여 모두 동일하게 에 pEAQ-SPsCD2v infiltration dpi(day post infiltration) 5 harvest

하여 으로 확인한 결과 조건 모두에서 immunopblotting , OD 0.1, OD 0.3 OD 0.6 Positive 

을 제외한 그리고 에서 어떠한 control pEAQ-P30FcK, pEAQ-SPpCD2v, pEAQ-SPsCD2v protein 

되지 않음expression detection .

OD 0.1 (dpi5) OD 0.3 (dpi5) OD 0.6 (dpi5)



ㆍ N. tabacum으로 된 그리고 codon optimization pEAQ-SPp P30FcK, pEAQ-SPpCD2v, 

을 식물품종에 값 별로 하여 pEAQ-SPsCD2v N.benthamiana OD Agrobacterium infiltration

으로 확인하였으나 어떠한 발현도 확인할 수 없었음 이는 immunoblotting . codon 

이 으로 되었기 때문이라 판단하여 다시 을 optimization N. tabacum Codon optimization N. 

로 다시 진행하였고 인수받은 를 에 진행benthamiana , p30, CD2v pEAQ-FcK vector cloning 

함.

를 발현벡터로 사용(6) pEAQ-FcK P30, CD2v 

ㆍ 벡터 내에 존재 오직 에만 상용화될 수 있는 벡 pEAQ-HT FcK . transient plant expression

터이기 때문에 에 적용할 수는 없기 때문에 벡터를 transgenic expression system pEAQ-FcK 

과 발현벡터로 사용함P30 CD2v 

그림 도식 표현 주요 기능이 표시되고 총 크기가 표시된 플라스< > pEAQ-FcK vector . pEAQ-HT. 

미드 성장 또는 발현에 필수적이지 않은 영역 짙은 회색 화살표 플라스미드 성transient ; , 

장 및 복제에 필수적인 영역 블랙박스 왼쪽 및 오른쪽 테두리 사이 노란; , T-DNA (LB) (RB) ; 

색 화살표 프로모터 서열 파란색 화살표 종결자 서, (CaMV, Cauliflower mosaic virus); , 

열 terminator (nos, nopaline synthase). Human IgG Fc, KDEL(endoplasmic reticulum 

빨간색 박스 복제 기점 복제 기점sequence); , OriV, pRK2 ; ColEI, pBR322 ; NPT, neomycin 

phosphotransferase; TrfA, replication-essential locus.

그리고 식물 발현 벡터 구축(7) pEAQ-SPPP30FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK 

ㆍ 와 을 위하여 방법으로 삽입 최종P30 CD2v in pEAQ-FcK cloning In-fusion cloning Insert . 

적으로 그리고 구축 완료함, pEAQ-SPPP30FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK 



그림 제작한 < > pEAQ-SPPP30FcK, vector. SPPP30FcK 를 포함하는 도식  expression cassette



그림< > 제작한 를 포함하는 도식pEAQ-SPPCD2v-FcK vector. SPPCD2v-FcK expression cassette

ㆍ구축된 벡터 플라스미드를 분석pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK PCR 

을 통해 벡터에 와 의 확인하였음pEAQ-FcK P30 CD2v insertion 

그림 분석을 통하여 < > PCR pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK pEAQ-FcK 

에 와 의 약 확인vector P30 CD2v insertion ( 700bp) 



ㆍ 수행을 위해 세 가지의 Agrobacterium infiltration pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK 

그리고 벡터 플라스미드를 로 pEAQ-SPPCD2v-FcK Agrobacterium tumefaciens (LBA4404)

통해 그리고 발현Electroporation pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK pEAQ-SPPCD2v-FcK 

벡터를 포함하는 확보함Agrobacterium 

그림 통하여 < > Restriction enzyme digestion pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK,

벡터를 갖는 pEAQ-SPPCD2v-FcK Agrobacterium confirmation

ㆍ 벡터를 갖는 을 확보pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK Agrobacterium

한 것을 로 확인함Restriction Enzyme Digestion . 

ㆍ유전자의 가 예상하고 있는 사이즈에 확인되었음 이는 각각의 벡터가 product band . 

안에 존재함을 확인함Agrobacterium .

(8) pEAQ-SPPP30-FcK, pEAQ-SPsCD2v-FcK, pEAQ-SPPCD2v-FcK Agro-infiltration

ㆍ구축된 벡터의 최적화된 발현을 위한 값 설정하기 위하여 값 조건에 따른 OD OD Infiltration 

진행하였음

그림 식물품종에서 벡터 < > N. benthamiana pEAQ-SPPP30-FcK, SPsCD2v-FcK, SPPCD2v-FcK 

값에 따른 최적화된 발현 조건        OD



ㆍ 식물을 이용하여 실험 진행 N. benthamiana day 

ㆍ하나의 에서 각 그리고 의  leaf OD 0.1, 0.3 0.6 pEAQ-SPPP30-FcK, SPsCD2v-FcK, 

을 진행SPPCD2v-FcK infiltration .

(9) P30-FcK, SPsCD2v-FcK, SPPCD2v-FcK Immunoblotting

ㆍ구축된 벡터 의 발현 확인을 위하여 값 별로 P30-FcK, SPsCD2v-FcK, SPPCD2v-FcK OD

확인하였음immunoblotting 

그림< > 의 각 식물 개체에서 값에 따른 발현 비교 pEAQ-SPpP30FcK, SPpCD2vFcK, SPsCD2vFcK OD

분석

ㆍ 식물품종을 이용하여 다양한 값의  N. benthamiana OD pEAQ-P30FcK, pEAQ-SPpCD2v, 

를 하여 모두 동일하게 에 pEAQ-SPsCD2v infiltration dpi(day post infiltration) 5 harvest

하여 으로 확인한 결과 그리고 조건 모두에서 immunopblotting , OD 0.1, 0.3 0.6 Positive 

을 제외한 에서 어떠한 도 control pEAQ-SPpP30FcK, pEAQ-SPpCD2v, pEAQ-SPsCD2v product

되지 않아 을 로 수행하였기에 가능하면 추가적으로 detection western blot anti-IgG Fc , 

와 로 을 확인할 필요가 있음anti-P30 IgG anti-CD2v IgG western blot .

ㆍ 또한 발현이 되지 않은 원인 및 발현을 잘 되게 하기 위하여 추가적으로 , protein RT-PCR

을 수행하는 것이 필요하며 혹은 과정에, transcription, translation, post-translation 

서 단백질 발현의 차이점들을 보일 수 있기 때문에 이러한 확인 연구가 필요할 것으로 보, 

임. 

13) 재조합 단백질 제작ASFV 

(1) 단백질 재조합 발현 ASFV 

아프리카돼지열병바이러스 다양한 유전자 중 면역원성이 높아 진단적 및 백신으로서의 가치- 

가 높은 항원을 대장균 발현시스템을 이용하여 발현함

그림 아프리카돼지열병바이러스 단백질 발현 시스템  < > 

OD 0.1 (dpi5) OD 0.3 (dpi5) OD 0.6 (dpi5)



내의 천연형 단백질과 비교하여 감염 혈청 검출 진단 능력이 현저히 우수할 뿐  - ASFV ASFV /

아니라 백신으로서 사용 가능성이 있고 산업적으로도 생산성이 높은 것으로 확인된 , , p205 

폴리펩타이드 단편과 폴리펩타이드 단편을 서로 융합한 경우 그 천연형 단백질 및 각p72 , 

각의 폴리펩타이드 단편과 비교하여 상기의 효과가 월등히 높을 것으로 생각되어 제작함

표 의 아미노산 서열 비교     < > ASFV p205

명칭pep. fragment 서열정보

Italia-asfv-p205

VEPREQFFQDLLSAVDQQMDTVKNDIKDIMKEKTSFMVSFENFIERYDTMEKNIQD

LQNKYEEMAANLMTVMTDTKIQLGAIIAQLEILMINGTPLPAKKTTIKEAMPLPSS

NTNNDQTSPPASGKTSETPKKNPTNAMFFTRSEWASSKTFREKFLTPEIQAILDEQ

FANKTGIERLHAEGLYMWRTQFSDEQKKMVKEMMKK

Italia-asfv-pep205-1

VEPREQFFQDLLSAVDQQMDTVKNDIKDIMKEKTSFMVSFENFIERYDTMEKNIQD

LQNKYEEMAANLMTVMTDTKIQLGAIIAQLEILMINGTPLPAKKTTIKEAMPLPSS

NTNNDQTS

Italia-asfv-pep205-2

VEPREQFFQDLLSAVDQQMDTVKNDIKDIMKEKTSFMVSFENFIERYDTMEKNIQD

LQNKYEEMAANLMTVMTDTKIQLGAIIAQLEILMINGTPLPAKKTTIKEAMPLPSS

NTNNDQTSPPASGKTSETPKKNPTNAMFFTRSEWASSKTFREKFLTPEIQAILDEQ

FANKTGIERLHAEG

폴리펩타이드들은 균주인 균주에서 과발현시켰음 벡터로 형 - ASFV Escherichia coli BL21 . 

질전환된 세포들을 이 포함된 배지를 이E. coli 100 ug/ml kanamycin Luria-Bertani (LB) 

용하여 에서 이 이 될 때까지 성장시켰고37 OD600 0.7 , 1 mM isopropyl ℃ β

에 의해 단백질 발현이 유도되었음-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) . 

를 넣은 후 추가로 시간 동안 배양한 다음 에서 분 간 원심 분리하여  - IPTG , 4 , 5,000 rpm 20

세포를 회수하였고 회수된 세포를 의 , 50 ml IB buffer (pH 8.0 Tris 0.1 M, pH 8.0 

에 재현탁 Ethylenediaminetetraacetic acid 5 mM, phenylmethylsulfonyl fluoride 0.1 mM)

시킨 후 초음파 처리로 세포를 깨주고 최종적으로 , Denaturation buffer (6 M Guanidine 

및 Hydrochloric acid, pH 8.0 Tris 0.1 M pH 8.0 Ethylenediaminetetraacetic acid 2.5 

조성의 를 사용 에 재현탁 시키고 초음파 처리로 세포를 깨주었음mM Denaturation buffer ) , 

원심분리하여 에 상층액을 넣어주고  - , Snake skin tube 20 mM HEPES pH 7.4 150 mM NaCl 　 　

에 시간 넣어 준다 이것을 다시 으로 분 동안 원심분리시킨 후buffer 4 14 . 5,000 rpm 20 , ℃ 

상층액을 에 처리하여 시간 분 동안 에서 결합시킴 을 포함한 Ni-NTA 1 30 4 . 50 mM Imidazole℃

버퍼를 이용해 해준 후 및 을 포함한 1X PBS washing , 250 mM Imidazole 500 mM Imidazoe

버퍼를 이용해 용출시킴1X PBS . 

를 이용해 폴리펩타이드를 확인하였으며 폴리펩 - SDS-polyacrylamide gel electrophoresis , 

타이드들은 및 를 포함하는 버퍼에 수용되었음pH 7.4 HEPES 20 mM Sodium chloride 150 mM

(4 , overnight).℃

재조합 대장균 세포주에서 본 발명의 폴리펩타이드인 단백질의 발현량을  - Asfv-F20572 

의 순서로 동일한 연결서열 과 융합한 단백질 과 비교한 결p72-p205 (-GAGGS-) (Asfv-F72205)

과 단백질의 정제하였음Asfv-F20572 



그림 의 발현과 정제 결과            < > ASFV F20572

(2) 재조합단백질의 혈청진단적 유용성 평가 ASFV 

의 를 이용하여- ID.vet ID Screen® African Swine Fever Indirect Screening test kit , 社

제작한 단편 폴리펩타이드의 감염 혈청내 항체와의 결합능력을 방ASFV ID(indirect)-ELISA 

법으로 비교 평가함

먼저 에  - 96 Well EIA/RIA plate Coating buffer (0.015 M Sodium carbonate, 0.035 M 

와 각각의 항원 실시예 에서 제작한 단편 폴리펩타Sodium bicarbonate, Final pH 9.6) ( 2-1

이드 각각 또는 농도로 첨가 을 첨가하고 에서 으로 , 2 ug/ml 4 ug/ml ) 4 overnight (16h) ℃

인큐베이션 하여 각각의 항원으로 을 코팅함, well

의 를 사용하여 각 을 번씩 세척하여 주 - 200 ul PBST buffer (1XPBS + Tween20 0.05%) well 4

었고 각 에 차 항체를 씩 첨가 후 실온 에서 시간 인큐베이션함, well 1 100 ul , (22 ) 1 . ℃

차 항체는 의 내에서  - 1 ID.vet African Swine Fever Indirect Screening test kit 社

로서 제공되는 감염 돼지 혈청 형태로 처리하고 그 후 positive control ASFV , PBST buffer 

로 각 을 세척한 후 각 에 차 항체를 씩 첨가고 실온에서 시간 인200 ul well , well 2 100 ul 1

큐베이션 해주었음

각 에 씩 첨가 후 빛을 차단시키고 실온에서 분 동안  - well Substrate solution 100 ul , , 15

인큐베이션 해주고 각 에 씩 첨가하고 에서 흡광도, well Stop solution 100 ul , 450 nm 

값을 측정함(Optical Density) . 



그림 재조합 단백질의 혈청진단적 평가    < > ASFV 

서열번호 의 단편 폴리펩타이드는 다른 아프리카 돼지 열병 항원 단백질 - Asfv-F20572 ( 1)

또는 과 비교하였을 때 월등한 수준으로 감염 혈청에 대해서 높(Asfv-p72 Asfv-p205) ASFV 

은 선택적 반응성을 나타내었음. 

또한 에서 제공하는 상업용 진단시약과 비교하여도 뛰어난 반응성을 나타내었음 - ID.vet . 社

(3) 재조합단백질을 이용한 키트의 혈청진단적 유용성 평가 ASFV ELISA 

 의 구성ASF Ab ELISA◯

 ELISA Plate▪ 

재조합 단백질 - Antigen: P72, K205R, F20572 

의 높은 부착력을 위해 표면에 특수처리가 된 상용화 제품 - Immunoplate: Antigen

 - Coating Buffer: 0.05M carbonate-bicarbonate, pH9.6

 - Blocking Buffer: 1%BSA/PBS

Reagent▪ 

 - Dilution Buffer: PBS

 - Detection Antibody(Ab): Goat Anti-Pig IgG H&L horseradish peroxidase (HRP)

 - Washing Buffer: 0.05%Tween/PBS

 - Substrate: Tetramethylbenzidine(TMB)

 - Stop solution: 0.5M Sulfuric acid

제작ASF Ab ELISA ▪ 

재조합 단백질을 와 혼합 후 에 분주 - 0.05M carbonate-bicarbonate buffer , immunoplate

하여 냉장 에서 시간동안 반응(4 ) 24 ℃

시간 반응 후 를 분주하여 상온에서 시간 동안 반응 - 24 , 1% BSA/PBS 1 

반응이 끝나면 내의 시약을 제거 하고 로 회 세척 - , immunoplate 0.05%Tween/PBS 3



재조합 단백질이 부착된 는 제습제와 함께 밀봉하여 냉장 보관 - immunoplate (4 ) ℃

각각의 는 상용화 제품을 구매하여 적정 농도로 희석 제조 후 에 넣 - reagent HPDE bottle

어 냉장 보관 (4 ) ℃

구성품ASF Ab ELISA Kit ▪ 

표 의 구성품 < > ASF Ab ELISA Kit

 

명칭 성분 외관상특징

ASFV Ag coated Plate 재조합 단백질ASFV 은박포장의 96well plate

20X Washing buffer 0.05%Tween/PBS 투명용기의 무색액상제제

Dilution buffer PBS 투명용기의 무색액상제제

HRP conjugate Goat Anti-Pig IgG + HRP 투명용기의 무색액상제제

Substrate solution Tetramethylbenzidine 불투명용기의 무색액상제제

Stop solution 0.5M Sulfuric acid 투명용기의 무색액상제제

Positive Control ASF reference serum 투명용기의 무색액상제제

Negative Control PBS 투명용기의 무색액상제제

                   

                 

러시아 연방수의연구소- (The National Research Institute for Vet Virology and 

를 통해 수입신고를 통해 수입된 양성혈청 개와 음성혈청 개 그리고 Microbiology) ASF 29 20 , 

국내에서 미발생 농장에서 채취된 음성혈청 를 대상으로 개발한 시제품ASF 101 , ASFV ELISA 

을 평가하였음

- 키트는 민감도 와 특이도 를 나타내었음ASF ELISA 96.7% 100% .

- 또한 키트은 양성예측도 음성예측도 를 나타내었음ASF ELISA 100%, 99.2% .

14) 방어면역 유도 백신의 시제품 제작 및 시험평가ASF DNA 

(1) 방어면역 유도 가 포함된 시제품 제작ASF DNA

주관기관에서 개발한  재조합 유전자 를 이용하여 시제품을 - ASF (Ub, P54, P72, P30, CD2v)

제작함

상기와 같이 확인된 항원 을 이용하여 시제품을 제조하- ASF DNA (Ub, P54, P72, P30, CD2v)

임상검체

ASF ELISA

양성 검체 음성검체 Total

Positive 29 1 30

Negative 0 121 121

Total 29 122 151

민감도 신뢰구간96.67% (95% : 82.78 99.92%)– 

특이도 신뢰구간100.0% (95% : 97.00 100.00%)– 

양성예측도 신뢰구간100.00% (95% : 88.06 100.00%)– 

음성예측도 신뢰구간99.18% (95% : 95.52 99.98%)– 



였음.

시제품의 조성은 아래의 표와 같으며 부형제로는 - , Poly-L-Glutamic acid sodium salt( PLG)

가 추가되었으며 제조에 대한 기록은 아래와 같음, .

본제 당                   ( 1mL )

제조번호 항원
( )㎍

부형제

P230901-PJA Recombinant 
ASFV pDNA

(Ub+P54+P30)

PLG

P230902-PJA -

P230903-PJA Recombinant 
ASFV pDNA

(Ub+P72+CD2v)

PLG

P230904-PJA -

- 시제품을 제조한 뒤 아래의 그램과 같이 유리병에 씩 충진하고 캡핑하여 냉암소, 20mL 10mL

에 보관하였음(2~8 )℃

방어면역 유도 백신 시제품 제조 후 일반시험 실시(2) ASF DNA , 

각 시제품 제조 직후 국가출하 동물용의약품 검정기준에 의거하여 일반시험을 실시하였음- , .

일반시험에는 성상 수소이온농도 무균시험이 포함되어 있음- , , 

동물용 의약품 국가출하 검정승인 기준 중 일반시험법 의 특성 성상 시험법에 - (1-10-20-01) ( )

따라 색조 혼탄 이물 이취 균일도 측정한 결과 모두 적합한 것으로 확인됨, , , , .

동물용 의약품 국가출하 검정승인 기준 중 일반시험법 의 수소 이온 농도 - (1-10-20-03)

시험법에 따라 를 측정한 결과 모두 적합한 수준 인 것으로 확인됨pH , (pH6.0~8.0) .

제조번호 평가항목
보존기간 개월( )

0

P230901-PJA

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

P230902-PJA

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

P230903-PJA

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

P230904-PJA

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

제조번호

보존기간 
개월 수소이온농도 ( , 

평균값)

0

P230901-PJA

P230902-PJA

P230903-PJA

P230904-PJA

시제품의 일반시험 결과 특성시험 좌 수소이온농도시험 우< - ( ), ( )>

동물용 의약품 국가출하승인 검정기준 중 일반시험법 의 무균시험법에 준하여 - (1-10-20-06)



에 접종하고 일간 각각 Blood agar plate(BAP), Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar 7

배양 관찰한 결과 모두 적합임을 확인하였음, .

제조번호 구분
보존기간 개월( )

0

P230901-PJA
-A

-

P230902-PJA
-

-

P230903-PJA
-

-

P230904-PJA
-

-

A 세균발육 음성

시제품의 일반시험 결과 무균시험 결과< - >

방어면역 유도 를 포함하는 시제품을 이용한 돼지에서의 면역원성 평가(3) ASF ASFV DNA

기 제조된 시제품 종을 공시하고 대상동물인 건강한 자돈 주령 을 각 그룹별로 마리씩 - 4 (3~5 ) 2

공시하여 준비함.

시험백신을 두분 씩 근육으로 주간격 회 접종을 실시하고 일간 접종부 부작용 및 - 1 (1mL) 2 2 14

임상증상 폐사 두수 을 관찰함( / ) .

시험결과 근육으로 정량 접종한 모든 그룹에서 임상증상이 확인되지 않으며 주사 부위 - , , 

부작용도 관찰되지 않고 시험종료 시까지 폐사한 돼지는 없었음, .

제조번호
보존기간 개월 돼지 임상증상 폐사 두수( , / )

0
P230901-PJA 0/0
P230902-PJA 0/0
P230903-PJA 0/0
P230904-PJA 0/0

시제품의 일반시험 결과 돼지 안전시험< - >

- 시험백신을 두분 씩 근육으로 회 접종을 실시하였음 차 접종 주 후 시험을 종료1 (1mL) 2 . 2 2 , 

하였으며 샘플 채취를 위해 차 접종 전 차접종 전 주후에 채혈을 실시하고 혈, 1 , 2 ,  2, 4 , 

청을 분리하여 항체가 시험 전까지 에 보관을 실시하였음20 .– ℃

14) 방어면역 유도 백신의 시제품 제작 및 시험평가ASF Subunit 

방어면역 유도 단백질이 포함된 시제품 제작(1) ASF Subunit 

- 주관기관 연세대학교 전보영 교수 에서 분양 받은 재조합 단백질 를 이용하( ) ASF (P30, P104)

여 시제품을 제작함

- 상기와 같이 확인된 유전자 재조합 항원 과 단백질을 이용하여 시제품을 제조ASF P30 P104 

하였음.

- 시제품의 조성은 아래의 표와 같으며 보존제로 치메로살 가 추가되었으며 면역증강, (0.01%) , 

제인 는 종류에 따라 제조를 실시하였으며 제조에 대한 기록은 아래 그림과 같음Adjuvant , .



시제품의 조성 본제 당( 1mL )

1. 유효항원: 

재조합 단백질- ASF (P30)  --------------------------------------------- 200㎍

재조합 단백질- ASF (P104)  --------------------------------------------- 200㎍

2. 면역증강제 종류에 따라 다름:  ---------------------------------------------- 

3. 보존제 치메로살: (Thimerosal) ----------------------------------------- 0.01%

시제품의 조성< >

- 사용한 는 동물용 의약품에서 통상적으로 사용하는 수산Adjuvant IMS-1313, Montanide gel, 

화겔 이며 이외 면역증강 후보물질로 금화규 추출물과 (Rehydragel) , Dimethyl dioctadecyl 

를 적용하였음ammonium bromide(DDA) .

본제 당    ( 1mL )

제조번호 항원
( )㎍

Adjuvant 보존제

HSK220901-

KHS

recombinant 
ASF P30

recombinant 
ASF P104

각 
200
㎍

IMS-1313(20%)

치메
로살
(0.01
%)

HSK220902-

KHS
Montanide gel

(10%)

HSK220903-

KHS
수산화겔(10%)

HSK220904-

KHS
IMS-1313(20%)

금화규+

HSK220905-

KHS
DDA(30 ㎍)

시제품의 제조 정보 좌상 제조된 시제품 우상 및 제조기록< ( ), ( ) >



시제품을 제조한 뒤 아래의 그램과 같이 유리병에 씩 충진하고 캡핑하여 냉암소- , 20mL 10mL

에 보관하였음(2~8 )℃

방어면역 유도 단백질이 포함된 시제품 제조 후 일반시험 실시(2) ASF Subunit , 

각 시제품 제조 직후 국가출하 동물용의약품 검정기준에 의거하여 일반시험을 실시하였음- , .

일반시험에는 성상 수소이온농도 무균시험이 포함되어 있음- , , 

동물용 의약품 국가출하 검정승인 기준 중 일반시험법 의 특성 성상 시험법에 - (1-10-20-01) ( )

따라 색조 혼탄 이물 이취 균일도 측정한 결과 모두 적합한 것으로 확인됨, , , , .

동물용 의약품 국가출하 검정승인 기준 중 일반시험법 의 수소 이온 농도 시험- (1-10-20-03)

법에 따라 를 측정한 결과 모두 적합한 수준 인 것으로 확인됨pH , (pH6.0~8.0) .

제조번호 평가항목
보존기간 개월( )

0

HSK220901-KHS

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

HSK220902-KHS

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

HSK220903-KHS

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

HSK220904-KHS

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

HSK220905-KHS

색조 적합

혼탁도 적합

이물 이취, 적합

균일도 적합

제조번호

보존기간 
개월 수소이온농도 ( , 

평균값)

0

HSK220901-KHS 7.3

HSK220902-KHS 7.1

HSK220903-KHS 7.0

HSK220904-KHS 6.9

HSK220905-KHS 7.3

시제품의 일반시험 결과 특성시험 좌 수소이온농도시험 우

동물용 의약품 국가출하승인 검정기준 중 일반시험법 의 무균시험법에 준하여 - (1-10-20-06)

에 접종하고 일간 각각 Blood agar plate(BAP), Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) Agar 7

배양 관찰한 결과 모두 적합임을 확인하였음, .



제조번호 구분
보존기간 개월( )

0

HSK220901-KHS
BAP -A

XLD -

HSK220902-KHS
BAP -

XLD -

HSK220903-KHS
BAP -

XLD -

HSK220904-KHS
BAP -

XLD -

HSK220905-KHS
BAP -

XLD -

A 세균발육 음성

시제품의 일반시험 결과 무균시험 결과











방어면역 유도 단백질과 면역증강 를 포함하는 시제품을 이용한 돼(3) ASF Subunit Adjuvant

지에서의 안전성 평가

기 제조된 시제품 종을 공시하고 대상동물인 건강한 자돈 주령 을 각 그룹별로 마리씩 - 5 (3~5 ) 2

공시하여 준비함.

시험백신을 두분 씩 근육으로 주간격 회 접종을 실시하고 일간 접종부 부작용 및 - 1 (1mL) 2 2 14

임상증상 폐사 두수 을 관찰함( / ) .

시험결과 근육으로 정량 접종한 모든 그룹에서 임상증상이 확인되지 않으며 주사 부위 부- , , 

작용도 관찰되지 않고 시험종료 시까지 폐사한 돼지는 없었음, .

제조번호
보존기간 개월 돼지 임상증상 폐사 두수( , / )

0
HSK220901-KHS 0/0
HSK220902-KHS 0/0
HSK220903-KHS 0/0
HSK220904-KHS 0/0
HSK220905-KHS 0/0

시제품의 일반시험 결과 돼지 안전시험

시험백신을 두분 씩 근육으로 회 접종을 실시하였음 차 접종 주 후 시험을 종료- 1 (1mL) 2 . 2 2 , 

하였으며 샘플 채취를 위해 차 접종 전 차접종 전 주후에 채혈을 실시하고 혈, 1 , 2 ,  2, 4 , 

청을 분리하여 항체가 시험 전까지 에 보관을 실시하였음20 .– ℃



연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도3. 

연구수행 결과1) 

정성적 연구개발성과(1) 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 데이터 생산 조건 확립(ASFV) ○ 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 시컨싱 방식 - shot gun 

아프리카돼지열병 바이러스 캡쳐 방식 전장유전체 시컨싱 방식 - 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 시컨싱 방식 개발 - AmpliSeq 

데이터 분석 파이프라인 구축ASFV ○ 

 - ASFV asembly

 - ASFV gene annotation

 - ASFV genotype and phylogenetic analysis

시컨싱 ASFV WGS ○ 

국내 분리주 대상 - ASFV 

세계 분리주 대상 - ASFV 

구축ASFV Genome DB ○ 

유전체 기반 진단법 개발ASFV real-time PCR ○ 

진단마커에 대한 용 및 제작 - real-time PCR primer probe 

진단법 제작 최적화 - ASFV real-time PCR 

를 이용한 진단법 유효성 평가 - ASFV DNA ASFV real-time PCR 

유전체 기반 등온 증폭용 진단법 개발ASFV LAMP ○ 

진단마커에 대한 신속 검출용 용 및 제작 - LAMP primer probe 

신속 검출용 진단법 제작 최적화 - LAMP 

를 이용한 신속 검출용 진단법 유효성 평가 - ASFV DNA LAMP 

진단마커를 이용한 신속 검출용 진단법 개발ASFV real-time RPA ○ 

진단마커에 대한 신속 검출용 용 및 제작 - real-time RPA primer probe 

신속 검출용 진단법 제작 최적화 - real-time RPA 

를 이용한 신속 검출용 진단법 유효성 평가 - ASFV DNA real-time RPA 

해외 러시아 야외검체를 이용한 신속 검출용 진단법 유효성 평가 - ( ) real-time RPA 

해외 러시아 신속 검출용 키트제작 및 사용법 제작 - ( ) real-time RPA 

유전체 기반 백신후보 단백질 개발ASFV ○ 

식물기반 융합단백질 발현시스템 개발 - P30-CD2v 

(2) 정량적 연구개발성과 해당 시 작성하며 연구개발과제의 특성에 따라 수정이 가능합니다( , )

아프리카돼지열병 바이러스 캡쳐 방식 전장유전체 시컨싱 방식 셋업 건 1○ 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 시컨싱 방식 셋업 건 shot gun 1○ 

아프리카돼지열병 바이러스 전장유전체 시컨싱 방식 개발 건 AmpliSeq 1○ 

데이터 분석 파이프라인 구축 ASFV ○ 

유전체 구축   ASFV DB ○ 

전장유전체 분석 건  ASFV 8○ 

유전체 기반 진단법 개발 건 ASFV real-time PCR 1○ 

유전체 기반 등온증폭법 개발 건 ASFV LAMP 1○ 



진단마커를 이용한 신속 검출용 진단법 개발 건 ASFV real-time RPA 1○ 

국내학술대회 연구성과 발표 건 6○ 

국제학술지 연구성과 논문 발표 건  ( ) 1○ 

지식재산권 특허 건 출원 국내 ( ) 2 ( )○ 

정량적 연구개발성과표 < >

단위 건 천원( : , )

연도  

성과지표명

단계 차년도1 (1 )

(2022)
1단계 년차(2 )

(2023)
계

가중치

(%)

전담기관 등록ㆍ기탁 지표1」

지식재산권

특허출원( )

목표 단계별( ) 2 2 30

실적 누적( ) 1 1 2

논문
목표 단계별( ) 1 1

실적 누적( ) 1 1

학술발표
목표 단계별( ) 1 3 4 20

실적 누적( ) 4 2 6

연구개발과제 특성 반영 지표2」

기술실시

이전( )

목표 단계별( ) 1 1 30

실적 누적( )

인력양성
목표 단계별( ) 1 1 20

실적 누적( ) 1 1 2

계
목표 단계별( ) 1 8 9

실적 누적( ) 7 4 11

전담기관 등록ㆍ기탁 지표 논문 비 평균 특허 보고서원문 연구시설 장  * 1 : [SCI Expanded(SCIE), SCIE, Impact Factor(IF)], , , ·」

비 기술요약정보 저작권 소프트웨어 서적 등 생명자원 생명정보 생물자원, , ( , ), ( , ), 표준화 국내 국제 화합물 신품종 등을 ( , ), , 

말하며 논문 학술발표 특허의 경우 목표 대비 실적은 기재하지 않아도 됩니다, , , .

  * 2」연구개발과제 특성 반영 지표 기술실시 이전 기술료 사업화 투자실적 제품화 매출액 수출액 고용창출 고용효과 투자: ( ), , ( , , , , , , 

유치 비용 절감 기술 제품 인증 시제품 제작 및 인증 신기술지정 무역수지개선 경제적 파급효과 산업지원 기술지도), , ( ) , , , , , ( ), 

교육지도 인력양성 전문 연구인력 산업연구인력 졸업자수 취업 연수프로그램 등 법령 반영 정책활용 설계 기준 반영, ( , , , , ), , , , 

타 연구개발사업에의 활용 기술무역 홍보 전시 국제화 협력 포상 및 수상 기타 연구개발 활용 중 선택하여 기재합니다, , ( ), , , 

(연구개발과제 특성별로 고유한 성과지표를 추가할 수 있습니다).

  (3) 

과학적 성과  [ ]

논문 국내외 전문 학술지 게재  ( ) □ 

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
여부SCIE 
비(SCIE/ SCI

E)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Development of a 

Real-Time Recombinase 

Polymerase Amplification 

Assay for the Rapid 

Detection of African Swine

Fever Virus Genotype I 

and II

Pathogens

Ilya Titov 

제 저자( 1 )

Bo-Young 

Jeon 

책임저자( )

11 스위스 MDPI SCIE
2022.

04.05

2076-

0817
100

국내 및 국제 학술회의 발표 □ 

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
대한수의학회 년 2022

추계학술대회
모놀도로바 세짐 년 월 일2022 11 17 제주국제컨벤션센터 대한민국

2
대한수의학회 년 2022

추계학술대회
이성경 년 월 일2022 11 17 제주국제컨벤션센터 대한민국

3

KMB 2022 49th Anuual 

Meeting & International 

Symposium

홍민선 전보영 가학현, , 년 월 일2022 6 22 경주 화백컨벤션센터 대한민국

4

KMB 2022 49th Anuual 

Meeting & International 

Symposium

홍민선 전보영 가학현, , 년 월 일2022 6 22 경주 화백컨벤션센터 대한민국

5
대한수의학회 2023 

추계학술대회
전보영 년 월 일2023 11 30 제주국제컨벤션센터 대한민국

6
대한수의학회 2023 

추계학술대회
모놀도로바 세짐 년 월 일2023 11 30 제주국제컨벤션센터 대한민국

  



기술 요약 정보□ 

연도 기술명 요약 내용 기술 완성도 등록 번호 활용 여부 미활용사유
연구개발기관 

외 활용여부
허용방식

보고서 원문  □ 

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

생명자원 생물자원 생명정보 화합물  ( , )/□ 

번호 생명자원 생물자원 생명정보 화합물 명( , )/ 등록 기탁 번호/ 등록 기탁 기관/ 발생 연도

기술적 성과  [ ]

지식재산권 특허 실용신안 의장 디자인 상표 규격 신품종 프로그램  ( , , , , , , , )□ 

  

번호
지식재산권 등 명칭

건별 각각 기재( )
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일 출원 번호 등록번호 등록인 등록일
등록 

번호

1

아프리카돼지열병 

바이러스 유래 F20572 

단백질 절편 및 이의 

용도

대한민국
연세대학교원주

산학협력단
2022.04.25

10-2022-0

050971
50

2

차세대염기서열분석법을 

이용한 

아프리카돼지열병바이러

스 검출방법 및 

전장유전체 

염기서열분석방법

대한민국
연세대학교원주

산학협력단
2023.12.29

10-2023-0

197779
100

ㅇ 지식재산권 활용 유형 
활용의 경우 현재 활용 유형에 표시 미활용의 경우 향후 활용 예정 유형에 표시합니다 최대 개 중복선택 가능      , ( 3 ).※ √ √ 

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매 양도/ 상호실시 담보대출 투자 기타

저작권 소프트웨어 서적 등  ( , )□ 

번호 저작권명 창작일 저작자명 등록일 등록 번호 저작권자명 기여율

신기술 지정  □ 

번호 명칭 출원일 고시일 보호 기간 지정 번호

 

기술 및 제품 인증  □ 

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

표준화  □ 

ㅇ 국내표준   

번호 인증구분1｣ 인증여부2｣ 표준명 표준인증기구명 제안주체 표준종류3｣ 제안 인증일자/

한국산업규격 표준 단체규격 등에서 해당하는 사항을 기재합니다     * 1 (KS) , .｣

제안 또는 인증 중 해당하는 사항을 기재합니다     * 2 .｣

신규 또는 개정 중 해당하는 사항을 기재합니다     * 3 .｣



ㅇ 국제표준   

번호
표준화단계구분1

｣ 표준명 표준기구명2｣ 표준분과명
의장단 

활동여부

표준특허 

추진여부

표준개발 

방식3｣ 제안자
표준화 

번호
제안일자

     * 국제표준 단계 중 신규 작업항목 제안 국제표준초안 위원회안 국제표준안 최종국제표준안1 (NP), (WD), (CD), (DIS), (FDIS), ｣

국제표준 중 해당하는 사항을 기재합니다(IS) .

국제표준화기구 국제전기기술위원회 공동기술위원회 중 해당하는 사항을 기재합니다     * 2 (ISO), (IEC), 1(JTC1) .｣

국제표준 기술시방서 기술보고서 공개활용규격 기타 중 해당하는 사항을 기재합니다     * 3 (IS), (TS), (TR), (PAS), .｣

경제적 성과  [ ]

시제품 제작  □ 

번호 시제품명 출시 제작일/ 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

해당 시( )

인증일

해당 시( )

1

기술 실시 이전  ( ) □ 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

해당 연도 발생액( ) 

누적

징수 현황

내부 자금 신용 대출 담보 대출 투자 유치 기타 등     * , , , , 

사업화 투자실적  □ 

번호 추가 연구개발 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자 자금 성격*

               

사업화 현황  □ 

번호
사업화 

방식1｣ 사업화 형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

천원( )

국외

달러( )

기술이전 또는 자기실시     * 1｣

신제품 개발 기존 제품 개선 신공정 개발 기존 공정 개선 등     * 2 , , , ｣

국내 또는 국외     * 3｣

매출 실적 누적  ( )□ 

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내 천원( ) 국외 달러( )

합계

백상지210mm×297mm[( (80g/m2 또는 중질지) (80g/m2)

쪽 중 쪽(23 9 )

  



사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과□ 

성과

사업화 계획

사업화 소요기간 년( )

소요예산 천원( )

예상 매출규모 천원( )
현재까지 년 후3 년 후5

시장

점유율

단위(%) 현재까지 년 후3 년 후5

국내

국외

향후 관련기술 제품을 , 

응용한 타 모델 제품 , 

개발계획

무역 수지

개선 효과 천원( )

수입대체 내수( )
현재 년 후3 년 후5

수출

고용 창출  □ 

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원 명( )

합계
년yyyy 년yyyy

합계

고용 효과  □ 

구분 고용 효과 명( )

고용 효과

개발 전
연구인력

생산인력

개발 후
연구인력

생산인력

비용 절감 누적  ( )□ 

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액 천원( )

합계

경제적 파급 효과   □ 

단위 천원 년( : / )

구분 사업화명 수입 대체 수출 증대 매출 증대 생산성 향상
고용 창출 

인력 양성 수( )
기타

해당 연도

기대 목표

산업 지원 기술지도  ( )□ 

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

  



기술 무역 □ 

단위 천원( : )

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입

사회적 성과  [ ]

법령 반영  □ 

번호
구분

법률 시행령( / )

활용 구분

제정 개정( / )
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정 개정/

내용

정책활용 내용  □ 

번호
구분

제안 채택( / )
정책명

관련 기관

담당 부서( )
활용 연도 채택 내용

설계 기준 설명서 시방서 지침 안내서에 반영  / ( )/ /□ 

번호
구 분

설계 기준 설명서 지침 안내서( / / / )

활용 구분

신규 개선( / )

설계 기준 설명서/ /

지침 안내서 명칭/
반영일 반영 내용

전문 연구 인력 양성  □ 

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

1 2022
박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

1 1 1

2 2023 1 1 1

산업 기술 인력 양성   □ 

번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기관 교육 개최 횟수 총 교육 시간 총 교육 인원

다른 국가연구개발사업에의 활용  □ 

번호 중앙행정기관명 사업명 연구개발과제명 연구책임자 연구개발비

국제화 협력성과  □ 

번호
구분

유치 파견( / )
기간 국가 학위 전공 내용

홍보 실적  □ 

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

포상 및 수상 실적  □ 

번호 종류 포상명 포상 내용 포상 대상 포상일 포상 기관

 



인프라 성과 [ ]

연구시설ㆍ장비  □ 

구축기관
연구시설/

연구장비명

규격

모델명( )

개발여부

( /×)○

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록여부

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록번호

구축일자

(YY.MM.DD)

구축비용

천원( )

비고

설치 장소( )

과학기술기본법 시행령 제 조제 항제 호에 따른 연구시설ㆍ장비 종합정보시스템을 의미합니다    * 42 4 2 .「 」 

그 밖의 성과 해당 시 작성합니다  [ ]( )

계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항 해당 시 작성합니다  (4) ( )



참고 연구성과 실적 증빙자료 < 1> 

성과유형 첨부자료 예시

연구논문  논문 사본 저자 초록 사사표기 을 확인할 수 있는 부분 포함 연구개발과제( , , ) , 별 중복 첨부 불가)

지식재산권
산업재산권 등록증 또는 출원서 사본 발명인 발명의 명칭 연구개발과제 출처 포함 ( ) ( , , ), 품종인 경우 

품종보호권 등록증 또는 생산판매 신고증명서․

제품개발 시제품( ) 제품개발사진 등 시제품 개발 관련 증빙자료 

기술이전 기술이전 계약서 기술실시 계약서 기술료 입금 내역서 등 , , 

사업화

상품출시 공정개발( , )
사업화된 제품사진 매출액 증빙서류 , (세금계산서 납품계약서 등 매출 확인가능 내부 회계자료 등, ) 

품목허가 미국 식품의약국 식품의약품안전처 허가서 (FDA) / (MFDS) 

임상시험실시 임상시험계획 승인서 (IND) 

참고 국가연구개발혁신법 시행령 제 조제 항 및 별표 에 따른 연구개발성과의 등록ㆍ기탁 대상과 범위< 2> 33 4 4

연구성과 연구논문< 1> ( )



연구성과 학술발표 건< 2> ( 1/6 )
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연구성과 특허출원 건< 3> ( 1/2 )

 



연구성과 특허출원 건< 3> ( 2/2 )



목표 달성 수준 2) 

목표 미달 시 원인분석 해당 시 작성합니다4. ( )

목표 미달 원인 사유 자체분석 내용 1) ( ) 

자체 보완활동 2) 

연구개발 과정의 성실성 3) 



연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도5. 

연구개발성과의 활용방안1) 

본 연구과제를 통해 개발된 아프리카돼지열병바이러스에 대한 전장유전체 시컨싱 방법인 ○ 

은 에 대한 경제적이고 효율적인 차세대시컨싱을 이용한 전장유전체시컨싱 AmpliSeq ASFV

방법으로 국내ㆍ국외에서 발생하는 전장유전체를 시컨싱함으로써 전 세계의 , ASFV ASFV 

유전형 및 변이를 효과적으로 분석할 수 있음.

표준실험실에 사용하게 된다면 에 대한 검출 뿐만 아니라 세포배양을 통하지 ASFV , ASFV○ 

않고도 전장유전체를 쉽게 할 수 있게 됨으로써 효율적인 전장유전체 데이터베ASFV ASFV 

이를 구축할 수 있음

본 연구과제를 통해 아프리카돼지열병에 대한 실험실 진단법인 등 real-time PCR, ELISA ○ 

진단키트를 개발하여 현장적용성이 띄어나며 방역에 활용될 수 있음

아프리카돼지열병에 대한 등온증폭검사법 를 개발하는 데 기여하여 신속하게 , ELISA, ICT○ 

감별 스크리닝 및 대응 가능

진단의 국산화로 고가의 수입 진단제를 대체하여 비용절감하고 국산 진단기기의 수출로 , ○ 

외화 이익 창출 효과

본 연구과제에서 개발된 차세대시컨싱기술을 돼지나 소 등 다른 가축의 럼피스킨병 등의 ○ 

바이러스에 대한 전장유전체 시컨싱에 활요할 수 있음 

본 연구과제에서 아프리카돼지열병에 대한 진단법을 개발하기 위하여 사용된 와 RPA○ 

기술을 통해 다른 가축의 감염병을 신속ㆍ정확하게 진단할 수 있는 진단법을 개발CRISPR 

하는 데 활용될 수 있음

아프리카돼지열병바이러스의 진단 및 백신 마커로 발굴한 타겟을 백신 후보물질을 발굴하○ 

고 활용하여 아프리카돼지열병에 대한 백신 개발 및 감별법에 활용될 수 있음

아프리카 돼지열병과 유사 증상 및 유사 바이러스 질환인 돼지열병 등과 같은 여러 질환○  

을 현장에서 신속하게 감별하여 국내 유입 및 확산을 예방하는 데 기여할 수 있음

개발된 아프리카돼지열병바이러스에 대한 차세대시컨싱기술을 이용한 전장유전체시컨싱, ○ 

등온증폭검사법의 사업화를 통하여 부가가치 창출 아프리카돼지열병에 대한 조기진단을 통, 

항 확산방지를 통하여 가축 농가를 포함한 국가 경제적 피해를 미연에 방지하는 데 기여할 

수 있음

○ 본 연구개발은 아프라키돼지열병 바이러스에 대한 기반 유전체 분석을 통해 아프리카NGS , 

돼지열병바이러스의 유래 시간적 및 지역적 이동 특성 규명에 활용, 

○ 유전자 데이터베이스 구축을 통해 돼지 및 멧돼지의 아프리카돼지열병 발생 대응 및 관리 

대책 수립의 과학적 근거 제공

○ 아프리카돼지열병 빅데이터 분석기반 아프리카돼지열병 발생 상시 감시체계 시스템 제공 

○ 아프리카돼지열병 돼지 발생에 대한 상시 감시체계 시스템 제공    

○ 진단 및 백신 개발에 핵심적인 신변종 예측 및 감염력 예측 기술이며 향후 출현할 신변종  , 

바이러스에 대응할 수 있는 백신 치료제 개발을 가속할 수 있는 원천기술을 확보할 수 있음/

○ 본 연구개발에서 구축할 통합분석 플랫폼을 활용하여 현재 전 세계적으로 유행하고 있는  

변종 대유행 가능성을 예측하고 감염력을 객관적인 수치와 실험 결과로 검증하여 신변종 바

이러스의 변이 감염력 데이터베이스를 구축하고 백신 치료제 개발 등에 활용할 수 있음- /

연구개발성과의 기대효과2) 

기술적 사회적 측면, ○ 

아프리카돼지열병 유전체 데이터 생산을 위한 표준 제시- genome Protocol 



- 아프리카돼지열병 유전체 빅데이타 분석 파이프라인 제시

- 아프리카돼지열병 임상검체에서 유전체분석을 위한 처리방법 제시

- 아프리카돼지열병 바이러스 유전체 데이터베이스 구축을 통한 관련 분야 지식의 증진에 기

여  

신 변종 감염병에 대한 진단ㆍ백신 물질 발굴을 위한 원천기술 확보 및 미래 감염병 대응- ·

대비 기술 선점/

본 연구개발을 통하여 진단 백신 개발 기술을 혁신적으로 발전시키고 선진국과의 기술격- / , 

차를 줄임으로써 선진국 의존적인 기술의 한계를 극복할 수 있음

본 연구개발을 통해 기술 개발에 필요한 전문인력을 양성하여 우리나라의 전반적인 기술 - 

수준을 높일 수 있음

본 연구개발을 통해 신종 감염병에 빠르게 대처함으로써 국민의 생명과 보건 안보를 지키- 

고 우리나라의 국제적 위상을 높일 수 있음

경제적산업적 측면○ ․

아프리카돼지열병에 대한 정밀분석을 통한 조속한 초동대처로 농가 피해의 경제적 비용 감- 

소

- 민감한 현장진단 기술개발을 통한 부가가치 창출

본 연구개발을 통해 구축한 플랫폼을 이용해 신속한 감염병 진단 백신 개발로 수입대체효- /

과 및 해외 수출 증진

본 연구개발을 통해 신속하고 최적화된 유전체분석 파이프라인을 구축하게 되고 국내기업- 

과의 협력을 통해 우리나라의 기술 수준을 높일 수 있음

연구개발성과의 관리 및 활용 계획6. 

연구개발성과의 사업화 계획○ 

사업화 전략(1) 

가 본 사업을 통해 아프리카돼지열병 신속진단 키트 및 항체 키트를 제품화할 예정. ELISA 

임.

나 지적재산권 회피 방안을 검토하여 국내기술의 독점우위를 확보 예정. .

다 본 연구과제의 사업화를 위하여 획득한 지식재산권 건 아프리카돼지열병바이러스에 대. 2 (

한 신기술을 적용한 차세대염기서열분석법 아프리카돼지열병 융합단백질을 이용한 진단 , 

및 백신활용 에 대해 협의 중인 기업과 기술이전을 실시하여 사업화를 진행할 계획임)

라 해외 아프리카돼지열병 진단 키트와의 비교 분석 결과를 통한 진단의 신속도 민감도. , , 

정확도 제시

라 아프리카돼지열병 키트 제품화. real-time PCR 

아프리카돼지열병 특이 유전자에대한 플라이머 및 프로브를 이용하여 을  real-time PCR○ 

개발하여 시제품을 제작함.

러시아 바이러스 및 미생물 연방   - Federal Research Center of Virology & Microbiology (

연구소 에서 수집한 바이러스와 감염동물 유래 임상검체 및 국내 아프리카돼지열병바이러)

스를 이용하여 국제표준으로 사용하고 있는 제품을 이용하여 유효성 검증함.

농림축산검역본부에 임상시험계획서 승인 후 품목허가 임상시험 진행하여 제품등록을 실  - 

시하고자 함.

사업화를 위해 원재료 관리 제품화 생산 정도관리 판매대리점 등 생산 및 사업화를  , , , ○ 

위한 준비하여 본 사업화 과제를 통해 품목허가 승인 후 사업화 진행 예정.



마 아프리카돼지열병 백신 시제품 실용화. 

아프리카돼지열병에 대한 재조합융합항원과 면역보조제를 이용한 서브유닛 백신과 세포 ○ 

면역을 유도하는 플라스미드 백신을 개발하였고 또한 시제품을 제작하여 제품의 일DNA , 

반적인 특성 및 안전성을 평가하였음.

제작된 아프리카돼지열병백신 시제품을 이용하여 목적동물인 돼지에 접종하여 백신의 안  - 

전성 및 면역반응을 평가하여 세포면역을 잘 유도함을 확인하였음

러시아의 국제적인 관계로 인하여 러시아   - Federal Research Center of Virology & 

바이러스 및 미생물 연방 연구소 를 통한 공격접종을 통한 방어실험을 수Microbiology ( )

행하기 어려웠음 공격접종을 통한 백신시제품의 방어능을 평가하기 위하여 현재 농림축. 

산검역본부에서 진행하고 있는 아프리카돼지열병바이러스 전용 등급 동물실이 설립되면3 , 

검출역본부와 협의하여 추진하고자 함.

아프리카돼지열병바이스백신에 대한 가이드라인이 확립되지 않았지만 최근 농림축산검  - , 

역본부에서 수행한 아프리카돼지열병에 대한 백신가이드라인 용역과제 내용을 따라 품목

허가를 위한 시험을 실시하고자 함.

생산 계획(2) 

중소기업벤처부 지원 사업을 통해 아프리카돼지열병 신속진단 키트 및 아프리카돼지열병  - 

키트 상품의 생산   real-time PCR 

해외시장 진출 계획(3) 

러시아 국립수의과학연구소와 본 연구에서 제품화한 아프리카돼지열병 신속 진단 키트  - 

및 아프리카돼지열병 키트 유용성 분석 결과 공유를 통해 해외시장 내에real-time PCR 

서 신뢰성 확인

중국 시장 진출 계획∎

가 시장 분석 ( ) 

중국은 정부주도로 산학과 연계해서 진단키트 개발과 차단방역을 진행 중이나 현지 검사  - 

물량에 대한 진단키트 공급율이 약 에 불과하기 때문에 진단키트에 대한 수요가 높10%

음.

아프리카돼지열병 발병과 미중 무역 분쟁으로 돼지고기 공급량이 급감하여 돼지고기 시 - 

장 가격 폭등 등 돼지고기 수급의 사회적 문제가 발생하고 있어 수급안정화를 위해 

사육시설에 비해 기업형 대량 사육시설에 대한 차단방역에 역량을 집중하고 있Backyard 

음.

중국 내 진단키트 공급율이 낮아 대량 검사 시스템과 항체진단을 통한 폐사 전 사전 방 - 

역검사 수요가 발생.

나 판매 및 마케팅 전략( ) 

및 중소기업진흥공단 지원 사업을 통한 시장 진입에 대한 추가정보를 확보하고 이 - KOTRA 

를 통한 마케팅 전략 수립.

수립된 마케팅 전략을 토대로 산학연공동법인의 중국현지 법인을 거점으로 현지 판매 네 - 

트워크를 활용한 시장 진입 모색.

중국의 자국 제품 사용 정책으로 현지 법인을 통한 중국제품으로 출시 방안 모색 - .

현지 법인을 통해 현지 임상연구 논문 발표로 제품 판매 명분 확보 - .

검사 자동화 도입 및 공급금액 조정을 통한 시장 친화적 마케팅 전략 수립 - .

동남아시아 시장 진출 계획○ 

가 시장 분석 ( ) 

동남아시아의 경우 고전적인 사육방식과 발병 시 차단방역 시스템 부재로 인해  - backyard 

급속도로 전파되고 있으며 인접 국가들로 지속적으로 전파가 진행되고 있음, .

예산 문제로 진단을 기초로 한 차단방역이 정상적으로 이루어지지 않고 있음 - .



중국에 비해 비교적 진입장벽이 낮아 시장 진입이 용이할 것으로 판단됨 - .

나 판매 및 마케팅 전략 ( ) 

진단이 활성화 될 수 있도록 공급금액을 현지 수준에 맞추는 가격 전략 수립 - .

사업화에 따른 기대효과(4) 

  가 매출 이익 증대. 

나 국내외 양돈 산업에서 심각한 위협이 되는 아프리카돼지열병 바이러스 감염에 신속하게 . 

대처 가능한 신속 진단키트의 원료 및 제품의 국내화 및 국제적 우위 확보

다 기술 연구 개발 과정 및 제품화 과정에서 고용 창출 유발. 

연구개발성과 활용계획표< >

구분 정량 및 정성적 성과 항목( ) 연구개발 종료 후 년 이내5

국외논문

SCIE 매년 목표치

비SCIE

계

국내논문

SCIE

비SCIE

계

특허출원

국내

국외

계

특허등록

국내 1

국외

계 1

인력양성

학사

석사

박사

계

사업화

상품출시

기술이전 1

공정개발

제품개발 시제품개발

비임상시험 실시

임상시험 실시

승인(IND )

의약품

상1

상2

상3

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용

 



주 의

이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술고도화지원사업의 연구보고 1. 

서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 가축질병

대응기술고도화지원사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 됩 

니다.
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