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1. 연구개발과제의 개요

  ■ 다양한 환경 변화에 따른 신․변종 작물 바이러스, 병해충의 증가로 생산성‧품질 저하 등 경제

     적 피해가 매우 큰 상황으로 관련 대응 체계 마련 필요

    * 원예, 식량작물 등의 바이러스 감염 피해는 연간 약 1조원 수준(식물바이러스연구회)

   ** '00년 이후 34종(병 20종, 해충 14종)이 국내 유입되어 연간 5천억원 이상 피해

 

  ■ 신·변종 바이러스 등장 및 신규․돌발 병해충 발생 증가에 따른 막대한 경제적 피해 발생

  ㅇ ’15∼’17년 3년간 전 세계적으로 국제저널에 보고된 신․변종 및 최초 보고된 바이러스는 총 

734건이며, 동 기간 국내는 70건 보고

   - 국제교역 증가, 해외 여행 확대 등 환경 변화로 기존의 연구 방식과 지원 체계로는 신․변종 

바이러스에 대응이 어려운 상황

   - 국내에 발생하는 식물 바이러스는 약 200종으로 추정되며 이 중 ’15년 이후에 신·변종 및 

국내 최초 보고 포함 약 100여종

  ㅇ 최근 감자걀쭉바이로이드, 국화줄기괴저바이러스 등이 많은 경제 작물에 발생되어 작물 폐기 등 

방제 조치로 인한 경제적 피해 지속 발생

   - 바이러스 발생시 국내 농가 피해는 물론, 국내 유입에 따른 분쟁 소지, 해당 농산물 수출 불

가 및 수입․개방 압력 등의 문제 우려

   - 농작물 바이러스병은 매년 발생하고 있음을 고려하면 동물 바이러스 병에 의한 경제적 손실

보다 피해 수준이 더욱 심각 

    * 식량, 원예작물 등에 바이러스가 감염되어 연간 최소 1조원의 피해발생 (참고 1, 2)

       수준이 더욱 심각 

    * 식량, 원예작물 등에 바이러스가 감염되어 연간 최소 1조원의 피해발생 (참고 1, 2)

<작물 바이러스․병해충 피해 사례>

‣ 감자걀쭉병(PSTVd) 
* ’08년 처음 발생, 국내 발생 

피해액 100억원 규모(’10년)

‣ 오이녹반모자이크바이러스
*’96년 발생으로 상주 관내 

보상액 100억원 이상

‣ 붉은곰팡이병
*맥류, 옥수수, 벼 등 작물에 
발생하는 심각한 병으로 수확
의 30% 감소 피해

    * 출처 : 2017 농작물 병해충 예찰 발제보고서(농진청)

  ㅇ 외래유입 해충의 경우 1900년 이후 47종의 해충이 유입되었으며, '00년 ∼'16년까지 총 14종이 

유입되는 등 유입속도 증가추세

     * 소나무재선충('88), 꽃매미('06), 선녀벌레('09), 갈색날개매미충('10), 깍지벌레류('15), 동백솜깍지벌레/

작은벌집딱정벌레('16) 등이 유입되어 21,000 ha 이상의 농업 재배지 및 산림생태계 피해 유발

  ㅇ 주요 농업 해충 피해 현황 조사 결과 갈색날개매미충, 미국선녀벌레, 꽃매미의 발생 빈도 및 
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피해 규모는 점차 증가 추세

    - 꽃매미의 경우 '09년부터 집중 방제로 포장발생 및 피해는 감소 추세였으나, '16년 전국적으로 83개 

시·군에서 발생, 전년보다 피해면적 2.2배 증가

     *  꽃매미의 포도 가해에 대한 직·간접 피해액은 246억~979억 원으로 추정

         (2017 농작물 병해충 예찰 발제보고서(농진청))

 ㅇ 고위험성 식물병해충 발생 증가에 따른 국가 간 무역(수출) 감소 

    - 기후변화, 교역 확대 등으로 인해 외래 신규 병해충 유입 및 피해가 증가하고 있으며, 고

위험 병해충 발생에 따른 검역 수요 및 국내 농산물 수출 감소에 지속적 영향을 미치고 

있는 상황

    - 과수화상병 발생으로 사과 등에 대해 일본․호주는 수입금지조치, 대만은 무감염 증명서 

발급 농산물에 대한 조건부 수입 조치 발령

  ㅇ 또한, 국가간 교역 확대에 따라 검역수요가 지속적으로 증가하는 상황에서 작물 바이러스의 

해외 유입가능성이 상존하는 상황

     * (수입검역 건수) ’00년 7,594천건 → ’17년 9,917천건(30.6% 증가)

  ㅇ 식량안보와 안전한 농산물 생산을 위해 작물보호 기술개발에 국가 주도의 지속적이며 체

계적인 지원 필요

  ㅇ 작물보호연구는 기초 학문으로 연구 성과가 서서히 나타나고 기본적으로 식량 안전 생산, 국

민 먹거리 제공을 위해 국가 주도의 추진 필요

   - 국가별 바이러스 데이터베이스 구축 및 관련 연구가 활발하게 추진 중이며, 우리나라 또한 

예방 및 관리를 위한 빅데이터 구축 필요 

   - 현황조사, 진단, 방제, 바이러스 등 작물 바이러스의 예방 및 관리 전주기에 체계적인 기술개

발을 추진하여 관리체계 구축 필요  

  ㅇ 작물 질병 문제는 농산업 생산성 제고를 위해 시급한 해결과제이나 이를 극복하기 위한 민간 역량

이 부족하여 정부 주도의 지원 필요 

    - 주요 작물병해충 확산으로 농산업 현장에 많은 피해를 주고 있으나 민간의 관련 대응 기

술 역량 부족 

  ㅇ 작물바이러스 및 병해충 대응 기술 작물보호제 개발 등 관련 핵심기술 역량 확보로 관련 산업 

활성화 및 농가소득 증대에 기여

  ㅇ 현장진단용 등온유전자증폭 RPA 진단키트 개발을 위한 유전자 확보 및 간편 현장 진단용 
     기기를 이용한 진단시스템 개발

  ㅇ 핵심소재 및 기술의 국산화로 진단키트 생산 비용 절감에 따른 저가의 진단키트 보급 확대

  ㅇ 현장사용이 가능한 Recombinase Polymerase Amplification (RPA) 분자 진단키트개발
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

 

 1) 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 

  ◯ 국내외 작물별 식물바이러스 유전자 정보 확보

  ◯ 획득한 유전정보를 바탕으로 타겟 유전자들에 대한 인공 RNA합성

  ◯ 각 유전자원들의 RPA 진단용 후보 프라이머와 프로브들 제작

  ◯ 최적의 반응을 보이는 프라이머 프로브 세트 선별

  ◯ Real time PCR 머신과 T8 ISO UV scanner에 사용 가능한 정밀 진단을 위한 RPA real time  

  detection kit 시제품 제작 (TwistDx, Exo liquid kit)

  ◯ Lateral flow detector를 이용한 RPA-LFD detection kit 시제품 제작 (TwistDx, nfo kit)

  ◯ 사이버그린을 이용한 end point 결과 분석용 RPA end point detection kit 시제품 제작 

     (TwistDx, Basic liquid kit)

  ◯ 인공 합성한 바이러스 RNA와 야외 식물바이러스들을 대상으로 한 진단검사 유용성 평가  

  2) 공동연구기관-강원대

  ◯ 진단 대상 식물바이러스 수집, 바이러스 핵산 분리 및 보관

  ◯ In vitro RNA, 온실 수준 및 농가포장시료에 대한 진단검사 및 유용성 평가

  ◯ RPA 바이러스 진단제의 진단 능력 평가 및 임상 시험을 위한 바이러스 확보 

  ◯ Lateral flow detector를 이용한 RPA-LFD detection kit에 대한 민감도와 특이도 평가 시험

  

  3) 위탁연구기관-전남대

  ◯ 과수(감귤, 포도) 피해 바이러스 CTV, GFkV 국내외 분리주 염기서열 확보 및 분석

  ◯ CTV, GFkV 검출 특이적 Probe 제작 및 진단 테스트  

  ◯ End point detection kit 개발

3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 정성적 연구개발성과

■ 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 연구결과

1. Lily mottle virus (LMoV) - RPA probe 진단제 개발



- 4 -

<그림 1-1> Genetic map and Symptom of Lily mottle virus (LMoV)

(https://en.wikipedia.org/wiki/Lily_mottle_virus). 

  1) LMoV의 coat protein gene (18건)에 대한  유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인

<그림 1-2> Comparison the homology of 18 cases of LMoV-CP genes. 
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<그림 1-3> Phylogenic tree of 18 cases of LMoV-CP genes. 

<그림 1-4> Region of primer and probe of LMoV-CP genes. 
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<그림 1-5> Candidate of primer and probe set of LMoV2-CP genes.

  ◯ LMoV isolates 18건에 대한 유전자를 분석한 결과, 3개의 그룹으로 나뉘었다 (그림 1-2, 

3). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 3’쪽으로 여러개의 프라이머와 

프로브 세트가 생성되었고, 중앙에 하나의 프라이머 프로브 세트 (빨간색 점선 박스)가 생

성되어 이를 선정하여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; 

LMoV2-250F, LMoV2-445P, LMoV2-553R)의 특성을 평가하였다 (그림 1-4, 5).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 다른 3종의 가지의 관련 바이러스들, Lily symptomless virus 

(LSV), Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV), Bean yellow mosaic virus (BYMV)와 교차

반응을 조사한 결과, LMoV에만 잘 반응하였다 (그림 1-6).

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수

와는 반응이 없었다 (그림 1-6).

   

LMoV2 - Primer and Probe

1. LMoV2-250 F: 

      5’-GACCAXXXXAGATATTXXXXAAATACAAGGTCAA-3’

2. LMoV2-445P: 

      5’-AGATCXXXAAGTTGXXXTCCTTTACGTCC[FAM-dT]A[THF]AC

        [BHQ1-dT]TGAAXXXXXAAAACC-3’Spacer C

3. LMoV2-553R: 

      5’-CTAAATTXXXXGCTTCTCAXXXTAAGCTTCAGC-3’
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<그림 1-6> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of LMoV with several viruses.

 ◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까

지 단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 

1-7). 

<그림 1-7> LoD (ng/ul) of RT-RPA reaction with LMoV primer and probe set.

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 1000 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-8).

<그림 1-8> LoD (copies/ul) of RT-RPA reaction with LMoV primer and probe set.
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<그림 1-9> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of LMoV with several bacteria.

◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 LMoV2 primer와 probe 세트가 반응을 하지 않

아 100%의 특이도를 보였다 (그림1-9).

◯ 이상의 결과로 RT-RPA LMoV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-10, 11).

◯ 엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 올려서 시판을 시작하였다 (그림 1-12).
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<그림 1-10> LMoV ER Detection kit.
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<그림 1-11> Insert of LMoV ER Detection kit.
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<그림 1-12> LMoV ER Detection kit in LCM science Homepage.
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■ LMoV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-13> RT-RPA nfo primer probe set of LMoV.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT LMoV primer & probe set를 응용하여 PCRD를 이용한 육안 

결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-13).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분간 반응시킨 후 

PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다 (그림 1-14).

◯ 4가지의 관련바이러스중에서 LMoV와만 반응을 하였다 (그림 1-14).

◯ 검출한계는 0.1 pg, 1000 copies/ul 까지 가능하였다 (그림 1-15, 16).

<그림 1-14> RT-RPA nfo reaction with LMoV primer and probe set.
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<그림 1-15> LoD (ng/ul) of RT-RPA nfo reaction with LMoV primer and probe set.

<그림 1-16> LoD (copies/ul) of RT-RPA nfo reaction with LMoV primer and probe set.
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■ LMoV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-17> LMoV RT-RPA end point detection kit according to the reaction time. 

<그림 1-18> Limitation of detection (LoD, ng/ul)LMoV RT-RPA end point detection kit. 

  ◯ 사이버그린을 이용한 LMoV end point detection kit는 반응 후 10분부터 음성과 양성을 구

별할 수 있었다 (그림 1-17).

  ◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까

지 단계적 희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 0.01 ng까지 검출이 되었다 (그림 

1-18). 

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 100 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-19). 
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  ◯ 4가지 관련바이러스 (Lily symtomless virus, Bean yellow mosaic virus, Plantago 

asiatica mosaic virus)와 RPA 반응을 시켜본 결과 LMoV와만 잘 반응하였다 (그림 1-20). 

<그림 1-19> Limitation of detection (LoD, ng/ul)LMoV RT-RPA end point detection kit. 

<그림 1-20> RPA reaction of LMoV RT-RPA end point detection kit with several viruses. 
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2. Lily symptomless virus (LSV) - RPA probe 진단제 개발

   LSV는 길이 640nm, 직경 17-18nm의 사상 바이러스 입자를 포함합니다. LSV의 게놈 RNA는 8,394

개의 뉴클레오티드(폴리(A) 테일 제외)로 구성되어 있으며 Mr 220 kDa(1,948 aa), 25 kDa(228 

aa), 12 kDa( 106 aa), 7 kDa(64 aa), 32 kDa(291 aa) 및 16 kDa(140 aa)는 각각 5'에서 3' 말단

에서 단일 가닥, 단일 가닥 및 센스 RNA 분자로 구성됩니다. ORF5(7140-8015nts)는 291aa의 CP

를 암호화하고 LSV의 게놈 RNA는 32kDa의 Mr을 갖는 단일 유형의 CP에 의해 캡슐화됩니다. 

carlavius 그룹의 3' 말단은 폴리(A) 테일과 연결되어 있습니다.
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<그림 1-21> Homology distance of 6 cases of LSV isolates.

<그림 1-22> Phylogenic tree of 7 cases of LSV isolates.

<그림 1-23> Region of RPA exo primer and probe set candidates of 6 cases of LSV isolates.
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<그림 1-24> RPA exo primer and probe set of 7 cases of LSV isolates.

<그림 1-25> Limitation of Detection (ng/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of 

LSV.
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<그림 1-26> Limitation of Detection (copies/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer probe set 

of LSV.
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<그림 1-27> RT-RPA exo reaction of LSV primer and probe set with several viruses.
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<그림 1-28> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of LSV with several bacteria.
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◯ LSV isolates 7건에 대한 유전자를 분석한 결과, 분리주간 동질성이 85% 이상인 것으로 관찰

되었으나,  LC004126.1변이주를 제외하면 분리주간 동질성은 96% 이상이었다 (그림 1-21, 

22). 

◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 3’쪽에서 프라이머와 프로브 세트

가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였다. 이 프라이

머와 프로브 (Primer probe set; LSV-5706F, LSV-5839P, LSV-5913R)의 특성을 평가하였다 

(그림 1-23, 24).

◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까지 

단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 1-25). 

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 100 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-26).

◯ RPA Exo kit를 사용하여 다른 3종의 관련 바이러스들, Lily mottle virus (LMoV), Plantago 

asiatica mosaic virus (PIAMV), Bean yellow mosaic virus (BYMV)와 교차반응을 조사한 결

과, LSV에만 잘 반응하였다 (그림 1-27). 

◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수와

는 반응이 없었다 (그림 1-27).

◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 LSV primer와 probe 세트가 반응을 하지 않아 

100%의 특이도를 보였다 (그림1-28).

◯ 이상의 결과를 바탕으로 RT-RPA LSV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-29, 

30).

◯ 엘씨엠싸이언스 홈페이지에 등록하여 시판을 실시하였다 (그림 1-31).

  

<그림 1-29> LSV ER detection kit.
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<그림 1-30> Insert of LSV ER detection kit.
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<그림 1-31> LSV ER Detection kit in LCM science Homepage.



- 28 -

■ LSV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-32> RT-RPA nfo primer probe set of LSV.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT LSV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육안 

결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-32).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분간 반응시킨 후 

PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯  RPA nfo kit를 사용하여 다른 3종의 관련 바이러스들, Lily mottle virus (LMoV), Plantago 

asiatica mosaic virus (PIAMV), Bean yellow mosaic virus (BYMV)와 교차반응을 조사한 결

과, LSV가 혼합감염된 실험군에만 잘 반응하였다 (그림 1-33). 

◯ 검출한계는 0.1 pg, 100 copies/ul 까지 가능하였다 (그림 1-34, 35).

<그림 1-33> RT-RPA nfo reaction of LSV primer and probe set with several viruses.
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<그림 1-34> LoD (copies/ul) of RT-RPA nfo reaction with LSV primer and probe set.

<그림 1-35> LoD (ng/ul) of RT-RPA nfo reaction with LSV primer and probe set.
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■ LSV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-36> RT-RPA end point detection reaction of LSV primer set according to the time. 

<그림 1-37> LoD (ng/ul) of LSV RT-RPA end point detection kit. 
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<그림 1-38> LoD (copies/ul) of LSV RT-RPA end point detection kit. 

<그림 1-39> RT-RPA end point detection reaction of LSV primer set with several viruses.

  ◯ 사이버그린을 이용한 LSV end point detection kit는 반응 후 5분부터 음성과 양성을 구별

할 수 있었다 (그림 1-36).

  ◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까

지 단계적 희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 1 pg까지 검출이 되었다 (그림 1-37). 
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  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 100 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-38). 

  ◯ 4가지 관련바이러스 (Lily symtomless virus, Bean yellow mosaic virus, Plantago 

asiatica mosaic virus)와 RPA 반응을 시켜본 결과 LSV 감염된 샘플과 잘 반응하였다 (그림 

1-39).

3. Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV) - RPA probe 진단제 개발

   ◯ Plantago asiatica mosaic virus(PlAMV)는 길이가 약 490~530nm, 너비가 10~15nm인 유연한 

비리온을 가지고 있습니다. PlAMV의 게놈은 약 6.13kb의 단일 가닥 포지티브 센스 RNA로 구성됩

니다. 여기에는 추정 바이러스 중합효소(RdRp), 이동 단백질(삼중 유전자 블록 단백질, 

TGBp1-3) 및 외피 단백질(CP)을 각각 인코딩하는 5개의 open reading frame (ORF 1-5)이 포함되

어 있습니다.

   ◯ PlAMV는 매우 넓은 숙주 범위를 가지며 Plantago asiatica, Nandina domestica, Rehmannia 

glutinosa 및 기타 잡초 식물을 포함한 다양한 야생 식물에서 분리되었습니다. 실험적으로 

PlAMV는 Nicotiana benthamiana 및 Arabidopsis thaliana를 포함한 많은 식물 종을 감염시킬 수 

있습니다. 또한 장식용 백합을 감염시키고 종종 심한 괴사 증상을 유발합니다. 그러나 숙주 범

위는 종 내에서 상당한 생물학적 다양성을 나타내는 분리주에 따라 다릅니다.

   ◯ PlAMV는 계통발생학적 분석을 기반으로 5개의 클레이드로 분리될 수 있습니다. 뉴클레오타

이드 정체성은 다른 클레이드의 분리주 사이에서 상당히 낮습니다.

   ◯ PlAMV는 생물학적 벡터에 의해 전파되는 것으로 보고되지 않았습니다. PlAMV의 비리온은 매

우 안정적이며 기계적 접촉에 의해 효율적으로 전파될 수 있습니다.

    (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9452766/)

<그림 1-40> Homology distance of 21 cases of PIAMV isolates.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9452766/
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<그림 1-41> Phylogenic tree of 21 cases of PIAMV isolates.

<그림 1-42> Region of RPA exo primer and probe set candidates of 21 cases of PIAMV isolates.
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<그림 1-43> RPA exo primer and probe set of 21 cases of PIAMV isolates.
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<그림 1-44>  Limitation of Detection (ng/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of 

PIAMV.
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<그림 1-45>  Limitation of Detection (copies/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer and 

probe set of PIAMV.
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<그림 1-46> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of PIAMV with several bacteria.
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<그림 1-47> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of PIAMV with several viruses.

◯ PIAMV isolates 21건에 대한 유전자를 분석한 결과, 크게 세 개의 그룹으로 나누어지고 있었

으나 분리주 간에 크게는 25%이상의 변이가 관찰되었다 (그림 1-41, 42). 

◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 3’쪽에서 프라이머와 프로브 세트

가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였다. 이 프라이

머와 프로브 (Primer probe set; PIAMV-4195F, PIAMV-4229P, PIAMV-4304R)의 특성을 평가하

였다 (그림 1-43).

◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까지 

단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 1-44). 

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 1 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-45).

◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 PIAMV primer와 probe 세트가 반응을 하지 않

아 100%의 특이도를 보였다 (그림1-46).

◯ RPA Exo kit를 사용하여 다른 3종의 관련 바이러스들, Lily mottle virus (LMoV), Lily 

symptomless virus (LSV), Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV), Bean yellow mosaic 

virus (BYMV)와 교차반응을 조사한 결과, PIAMV에만 잘 반응하였다 (그림 1-47). 

◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수와

는 반응이 없었다 (그림 1-47).

◯ 이상의 결과로 RT-RPA PIAMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-48, 49).

◯ 엘씨엠싸이언스 홈페이지에 등록하여 시판을 실시하였다 (그림 1-50).
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<그림 1-48> PIAMV ER detection kit.
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<그림 1-49> Insert of PIAMV ER detection kit.
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<그림 1-50> PIAMV ER Detection kit in LCM science Homepage.
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■ PIAMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

            <그림 1-51> RT-RPA nfo primer probe set of PIAMV.

<그림 1-52> PIAMV RT-RPA nfo reaction with several related viruses.
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<그림 1-53> LoD (ng/ul) of RT-RPA nfo reaction with PIAMV primer and probe set.

<그림 1-54> LoD (copies/ul) of RT-RPA nfo reaction with PIAMV primer and probe set.
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◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT PIAMV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육

안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-51).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분간 반응시킨 후 

PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ RPA nfo kit를 사용하여 다른 관련 바이러스들, Lily mottle virus (LMoV), Lily 

symptomless virus (LSV), Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV), Bean yellow mosaic 

virus (BYMV)와 교차반응을 조사한 결과, PIAMV에 감염된 샘플에 잘 반응하였다 (그림 

1-52). 

◯ 검출한계는 0.01 pg, 100 copies/ul까지 가능하였다 (그림 1-53, 54).

■ PIAMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-55> RT-RPA end point detection reaction of PIAMV primer set according to the time. 
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<그림 1-56> LoD (ng/ul) of PIAMV RT-RPA end point detection kit. 

<그림 1-57> LoD (copies/ul) of PIAMV RT-RPA end point detection kit. 
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<그림 1-58> RT-RPA end point detection reaction of PIAMV primer set with several viruses.

  ◯ 사이버그린을 이용한 PIAMV end point detection kit는 반응 후 5분부터 음성과 양성을 구

별할 수 있었다 (그림 1-55).

  ◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까

지 단계적 희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 1 pg까지 검출이 되었다 (그림 1-56). 

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 100 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-57). 

  ◯ 4가지 관련바이러스 (Lily symtomless virus, Bean yellow mosaic virus, Plantago 

asiatica mosaic virus)와 RPA 반응을 시켜본 결과 PIAMV 감염된 샘플과 잘 반응하였다 (그

림 1-58).

4. Bean yellow mosaic virus (BYMV) - RPA probe 진단제 개발

   ◯ 콩황색모자이크바이러스는 Potyvirus속과 Potyviridae과에 속하는 식물병원성 바이러스이

다. Potyvirus 속의 다른 구성원과 마찬가지로 단일 바이러스 암호화 단백질을 위해 만들어진 

캡시드로 둘러싸인 포지티브 센스, 단일 가닥 RNA의 단일 가닥입니다. 바이러스는 길이가 약 

750nm인 실 모양의 입자입니다. 이 바이러스는 진딧물 종과 기계적 접종에 의해 전염됩니다.
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   ◯ 콩 황색 모자이크 바이러스로 여겨지는 모자이크 질병은 1900년대 초 미국 북동부에서 정원 

완두콩(Pisum sativum)을 감염시키는 것으로 처음 보고되었습니다. 현재 이 바이러스는 전 세

계적으로 확산된 것으로 추정됩니다.

   ◯ 완두콩 외에도 이 바이러스는 녹두(Phaseolus vulgaris),땅콩(Arachis hypogaea), 대두

(Glycine max), 파바콩(Vicia faba), 여러 종을 포함한 많은 다른 콩류(Fabaceae과)를 감염시

키는 것으로 알려져 있습니다. 클로버(Trifolium hybridum, T. vesiculosum, T. incarnatum, 

T. pratense, T. repens, T. subterraneum), 알팔파(Medicago sativa), vetch(Vicia sativa), 

루핀(Lupinus luteus), 검은 메뚜기 (Robinia pseudoacacia), 호로파(Trigonella 

foenum-graecum) 및 Crotalaria spectabilis 등도 감염시킵니다.

   ◯ 또한 Gladiolus sp., Fressia sp., 아편 양귀비(Papaver somniferum), Canna spp.를 포함하

여 콩과가 아닌 여러 식물을 감염시키는 것으로 알려져 있습니다. 

   ◯ 식물의 증상으로는 모자이크, 잎 기형 및 잎 반점이 있습니다. 이 바이러스는 두 종류의 

바이러스 내포물, 즉 적층 응집체와 핵 내포물을 만듭니다 

(https://en.wikipedia.org/wiki/Bean_yellow_mosaic_virus).

<그림 1-59> Homology distance of 15 cases of BYMV isolates.

<그림 1-60> Phylogenic tree of 15 cases of BYMV isolates.
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<그림 1-61> Region of RPA exo primer and probe set candidates of 15 cases of BYMV isolates.

<그림 1-62> RPA exo primer and probe set of 15 cases of BYMV isolates.
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<그림 1-63>  Limitation of Detection (ng/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of 

BYMV.
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<그림 1-64>  Limitation of Detection (copies/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer and 

probe set of BYMV.
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<그림 1-65> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of BYMV with several bacteria.
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<그림 1-66> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of BYMV with several viruses.

◯ BYMV isolates 15건에 대한 유전자를 분석한 결과, 크게 세 개의 그룹으로 나누어지고 있었으

나 분리주 간에 크게는 27.5%까지의 변이가 관찰되었다 (그림 1-59, 60). 

◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 3’쪽에서 프라이머와 프로브 세트

가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였다. 이 프라이

머와 프로브 (Primer probe set; BYMV-9376F, BYMV-9412P, BYMV-9498R)의 특성을 평가하였

다 (그림 1-61, 62).

◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까지 

단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 1-63). 

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 1 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-64).

◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 BYMV primer와 probe 세트가 반응을 하지 않아 

100%의 특이도를 보였다 (그림1-65).

◯ RPA Exo kit를 사용하여 다른 3종의 관련 바이러스들, Lily mottle virus (LMoV), Lily 

symptomless virus (LSV), Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV), Bean yellow mosaic 

virus (BYMV)와 교차반응을 조사한 결과, BYMV에 감염된 샘플에 잘 반응하였다 (그림 

1-66). 

◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수와

는 반응이 없었다 (그림 1-66).

◯ 이상의 결과로 RT-RPA BYMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-67, 68).

◯ 엘씨엠싸이언스 홈페이지에 등록하여 시판을 실시하였다 (그림 1-69).
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<그림 1-67> BYMV ER detection kit.
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<그림 1-68> Insert of BYMV ER detection kit.
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<그림 1-69> BYMV ER Detection kit in LCM science Homepage.
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■ BYMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

            <그림 1-70> RT-RPA nfo primer probe set of BYMV.

<그림 1-71> BYMV RT-RPA nfo reaction with several related viruses.
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<그림 1-72> LoD (ng/ul) of RT-RPA nfo reaction with BYMV primer and probe set.

<그림 1-73> LoD (copies/ul) of RT-RPA nfo reaction with BYMV primer and probe set.



- 61 -

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT BYMV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육안 

결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-70).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분간 반응시킨 후 

PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ RPA nfo kit를 사용하여 다른 관련 바이러스들, Lily mottle virus (LMoV), Lily 

symptomless virus (LSV), Plantago asiatica mosaic virus (PIAMV), Bean yellow mosaic 

virus (BYMV)와 교차반응을 조사한 결과, BYMV에 감염된 샘플에 잘 반응하였다 (그림 

1-71). 

◯ 검출한계는 1 pg, 1000 copies/ul까지 가능하였다 (그림 1-72, 73).

■ BYMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-74> RT-RPA end point detection reaction of BYMV primer set according to the time. 
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<그림 1-75> LoD (ng/ul) of BYMV RT-RPA end point detection kit. 

<그림 1-76> LoD (copies/ul) of BYMV RT-RPA end point detection kit. 
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<그림 1-77> RT-RPA end point detection reaction of BYMV primer set with several viruses.

  ◯ 사이버그린을 이용한 BYMV end point detection kit는 반응 후 5분부터 음성과 양성을 구

별할 수 있었다 (그림 1-74).

  ◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까

지 단계적 희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 1 pg까지 검출이 되었다 (그림 1-75). 

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 1 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-76). 

  ◯ 4가지 관련바이러스 (Lily symtomless virus, Bean yellow mosaic virus, Plantago 

asiatica mosaic virus)와 RPA 반응을 시켜본 결과 BYMV 감염된 샘플과 잘 반응하였다 (그림 

1-77).

5. Citrus tristeza virus (CTV) - RPA probe 진단제 개발

   ◯ Citrus tristeza 바이러스(CTV)는 이름을 딴 식물 속인 Citrus에 가장 경제적으로 피해를 주

는 질병을 일으키는 Closterovirus 속의 바이러스 종입니다. 이 질병으로 인해 전 세계 수백만 
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그루의 감귤 나무가 죽었으며 수백만 그루가 생산에 쓸모 없게 되었습니다. 브라질과 다른 남미 

국가의 농부들은 1930년대에 이 질병으로 인한 황폐화를 언급하면서 포르투갈어와 스페인어로 

슬픔을 의미하는 "tristeza"라는 이름을 붙였습니다. 이 바이러스는 갈색 감귤류 진딧물에 의

해 가장 효율적으로 전염됩니다.

   ◯ CTV는 길이가 2000nm이고 직경이 12nm인 유연한 로드 바이러스입니다. CTV 게놈은 일반적으

로 길이가 19.2~19.3kb 사이이며 두 가지 유형의 캡시드 단백질로 둘러싸인 (+)-센스 RNA의 단

일 가닥으로 구성됩니다. 게놈의 크기는 CTV를 알려진 가장 큰 RNA 바이러스 중 하나로 만듭니

다. CTV 게놈은 적어도 17개의 단백질을 암호화할 수 있는 12개의 ORF를 포함합니다.

   ◯ CTV는 숙주의 체관부 조직에 한정된 바이러스입니다. 그것은 수액을 추출하기 위해 체관부를 

관통하는 벡터에 의해 반영구적으로 전파되며, 대부분은 작물에 서식하는 진딧물 종입니다. 갈

색 감귤류 진딧물은 감귤류에 서식하는 다른 진딧물보다 바이러스를 옮기는 데 훨씬 효율적입니

다. 플로리다에서는 1995년 이전에 갈색 감귤 진딧물이 도입되기 전에 주에서 발견된 가장 효율

적인 벡터인 Aphis gossypii보다 6~25배 더 효율적인 것으로 나타났습니다. 이 효율성은 좁은 

숙주 범위에 의해 향상됩니다. 갈색 감귤 진딧물과 새로운 성장을 식민지화하기 위해 날개 달린 

형태를 만드는 경향. A. gossypii는 플로리다에 있는 수백 종의 식물을 포함하여 훨씬 더 넓은 

숙주 범위를 가지고 있으며 다른 숙주를 먹을 때 바이러스의 전파가 차단됩니다.

   ◯ CTV는 경제적으로 가장 중요하고 감귤 나무에 피해를 주는 바이러스입니다. 신 오렌지 대목

이 있는 나무를 죽일 뿐만 아니라 일반 감귤 나무의 줄기에 구멍을 내서 빠르게 퍼질 수 있고 

피해를 입힐 수 있습니다. 1910년 이후 남아프리카, 1970년 이후 아르헨티나(1000만)와 브라질

(600만), 1950년 이후 미국(300만)을 중심으로 전 세계적으로 8000만 그루 이상의 나무를 죽였

다. 중앙 아메리카와 미국에서는 그 영향이 극적으로 증가했습니다. 스페인에서는 4천만 그루

가 넘는 스위트 오렌지와 만다린 나무의 생산량이 점진적으로 감소했습니다

   (https://en.wikipedia.org/wiki/Citrus_tristeza_virus).

   

<그림 1-78> Homology distance of 36 cases of CTV isolates.
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<그림 1-79> Phylogenic tree of 36 cases of CTV isolates.

<그림 1-80> Region of RPA exo primer and probe set candidates of 36 cases of CTV isolates.
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<그림 1-81> RPA exo primer and probe set of 36 cases of CTV isolates.
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<그림 1-82> Limitation of Detection (ng/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer and probe set 

of CTV.
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<그림 1-83> Limitation of Detection (copies/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer and probe 

set of CTV.
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<그림 1-84> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of CTV with several bacteria.
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<그림 1-85> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of CTV with field samples.
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Table 1. RPA Exo-RT reaction of CTV infected field samples.

◯ CTV isolates 15건에 대한 유전자를 분석한 결과, 크게 네 개의 그룹으로 나누어지고 있었으

나 분리주 간에 크게는 11%까지의 변이가 관찰되었다 (그림 1-78, 79). 

◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 3’쪽에서 프라이머와 프로브 세트

가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였다. 이 프라이

머와 프로브 (Primer probe set; CTV-40F, CTV-200P, CTV-315R)의 특성을 평가하였다 (그림 

1-80, 81).

◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까지 

단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 1-82). 

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 100 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-83).

◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 CTV primer와 probe 세트가 반응을 하지 않아 

100%의 특이도를 보였다 (그림1-84).

◯ RT-RPA CTV detection kit의 민감도를 알아보기 위하여 30개의 샘플을 준비하여 RT-PCR를 수

행한 결과, 27건이 양성이었고 3건이 음성이었다. 3건의 음성 샘플은 RT-RPA CTV detection 

kit에서도 음성으로 판정되었다. RT-RPA CTV detection kit는 27건의 RT-PCR 양성 샘플에 

대하여서는 25건이 양성이었다. 그러므로 RT-RPA CTV detection kit의 민감도는 92.6% 

(25/27)였다 (그림 1-85, Table 1).

◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수와

는 반응이 없었다 (그림 1-85).
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◯ 이상의 결과로 RT-RPA CTV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-86, 87).

◯ 엘씨엠싸이언스 홈페이지에 등록하여 시판을 실시하였다 (그림 1-88).

<그림 1-86> CTV ER detection kit.
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<그림 1-87> Insert of CTV ER detection kit.
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<그림 1-88> CTV ER Detection kit in LCM science Homepage.
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■ CTV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

            <그림 1-89> RT-RPA nfo primer probe set of CTV.

<그림 1-90> CTV RT-RPA nfo reaction with filed samples.
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<그림 1-91> LoD (ng/ul) of RT-RPA nfo reaction with CTV primer and probe set.

<그림 1-92> LoD (copies/ul) of RT-RPA nfo reaction with CTV primer and probe set.
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◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT BYMV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육안 

결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-89).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분간 반응시킨 후 

PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다 (그림 1-90).

◯ RPA nfo kit를 사용하여 field에서 수집한 샘플을 이용하여 RNA를 분리한 후 CTV nfo primer 

probe와 반응을 시켜서 RT-PCR결과와 비교해 본 결과 감염된 샘플과 잘 반응하였다 (그림 

1-90). 

◯ 검출한계는 0.01 pg, 100 copies/ul까지 가능하였다 (그림 1-91, 92).

■ CTV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-93> RT-RPA end point detection reaction of CTV primer set according to the time. 
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<그림 1-94> LoD (ng/ul) of CTV RT-RPA end point detection kit. 

<그림 1-95> LoD (copies/ul) of CTV RT-RPA end point detection kit. 
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<그림 1-96> RT-RPA end point detection reaction of CTV primer set with field samples-I.

<그림 1-97> RT-RPA end point detection reaction of CTV primer set with field samples-II.
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<그림 1-98> RT-RPA end point detection reaction of CTV primer set with field samples-III.

<그림 1-99> RT-RPA end point detection reaction of CTV primer set with field samples-IV.
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<그림 1-100> RT-RPA end point detection reaction of CTV primer set with field samples-V.
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Table 2. RPA end point detection reaction of CTV infected field samples

  ◯ 사이버그린을 이용한 CTV end point detection kit는 반응 후 5분부터 음성과 양성을 구별

할 수 있었다 (그림 1-93).

  ◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까

지 단계적 희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 

1-94). 

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시킨 결과, 1000 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-95).

  ◯ RT-RPA CTV end point detection kit의 민감도를 알아보기 위하여 30개의 샘플을 준비하여 

RT-PCR를 수행한 결과, 27건이 양성이었고 3건이 음성이었다. 3건의 음성 샘플은 RT-RPA 

CTV end point detection kit에서 양성으로 판정되었다. RT-RPA CTV end point detection 

kit는 27건의 RT-PCR 양성 샘플에 대하여서는 16건이 양성이었다. 그러므로 RT-RPA CTV 

detection kit의 민감도는 59.3% (16/27)였다 (그림 1-96, 97, 98, 99, 100, Table 2).

  ◯ RT-RPA CTV end point detection kit는 특이도와 민감도가 낮아서 현장에서 사용하기에는 

부적당한 것으로 사료된다. 
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6. Grapevine fleck virus (GFkV) - RPA probe 진단제 개발

   

◯ 포도덩굴 반점 바이러스(GFkV), 포도나무 레드 글로브 바이러스(GRGV), 포도나무 루페스트리스 

정맥 깃털 바이러스(GRVFV), 포도나무 소행성 모자이크 관련 바이러스(GAMaV) 및 포도나무 시

라 바이러스 1(GSyV-1)은 진화적으로 관련된 그룹입니다. 형태학적, 물리화학적, 분자적 특성

이 유사한 바이러스. GFkV는 반점병의 원인균이며 GAGV는 소행성모자이크병, GRVFV는 각각 소

행성모자이크병, GRVFV는 특정 증상에 관여하지 않는다.

◯ GSyV-1은 네 가지 바이러스와 많은 특성을 공유하지만 아직 특정 증후군과 관련이 없습니다.  

이 모든 바이러스는 체관부 제한적이고 기계적으로 전염되지 않으며 주로 감염된 전파 물질을 

통해 퍼집니다. GFkV는 어디에나 존재하는 반면 다른 바이러스는 특정 지리적 영역에서만 보고
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되었습니다. GFkV의 자연 현장 전파에 대한 확인되지 않은 보고가 거의 없음에도 불구하고 이에 

대한 벡터나 다른 바이러스는 확인되지 않았습니다.

◯ 바이러스 게놈은 6.5–7.5kb 크기의 캡핑 및 폴리아데닐화, 시토신이 풍부한 메신저 유사 RNA의 

단일 분자로 구성됩니다. 현재 분류법에 따르면, 이러한 바이러스는 Tymoviridae, 목 

Tymovirales의 Maculavirus(GFkV 및 GRGV) 및 Marafivirus(GSyV-1, GRVFV 및 GMaV) 속의 인식

되거나 추정되는 종에 속합니다.

 

   

<그림 1-101> Homology distance of 42 cases of GFkV isolates.

<그림 1-102> Phylogenic tree of 45 cases of GFkV isolates.
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<그림 1-103> Region of RPA exo primer and probe set candidates of 45 cases of GFkV isolates.

<그림 1-104> RPA exo primer and probe set of 45 cases of GFkV isolates.
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<그림 1-105>  Limitation of Detection (ng/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer and probe 

set of GFkV.
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<그림 1-106>  Limitation of Detection (copies/ul) of RPA Exo-RT reaction with primer and 

probe set of GFkV.



- 90 -



- 91 -



- 92 -

<그림 1-107> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of GFkV with field samples.

Table 3. RPA Exo-RT reaction of GFkV infected field samples
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<그림 1-108> RPA Exo-RT reaction of primer and probe set of GFkV with several bacterial 

samples.

◯ GFkV isolates 45건에 대한 유전자를 분석한 결과, 크게 네 개의 그룹으로 나누어지고 있었으

나 분리주 간에 크게는 6%까지의 변이가 관찰되었다 (그림 1-101, 102). 

◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 유전자 중간에 프라이머와 프로브 

세트가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였다. 이 프

라이머와 프로브 (Primer probe set; GFkV-191F, GFkV-237P, GFkV-352R)의 특성을 평가하였

다 (그림 1-103, 104).

◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까지 

단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 

1-105). 
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◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 10 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-106).

◯ RT-RPA CTV detection kit의 민감도를 알아보기 위하여 30개의 샘플을 준비하여 RT-PCR를 수

행한 결과, 27건이 양성이었고 3건이 음성이었다. 3건의 음성 샘플은 2건은 음성 한 건은 양

성으로 RT-RPA GFkV detection kit에서 판정되었다. RT-RPA GFkV detection kit는 27건의 

RT-PCR 양성 샘플에 대하여서는 11건이 양성이었다. 그러므로 RT-RPA GFkV detection kit의 

민감도는 40.7% (11/27)였다 (그림 1-107, Table 3).

◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수와

는 반응이 없었다 (그림 1-107).

◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 GFkV primer와 probe 세트가 반응을 하지 않아 

100%의 특이도를 보였다 (그림1-108).

◯ RT-RPA GFkV detection kit는 특이도와 LoD가 좋았지만 민감도에서 좋은 결과를 얻지 못하여 

시제품을 제작하지는 않았다.

■ GFkV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

            <그림 1-109> RT-RPA nfo primer probe set of GFkV.
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<그림 1-110> LoD (ng/ul) of RT-RPA nfo reaction with GFkV primer and probe set.

<그림 1-111> LoD (copies/ul) of RT-RPA nfo reaction with GFkV primer and probe set.
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<그림 1-112> RT-RPA nfo reaction of GFkV primer and probe set with several field samples.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT GFkV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육안 

결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-109).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분간 반응시킨 후 

PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다 (그림 1-110).

◯ 검출한계는 0.01 pg, 1 copies/ul까지 가능하였다 (그림 1-110, 111).

◯ RPA nfo kit를 사용하여 field에서 수집한 샘플을 이용하여 RNA를 분리한 후 GFkV nfo primer 

probe와 반응을 시켜서 RT-PCR결과와 비교해 본 결과 감염된 샘플과 잘 반응하였다 (그림 

1-112). 
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■ GFkV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-113> RT-RPA end point detection reaction of GFkV primer set according to the time.

 

<그림 1-114> LoD (ng/ul) of GFkV RT-RPA end point detection kit. 
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<그림 1-115> LoD (copies/ul) of GFkV RT-RPA end point detection kit. 

<그림 1-116> RT-RPA end point detection reaction of GFkV primer set with field samples-I.
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<그림 1-117> RT-RPA end point detection reaction of GFkV primer set with field samples-II.

<그림 1-118> RT-RPA end point detection reaction of GFkV primer set with field samples-III.
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<그림 1-119> RT-RPA end point detection reaction of GFkV primer set with field samples-IV.

<그림 1-120> RT-RPA end point detection reaction of GFkV primer set with field samples-V.
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Table 4. RPA end point detection reaction of GFkV infected field samples

  ◯ 사이버그린을 이용한 GFkV end point detection kit는 반응 후 10분부터 음성과 양성을 구

별할 수 있었다 (그림 1-113).

  ◯ 최소검출한계 (ng/ul)를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 10 ng 부터 0.01 pg 까

지 단계적 희석한 후 39℃에서 15분간 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 검출이 되었다 (그림 

1-114). 

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 15분간 반응시킨 결과, 105 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-115).

  ◯ RT-RPA GFkV end point detection kit의 민감도를 알아보기 위하여 30개의 샘플을 준비하

여 RT-PCR를 수행한 결과, 27건이 양성이었고 3건이 음성이었다. 3건의 음성 샘플은 RT-RPA 

GFkV end point detection kit에서 양성으로 판정되었다. RT-RPA GFkV end point detection 

kit는 27건의 RT-PCR 양성 샘플에 대하여서는 24건이 양성이었다. 그러므로 RT-RPA GFkV 

detection kit의 민감도는 88.9% (24/27)였다 (그림 1-116, 117, 118, 119, 120, Table 4).

  ◯ RT-RPA GFkV end point detection kit는 특이도와 민감도가 현장에서 스크린용으로 사용하

기에 적당할 것으로 사료된다. 
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◎ 1년차 정성적 연구개발성과

■ 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 연구결과

1. Apple stem grooving virus (ASGV) - RPA probe 진단제 개발

<그림 1-1> Genetic map, Symptom, EM of ASGV. 

  1) ASGV-CP (97건)에 대한  유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인
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<그림 1-2> Comparison the homology of 97 cases of ASGV-CP genes. 

<그림 1-3> Phylogenic tree of 97 cases of ASGV-CP genes. 

<그림 1-4> Region of primer and probe of ASGV-CP genes. 
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ASGV 175 F: TGTAAATATTTATTTGGTAATATTGCTGTTTTCGG

ASGV 615R: TTTTTCATCAGGTGTTAAACGATTCATTTTTAGAC
<그림 1-5> Candidate of primer set No.1 of ASGV-CP genes.

<그림 1-6> Result of End point detection kit with ASGV-CP primer set No.1.

  ◯ ASGV-CP 유전자 97건에 대한 유전자를 분석한 결과 5개의 sub type으로 나뉘었다. 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과 한 개의 프라이머 세트가 지정되었

고 프로브는 생성되지 안아서 프라이머 세트만 (Primer set No.1; ASGV 175F, ASGV 615R) 평

가하였다 (그림 1-4, 5).

  ◯ RPA Liquid Basic kit를 사용하여 12개의 ASGV 양성시료와 2개의 음성시료를 Primer set  

 No.1과의 반응성 여부를 확인하였다.

  ◯ RPA 반응은 37℃에서 15분간 반응시킨후 사이버그린 I을 첨가하여 HARU-2000 등온핵산증폭

기로 FAM 값을 측정하였다.

  ◯ 양성판정기준은 음성대조군 (증류수)의 FAM값의 두배로 정하였다.

  ◯ 그 결과 12개의 양성 샘플 중에서 6개만이 RPA 반응에서 양성으로 판정되었다 (그림 1-6).

  ◯ 민감도가 50% 밖에 안되어서 새로운 프라이머를 디자인하기로 하였다.

  2) ASGV full sequence (39건) 에 대한  유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인 I
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<그림 1-7> Comparison the homology of 39 cases of ASGV full sequences. 

<그림 1-8> Phylogenic tree of 39 cases of ASGV full sequences. 
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<그림 1-9> Region of primer and probe set No.2 of ASGV full sequences. 

<그림 1-10> Candidate of primer and probe set No.2 of ASGV full genes.

<그림 1-11> Result of Real time Exo RT-RPA kit with ASGV full primer probe set No.2.

ASGV Full - Primer and Probe

1. ASGV 258 F: 

   5’-CCAATATCCAAAATGATAGAAAATCATCTTTTGTA-3’

2. ASGV 351P: 

   5’- TTT TCA CTT AGA GAA AAT AAA GTT AAT AGT[FAM-dT] T [THF] C [BHQ1-dT] CAA 

      GAT GCA TTC AGT-[3’-block]

3. ASGV- 465 R: 

    5’- CACCATACCTATATTTATCTTTCCCATCAATTATG -3’
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<그림 1-12> Result of End Point RPA reaction with ASGV full primer probe set No.2.

  ◯ ASGV full sequence 39건에 대한 유전자를 분석한 결과, grouping이 전혀되지 않을 정도로 

유전자가 많이 달랐다 (그림 1-7, 8). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 여러개의 프라이머와 프로브 세

트가 생성되어 그중 한 개 (빨간색 점선 박스) 프라이머와 프로브 세트 (Primer probe set 

No. 2; ASGV 258F, ASGV 351P, ASGV 465R)를 평가하였다 (그림 1-9, 10).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 12개의 ASGV 양성시료와 2개의 음성시료를 Primer probe set   

No.2와의 반응성 여부를 확인하였다.

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰으나 전혀 반응이 없어 

프로브에 문제가 있는 것으로 판단하여 프라이머 세트만으로 다음 실험을 수행하였다 (그림 

1-11).

  ◯ RPA Liquid Basic kit를 사용하여 7개의 ASGV 양성시료와  Primer probe set No.2와의 반응

성 여부를 확인하였다.

  ◯ RPA 반응은 37℃에서 15분간 반응시킨후 사이버그린 I을 첨가하여 HARU-2000 등온핵산증폭

기로 FAM 값을 측정하였다.

  ◯ 양성판정기준은 음성대조군 (증류수)의 FAM값의 두배로 정하였다.

  ◯ 그 결과 7개의 양성 샘플이 모두 음성으로 나왔다 (그림 1-12).
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3) ASGV full sequence (39건) 에 대한  유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인 II

<그림 1-13> Region of primer and probe set No.3 of ASGV full sequences. 

<그림 1-14> Candidate of primer and probe set No.3 of ASGV full genes.

1. ASGV2-264F: 

   5’-TCCAAAATGATAGAAAATCATCTTTTGTACATATG-3’

2. ASGV2-299P: 

   5’- GTA TTC CAA GTT ATT CCA AGT CTT CTA TCT [FAM-dT] CC [THF] T 

       [BHQ1-dT] AAG TCA GTT GCC TTT -[3’-block]

3. ASGV2-387R: 

   5’- CTGAATGCATCTTGAGAAAACTATTAACTTTATTT-3’
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<그림 1-15> Result of Real time Exo RT-RPA kit with ASGV full primer probe set No.3.

<그림 1-16> Result of Real time RT-PCR with ASGV full primer probe set No.3.

  ◯ 프라이머와 프로브 세트 (Primer probe set No. 2; ASGV 258F, ASGV 351P, ASGV 465R) 평가

한 결과가 좋지 않았다 (그림 1-11, 12).

  ◯ 그래서 같은 위치에서 다른 프라이머 프로브 세트를 선정하였다 (Primer probe set No. 3; 

ASGV2 264F, ASGV2 299P, ASGV2 387R) (그림 1-13, 14).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 5개의 ASGV 양성시료와 2개의 음성시료를 Primer probe set No.3

와의 반응성 여부를 확인하였다.

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰으나 전혀 반응이 없어 

프로브에 문제가 있는 것으로 판단하여 프라이머 세트만으로 다음 실험을 수행하였다 (그림 

1-15).

  ◯ 프라이머만을 이용하여 real time RT-PCR반응을 7개의 ASGV 양성시료로 수행하였다. 
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  ◯ 그 결과 7개의 양성 샘플이 모두 양성으로 나왔고 한개의 melting curve가 작성되어 프라이

머는 잘 디자인된 것으로 사료되었다 (그림 1-16).

4) ASGV full sequence (Korean isolates 4건)에 대한 유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인 

<그림 1-17> Phylogenic tree and homology distance of 4 cases of ASGV full Korean isolates 

sequences. 

<그림 1-18> Region of primer and probe set No.4 of ASGV full Korean isolate sequences. 
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<그림 1-19> Candidate of primer and probe set No.4 of ASGV full Korean isolate genes.

<그림 1-20> Result of Real time RT-PCR and Exo-RT-RPA with ASGV full Korean isolate primer 

probe set No.4.

  ◯ ASGV full Korean isolate sequence 4건에 대한 유전자를 분석한 결과도 앞선 결과와 마찬

가지로 유사성이 전혀 보이지 않았다 (그림 1-17). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 여러개의 프라이머와 프로브 세

트가 생성되어 그중 한 개 (빨간색 점선 박스) 프라이머와 프로브 세트 (Primer probe set 

No. 4; ASGV3 5610F, ASGV3 5825P, ASGV3 6007R)를 평가하였다 (그림 1-18, 19).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 7개의 ASGV 양성시료와 Primer probe set No.4와의 반응성 여부를 

확인하였다.

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰으나 전혀 반응이 없어 
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프로브에 문제가 있는 것으로 판단하여 프라이머 세트만으로 다음 실험을 수행하였다 (그림 

1-20).

  ◯ 프라이머만을 이용하여 real time RT-PCR반응을 7개의 ASGV 양성시료로 수행하였다. 

  ◯ 그 결과 7개의 양성 샘플이 모두 양성으로 관찰되어 프라이머는 잘 디자인된 것으로 사료되

었다 (그림 1-20).

  ◯ 여러번의 프라이머와 프로브 디자인에도 RPA probe법을 이용한 ASGV 진단에 사용할 만한  

    것이 없어서 램프법으로 접근을 시도하였다. 

5) ASGV-CP sequence 대한 LAMP 프라이머 디자인 

<그림 1-21> Target region of ASGV-CP LAMP primer.

<그림 1-22> Real time RT-LAMP reaction of ASGV-CP LAMP primer.

◯ ASGV에 대한 RPA probe에 디자인이 쉽지 않았다. 이는 우수한 품종을 얻기 위한 육종의 과정

으로 바이러스 역시 함께 변이가 일어난 것으로 보인다. 해서 본 연구에서는 다른 진단법인 

LAMP법으로 프로브세트를 디자인하여 ASGV감염 시료에 대한 진단을 시도하였다. 유전자 부

위는 coat protein이었다.

◯ Real time RT-LAMP reaction으로 12건의 ASGV 감염목 중에서 10건을 검출할 수 있었고, 양성

인 나머지 두건은 PCR에서 아주 약하게 반응한 시료였다. 두건의 음성 시료는 반응하지 않았

다 (그림 1-22). 이 프라이머 세트를 이용하여 ASGV real time LAMP detection kit를 제작하

TTGGCCACCAACATTTACAAGAAATGGCCCAAAGCTTTTGAAAAAAGTCCATGGGTGGCATTTGACTTT

GCCACTGGTCTAAAAATGAATCGTTTAACACCTGATGAAAAACAGGTGATTGATAGAATGACCAAAAG

GCTTTTTCGTACTGAAGGACAAAAATGGGGTTTTCGAGGCAGGTTCGGAGAGTAACCTGGAACTGGAG

GGTTAGAAC



- 114 -

였다 (그림 1-24, 25).

 

<그림 1-23> ASGV-CP Eye detection LAMP kit using HARU-2000 nucleic acid amplifier.

◯ ASGV-CP LAMP primer를 이용하여 육안으로 결과를 관찰할 수 있는 ASGV-CP Eye detection 

LAMP kit를 제조하여 12건의 양성과 2건의 음성 시료를 검사하였다. 

◯ 양성시료는 노란색으로 변하고, 음성시료는 붉은 빛을 띄게된다.

◯ Eye detection LAMP 반응에서 10건이 노란색으로 변하여 양성이었고, 색깔의 반응 정도를 

real time LAMP reaction에서 얻은 Ct값과 비교해 보니, 정비례하였다 (그림 1-23).

◯ 음성의 두건은 붉은 빛을 유지하였고, 음성 대조군으로 사용한 증류수 또한 붉은 빛을 띄었

다. 

◯ 이 결과를 바탕으로 ASGV eye detection kit를 제작하였다 (그림 1-26, 27).

<그림 1-24> Development of ASGV real time LAMP detection kit. 
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<그림 1-25> Insert of ASGV real time LAMP detection kit. 
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<그림 1-26> Development of ASGV eye detection kit. 
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<그림 1-27> Insert of ASGV eye detection kit. 
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2. Apple chlorotic leafspot virus (ACLSV) - RPA probe 진단제 개발

<그림 1-28> Symptoms of Apple chlorotic leafspot virus.

1) ASCLV (7 Korean isolates) 에 대한  유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인

<그림 1-29> Phylogenic tree and homology distance of 7 ACLSV Korean isolate sequences. 

<그림 1-30> Region of primer and probe set No.1 of ACLSV Korean isolate sequences.
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<그림 1-31> Candidate of primer and probe set No.1 of ACLSV Korean isolate genes.

<그림 1-32> Result of RT-PCR and Exo-RT-RPA with ACLSV Korean isolate 

primer probe set No.1.

<그림 1-33> Result of real time RT-PCR with primer set only from ACLSV Korean isolate 

primer probe set No.1.
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 ◯ ACLSV full Korean isolates 7건에 대한 유전자를 분석한 결과, 한국 분리주임에도 불구하

고, 4개가 한 그룹이 되었고 나머지 3개는 grouping이 전혀되지 않을 정도로 유전자가 많이 

달랐다 (그림 1-29). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 한개의 프라이머와 프로브 세트

가 생성되어 (빨간색 점선 박스), 이를 (Primer probe set No. 1; ASCLV-3775F, 

ASCLV-3849P, ASCLV-4042R)를 평가하였다 (그림 1-30, 31).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 4개의 ACLSV 양성시료를 Primer probe set No.1과의 반응성 여부

를 확인하였다 (그림 1-32).

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰으나 전혀 반응이 없어 

프로브에 문제가 있는 것으로 판단하여 프라이머 세트만으로 다음 실험을 수행하였다 (그림 

1-32).

  ◯ Probe를 제외하고 primer set만으로 real time RT-PCR을 9건의 양성시료와 3건의 음성시료

로 반응시킨 결과, 2건의 양성시료에서 양성반응을 보였고, 한건의 음성시료에서 양성반응

을 보였다 (그림1-33).  

 2) ASCLV2 (7 Korean isolates) full sequence에 대한 유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인 

<그림 1-34> Region of primer and probe set No.2 of ACLSV full Korean isolate sequences.

<그림 1-35> Candidate of primer and probe set No.2 of ACLSV full Korean isolate genes.
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<그림 1-36> Result of real time RT-PCR with primer set only from ACLSV full Korean isolate 

primer probe set No.2.

  ◯ 한국분리주의 전체 유전자에 대하여 Primer 3 프로그램의 조건을 달리하여 primer를 디자

인 한 결과, 두 영역에서 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 그중 하나를 선택 (빨간색 점

선 박스), 이를 (Primer probe set No. 2; ASCLV2-5373F, ASCLV2-5525P, ASCLV2-5651R)를 

평가하였다 (그림 1-34, 35).

  ◯ Probe를 제외하고 primer set만으로 real time RT-PCR을 9건의 양성시료와 3건의 음성시료

로 반응시킨 결과, 1건의 양성시료에서 양성반응을 보였고, 한건의 음성시료에서 양성반응

을 보였다 (그림1-36).  

 3) ASCLV3 (7 Korean isolates) full sequence에 대한 프라이머 프로브 디자인 

<그림 1-37> Region of primer and probe set No.3 of ACLSV full Korean isolate sequences.
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<그림 1-38> Candidate of primer and probe set No.3 of ACLSV full Korean isolate genes.

<그림 1-39> Result of real time RT-PCR with primer set only from ACLSV full Korean isolate 

primer probe set No.3.

  ◯ 한국분리주의 전체 유전자에 대하여 Primer 3 프로그램의 조건을 달리하여 primer를 디자

인 한 결과, 두 영역에서 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 그중 하나를 선택 (빨간색 점

선 박스), 이를 (Primer probe set No. 3; ASCLV3-4026F, ASCLV3-4175P, ASCLV3-4296R)를 

평가하였다 (그림 1-37, 38).

  ◯ Probe를 제외하고 primer set만으로 real time RT-PCR을 9건의 양성시료와 3건의 음성시료

로 반응시킨 결과, 2건의 양성시료에서 양성반응을 보였다 (그림1-39).  
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 4) ASCLV4-CP (101 isolates) sequence에 대한 프라이머 프로브 디자인 

<그림 1-40> Phylogenic tree of 101 ACLSV-CP isolate sequences. 

         <그림 1-41> Homology distance of 101 ACLSV-CP isolate sequences. 

<그림 1-42> Region of primer and probe set No.4 of 101 ACLSV-CP isolate sequences.
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<그림 1-43> Candidate of primer and probe set No.4 of ACLSV-CP isolate genes.

<그림 1-44> Result of real time RT-PCR with primer set only from 101 ACLSV-CP isolate 

primer probe set No.4.

 ◯ ACLSV-CP isolates 101건에 대한 유전자를 분석한 결과, 크게는 2개로 grouping이 되었다  

(그림 1-40, 41). 

 ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 5개의 프라이머와 프로브 세트가 

생성되어 그중 하나를 임의로 선택 (빨간색 점선 박스), 이를 (Primer probe set No. 4; 

ASCLV4-CP-179F, ASCLV4-CP-304P, ASCLV4-CP-396R)를 평가하였다 (그림 1-42, 43).

 ◯ Probe를 제외하고 primer set만으로 real time RT-PCR을 9건의 양성시료와 3건의 음성시료

로 반응시킨 결과, 2건의 양성시료에서 양성반응을 보였다 (그림1-44).  
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 5) ASCLV5-CP (101 isolates) sequence에 대한 프라이머 디자인 

<그림 1-45> Candidate of primer set No.5 of ACLSV-CP isolate genes.

<그림 1-46> Result of real time RT-PCR with 101 ACLSV-CP isolate 

primer set No.5.

 ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 5개의 프라이머와 프로브 세트가 

생성되어 그중에 또 다른 하나를 임의로 선택, 이를 (Primer set No. 5; ASCLV5-CP-366F, 

ASCLV5-CP-475R)를 평가하였다 (그림 1-45).

 ◯ Real time RT-PCR을 4건의 양성시료와 반응시킨 결과, 1건의 양성시료에서 양성반응을 보였

다 (그림1-46).  
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6) ASCLV6-CP (101 isolates) sequence에 대한 프라이머 디자인 

<그림 1-47> Candidate of primer set No.6 of ACLSV-CP isolate genes.

<그림 1-48> Result of real time RT-PCR with 101 ACLSV-CP isolate 

primer set No.6.

 ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 5개의 프라이머와 프로브 세트가 

생성되어 그중에 또 다른 하나를 임의로 선택, 이를 (Primer set No. 6; ASCLV6-CP-178F, 

ASCLV6-CP-436R)를 평가하였다 (그림 1-47).

 ◯ Real time RT-PCR을 9건의 양성시료와 3건의 음성시료와 반응시킨 결과, 2건의 양성시료에

서만 양성반응을 보였다 (그림1-48).  

ACLSV6-CP 178 F: ATCTTATCAAGATCTTCAAGACTACATCTTC

ACLSV6-CP 436 R: GGTTCATATTAGTTATTACTTTTTGCTGAGC
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7) ASCLV7-CP (101 isolates) sequence에 대한 프라이머 디자인 

<그림 1-49> Candidate of primer set No.7 of ACLSV-CP isolate genes.

<그림 1-50> Result of real time RT-PCR with 101 ACLSV-CP isolate 

primer set No.7.

 ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 5개의 프라이머와 프로브 세트가 

생성되어 그중에 또 다른 하나를 임의로 선택, 이를 (Primer set No. 7; ASCLV7-CP-178F, 

ASCLV7-CP-475R)를 평가하였다 (그림 1-49).

 ◯ Real time RT-PCR을 9건의 양성시료와 3건의 음성시료와 반응시킨 결과, 2건의 양성시료에

서만 양성반응을 보였다 (그림1-50).  

ACLSV7-CP 178 F: ATCTTATCAAGATCTTCAAGACTACATCTTC

ACLSV7-CP 475 R: CATTTTCACTCTTTGCAAATTCAGTTTGTAA 
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3. Broad bean wilt virus 2 (BBWV2) - RPA probe 진단제 개발

         <그림 1-51> Homology distance of 33 BBWV2 isolate sequences. 

               <그림 1-52> Phylogenic tree of 33 BBWV2 isolate sequences. 
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<그림 1-53> Region of primer and probe set of 33 BBWV2 isolate sequences.

<그림 1-54> Candidate of primer probe set of 33 BBWV2 isolate genes.

  ◯ BBWV2 isolates 33건에 대한 유전자를 분석한 결과, 5개의 그룹으로 나뉘었다 (그림 1-51, 

52). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 5‘ 쪽으로 여러개의 프라이머와 

프로브 세트가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트 (빨간색 점선 박스)를 선정

하여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; BBWV22-135F, 

BBWV22-261P, BBWV22-422R)의 특성을 평가하였다 (그림 1-53, 54).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 5가지의 고추관련 바이러스들 (CMV, BBWV, PMMoV, PepMoV, TWSV)

과 교차반응을 조사한 결과, BBWV2에만 잘 반응하였다 (그림 1-55).

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수
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와는 반응이 없었다 (그림 1-55).

   

<그림 1-55> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of BBWV2 with several viruses.
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<그림 1-56> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of BBWV2 with several bacteria.

◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 BBWV2 primer와 probe 세트가 반응을 하지 않

아 100%의 특이도를 보였다 (그림1-56).

◯ 이상의 결과로 RT-RPA BBWV2 detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-57, 58).

<그림 1-57> BBWV2 ER Detection kit.



- 133 -

<그림 1-58> Insert of BBWV2 ER Detection kit.
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■ BBWV2 nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-59> RPA nfo primer probe set of BBWV2. 

<그림 1-60> RPA nfo-RT reaction of primer probe set of BBWV2 with BBWV2. 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT BBWV2 primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육

안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 1-59).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-60과 같이 nfo primer probe는 BBWV2 바이러스를 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.
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■ BBWV2 end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-61> RPA end point reaction with primer set of BBWV2 according to the time.

<그림 1-62> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of BBWV2.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT BBWV2 primer & probe set를 응용하여 syber green I을 

이용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 10분후부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-61).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul까지 단계적 희

석한 후 39℃에서 20분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값을 

측정하였다. 그 결과 102 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-62). 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.
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4. Cucumber mosaic virus (CMV) - RPA probe 진단제 개발

<그림 1-63> Homology distance of CMV isolates.

<그림 1-64> Phylogenic tree of CMV isolates.
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<그림 1-65> Candidate of primer probe sets of CMV isolates.

<그림 1-66> RPA exo primer & probe set of CMV isolates.
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<그림 1-67> RT-RPA reaction with exo primer & probe set of CMV isolates.
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<그림 1-68> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of CMV with several bacteria.
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<그림 1-69> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of CMV.

  ◯ CMV isolates 28건에 대한 유전자를 분석한 결과, 크게 4개의 그룹으로 나뉘었다 (그림 

1-63, 64). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 3‘ 쪽으로 한그룹의 프라이머와 

프로브 세트가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였

다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; CMV-1589F, CMV-1627P, CMV-1697R)의 특성을 

평가하였다 (그림 1-65, 66).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 5가지의 고추관련 바이러스들 (CMV, BBWV, PMMoV, PepMoV, TWSV)

과 교차반응을 조사한 결과, CMV에만 잘 반응하였다 (그림 1-67).

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수

와는 반응이 없었다 (그림 1-67).

  ◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 CMV primer와 probe 세트가 반응을 하지 않

아 100%의 특이도를 보였다 (그림1-68).

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 1 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-69). 

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA CMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-70, 71).
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<그림 1-70> CMV ER Detection kit.
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<그림 1-71> Insert of CMV ER Detection kit.
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■ CMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-72> RT-RPA nfo primer probe set of CMV.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT CMV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육안 

결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-72).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 여러개의 프로브 후보중에 단 하나만이 미약하게나마 CMV를 검출할 수 있었던 것이 

CMVnfo3-1,627 probe였다 (그림 1-73). 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

<그림 1-73> RT-RPA nfo reaction with CMVnfo3-1,627p probe set of CMV.
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5. Peper mottle virus (PepMoV) - RPA probe 진단제 개발

<그림 1-74> Homology distance of 21 PepMoV isolates.

<그림 1-75> Phylogenic tree of 21 PepMoV isolates.
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<그림 1-76> Region of RPA exo primers and probes of 21 PepMoV isolates.

<그림 1-77> RPA exo primer and probe of 21 PepMoV isolates.
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<그림 1-78> RT-RPA exo reaction with PepMoV primer and probe set.
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<그림 1-79> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of PepMoV with several bacteria.
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<그림 1-80> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of PepMoV.
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<그림 1-81> PepMoV ER detection kit.
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<그림 1-82> Insert of PepMoV ER detection kit.
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  ◯ PepMoV isolates 21건에 대한 유전자를 분석한 결과, 변이가 다른 바이러스 보다는 작은 

것으로 보였다 (그림 1-74, 75). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 5‘ 쪽과 중간에서 프라이머와 

프로브 세트가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였

다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; PepMoV-4197F, PepMoV-4379P, PepMoV-4594R)

의 특성을 평가하였다 (그림 1-76, 77).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 5가지의 고추관련 바이러스들 (CMV, BBWV, PMMoV, PepMoV, TWSV)

과 교차반응을 조사한 결과, PepMoV에만 잘 반응하였다 (그림 1-78).

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수

와는 반응이 없었다 (그림 1-78).

  ◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 PepMoV primer와 probe 세트가 반응을 하지 

않아 100%의 특이도를 보였다 (그림1-79).

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 1 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-80). 

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA PepMoV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-81, 

82).

■ PepMoV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-82> RT-RPA nfo primer probe set of PepMoV.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT PepMoV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육

안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-82).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 10 ul 보다는 20 ul nfo 반응액을 PCRD에 올렸을 때, 밴드의 색이 더 강하게 나타났다 (그림 

1-83). 
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◯ 5가지의 고추관련바이러스중에서 PepMoV와만 반응을 하였다 (그림 1-84).

◯ 검출한계는 1 copies/ul 까지 가능하였다 (그림 1-85).

<그림 1-83> RT-RPA nfo primer probe set of PepMoV.

<그림 1-84> RT-RPA nfo reaction with PepMoV primer and probe set.

<그림 1-85> LoD of RT-RPA nfo reaction with PepMoV primer and probe set.
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■ PepMoV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-86> LoD of RT-RPA end point detection kit. 

  ◯ 사이버그린을 이용한 PepMoV end point detection kit의 최소검출한계를 알아보기 위하여 

인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시

킨 결과, 100 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-86). 

6. Peper mild mottle virus (PMMoV) - RPA probe 진단제 개발
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<그림 1-87> Homology distance of 21 cases of PMMoV isolates.

<그림 1-88> Phylogenic tree of 21 cases of PMMoV isolates.

<그림 1-89> Region of RPA exo primer and probe set candidates of 21 cases of PMMoV isolates.
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<그림 1-90> RPA exo primer and probe set of 21 cases of PMMoV isolates.

<그림 1-91> RT-RPA exo reaction with PMMoV primer and probe set.



- 156 -

<그림 1-92> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of PMMoV with several bacteria.
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<그림 1-93> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of PMMoV.

  ◯ PMMoV isolates 21건에 대한 유전자를 분석한 결과, 분리주간 동질성이 90% 이상인 것으로 

관찰되어 변이가 다른 바이러스 보다는 작은 것으로 보였다 (그림 1-87, 88). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 3‘ 쪽에서 프라이머와 프로브 

세트가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였다. 이 프

라이머와 프로브 (Primer probe set; PMMoV-5415F, PMMoV-5504P, PMMoV-5584R)의 특성을 평

가하였다 (그림 1-90).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 5가지의 고추관련 바이러스들 (CMV, BBWV, PMMoV, PepMoV, TWSV)

과 교차반응을 조사한 결과, PMMoV에만 잘 반응하였다 (그림 1-91).

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수

와는 반응이 없었다 (그림 1-91).

  ◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 PMMoV primer와 probe 세트가 반응을 하지 

않아 100%의 특이도를 보였다 (그림1-92).

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 1 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-93). 

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA PMMoV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-94, 95).

  

<그림 1-96> PepMoV ER detection kit.
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<그림 1-97> Insert of PMMoV ER detection kit.
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■ PMMoV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-98> RT-RPA nfo primer probe set of PMMoV.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT PMMoV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육

안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-98).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ nfo 반응 시간을 15분한 것과 20분 한 것 모두에서 육안 관찰이 확실한 반응이 관찰되었다. 

PCRD에 올린 후 20분까지도 음성 대조군인 증류수에서 반응이 없어 백그라운드도 없는 좋은 

프라이머 프로브 세트인 것으로 판단되었다 (그림 1-99). 

◯ 5가지의 고추관련바이러스중에서 PMMoV와만 반응을 하였다 (그림 1-100).

◯ 검출한계는 1 copies/ul 까지 가능하였다 (그림 1-101).

<그림 1-99> RT-RPA nfo primer probe set of PMMoV.
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<그림 1-100> RT-RPA nfo reaction with PMMoV primer and probe set.

<그림 1-101> LoD of RT-RPA nfo reaction with PMMoV primer and probe set.
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■ PMMoV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-102> RT-RPA end point detection reaction with PMMoV primer set.

<그림 1-103> LoD of PMMoV RT-RPA end point detection kit. 

 

  ◯ 사이버그린을 이용한 PMMoV end point detection kit의 특이도를  알아본 결과 5개의 고추

관련 바이러스 중에서 PMMoV와만 잘 반응하였다 (그림 1-102). 

  ◯ PMMoV end point detection kit의 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군

을 106-100 copies/ul 까지 단계적 희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 100 copies까

지 검출이 되었다 (그림 1-103). 
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7. Tomato spotted wilt virus (TSWV) - RPA probe 진단제 개발

<그림 1-104> Homology distance of 21 cases of TSWV isolates.
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<그림 1-105> Phylogenic tree of 21 cases of TSWV isolates.

<그림 1-106> Region of RPA exo primer and probe set candidates of 21 cases of TSWV isolates.
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<그림 1-107> RPA exo primer and probe set of 21 cases of TSWV isolates.

<그림 1-108> RT-RPA exo reaction with TSWV primer and probe set.
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<그림 1-109> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of TSWV with several bacteria.
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<그림 1-110> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of TSWV.

 ◯ TSWV isolates 21건에 대한 유전자를 분석한 결과, 크게 두 개의 그룹으로 나누어지고 있었

으나 분리주간에 크게는 10%이상의 변이가 관찰되었다 (그림 1-104, 105). 

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, 5‘ 쪽에서 프라이머와 프로브 

세트가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 인공합성하였다. 이 프

라이머와 프로브 (Primer probe set; TSWV-906F, TSWV-956P, TSWV-1057R)의 특성을 평가하

였다 (그림 1-106, 107).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 5가지의 고추관련 바이러스들 (CMV, BBWV, PMMoV, PepMoV, TWSV)

과 교차반응을 조사한 결과, TSWV에만 잘 반응하였다 (그림 1-108).

  ◯ Exo RT RPA 반응은 39℃에서 20분간 T-8 UV Scanner에서 반응시켰고 음성대조군인 증류수

와는 반응이 없었다 (그림 1-108).

  ◯ 17건의 박테리아에 대한 유전자와 반응에서는 TSWV primer와 probe 세트가 반응을 하지 않

아 100%의 특이도를 보였다 (그림1-109).

  ◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul 까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시킨 결과, 100 copies까지 검출이 되었다 (그림 1-110). 

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA TSWV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-111, 

112).
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<그림 1-111> TSWV ER detection kit.
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<그림 1-112> Insert of PMMoV ER detection kit.
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■ TSWV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

            <그림 1-113> RT-RPA nfo primer probe set of TSWV.

<그림 1-114> RT-RPA nfo reaction with TSWV primer and probe set.

<그림 1-115> TSWV RT-RPA nfo reaction with several related viruses.
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<그림 1-116> LoD of RT-RPA nfo reaction with TSWV primer and probe set.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT TSWV primer & probe set를 응용하여 PCRD을 이용한 육안 

결과 관찰이 가능한 nfo primer probe들을 합성하였다 (그림 1-113).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ nfo 반응 시간을 15분한 것과 20분 한 것 모두에서 육안 관찰이 확실한 반응이 관찰되었다. 

PCRD에 올린 후 20분까지도 음성 대조군인 증류수에서 반응이 없어 백그라운드도 없는 좋은 

프라이머 프로브 세트인 것으로 판단되었다 (그림 1-114). 

◯ 5가지의 고추관련바이러스중에서 PMMoV와만 반응을 하였다 (그림 1-115).

◯ 검출한계는 10 copies/ul 까지 가능하였다 (그림 1-116).



- 171 -

■ 공동연구기관-강원대 연구결과

 1. 진단 대상 식물바이러스 수집, 바이러스 핵산 분리 및 보관

  ○ 고추 감염 식물바이러스 수집, 바이러스 핵산 분리 및 보관

  - 주요 고추 감염 식물바이러스 (CMV, PepMoV, PMMoV, BBWV, TSWV)의 바이러스 핵산 분리 및 최

적검정을 위한 프라이머 테스트를 위해 바이러스별 두 가지 이상의 프라이머를 제작 (표 1)

  

    - 프라이머별 바이러스 핵산 검정 결과가 일부 차이가 있음을 확인함 (그림 1)

Primer Sequence (5’ → 3’)

RPA_PMMoV_6038_F GAC GGT GGC CAT TAG GGC CAG TAT AAG TAA

RPA_PMMoV_6244_R CGA TTT AAG TGG AGG GAA AAA CAC TAC GAG

RPA_PepMoV_9195_F TAC GTC AAC ACG TGC TCG CGA AGC CCA TAT

RPA_PepMoV_9317_R TGG CGC TCT GTG TTT TCT CCT TGT GTT CCT

RPA_CMV_R3_1608_F GAA ATT TGA TTC TAC CGT GTG GGT TAC AGT

RPA_CMV_R3_1787_F CTG ATA TAG GTG ACA TGA GAA AGT ACG CCG

RPA_TSWV_N_276_F TAG CCA AGA CAA CAC TGA TCA TCT CAA AGC

RPA_TSWV_N_498_R AGA AGG CTT GAT AGC TTG ATC AGG GTC AGG

RPA_BBWV2_3353_F TGG CTC KRA TGT CGA ATT TGC TGG CCA ACA

RPA_BBWV2_3530_R AGG TCA TGG AAC CCA TTT TAA TGG GAG GCT

표 1. 고추 감염 바이러스 대상 프라이머

Primer Sequence (5’ → 3’)

PMMoV-6F GTT GTG TCC GGG GAG TGG AAC C

PMMoV-6R TGG GCC GCT ACC CGC GGT TC

PepMoV-CP_5 AGC AGC TCA AGA TCA GAC AC

PepMoV-CP_3 CAT ATT TCT GAC CCC AAG CAG

CMV-CP-5' ATG GAC AAA TCT GAA TCA ACC AG

CMV-CP-3' TCA GAC TGG GAG CAC TCC A

TSWV-CP-5 GCT GGA GCT AAG TAT AGC AGC

TSWV-CP-3 CAC AAG GCA AAG ACC TTG AG

BBWV(506)-5 GGT GAG CAG TTT GTC AGA AGT

BBWV(506)-3 CCA GAT AAT GCA TAT TCC ACC
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<그림 1> 프라이머에 따른 고추 감염 바이러스 검정

    - 이에 따라, 최적 바이러스 검정을 위한 각 증폭산물의 크기가 유의미하게 차이나는 최종 프

라이머 세트를 선발하여 이후 실험에 이용함 (표 2, 그림 2)

<그림 2> 최종 프라이머를 활용한 고추 감염 바이러스 핵산 검정

표 2. 최종 고추 감염 바이러스 대상 프라이머

Primer Sequence (5’ → 3’)

CMV-Fny-CP-5' ATG GAC AAA TCT GAA TCA ACC AG

CMV-Fny-CP-3' TCA GAC TGG GAG CAC TCC A

PepMoV-CP_5 AGC AGC TCA AGA TCA GAC AC

PepMoV-CP_3 CAT ATT TCT GAC CCC AAG CAG

TobamodF TKG AYG GNG TBC CNG GNT GYG G

TobamodR ACN GAV TBN ABC TGT AAT TGC TAT

BBWV(506)-5 GGT GAG CAG TTT GTC AGA AGT

BBWV(506)-3 CCA GAT AAT GCA TAT TCC ACC

RPA_TSWV_N_276_F TAG CCA AGA CAA CAC TGA TCA TCT CAA AGC

RPA_TSWV_N_498_R AGA AGG CTT GAT AGC TTG ATC AGG GTC AGG
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 2. In vitro RNA, 온실 수준 및 농가포장시료에 대한 진단검사 및 유용성 평가

  ○ 고추 농가에서 바이러스 병징으로 보이는 시료를 채집함 (그림 3)

  

<그림 3> 고추 농가 포장 시료에서의 식물 바이러스 병징

    - 고추 시료의 진단검사에 앞서 채집된 시료에 대한 품종 및 병징에 따른 분류를 실시한 결

과 다양한 패턴의 병징 확인함 (표 3)

    

   

    - RPA를 활용한 진단 시스템과 기존 바이러스 검정 시스템인 conventional RT-PCR과의 비교

를 위해 검정을 수행하였으며, hexamer로 이루어진 Random primer를 이용한 역전사 산물의 

경우 PMMoV 및 TSWV가 확인되지 않았지만, 특이 프라이머를 이용한 역전사 반응시 감염이 확

인되어 conventional RT-PCR 활용시 특이 프라이머를 이용한 역전사 반응이 요구됨을 확인함 

(표 4, 그림 4)

표 3. 농가에서 채집한 고추 품종 및 병징

Cultivars Symptoms

1. 엄지아삭이고추 Necrotic ring spot, Yellowing

2. 청양고추 Mosaic, Mottle

3. 청양고추 Chlorotic spots

4. 오이고추 Mosaic

5. 가지고추 Mosaic

6. 꽈리고추 Stem necrosis, Mosaic

7. 비타민고추 Necrotic spots

8. 파프리카 Mosaic, Mottle, Rugose



- 174 -

    - PepMoV의 경우 8가지 시료에서 바이러스가 검정되지 않음 (표 4, 그림 4)

    - 또한 다수 시료에서 CMV, PMMoV, BBWV, TSWV의 감염과 해당 바이러스들의 복합 감염이 확

인되었으며, 특히 꽈리고추와 파프리카의 경우 CMV, BBWV, TSWV 세 종의 바이러스가 동시에 

복합감염되는 형태를 보임 (표 4, 그림 4)

    - 이러한 감염 형태가 병징 분류와 일치하지 않는 특성이 있어 육안으로는 바이러스 진단이 

어려우며 현장 진단시스템 구축이 요구됨 (표 3, 표 4, 그림 4)

<그림 4> 농가에서 채집한 고추 시료의 conventional RT-PCR 검정

 3. 기존 진단법(real time PCR, conventional PCR, 항체진단법 등)과 RPA real-time detection kit와 

민감도와 특이도 비교

  ○ 고추에 감염된 바이러스의 효율적인 진단을 위한 민감도 테스트

   - 고추 바이러스 감염 식물로부터 total RNA를 추출하여 nanodrop 기기를 이용해 RNA 농도 측정 

및 50ng/ul로 표준화 하였으며, 이를 10-5 단계까지 희석하여 conventional RT-PCR 및 RPA 시스

템을 이용해 민감도를 측정함 (그림 5)

표 4 농가에서 채집한 고추 시료의 바이러스 검정

Virus
Pepper cultivars

1 2 3 4 5 6 7 8

CMV X O O O O O O O

PepMoV X X X X X X X X

PMMoV X X X X O X X X

BBWV X X X O X O O O

TSWV X X X X X O X O
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 <그림 5> RNA 희석에 따른 고추 감염 바이러스 검출 한계 분석

- conventional PCR에서는 CMV와 BBWV는 10-5 까지, PepMoV와 TSWV는 10-4까지의 높은 검출 한계가 

확인되었으나, PMMoV의 경우 10-2 까지 검정되어 낮은 검출 한계를 나타내었음 (그림 5)

   

   - RPA real-time detection kit의 민감도 테스트

  ○ 현장에서의 효율적인 진단을 위한 RNA 추출에 따른 특이도 테스트

- 다양한 RNA 추출 기법을 이용하여 바이러스를 검정함 

   - 바이러스 시료는 고추 감염 바이러스가 감염된 식물로부터 leaf disc를 두 장으로 표준화 하

여 수행하였으며, 이를 각각 단순 접종 버퍼와 실험실 환경에서의 total RNA 추출 및 RNA 추출 

키트를 활용한 방법을 활용해 5단계로 RNA 추출 방법을 나누었음 (그림 6)

  <그림 6> 특이도 분석을 위한 RNA 추출 방법

   - 모든 고추 감염 바이러스는 total RNA 추출 및 RNA 추출 키트를 활용한 conventional RT-PCR

에서 핵산이 검정되었으나, 단순 RNA extraction 버퍼 또는 PCI 정제 기법에서는 검정되지 않음 
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(표 5, 그림 7)

   - CMV의 경우 모든 RNA 추출 방법에서 바이러스의 존재를 확인할 수 있었으며, PepMoV의 경우 

단순 접종 버퍼를 이용해 마쇄하였을 때, 바이러스가 검정됨 (표 5, 그림 7)

<그림 7> RNA 추출 방법에 따른 고추 감염 바이러스의 conventional RT-PCR 검정

    

표 5. RNA 추출 방법에 따른 고추 감염 바이러스 검정

Virus

RNA extraction materials

Phosphate 

buffer

RNA

extraction 

buffer

PCI

supernatant

PCI+EtOH 

precipitation

RNA

extraction

kit

CMV O O O O O

PepMoV O X X O O

PMMoV X X X O O

BBWV X X X O O

TSWV X X X O O
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■ 위탁연구기관-전남대 연구결과

 1. 과수(사과, 배 등)바이러스 감염 식물로부터 진단을 위한 효율적인 핵산 추출 버퍼 확립

  ◯ 국내 유통되고 있는 핵산 추출 kit 비교 분석 

  - 바이러스 감염된 배, 사과, 복숭아에서 효율적인 진단을 위해 과수에서 최적의 핵산 추출 키트

를 찾고자 시중에 판매되고 있는 6개의 total RNA 추출 키트를 비교함.

- 비교한 키트 종류는 GeneAll, iNtRON, In VIRUS tech, MACHEREY-NAGEL , QIAGEN, Takara 사에서 

판매되고 있는 RNA 추출 키트를 사용함. 추출 과정은 제조사에서 제공되는 설명서에 따라 수행함.

- 배, 사과, 복숭아에서 각 각의 키트를 비교한 결과, 농도와 Quality, 비용 측면에서 최종적으로 

In VIRUS tech가 선택되었고 이 후 모든 실험에서 사용함.

<그림 1> 핵산 추출 키트 비교

◯ Filter paper를 활용한 현장 핵산 추출 방법 확립

- Whatman No.1 Filter paper를 이용하여 5분 만에 식물 시료에서 핵산을 쉽게 얻을 수 있는 방

법을 확립하였고, 이를 통해 얻는 Filter paper-핵산을 사용하여 일반적인 RT-PCR과 현장진

단용 기술인 RT-RPA, RT-RPA-LFS에 적용함(자세한 방법은 별첨 1를 참고).

- 바이러스 감염된 사과 시료에서 핵산을 추출하고 RT-PCR를 수행한 결과, Multiplex RT-PCR임

에도 ASPV, ASGV가 복합 감염된 것으로 확인됨(그림 2).

- 복숭아 시료에서 핵산을 추출하고 PLMVd를 RT-RPA 방법으로 검출한 결과, Positive sample에

서만 증폭됨(그림 3).

- TSWV가 감염된 고추시료에서 핵산을 추출하고 현장진단 용 RT-RPA-LFS를 사용한 결과, 

Positive sample에서만 증폭됨(그림 4). 

- Whatman No.1 Filter paper 기술을 통해 현장에서 5분 만에 빠르고, 특별한 장비 없이 쉽게 

핵산을 확보하는 기술을 확립하였고, RT-PCR과 RT-RPA, 현장진단 용 RT-RPA-LFS에서 적용이 

가능하여 현장 진단에 유용하게 활용될 수 있음. 
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<그림 2> RT-PCR <그림 3> RT-RPA <그림 4> RT-RPA-LFS

- Filter paper를 활용한 현장 핵산 추출 및 식물바이러스 검출 실험 수행함. Whatman No.1 Filter 

paper를 이용하여 농업 현장에서 5분만에 식물 시료 핵산 추출 및 RT-RPA-LFS를 사용하여 바이

러스 진단함 (그림 5).
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<그림 5> 추출버퍼를 활용한 RPA 이용 식물바이러스 현장 검출  

  

2. 과수(사과, 배 등) 주요 바이러스 국내외 분리주 염기서열 확보 및 분석

◯ 과수 주요 바이러스를 진단하기 위한 프라이머를 제작하기 위해 국내외 염기서열 확보

- 배와 사과에서 문제가 되는 ASGV, ACLSV의 현장 진단 용 프라이머 및 프로브를 제작하기 위해 

NCBI genbank에서 국내외 분리주를 90-100개 확보하였고, bioedit sequence alignment 

editor program를 사용하여 sequence alignment하여 보존된 영역을 확인함(그림 6,7).
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<그림 6> ASGV 염기서열 alignmnet <그림 7> ACLSV 염기서열 alignmnet

3. 과수(사과, 배 등) 주요 바이러스 시료 확보

◯ 과수 주요 바이러스를 진단하기 위한 바이러스 감염 시료 확보

- 배와 사과 시료에서 total RNA를 추출하고, ASGV, ACLSV 진단 프라이머를 사용하여 RT-PCR를 

수행함.

- ASGV-714 bp 진단 프라이머와 ACLSV-509 bp 진단 프라이머를 통해 ASGV의 경우 26개의 감염시

료와 8개의 비감염 시료를 확보하였고(그림 8), ACLSV의 경우 9개의 감염시료와 3개의 비감

염 시료를 확보함(그림 9).
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<그림 8> ASGV 감염 시료 확보

<그림 9> ACLSV 감염 시료 확보

4. 과수(사과, 배 등)바이러스 신속진단을 위한 RT-RPA 조건 확립

- 엘씨엠싸이언스회사에서 제작한 Primer로 확인하기 위해 받음.

표 1. ACLSV에 대한 exo RPA 프라이머 및 프로브 서열

프라이머

프로브 이름
염기서열 5‘-3’ 증폭 크기(bp)

ACLSV

3775F ATGAATGACTTTATTGGCATAGATGAACAA

2864042R TTCTAAATCTTGTTATTGCCACCATTATGT

3849P AAGAAAGGGAATCACATAGAAGTAATTCTTGTTG
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- ACLSV 특이적 프라이머 및 프로브세트를 사용하여 exo RPA를 통해 증폭여부를 실험함. exo 

RT-RPA 반응은 Twist Exo kit (TwistDX) 제품을 사용하여 제품의 protocol을 따라 수행되었

음. Incubation 조건은 39 ℃에서 30 초간 40 cycle로 진행하였음(그림 10).

 ☞ ACLSV 감염이 확인된 사과 시료와 NTC를 조건으로 exo RPA를 수행한 이후, 전기영동을 

통해 gel을 확인해본 결과, P.C에서는 증폭산물로 보이는 Band가 확인되었지만, NTC조건

에선 확인되지 않음(그림 11).

<그림 10>  ACLSV exo RPA <그림 11> ACLSV exo RPA product 전기영동 

- 사과시료에서 ACLSV-509 bp 진단 프라이머를 통해 ACLSV 감염시료를 추가로 확보함(그

림 12). 

- ACLSV 감염이 확인된 6개 시료(Apple 3-22, Apple 1-5, Apple 2-46, Apple 2-47, Apple 

2-51, Apple 2-52)를 추가로 포함하여 exo RPA를 진행하였음. Incubation 조건은 39 ℃

에서 1 분간 20 cycle로 진행하였음(그림 13).

 ☞ 감염시료에서 증폭이 확인되지 않음. NTC조건에서 비특이적인 증폭이 확인됨.

<그림 12>  ACLSV 감염시료 확보 <그림 13> ACLSV exo RPA 

Table 2. ASGV에 대한 exo RPA 프라이머 및 프로브 서열

프라이머

프로브 이름
염기서열 5‘-3’ 증폭 크기(bp)

ASGV1

258F CCAATATCCAAAATGATAGAAAATCATCTTTTGTA

208465R CACCATACCTATATTTATCTTTCCCATCAATTATG

351P GAAAATAAAGTTAATAGTTTTCTCAAGATGCATTC

ASGV2

264F TCCAAAATGATAGAAAATCATCTTTTGTACATATG

124387R TATTCCAAGTCTTCTATCTTCCTTTAAGTCAGTT

299P CTGAATGCATCTTGAGAAAACTATTAACTTTATTT
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- ASGV가 단독감염된 배시료와 ASGV, ACLSV가 복합감염된 사과시료를 3가지의 ASGV 특

이적 프라이머 및 프로브세트를 사용하여 각각 exo RPA를 통해 증폭여부를 실험함. 

Incubation 조건은 39 ℃에서 1 분간 20 cycle로 진행하였음.

   ☞ 3 개의 프라이머로 실험을 진행한 각각의 감염시료와 NTC조건 모두에서 증폭이 확인되

지 않음(그림 14, 그림 15, 그림 16). 

<그림 14>  ASGV 프라이머1 

exo RPA 

<그림 15> ASGV 프라이머2

exo RPA

<그림 16> ASGV 프라이머3

exo RPA

- ASGV 프라이머 중 정상적인 증폭곡선이 아닌 프라이머3을 제외한 ASGV 프라이머1과 프라

이머2, ACLSV 프라이머를 ASGV와 ACLSV가 복합감염된 사과시료를 사용하여 exo RPA

를 진행함. Incubation 조건은 39 ℃에서 30 초간 40 cycle로 진행하였음.

 ☞ 모든 조건의 시료에서 증폭이 확인되지 않음 (그림 17, 18, 19).

<그림 17> ACLSV 프라이머 

exo RPA 

<그림 18> ASGV 프라이머1

exo RPA

<그림 19> ASGV 프라이머2

exo RPA

- 이전의 실험들과 달리 시약조성에서 프로브 농도에 차이를 주어 시료를 비교하기 위해 

ACLSV 감염시료와 ACLSV 프라이머 및 프로브를 사용하여 exo RPA를 수행함. Incubation 

조건은 39 ℃에서 30 초간 40 cycle로 진행하였음.

ASGV3

5610F TCTCAGCTAGAATTGAAAGATTTGGAAAAA

3986007R GACAAGTCGATTCTCCAAATTTTTGTTTTT

5825P ATTTGGTAATATTGCTGTTTTCGGGTCATCTGATA
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 ☞ 제대로된 증폭이 확인되지 않음. NTC조건에서도 비 특이적인 증폭이 확인됨(그림 20).

<그림 20>  ACLSV 감염시료 프로브 농도별 exo RPA

[별첨 1]

▶ Filter paper를 통한 핵산 추출 방법

: “Nucleic acid purification from plants, animals and microbes in under 30 seconds” 

논문의 protocol 대로 수행함.

* Extraction buffer:　800 mM guanidine hydrochloride, 50 mM Tris [pH 8], 0.5% Triton  

X100, 1% Tween-20

*　ｗash buffer:　10　mM Tris [pH 8.0], 0.1% Tween-20

1. Whatman No.1 filter paper를 가로 세로 3mm로 잘라준다.

1. 액체질소로 갈아준 식물 조직 5-10 mg를 1.5 ml tube에 옮겨준다.

1. 50 ul의 extraction buffer를 식물 조직이 있는 1.5 ml tube에 분주한 후, plastic pestle로 

30초 동안 갈아준다.

1. 추출 버퍼에 갈아준 식물 조직에 filter paper disc를 넣고 상온에서 1분간 반응한다.

1. 새로운 tube에 200 ul의 wash buffer를 분주한다. (2번 반복이므로 2개를 준비)

1. 1분이 지난 filter paper disc를 tip를 사용하여 200 ul의 wash buffe에 옮기고 1분간 반응

한다. (2번 반복)

1. 2번의 wash 과정이 끝나면 filter paper disc를 현장 진단용 실험에 template 으로 사용하면 

된다.
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◎ 2년차 정성적 연구개발성과

1.  Ribgrass mosaic virus (RMV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 연구결과

    - Ribgrass 모자이크 바이러스(RMV)는 Tobamovirus의 한 종류입니다. 막대 모양의 입자를 가

진 RNA 함유 바이러스입니다. 그것은 많은 야생 식물 종에서 찾을 수 있습니다. 이 바이러스는 

그 자체로 심각한 전염병을 일으키지는 않지만, 담배에서 괴사 바이러스 질병의 선동 병원체 

역할을 했습니다 (https://en.wikipedia.org/wiki/Ribgrass_mosaic_virus).

<그림 1-1> GC content, Symptom, model of RMV. 



- 186 -

  

<그림 1-2> Distribution of RMV in the world. 

1) RMV2-CP에 대한  유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인

<그림 1-3> Comparison the homology of RMV-CP genes. 

<그림 1-4> Phylogenic tree of RMV-CP genes. 
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<그림 1-5> Region of primer and probe of RMV-CP genes. 

<그림 1-6> Candidate of primer and probe set of RMV-CP genes.

1. RMV2-CP-134F: 

   5’-TTAGAXXXXAATTCTCAAACTTXXXXXGTGCGATT -3’

2. RMV2-CP-205P: 

      5’- CAG XXX GAA XXX ACA XXX GGG TAC CGG GTG [FAM-dT] A [THF] G [BHQ1-dT]

           TAA XXX GGC XXX TAT -3’ Spacer C

 3. RMV2-CP-284R: 

   5’- XXXATCCTATXXXTAGTATCAXXXXXCTTCATAAG -3’
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<그림 1-7> Reaction composition of RPA and specificity of RMV2-CP primer and probe. SMV; 

Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean 

common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic 

virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, DW; Distilled water (negative 

control). 
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<그림 1-8> Specificity of RMV2-CP primer and probe against the several genome of bacteria.

<그림 1-9> Synthetic target gene of RMV2-CP primer set.
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<그림 1-10> Sensitivity of RMV2-CP primer and probe (concentration).
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<그림 1-11> Sensitivity of RMV2-CP primer and probe (copies/ul).

  ◯ RMV-CP 유전자 22건에 대한 유전자를 분석한 결과 3개의 sub type으로 나뉘었다 (그림 

1-3, 4).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, coat protein gene의 중간부분

에  여러개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 그중에서 하나의 프라이머 프로브 세트 

를 선정하여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; RMV2-CP-134F, 

RMV2-CP-284R, RMV2-CP-205P)의 특성을 평가하였다 (그림 1-5, 6).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 7가지의 작물 관련 바이러스들 (SMV; Soybean mosaic virus, 

TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean common mosaic virus, 

SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus, SYMMV; Soybean 

yellow mottle mosaic virus)과 교차반응을 조사한 결과, RMV에만 잘 반응하였다 (그림 

1-7).

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반

응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-8).
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  ◯ RMV2-CP primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용

하였다 (그림 1-9).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 0.1 pg 까지 반응을 하였다 (그림 1-10).

  ◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 100 copies/ul 까지 반응을 하였다 (그림 1-11).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA RMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-12).

  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-13).

  ◯ RMV ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재하

여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-14).

<그림 1-12> RMV ER Detection kit.
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<그림 1-13> Insert of RMV ER Detection kit.
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<그림 1-14> Contents of RMV ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 
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■ RMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-15> RPA nfo primer probe set of RMV. 

<그림 1-16> Reaction composition of RPA-LFD reaction and specificity of RMV2-CP primer and 

probe. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, 

BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, DW; Distilled water (negative 

control). 
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<그림 1-17> Sensitivity of RMV2-CPnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-18> Sensitivity of RMV2-CPnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-19> Specificity of RMV2-CP primer and probe against the several genome of bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT RMV2-CP primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic 

acid detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 

1-15).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-16과 같이 nfo primer probe는 RMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  0.01 pg 까지 반응을 하였

다 (그림 1-17).

◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  10 copies/ul 까지 반응

을 하였다 (그림 1-18). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-19).
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■ RMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-20> RPA end point reaction with primer set of RMV according to the time.

<그림 1-21> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of RMV.
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<그림 1-22> Reaction composition of RPA end point reaction and specificity of RMV2-CP 

primer. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic 

virus, BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; 

Cucumber mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, DW; Distilled water 

(negative control). 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT RMV primer & probe set를 응용하여 syber green I을 이

용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 10분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-20).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 10분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 105 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-21). 

◯ 그림 1-22와 같이 nfo primer probe는 RMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.
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2. Turnip mosaic virus (TuMV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관-엘씨엠싸이언스 ㈜ 연구결과

    - 순무 모자이크 바이러스(TuMV)는 십자화과 식물 등에 질병을 일으키는 포티바이러스과의 

포티바이러스입니다. 이 바이러스는 일반적으로 40~50종의 진딧물에 의해 지속적이지 않은 방

식으로 퍼집니다. 감염된 식물, 특히 자연 숙주는 백화성 국소 병변, 모자이크, 반점, 주름 또

는 주름과 같은 증상을 보입니다. TuMV는 포지티브 센스 단일 가닥 RNA 바이러스로, 평균 길이

가 720nm인 필라멘트 모양의 유연한 나선형 캡시드로 구성되어 있습니다. TuMV 게놈은 선형 및 

단일 입자(단일 입자)입니다. 바이러스의 열 불활성화점(TIP)은 62℃이고 시험관 내 수명

(LIV)은 3~4일입니다 (https://en.wikipedia.org/wiki/Turnip_mosaic_virus).

<그림 1-23> Genetic map, Symptom, model of TuMV. 
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1) TuMV에 대한  유전자 분석 및 프라이머 프로브 디자인

<그림 1-24> Comparison the homology of TuMV genes. 

<그림 1-25> Phylogenic tree of TuMV genes. 
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<그림 1-26> Region of primer and probe of TuMV genes. 

<그림 1-27> Candidate of primer and probe set of TuMV genes.
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<그림 1-28> Reaction composition of RPA and specificity of TuMV primer and probe. SMV; 

Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean 

common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic 

virus, DW; Distilled water (negative control). 
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<그림 1-29> Specificity of TuMV primer and probe against the several genome of bacteria.

<그림 1-30> Synthetic target gene of TuMV primer set.
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<그림 1-31> Sensitivity of TuMV primer and probe (concentration).
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<그림 1-32> Sensitivity of TuMV primer and probe (copies/ul).

  ◯ TuMV 유전자 31건에 대한 유전자를 분석한 결과 3개의 sub type으로 나뉘었다 (그림 

1-24, 25).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, TuMV gene의 중간부분과 말단부

위에서 여러개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 말단부위에서 하나의 프라이머 프로

브 세트 (빨간 점선 박스)를 선정하여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer 

probe set; TuMV-9622F, TuMV2-9670P, TuMV-9770R)의 특성을 평가하였다 (그림 1-26, 27).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 6가지의 작물 관련 바이러스들 (SMV; Soybean mosaic virus, 

TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean common mosaic virus, 

SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus)과 교차반응을 조

사한 결과, TuMV에만 잘 반응하였다 (그림 1-28).

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반
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응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-29).

  ◯ TuMV primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용하였

다 (그림 1-30).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 0.01 pg까지 반응을 하였다 (그림 1-31).

  ◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 10 copies/ul 까지 반응을 하였다 (그림 1-32).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA TuMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-33).

  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-34).

  ◯ TuMV ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재하

여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-35).

<그림 1-33> TuMV ER Detection kit.
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<그림 1-34> Insert of TuMV ER Detection kit.
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<그림 1-35> Contents of TuMV ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 
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■ TuMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-36> RPA nfo primer probe set of TuMV. 

<그림 1-37> Reaction composition of RPA-LFD reaction and specificity of TuMV primer and 

probe. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, 

BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, DW; Distilled water (negative 

control). 
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<그림 1-38> Sensitivity of TuMVnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-39> Sensitivity of TuMVnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-40> Specificity of TuMV primer and probe against the several genome of bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT TuMV primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic acid 

detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 1-36).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-37과 같이 nfo primer probe는 TuMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  0.01 ng 까지 반응을 하였

다 (그림 1-38).

◯ 목표유전자를 108 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  10,000 copies/ul 까지 

반응을 하였다 (그림 1-39). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-40).
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■ TuMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-41> RPA end point reaction with primer set of TuMV according to the time.

<그림 1-42> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of TuMV.
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<그림 1-43> Reaction composition of RPA end point reaction and specificity of TuMV primer. 

SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; 

Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, DW; Distilled water (negative 

control). 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT TuMV primer & probe set를 응용하여 syber green I을 

이용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 5분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-41).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 108-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 13분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 105 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-42). 

◯ 그림 1-43와 같이 nfo primer probe는 TuMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.
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3. Turnip yellow mosaic virus (TYMV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관-엘씨엠싸이언스 ㈜ 연구결과

-  순무 황색 모자이크 바이러스(TYMV)는 Tymoviridae 계통의 등척성 Tymovirus입니다. 숙주 범위

는 양배추, 콜리플라워 및 브로콜리를 포함하는 서부 유럽의 브라시카 속의 식물에 거의 전적

으로 국한됩니다. 감염은 식물 조직의 정맥 청소 및 탈피를 나타내는 밝은 노란색 모자이크 질

병을 유발합니다. 수액뿐만 아니라 많은 곤충 매개체에 의해 전염됩니다. 이들 중 가장 눈에 

띄는 것은 벼룩 딱정벌레의 필로트레타(Phyllotreta) 및 실리오데스(Psylliodes) 속이지만, 

파에돈 달팽이관(Phaedon cochleariae)과 그 유충도 이 바이러스를 퍼뜨리는 데 도움이 되는 

것으로 알려져 있습니다. 유충은 번데기 단계에 도달하면 질병을 전염시키는 능력을 상실하여 

기계적 감염 과정을 암시합니다 (https://en.wikipedia.org/wiki/Turnip_ yellow_mosaic 

_virus). 

<그림 1-44> Genetic map, symptom, model of TYMV. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Turnip_yellow_mosaic_virus
https://en.wikipedia.org/wiki/Turnip_yellow_mosaic_virus
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<그림 1-45> Homology distance of TYMV isolates.

<그림 1-46> Phylogenic tree of TYMV genes. 
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<그림 1-47> Candidate primer and probe sets of TYMV.

<그림 1-48> RPA exo primer & probe set of TYMV isolates.
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<그림 1-49> Reaction composition of RPA and specificity of TYMV primer and probe. SMV; 

Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean 

common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic 

virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow mosaic virus.  
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<그림 1-50> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of TYMV with several bacteria.



- 222 -

               <그림 1-51> Synthetic target gene of TYMV primer set.
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<그림 1-52> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of TYMV 

(Concentration).
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<그림 1-53> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of TYMV 

(copies/ul).

  ◯ TYMV 유전자 15건에 대한 유전자를 분석한 결과 2개의 subtype으로 나뉘었다 (그림 1-45, 

46).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, TYMV gene의 중간부분에서 여러

개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 이중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하

여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; TYMV-2856F, TYMV-3056P, 

TYMV-3237R)의 특성을 평가하였다 (그림 1-47, 48).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 8가지의 작물 관련 바이러스들 (SMV; Soybean mosaic virus, 

TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean common mosaic virus, 

SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus, SYMMV; Soybean 

yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow mosaic virus)과 교차반응을 조사한 결

과, TYMV에만 잘 반응하였다 (그림 1-49).

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반

응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-50).

  ◯ TYMV primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용하였

다 (그림 1-51).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 
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T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1 pg까지 반응을 하였다 (그림 1-52).

  ◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 10,000 copies/ul 까지 반응을 하였다 (그림 1-53).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA TYMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-54).

  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-55).

  ◯ TYMV ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재하

여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-56).

<그림 1-54> TYMV ER Detection kit.
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<그림 1-55> Insert of TYMV ER Detection kit.
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<그림 1-56> Contents of TYMV ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 
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■ TYMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-57> RT-RPA nfo primer probe set of TYMV.

<그림 1-58> Reaction composition of RPA-LFD reaction and specificity of TYMVnfo primer and 

probe. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, 

BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip Yellow Mosaic 

virus.
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<그림 1-59> Sensitivity of TYMVnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-60> Sensitivity of TYMVnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-61> Specificity of TYMVnfo primer and probe against the several genome of bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT TYMV primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic acid 

detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 1-57).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-58과 같이 nfo primer probe는 TuMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  0.01 pg 까지 반응을 하였

다 (그림 1-59).

◯ 목표유전자를 105 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  100 copies/ul 까지 반응

을 하였다 (그림 1-60). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-61).
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■ TYMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-62> RPA end point reaction with primer set of TYMV according to the time.

<그림 1-63> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of TYMV.
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<그림 1-64> Reaction composition of RPA end point reaction and specificity of TYMV primer. 

SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; 

Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow mosaic 

virus, DW; Distilled water (negative control). 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT TYMV primer & probe set를 응용하여 syber green I을 

이용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 10분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-62).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 15분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 103 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-63). 

◯ 그림 1-64와 같이 종간 특이도를 분석한 결과, nfo primer probe는 TYMV 바이러스만을 잘 

검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다 (그림 1-64).
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4. Bean common mosaic virus (BCMV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관-엘씨엠싸이언스 ㈜ 연구결과

-  BCMV 숙주 범위는 제한되어 있지만 자연적으로 감염된 식물에는 일반 콩, Phaseoulus vulgaris 

L. var. aborigineus, Rhynchosia minima (L.) DC 및 일부 야생 열대 Phaseolus spp. 증상으로

는 삼엽충 잎에 밝은 녹색과 짙은 녹색 모자이크 패턴이 있습니다. 다른 증상으로는 주름, 물

집, 뒤틀림, 아래쪽으로 말리거나 구르는 것, 경미하거나 심한 녹색 바탕에 녹색 모자이크 반

점이 있습니다. 정확한 노란색 점 또는 괴사성 국소 병변은 종종 식물 성장 감소를 초래할 수 

있습니다. 어린 나이에 감염된 식물은 발육부진되고 변형될 수 있습니다. 이 바이러스는 특히 

감염된 종자에서 생산 지역과 계절 사이에 퍼집니다. 가장 중요한 매개체는 진딧물이지만 꽃가

루와 기계적 전달도 있습니다 (https://en.wikipedia.org/wiki/Bean_yellow_mosaic_virus).

<그림 1-65> Genetic map, symptom, model of BCMV. 

<그림 1-66> Homology distance of BCMV isolates.
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<그림 1-67> Phylogenic tree of BCMV genes. 

<그림 1-68> Candidate primer and probe sets of BCMV.
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<그림 1-69> RPA exo primer & probe set of BCMV isolates.
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<그림 1-70> Reaction composition of RPA and specificity of BCMV primer and probe. SMV; 

Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean 

common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic 

virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow mosaic virus.  
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<그림 1-71> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of BCMV with several bacteria.

               <그림 1-72> Synthetic target gene of BCMV primer set.
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<그림 1-73> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of BCMV 

(Concentration).
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<그림 1-74> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of BCMV 

(copies/ul).
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  ◯ BCMV 유전자 22건에 대한 유전자를 분석한 결과 2개의 subtype으로 나뉘었다 (그림 1-66, 

67).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, BCMV gene의 중간부분에서 여러

개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 이중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하

여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; BCMV4-CP-675F, 

BCMV4-CP-714P, BCMV4-CP-822R)의 특성을 평가하였다 (그림 1-68, 69).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 8가지의 작물 관련 바이러스들 (SMV; Soybean mosaic virus, 

TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean common mosaic virus, 

SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus, SYMMV; Soybean 

yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow mosaic virus)과 교차반응을 조사한 결

과, BCMV에만 잘 반응하였다 (그림 1-70).

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반

응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-71).

  ◯ BCMV primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용하였

다 (그림 1-72).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1 pg까지 반응을 하였다 (그림 1-73).

  ◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1000 copies/ul 까지 반응을 하였다 (그림 1-74).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA BCMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-75).

  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-76).

  ◯ BCMV ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재하

여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-77).

<그림 1-75> BCMV ER Detection kit.
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<그림 1-76> Insert of BCMV ER Detection kit.
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<그림 1-77> Contents of BCMV ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 
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■ BCMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-78> RT-RPA nfo primer probe set of BCMV.

<그림 1-79> Reaction composition of RPA-LFD reaction and specificity of BCMVnfo primer and 

probe. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, 

BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip Yellow Mosaic 

virus, DW; Distilled Water.
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<그림 1-80> Sensitivity of BCMVnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-81> Sensitivity of BCMVnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-82> Specificity of BCMVnfo primer and probe against the several genome of bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT BCMV primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic acid 

detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 1-78).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-79과 같이 nfo primer probe는 BCMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  1 pg 까지 반응을 하였다 

(그림 1-80).

◯ 목표유전자를 105 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  100 copies/ul 까지 반응

을 하였다 (그림 1-81). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-82).
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■ BCMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-83> RPA end point reaction with primer set of BCMV according to the time.

<그림 1-84> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of BCMV.
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<그림 1-85> Reaction composition of RPA end point reaction and specificity of BCMV primer. 

SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; 

Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow mosaic 

virus, DW; Distilled water (negative control). 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT BCMV primer & probe set를 응용하여 syber green I을 

이용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 10분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-83).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 105 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-84). 

◯ 그림 1-85와 같이 종간 특이도를 분석한 결과, nfo primer probe는 BCMV 바이러스만을 잘 

검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다 (그림 1-85).
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5. Soybean mosaic virus (SMV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 연구결과

 - 대두 모자이크 바이러스(SMV)는 식물 바이러스 속 포티바이러스(Potyviridae 계통)의 구성원

입니다. 주로 파바세아과에 속하는 식물을 감염시키지만 다른 경제적으로 중요한 작물도 감염

시키는 것으로 밝혀졌습니다. SMV는 전 세계 대두 생산지에서 발생하는 대두 모자이크병의 원

인입니다. 대두(글리신 맥스)는 식용 오일과 단백질의 가장 중요한 공급원 중 하나이며 병원성 

감염은 미국에서 연간 약 40억 달러의 수확량 손실을 초래합니다. 이러한 병원체 중 SMV는 전 

세계적으로 대두 생산에서 가장 중요하고 널리 퍼진 바이러스 병원체입니다. 이로 인해 약 

8~35%의 수율 감소가 발생하지만 최대 94%의 손실이 보고되었습니다.

   이 바이러스는 1915년 코네티컷에서 처음 보고되었으며 1921년에 기술되었습니다. 이 바이러

스의 게놈은 최소 11개의 단백질을 인코딩하는 약 9.5kb의 단일 가닥 양성 센스 RNA입니다. 

SMV 비리온은 길이가 약 720~800nm이고 직경이 12~15nm인 비피막, 굴곡성, 사상체입니다. SMV

의 여러 균주는 9,588개 뉴클레오티드로 구성된 완전히 시퀀싱되었습니다 (시퀀싱된 데이터는 

GenBank에서 찾을 수 있음)(https://en.wikipedia.org/wiki/Soybean_mosaic_virus).

<그림 1-86> Genetic map and symptom of SMV. 

<그림 1-87> Homology distance of SMV isolates.
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<그림 1-88> Phylogenic tree of SMV genes. 

<그림 1-89> Candidate primer and probe sets of SMV.
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<그림 1-90> RPA exo primer & probe set of SMV isolates.
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<그림 1-91> Reaction composition of RPA and specificity of SMV primer and probe. SMV; 

Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean 

common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic 

virus, DW; Distilled water.  
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<그림 1-92> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of SMV with several bacteria.
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               <그림 1-93> Synthetic target gene of SMV primer set.
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<그림 1-94> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of SMV 

(Concentration).



- 255 -

<그림 1-95> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of SMV 

(copies/ul).

  ◯ SMV 유전자 40건에 대한 유전자를 분석한 결과 3개의 subtype으로 나뉘었다 (그림 1-87, 

88).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, SMV gene의 중간부분에서 여러

개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 이중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하

여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; SMV-3297F, SMV-3524P, 

SMV-3665R)의 특성을 평가하였다 (그림 1-89, 90).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 8가지의 작물 관련 바이러스들 (SMV; Soybean mosaic virus, 

TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean common mosaic virus, 

SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus)과 교차반응을 조

사한 결과, SMV에만 잘 반응하였다 (그림 1-91).

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반

응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-92).

  ◯ SYMV primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용하였

다 (그림 1-93).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1 pg까지 반응을 하였다 (그림 1-94).

  ◯ 목표유전자를 107 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 107 copies/ul 만 반응을 하였다 (그림 1-95).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA SMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-96).

  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-97).

  ◯ TYMV ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재하
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여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-98).

<그림 1-96> SMV ER Detection kit.
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<그림 1-97> Insert of SMV ER Detection kit.



- 258 -

<그림 1-98> Contents of SMV ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 
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■ SMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-99> RT-RPA nfo primer probe set of SMV.

<그림 1-100> Reaction composition of RPA-LFD reaction and specificity of SMVnfo primer and 

probe. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, 

BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, DW, Distilled water.
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<그림 1-101> Sensitivity of SMVnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-102> Sensitivity of SMVnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-103> Specificity of SMVnfo primer and probe against the several genome of bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT SMV primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic acid 

detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 1-99).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-100과 같이 nfo primer probe는 SMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  0.1 pg 까지 반응을 하였

다 (그림 1-101).

◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  10 copies/ul 까지 반응

을 하였다 (그림 1-102). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-103).
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■ SMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-104> RPA end point reaction with primer set of SMV according to the time.

<그림 1-105> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of SMV.
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<그림 1-106> Reaction composition of RPA end point reaction and specificity of SMV primer. 

SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; 

Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber 

mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow mosaic 

virus, DW; Distilled water (negative control). 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT SMV primer & probe set를 응용하여 syber green I을 이

용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 5분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-104).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 108-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 15분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 107 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-105). 

◯ 그림 1-106와 같이 종간 특이도를 분석한 결과, nfo primer probe는 SMV 바이러스만을 잘 

검출하였다 (그림 1-106).

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.
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6. Soybean yellow common mosaic virus (SYCMV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관- (주) 엘씨엠싸이언스 연구결과

-  Sobemovirus 속에 분류되는 positive sense ssRNA 바이러스인 Soybean Yellow Mottle Mosaic 

virus(SYCMV)가 국내에서 처음 보고되고 특성화되었다. 현재, 유일한 알려진 숙주는 밝은 노

란색 모자이크와 잎의 주름을 유발하는 대두입니다. 이 바이러스는 4152개 뉴클레오티드의 단

일 양성 가닥 RNA 게놈을 가지고 있습니다. 이 바이러스는 P1(78–566 nt), 다단백질 ORF2a(524

–2248 nt), 폴리머라제 도메인 ORF2b(1852–3417 nt) 및 CP(3227–4030 nt)를 인코딩하는 4개의 

추정되는 오픈 리딩 프레임을 포함합니다. SYCMV의 전체 염기서열은 이전에 알려진 11종의 소

베모바이러스와 31.2-71.3%의 염기 동일성을 보였다. 7과에 속하는 21종과 3개의 서로 다른 

Nicotiana tabacum 품종에 바이러스를 접종한 SYCMV의 기주 범위 분석에서 SYCMV는 Glycine 

max 및 G. soja만 감염시키는 좁은 기주 범위를 보였습니다.

<그림 1-107> Genetic map, symptom, model of SYCMV. 

<그림 1-108> Homology distance of SYCMV isolates.
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<그림 1-109> Phylogenic tree of SYCMV genes. 

<그림 1-110> Candidate primer and probe sets of SYCMV.
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<그림 1-111> RPA exo primer & probe set of SYCMV isolates.
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<그림 1-112> Reaction composition of RPA and specificity of SYCMV primer and probe. SMV; 

Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean 

common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic 

virus, DW; Distilled water.  
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<그림 1-113> RPA Exo-RT reaction of primer probe set of SYCMV with several bacteria.
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<그림 1-114> Synthetic target gene of SYCMV primer set.
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<그림 1-115> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of SYCMV 

(Concentration).
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<그림 1-116> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of SYCMV 

(copies/ul).

  ◯ SYCMV 유전자 20건에 대한 유전자를 분석한 결과 4개의 subtype으로 나뉘었다 (그림 

1-108, 109).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, SYCMV gene의 중간부분에서 여

러개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 이중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정

하여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; SYCMV-241F, SYCMV-346P, 

SYCMV-557R)의 특성을 평가하였다 (그림 1-110, 111).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 6가지의 작물 관련 바이러스들 (SMV; Soybean mosaic virus, 

TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean common mosaic virus, 

SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus)과 교차반응을 조

사한 결과, SYCMV에만 잘 반응하였다 (그림 1-112).

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반

응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-113).

  ◯ SYCMV primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용하

였다 (그림 1-114).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1 pg까지 반응을 하였다 (그림 1-115).

  ◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1 copies/ul 까지 반응을 하였다 (그림 1-116).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA SYCMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-117).
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  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-118).

  ◯ SYCMV ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재

하여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-119).

<그림 1-117> SYCMV ER Detection kit.



- 273 -

<그림 1-118> Insert of SYCMV ER Detection kit.
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<그림 1-119> Contents of SYCMV ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 



- 275 -

■ SYCMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-120> RT-RPA nfo primer probe set of SYCMV.

<그림 1-121> Reaction composition of RPA-LFD reaction and specificity of SYCMVnfo primer 

and probe. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic 

virus, BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; 

Cucumber mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, DW; Distilled Water.
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<그림 1-122> Sensitivity of SYCMVnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-123> Sensitivity of SYCMVnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-124> Specificity of SYCMVnfo primer and probe against the several genome of 

bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT SYCMV primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic 

acid detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 

1-120).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-121과 같이 nfo primer probe는 SYCMV 바이러스만을 잘 검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  0.01 pg 까지 반응을 하였

다 (그림 1-122).

◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  1 copies/ul 까지 반응을 

하였다 (그림 1-123). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-124).
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■ SYCMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-125> RPA end point reaction with primer set of SYCMV according to the time.

<그림 1-126> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of SYCMV.
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<그림 1-127> Reaction composition of RPA end point reaction and specificity of SYCMV 

primer. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic 

virus, BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; 

Cucumber mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow 

mosaic virus, DW; Distilled water (negative control). 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT BCMV primer & probe set를 응용하여 syber green I을 

이용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 10분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 

1-125).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 20분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 104 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-126). 

◯ 그림 1-127와 같이 종간 특이도를 분석한 결과, nfo primer probe는 SYCMV 바이러스만을 잘 

검출하였다. 

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.
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7. Soybean yellow mottle mosaic virus (SYMMV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 연구결과

 - 대두(Glycine max L. Merr.)는 세계에서 가장 중요한 콩과작물 중 하나이지만 다양한 바이러스 

종에 감염되어 수확량과 품질에 심각한 손실을 초래하는 것으로 보고되었습니다. 대두 황색 반

점 모자이크 바이러스(SYMMV)는 감마카르모바이러스(Tombusviridae 계통) 속의 새로운 구성원

입니다. 북미와 한국에서 대두를 감염시킨 것으로 처음 보고되어 반점, 모자이크, 주름 등의 

증상을 유발하고 식물 생장을 심각하게 억제하였다. 테스트한 콩과 식물 중 G. soja(야생 대

두)의 1/3 이상이 SYMMV를 함유하고 있어 야생 대두가 SYMMV의 저장소로서 중요한 역할을 했음

을 나타냅니다. 야생 대두는 빠르면 7월 중순에 SYMMV에 감염될 수 있습니다. G. soja에서 

SYMMV의 초기 감염과 높은 감염률 및 종자 전파의 결과를 고려할 때, 야생 대두는 바이러스의 

질병 주기를 완료하는 데 중요한 역할을 했을 수 있습니다.

<그림 1-128> The natural hosts of Soybean yellow mottle mosaic virus. A: Glycine soja, B: 
Vigna angularis var. nipponensis, C: Lespedeza cuneata, D: Trifolium repens. . 

<그림 1-129> Homology distance of SYMMV isolates.
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<그림 1-130> Phylogenic tree of SYMMV genes. 

(A)

(B)

<그림 1-131> Candidate primer and probe sets of SYMMV (A) and SYMMV2 (B).
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(A)

(B)

<그림 1-132> RPA exo primer & probe sets of SYMMV isolates.
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<그림 1-133> Reaction composition of RPA and specificity of SYMMV primer and probe. SMV; 

Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean 

common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic 

virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, DW; Distilled water.  
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<그림 1-134 RPA Exo-RT reaction of primer probe set of SYMMV with several bacteria.

               <그림 1-135> Synthetic target gene of SYMMV primer set.



- 286 -

<그림 1-136> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of SYMMV 

(Concentration).



- 287 -

<그림 1-137> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of SYMMV 

(copies/ul).

  ◯ SYMMV 유전자 62건에 대한 유전자를 분석한 결과 2개의 subtype으로 나뉘었다 (그림 

1-129, 130).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, SYMMV gene의 5’쪽에서 여러개

의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 이중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 

인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; SYMMV-236F, SYMMV-297P, 

SYMMV-387R)(그림 1-131A, 132A)의 특성을 평가하였으나, 반응이 안좋아서 다시 새로운 프

로브와 프라이머를 재합성하였다 (Primer probe set; SYMMV2-2458F, SYMMV2-2524P, 

SYMMV2-2652R)(그림 1-131B, 132B).

  ◯ RPA Exo kit를 사용하여 7가지의 작물 관련 바이러스들 (SMV; Soybean mosaic virus, 
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TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic virus, BCMV; Bean common mosaic virus, 

SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, 

CMV; Cucumber mosaic virus)과 교차반응을 조사한 결과, SYMMV, CMV, SYCMV와 반응하였다 

(그림 1-133). CMV와 SYCMV와 반응한 것은 검체에 교차 감염과 시료의 오염때문인 것으로 

확인되어 SYMMV2 primer와 probe set의 특이도에는 문제가 없는 것으로 판단되었다.

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반

응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-134).

  ◯ SYMMV primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용하

였다 (그림 1-135).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1 pg까지 반응을 하였다 (그림 1-136).

  ◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 103 copies/ul 만 반응을 하였다 (그림 1-137).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA SYMMV detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-138).

  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-139).

  ◯ TYMV ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재하

여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-140).

<그림 1-138> SYMMV ER Detection kit.
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<그림 1-139> Insert of SYMMV ER Detection kit.
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<그림 1-140> Contents of SMV ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 
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■ SYMMV nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-141> RT-RPA nfo primer probe set of SYMMV.

<그림 1-142> Reaction composition of RPA-LFD reaction and specificity of SYMMVnfo primer 

and probe. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic 

virus, BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, SYMMV; 

Soybean yellow mottle mosaic virus, CMV; Cucumber mosaic virus, DW, Distilled water.
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<그림 1-143> Sensitivity of SYMMVnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-144> Sensitivity of SYMMVnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-145> Specificity of SYMMVnfo primer and probe against the several genome of 

bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT SYMMV primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic 

acid detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 

1-141).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 그림 1-142과 같이 nfo primer probe는 SYMMV 바이러스외에도 SYCMV, SMV도 반응하였으나 

이들은 혼합감염으로 확인되었다.  

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  0.1 pg 까지 반응을 하였

다 (그림 1-143).

◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  10 copies/ul 까지 반응

을 하였다 (그림 1-144). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-145).
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■ SYMMV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-146> RPA end point reaction with primer set of SYMMV according to the time.

<그림 1-147> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of SYMMV.
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<그림 1-148> Reaction composition of RPA end point reaction and specificity of SYMMV 

primer. SMV; Soybean mosaic virus, TuMV;Turnip mosaic virus, RMV; Ribgrass mosaic 

virus, BCMV; Bean common mosaic virus, SYCMV; Soybean yellow common mosaic virus, CMV; 

Cucumber mosaic virus, SYMMV; Soybean yellow mottle mosaic virus, TYMV; Turnip yellow 

mosaic virus, DW; Distilled water (negative control). 

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT TYMV primer & probe set를 응용하여 syber green I을 

이용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 5분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-146).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 15분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 105 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-147). 

◯ 그림 1-148와 같이 종간 특이도를 분석한 결과, nfo primer probe는 SYMMV 바이러스만을 잘 

검출하였고 혼합감염된 샘플도 잘 검출하였다.

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다 (그림 1-148).
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8. Apple stem pitting virus (ASPV) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 연구결과

-  ASPV는 Betaflexiviridae 계통의 Foveavirus 속의 유형 종입니다. 약 9300개의 뉴클레오타이

드(nts)로 구성된 단일 가닥 양성 RNA(+ssRNA) 게놈을 보유하고 있으며, 이는 5개의 오픈 리딩 

프레임(ORF, ORF1-ORF5)과 5' 비번역 영역(UTR) 및 3' UTR을 인코딩합니다. ORF1은 바이러스 

RNA 의존성 RNA 중합효소(RdRP), ORF2-ORF4는 삼중 유전자 차단 단백질(TGBp1-TGBp3), ORF5는 

바이러스 외피(캡시드) 단백질(CP)을 인코딩합니다. ASPV는 여러 식물 종을 감염시키고 식물 

종, 품종 및 바이러스 계통/분리주에 따라 무증상에서 목부 구덩이, 상생, 쇠퇴, 정맥 황변, 

잎 붉은 반점, 배 괴사 반점 또는 과실 돌 구덩이에 이르기까지 광범위한 증상을 유발합니다. 

<그림 1-149> Genetic map and symptom of ASPV. 

<그림 1-150> Homology distance of ASPV isolates.
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<그림 1-151> Phylogenic tree of ASPV genes. 

<그림 1-152> Candidate primer and probe set of ASPV (No.1).
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<그림 1-153> RPA exo primer & probe set of ASPV isolates (No.1).

<그림 1-154> RPA exo primer & probe set of ASPV isolates (No.2).
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<그림 1-155> RPA exo reaction of primer & probe set of ASPV2 (No.2).

<그림 1-156> RPA exo primer & probe set of ASPV isolates (No.3).
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<그림 1-157> RPA exo reaction of primer & probe set of ASPV3 (No.3).

<그림 1-158> RPA exo primer & probe set of ASPV isolates (No.4).
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<그림 1-159> RPA exo reaction of primer & probe set of ASPV4 (No.4).

<그림 1-160> Real time PCR for ASPV infected samples.

  ◯ ASPV 유전자 30건에 대한 유전자를 분석한 결과 4개의 subtype으로 나뉘었다 (그림 

1-150, 151).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, ASPV gene의 중간부분에서 여러



- 303 -

개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 여러 가지의 프라이머 프로브 세트를 선정하여 

인공합성하였다. 프라이머와 프로브들을 평가하였으나 그림 153 - 그림 159에서 보였듯 전

혀 반응이 없었다.

  ◯ Real time PCR로 RPA exo 반응에 사용한 ASPV 감염시료들을 평가한 결과, 시료들은 모두 

잘 반응하고 있어 RPA probe와 primer 디자인에 실패한 것으로 결론을 내렸다 (그림 

1-160).
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■ ASPV end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-161> RPA end point reaction with primer set of ASPV according to the time.
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<그림 1-162> Sensitivity of RPA end point reaction with primer set of ASPV.

◯ ASPV를 RPA end detection kit로 검출하기 위해 F001 (AAGCATGTCTGGAACCTCATG)와 
R001-2 ( GATCAACTTACTAAAAAGCATAAGT)를 사용하여 증폭하고 syber green I을 첨

가하여 결과를 확인하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 FOO1/R001-2 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 샘플

을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 10분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 

1-161).

◯ ASPV end point detection kit의 민감도를 알아보기 위하여 20개의 양성 샘플과 3개의 음성 

샘플을 검사한 결과, 모두 양성으로 검출되었다. 위양성이 많이 나타나고 음성대조군과의 

차이도 크게 나지 않아 필드에서 쓰기에는 문제가 많은 키트로 사료되었다. 
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9. Peach latent mosaic viroid (PLMVd) - RPA probe 진단제 개발

■ 주관연구기관- ㈜ 엘씨엠싸이언스 연구결과

 - 복숭아 잠복 모자이크 바이로이드(PLMVd)는 Avsunviroidae 계통에 속하는 Pelamoviroid 속의 

종입니다. 이 속은 귀상어 리보자임을 가진 클로로플라스틱 바이로이드를 가지고 있는 것이 특

징입니다. 복숭아 잠복 모자이크 바이로이드는 336-351 nt의 원형 RNA로 가지가 형성되어 있습

니다. 이 분기된 형성은 두 키스 루프 사이의 유사 매듭에 의해 안정화됩니다. 복숭아 잠복 모

자이크 바이로이드는 1980년대 스페인의 과학자 그룹에 의해 처음 기술되었습니다.

   유럽, 아시아, 북미, 남미 등 전 세계 복숭아 및 천도 복숭아 생산 지역에 분포하며 자연 감염 

빈도가 높습니다. 증상이 나타나기 전에 질병은 약 5-7년 동안 복숭아 나무에 잠복합니다.

   질병의 증상에는 새싹 괴사, 싹 발달 지연, 가지 괴사, 나무의 조기 노화, 꽃 줄무늬, 숙성 변

형, 둥근 돌 확대, 과일 껍질의 원형 변색 영역 및 경우에 따라 모자이크, 반점, 정맥 줄무늬 

또는 감염된 잎에 옥양목 모양 등이 있다 (https://en.wikipedia.org/wiki/Peach_latent 

_mosaic_viroid). 

<그림 1-163> The symptom and genetic structure of PLMVd. 

https://en.wikipedia.org/wiki/Peach_latent_mosaic_viroid
https://en.wikipedia.org/wiki/Peach_latent_mosaic_viroid
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<그림 1-164> Homology distance of PLMVd isolates.

<그림 1-165> Phylogenic tree of PLMVd genes. 

<그림 1-166> Candidate primer and probe sets of PLMVd.
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<그림 1-167> RPA exo primer & probe sets of PLMVd isolates.

<그림 1-168> Gel electrophoresis of PCR reaction of PLMVd primer set for infected peach 

samples.
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<그림 1-169> RPA Exo-RT reaction of PLMVd primer probe set with infected peach samples.
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  <그림 1-170> RT-RPA reaction of PLMVd primer probe set with several bacteria.

  <그림 1-171> Synthetic target gene of PLMVd primer set.
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<그림 1-172> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of PLMVd 

(Concentration).
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<그림 1-173> Limitation of Detection of RPA Exo-RT reaction with primer probe set of PLMVd 

(copies/ul).

  ◯ PLMVd 유전자 31건에 대한 유전자를 분석한 결과 3개의 subtype으로 나뉘었다 (그림 

1-164, 165).

  ◯ Primer 3 프로그램을 이용하여 primer를 디자인 한 결과, PLMVd gene의 중간 영역에 여러
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개의 프라이머와 프로브 세트가 생성되어 이중에서 하나의 프라이머 프로브 세트를 선정하

여 인공합성하였다. 이 프라이머와 프로브 (Primer probe set; PLMVd-84F, PLMVd-250P, 

PLMVd-340R)(그림 1-166, 167)의 특성을 평가하였다.

  ◯ 전남대로부터 PCR 결과 양성으로 판정된 샘플과 음성 샘플 (그림 1-168)을 받아서 RT-RPA 

반응을 관찰하였다. 19개의 양성 샘플 중에서 16개에 대하여 양성을 보였다. 민감도가 

16/19 (84.2%)였다 (그림 1-169).

  ◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반

응성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-170).

  ◯ PLMVd primer probe set의 민감도를 측정하기 위하여 목표유전자를 인공합성하여 사용하

였다 (그림 1-171).

  ◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시킨 결과, 1 pg까지 반응을 하였다 (그림 1-172).

  ◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시킨 결과, 106 copies/ul 만 반응을 하였다 (그림 1-173).

  ◯ 이상의 결과로 RT-RPA PLMVd detection kit에 대한 시제품을 제작하였다 (그림 1-174).

  ◯ 키트안에 제품 사용 설명서 첨부하였다 (그림 1-175).

  ◯ PLMVd ER-Detection Kit 완제품을 주관연구기관인 ㈜엘씨엠싸이언스의 홈페이지에 게재

하여 판매를 개시하였다 (2022. 09, 그림 1-176).

<그림 1-174> PLMVd ER Detection kit.
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<그림 1-175> Insert of PLMVd ER Detection kit.
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<그림 1-176> Contents of PLMVd ER Detection kit in LCM science homepage 

(www.lcmscience.co.kr). 
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■ PLMVd nfo detection kit – 공동연구기관 - 강원대 결과

<그림 1-177> RT-RPA nfo primer probe set of PLMVd.
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<그림 1-178> RT-RPA nfo reaction with several PLMVd infected samples.
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<그림 1-179> Sensitivity of PLMVdnfo primer and probe (concentration).

<그림 1-180> Sensitivity of PLMVdnfo primer and probe (copies/ul).
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<그림 1-181> Specificity of PLMVdVnfo primer and probe against the several genome of 

bacteria.

◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT PLMVd primer & probe set를 응용하여 PCRD nucleic 

acid detector를 이용한 육안 결과 관찰이 가능한 nfo primer probe를 합성하였다 (그림 

1-177).

◯ 해당 바이러스의 핵산을 nfo kit의 master mix에 1 ul 넣고 39℃에서 15분-20분간 반응시킨 

후 PCRD 샘플 주입구에 10 ul 넣고 90 ul wash buffer로 흘려주면서 결과를 관찰하였다.

◯ 19개의 양성샘플에 대한 RPA nfo 반응을 확인한 결과, 18개가 양성을 보여 94.7%의 민감도

를 보였다 (그림 1-178)
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◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.

◯ 목표유전자를 10 ng부터 0.01 pg까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 

T-8 UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  0.01 pg 까지 반응을 하였

다 (그림 1-179).

◯ 목표유전자를 106 부터 100 까지 10배 희석하여 Exo RT nfo RPA 반응을 39℃에서 20분간 T-8 

UV Scanner에서 반응시키고 나서 10 ul 반응액을 PCRD nucleic acid detector에 넣고 

extraction buffer를 흘려보내면서 결과를 관찰하였다. 그 결과  1000 copies/ul 까지 반

응을 하였다 (그림 1-180). 

◯ 실험실 환경 혹은 실험자로부터 검출될 가능성이 높은 17종의 박테리아의 유전자와의 반응

성을 확인해 본 결과, 단 한 개의 박테리아와도 반응하지 않았다 (그림 1-181).
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■ PLMVd end point detection kit – 위탁연구기관 - 전남대 결과

<그림 1-182> RPA end point reaction with primer set of PLMVd according to the time.

<그림 1-183> Limitation of detection of RPA end point reaction with primer set of PLMVd 

(copies/ul).
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<그림 1-184> RPA end point reaction with field samples infected with PLMVd.
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◯ 엘씨엠싸이언스에서 개발한 Exo RT PLDVd primer & probe set를 응용하여 syber green I을 

이용한 end point detection kit를 제작하였다. 

◯ RPA basic kit를 이용하여 nfo kit에 사용한 primer set로 master mix 만들고 각각의 핵산 

샘플을 1 ul 넣고 39℃에서 반응시켰다. 

◯ 시간별로 RPA반응을 관찰한 결과, 5분후 부터 양성반응을 보이기 시작하였다 (그림 1-182).

◯ 최소검출한계를 알아보기 위하여 인공합성한 양성대조군을 106-100 copies/ul까지 단계적 

희석한 후 39℃에서 15분간 반응시키고 사이버그린으로 발색을 한 후 HARU-2000으로 FAM값

을 측정하였다. 그 결과 106 copies/ul까지 검출이 되었다 (그림 1-183). 

◯ 19개의 양성샘플에 대한 RPA nfo 반응을 확인한 결과, 19개가 양성을 보여 100%의 민감도를 

보였다 (그림 1-184)

◯ 음성대조군인 증류수는 반응하지 않았다.
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■ 공동연구기관-강원대 추가 연구결과

1. 진단 대상 식물바이러스 수집, 바이러스 핵산 분리 및 보관 

(RMV, TuMV, TYMV, BCMV, SMV, SYCMV, SYMMV, ASPV, PLMVd)

<그림 강-1> 진단 대상 식물바이러스의 핵산 검정

◯ 당해연도 대상 식물 바이러스인 RMV, TuMV, TYMV, BCMV, SMV, SYVMMV, SYCMV에 대하여 바이러스원을 확

보하고 검정용 프라이머를 디자인하였으며, 핵산을 추출하여 바이러스를 검정하였다. 확인된 바이러스 

핵산은 이후 실험의 재료로 활용되었다.

표 강-1. 검정용 프라이머 목록

Virus Primer Sequence (5’ → 3’)

RMV
TobamodF TKG AYG GNG TBC CNG GNT GYG G

TobamodR ACN GAV TBN ABC TGT AAT TGC TAT

TuMV
TuMV-CP(506)-5 AAT GTG GGT GAT GAT GGA CGG

TuMV-CP(506)-3 CAC ACT GGC TGC TTT AAC AAA C

TYMV
TYMV-CP-5456F CTC AGC CTC CTC GAA CGA

TYMV-CP-6292R CGG GAG TTG CAC CCG ATT A

CMV
CMV-Fny-CP-5' ATG GAC AAA TCT GAA TCA ACC AG

CMV-Fny-CP-3' TCA GAC TGG GAG CAC TCC A

SMV
SMV-8535F1 TCA GGC AAG GAG AAG GAA GGA GA

SMV-9329R1 CTG CGG TGG GCC CAT GC

SYMMV
SYMMV-2664F1 ATG AAT GGA AAA ATG CTC ACC ATT G

SYMMV-3311R1 TGA AGC TTG CTG TCC ATA TGC TG

SYCMV
SYCMV-3227F1 ATG GCG AAG AGG CTA ACC AAA CA

SYCMV-4030R1 TCA GTT GTT CAA GGC TGA GGC G

BCMV
BCMV-8876F1 TCA GGA ACT GGA CAG CCA CAG C

BCMV-9739R1 TTA CTG CGG GGA GCC CAT G
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<그림 강-2> 진단 대상 식물바이러스의 기존 진단 방법 (RT-PCR, RT-qPCR)과 Real-time 

LAMP 민감도 비교를 위한 PCR 조건 및 10배 희석방법

<그림 강-3> 진단 대상 식물바이러스의 기존 진단 방법 (RT-PCR, RT-qPCR)과 Real-time 

LAMP 민감도 비교를 위한 전체적인 실험 과정
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TuMV

RMV

TYMV

100 10-1 10-2 10-3 10-4 10-5

(A)

(B)

(C)

TuMV RMV TYMV

TuMV RMV TYMV

<그림 강-3> 진단 대상 식물바이러스의 기존 진단 방법 (RT-PCR, RT-qPCR)과 Real-time 

LAMP를 통한 민감도 비교 분석. (A) conventional RT-PCR, (B) RT-qPCR, (C) Real-time 

LAMP

◯ 배추 대상 감염 바이러스인 TuMV와 RMV, TYMV를 대상으로 LCM사이언스에서 개발된 

real-time LAMP 진단 키트와 기존 검정방법인 RT-PCR과 Real-time PCR을 이용하여 민감도

를 비교하고자 하였다. 

◯ 각 바이러스는 식물로부터 Total RNA를 추출하여 평준화 한 뒤, 10배 희석을 통해 100부터 

105까지 검정을 진행하였다.

◯ 필드 샘플의 경우 식물로부터 Total RNA를 추출하여 역전사 반응 및 Real-time LAMP를 수행

하였으며, 역전사 이후 PCR과 qPCR을 진행하였다.

◯ 기존 진단 방법인 RT-PCR의 경우 가장 낮은 검출 한계를 보였으며, Real-time PCR 및 

Real-time LAMP는 유사한 수준의 검출 한계를 보였다.

◯ 새로 개발된 Real-time LAMP 키트는 RNA수준에서 바로 검정이 가능하였으나, RT-PCR 및 

Real-time PCR의 경우 역전사 반응이 필수적이며, 그 소모시간 또한 Real-time LAMP의 40

분 (total RNA 추출 시간은 제외한다) 에 비해 Real-time PCR은 약 4.5배, RT-PCR은 5배 이

상의 시간이 필요하였다.
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2. 농가포장시료에 대한 진단검사 및 유용성 평가

<그림 강-4> 강원도 배추 및 무 농가포장시료 채집
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<그림 강-5> 강원도 배추 및 무 포장에서 채집한 배추와 무 샘플의 바이러스성 병징. (A) 화

천 포장, (B) 양구 포장

◯ 농가포장시료에 대한 진단검사 및 유용성 평가를 위해 강원도의 6개 시군에서 바이러스성 

병징을 나타내는 배추를 채집하였다. 또한 대상 작물인 배추 외에 배추와 같은 바이러스병

을 공유하는 무를 채집하여 이후 실험에 사용하였다.

◯ 채집된 샘플은 심한 바이러스 병징을 나타냈으며, 증상은 심한 모자이크와 약한 모자이크, 

모틀, 황화, 위축 등 다양했으며, 그 상품 가치가 저해되어 피해가 심각하였다.
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TuMV

RMV

TYMV

(A)

(B)

(C)

TuMV RMV TYMV

TuMV RMV TYMV

1 32 4 65 7 8

<그림 강-6> 농가포장시료를 대상으로 기존 검정방법 (RT-PCR, RT-qPCR)과 Real-time 

LAMP를 이용한 비교 진단. (A) conventional RT-PCR, (B) RT-qPCR, (C) Real-time 

LAMP

<그림 강-7> 농가포장시료의 기계적 접종을 통한 실제 바이러스 감염 확인. (1-8) 상기 8개 

샘플의 Chenopodium quinoa 에서의 기주 반응

1 2 3 4

5 6 7 8



- 332 -

<그림 강-8> 농가포장시료를 대상으로 Real-time LAMP를 이용한 TuMV 진단

◯ 채집된 샘플을 대상으로 기존 진단방법인 RT-PCR, Real-time PCR과 새로 개발된 

Real-time LAMP 키트를 이용하여 바이러스를 검정하였다.

◯ 그 결과 민감도 테스트와 마찬가지로 RT-PCR은 8개 샘플 중 7개 샘플에서만 바이러스

를 검정한 반면 Real-time PCR과 Real-time LAMP의 경우 8개 샘플 모두에서 TuMV를 검

정하였다.

◯ 또한 강원도 6개 시군에서 채집된 샘플은 주로 TuMV에 의해 감염되며 추가적으로 TYMV

가 TuMV와 함께 복합감염되는 형태로 존재한다는 것을 확인하였으며, RMV는 세가지 진단 

방법에서 모두 검정되지 않았다.

◯ 검정된 TuMV의 실제 감염여부 확인을 위해 지표식물인 Chenopodium quinoa에 접종하

여 그 반응을 관찰한 결과 검정결과와 일치하게 8개 샘플에서 바이러스 반응을 확인할 수 

있었다.

◯ 이후 강원도내 다른 시군 (양구, 인제, 춘천)의 농가에서 추가 샘플을 채집하여 

Real-time LAMP키트를 이용해 TuMV를 손쉽게 진단할 수 있었다.
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<그림 강-9> 콩 포장에서 발생하는 바이러스병 증상 (1) 모자이크, (2) 기형, 모자이크, (3-4) 

모틀, (5) 약한 모자이크, 주름, (6) 기형, 모틀, (7) 기형, 황화, 괴사, (8) 기형

◯ 농가포장시료에 대한 진단검사 및 유용성 평가를 위해 바이러스성 병징을 나타내는 다양한 

품종의 콩을 채집하였다.

◯ 채집된 시료는 병징이 다양하게 존재하였다.

1 2 3 4

5 6 7 8
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<그림 강-10> 콩 시료를 대상으로 기존 검정방법 (RT-PCR)과 Real-time LAMP를 이용한 

비교 진단

1 3 5

6 7

<그림 강-10> 콩 시료의 기계적 접종을 통한 실제 바이러스 감염 확인. (1, 3, 5, 6, 7) 상

기 바이러스가 확인된 5개 샘플의 동부에서의 기주 반응
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◯ 채집된 샘플을 대상으로 total RNA를 추출하여 기존 진단방법인 RT-PCR과 새로 개발된 

Real-time LAMP 키트를 이용하여 바이러스를 검정하였다.

◯ 그 결과 RT-PCR은 한개 샘플 (3번)에서만 SMV가 검정되었으며, 다른 샘플 및 다른 바

이러스는 검정되지 않았다. 반면에, Real-time LAMP kit에서는 3번과 5번 샘플에서 SMV가 

검정되었으며, 1번, 6번, 7번의 샘플에서 BCMV를 검출하였다. 또한 Ct값을 통해 BCMV가 

낮은 농도에서 존재한다는 것을 확인하였다.

◯ 확인된 바이러스가 실제 감염능력을 갖춘 바이러스인지 확인하기 위해 SMV가 검정된 3

번, 5번 샘플과 BCMV가 확인된 1번, 6번, 7번 샘플을 동부 콩에 접종하고 그 반응을 확인

한 결과, Real-time LAMP로 검정된 샘플에서 바이러스성 병징이 유도되는 것을 확인할 수 

있었다. 

◯ 종합적으로 상기 배추와 무, 그리고 콩 샘플의 검정을 통해 Real-time LAMP 키트가 기

존 진단 방법인 RT-PCR에 비해 간단한 절차와 짧은 시간 내에 고민감도로 바이러스를 검출

할 수 있음을 확인하였다.
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■ 위탁연구기관-전남대 추가 연구결과

1. 과수(사과, 배 등)바이러스 감염 식물로부터 진단을 위한 효율적인 핵산 추출 버퍼 확립

  ◯ 국내 유통되고 있는 핵산 추출 kit 비교 분석 

  - 바이러스 감염된 배, 사과, 복숭아에서 효율적인 진단을 위해 과수에서 최적의 핵산 추출 키

트를 찾고자 시중에 판매되고 있는 6개의 total RNA 추출 키트를 비교함 (그림 전-1).

- 비교한 키트 종류는 GeneAll, iNtRON, In VIRUS tech, MACHEREY-NAGEL , QIAGEN, Takara 사에서 

판매되고 있는 RNA 추출 키트를 사용함. 추출 과정은 제조사에서 제공되는 설명서에 따라 수행

함.

- 배, 사과, 복숭아에서 각 각의 키트를 비교한 결과, 농도와 Quality, 비용 측면에서 최종적으

로 In VIRUS tech가 선택되었고 이 후 모든 실험에서 사용함.

<그림 전-1> 핵산 추출 키트 비교

◯ Filter paper를 활용한 현장 핵산 추출 방법 확립

- Whatman No.1 Filter paper를 이용하여 5분 만에 식물 시료에서 핵산을 쉽게 얻을 수 있는 

방법을 확립하였고, 이를 통해 얻는 Filter paper-핵산을 사용하여 일반적인 RT-PCR과 현장

진단용 기술인 RT-RPA, RT-RPA-LFS에 적용함(자세한 방법은 별첨 1를 참고).

- 바이러스 감염된 사과 시료에서 핵산을 추출하고 RT-PCR를 수행한 결과, Multiplex RT-PCR임

에도 ASPV, ASGV가 복합 감염된 것으로 확인됨(그림 전-2).

- 복숭아 시료에서 핵산을 추출하고 PLMVd를 RT-RPA 방법으로 검출한 결과, Positive sample에

서만 증폭됨(그림 전-3).

- TSWV가 감염된 고추시료에서 핵산을 추출하고 현장진단 용 RT-RPA-LFS를 사용한 결과, 

Positive sample에서만 증폭됨(그림 전-4). 

- Whatman No.1 Filter paper 기술을 통해 현장에서 5분 만에 빠르고, 특별한 장비 없이 쉽게 

핵산을 확보하는 기술을 확립하였고, RT-PCR과 RT-RPA, 현장진단 용 RT-RPA-LFS에서 적용이 
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가능하여 현장 진단에 유용하게 활용될 수 있음. 

<그림 전-2> RT-PCR <그림 전-3> RT-RPA <그림 전-4> RT-RPA-LFS

- Filter paper를 활용한 현장 핵산 추출 및 식물바이러스 검출 실험 수행함. Whatman No.1 

Filter paper를 이용하여 농업 현장에서 5분만에 식물 시료 핵산 추출 및 RT-RPA-LFS를 사용하

여 바이러스 진단함 (그림 전-5).
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<그림 전-5> 추출버퍼를 활용한 RPA 이용 식물바이러스 현장 검출  

  

2. 과수(사과, 배 등) 주요 바이러스 국내외 분리주 염기서열 확보 및 분석

◯ 과수 주요 바이러스를 진단하기 위한 프라이머를 제작하기 위해 국내외 염기서열 확보

- 배와 사과에서 문제가 되는 ASGV, ACLSV의 현장 진단 용 프라이머 및 프로브를 제작하기 위해 

NCBI genbank에서 국내외 분리주를 90-100개 확보하였고, bioedit sequence alignment 

editor program를 사용하여 sequence alignment하여 보존된 영역을 확인함(그림 전-6,전

-7).
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<그림 전-6> ASGV 염기서열 alignmnet <그림 전-7> ACLSV 염기서열 alignmnet

3. 과수(사과, 배 등) 주요 바이러스 시료 확보

◯ 과수 주요 바이러스를 진단하기 위한 바이러스 감염 시료 확보

- 배와 사과 시료에서 total RNA를 추출하고, ASGV, ACLSV 진단 프라이머를 사용하여 RT-PCR를 

수행함.

- ASGV-714 bp 진단 프라이머와 ACLSV-509 bp 진단 프라이머를 통해 ASGV의 경우 26개의 감염시

료와 8개의 비감염 시료를 확보하였고(그림 전-8), ACLSV의 경우 9개의 감염시료와 3개의 

비감염 시료를 확보함(그림 전-9).
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<그림 전-8> ASGV 감염 시료 확보

<그림 전-9> ACLSV 감염 시료 확보

4. 과수(사과, 배 등)바이러스 신속진단을 위한 RT-RPA 조건 확립

- 엘씨엠싸이언스회사에서 제작한 Primer로 RT-RPA 실험을 진행함.

표 전-1. ACLSV에 대한 exo RPA 프라이머 및 프로브 서열

프라이머

프로브 이름
염기서열 5‘-3’ 증폭 크기(bp)

ACLSV

3775F ATGAATGACTTTATTGGCATAGATGAACAA

2864042R TTCTAAATCTTGTTATTGCCACCATTATGT

3849P AAGAAAGGGAATCACATAGAAGTAATTCTTGTTG
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- ACLSV 특이적 프라이머 및 프로브세트를 사용하여 exo RPA를 통해 증폭여부를 실험함. exo 

RT-RPA 반응은 Twist Exo kit (TwistDX) 제품을 사용하여 제품의 protocol을 따라 수행되었

음. Incubation 조건은 39 ℃에서 30 초간 40 cycle로 진행하였음(그림 전-10).

 ☞ ACLSV 감염이 확인된 사과 시료와 NTC를 조건으로 exo RPA를 수행한 이후, 전기영동을 

통해 gel을 확인해본 결과, P.C에서는 증폭산물로 보이는 Band가 확인되었지만, NTC조건

에선 확인되지 않음(그림 전-11).

<그림 전-10>  ACLSV exo RPA <그림 전-11> ACLSV exo RPA product 전기영동 

- 사과시료에서 ACLSV-509 bp 진단 프라이머를 통해 ACLSV 감염시료를 추가로 확보함(그림 

12). 

- ACLSV 감염이 확인된 6개 시료(Apple 3-22, Apple 1-5, Apple 2-46, Apple 2-47, Apple 

2-51, Apple 2-52)를 추가로 포함하여 exo RPA를 진행하였음. Incubation 조건은 39 ℃에

서 1 분간 20 cycle로 진행하였음(그림 전-13).

 ☞ 감염시료에서 증폭이 확인되지 않음. NTC조건에서 비특이적인 증폭이 확인됨.

<그림 전-12>  ACLSV 감염시료 확보 <그림 전-13> ACLSV exo RPA 

표 전-2. ASGV에 대한 exo RPA 프라이머 및 프로브 서열

프라이머

프로브 이름
염기서열 5‘-3’ 증폭 크기(bp)

ASGV1

258F CCAATATCCAAAATGATAGAAAATCATCTTTTGTA

208465R CACCATACCTATATTTATCTTTCCCATCAATTATG

351P GAAAATAAAGTTAATAGTTTTCTCAAGATGCATTC

ASGV2

264F TCCAAAATGATAGAAAATCATCTTTTGTACATATG

124387R TATTCCAAGTCTTCTATCTTCCTTTAAGTCAGTT

299P CTGAATGCATCTTGAGAAAACTATTAACTTTATTT
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- ASGV가 단독감염된 배시료와 ASGV, ACLSV가 복합감염된 사과시료를 3가지의 ASGV 특이적 

프라이머 및 프로브세트를 사용하여 각각 exo RPA를 통해 증폭여부를 실험함. Incubation 

조건은 39 ℃에서 1 분간 20 cycle로 진행하였음.

   ☞ 3 개의 프라이머로 실험을 진행한 각각의 감염시료와 NTC조건 모두에서 증폭이 확인되

지 않음(그림 전-14, 그림 전-15, 그림 전-16). 

<그림 전-14>  ASGV 

프라이머1 exo RPA 

<그림 전-15> ASGV 

프라이머2 exo RPA

<그림 전-16> ASGV 

프라이머3 exo RPA

- ASGV 프라이머 중 정상적인 증폭곡선이 아닌 프라이머3을 제외한 ASGV 프라이머1과 프라이

머2, ACLSV 프라이머를 ASGV와 ACLSV가 복합감염된 사과시료를 사용하여 exo RPA를 진행

함. Incubation 조건은 39 ℃에서 30 초간 40 cycle로 진행하였음.

 ☞ 모든 조건의 시료에서 증폭이 확인되지 않음 (그림 전-17, 전-18, 전-19).

<그림 전-17> ACLSV 프라이머 

exo RPA 

<그림 전-18> ASGV 프라이머1

exo RPA

<그림 전-19> ASGV 

프라이머2 exo RPA

- 이전의 실험들과 달리 시약조성에서 프로브 농도에 차이를 주어 시료를 비교하기 위해 

ACLSV 감염시료와 ACLSV 프라이머 및 프로브를 사용하여 exo RPA를 수행함. Incubation 

조건은 39 ℃에서 30 초간 40 cycle로 진행하였음.

ASGV3

5610F TCTCAGCTAGAATTGAAAGATTTGGAAAAA

3986007R GACAAGTCGATTCTCCAAATTTTTGTTTTT

5825P ATTTGGTAATATTGCTGTTTTCGGGTCATCTGATA
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 ☞ 제대로된 증폭이 확인되지 않음. NTC조건에서도 비 특이적인 증폭이 확인됨(그림 전-20).

<그림 전-20>  ACLSV 감염시료 프로브 농도별 exo RPA

5. 과수(복숭아, 사과 등) 주요 바이러스의 RT-RPA 진단 시스템 개발

◯ 과수(복숭아, 사과 등)의 주요 바이러스를 진단하기 위한 바이러스 감염 시료 확보

- 국내 과수(복숭아, 사과 등) 농가에서 바이러스 병징이 관찰된 과수의 잎 시료를 채집

  였고, 해당 시료를 바이러스 RPA 진단 실험에 사용하였음 (그림 전-21, 전-22).

<그림 전-21> 바이러스 감염 복숭아 시료 채집

<그림 전-22> 바이러스 감염 사과 시료 채집
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◯ End-point RPA 방법을 이용한 복숭아 시료 PLMVd 신속 현장 진단법 개발 및 시험

-  복숭아 시료의 Total RNA 추출은 In VIRUS tech 사에서 판매되고 있는 total RNA 추출 키트

를 사용하였으며  추출 과정은 제조사에서 제공되는 설명서에 따라 수행하였고 전기영동을 

통해 Total RNA를 확인하였음(그림 전-23).

-  Whatman No.1 Filter paper 기술을 통해 현장에서 5분 만에 빠르고, 특별한 장비 없이 쉽게 

핵산을 확보하는 기술을 확립하였고, RT-RPA 방법에 사용하여 바이러스를 진단함.

-  확보한 복숭아 시료에서 Total RNA를 추출하고 PLMVd 진단 프라이머를 사용하여 RT-PCR을 

수행함.

-  PLMVd-337 bp 진단 프라이머를 통해 10개의 PLMVd 감염 시료를 확보함(그림 전-24).

-  복숭아 시료에서 증폭된 PLMVd의 염기서열을 확보하기 위해 TA cloning 실험을 하였음. 

   과정은 아래와 같음.

w RT-PCR을 통한 증폭 산물에 AccuPrep PCR/Gel Purification Kit (Bioneer)을 사용하여 DNA 

purification을 수행함.

w TA cloning kit(Yeastern Biotech)를 이용하여 상기의 clean-up한 DNA의 ligation을 수행함. PCR 

product 3 ㎕, T&A cloning vector 2 ㎕, ligation buffer A, B 각각 1 ㎕, DEPC water 3 ㎕를 넣고 

4℃, 16h 반응시킴.

w Transformation을 수행하기 위해 DH5α competent cells 100 ㎕와 ligation 혼합액을 넣고 ice에서 

30분간 반응시킨 후 42℃에서 1분간 열쇼크(heat shock)를 주고 5분간 ice상에서 식힌 후 LB broth 

배지 900 ㎕를 넣고 37℃에서 1시간 동안 160 rpm으로 진탕배양함. 그리고 50 ㎍ ampicillin 첨가한 

LB agar 배지에 100 ㎕ 도말하여 37℃에서 16시간 배양함.

w 50 ㎍ ampicillin 첨가한 LB broth 배지 3 ㎖에 여러개의 colony를 접종하여 16시간 진탕배양함. 대량 

배양된 cell은 12,000 rpm으로 1분간 원심분리하여 배지를 제거한 후에 Alkaline lysis miniprep 

방법을 이용하여 plasmid DNA를 추출하고 restriction enzyme를 처리하여 337 bp의 insert가 확인된 

plasmid DNA의 염기서열을 분석함 (그림 전-25).

<그림 전-25> restriction enzyme을 처리한 PLMVd plasmid 전기영동

<그림 전-23> 복숭아 시료 Total RNA <그림 전-24> PLMVd 감염 시료 확보
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<그림 전-26> PLMVd 바이로이드 sequence NCBI BLAST 검색

<그림 전-27> PLMVd 바이로이드 sequence alignmnet

- 분석한 PLMVd의 sequence는 bioedit alignment editor program을 사용하여 sequence 

alignment 되었으며 이를 통해 보존된 영역을 확인함 (그림 전-26, 전-27).

- 기존 사용 프라이머 143bp 이외에도 RPA kit 제조사인 TwistDX사의 프라이머 design 

manual에 따라 30-35 nt, 100~200bp amplicon length의 프라이머 4종류를 제작하여 3가

지의 조합을 설정하였음. 

표 . PLMVd에 대한 RPA 프라이머 서열
Primer Sequence 5‘-3’

PLMVd

143 F CATCTCAGCGACTCATCAGTGGGCTTTGCCC

143 R CCCACCTTACGTCATTGCGACGTGCTTAGCC

7706 F CTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTA

2697 R CTACGGCGGTACCTGGATCACACCCCCCTC

3968 F TCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

7243 R GGAAAAGTCCCACCTTACCTCATTGCGAGG
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표 전-3. 프라이머 조합에 따른 증폭 크기
Primer sets Product size (bp)

PLMVd

143 F + 143 R 143 

7706 F + 2697 R 150

3968 F + 7243 R 134

7706 F + 7243 R 188

- 핵산 추출 kit를 사용해 total RNA를 추출 후 RT-RPA를 통해 증폭 여부를 실험함. RT-RPA 반

응은 TwistAmp Basic kit 제품을 사용하여 제품의 protocol을 따라 수행되었음. PLMVd 특이

적 프라이머는 143 F와 143 R를 사용하였으며 Incubation 조건은 42℃에서 30분간 진행하였

음. 

- RT-RPA 반응 이후 400x SYBR Green I을 RPA product에 넣고 녹색의 형광을 확인하여 증폭 여

부를 확인하여 현장에서 신속하게 진단하고자 하였음.

-  PLMVd 감염이 확인된 사과 시료와 NTC를 조건으로 RT-RPA를 수행한 이후, 전기영동을 

통해 gel을 확인해본 결과, P.C에서는 증폭 산물로 보이는 Band가 확인되었지만, NTC 

조건에선 확인되지 않음(그림 전-28).

-  RPA product에 400x SYBR Green I을 첨가하여 녹색의 형광을 확인하였으며 증폭이 일

어나지 않은 NTC 조건에서는 SYBR Green I 의 형광이 나타나지 않은 황색을 확인하였음

(그림 전-29).

<그림 전-28> PLMVd RPA product 전기영동 <그림 전-29> PLMVd RPA product + SYBR Green I 

-  SYBR Green I의 반응 이후 녹색 형광과 황색의 차이가 크지 않아 SYBR Green I의 농도

를 조절하고 형광의 발현 효과를 확대하여 증폭 여부를 뚜렷하게 구분하고자 하였으나 동

일한 조건으로 재실험한 결과의 NTC 조건에서 지속해서 비특이적 증폭이 확인되어 정확

한 검증을 할 수 없었음(그림 전-30).

<그림 전-30> SYBR Green I 농도 조절
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-  NTC 조건의 비특이적 증폭을 없애거나 최소화하기 위하여 프라이머의 농도, incubation 

시간, incubation 온도 등을 조절하였지만 비특이적 증폭이 지속해서 나타나 SYBR Green 

I의 효과를 비교할 수 없었음(그림 전-31). 

<그림 전-31> RT-RPA 조건 변경

-  NTC 조건에서 비특이적 증폭이 확인되는 PLMVd 143 bp 프라이머 이외에 sequence alignment를 

통해 제작한 3가지 조합의 프라이머를 이용하여 추가로 조건을 최적화하고자 하였음. 

-  NTC 조건에서 비특이적 반응이 확인되어 incubation 시간, incubation 온도 등을 변경하여 

진행하였지만, 비특이적 반응이 지속해서 확인됨(그림 전-32, 전-33).
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<그림 전-32> Incubation 시간 변경

<그림 전-33> Incubation 온도 변경

6. Filter paper를 활용한 RT-RPA 진단법 시험

- 현장에서 빠르게 PLMVd 감염을 진단하기 위해 Whatman No.1 Filter paper를 이용하여 5분 만

에 식물 시료에서 핵산을 쉽게 얻는 방법을 확립하였고, 이를 통해 얻는 Filter paper-핵산

을 사용하여 일반적인 RT-PCR과 현장 진단용 기술인 RT-RPA에 이용할 수 있음.

- Filter paper를 이용해 빠르게 핵산을 추출하고 RT-RPA 방법에 이용하였고 전기영동을 하거

나 SYBR Green I을 첨가하여 형광물질의 발현으로 증폭 여부를 확인함.

- Positive sample, Negative sample 모두 증폭이 확인되었음. 

- 전기영동을 통해 특정 band의 증폭을 확인하였으나 NTC 조건에서도 증폭이 확인되었음

(그림 전-34). 

- SYBR Green I를 이용한 증폭 여부의 확인 또한 NTC 조건에서 녹색의 형광이 확인 (그림 

전-35). 

- Filter paper를 이용한 핵산 추출은 정상적으로 이루어졌으며 RT-RPA 방법에 이용할 수 있다

는 것을 확인했지만 NTC의 비특이적 증폭을 없애거나 최소화하기 위해 프라이머의 재설정이

나 각 조건들의 변경이 필요해보임. 

- 또한 Filter paper를 이용한 핵산 추출 과정에서 녹색의 식물 즙액에 의해 SYBR Green I을 

넣지 않아도 녹색이 나타남(그림 전-36).
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<그림 전-34> Filter paper를 이용한 
RT-RPA

<그림 전-35> SYBR Green I을 이용한 육안 
검출

<그림 전-36> Filter paper를 이용한 RT-RPA 과정에서 색

- 기존 P.C와 NTC 조건에 Negative Control을 추가하여 증폭 여부를 전기영동으로 확인하였으나 

N.C 또한 비특이적 증폭이 확인되었음(그림 전-37).

<그림 전-37> Filter Paper를 이용한 RT-RPA (N.C 포함)



- 350 -

◯ 사과 시료 바이러스 염기서열 확보를 위한 TA cloning 

-   바이러스 병징을 보이는 사과 시료는 In VIRUS tech 사에서 판매되고 있는 total RNA 추출 

키트를 사용하였으며,  제조사에서 제공되는 설명서에 따라 total RNA를 추출하고, ASPV 진

단 프라이머 (367 bp)를 사용하여 RT-PCR을 수행함 (그림 전-38).

<그림 전-38>  ASPV 감염 사과 시료 확보

- 사과 시료에서 증폭된 ASPV의 염기서열을 확보하기 위해 TA cloning 실험을 하였음.

   - RT-PCR : RT-PCR 과정은 SuprimeScript RT-PCR Premix (2x) (Genetbio) 10 μL, RNA 2 μL, 

Primer F, R (10 pmol)각각 1 μL, DEPC-treated water 6 μL로 총 20 total reaction volume으로 

수행함. PCR 변온 조건은 Reverse transcription 50 ℃, 30 min, pre-denaturation 95 ℃, 5 min 

진행 후, denaturation 95 ℃, 30 min, annealig 30 sec, extension 72 ℃, 60 sec로 35 

cycle진행한 후, 다음 final extension 72 ℃, 5 min로 수행함.

   - Purification : 전기영동을 통해 확인한 PCR 산물에 동량의 PCI를 분주하고 10분간 

원심분리(12,000 rpm)하여 생성된 상층액을 새로운 1.5 mL tube에 옮기고 동량의 isopropyl 

alcohol을 가하여 10분간 원심분리함. pellet을 제외한 상층액을 버리고 70% ethyl alcohol 

(+DEPC)로 2분간 원심분리하여 washing하고 상층액을 제거한 후, DEPC-treated water로 

elution함.

   - Ligation : TA cloning kit(Yeastern Biotech)를 이용하여 DNA와 TA vector의 ligation을 수행함. 

DNA 2 ㎕, TA vector 3 ㎕, ligation buffer A, B 각각 1 ㎕, DEPC water 3 ㎕를 넣고 실온에서 

5-10분 incubation 후 4℃, 16h 반응시킴.

   - Transformation : Transformation을 수행하기 위해 DH5α competent cells 100 ㎕와 ligation 

혼합액을 넣고 ice에서 30분간 반응시킨 후 37℃에서 1분간 열쇼크(heat shock)를 주고 5분간 

ice상에서 식힌 후 LB broth 1 ㎖를 넣고 37℃에서 1시간 동안 160 rpm으로 진탕배양함. 그리고 

ampicillin을 50 ㎍/mL 농도로 첨가된 LB agar 배지에 100 ㎕ 도말하여 37℃에서 16시간 배양함.

   - Transformation과정에서 LB agar 배지에 생성된 colony를 50 μg의 ampicillin이 첨가된 LB broth 

3 mL에 접종하여 16시간 진탕배양함. 대량 증식된 E.coli cell은 1분간 원심분리하여 액체 배지를 

제거한 후에 AccuPrep NanoPlus Plasmid mini Extraction kit (Bio-Neer)를 이용하여 plasmid 

DNA를 추출하고 restriction enzyme 처리를 통해 insert가 확인된 plasmid DNA의 염기서열을 

분석함.
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◯ 사과 바이러스의 CP 유전자 분석 및 Alignment

-  사과 잎 시료에서 추출한 RNA에서 검출된 ASPV CP 유전자 염기서열을 분석한 결과, NCBI에 

등록된 다른 isolate들의 CP 유전자와 최대 94%의 높은 identity를 나타냄(그림 전-39).

-   염기서열이 확인된 ASPV CP 유전자를 RPA 진단 실험을 위한 프라이머 제작 재료로써 사용하

기 위해 ASPV 국내외 분리주들과 Alignment한 후, 보존된 영역을 토대로 프라이머를 제작하

였음(그림 전-40).

 
<그림 전-39> ASPV CP 염기서열 분석 결과

<그림 전-40> ASPV 국내외 분리주 alignment
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◯ 사과 바이러스 신속진단을 위한 RT-RPA 조건 확립

-   RT-PCR 상에서 ASPV의 감염이 확인된 사과 시료와 해당 염기서열로 제작한 ASPV 특이적 RPA 

프라이머를 사용하여 RT-RPA를 통해 증폭 여부를 실험함. RT-RPA반응은 Twist kit 

(TwistDX) 제품을 사용하여 제품의 protocol을 따라 수행되었음. Incubation 조건은 42 ℃

에서 30분간 진행하였음.

-  ASPV 감염이 확인된 사과 시료와 NTC를 조건으로 각 프라이머 별로 10 pmol의 프라이

머로 RPA를 수행하고 전기영동을 통해 1.2 % agarose gel을 확인해본 결과, 기대 size의 

증폭 band가 확인되지 않았음. (그림 전-41)

-  프라이머 농도 조건을 확립하기 위해 5 pmol로 농도를 낮추어 RPA를 수행하였음. 그 결

과 프라이머 1번과 3번에서 기대 size의 증폭 band가 확인되었으나 NTC 조건에서 또한 

증폭 band가 확인됨. 같은 조건으로 프라이머의 정상적인 증폭 여부를 확인하기 위해 

RT-PCR을 진행한 결과, 사과 시료에서는 정상적인 증폭이 확인되었고 NTC 조건에서는 

증폭이 확인되지 않았음. RT-PCR 결과로 미루어 보아 제작한 RPA 프라이머에는 문제가 

없다고 판단됨(그림 전-42, 전-43). 

- RPA 프라이머가 사과 시료에서 비특이적인 증폭은 보이는 것으로 판단되어 ASPV 

transcript를 주형으로 사용하여 RPA 실험을 진행하였음. 그 결과, ASPV transcript를 사

용한 조건과 NTC 조건 모두에서 정상적인 증폭을 보이지 않았음(그림 전-44).

표 전-4. ASPV에 대한 RPA 프라이머 서열

프라이머 염기서열 5‘-3’ 증폭 크기(bp)

ASPV1
F CACAGGCGGTATGAGAAGCGACTTGATTC

200
R TGTCAGATGCTCCAACATCAGCACAGTGCC

ASPV2
F AGGGCTCTCGCCCAAATCAGCGCATTCAGC

150
R CCTGATTTGAGAAGGTTGGATAGGGTCCCA

ASPV3
F CTGAAGAATATCAGATACGAGCCCCAAGCA

150
R AACATCAGCACAGTGCCTTGCTAAGTAAAC

ASPV4
F CTGCTTTTGACTTCTTCTTTGGAGTCGAAA

100
R TGCCACTCTCTGTGCTTGAGTTGGTAGTCT

ASPV5
F ATGCTGCTTTTGACTTCTTCTTTGGAGTCG

95
R TTTGCCACTCTCTCTGCTTGAGTTGGTAGT
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<그림 전-41> 사과 시료 ASPV 프라이머별 RT-RPA (10 pmol)

<그림 전-42> 사과 시료 ASPV 프라이머별 

RT-RPA (5 pmol)

<그림 전-43> 사과 시료 ASPV 프라이머별 

RT-PCR (5 pmol)

<그림 전-44> ASPV transcript RT-RPA (5 pmol)

-  앞서 제작한 3개의 프라이머는 사과 시료에서 정상적인 증폭이 이루어지지 않는다고 판단

하여 이전 프라이머를 제작할 때 사용한 ASPV CP의 염기서열을 제외한 나머지 부분을 

시퀀싱하여 염기서열을 확보하였음. 확보한 염기서열을 국내외 다른 ASPV 분리주들과 

alignment하여 보존된 영역에서 프라이머를 2세트를 추가로 제작하였음(그림 전-40,   

표 전-4).

- 추가 제작한 프라이머와 ASPV 감염 사과 시료를 사용하여 RT-RPA를 통해 증폭 여부를 

실험함. RT-RPA반응은 Twist kit (TwistDX) 제품을 사용하여 제품의 protocol을 따라 수행되

었음. Incubation 조건은 42 ℃에서 30분간 진행하였음.

-  사과 시료에서 두 프라이머 모두 기대 size의 증폭이 확인되지 않음. NTC조건에서 비특이

적인 증폭이 확인됨(그림 전-45).

-  프라이머 농도를 5 pmol로 낮추어 RPA 실험을 재진행하였으나, 모든 조건에서 비특이적

인 증폭이 확인됨(그림 전-46).
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<그림 전-45> ASPV RT-RPA(10 pmol) <그림 전-46> ASPV RT-RPA(5 pmol)

- 이전에 제작한 3세트의 프라이머에서 foward와 reverse 프라이머를 조합하여 각 조합별  

프라이머 RPA 실험을 진행하였음.

-  표 와 같이 조합한 각 프라이머 별로 RT-RPA를 진행한 결과, 150 bp, 163 bp, 200 bp

에서는 비특이적인 증폭이 확인됨. 187 bp 프라이머의 경우 상대적으로 비특이적인 증폭

이 적고 기대 size의 증폭이 확인됨(그림 전-47).

-  187 bp 프라이머의 증폭 여부를 확인하기 위해, ASPV 감염 사과 시료와 ASPV transcript

를 주형으로 NTC조건과 함께 RPA 실험을 진행하였음. 그 결과, 모든 조건에서 비특이적

인 증폭이 확인됨(그림 전-48).

<그림 전-47>  프라이머 조합별 RT-RPA <그림 전-48>  187 bp 프라이머 RT-RPA

표 전-5. ASPV에 대한 RPA 프라이머 서열

프라이머 염기서열 5‘-3’ 증폭 크기(bp)

ASPV3 Fwd CTGAAGAATATCAGATACGAGCCCCAAGCA
163

ASPV1 Rev TGTCAGATGCTCCAACATCAGCACAGTGCC

ASPV1 Fwd CACAGGCGGTATGAGAAGCGACTTGATTC
187

ASPV3 Rev AACATCAGCACAGTGCCTTGCTAAGTAAAC
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[별첨 1]

▶ Filter paper를 통한 핵산 추출 방법

: “Nucleic acid purification from plants, animals and microbes in under 30 

seconds” 논문의 protocol 대로 수행함.

* Extraction buffer:　800 mM guanidine hydrochloride, 50 mM Tris [pH 8], 0.5% Triton  

X100, 1% Tween-20

*　ｗash buffer:　10　mM Tris [pH 8.0], 0.1% Tween-20

1. Whatman No.1 filter paper를 가로 세로 3mm로 잘라준다.

2. 액체질소로 갈아준 식물 조직 5-10 mg를 1.5 ml tube에 옮겨준다.

3. 50 ul의 extraction buffer를 식물 조직이 있는 1.5 ml tube에 분주한 후, plastic pestle

로 30초 동안 갈아준다.

4. 추출 버퍼에 갈아준 식물 조직에 filter paper disc를 넣고 상온에서 1분간 반응한다.

5. 새로운 tube에 200 ul의 wash buffer를 분주한다. (2번 반복이므로 2개를 준비)

6. 1분이 지난 filter paper disc를 tip를 사용하여 200 ul의 wash buffe에 옮기고 1분간 반응

한다. (2번 반복)

7. 2번의 wash 과정이 끝나면 filter paper disc를 현장 진단용 실험에 template 으로 사용하

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

< 정량적 연구개발성과표(예시) >

(단위 : 건, 천원)

  연도

성과지표명

1단계

(2021~2022)

2단계

(2023~2023)
계

가중치

(%)

전담기관 등록ㆍ기탁 지표1」

논문
목표(단계별) 1 1 2

실적(누적) 3 1 4

특허출원
목표(단계별) 3 2 5 10

실적(누적) 4 4 8

생명자원
목표(단계별) 0 0 0

실적(누적) 2 0 2

학술발표
목표(단계별) 2 1 3 10

실적(누적) 5 1 6

특허등록
목표(단계별) 0 1 1 20

실적(누적) 0 0 0

매출액
목표(단계별) 0 100,000 100,000 10

실적(누적) 0 0 0

연구개발과제 특성 반영 지표2」

연구개발과제 특성 반영 지표2」

기술실시
목표(단계별) 0 0 0

실적(누적) 13 5 18

제품화
목표(단계별) 0 2 2 20

실적(누적) 13 5 18

고용창출
목표(단계별) 3 2 5 30

실적(누적) 2 2 4

목표(단계별)

실적(누적)

계

  * 1」전담기관 등록ㆍ기탁 지표: 논문[에스시아이 Expanded(SCIE), 비SCIE, 평균Impact Factor(IF)], 특허, 보고서원문, 연구시

설·장비, 기술요약정보, 저작권(소프트웨어, 서적 등), 생명자원(생명정보, 생물자원), 표준화(국내, 국제), 화합물, 신품종 등

을 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, 투자유

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

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

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

(연구개발과제 특성별로 고유한 성과지표를 추가할 수 있습니다).

< 연구개발성과 성능지표(예시) >

평가 항목

(주요성능1」)
단위

전체 항목에서 

차지하는 

비중2」(%)

세계 최고
연구개발 전

국내 성능수준
연구개발 목표치

목표설정 

근거
보유국/보유기관 성능수준 성능수준

1단계

(YYYY~YYYY)
n단계

(YYYY~YYYY)

1

2

  * 1」 정밀도, 인장강도, 내충격성, 작동전압, 응답시간 등 기술적 성능판단기준이 되는 것을 의미합니다.

  * 2」 비중은 각 구성성능 사양의 최종목표에 대한 상대적 중요도를 말하며 합계는 100%이어야 합니다.

  (3) 세부 정량적 연구개발성과(해당되는항목만선택하여작성하되, 증빙자료를별도첨부해야합니다)

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재
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번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

First report 

of 

cucumber 

mosaic 

virus 

infecting 

Clematis 

apiifolia in 

Korea

Journal of 

Plant 

Pathology

Dong-Kyo

ung Nam
104 미국 Springer sci 2022-07-04 1125-4653 100

2

Garden 

Lupin 

(Lupinus 

polyphyllus) 

is a New 

Natural 

Host of Lily 

Symptomle

ss Virus in 

Korea

Plant 

Disease

Sung-Wo

ong Kim
106 미국 

APS 

publications
sci 2022-07-01 1254-3333 100

3

First report 

of plantago 

asiatica 

mosaic 

virus 

infecting 

scarlet 

geranium 

(Pelargoniu

m 

inquinans) 

worldwide

Journal of 

Plant 

Pathology

이효정 104 미국 Springer sci
2022-07-13

1125-4653 100

4

First report 

of Corydalis 

speciosa 

Maxim. 

being a 

natural host 

plant for 

cucumber 

mosaic 

virus in 

Korea

Journal of 

Plant 

Pathology

Ye-Yeong 

Kim
105 미국 Springer sci 2023-08-02 1125-4653 100

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
2021년 한국식물병리학회 

추계 온라인 학술대회
이효정, 정래동 2021-11-10 비대면 대한민국

2
2021년 한국식물병리학회 

추계 온라인 학술대회

박지수, 민경근, 

홍진성
2021-11-10 비대면 대한민국

3
2022추계한국식물병리학회

학술발표대회

이효정, 김성웅, 

김해준, 이형우, 

홍진성, 정래동

2022-10-18 순천대학교 대한민국

4
2022추계한국식물병리학회

학술발표대회

김해준, 이효정, 

이형우, 홍진성, 

정래동

2022-10-18 순천대학교 대한민국

5
2022추계한국식물병리학회

학술발표대회

박태선, 

민동주 박지수, 

홍진성

2022-10-18 순천대학교 대한민국

6
2023춘계한국식물병리학회

학술발표대회

박태선, 박지수, 

민동주, 홍진성
2023-04-27

경주 라한 셀렉트 

호텔
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
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  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

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

1

쥬키니황화모자이크바이러스(Zucchini 

yellow mosaic virus)-MC1 분리주 

외피단백질 염기서열

LC652434 NCBI 2021

2
Lily symptomless virus-IJ1 분리주 

외피단백질 염기서열
LC652434 NCBI 2021

  [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

등록 

번호
등록인 등록일 등록 번호

1

오이모자이크바이러스 

검출용 RPA exo 키트 

및 그의 용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2021-11

-10

10-2021

-015393

6

100 ○

2

고추모틀바이러스 

검출용 RPA assay 키트 

및 그의 용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2022-11

-07

10-2022

-014697

1

100 ○

3

고추약한모틀바이러스 

검출용 RPA assay 키트 

및 그의 용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2022-11

-07

10-2022

-014694

5

100 ○

4

토마토반점위조바이러

스 검출용 RPA exo 

probe 키트 및 그의 

용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2021-11

-10

10-2021

-015400

2

100 ○

5

나리 무병징 바이러스 

검출용 RPA exo 키트 

및 그의 용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2023-11

-09

10-2023

-015462

6

100 ○

6

질경이모자이크바이러

스 검출용 RPA exo 

키트 및 그의 용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2023-11

-09

10-2023

-054632
100 ○

7

콩황반모자이크바이러

스 검출용 RPA exo 

키트 및 그의 용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2023-11

-09

10-2023

-015461

6

100 ○

8

감귤 트리스테자 

바이러스 검출용 RPA 

exo 키트 및 그의 용도

대한민국
㈜엘씨엠

싸이언스

2023-11

-09

10-2023

-015462

1

100 ○

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

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
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  □ 표준화

   ㅇ 국내표준

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

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

     * 2｣ 제안 또는 인증 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 신규 또는 개정 중 해당하는 사항을 기재합니다.

   ㅇ 국제표준

번호
표준화단계구분1

｣ 표준명 표준기구명2｣ 표준분과명
의장단 

활동여부

표준특허 

추진여부

표준개발 

방식3｣ 제안자
표준화 

번호
제안일자

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

제표준(IS) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 국제표준화기구(ISO), 국제전기기술위원회(IEC), 공동기술위원회1(JTC1) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

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

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

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

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 

발생액) 

누적

징수 현황

1 직접실시
Broad Bean Wilt Virus 2(BBWV2) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

2 직접실시
Turnip Yellow Mosaic Virus (TYMV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

3 직접실시
Turnip Mosaic Virus (TuMV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

4 직접실시
Tomato Spotted Wilt Virus (TSWV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

5 직접실시
Soybean Yellow Mottle Mosaic Virus 

(SYMMV) ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

6 직접실시

Soybean Yellow Common Mosaic 

Virus (SYCMV) ER-Detection 

Kit제조법

㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

7 직접실시
Soybean Mosaic Virus (SMV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

8 직접실시
Ribgrass Mosaic Virus 

(RMV) ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

9 직접실시
Pepper Mild Mottle Virus (PMMoV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

10 직접실시
Peach latent mosaic viroid (PLMVd) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

11 직접실시
Pepper Mottle Virus (PepMoV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

12 직접실시
Cucumber Mosaic Virus (CMV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

13 직접실시
Bean Common Mosaic Virus (BCMV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2022-12-01 0 0

14 직접실시
Lily Symptomless Virus (LSV) 

ER-Detection Kit 제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2023-07-10 0 0

15 직접실시
Plantago asiatica mosaic virus 

(PIAMV) ER-Detection Kit 제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2023-07-10 0 0
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     * 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

16 직접실시
Citrus tristeza virus(CTV) 

ER-Detection Kit  제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2023-07-10 0 0

17 직접실시
Bean Yellow Mosaic Virus (BYMV) 

ER-Detection Kit 제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2023-07-10 0 0

18 직접실시
Lily Mottle Virus (LMoV) 

ER-Detection Kit제조법
㈜엘씨엠싸이언스 2023-07-10 0 0

번호
사업화 

방식1｣
사업화 

형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

(천원)

국외

(달러)

2 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Broad Bean Wilt 
Virus 2 (BBWV2) 

ER-Detection 
Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

3 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Bean Common 
Mosaic Virus 

(BCMV)  
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

4 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Cucumber 
Mosaic Virus 

(CMV)  
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

5 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Pepper Mottle 
Virus (PepMoV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

6 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Peach latent 
mosaic viroid 

(PLMVd) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

7 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Pepper Mild 
Mottle Virus 

(PMMoV)  
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

8 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Ribgrass Mosaic 
Virus (RMV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

9 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Soybean Mosaic 
Virus (SMV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

10 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Soybean Yellow 
Common Mosaic 
Virus (SYCMV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

11 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Soybean Yellow 
Mottle Mosaic 

Virus (SYMMV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

12 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Tomato Spotted 
Wilt Virus 

(TSWV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

13 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Turnip Mosaic 
Virus 

(TuMV)ER-Detect
ion Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

14 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Turnip Yellow 
Mosaic Virus 

(TYMV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년
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     * 1｣ 기술이전 또는 자기실시

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

     * 3｣ 국내 또는 국외

  □ 매출 실적(누적)

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내(천원) 국외(달러)

합계

  □ 사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과

성과

사업화 계획

사업화 소요기간(년)

소요예산(천원)

예상 매출규모(천원)
현재까지 3년 후 5년 후

시장

점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내

국외

향후 관련기술, 제품을 

응용한 타 모델, 제품 

개발계획

무역 수지

개선 효과(천원)

수입대체(내수)
현재 3년 후 5년 후

수출

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
yyyy년 yyyy년

1
RPA probe assay를 이용한 

주요작물의 식물병에 대한 

현장진단 시스템 개발

㈜엘씨엠싸이언스 2021 2023 3

2
RPA probe assay를 이용한 

주요작물의 식물병에 대한 

현장진단 시스템 개발

강원대학교 

산학협력단
2023 2023 1

합계
4

  □ 고용 효과

15 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Citrus Tristeza  
Virus (CTV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

16 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Lily Symptomless  
Virus (LSV) 

ER-Detection 
Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

17 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Lily Mottle Virus 
(LMoV) 

ER-Detection 
Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년

18 자기실시 신제품개발 국내

작물바이러스 및 

병해충대응 

산업화 

기술개발사업

Plantago Asiatica 
Mosaic Virus 

(PIAMV) 
ER-Detection 

Kit제조

㈜엘씨엠

싸이언스
- - - 20년
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구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력 1

생산인력 1

개발 후
연구인력 2

생산인력 2

  □ 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
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번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

  □ 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

210mm×297mm[(백상지(80g/m2) 또는 중질지(80g/m2)

(22쪽 중 11쪽)

  [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」 제42조제4항제2호에 따른 연구시설ㆍ장비 종합정보시스템을 의미합니다.

  [그 밖의 성과](해당 시 작성합니다)

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항(해당 시 작성합니다)
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 2) 목표 달성 수준 

4. 목표 미달 시 원인분석

 1) 목표 미달 원인(사유) 자체분석 내용

- 채소, 화훼류에 대한 RPA probe는 설계한 대로 잘 작동을 하였으나 과실류는 육종에 의한 

유전자변이가 매우 심하여 RPA probe 형성이 안되었다. 하지만 비로이드들에 대해서는 

변이가 적어 프로브가 잘 작동하여 진단제를 만들 수 있었음

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○ RPA 적용을 위한 전처리 기술

개발

○ 주요작물의 주요 병원균별

RPA probe DB 구축

○ 작물별 주요 바이러스 및 병충

해에 대한 진단 한계 검증

○ 주요작물(채소, 화훼류, 과실류

등 5건 이상)에 대한 현장진단

공정 설계 및 검증

○ 정성, 정량 분석법 PCR

(Conventional RT-PCR, Real

-time RT-PCR) 방식 및

immunostrip 방법 등과 진단 비

교 및 분석

○ Whatman No.1 Filter paper를 이용하여 5분 만

에 식물 시료에서 핵산을 쉽게 얻을 수 있는

방법을 확립하였고, 이를 통해 얻는 Filter

paper-핵산을 사용하여 일반적인 RT-PCR과

현장진단용 기술인 RT-RPA, RT-RPA-LFS에

적용함

○ 1년차에는 ASGV, ACLSV, BBWV2, CMV,

PMMoV, PepMoV, TSWV

2년차에는 SMV, TuMV, TYMV, RMV, BCMV,

SYCMV, SYMMV, ASPV, PLMVd

3년차에는 LMoV, LSV, PIAMV, GFkV, CTV,

BYMV에 대한 진단을 위하여 RPA probe 데이

터 베이스를 구축함

○ 22종의 바이러스에 대한 진단제 개발 연구를

통해서 18종에 대한 민감도와 특이도 등의 한

계를 검증하여 상업화에 성공하였음

○ 18종에 대한 진단제를 야외포장에서 간이핵산

추출버퍼로 핵산을 추출하여 40분안에 진단할

수 있음을 검증함

○ T8 UV scanner를 이용한 RPA probe법이 가장

높은 민감도를 보였고, 그 다음으로 RPA

–PCRD 방식이 RPA probe방식에 버금가는

민감도를 보였으며, 프로브를 채택하지 않은

syber green I을 이용한 RPA진단법은 가장 낮

은 민감도를 보였으나 가격적인 면에서는 최

적으로 분석됨

○ 100

○ 100

○ 100

○ 100

○ 100
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 2) 자체 보완활동

- 프로브를 이용한 진단이 불가능한 경우를 대비하여 PCR 프라이머와 syber greeen I을 이용

한 진단법을 개발하여 보완하였다. 이 또한 RPA 시약을 사용하여 개발한 진단법으로 프로브

만 제외하고 RPA반응을 시켜서 증폭된 유전자 산물을 syber green I으로 사후 처리하여 육

안 검사를 하는 방식이어서 15분안에 반응이 끝나고 결과 판독을 바로할 수 있는 장점이 있

었음

- 작물이 자라고 있는 경작 지역에서의 진단이 대단히 중요하다고 사료되어 현장 검사용으로 

End point detection kit와 LFD kit를 개발하였습니다. 현장에서 작물바이러스의 유전자를 

필터페이퍼법으로 추출하여 두가지 방법으로 검증하였습니다. 절차는 모두 같아서 22종 바

이러스 모두를 실시할 필요는 없었습니다. 현장에서 충분히 개발한 진단기법이 적용됨을 확

인하였습니다. 

- ㈜엘씨엠싸이언스에서는 코로나진단제를 개발하여 FDA 승인을 신청하고, 해외 시장을 개척

하는 과정에서 많은 네트워크를 만들어 놓았습니다. 해외바이어가 무엇을 원하는 지 저희는 

너무나도 잘 알고 있습니다. 어떻게 하면 해당 국가에서 우리의 진단제를 사용할 수 있을 지

도 잘 알고 있습니다. 해외 영업은 어느 정도 엘씨엠싸이언스의 노하우가 녹아있는 부분이

라서 전부를 공개하기는 어려우나 딱한가지 바이어들이 원하는 것은 최고의 진단제입니다. 

그래서 3년간은 최고의 진단제를 만들기 위한 경주를 다했으며, 앞으로 5년간은 매출을 위

한 해외 진출을 모색할 것입니다.  

- ㈜엘씨엠싸이언스에서는 자 회사로 모다자산운용사가 있습니다. 이 자산운용사를 통한 투자

를 유치하여 나주에 작물바이러스 진단제 제조공장 허브를 착공할 예정입니다. 올 하반기부

터 공장을 가동할 예정으로 그동안에는 매스컴이나 인터넷을 통한 제품 홍보를 대대적으로 

할 예정입니다.

- 본 연구에서 개발된 18종의 실시간 진단제는 정밀진단이 필요한 국가연구기관, 검역기관이

나 대학연구 기관을 대상으로 홍보를 중점적으로 수행할 계획이며, 아직 상품화는 되지 않

았지만 RPA-LFD kit는 현장 사용의 편리성을 고려하여 농촌진흥청 산하 농촌지도소 등에 보

급하여 현장에서 농민이 직접 혹은 현장 지도요원이 직접 사용할 수 있다는 점을 부각시켜 

홍보와 판매를 진행할 계획입니다.



- 366 -

 3) 연구개발 과정의 성실성

- 주관연구개발기관인 ㈜ 엘씨엠싸이언스에서는 현장 진단용 휴대용 T8 UV scanner에서 작동

할 수 있는 RPA probe를 이용한 작물바이러스 진단제 18종을 연구개발에 성실히 임하였

으며, 이를 통하여 18종의 진단제에 대한 기술실시와 제품화를 이루어내어 사업을 하고 

있음

- 공동연구개발기관인 강원대학교 산학협력단에서는 RPA probe를 이용하여 현장에서 사용할 

수 있는 간이분자진단기기의 일종인 PCR detector (PCRD)에서 작물바이러스 감염여부

를 손쉽게 육안으로 판정하는 진단법을 성실히 개발하였음

- 위탁연구개발기관인 전남대학교 산학협력단에서는 비싼 RPA probe와 PCRD를 대체하여 가

장 저렴하게 농가에 기술전파할 수 있는 syber green I을 이용한 육안 검출법을 완성하였

음

5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

 - 신규 도입 작물의 외래유입 바이러스의 무병화 및 안정적 생산

 - 외래 바이러스의 국내 정착 방지

 - 농업인의 안정적 고품질 농산물 생산에 기여

 - 바이러스 무병 종자생산 기반 조성으로 종자산업의 세계화에 기여

 - 국가 관리 농생명자원의 안전성 확보 및 외래유입 바이러스의 선제적 차단

 - 정밀생육 기술 적용 품목 확대로 스마트팜 확산 기반 구축에 기여

 - 바이러스병 농업현장용 진단키트 공급 확대 및 기술상용화 촉진

 - 난방제 바이러스병의 조기 예방 및 고품질 농산물 생산에 기여

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

○ 활용 방안

 - 과학적·합리적 식물바이러스 진단체계 확립

 - 고위험 식물 바이러스 관리 기술 고도화를 통한 국내 농업 피해 최소화에 활용

 - 지역별 작물별 고위험 식물 바이러스 발생에 대한 이력 및 관리 체계 구축에 활용

 - 농업인에게 바이러스 무병 종자 공급을 위해 종자전염 바이러스 발생실태를 구명하고, 유통종

자, 채종지 및 육묘장 관리체계 구축에 활용가능

 - 고위험 외래바이러스의 유입차단 및 바이러스 무병 농업유전자원의 확보를 위하여 국가 농업생명자원

의 바이러스 감염실태 조사 및 관리체계 구축에 활용

 - 고위험 식물바이러스에 대한 국내 유입 및 확산 조기 차단에 활용

 - 기 유입 바이러스의 유입 경로 추적을 통한 신규 유입에 대한 사전 차단 가능성 증대
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○ 활용 계획

 - 연구책임자는 지난해부터 필리핀 정부의 요청으로 바나나 질병인 파나마병 진단제 개발하고 

있었으며, 이외에도 CMV, TSWV, TuMV, TYMV, BCMV 등 작물바이러스와 함께 아프리카돼지열병, 에

이즈 진단제, 조류독감 진단제를 필리핀 클락에 부지를 제공하는 조건으로 우리 연구팀에게 현지 

생산을 요청한 상태입니다. 필리핀 FDA와 농림부와 두차례 화상회의 하였고, 현지생산을 위한 투

자금 조성을 진행중에 있습니다. 또한 본 연구책임자는 네팔 보건부에 국가방역자문위원으로 위

촉받아 올해 하반기부터 현지에서 활동을 할 예정입니다. 네팔은 관광국가이기도 하지만 농업을 

장려하는 국가이기도 합니다. 저의 네팔에서의 위치를 십분 활용하여 이번 연구에서 연구개발한 

작물바이러스 진단제들을 수출할 예정입니다. 네팔은 가난한 나라임으로 우리나라의 EGCF 펀드

를 이용하여 기부형태의 무역으로 네팔에 제공할 계획입니다. 

   

< 연구개발성과 활용계획표(예시) >

구분(정량 및 정성적 성과 항목)
연구개발 종료 후 5년 이내

2024 2025 2026 2027 2028

국외논문
SCIE

비SCIE

국내논문
SCIE

비SCIE

특허출원
국내

국외

특허등록
국내 2 2 2 2

국외

인력양성

학사

석사

박사

사업화

시제품개발

상품출시

기술이전

공정개발

매출액(단위 : 천원) 200,000 200,000 200,000 200,000

기술료(단위 : 천원) 20,000 20,000 20,000 20,000

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 작물바이러스 및 병해충대응 산업화 기술개발 사업

     의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 작물바이러스 및 병해충

대응 산업화 기술개발 사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

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