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1. 연구개발과제의 개요

가. 연구개발의 필요성 및 중요성

중증열성혈소판감소증후군 바이러스(severe fever with thrombocytopenia syndrome virus, 

SFTSV)는 Phenuiviridae  Familiy, Bandavirus Genus에 속하는 Dabie bandavirus 로 공식적으로 명

명되었고, 2009년 중국에서 처음 보고된 이후 우리나라, 일본에서 발생하고 있는 급성열성 감염질

환이다(Yu et al., 2011; Kim et al., 2013; Takahashi et al., 2014). 최근 대만에서 첫 SFTS 환자 및 

분리주가 확인되어 동남아지역으로의 SFTSV 전파가 우려되고 있는 상황이다(Lin et al., 2020).

2013년부터 2021년까지 질병관리청의 공식적인 통계에 의하면 SFTS에 감염된 총 환자수는 

1,512명이며, 총사망자 수가 278명으로 치사율이 18.4%에 이르는 질병이다(그림 1). 대부분 50대 이

상의 고령층에서 환자와 사망자가 발생하며 농촌지역에서 매우 높은 발생률을 나타내고 있다.

그림 1. 2021년도 국내 지역별 SFTS 발생률과 연도별 SFTS 환자 수 및 사망자 수.

SFTS 주로 작은소참진드기(Haemaphysalis longicornis)에 의해 매개되는 진드기 매개 감염질환

으로, 염소, 양, 돼지, 개 등의 다양한 포유류들이 중간숙주로 알려져 있으나 최종숙주에 대한 정보

는 없다(그림 2). 최근에는 감염환자의 혈액 또는 체액 접촉에 의한 직접 감염 사례도 보고되어 

SFTS 환자 격리에 대해 보다 신중한 접근이 필요하다(Jia et al., 2018). 

그림 2. SFTSV 전파에 관여하는 국내 진드기 종.

일본에서 발표된 연구 결과를 살펴보면, 면역 저하와 같은 기저질환이 없는 고양이에 실험적으로 

고용량의 SFTS 바이러스 감염 시 임상증상이 나타남을 보고하였다. 또한, 바이러스혈증(viremia) 상

태의 감염동물에서는 눈물, 콧물, 타액, 소변, 대변을 통하여 바이러스가 배출되기 때문에 동거 동

물 또는 보호자나 진료진과 밀접접촉이 있는 경우 2차 감염의 위험이 있음을 시사하였다(Kida et 
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al., 2019; Matsuu et al., 2019, Park et al., 2019).

국내에서도 개로부터 2차 감염 의심사례가 여러 차례 있었고, 국내에서는 14종의 동물에서 

SFTS 바이러스 유전자가 검출되고 있으며, 최근에는 개에서 임상증상이 발견되었고, 관련 연구논

문 2건이 국제학술지에 보고되었다(Han et al., 2020; Nam et al., 2020). 2019년 7월부터 2020년 12

월까지 연구결과에 의하면, 진드기에 물렸거나 증상이 나타나는 SFTS 의심 환견으로서 진단의뢰 

된 448건 중에서 14건이 양성(3.1%)으로 나타났다(채, 2021). 개로부터 분리한 SFTS 바이러스 분리

주로부터 불활화 백신(inactivated vaccine)을 만들어 동물실험을 진행한 결과 백신 개발 가능성이 

확인되었다(채, 2021). 

반려동물에 대한 예방 백신이 필요할 뿐만이 아니라 동물에서 사람으로 2차감염에 대한 차단을 

위한 백신 개발이 시급한 상황이다. 인수공통감염병 진단으로서 2차감염 예방을 위한 공중보건학

적 측면에서 국가연구개발이 매우 중요하다. DNA 백신에 대한 연구결과는 논문으로 보고되고 있

으나 시제품은 없는 상황이다. 반려동물 전용 SFTS 바이러스 백신은 현재 시판 제품이 없으므로 

개발의 필요성이 있다. 본 연구에서는 국내 반려동물로부터 분리한 SFTS 바이러스를 이용하여 적

용 가능한 불활화 백신 기초연구를 진행하고자 하였다.

나. 국내ž외 연구 현황

(1) 중증열성혈소판감소증후군 바이러스(severe fever of thrombocytopenia syndrome 

virus, SFTSV) 특징과 전파

SFTSV는 직경 80~100nm의 외피가 있는 구형 바이러스로 Phenuiviridae Familiy, 

Bandavirus Genus, Dabie bandavirus로 명명되었다. SFTSV의 유전체는 Large(6,368bp, L), 

Medium(3,378bp, M), Small(1,744bp, S) segment로 구성된 세 개의 negative single-stranded RNA 

genome을 가지고 있으며, RNA dependent RNA polymerase(RdRp), glycoprotein precursor(M), 

glycoprotein N(Gn), glycoprotein C(Gc), nuclear protein(NP), non-structural protein(NSs) 단백질로 

구성되어 있다(그림 3).

그림 3. 중증열성혈판감소증후군 바이러스(Dabie bandavirus)의 구조 및 유전자 크기.

SFTSV는 3개의 segments(L, M, S)에 대한 총 유전자 염기서열이 11,490bp의 작은 바이러스이다. 

현재까지 밝혀진 유전자형(genotype)은 A, B, C, D, E, F로 구분하고 있으며, 아형(subgenotype)으

로서 B-1, B-2, B-3가 보고되었다(Yun et al., 2020)(그림 4). 중국, 일본, 한국에서 밝혀진 SFTSV 

유전자형은 크게는 2개, 중국(Chinese clade)과 일본(Japanese clade) 그룹으로 구분(Wu et al., 

2021)하고 있거나 혹은 6개의 유전자형과 3개의 아형이 보고되었다. 최근 본 연구진의 연구결과 
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B-4 subgenotype이 새롭게 밝혀졌다(채, IPET 연구보고서 2021).

그림 4. SFTSV 유전자형(Yun et al., 2020).

SFTSV의 유전자형은 크게 중국과 일본으로 나눌 수 있고, 특징도 다르게 나타나지만, 한국에서

는 중국과 일본에서 나타난 유전자형이 모두 나타나고 있다(Yun et al., 2020). 국내의 다양한 동물

에서 SFTSV 유전자가 검출되고 있으나, 최근 개와 고양이에서 임상증상이 나타나는 반려동물이 

확인되었으며, SFTS 야외 바이러스 분리주는 B-2와 B-3 유전자형으로 나타났다(채, 2021). SFTSV 

1차 감염은 참진드기에 의하여 전파가 이루어지지만 2차 감염은 감염된 환자로부터 사람 또는 감

염된 반려동물로부터 사람에게 2차 감염이 밝혀졌다(Yamanaka et al., 2020; Oshima et al., 2022. 

그림 5).

그림 5. SFTS 바이러스의 1차 및 2차 전파.

(2) SFTSV의 발생 및 유전형 연구

SFTS는 2009년 중국에서 처음 발병하여 한국, 중국, 일본을 중심으로 SFTS 환자가 분포해

있으나, 최근 파키스탄, 베트남, 대만, 태국, 미얀마에서도 유전자가 검출되었고, 대만에서는 

SFTSV 분리주가 보고되었다(Tran et al., 2019; Lin et al., 2020, 그림 6). 
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그림 6. SFTS 발생국가.

국내에서 참진드기의 활동은 위도와 고도에 따라 약간 다르지만 일반적으로 3월부터 11월까지 

채집이 되는 것으로 보아서 그 시기에 먹이 활동을 하고 있다. 따라서 사람 SFTS 환자 발생은 주로 

참진드기의 활동시기와 겹치므로 주로 4~10월에 집중적으로 발병되고 있다(그림 7).

그림 7. 연도별/월별 SFTS 환자 발생 수(질병관리청 감염병포털 자료 변형).

국내에서 2017년부터 2019년까지 사람에 감염된 SFTS 환자의 유전자형을 조사한 바에 의하면 

B형이 77.6%로 가장 높게 나타났으며, A형에서 F형까지 모두 나타나고 있다(Choi et al., 2021. 그

림 8). 

그림 8. 국내 사람에서 확인된 SFTSV 유전자형.
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다양한 유전형의 SFTSV 분리주들을 이용하여 ferret 실험동물을 이용하여 그룹별 대표 분리

주들을 기준으로 병원성을 실험한 결과, SFTSV 유전형 그룹별로 병원성이 유의적으로 차이가 

나는 것을 확인하였다(그림 9). SFTSV 분화에 대한 연구가 매우 미미하기 때문에 병원성 차이

에 대한 근거를 제시할 수는 없으나, 병원성 연구나 백신 연구에 사용할 SFTSV 선택 시 신중

히 고려해야 할 필요가 있다(Kwak et al., 2019). 

그림 9. SFTSV 유전형에 따른 병원성 차이 분석. 

최근 중국에서는 SFTSV에 감염되었던 환자가 다시 감염되는 임상증례가 보고되었다(Lv et al., 

2021). 구체적인 내용을 보면 2018년도 6월에 감염되어 회복하였다가, 2020년도 5월에 재감염된 예

로 총 염기서열 분석상에서는 single point mutation이 확인되었고, 매우 높은 상동성을 보이는 것

으로 보아 동일한 유전형인 것으로 확인되었다. 이는 교차감염이 아니라 동일한 유전형의 SFTSV

에 노출된 증례이다. 추가적인 연구 데이터가 필요하지만, SFTSV 회복 환자의 경우에도 유효한 항

체가 2년 이상 유지되지 못한다는 것을 보여주는 증례로 백신의 필요성을 보여주는 중요한 임상 

증례보고이다. 

(3) SFTS 인수공통감염병 지정을 통한 법정감염병 관리

보건복지부에서는 SFTS를 2020년 7월 7일부터 제3급 인수공통감염병에 포함시키고, 법정
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감염병으로 지정하여 관리하고 있다(그림 10). 환경부는 보건복지부의 법령 개정에 따라 적용시키

고 있으나, 농림축산식품부에서는 아직 가축전염병예방법에 포함시키지 않은 상황이다. 

그림 10. SFTS를 인수공통감염병 제3급 법정감염병으로 지정.

(4) 국내 동물 SFTSV 검출 현황

본 연구진이 방역연계범부처감염병연구개발(GFID) 사업의 일환으로 참진드기에 노출이 

가능한 총 86종 동물 7,700마리의 혈청을 확보하여 SFTSV 감염 조사 실시하여 본 바(그림 11), 이 

중 반려동물에서는 유기견과 유기묘, 그리고 경제동물에서는 소, 염소, 말, 알파카, 닭, 오리, 기러

기 그리고 야생동물에서는 멧돼지, 고라니, 노루, 너구리, 설치류에서 SFTS 바이러스가 검출되어 

국내 총 14종의 동물에서 SFTS 바이러스 항원 및 항체가 검출되었고, 항원 검출률은 전체 총 2.3% 

감염률이었으며, 항체 양성률은 19.8%로 나타났다(채, 2020). 

항체 양성률은 유기견이 21.7%로 높게 나타났으며, 유기묘에서는 7.7%로 낮게 나타났는데, 그 

이유는 일본의 경우 고양이의 높은 폐사율로 인하여 실제 길거리에는 보이지 않을 수도 있다고 추

정된다. 그러나 국내에서 아직은 이와 관련한 충분한 근거가 있는 자료는 없는 상황이다. 

대부분의 동물 종에서 20%가 넘는 항체 양성률을 보여주고 있고, 다수의 동물들이 이미 참진드

기로부터 SFTSV에 감염이 되어 항체가 형성되었을 것으로 추정할 수 있다. 국내 SFTSV 감염 환견 

2건의 케이스가 국제학술지에 보고되었다. 현재 국내 동물에서 SFTS 바이러스 감염에 의한 폐사율

에 대한 자료는 없는 상황이어서 추후 조사가 더 이루어져야 할 필요성이 있다. SFTS는 인수공통

감염병이며, SFTSV의 혈청 항체 형성 및 바이러스혈증이 야생동물, 경제동물(산업동물, 농장동물)

과 같은 사육동물과 특히 개, 고양이 등 반려동물에서도 발병되고 있으며, 반려견이 사람에게 

SFTSV의 2차 전파의 역할을 하고 있는 것으로 증명되었다. 
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그림 11. 국내 동물 SFTS 바이러스 항원 및 항체 검사(채, GFID 연구결과보고서 2021).

(5) 국내 반려동물 SFTS 감염 현황

국내에서 2019~2020년도에 걸쳐서 반려동물인 개와 고양이에서 SFTSV 감염 조사를 실시

하여 본 바(채, 2021), 항원 양성과 항체 양성을 지도에 표기하여 본 결과에서 전국적으로 발생이 

되는 것을 알 수 있었다(그림 12). 참진드기에 노출되었거나 의심스러운 개 448마리 중 14마리에 

감염되어 3.1% 감염률로 나타났으며, 항체 양성률은 19.3%로 나타났고, 유기견의 항체 양성률 

21.7%와 유사한 수준으로 나타났다. 고양이는 항원 감염률이 5.4%로 개보다 높게 나타났으며, 항

체 양성률은 4.8%로서 아주 낮게 나타났다. 참진드기가 활동하는 시기인 3월부터 11월까지 반려동

물 SFTS 바이러스 감염환자가 발생되었으며, SFTS 바이러스에 감염되어 임상증상이 있는 감염견

의 소변에서 바이러스가 검출되었다. 이것은 바이러스가 체외로 배출되어 2차 감염을 시킬 수 있

다는 증거이기도 하다. 감염되었던 개의 항체 추적조사 결과 1년 후까지 항체가 존재하는 것을 확

인하였다. 반려견 16마리와 반려묘 6마리에서 SFTS 확정진단을 받았으며, 그 중 고양이 1마리는 

진단을 받고 3일 후에 폐사하였다(채, 2021).

그림 12. 반려동물(개, 고양이) SFTS 조사 결과(2019-2020년).
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(6) 최신 SFTSV 병원성 연구

SFTSV 병원성에 미치는 인자들 중 B세포 성숙과 체액성 신호전달과정 등이 사망한 환

자에서 비정상적이었다는 증거를 바탕으로 바이러스 감염 극초기와 초기에 발생하는 면역기전

을 밝혀낸 연구성과가 발표되었다(Song et al., 2018). 단핵구(monocyte)와 항원제시세포(antigen 

presenting cell, APC)에 SFTSV가 부착되면서 세포자멸사(apoptosis)가 일어나고, APC에 의한 체

액성 면역기전 유도가 불완전하게 진행됨에 따라 면역글로불린(immunoglobulin) 분화, 전환 및 

증식이 억제된다(그림 13). 억제된 체액성 면역반응이 SFTS 환자에서 치사율과 관계가 있음도 

밝혔다(Song et al., 2018).

그림 13. SFTSV 감염으로 인하여 체액성 면역반응이 결핍되는 과정을 나타내는 모식도.

SFTSV의 NS 단백질은 주로 SFTSV 병원성에 미치는 인자로 알려져 있다. NS 단백질은 숙주세포

의 면역반응 회피나 인터페론 시스템 저하를 통하여 SFTSV 증폭을 용이하게 하는데 최근에는 중

증 환자에서 NS 역할에 대한 연구가 발표되었다(Khalil et al., 2021). 바이러스가 감염되면 인터페

론 시스템이 작동하여 항바이러스성 작용을 하게 되는데 SFTSV NS의 경우에는 선택적으로 인터

페론 시스템을 억압하지만 NF-kB 과발현을 유도하여 염증관련 cytokine들을 과도하게 급증시킨다

는 가설을 제시하였다(그림 14). 이는 SFTS 중증환자에서 염증관련 수치를 적절히 유지할 필요가 

있음을 보여주는 가설이다. 
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그림 14. NF-kB 매개 cytokine storm과 SFTSV NS의 역할. 

  

(7) SFTSV 감염 동물 모델 연구 현황

SFTSV 연구가 지난 10년간 진행되어 오는 과정에서 감염 동물 모델 연구가 많이 보고되었

다(Sun et al., 2021). 그러나 설치류 수준에서는 유전자 조작 실험동물이나 갓 태어난 개체 이외에

는 감수성이 있는 종이 확인되지 않았다. 설치류 이외에 Ferret과 고양이가 감수성이 있다는 연구

결과가 유일하게 보고되었다. Ferret의 경우에는 모든 연령대가 감수성이 있는 것이 아니라 4살 이

상의 고령 개체에서만 감수성이 있고, 고양이의 경우에는 실험군이 6마리에 불과하고, 고양이 품

종이 달라서 일반화하기에는 어려움이 있다(그림 15).

2019년도에 고양이에 SFTSV가 감수성이 있다는 논문이 발표되었다(Park et al., 2019). 사람 

SFTS 임상증상과 매우 유사한 증상들이 확인되었고, 심지어 눈물, 침샘, 직장 점막액에서도 SFTSV

가 검출되어 진드기 매개에 의해 주로 전파되는 바이러스이지만, 포유동물들 간의 전파가 매우 의

심되는 상황이다(그림 15). 다만 SFTSV를 107 TCID50의 dose로 혈관내 주입 방법으로 감염시켰기 

때문에 기존 KO 실험동물을 이용한 실험과 비교 시 고려해야 할 필요가 있다. 고양이는 아직 실험

동물로 활용하기에는 한계가 너무 명확한 모델로 추가적인 연구와 기초 데이터가 필요한 상황이

다. 다른 동물에 비하여 아주 높은 난이도의 사육관리 기술이 필요로 하여 실제로 적용하는 과정

에 많은 시일이 소모될 것으로 생각된다.

백신 연구에는 주로 Interferon Receptor Knockout(IFNAR KO) mice와 4살 이상의 ferret 실험동

물 모델에서 주로 이루어지고 있다(그림 15). IFNAR KO mice는 면역결핍 마우스 모델이라는 한계

점이 있지만, 수급의 용이성과 면역결핍이 있음에도 백신의 효능이 입증되면, 정상 면역 동물에서

는 그 이상의 효과를 기대할 수 있기에 많은 연구자들이 애용하고 있다. 4살 이상의 ferret 모델은 

유전자 조작이 없는 모델로 데이터 해석과 임상증상관련 분석에 유리하다는 장점이 있으나, 실험

동물 모델을 오랜 기간 사육해야 한다는 점과 개체가 크다는 단점으로 인하여 고비용과 접근의 제

한성이 존재한다.



- 10 -

그림 15. SFTSV 감염동물 모델 현황(Sun et al., 2021).

그림 16. SFTSV 감염시킨 고양이의 혈청, 눈물, 침샘, 직장 점막에서 바이러스 량 검사 수치.

(8) SFTSV 백신과 치료제 개발 연구 현황

SFTSV 연구가 지난 10년간 진행되어 오는 과정에서 감염동물 모델을 기반으로 하여 백신
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연구가 많이 보고되었다(그림 17). 개발 초기에는 SFTSV의 주요 항원들 중에서 glycoprotein N(Gn)

이 중화항체능 형성에 많이 관여한다는 보고가 많아서 Gn을 기반으로 하는 백신 연구와 치료제 

연구가 보고되었다. 그러나 연구개발단계에서 Gn만으로는 감염 방어능을 온전히 이끌어 내기 힘

들 것이라는 연구 결과들이 보고되고 있다.

SFTSV 백신 연구개발 단계에서 적용한 백신개발 플랫폼은 비병원성 바이러스를 골격으로 하는 

재조합 바이러스 백신, 약독화 재조합 바이러스 백신, DNA 백신, 재조합 단백질 등이 보고되었다

(그림 17). 2~3년 전만 하여도 DNA 백신기반 연구들은 실용화가 매우 어려워 연구단계에서 멈추는 

경우가 많았는데, 최근 COVID-19 백신으로 아스트라제네카 백신이 DNA 백신 플랫폼으로 많은 사

람들에게 투여되어 실용화의 가능성이 높아지고 있다. 다수의 백신 및 치료제 개발연구의 80~90%

가 마우스를 대상으로 이루어지고 있음을 알 수 있다. 감염동물 모델 선정 시 비용과 접근용이성 

측면에서 많은 연구자들이 선택한 것으로 생각된다.

SFTS 회복 환자 혈청에서 SFTSV의 Gn에 결합하는 유효한 epitopes들을 분석하여 이 중에서 가

장 효과적인 단클론 항체를 선별하여 효과를 검증한 연구가 보고되었다(Tani et al., 2019). 면역결

핍마우스 동물모델에 SFTSV를 감염시킨 후, 시간대별로 단클론 항체를 투여한 결과 초반에 치료

효과가 탁월함을 확인하였다. 그러나 감염 3일 이후부터는 그 효력이 급속도로 감소하는 한계점을 

보여주기도 하였다(그림 18). 단클론 항체에 대한 epitope 분석도 병행하였는데, Gn ecto-domain2 

부분에 유효한 epitope이 존재함을 밝혀냈다. 이는 Gn이 항원-항체 반응에서 중요한 역할을 하는 

것을 보여주는 것이다(Kim et al., 2019).

그림 17. SFTSV 감염동물에 따른 SFTS백신과 치료제 개발 현황 연대기(Sun et al., 2022).
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그림 18. SFTSV 감염초기 단클론항체를 이용한 치료 시험의 유효한 결과.

(9) 반려동물을 통한 SFTSV 2차감염 사례

일본에서 SFTSV에 감염된 고양이를 진료하였던 수의사와 동물보건사 감염 고양이와 접

촉 후 약 10일 후에 고열이 발생하였으며, 수의사의 혈액에서 11일 동안 SFTSV가 PCR 검사에  의

하여 검출되었다. 감염 고양이와 접촉 25일 후부터 진료진에서 양성 항체 확인되었다(Yamanaka 

et al., 2020, 그림 19). 일본에서 SFTSV에 감염된 개로부터 다른 개에 2차감염이 확인되었으며, 보

호자 및 다른 가족에게 2차감염이 이루어졌고, 수의사와 동물보건사까지 2차 감염이 되어 개 1마

리와 4명의 가족과 진료진 2명에게 2차 감염이 이루어져 총 6명이 집단 감염되었다(Provided by 

Dr. Yamanaka in Miyazaki Hospital, 그림 19).
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그림 19. 반려동물 SFTS 환자가 동거동물 및 사람(보호자, 수의사, 동물보건사)에게 2차전파한 사례(자료 

변환).

일본에 있어서 동물에서 사람으로 2차 감염 사례는 2003년부터 2019년 8월까지 접촉 또는 물려

서 2차 감염된 사람은 총 16명이었으며, 그 중 4명의 수의사, 2명의 동물보건사 그리고 보호자 10

명으로 나타났다(National Institute Infectious Disease in Japan, 그림 20). 

 

그림 20. 일본에서 SFTS 바이러스 감염 동물로부터 사람에게 2차감염이 확인된 사례.

반려동물에서도 사람과 유사한 증상이 나타나며, 고양이에서는 특징적으로 황달이 매우 심하게 

나타났다(그림 21).

그림 21. SFTSV 감염 사람 및 반려동물의 임상증상 비교.
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

가. SFTS 바이러스 분자 유전학적 데이터 분석

(1) 국내외 수집 SFTS 바이러스의 유전자형 수집ㆍ분석 및 DB화

(가) SFTSV 유전자형 수집, 분석 및 DB화

NCBI search와 blast search를 이용하여 SFTSV의 nucleotide sequence 찾고 S, M, 

L segment로 분류하였으며, 엑셀 데이터로 데이터베이스화를 하였다. 이전 연구에서 직접 분리한 

개의 분리주(Dog22, KCD46, IP418)와 고양이 분리주(IP417, IP551)도 각 segment별로 분류하여 정

리하였다. 이번 연구에서 백신주로 사용하기 위하여 KCD46 분리주를 기본으로 연구에 사용하였

다. 수집한 SFTSV의 nucleotide sequence는 MultAlin와 CLUSTAL W를 이용하여 alignment하였다. 

NCBI search(그림 22)과 blast search(그림 23)를 이용하여 SFTSV의 각 segment 별로 nucleotide 

sequences를 찾았으며, 그 결과, S, M, L segment에 대하여 각각 36개, 총 108개의 SFTSV 

nucleotide sequence data를 수집하였다.

그림 22. NCBI search.
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그림 23. Blast search.

SFTSV의 nucleotide sequence data를 alignment하기 위해 MultAlin과 CLUSTAL W를 이용하였고

(그림 24), 개의 분리주(Dog22, KCD46, IP418)와 고양이 분리주(IP417, IP551)를 포함하여 수집한 모

든 SFTSV의 nucleotide sequences에 대하여 alignment를 진행하였다(그림 25).

그림 24. SFTSV의 nucleotide sequence data에 대한 MultAlin.
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그림 25. SFTSV의 nucleotide sequence data에 대한 CLUSTAL W.

(나) 유전자 계통분석

Alignment한 SFTSV의 nucleotide sequence data는 MEGA7을 이용하여 

phylogenetic tree 작성하였다. Phylogenetic tree의 결과를 이용하여 genotype별로 SFTSV의 

nucleotide sequence data를 정리하였다. 개로부터 분리한 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418)와 

고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)에 대한 nucleotide sequence와 다른 sequence data를 비교하였

다.

(다) 혈청형 확인

수집한 SFTSV의 nucleotide sequence data를 S segment에 의해 encoding되는 

nonstructural protein(NS)과 nucleocapsid protein(NP), M　 segment에 의해 encoding되는 

glycoprotein, L segment에 의해 encoding되는 RNA-dependent RNA polymerase의 총 3 그룹으로 

분류하여 amino acid sequence에 대한 NCBI search를 수행하였다. NCBI search의 결과 중 amino 

acid sequence를 찾아 위의 3 그룹으로 분류하여 정리하였다. 직접 분리한 개의 SFTSV 분리주

(Dog22, KCD46, IP418)와 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)에 대한 sequence도 같은 방법으로 분

류하여 정리하였다. 정리한 SFTSV의 amino acid sequence는 MultAlin과 CLUSTAL W를 이용하여 

alignment를 수행하였다. Alignment한 SFTSV의 amino acid sequence data는 MEGA7을 이용하여 

phylogenetic tree 작성하였다. 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418)와 고양이 SFTSV  분리주

(IP417, IP551)에 대한 amino acid sequence와 다른 sequence data를 비교하였다. 수집한 108개의 

nucleotide sequence data와 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주

(IP417, IP551)에 대한 nucleotide sequences를 nonstructural protein(NS)과 nucleocapsid 

protein(NP), Glycoprotein, RNA-dependent RNA polymerase의 3그룹으로 나누어 amino acid 

sequence의 NCBI search를 수행하였다(그림 26).

NCBI search를 마친 sequence data에 대하여 MultAlin과 CLUSTAL W를 이용한 alignment를 진

행하였고(그림 27과 28), 그 후 MEGA7을 이용하여 amino acid sequence data에 대한 phylogenetic 

analysis를 진행하였다(그림 29).
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그림 26. Amino acid sequences에 대한 NCBI search.

그림 27. Amino acid sequences에 대한 MultAlin.

그림 28. Amino acid sequences에 대한 CLUSTAL W.
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그림 29. Amino acid sequences에 대한 phylogenetic analysis.

(2) 수집 바이러스의 유전자형 상관관계 분석 등

(가) SFTSV 유전자 분석

SFTSV의 S, M segment에 대하여 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고

양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집한 72개(S segment 36개, M segment 36개)의 nucleotide 

sequence data로 phylogenetic analysis를 진행한 결과, IP551은 genotype B-1, Dog22와 IP418은 

genotype B-2, 그리고 IP417과 KCD46은 genotype B-3에 속하는 것으로 나타났다(그림 30과 31).
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그림 37. 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집한 36개의 

nucleotide sequence data의 S segment에 대한 phylogenetic tree.



- 20 -

그림 38. 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집한 36개의 

nucleotide sequence data의 M segment에 대한 phylogenetic tree.

SFTSV의 L segment에 대하여 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV분리

주(IP417, IP551)와 수집한 36개의 nucleotide sequence data로 phylogenetic analysis를 진행한 결과, 

Dog22와 IP551은 genotype B-1, IP418은 genotype B-2, 그리고 IP417과 KCD46은 genotype B-3에 

속하는 것으로 나타났다(그림 32).
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그림 39. 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집한 36개의 

nucleotide sequence data의 L segment에 대한 phylogenetic tree.

개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집한 108

개의 amino acid sequence data에 대하여 phylogenetic analysis를 수행한 결과, 각 segment에 있는 

protein에 대하여 segment 별로 모두 크게 9개의 serogroup(SS1~SS9, SM1~SM9, SL1~SL9)으로 분류

하였다(그림 33-35). 개의 분리주는 적색 글자, 고양이 분리주는 청색 글자로 표기하였다.
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그림 40. 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집

한 36개의 amino acid sequence data의 S segment에 대한 phylogenetic analysis.

그림 41. 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집한 

36개의 amino acid sequence data의 M segment에 대한 phylogenetic analysis.
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그림 42. 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, IP551)와 수집한 

36개의 amino acid sequence data의 L segment에 대한 phylogenetic analysis.

SFTSV S segment의 amino acid sequences에 대한 phylogenetic analysis에서 subgenotype B-1으

로 분류되었던 sequences는 SS2, SS3의 2 그룹으로 나누어졌고, subgenotype B-3로 분류되었던 

sequences는 SS1, SS4의 2그룹으로 나누어졌으며, SS4에는 subgenotype B-2와 B-3가 포함되었다

(그림 33, 표 1). Genotype A, C, D, E, F로 분류되었던 sequences는 각각 SS9, 5, 8, 7, 6에 속하는 

것으로 나타났다. 개의 SFTSV 분리주 KCD46과 고양이 SFTSV 분리주 IP417은 SS1에, 고양이 

SFTSV 분리주 IP551는 SS3에, 그리고 개의 SFTSV 분리주 IP418과 Dog22는 SS4에 포함되었다. 

SFTSV M segment의 amino acid sequences에 대한 phylogenetic analysis에서는 subgenotype B-1으
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로 분류되었던 sequences가 SM2, SM3의 2 그룹으로 나누어졌고, subgenotype B-2, B-3와 

genotype A, C, D, E, F로 분류되었던 sequences가 각각 SM4, 1, 9, 5, 8, 7, 6에 속하는 것으로 나타

났다(그림 34, 표 1). 개의 SFTSV 분리주 KCD46과 고양이 SFTSV 분리주 IP417은 SM1에, 고양이 

SFTSV 분리주 IP551는 SM3에, 그리고 개의 SFTSV 분리주 IP418과 Dog22는 SM4에 포함되었다. 

SFTSV L segment의 amino acid sequences에 대한 phylogenetic analysis에서 subgenotype B-1, 

B-2, B-3와 genotype A, C, E, F로 분류되었던 sequences는 각각 SL3, 4, 1, 9, 5, 7, 6에 속하는 것

으로 나타났고, genotype D로 분류되었던 sequences는 SL8, SL9의 2그룹으로 나누어졌다(그림 35, 

표 1). SL2에 포함된 sequences는 nucleotide sequences에 대한 phylogenetic analysis 결과, 아직 

genotype이 특정되지 않은 unclassified group인 것으로 나타났다. 개의 SFTSV 분리주 KCD46과 고

양이 SFTSV 분리주 IP417은 SL1에, 개의 SFTSV 분리주 Dog22와 고양이 SFTSV 분리주 IP551는 

SL3에, 그리고 개의 SFTSV 분리주 IP418은 SL4에 포함되었다. 이 연구 결과는 SFTSV에 대한 혈청

형을 분류한 첫 시도이다.

Segments Serogroups Genotypes

S

SS1 subgenotype B-3

SS2 subgenotype B-1

SS3 subgenotype B-1

SS4 subgenotype B-2, B-3

SS5 C

SS6 F

SS7 E

SS8 D

SS9 A

M

SM1 subgenotype B-3

SM2 subgenotype B-1

SM3 subgenotype B-1

SM4 subgenotype B-2

SM5 C

SM6 F

SM7 E

SM8 D

SM9 A

L

SL1 subgenotype B-3

SL2 Unclassified group

SL3 subgenotype B-1

SL4 subgenotype B-2

SL5 C

SL6 F

SL7 E

SL8 D

SL9 A, D

표 1. SFTS virus의 segment별 serogroup 분류에 따른 genotype
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SS group(SS1-SS9)의 amino acid sequence에 대하여 serogroup별로 MultAlin을 진행한 결과, 적

게는 0곳(SS2, SS7), 많게는 10곳의 position에서 amino acid sequence 차이가 발생하였다. S 

segment에 대하여 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, 

IP551) 사이의 amino acid sequences를 비교한 결과, 6곳의 position에서 amino acid sequence 차이

가 발생하였다. SM group(SM1-SM9)의 amino acid sequence에 대하여 serogroup별로 MultAlin을 진

행한 결과, 적게는 2곳(SM5), 많게는 24곳(SM1)의 position에서 amino acid sequence 차이가 발생했

다. M segment에 대하여 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리주(IP417, 

IP551) 사이의 amino acid sequences를 비교한 결과, 19곳의 position에서 amino acid sequence 차

이가 발생하였다. SL group(SL1-SL9)의 amino acid sequence에 대하여 serogroup별로 MultAlin을 

진행한 결과, 적게는 1곳(SL5, SL7), 많게는 20곳(SL1)의 position에서 amino acid sequence 차이가 

발생하였다. L segment에 대하여 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 분리

주(IP417, IP551) 사이의 amino acid sequences를 비교한 결과 17곳의 position에서 amino acid 

sequence 차이가 발생하였다. 이 혈청형에 따른 병원성, 항원성 또는 면역원성에 대한 차이에 대

하여서는 더 깊이 있는 연구가 필요한 것으로 보인다, 

(3) SFTSV seed virus 확보

1) 세포주 배양 

Vero E6 cell stock을 37℃에서 빠르게 녹인 후, PBS 9 ml을 넣어 세척(1,000 rpm, 10 

min centrifuge)을 2회 수행하였다. Pellet만 남기고 PBS를 제거한 뒤, culture dish에 맞는 볼륨의 

DMEM(FBS 5%, 1.0% P/S)을 추가한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다.

2) SFTSV 분리주 배양 

Vero E6 cell(37℃, 5% CO2 incubator)에서 배지를 모두 제거한 뒤 PBS로 세척하였다. 

DMEM(FBS 2%, 0.5% P/S)를 넣어준 뒤 반려견 SFTS 감염 상층액(SFTS TCID50 = 1.6 x 10
6
tcid/ml)을 

100㎕를 감염시켜 37℃에서 5% CO2 상태에서 16시간 동안 배양하여 분리한 분리주 KCD46을 사용

하였다. SFTSV 양성 혈청으로부터 Vero 세포를 사용하여 분리하였으며, IFA를 이용하여 확인하였

고, 임상증상이 나타나는 개와 고양이 혈청을 이용하여 분리를 시도하였다. 

3) SFTSV 불활화 

Harvest한 SFTS 감염 상층액을 0.2㎛ 필터로 여과 후 멸균된 삼각플라스크에 넣어준 

후 포르말린을 감염 상층액의 0.1%를 넣어주었다. Shaking incubator 37℃에서 80rpm으로 24시간 

동안 교반하였다.

4) SFTSV 불활화 확인 시험 

불활화 확인 시험을 위하여 12 well culture plate에 Vero E6 cell을 seeding 후 포르말

린 처리 전 SFTSV 감염 상층액, 포르말린 처리 후 SFTSV 감염 상층액, 포르말린 처리 후 SFTSV 

농축액을 접종시켜준 후 4일간 배양하면서 확인하였다. IFA 확인을 위하여 배양이 끝난 plate는 배

지를 제거한 후 PBS로 3회 세척한 후 80% cold acetone을 1ml씩 분주하여 –20℃에서 30분간 고정

하였다. 고정이 끝난 plate는 dry 후 사용 전까지 –70℃에 보관 또는 바로 실험에 사용하였다. SFTS　

NP specific mAb를 PBS로 1:1000으로 희석한 수 500ul씩 분주하여 37℃ 1시간 반응시킨 후 PBS로 

3회 세척하였다. FITC labeled anti-mouse IgG를 PBS로 1:100으로 희석한 뒤 500㎕씩 분주하여 3

7℃에서 1시간 동안 반응시켰다. PBS로 3회 세척 후 형광현미경으로 관찰하였다. 결과판독에서 포

르말린 처리 전 SFTS 감염 상층액에는 형광이 나타나고, 포르말린 처리 후 SFTS 감염 상층액, 
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SFTSV 농축액, 음성대조군에는 형광이 나타나지 않아야 한다. 불활화 시험 결과를 위하여 SFTSV

의 불활화 전과 포르말린 처리한 불활화 후의 바이러스를 배양하고 난 후에 IFA를 통하여 검사한 

결과 포르말린 처리한 군에서는 바이러스가 전혀 자라지 않은 것을 확인하였다(그림 36).

그림 36. SFTSV 불활화 확인을 위한 IFA 실험 결과.

5) SFTSV의 전자현미경 관찰

투과전자현미경(transmission electron microscope, TEM) 촬영을 위한 시료 준비를 위

하여 Vero E6 cell에 SFTS 감염 상층액을 접종 후, 4일간 배양 후 cell을 harvest 하였다. PBS로 cell

을 세척 후 10⁷으로 counting 후 1.5ml tube에 pellet 상태로 넣어주었다. TEM 촬영을 위한 전처리 

방법으로서 모든 단계는 원심분리 진행, pellet 확인 후에 suction 하였다. PBS로 cell을 세척 후 10⁷
으로 counting 후 1.5ml tube에 pellet 상태로 넣어준 후 2.5%, 0.1M Cacodylate buffer (pH 7.3) 고정

액을 1ml 넣어준 후 4℃에서 overnight를 실시하였다. 원심분리 후 suction과 0.05M Sodium 

Cacodylate buffer 1ml을 넣어준 후 shaker에서 5분간 세척, 3번 반복하였다. 1% Osmium Tetroxide 

400ul를 넣어준 후 shaker에서 4℃, 2시간 반응시켰다. 증류수 1ml을 넣어준 후 shaker에서 5분간 

세척, 3번 반복하였다. 0.5% Uranyl Acetate 1ml을 넣어준 후 은박지로 차광한 후 4℃에서 

overnight하였다. 증류수 1ml을 넣어준 후 shaker에서 5분간 세척, 3번 반복하였다. Dehydration 진

행을 위해 30% Ethanol, 50% Ethanol, 70% Ethanol, 80% Ethanol, 90% Ethanol, 100% Ethanol을 순

차적으로 1ml씩 넣어준 후 각각 15분씩 shaking 실시하였다. 100% Ethanol은 3번 진행하였다. 

100% Ethanol:Spurr’s Resin (1:1) 1ml을 넣어준 후 1.5시간 shaking 하였다. 100% 

Ethanol:Spurr’s Resin (1:2) 1ml을 넣어준 후 1.5시간 shaking 하였다. 100% Spurr’s Resin Resin 

1ml을 넣어준 후 shaking, overnight 하였다. 100% Spurr’s Resin Resin 1ml을 넣어준 후 shaking, 

3시간 반응시켰다. 100% Spurr’s Resin Resin 400ul을 넣어준 후 70℃, overnight 하였다.

SFTS 바이러스 사진은 국내에서 임상증상이 있는 환견으로부터 분리한 SFTS 바이러스 분리주

를 이용하여 TEM 촬영을 통하여 확인하였다(그림 37). TEM 사진은 SFTS 바이러스 분리주를 Vero 

E6 세포에 감염시킨 후 6일간 배양한 후 세포를 수거하여 전처리 및 미세절단 과정 후에 촬영된 

사진으로서 감염초기에는 세포내 감염 바이러스가 적게 관찰되었으나, 배양 4일째에는 한 개의 세

포내에 여러 개의 바이러스 입자가 관찰되었으며, 배양 6일째에는 세포내에서 증폭된 바이러스의 

수가 더 많아졌으며, 세포 밖으로까지 빠져나와 있는 바이러스 입자들도 관찰되었다(그림 38).
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그림 37. 감염 반려견으로부터 분리한 국내 SFTS 바이러스 분리주(KCD46)를 Vero cell에서 배양한 

전자현미경 사진.

그림 38. 국내 반려견 SFTS 바이러스 분리주(KCD46)를 Vero cell에서 배양 일자별(2일, 4일, 6일)로 촬영한 

투과전자현미경 사진. A~D와 F, 세포네 바이러스; E, 세포외 바이러스; 적색 화살표, SFTS 바이러스. 

6) SFTSV 항원 검출

SFTSV 항원 검출을 위한 One-step RT-Nested PCR을 수행하기 위하여 바이러스 배양액, 
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동물의 혈청으로부터 viral RNA를 추출하여 nested PCR 방법에 의하여 항원 바이러스의 단편 검출 

및 유전자염기서열분석을 통한 원인체를 증명하였다(표 2, 그림 39). Nested PCR 방법을 통하여 SFTSV 

S 절편의 특이 유전자 단편을 확인하였다.

표 2. SFTSV 항원 검출을 위한 PCT primer sets

Contents Primers sequences

One-step RT-PCR

(1st round PCR) primers 

SFTSV NP-2F 
5’-CAT CAT TGT CTT TGC CCT GA-3’ 

(20mer)

SFTSV NP-2R 
5’-AGA AGA CAG AGT TCA CAG CA-3’ 

(20mer)

One-step RT-nested PCR

(2nd round PCR) primers

SFTSV N2-F 
5’-AAY AAG ATC GTC AAG GCA TCA-3’ 

(21mer)

SFTSV N2-R 
5’-TAG TCT TGG TGA AGG CAT CTT-3’ 

(21mer)

그림 39. SFTSV 항원 유전자 검출을 위한 PCR법 모식도.

SFTSV 항원 양의 확인을 위한 Real-time TaqMan PCR을 이용하여 SFTS virus를 정량하기 

위하여 TaqMan을 이용하였다. SFTSV 유전자의 각 segment(L, M, S)에서 PCR 증폭량을 평가한 

결과 S단편 검출효율이 높은 것으로 평가되어서 S단편을 이용한 검출을 활용하였다.

7) 면역 항체의 중화능력 실험

중화실험(Neutralization test)은 Vero E6 cell을 10% FBS와 1% antibiotics가 포함된 

DMEM에서 배양하였다. Culture가 끝나면 cell은 3x104/100㎕로 준비하였다. 샘플 혈청을 56℃에서 

30분간 비동화시켰다. 혈청은 배지를 이용하여 1/2배부터 시작하여 2배수 단계희석해서 준비하였

다. 혈청 및 바이러스 희석은 FBS가 없고 1% antibiotics가 포함된 DMEM, 배양 시에는 2% FBS와 

1% antibiotics가 포함된 DMEM을 사용하였다. SFTSV는 virus titration을 수행하여 TCID50을 구한 

후 100 TCID50/50㎕으로 희석하여 사용하였다. 양성대조군과 음성대조군, virus back titration과 

cell control을 두고 샘플혈청은 바이러스와 혼합하여 final volume을 100㎕으로 맞추었다. 37℃ 

CO2 incubator에 1시간 동안 배양하였다.  3x104/100㎕ 로 준비된 cell을 각 well에 100㎕씩 분주하

였다. 37℃ CO2 incubator에서 plate를 3-4일 동안 배양하면서 상태를 확인하였다. 배양이 끝난 

plate는 배지를 제거한 후 PBS로 3회 세척하고 80% acetone을 100㎕씩 분주하여 –20℃에서 30분 
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동안 고정하였다. 고정 후 plate를 말리고 PBS로 1:1000 희석한 SFTS mAb (4.27mg/ml)를 50㎕씩 

분주하여 37℃ CO2 incubator에 1시간 동안 반응시켰다. PBS로 3회 조심히 세척한 후 PBS로 1:100 

희석한 FITC labeled anti-mouse IgG를 50㎕씩 분주하여 37℃ CO2 incubator에 1시간 동안 반응하

였다. PBS로 3회 세척한 후 형광현미경으로 관찰하였다. Virus back titration 및 cell control 확인 

후 샘플을 확인하고, 양성 샘플에서는 형광이 없고, 음성 샘플에서는 형광이 관찰되었다(SFTSV 

mAb는 VetAll로부터 제공받았다). 

중화실험에 이용할 virus의 TCID50을 구하기 위해 virus titration을 시행하였고, Reed-Muench 

method를 이용하여 TCID50을 구하였다(표 3). Virus titration으로 구한 TCID50를 이용하여 virus 

back titration에 맞는 농도(100 TCID50부터 0.01 TCID50까지 10배수 희석)로 희석한 후 중화실험을 

진행하였다(그림 40). 중화실험을 위한 샘플 혈청에는 닭 혈청을 이용하였다. 그 결과, 양성 샘플에

서 형광이 나타나지 않았고, 음성 샘플에서는 형광이 나타남으로써 양성 혈청에는 혈청 중화능력

이 있는 것으로 나타났다. 형광은 노란 네모로 표시하였다.

표 3. Virus titration

Log  of virus 
dilution

Infected 
test unit

Cumulative
infected (A)

Cumulative
non-infected (B)

A/(A+B) % infected

-5 8/8 16 0 16/16 100.0

-6 7/8 8 1 8/9 88.9

-7 1/8 1 8 1/9 11.1

-8 0/8 0 16 0/16 0.0

A

B

 

그림 40. 양성 혈청에 대한 중화실험(좌측 사진 A, SFTS 항체 양성 혈청(중화능력 양성; B, SFTS 항체 음성 

혈청(중화능력 음성); 우측사진, 중화실험 결과).

8) SFTSV에 대한 ELISA 면역항체 검출법 준비 

SFTSV NP 재조합 항원 단백 발현은 SFTSV NP 유전자에 대한 PCR 증폭산물을 

이용하여 TA cloning 진행 후 EcoRI. SalI로 제한효소 처리하였다. 해당 DNA를 pET28a+ vector

에 삽입 진행하였다. Colony 확인 후, colony PCR 진행하였다. 재조합 항원 Nucleocapsid 
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Protein(NP) 발현을 위한 SFTSV 유전자 클로닝 대장균 발현 벡터에서 NP 항원단백 생산하였다

(그림 41). 

그림 41. SFTSV NP 항원 단백 유전자 단편을 대장균 발현 벡터에 클론닝 모식도.

9) SFTSV 항원 단백 분석

SFTSV NP 항원 단백 확인을 위하여 각 competent cell을 0.6 OD까지 배양 후, 

1mM IPTG 처리하여 37℃ shaking incubation 2시간 진행하여 target band를 확인하였다. SFTSV 

NP His IPTG induction band를 확인하였다. SDS PAGE를 통한 단백 분획에 Western blot 방법

을 이용하여 SFTSV NP 발현 항원 단백과 항체(Mouse SFTS NP specific mAb IgG1, EastCoast 

Bio) 반응을 시험한 결과 27.8 kDa의 위치에서 SFTSV NP 항원 단백을 확인할 수 있었다(그림 

42). 

 그림 42. SFTSV NP 항원단백(SDS-PAGE)에 대한 상용화된 mAb(IgG1, EastCoast Bio)의 항원-항체 

Western blot 결과.

SFTSV 항체 검출을 위한 ELISA를 수행하기 위하여 96 well plate에 SFTSV NP 재조합 단백

질을 100ng/well로 coating 후 overnight하였다. PBST로 washing 후, 5% skim milk로 2시간 동안 

blocking을 실시하였다. Washing 후, SFTSV specific monoclonal antibody(VetAll에서 제공받은 

#70-2)를 1:102부터 1:107까지 10배수씩 희석하여 1시간 동안 Room temperature(RT)에서 반응시

켰다. Washing 후, Goat anti-mouse IgG(H+L) secondary antibody를 1:3000의 비율로 1시간 동안 
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반응시켰다. Washing 후, 10분 동안 TMB solution과 반응시키고 stop buffer로 stop reaction 진

행하였다. Microplate reader를 이용하여 파장 450nm에서 OD값을 측정한 후 결과 관찰하였다

(그림 43).

그림 43. SFTSV에 대한 ELISA 항체 검사 결과. 

SFTSV 항원 단백 확인은 농축된 SFTSV 항원 단백(9.9mg/mL)의 SFTSV를 확인하기 위하여 

항원 단백을 SDS-PAGE 후에 coomassie blue staining으로 SFTSV의 3개의 L, M, S segments를 

확인하였다(그림 44). L segment encodes는 RNA-dependent RNA polymerase(RdRp)이며, M 

segment encodes는 viral surface glycoproteins Gnand Gc이고, S segment contains는 ambisense 

RNA encoding the nucleocapsid N and non-structural (NSs) protein이다.

그림 44. Purified SFTSV protein. M, Size marker.
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Coomassie blue staining를 통해 확인된 SFTSV 항원단백을 이용하여 웨스턴 블랏을 진행하였

다. Denature 시킨 SFTSV 항원단백을 SDS-PAGE gel(10%)에 5ug/well 씩 Loading하여 PVDF 

Membrane으로 Transfer 진행 후 blocking buffer(5% skim milk in PBST)로 상온에서 1시간 동

안 incubation 진행하였다. PBST로 5분/회씩 3회 washing한 뒤, 1차 항체인 ELISA로 확인된 개

의 SFTSV에 대한 항체 양성 및 음성 혈청을 상온에 1시간 동안 incubation 진행하고 PBST로 5

분/회씩 3회 washing 하였다. 1:2000으로 dilution buffer(5% skim milk in PBST)에 희석한 

detection antibody(HRP conjugated goat anti-dog IgG)를 상온에서 1시간 동안 incubation을 진행

하고, PBST로 5분/회씩 3회 washing 하였고, ECL 발색 후 반응을 확인하였다. ELISA 항체검사

로 확인된 SFTSV에 대한 항체 양성과 음성 샘플의 혈청을 1차항체를 이용하여 실험을 진행하

였다. 그 결과 항체 양성을 반응시킨 1번 membrane에서는 NP에 반응성이 있는 것을 확인하였

으며, 항체 음성을 반응시킨 2번 membrane에서는 NP에 반응성이 없는 것을 확인하였다(그림 

45).

그림 45. Western immunoblot with purified SFTSV antigen protein and positive and negative sera from 

companion animals. M, Size marker; NP, Nucleocapsid protein

10) SFTS virus 불활화 백신 제조방법

백신 제조 방법은 아래 모식도와 같은 절차에 따라 진행하였다(그림 46).
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바이러스 및 세포 준비

바이러스 배양 바이러스 함량시험

원심분리

바이러스 수확 바이러스 함량시험

포르말린 불활화 불활화시험

농축 및 정제 단백질 함량 시험, 바이러스 함량시험

면역증강제 첨가

실험동물 면역

항체가 측정 및 평가 이중면역확산법, ELISA 항체검사, 중화항체검사

그림 46. SFTS 불활화 백신제조 방법 모식도.

■ SFTS virus 백신 개발을 위한 실험 순서

⃝ 바이러스 주 준비: SFTS virus master seed, working seed

⃝ 세포준비: Master cell, working cell

⃝ 바이러스 배양 (필요시 배양액 Pooling)

↓   바이러스 함량시험, 단백질 함량시험

⃝ 원심분리: 1,500 rpm, 10분, 4℃

↓

⃝ 상층액 Harvest 

↓   → 바이러스 함량시험(함량결정), 상층액은 보관, 필요시 냉동

⃝ 포르말린 불활화 : 최종 포르말린 농도, 온도, 및 시간 결정

l항원성 유지를 위하여 즉시 처리

l Stock solution L 포르말린 용액을 주사용 증류수로 25 mg/ml(W/v)의 농도

1. HAV: 250 ug/ml(0.025% w/v), 37℃ x 12일, 매일 온도 및 교반 획인

2. Kit: 1:1000, 37℃ x 24H, 교반

⃝ 농축 및 정제단계 필요(초원심 혹은 컬럼 작업) : 배지 단백성분 제거

↓  → 바이러스 함량시험(*함량결정), 단백질 함량 시험, 불활화 시험 (무균 시험)

⃝ AI 흡착(흡착조건 설정) : 수산화알루미늄 1.0mg/ml, 분주 후 냉장(2~8℃) 보관 

↓

⃝ Formulation: 등장화제(Isotonic agent), 안정제 첨가 여부, 안전성 시험

⃝ 마우스 면역원성 시험: 총 4회 접종(기본접종, 추가접종) 2주 간격

↓

⃝ 항체가 측정 및 평가: 채혈(추가접종, 추가 접종, 2, 4주 후)
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■ SFTS 바이러스 정제

1) SFTSV 배양액(1.6x107/mL copies, TCID50 8.7x107/mL) 100ml을 크기 배제 필터링방법

(Filters for Protein Purification and Concentration )으로 정제를 아래와 같이 실시

2) 정제에 사용한 Filter 는 Amicon® Ultra 15mL (Cutoff value 100,000, UFC9100) 를 사용

3) 제공받은 배양액 100mL 를 Amicon filter 6개에 나누어 넣고 3000rpm/10min X 2회 실

시

4) 원심 상청액을 Tube 당 0.25mL 씩 회수하여 모으고, Tube 당 PBS buffer (Phosphate 

Buffered Saline) 0.5mL 씩 3회 세척하여 총 11mL 를 새로운 Filter tube에 넣고 

3000rpm/10min 원심분리

5) 배양액 제거를 위하여 PBS buffer 5mL 로 세척 후 균질화 하여 3,000rpm/10min X2회 

실시

6) 상청액 0.4mL 을 새로운 Tube 에 옮기고 PBS buffer 2mL 씩 5회 Tube를 세척하여 모

아 3000rpm/10min 원심분리

7) 다시 PBS buffer 10mL를 첨가하여 균질하게 섞고 3,000rpm/10min씩 2회 원심분리

8) 원심상청액 0.4mL 를 Conical tube 에 옮기고 원심 Tube를 PBS buffer 1mL 씩 2회 잔

여 단백을 씻어서 Conical tube에 모아 cryo vial에 0.5mL 씩 소분하여 –25℃에 냉동보

관

9) 로리법으로 단백함량을 측정한 결과 6.703mg/mL(총 16mg 단백 회수)

10) 정제 과정 중 작업시간은 4시간(총 실온노출 시간 약 4시간)

나. SFTS 백신 대량생산을 위한 백신주 확립

(1) 전자현미경시험, 유전자염기서열분석 및 각종 부정시험(무균, 마이코플라스마, 외인

성인자 등), 바이러스함량시험, 중화시험 검증

(가) SFTS 백신주 확립을 위한 검증 최적화 연구

SFTS 백신 대량생산 공정 확립을 위한 세포주 확립을 위하여 국가에서 인허가된 

세포은행을 통해 Vero cell을 분양(인수인계) 받았으며, 보란파마의 cGMP 시설 내에서 철저한 관

리감독하에 Master Cell Bank와 Working Cell Bank를 제작하였다(그림 47). 제작한 Master Cell 

Bank와 Working Cell Bank에 대하여 전자현미경시험, 무균시험, 마이코플라스마 부정시험, 외인성

인자 부정시험(성숙마우스, 젖먹이마우스, 계란 등)을 실시하여 백신주 확립 및 대량생산을 위한 

원소재의 품질을 평가/관리하였다.
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그림 47. 마스터/제조용 세포은행 균주 인수인계증.

SFTS 백신 대량생산을 위한 백신주 확립 연구를 위하여 SFTS 바이러스는 감염견으로부터 분리

한 분리주(KCD46)를 주관기관으로부터 인수인계하여 실험에 사용하였다(그림 48). SFTS 바이러스

(KCD46) 원형은 Master Virus Seed Stock과 Working Virus Seed Stock 제작에 활용하였다. 제작한 

Master Virus Seed Stock과 Working Virus Seed Stock은 전자현미경시험, 무균시험, 마이코플라스

마 부정시험, 외인성인자 부정시험(성숙마우스, 젖먹이마우스, 계란 등)을 실시하여 백신주 확립 

및 대량생산을 위한 원소재의 품질을 평가/관리하였다. 확립된 백신주의 바이러스 함량 및 중화시

험 검증을 통해 제2공동연구기관 연구팀에 전달하여 연계 연구를 수행하였다.
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그림 48. SFTS 바이러스주 인수인계증.

(2) Master Cell Bank(Vero Cell) 설정 및 제작

(가) 세포 융해(T75X1) 

액화질소탱크에 보관 중인 VERO cell(VERO01-MCB-1201/식약처 분양) 1vial을 꺼

내 37℃ 항온수조에서 최대한 빠르게 녹였다. Vial 내의 세포액을 취하여 DMEM 배지(10% FBS 및 

Antibiotics 포함, 이하 배지) 4mL이 들어 있는 15mL 원심튜브에 넣음. 20℃, 100g, 5분간 원심 분리

하고 상청액을 제거하였다. 15mL 원심튜브 하단의 Pellet을 새 5mL로 배지로 부유시켰다. 부유된 

세포부유액 5mL과 배지 10mL을 T75 플라스크에 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 3일간 배양

하였다.

(나) 1차 계대(T75X1→T175X1) 

3일 경과된 T75 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상 유무를 확인한 후, T75 플

라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. PBS 5mL을 넣고 플라스크를 앞뒤 

좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 0.25% Trypsin-EDTA용액 

1mL을 넣어 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시켰다. 플라스크를 손으로 약간의 충

격을 가한 후 배지 4mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유액 5mL과 배지 45mL을 T175 플라스

크에 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 4일간 배양하였다.

(다) 2차 계대(T75X1→T175X1) 

4일 경과된 T175 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인한 후, T175 
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플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. PBS 10mL을 넣고 플라스크를 앞

뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 0.25% Trypsin-EDTA

용액 2mL을 넣은 후 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시켰다. 플라스크를 손으로 

약간의 충격을 가한 후 배지 8mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유액 총 10mL을 새 T175 플라

스크 5개에 2mL씩 나누어 넣었다. 각각의 T175플라스크에 새 배지 48mL을 넣고, 37℃, 5% CO2 

인큐베이터에 넣어 3일간 배양하였다.

(라) 3차 계대(T175X5→T175X20) 

3일 경과된 T175 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인한 후, T175 

플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다.. 각각의 플라스크에 PBS 10mL을 

넣고 플라스크를 앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다.. PBS를 석션으로 제거한 후 

0.25% Trypsin-EDTA용액 2mL을 추가하였다. 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시

킨 후 플라스크를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 8mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유액 

총 50mL을 새 T175 플라스크 20개에 4mL씩 나누어 넣었다. 각각의 T175플라스크에 새 배지 46mL

을 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 3일간 배양하였다.

(마) 세포 수확(T175X20) 및 동결

4일 경과된 T175 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인한 후, T175 

플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. 각각의 플라스크에 PBS 10mL을 

넣고 플라스크를 앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 

0.25% Trypsin-EDTA용액 2mL을 추가하였다. 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시

킨 후 플라스크를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 8mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유액

을 총 200mL을 각각의 50mL 원심튜브에 나누어 넣고, 20℃, 100g, 5분간 원심 분리하고 상청액을 

제거하였다. 50mL 원심튜브 하단의 Pellet을 Freezing Media(배지+10% DMSO, 20% FBS)로 배지로 

부유시켰다. 1mL씩 분주한 Cryotube를 Freezing container에 넣은 후 -80℃ Deep freezer에 24시

간 보관하였다. Cryotube을 Cryocane에 꼽은 후, 액화질소탱크에 보관하였다(BRP-MCB-2106).

(3) Master Cell Bank(BRP-MCB-2106) 검증을 위한 조건시험

(가) BRP-MCB-2106의 전자현미경 관찰

전자현미경을 이용하여 제작된 Master Cell Bank의 형태 및 상태를 분석하였다(그

림 49).

그림 49. Master Cell Bank(BRP-MCB-2106)의 전자현미경 분석.
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(나) BRP-MCB-2106의 무균시험

제작된 Master Cell Bank의 검정을 위하여 대한민국 약전 일반시험법 중 무균시

험의 직접법을 실시하였고, 이상 균의 발육이 확인되지 않았다(그림 50).

그림 50. Master Cell Bank(BRP-MCB-2106)의 무균시험 결과.

(다) BRP-MCB-2106의 마이코플라스마 부정시험

제작된 Master Cell Bank의 검정을 위하여 마이코플라스마 부정시험을 실시하였

다. 직접도말배양법을 통하여 집락의 형성 유무를 판별하였으며, 증균 배양법 본배양과 증균배양

법 계대배양에서 색의 변화 유무를 관찰하였다. 음성대조군과 양성대조군의 집락 형성 및 색 변화 

결과에 따라 제작된 Master Cell Bank BRP-MCB-2106의 적합성을 검정하였다(그림 51).
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그림 51. Master Cell Bank(BRP-MCB-2106)의 마이코플라스마 부정시험 결과.

(라) BRP-MCB-2106의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스)

제작된 Master Cell Bank의 검정을 위하여 성숙마우스를 대상으로 외래성바이러

스 부정시험을 실시하였다. 복강(0.5ml) 및 뇌내(0.03ml)에 주사한 후 21일간 관찰한 결과 모두 생

존함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였다(그림 52).

그림 52. Master Cell Bank(BRP-MCB-2106)의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스) 결과.

(마) BRP-MCB-2106의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스)

제작된 Master Cell Bank의 검정을 위하여 젖먹이마우스를 대상으로 외래성바이

러스 부정시험을 실시하였다. 복강(0.1ml) 및 뇌내(0.01ml)에 주사한 후 14일간 관찰한 결과 모두 

생존 함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였다(그림 53). 대조군으로 생리식염수를 사용하였다.
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그림 53. Master Cell Bank(BRP-MCB-2106)의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스) 결과.

(바) BRP-MCB-2106의 외래성바이러스 부정시험(계란접종)

제작된 Master Cell Bank의 검정을 위하여 계란접종시험을 통한 외래성바이러스 

부정시험을 실시하였다. 총 2회에 걸쳐, 부화란 9~11일령 10개의 요막강 내에 0.5ml 시료를 접종 

후 35℃에서 3일간 배양한 후 검체를 채취하여 혈구응집발생수를 계측하였다. 총 2회에 걸쳐, 부화

란 5~7일령 10개의 난황낭 내에 0.5ml 시료를 접종한 후 35℃에서 9일간 배양한 후 검체를 채취하

여 부화란의 배발생율을 관찰하였다. 결과적으로 제작된 Master Cell Bank BRP-MCB-2106 가 적합

함을 검정하였다(그림 54). 

그림 54. Master Cell Bank(BRP-MCB-2106)의 외래성바이러스 부정시험(계란접종) 결과.

(4) Working Cell Bank 설정 및 제작

(가) 세포 융해(T75X1) 

액화질소탱크에 보관중인 VERO cell(BRP-MCB-2106/보란파마 제조) 1 vial을 꺼내 

37℃ 항온수조에서 최대한 빠르게 녹여주었다. Vial 내의 세포액을 취하여 DMEM 배지(10% FBS 및 

Antibiotics 포함, 이하 배지) 4mL이 들어 있는 15mL 원심튜브에 넣고 20℃, 100g, 5분간 원심 분리

하고 상청액을 제거하였다. 15mL 원심튜브 하단의 Pellet을 새 5mL로 배지로 부유한 후 세포부유

액 5mL과 배지 10mL을 T75 플라스크에 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 3일간 배양하였다.
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  (나) 1차 계대(T75X1→T75X3) 

배양 3일 경과된 T75 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인한 후 

T75 플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. PBS 5mL을 넣고 플라스크를 

앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 0.25% 

Trypsin-EDTA용액 1mL을 넣은 후 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시켰다. 플라

스크를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 5mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유액 6mL을 

2mL씩 새 T75플라스크에 넣고 배지 13mL씩을 첨가한 후, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 4일간 

배양하였다.

(다) 2차 계대(T75X3→T175X6) 

배양 4일 경과된 T75 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인한 후 

T75 플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. PBS 10mL을 넣고 플라스크

를 앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 0.25% 

Trypsin-EDTA용액 1mL을 넣은 후 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시켰다. 플라

스크를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 5mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유액 총 18mL

을 새 T175 플라스크 6개에 3mL씩 나누어 넣고, 각각의 T175플라스크에 새 배지 48mL을 추가하

여 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 3일간 배양하였다.

(라) 3차 계대(T175X6→T175X20) 

배양 3일 경과된 T175 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인한 후 

T175 플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. 각각의 플라스크에 PBS 

10mL을 넣고 플라스크를 앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거

한 후 0.25% Trypsin-EDTA용액 2mL을 넣은 후 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치

시켰다. 플라스크를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 8mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유

액 총 60mL을 새 T175 플라스크 20개에 2mL씩 나누어 넣고, 각각의 T175플라스크에 새 배지 

48mL을 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 3일간 배양하였다.

(마) 세포 수확(T175X20) 및 동결

배양 3일 경과된 T175 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인하였다. 

T175 플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. 각각의 플라스크에 PBS 

10mL을 넣고 플라스크를 앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거

한 후 0.25% Trypsin-EDTA용액 2mL을 넣은 후 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치

시켰다. 플라스크를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 8mL을 넣어 중화시켰다. 중화된 세포부유

액을 총 200mL을 각각의 50mL 원심튜브에 나누어 넣고, 20℃, 100g, 5분간 원심 분리하고 상청액

을 제거하였다. 50mL 원심튜브 하단의 Pellet을 Freezing Media(배지+10% DMSO, 20% FBS)로 배지

로 부유시켰다. 1mL씩 분주한 Cryotube를 Freezing container에 넣은 후 -80℃ Deep freezer에 24

시간 보관하였다. Cryotube을 Cryocane에 꼽은 후, 액화질소탱크에 보관(BRP-WCB-2107)하였다.

(5) Working Cell Bank(BRP-WCB-2107) 검증을 위한 조건시험

(가) BRP-WCB-2107의 전자현미경 관찰

전자현미경을 이용하여 제작된 Working Cell Bank의 형태 및 상태를 분석하였다

(그림 55).
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그림 55. Working Cell Bank(BRP-WCB-2107)의 전자현미경 분석.

(나) BRP-WCB-2107의 무균시험

제작된 Working Cell Bank의 검정을 위하여 대한민국 약전 일반시험법 중 무균시

험의 직접법을 실시하였고, 이상 균의 발육이 확인되지 않았다(그림 56).

그림 56. Working Cell Bank(BRP-WCB-2107)의 무균시험 결과.

(다) BRP-WCB-2107의 마이코플라스마 부정시험

제작된 Working Cell Bank의 검정을 위하여 마이코플라스마 부정시험을 실시하였

다. 직접도말배양법을 통하여 집락의 형성 유무를 판별하였으며, 증균 배양법 본배양과 증균배양

법 계대배양에서 색의 변화 유무를 관찰하였다. 음성대조군과 양성대조군의 집락 형성 및 색 변화 

결과에 따라 제작된 Working Cell Bank BRP-WCB-2107의 적합을 검정하였다(그림 57). 
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그림 57. Working Cell Bank(BRP-WCB-2107)의 마이코플라스마 부정시험 결과.

(라) BRP-WCB-2107의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스)

제작된 Working Cell Bank의 검정을 위하여 성숙마우스를 대상으로 외래성바이러

스 부정시험을 실시하였다. 복강(0.5ml) 및 뇌내(0.03ml)에 주사한 후 21일간 관찰한 결과 모두 생

존함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였다(그림 58).

그림 58. Working Cell Bank(BRP-WCB-2107)의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스) 결과. 

(마) BRP-WCB-2107의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스)

제작된 Working Cell Bank의 검정을 위하여 젖먹이마우스를 대상으로 외래성바이

러스 부정시험을 실시하였다. 복강(0.1ml) 및 뇌내(0.01ml)에 주사한 후 14일간 관찰한 결과 모두 

생존함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였다(그림 59). 대조군으로 생리식염수를 사용하였다.
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그림 59. Working Cell Bank(BRP-WCB-2107)의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스) 결과.

(바) BRP-WCB-2107의 외래성바이러스 부정시험(계란접종)

제작된 Working Cell Bank의 검정을 위하여 계란접종시험을 통한 외래성바이러스 

부정시험을 실시하였다. 총 2회에 걸쳐, 부화란 9~11일령 10개의 요막강 내에 0.5ml 시료를 접종 

후 35℃에서 3일간 배양한 후 검체를 채취하여 혈구응집발생수를 계측하였다. 총 2회에 걸쳐, 부화

란 5~7일령 10개의 난황낭 내에 0.5ml 시료를 접종한 후 35℃에서 9일간 배양한 후 검체를 채취하

여 부화란의 배발생율을 관찰하였다. 결과적으로 제작된 Working Cell Bank BRP-WCB-2107가 적

합함을 검정하였다(그림 60).

그림 60. Working Cell Bank(BRP-WCB-2107)의 외래성바이러스 부정시험(계란접종) 결과.

(6) Master Virus Seed Stock(MVSS) 설정 및 제작

(가) 세포 융해(T75X1) 

액화질소탱크에 보관중인 VERO cell(BRP-MCB-2106/보란파마 제조) 1 vial을 꺼

내 37℃ 항온수조에서 최대한 빠르게 녹여주었다. Vial 내의 세포액을 취하여 DMEM 배지(10% FBS 

및 Antibiotics 포함, 이하 배지) 4mL이 들어 있는 15mL 원심튜브에 넣어 20℃, 100g, 5분간 원심 

분리하고 상청액을 제거하였다. 15mL 원심튜브 하단의 Pellet을 새 5mL로 배지로 부유한 후 세포

부유액 5mL과 배지 10mL을 T75 플라스크에 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 2일간 배양하

였다.
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(나) 1차 계대(T75X1→T75X5) 

배양 2일 경과된 T75 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인하고, 

T75 플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. PBS 5mL을 넣고 플라스크를 

앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 0.25% 

Trypsin-EDTA용액 1mL을 넣어 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시켰다. 플라스크

를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 4mL을 넣어 중화시켰다. 세포부유액을 T75 플라스크 1개

당 4.5X106 cell로 배양액 20mL과 함께 seeding하고 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 1일간 배양하

였다.

(다) 바이러스 감염(T75X5) 

배양 1일차 세포상태를 현미경으로 확인한 후, BSC로 옮겨 기존 배양액 20mL을 

석션으로 제거하였다. PBS 1mL을 넣고 T75 플라스크를 앞뒤좌우로 기울여 세척한 후, 석션으로 

제거하고 이를 1회 반복하였다. 2% FBS가 포함된 DMEM 배지 25mL을 넣었다. SFTS 바이러스 분

리주(KCD46) 배양액이 들어있는 EP tube(1,000uL)를 5초간 spin-down한 후 200u씩을 취하여 T75 플

라스크에 넣었다. 배지+바이러스액을 넣은 T75 플라스크는 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 4일

간 배양하였다.

(라) 바이러스 수확 및 동결(T175X5) 

배양중인 T75 플라스크를 꺼내 현미경으로 세포병변(CPE)을 확인하였다. 바이러

스 부유액을 50mL 원심튜브에 담아, 20℃, 100g, 5분간 원심분리하였다. 원심분리 후 상청액을 일

회용 플라스크에 모두 담아 잘 섞은 후, 일회용 Vacuum 필터(0.45um, PES, 250mL)로 여과하였다. 

Cryotube에 1mL씩 분주한 후, -80℃ Deep freezer에 보관하였다(BRP-MVSS-2108).

(7) Master Virus Seed Stock(BRP-MVSS-2108) 검증을 위한 조건시험

(가) BRP-MVSS-2108의 전자현미경 관찰

전자현미경을 이용하여 제작된 Master Virus Seed Stock의 형태 및 상태를 분석

하였다(그림 61).

그림 61. Master Virus Seed Stock(BRP-MVSS-2108)의 전자현미경 분석.

(나) BRP-MVSS-2108의 무균시험

제작된 Master Virus Seed Stock의 검정을 위하여 대한민국 약전 일반시험법 중 

무균시험의 직접법을 실시하였고, 이상 균의 발육이 확인되지 않았다(그림 62).
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그림 62. Master Virus Seed Stock(BRP-MVSS-2108)의 무균시험 결과.

(다) BRP-MVSS-2108의 마이코플라스마 부정시험

제작된 Master Virus Seed Stock(KCD46)의 검정을 위하여 마이코플라스마 부정시

험을 실시하였다. 직접도말배양법을 통하여 집락의 형성 유무를 판별하였으며, 증균 배양법 본배

양과 증균배양법 계대배양에서 색의 변화 유무를 관찰하였다. 음성대조군과 양성대조군의 집락 형

성 및 색 변화 결과에 따라 제작된 Master Virus Seed Stock BRP-MVSS-2108의 적합을 검정하였다

(그림 63). 

그림 63. Master Virus Seed Stock(BRP-MVSS-2108)의 마이코플라스마 부정시험 결과.



- 47 -

(라) BRP-MVSS-2108의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스)

제작된 Master Virus Seed Stock의 검정을 위하여 성숙마우스를 대상으로 외래성

바이러스 부정시험을 실시하였다. 복강(0.5ml) 및 뇌내(0.03ml)에 주사한 후 21일간 관찰한 결과 모

두 생존함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였다(그림 64).

그림 64. Master Virus Seed Stock(BRP-MVSS-2108)의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스) 결과. 

(마) BRP-MVSS-2108의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스)

제작된 Master Virus Seed Stock의 검정을 위하여 젖먹이마우스를 대상으로 외래

성바이러스 부정시험을 실시하였다. 복강(0.1ml) 및 뇌내(0.01ml)에 주사한 후 14일간 관찰한 결과 

모두 생존함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였으며, 대조군으로 생리식염수를 사용하였다(그

림 65).

그림 65. Master Virus Seed Stock (BRP-MVSS-2108)의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스) 결과.

(바) BRP-MVSS-2108의 외래성바이러스 부정시험(계란접종)

제작된 Master Virus Seed Stock의 검정을 위하여 계란접종시험을 통한 외래성바

이러스 부정시험을 실시하였다. 총 2회에 걸쳐, 부화란 9~11일령 10개의 요막강 내에 0.5ml 시료를 

접종 후 35℃에서 3일간 배양한 후 검체를 채취하여 혈구응집발생수를 계측하였다. 총 2회에 걸쳐, 

부화란 5~7일령 10개의 난황낭 내에 0.5ml 시료를 접종한 후 35℃에서 9일간 배양한 후 검체를 채

취하여 부화란의 배발생율을 관찰하였다. 결과적으로 제작된 Master Viruss Seed Stock 
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BRP-MVSS-2108 가 적합함을 검정하였다(그림 66).

그림 66. Master Virus Seed Stock (BRP-MVSS-2108)의 외래성바이러스 부정시험(계란접종) 결과.

(8) Working Virus Seed Stock(WVSS) 설정 및 제작

(가) 세포 융해(T75X1) 

액화질소탱크에 보관중인 VERO cell(BRP-MCB-2106/보란파마 제조) 1 vial을 꺼

내 37℃ 항온수조에서 최대한 빠르게 녹여주었다. Vial 내의 세포액을 취하여 DMEM 배지(10% FBS 

및 Antibiotics 포함, 이하 배지) 4mL이 들어 있는 15mL 원심튜브에 넣어 20℃, 100g, 5분간 원심 

분리하고 상청액을 제거하였다. 15mL 원심튜브 하단의 Pellet을 새 5mL로 배지로 부유한 후 세포

부유액 5mL과 배지 10mL을 T75 플라스크에 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 2일간 배양하

였다.

(나) 1차 계대(T75X1→T75X5) 

배양 2일 경과된 T75 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인하고, 

T75 플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였다. PBS 5mL을 넣고 플라스크를 

앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 0.25% 

Trypsin-EDTA용액 1mL을 넣어 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시킴. 플라스크를 

손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 4mL을 넣어 중화시켰다. 세포부유액을 T75 플라스크 1개당 

4.5X106 cell로 배양액 20mL과 함께 seeding하고 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 1일간 배양하였

다.

(다) 바이러스 감염(T75X5) 

배양 1일차 세포상태를 현미경으로 확인한 후, BSC로 옮겨 기존 배양액 20mL을 

석션으로 제거하였다. PBS 1mL을 넣고 T75 플라스크를 앞뒤좌우로 기울여 세척한 후, 석션으로 

제거하고 이를 1회 반복하였다. 2% FBS가 포함된 DMEM 배지 25mL을 넣고, BRP-MVSS-2108 1 

vial을 5초간 spin-down한 후 200u씩을 취하여 T75 플라스크에 넣은 다음 배지+바이러스액을 넣은 

T75 플라스크는 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 4일간 배양하였다.

(라) 바이러스 수확 및 동결(T175X5) 

배양중인 T75 플라스크를 꺼내 현미경으로 세포병변(CPE)을 확인하였다. 바이러

스 부유액을 50mL 원심튜브에 담아, 20℃, 100g, 5분간 원심분리하고, 상청액을 일회용 플라스크

에 모두 담아 잘 섞은 후, 일회용 Vacuum 필터(0.45um, PES, 250mL)로 여과하였다. Cryotube에 

1mL씩 분주한 후, -80℃ Deep freezer에 보관하였다(BRP-WVSS-2109).
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(9) Working Virus Seed Stock(BRP-WVSS-2109) 검증을 위한 조건시험

(가) BRP-WVSS-2109의 전자현미경 관찰

전자현미경을 이용하여 제작된 Working Virus Seed Stock의 형태 및 상태를 분석

하였다(그림 67).

그림 67. Working Virus Seed Stock(BRP-WVSS-2109)의 전자현미경 분석.

(나) BRP-WVSS-2109의 무균시험

제작된 Working Virus Seed Stock의 검정을 위하여 대한민국 약전 일반시험법 중 

무균시험의 직접법을 실시하였고, 이상 균의 발육이 확인되지 않았다(그림 68).

그림 68. Working Virus Seed Stock(BRP-WVSS-2109)의 무균시험 결과.

(다) BRP-WVSS-2109의 마이코플라스마 부정시험

제작된 Working Virus Seed Stock의 검정을 위하여 마이코플라스마 부정시험을 

실시하였다. 직접도말배양법을 통하여 집락의 형성 유무를 판별하였으며, 증균 배양법 본배양과 

증균배양법 계대배양에서 색의 변화 유무를 관찰하였으며, 음성대조군과 양성대조군의 집락 형성 

및 색 변화 결과에 따라 제작된 Working Virus Seed Stock BRP-WVSS-2109의 적합을 검정하였다

(그림 69). 
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그림 69. Working Virus Seed Stock(BRP-WVSS-2109)의 마이코플라스마 부정시험 결과.

(라) BRP-WVSS-2109의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스)

제작된 Working Virus Seed Stock의 검정을 위하여 성숙마우스를 대상으로 외래

성바이러스 부정시험을 실시하였으며, 복강(0.5ml) 및 뇌내(0.03ml)에 주사한 후 21일간 관찰한 결

과 모두 생존함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였다(그림 70).

그림 70. Working Virus Seed Stock(BRP-WVSS-2109)의 외래성바이러스 부정시험(성숙마우스) 결과. 

(마) BRP-WVSS-2109의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스)

제작된 Working Virus Seed Stock의 검정을 위하여 젖먹이마우스를 대상으로 외

래성바이러스 부정시험을 실시하였다. 복강(0.1ml) 및 뇌내(0.01ml)에 주사한 후 14일간 관찰한 결

과 모두 생존함에 따라 시료의 적합함을 재차 검증하였으며, 대조군으로 생리식염수를 사용하였다

(그림 71).



- 51 -

그림 71. Working Virus Seed Stock (BRP-WVSS-2108)의 외래성바이러스 부정시험(젖먹이마우스) 결과.

(바) BRP-WVSS-2109의 외래성바이러스 부정시험(계란접종)

제작된 Working Virus Seed Stock의 검정을 위하여 계란접종시험을 통한 외래성

바이러스 부정시험을 실시하였다. 총 2회에 걸쳐, 부화란 9~11일령 10개의 요막강 내에 0.5ml 시료

를 접종 후 35℃에서 3일간 배양한 후 검체를 채취하여 혈구응집발생수를 계측하였다. 총 2회에 

걸쳐, 부화란 5~7일령 10개의 난황낭 내에 0.5ml 시료를 접종한 후 35℃에서 9일간 배양한 후 검체

를 채취하여 부화란의 배발생율을 관찰하였으며, 결과적으로 제작된 Working Virus Seed Stock 

BRP-WVSS -2109가 적합함을 검정하였다(그림 72).

그림 72. Working Virus Seed Stock (BRP-WVSS-2109)의 외래성바이러스 부정시험(계란접종) 결과.

(10) SFTS 백신 시범 생산

(가) BRP-WCB-2107 융해

액화질소탱크에 보관중인 VERO cell(BRP-MCB-2106/보란파마 제조) 1 vial을 꺼

내 37℃ 항온수조에서 최대한 빠르게 녹여 Vial 내의 세포액을 취하여 DMEM 배지(10% FBS 및 

Antibiotics 포함, 이하 배지) 4mL이 들어 있는 15mL 원심튜브에 넣어 20℃, 100g, 5분간 원심 분리

하고 상청액을 제거하였다. 15mL 원심튜브 하단의 Pellet을 새 5mL로 배지로 부유한 후 세포부유

액 5mL과 배지 10mL을 T75 플라스크에 넣고, 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 2일간 배양하였다.

(나) 1차 계대
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배양 2일 경과된 T75 플라스크는 현미경으로 검경하여 이상유무를 확인하고, 

T75 플라스크를 BSC로 옮긴 후 기존 배양액은 석션으로 제거하였으며, PBS 5mL을 넣고 플라스크

를 앞뒤 좌우로 2-3회 기울여 세포표면을 세척하였다. PBS를 석션으로 제거한 후 0.25% 

Trypsin-EDTA용액 1mL을 넣어 플라스크 표면에 골고루 도포시킨 후 3분간 정치시켰다. 플라스크

를 손으로 약간의 충격을 가한 후 배지 4mL을 넣어 중화시키고, 세포부유액을 T75 플라스크 1개

당 4.5X106 cell로 배양액 20mL과 함께 seeding하고 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 1일간 배양하

였다.

(다) 바이러스 감염

배양 1일차 세포상태를 현미경으로 확인한 후, BSC로 옮겨 기존 배양액 20mL을 

석션으로 제거하고, PBS 1mL을 넣고 T75 플라스크를 앞뒤좌우로 기울여 세척한 후, 석션으로 제

거하고 이를 1회 반복하였으며, 2% FBS가 포함된 DMEM 배지 25mL을 넣고, BRP-WVSS-2109 1 

vial을 5초간 spin-down한 후 200u씩을 취하여 T75 플라스크에 넣었다. 배지+바이러스액을 넣은 

T75 플라스크는 37℃, 5% CO2 인큐베이터에 넣어 4일간 배양하였다.

(라) 바이러스 수확 및 불활화

배양용 T75 플라스크를 꺼내 현미경으로 세포병변(CPE)을 확인하였다. 바이러

스 부유액을 50mL 원심튜브에 담아, 20℃, 100g, 5분간 원심분리 후 획득된 상청액에 포르말린을 

처리하여 SFTS 바이러스를 불활화시켰다.

(마) 불활화 SFTS 바이러스 농축/정제

불활화액에 대하여 Centrifuge Filter를 이용한 한외여과법을 실시하여 불활화 

SFTS 바이러스(백신)을 회수하였다. Amicon® Ultra 15mL (Cut-off value MW100,000)을 투과한 여

과액을 제거하고, 필터에 위치한 농축액을 PBS를 이용하여 3회 이상 세척(혼탁 후 원심분리)하여 

잔여 배지성분을 제거하였다. 최종 농축액을 PBS를 이용하여 적정농도(12~16mg/ml) 품질의 백신 

시제품을 제작하였고, 이를 공동연구팀인 전북대에 전달하여 동물시험을 실시하였다.

다. 불활화 SFTS 바이러스의 면역원성 증명 및 바이러스 함량시험법 설정

본 연구수행을 위한 병원체 취급은 생물안전위원회(Institutional Biosafety Committee, IBC) 

그리고 동물실험의 진행을 위하여 기관 동물실험윤리위원회(Institutional Animal Care and Use 

Committee, IACUC)의 승인을 받아 수행하였다. 기관 생물안전위원회로부터 3등급 병원체인 SFTS 

바이러스 사용에 대한 승인을 받아 연구를 수행하였으며(IBC 번호: 2021-05-001[마우스]/ 

2022-02-001 [비글견]), 기관 동물실험윤리위원회로부터 실험계획에 대한 승인을 받은 후에 

연구수행을 하였다(IACUC 번호: JBNU 2021-057[마우스]/ JBNU 2022-015[비글견]). 

(1) 면역원성 시험을 위한 동물모델 선정 및 adjuvant 종류별, 농도별, 접종 횟수별 스크리닝

(가) 마우스에서 SFTSV 백신 후보물질 면역원성 분석

1) 투여용량 설정 및 백신 투여 프로토콜 설정

포르말린으로 불활화 시킨 SFTSV를 농축하여 Aluminum hydroxide (Alum)과 

Squalence based oil계열인 MF59와 혼합하여 백신후보물질들을 구성하였다(그림 73). 같은 성분

일지라도 회사에 따라 효능이 다를 수 있기에 Alum은 InvivoGen사와 Thermo Scientific 사의 제

품을 모두 사용하였다. 비율은 제조사의 추천에 따라 농축된 SFTSV 용액의 부피와 1:1이 되도록 

구성하여 피하 내 주사의 형태로 면역 접종을 실시하였다. SFTSV dose는 불활화시키기 전의 농

도를 기준으로 106과 107 TCID50 dose로 면역증강제와 혼합하여 2주 간격으로 총 3회 면역접종을 

진행하였다. 항체가 분석을 위하여 백신접종 1주일 후와 마지막 면역 접종 1, 2, 3달 째에 채혈하
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였다. 

그림 73. 백신후보물질 투여 실험계획.

불활화시킨 SFTSV에 의한 부작용을 확인하기 위해 체중을 측정하였다(그림 74). 그 결과 면역증

강제만 투여한 그룹은 주사에 의한 큰 변화가 없었지만, SFTSV 백신후보물질을 투여한 그룹들은 

주사 후 며칠간은 체중증가가 없거나 일부 그룹에서는 감소하는 현상을 확인하였다. 그러나, 정상

적인 면역반응이 일어나는 과정에서 발생할 수 있는 범위 내라고 판단된다.

그림 74. 면역증강제만 투여한 그룹(좌)과 SFTSV 백신후보물질을 투여한 그룹(우)의 체중 변화량.

SFTSV NP 항원을 이용하여 ELISA를 진행한 결과, total IgG는 3차 백신 접종까지 titer 값이 상

승하였다(그림 75). 4차는 기존 선행연구결과에서 3차와 큰 차이가 있음을 확인하여 진행하지 않았

다. InvivoGen(I)사의 Alum이 다른 2가지의 면역증강제에 비하여 높은 titer 값이 확인되었고, 

Thermo(T)사의 Alum과 MF59는 유사한 총항체가 수치를 보여주었다. 또한, 106과 107 TCID50 dose

를 투여한 그룹들간의 총항체가 차이를 비교 분석해보면 용량이 10배가 증가하였음에도 불구하고 

미미한 차이로 총항체가 수치가 높게 나오는 것을 확인하였다(그림 75). 이를 통하여 경제적인 부

분을 고려하여 총 3회 접종과 106 TCID50 dose로 투여하는 것이 가장 효율적인 것으로 판단하고 

후속 실험은 106 TCID50 dose로 진행하였다..
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그림 75. SFTSV 백신후보물질에 면역된 마우스의 총항체가.

 

2) 면역증강제에 따른 항체가 분석

배양 바이러스 106 TCID50 dose와 각각의 면역증강제를 혼합하여 백신후보물질을 재

구성한 후, 이전 실험과 동일한 방법으로 반복실험을 진행하였다. 1차, 2차, 3차 면역접종에 따른 

항체가 증가현상을 분석한 결과, I 사의 Alum과 혼합된 백신후보물질은 1차부터 강하게 항체반응

이 유도되고 3차까지 상승하는 현상을 보였다(그림 4). T 사의 Alum과 MF59를 혼합한 백신후보물

질은 1차 접종 후 항체수치가 I 사의 Alum 그룹에 비하여 현저하게 낮게 분석되었으나, 2차 접종 

후에는 비슷한 수준의 항체수치를 형성하였음(그림 76). 마지막 면역 후 1, 2, 3달이 경과된 혈청의 

총항체가 수치를 지속적으로 분석할 결과, 3차 면역 후 항체가 수치와 유사한 수준으로 유지되고 

있음을 확인하였다. 이는 3차 면역으로 인해 형성된 면역반응이 최소한 3개월간은 유지되고 있음

을 보여주는 연구결과이다. 면역증강제에 의한 백신 효능 분석은 총항체가를 기준으로 I 사의 

Alum이 다른 제품들에 비하여 효능이 좋은 것으로 확인되었다.

그림 76. 백신후보물질들에 면역된 마우스에서 총항체가 분석.

총항체가 뿐만이 아니라 세포성과 체액성 면역반응을 분석할 수 있는 IgG1과 IgG2c 항체분석을 

실시하였다. 세포성 면역반응과 연관성이 높은 IgG1 분석 결과도 total IgG titer값과 유사한 패턴이 

확인되었다(그림 77). 다만, 차이점은 총항체가는 3개월령까지 비교적 항체가수치가 크게 감소하지 

않았는데, IgG1은 3개월차에 다소 감소하는 경향을 확인하였다. 체액성 면역반응과 관련성이 높은 

IgG2c 수치도 유사한 경향을 보였다. 또한, I 사의 Alum을 사용한 그룹이 다른 그룹들에 비해서 유
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의적으로 높은 항체가를 형성하는 것을 확인하였다. 총항체가와 subtype IgG 수치를 종합하면 I 사

의 Alum가 백신후보물질을 구성하는 가장 우선적으로 고려해야하는 제품이다. 

그림 77. 백신후보물질들에 면역된 마우스에서 IgG1과 IgG2c 분석.

(나) 비글견에서 SFTSV 백신 후보물질 효능 분석

1) 백신후보물질의 총항체가 분석 

동물실험을 위하여 16개월령 전후의 비글견 8마리를 대상으로 포르말린으로 불활

화 시킨 SFTSV(8⨯107 TCID50 dose)를 농축하여 Aluminum hydroxide(Alum)과 Squalence based 

oil(MF59)와 혼합한 백신후보물질을 투여하였다. 백신 투여 방법과 횟수는 마우스와 동일하게 진행

하였다. 비글견이 SPF 환경에서 사육되지 않았고, 음성대조군 1마리는 암컷으로 약간의 생식기 질

환이 있는 것으로 파악되었고, 다른 비글견들은 별다른 임상소견이 없었다. 이러한 부분을 고려하

여 데이터를 분석할 필요가 있었다(그림 78). 

그림 78. 백신후보물질들을 투여한 비글견들의 혈액수치.

Invivogen사의 Alum과 MF59만 비글견 면역실험에 활용하였고, 사육 조건상 8마리가 최대 마리

수인 관계로 음성대조군은 Alum과 MF59만 1마리씩 투여하였고, 실험군은 3마리씩 그룹을 구성하

였다. 채혈은 면역 전, 2차 면역 1주일 후, 3차 면역 1주일 후 총 회번 진행하였다. 총항체가 분석을 

진행한 결과, NP 특이항체 경우에는 2차와 3차 면역 사이에 항체가 증가하는 것을 확인하였다. 음

성대조군에서 약간의 NP 특이항체가 수치가 증가하는 것이 보이나 비특이적인 반응일 것으로 생

각되었다. 이는 중화항체 결과와 비교해보면 유추가 가능하다. Gn 특이항체 분석결과에서는 Alum 

그룹은 2차와 3차와의 유의적인 차이가 없었고, MF59는 3차까지 증가하는 패턴을 확인하였다(그

림 79). 총항체가 수치가 일부 그룹을 제외하고는 모두 3차까지 증가하는 것으로 확인이 되어 최소 

3차 접종까지 진행하는 백신접종 프로그램 구성할 필요가 있다고 판단되었다. 다만, 본 실험의 제
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한점은 감염실험을 진행하기 위해 마지막 면역 접종 1달 정도 후의 총항체가 분석을 못한 부분이 

있으나, 기존 연구에서 알 수 있듯이 2주 전후로 총항체가 수치가 급등하는 것으로 예측하여보면, 

현재 분석된 항체가보다 훨씬 높은 수치를 보일 것으로 추정되었다. 

그림 79. 백신후보물질들에 면역된 비글견에서 총항체가 분석.

2) 백신후보물질의 바이러스 중화항체능 분석 

마지막 면역 접종 1 주후 혈청을 대상으로 바이러스 중화능을 분석한 결과, 음성대

조군은 모든 희석배율에서 유의적인 바이러스 중화능 관련 현상을 확인하기 어려웠다. 두 실험군 

혈청을 이용한 실험에서는 음성대조군에 비해 월등하게 높은 바이러스중화항체 수치가 확인되었

고, 두 실험군 간의 유의적인 차이는 없었다(그림 80). 총항체가 수치와 유사하게 Alum과 MF59에 

의한 면역원성 차이는 매우 미미한 것으로 판단되었다. 

그림 80. 3차 면역접종을 완료한 비글견 혈청에서 분석한 바이러스 중화능 수치

3) 비글견에서 SFTSV 공격접종을 통한 백신후보물질의 효능 분석 

마지막 면역 접종 2주 후 B 유전형에 속하는 KCD46 SFTSV strain을 8⨯107 TCID50 

dose로 근육 내 주사의 형태로 감염을 시켰다. 면역이 정상인 비글견들이기 때문에 큰 임상증상은 

관찰되지 않을 것으로 예상되었으나, 음성 대조군들은 구강점막창백을 동반한 기력부진, 기력부

전, 눈 충혈들이 대부분의 실험기간에 확인되었다(그림 81). Alum 그룹들은 감염 다음 날부터 임상

증상들을 보임과 동시에 체중이 90% 수준까지 감소하였다. 그러나 5-6일 사이에 체중이 최저점을 

보인 후 반등하는 것을 보아 감염 5일 이내에 체내에서는 대부분의 바이러스들이 제거되거나 불활

성화될 것으로 예상되었다. 체온은 Alum 음성대조군에서 감염 5일경까지 발열을 동반하였으나, 그 

이후에는 정상체온으로 빠르게 회복하였다(그림 81). MF59 음성대조군에서도 유사한 현상이 확인

이 되었으나, 체중감소량이 Alum 그룹들에 비하여 적게 95% 수준까지만 진행되었다. 체온변화량

을 분석한 결과 체온을 나중에 측정한 그룹일수록 체온이 높게 나오는 경향을 확인하였다. 이러한 
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이유를 추측해본 결과, 연구원이 사육실에 들어가게 되면 비글견들이 흥분하기 시작하여 체온이 

상승하는 변수가 있는 것으로 추정되었다. 비글견 활동력에 대한 기록은 기준점이 없어 따로 작성

하지는 않았으나, 대부분의 비글견들이 7일경을 전후로 왕성한 활동력이 확인되었다. 체중변화량

과 임상증상만을 가지고 분석하였을 경우에는 MF59 그룹이 체중감소량도 적고 임상증상도 적게 

나타나 MF59 면역증강제가 SFTSV 감염에 Alum 면역증강제에 비해 효과적으로 방어하는 것일 수

도 있었다. 

그림 81. SFTSV를 공격접종한 비글견들의 임상증상.

그림 82. 비글견에서 SFTSV 공격접종 후 체중변화량과 체온변화.

SFTSV 공격접종 후, 체내 바이러스 함량 변화를 측정하기 위해 채혈하였다. SFTSV 공격접종 2, 

4, 7, 10, 14일 후 혈청에서 viral RNA를 추출하여 Real-Time PCR을 통하여 viral copy수를 계산하

여 상대정량을 실시하였다. 면역증강제만 투여한 음성대조군에서만 바이러스 항원이 2일과 4일차
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에서 많이 검출되었으며, 백신을 투여한 모든 그룹에서는 바이러스 항원이 검출되지 않았다(그림 

83 C). 정상적인 면역상태의 동물들이라 하더라도 고용량의 바이러스를 인위적으로 감염시키면 

2~3일정도는 체내에서 바이러스가 검출되고, 빠르게 바이러스가 제거되었다. 본 실험도 유사한 패

턴을 보였다. 백신투여에 의해 형성된 항체들이 효과적으로 SFTSV를 제거하였다고 볼 수 있다. 조

직병리학적인 소견에서도 염증반응과 세포사멸에 관여된 세포들이 백신투여군에서는 현저하게 낮

게 보이는 것을 확인하였다(그림 83 A). 특히 alum과 불활화 바이러스를 혼합투여한 그룹들은 음

성대조군인 alum과 MF59 그룹에 비해 세포사멸 정도가 유의적으로 낮게 분석되어 alum과 불활화 

바이러스를 혼합투여한 그룹이 가장 좋은 백신 효능을 보일 것으로 추측되었다(그림 83 B). 본 연

구 결과는 formalin에 의해 불활화된 SFTSV와 면역증강제의 혼합제제인 백신 후보물질들에 면역

된 비글견에서 SFTSV에 효과적으로 방어함을 알 수 있는 결과이다. 총항체가와 바이러스 중화능 

수치와 비교하여도 동일한 패턴을 확인할 수 있었다. 

그림 83. 비글견에서 SFTSV 공격접종 후 비장조직 내 염증반응 소견(좌)과 TUNEL assay를 통한 세포사멸사 

(apoptosis) 정도 비교분석(A), TUNEL assay 정량 비교분석(B), 공격접종 후 real-time PCR 방법에 의한 

비글견 체내 SFTSV 함령변화(C). 

(2) 종류별, 농도별, 처리시간별 스크리닝 등 불활화 최적화 설정을 위한 조건 시험 

면역접종에 사용된 SFTSV 농축원액의 제조, 단백량, 및 바이러스의 역가는 다음과 같다(표 

4). 포르말린:배지의 비율이 1:1,000이 되도록 포르말린을 첨가한 후, 37도 80rpm에서 24시간 동안 

배양하였다. 바이러스 함량은 불활화 전에 측정한 값으로 대략 107TCID50/ml 농도로 확인되었다. 

불활화시킨 배양액을 농축 kit를 사용하여 40배 농축(4차만 60배)을 진행하였다. 단백질 함량은 

10~23mg/ml 수준으로 확인되어 항원제시에 충분한 양임이 확인되었다. 

마우스 면역실험에는 4x106 TCID50이 되도록 계산하여 총 100ug 정도의 단백질이 포함되도록 항

원량을 조절하였다. 비글견 면역실험에서는 마우스 실험의 10배에 해당하는 dose로 면역을 진행하

여 최종적으로는 4x107 TCID50이 되도록 계산하여 총 1mg이 투여되었다. 
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표 4. SFTSV 농축원액의 제조에 따른 단백량 및 바이러스 역가

구분 1차 실험 2차 실험 3차 실험 4차 실험

불활화 배양액량(mL) 200 300 300 600

단백량(mg/mL) 16.0 9.98 14.33 23.89

TCID50/mL  2×107.75  2×106.75 2×106.88 2×106.88

(3) 불활화 확인 및 바이러스 함량시험법 설정

(가) SFTSV 불활화 학인

SFTSV의 불활화 전과 포르말린을 이용하여 불활화 공정을 거친 SFTSV를 배양하고 난 

후에 IFA를 통하여 검사한 결과, 불활화 SFTSV를 처리한 세포에서는 바이러스가 전혀 자라지 

않았다(그림 84).

그림 84. SFTSV 불활화 확인 실험(좌측, well 설명; 우측, IFA 사진)

(나) SFTSV 바이러스 함량시험법 설정

1) SFTSV 유전자 정량분석을 위한 Real-Time PCR 확립

Real-time PCR로 SFTSV를 검출법 확립을 위하여 TaqMan을 이용하였으며, SFTSV 

검출에 적절한 primer 및 컨디션을 설정하여 이용하였다(그림 85). SFTSV 증폭을 위한 One-Step 

RT Nested-PCR 방법과 RT real-time PCR 방법의 민감도와 특이도를 비교 평가하여 효율적인 검

출방법을 실험에 활용하였다(그림 13). SFTSV 유전자의 각 segment(L, M, S)에서 PCR 증폭량을 평

가한 결과 S 단편이 진단에 활용하기 가장 좋은 것으로 평가되었음. 

그림 85. SFTSV 항원 검출을 위한 Real-Time PCR(상) 및 Nested PCR(하).
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2) 총항체가와 바이러스 중화능 수치 분석법 확립 

SFTSV를 구성하는 단백질인 Gn, Gc, NP 들을 단백질 발현 시스템을 이용하여 재조

합단백질들을 정제하였고, 얻어진 재조합단백질들의 반응성을 실제 SFTS 환자 혈청과 비교한 결

과 NP를 이용한 ELISA가 가장 감수성이 높은 것이 확인되었다(그림 86). 본 연구진에서는 바이러

스를 불활화시킨 후 농축하여 사용하기에 선행연구과정에서 확립된 NP 기반 ELISA를 바로 적용하

면 백신후보물질에 면역된 마우스들의 총항체가 분석이 용이하였다(그림 86). SFTSV 중화능력 실

험은 methylcellulose를 활용한 overlay 방식으로 유효 바이러스 입자 수를 산출하였다(그림 86). 

Well에 50~100개 정도의 바이러스 plaque가 생기도록 농도조절을 하여 감염을 시킨 후, 일주일 정도

의 배양과정 후 염색하여 항체희석 농도별 plaque 수를 확인하고, 이를 연산하여 중화항체 수치인 

PRNT50 값을 도출하였다.

그림 86. SFTSV NP, Gn, Gc 재조합 단백질 정제(상)와 각 항원 대한 SFTS 특이 IgG 항체반응 비교.

그림 87. Plaque assay 기반 SFTS 바이러스 중화능 검사와 ELISA를 이용한 총항체가. 
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(4) 불활화백신 단백질 함량시험

원심필터(Centrifuge Filter)에 각각에 불활화액을 약 18ml씩 분주하고, 3,000rpm으로 약 20

분간 원심분리하여 여과액을 제거하였다. 필터에 남은 농축액을 새로운 15ml 튜브에 옮겨주고, PBS

를 이용하여 필터 상부에 잔존하는 불활화백신 단백질을 모두 회수하였다(총 3회 이상 실시). 농축

액에 잔존하는 배지 성분을 제거하기 위해 농축액을 다시 원심필터에 모아 원심분리한 후 15ml 

PBS를 추가하여 세척하는 과정을 2~3회 실시하였다. 세척과정이 완료된 불활화백신 단백질을 PBS

를 이용하여 회수한 후 새로운 원심필터에 모아 원심분리 함으로써 최종 불활화백신 단백질을 수득

하였다. 원심분리가 완료된 불활화백신 단백질을 Lowry method를 이용하여 단백질 함량을 정량하

며 12~16mg/ml 농도의 불활화백신 단백질 함량 시험을 검정하였다. Ouchterlony Double 

Immunodiffusion Method를 이용하여 항체반응을 검정함으로서 수득된 불활화백신 단백질 품질을 

보증하였다.
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3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

○ 국내외 수집 SFTS 바이러스의 유전자형 수집ㆍ분석 및 DB화 완료

○ 수집 바이러스의 유전자형 상관관계 분석 완료

○ SFTSV seed virus 확보 완료

○ SFTS 백신 대량생산을 위한 Master/Working Cell Bank(MCB, WCB) 확립 완료

○ SFTS 백신 대량생산을 위한 Master/Working Virus Seed Stock(MVSS, WVSS) 확립 완료

○ SFTS 백신주 확립을 위한 전자현미경시험, 유전자염기서열분석 및 각종 부정시험(무균, 마

이코플라스마, 외래성인자 등), 바이러스함량시험, 중화시험 등 조건시험 완료

○ 면역원성 시험을 위한 동물모델 선정 완료

○ Adjuvant 종류별, 농도별, 접종 횟수별 스크리닝 완료

○ 종류별, 농도별, 처리시간별 스크리닝 등 불활화 최적화 설정을 위한 조건 시험 완료

○ 불활화 확인 및 바이러스 함량시험법 설정 완료

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

○ 특허 출원 1건

○ 고용창출 2명

○ 논문 투고 1건

○ 학술발표 3건

< 정량적 연구개발성과표(예시) >

(단위 : 건, 천원)

  연도

성과지표명
1단계(2021)

종료후
계 가중치(%)

1차년도 2차년도

전담기관 등록ㆍ기탁 지표1」

논문
목표(단계별) 1 1

실적(누적) 1 1

특허등록

목표(단계별) 1 1

실적(누적)

특허출원
목표(단계별)

실적(누적) 1 1

학술발표

목표(단계별) 1 1

50
실적(누적) 3 3

연구개발과제 특성 반영 지표2」

고용창출
목표(단계별) 1 1

50
실적(누적) 2 2

목표(단계별)

실적(누적)

계
목표(단계별)

실적(누적)
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< 정량적 연구개발성과표 >

(단위 : 건, 천원)

  연도

성과지표명

1단계

(2021)
계

가중치

(%)

SFTS 바이러스 

분자 유전학적 

데이터 분석

국내외 수집 SFTS 바이러스의 유전자

형 수집ㆍ분석 및 DB화
1건 1 1 10

수집 바이러스의 유전자형/혈청형 상

관관계 분석 
1건 1 1 10

SFTSV seed virus 확보 1건 1 1 10

SFTS 백신 대

량생산을 위한 

백신주 확립

전자현미경 분석 및 각종 부정시험(결

핵균, 마이코플라즈마, 외래성인자 등), 

무균 시험, 종양형성능 등 검증

1건 1 1 10

Master virus seed, Working virus 

seed, Cell bank 설정을 위한 조건시

험 등

1건 1 1 5

Master virus bank, Working virus 

bank 설정을 위한 조건시험 등
1건 1 1 5

불활화 SFTS 

바이러스의 면

역원성 증명 및 

바이러스 함량

시험법 설정

면역원성 시험을 위한 동물모델 선정 2건 2 2 15

Adjuvant 종류별, 농도별, 접종 횟수별 

스크리닝
1건 1 1 15

종류별, 농도별, 처리시간별 스크리닝 

등 불활화 최적화 설정을 위한 조건 시

험

1건 1 1 10

불활화 확인 및 바이러스 함량시험법 

설정
1건 1 1 10

계 11건 11 11 100

  * 1」전담기관 등록ㆍ기탁 지표: 논문[에스시아이 Expanded(SCIE), 비SCIE, 평균Impact Factor(IF)], 특허, 보고서원문, 연구시설·

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

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

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

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

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

발사업에의 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 

근거보유국/

보유기관
성능수준 성능수준

1단계

(2021)

1
국내외 수집 SFTS 바이러스의 유전자형 

수집ㆍ분석 및 DB화
건 10 중국 상 중 1건 DB 제시

2
수집 바이러스의 유전자형/혈청형 상관관

계 분석 
건 10 국내 상 상 1건

Phylogenetic 

tree

3 SFTSV seed virus 확보 건 10 중국 상 중 1건 1개 분리주

4

전자현미경 분석 및 각종 부정시험(결핵

균, 마이코플라즈마, 외래성인자 등), 무균 

시험, 종양형성능 등 검증

건 10 일본 상 중 1건 자료 제시

5
Master virus bank, Working virus bank 

설정을 위한 조건시험
건 10 일본 상 중 1건 자료 제시

6 면역원성 시험을 위한 동물모델 선정
동물 

종
15 국내 상 상 2건 마우스 및 개

7
Adjuvant 종류별, 농도별, 접종 횟수별 스

크리닝
건 15 국내 상 상 1건 자료제시

8
종류별, 농도별, 처리시간별 스크리닝 등 

불활화 최적화 설정을 위한 조건 시험
건 10 일본 상 중 1건 자료제시

9
불활화 확인 및 바이러스 함량시험법 설

정
건 10 중국 상 중 1건 자료제시

  * 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.
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  (3) 세부 정량적 연구개발성과(해당되는항목만선택하여작성하되, 증빙자료를별도첨부해야합니다)

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Serologic and 
molecular 
prevalence of 
severe fever with 
thrombocytopenia 
syndrome
virus among 
poultry in the 
Republic of Korea

Ticks and 
Tick-borne 
Diseases

임지민 영어 ELSEVIER SCIE
2022. 4. 5

Submitted 
1877-959X 100

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1 대한수의학회 2021년 추계학술대회 임지민 2021. 10. 28-30 GSCO 군산새만금컨벤션센터 대한민국

2 대한수의학회 2021년 추계학술대회 강준구 2021. 10. 28-30 GSCO 군산새만금컨벤션센터 대한민국

4
The 102th Annual Conference of Research 

Workers in Animal Diseases (CRWAD)
한선우 2021. 12. 3-7

Chicago Marriott, Downtown 

Magnificent Mile, Chicago, Illinois
USA

  □ 기술 요약 정보

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

외 활용여부
허용방식

  □ 보고서 원문

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

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

  [기술적 성과]

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

번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일
출원 

번호

등록 

번호
등록인 등록일 등록 번호

1

중증 열성 혈소판 감소 

증후군 바이러스 

질환의 예방용 백신 

조성물의 제조방법

대한민국 김현숙
2022.03

.11

10-2022

-003042

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
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  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

  □ 표준화

   ㅇ 국내표준

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

     * 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

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

  □ 사업화 투자실적

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

               

  □ 사업화 현황

번호
사업화 

방식1｣ 사업화 형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

(천원)

국외

(달러)

     * 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
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  □ 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
2021년 yyyy년

1
SFTS 백신 

대량생산을 위한 

백신주 확립

보란파마 2 2

합계 2 2

  □ 고용 효과

구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력

생산인력

개발 후
연구인력

생산인력

  □ 비용 절감(누적)

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액(천원)

합계

  □ 경제적 파급 효과 

(단위: 천원/년)

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

(인력 양성 수)
기타

해당 연도

기대 목표

  □ 산업 지원(기술지도)

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

  □ 기술 무역 

(단위: 천원)

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입
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  [사회적 성과]

  □ 법령 반영

번호
구분

(법률/시행령)

활용 구분

(제정/개정)
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정/개정

내용

  □ 정책활용 내용

번호
구분

(제안/채택)
정책명

관련 기관

(담당 부서)
활용 연도 채택 내용

  □ 설계 기준/설명서(시방서)/지침/안내서에 반영

번호
구 분

(설계 기준/설명서/지침/안내서)

활용 구분

(신규/개선)

설계 기준/설명서/

지침/안내서 명칭
반영일 반영 내용

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

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

  [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.
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  [그 밖의 성과](해당 시 작성합니다)

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

 2) 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

SFTS 바이러스 분자 유전학적 데이터 

분석

○ 국내외 수집 SFTS 바이러스의 유전자형 수집ㆍ분석 및 

DB화
100

○ 수집 바이러스의 유전자형 상관관계 분석 100

○ SFTSV seed virus 확보 100

SFTS 백신 대량생산을 위한 백신주 

확립

○ 전자현미경, 유전자염기서열분서 및 각종 부정시험(무균, 

마이코플라스마, 외래성인자 등), 바이러스 함량시험, 

중화시험 등 검증

100

○ Master virus seed, Working virus seed, Cell bank 설정

을 위한 조건시험 등
100

○ Master virus bank, Working virus bank 설정을 위한 조

건시험 등
100

불활화 SFTS 바이러스의 면역원성 

증명 및 바이러스 함량시험법 설정

○ 면역원성 시험을 위한 동물모델 선정 100

○ Adjuvant 종류별, 농도별, 접종 횟수별 스크리닝 100

○ 종류별, 농도별, 처리시간별 스크리닝 등 불활화 최적화 

설정을 위한 조건 시험
100

○ 불활화 확인 및 바이러스 함량시험법 설정 100

4. 목표 미달 시 원인분석

 1) 목표 미달 원인(사유) 자체분석 내용

§ 논문 투고가 과제종료시점에 1편이 있는데 현재 투고만 진행된 상태임. 본래 실험의 목표는 

면역원성만으로 과제목표가 설정되어 있기에 비감염성 실험만으로 구성하였으나, 실제논문

으로 출판하기에는 백신방어효능평가가 포함되어 있어야 조금 더 좋은 저널에 투고할 수 있

기에 본 연구진에 추가 연구를 자체적으로 진행 중에 있음. 



- 70 -

 2) 자체 보완활동

§ 비글견을 이용한 백신후보물질의 면역원성 분석만으로는 저명한 저널에 투고하기 어렵다고 

판단되기도 하며, 장기간 사육하며 소모된 비용을 고려하면 조금 무리를 하더라도 감염실험

을 진행하는 것이 학문적 성취에 더 도움이 될 것으로 생각하여 감염실험을 진행하였음. 현

재는 실험에서 나온 샘플들을 이용하여 실험을 대부분 진행하여 마지막 병리소견 분석만 남

겨놓은 상태임. 현재까지는 비글견에서 SFTSV 백신실험연구는 전혀 없는 것으로 알고 있

기에 본 연구결과를 JCR 상위저널에 투고하여 발표하게 된다면, 예상보다 훨씬 좋은 성과

를 도출해낼 수 있을 것으로 판단함.

 3) 연구개발 과정의 성실성

§ 불활화 SFTSV와 병용할 면역증강제 후보군을 3개까지 설정하고 같은 성분이더라도 회사마

다 그 활성이 다름을 인지하여 비용과 인력이 많이 소모됨에도 불구하고 가장 효과적인 면

역증강제 선별을 위하여 집중하였음.

§ 연구과제 성과목표로 설정되지 않았으나, 연구성과나 산업화 측면에서 바라볼 때 비글견 감

염실험은 꼭 필요하다고 합의가 되어 예상연구비를 초과하는 상황이 발생될 수 있음에도 불

구하고 연구를 진행하였음.

5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

§ 전통적인 불활화(사독)백신형태의 백신후보물질을 이용한 연구결과이기는 하나, SFTSV 분

야에는 처음으로 시도되는 영역임.

§ 비글견에서 SFTSV 백신후보물질 면역원성 분석과 방어효능 평가는 수의학 분야에서 꼭 필

요한 부분임과 동시에 연구적인 성과가 매우 높은 결과물임.

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

§ 현재투고 중인 연구논문을 제외하고 마우스감염동물모델에서 불활화 SFTSV 백신 유효성 

분석을 도출하기 위해 IFNAR KO 마우스를 확보하여 후속 연구를 진행 중에 있음. 또한, 불

활화백신 후보물질에 면역된 비글견에서 SFTSV 공격접종을 진행한 연구결과는 재반복실험

을 통하여 유의성 검증만 완료되면 바로 JCR 상위 10% 저널에 투고를 계획하고 있음. 

§ 추가 연구로 임상시험이 진행되면 산업화 할 수 있을 것으로 예상되어 추가연구비 확보 또

는 투자 업체 및 백신생산 업체와의 공동 연구개발이 필요함.
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< 연구개발성과 활용계획표(예시) >

구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE 종료후 1년차 1

비SCIE

계 1

국내논문

SCIE

비SCIE

계

특허출원

국내

국외

계

특허등록

국내 종료 2년차 1개

국외

계 1

인력양성

학사

석사

박사

계

사업화

상품출시

기술이전

공정개발

제품개발 시제품개발

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용

< 별첨 자료 >

중앙행정기관 요구사항 별첨 자료

1. 

1) 

2) 

2. 
1)

2)
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[# 별첨 1]

< 종료과제 성과요약서 > 

과제명

(연구기관,

책임자)

인수공통감염병 개 SFTS 바이러스 백신 체계 구축을 위한 백신주 개발
주관기관 제1공동연구기관 제2공동연구기관

서울대학교 산학협력단 보란파마 전북대학교 산학협력단

연구기간
2021.04.01.∼

2022.03.31.(1년)
‘21년 총 예산

(정부출연금, 억)
433,400,000원 4.334억원(4억원)

연구목적

○ (배경) 반려동물의 중증열성혈소판감소증후군의 예방 및 반려동물 또는 사람에게 2
차감염 예방을 위해 필요

○ (목적) 참진드기 매개 인수공통감염병 원인체인 개 SFTS 바이러스 감염 예방을 위한 
백신체계 구축을 위해 야외 바이러스 분리주 특성 분석 및 대량 생산을 위한 백신주 
확립

핵심연구내용 

및 성과

○ SFTS 바이러스 분자 유전학적 데이터 분석
- 국내외 수집 SFTS 바이러스의 유전자형 수집ㆍ분석 및 DB화
- 수집 바이러스의 유전자형 상관관계, 혈청형 분석

○ SFTS 백신 대량생산을 위한 백신주 확립
- 전자현미경시험, 유전자염기서열분석 및 각종 부정시험(무균, 마이코플라스마, 외

래성인자 등), 바이러스함량시험, 중화시험 등 검증
- Master virus seed, Working virus seed, Cell bank 설정을 위한 조건시험
- Master virus bank, Working virus bank 설정을 위한 조건시험

○ 불활화 SFTS 바이러스의 면역원성 증명 및 바이러스 함량시험법 설정 
- 면역원성 시험을 위한 동물모델 선정
- Adjuvant 종류별, 농도별, 접종 횟수별 스크리닝
- 종류별, 농도별, 처리시간별 스크리닝 등 불활화 최적화 설정을 위한 조건 시험
- 불활화 확인 및 바이러스 함량시험법 설정

대표성과

○ 반려동물로부터 분리한 
SFTS 바이러스 백신주 확
보 : 보란파마에 균주이전 1
건 

○ 중증열성혈소판감소증후군 
바이러스 질환의 예방용 백
신 조성물의 제조방법 : 21년
도에 지적소유권 특허 출원 
1건

○ 백신을 위한 면역원성 증명 
및 함량시험 완료 [균주이전] [특허 출원]

연구의 의의 

및 파급효과

 [파급효과 1]  
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 [파급효과 2]

[정책활용 가능성]
○ 백신주를 활용한 백신개발     
○ SFTS 바이러스 분자 유전학적 데이터 확보를 통한 백신개발 자료로 확보
○ SFTS 백신 대량생산을 위한 백신주를 활용한 백신 개발
○ 효과적인 면역증강제 선택을 활용한 백신 개발

[파급효과] 
○ 반려동물 유래 SFTS 바이러스 유전자 확보를 통한 백신 개발에 활용
○ 반려동물로부터 확보한 SFTS 바이러스의 특성분석 자료를 활용한 변이 여부 검

증에 활용
○ 백신 연구를 위한 바이러스의 대량배양에 활용

특이사항
(연구수행 중 
에피소드,

연구수행 계기 등)

○ 없음 

용어해설
○ 중증열성혈소판감소증후군(severe fever with thrombocytopenia syndrome, 

SFTS) 
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[# 별첨 2]

최종평가 정량성과 실적종합표

사업명 과제명 주관연구기관 연구책임자

가축질병대응기술
개발사업

인수공통감염병 개 SFTS 바이러스 
백신 체계 구축을 위한 백신주 개발

서울대학교 산학협력단 채 준 석

(단위 : 건, %, 점)

성과지표 계획(A) 실적(B) 목표달성률 
(C:B/A)

지표달성률
(C’≒C) 가중치 점수(D)

특허 출원 0 0 1.0% - 　 0.00 

특허 등록 1 0 0.0% 0.0% 　 0.00 

품종 등록 　 　 - - 　 -

기술이전(건) 　 　 - - 　 -

기술료(백만원) 　 　 - - 　 -

제품화(건) 　 　 - - 　 -

매출액(백만원) 　 　 - - 　 -

수출액(백만원) 　 　 - - 　 -

고용창출(명) 1 2 200.0% 100.0% 0.500 50.00 

투자유치(백만원) 　 　 - - 　 -

기술인증 　 　 - - 　 -

논문(SCI) 1 1 - - 　 -

논문(비SCI) 　 　 - - 　 -

논문평균 IF 　 　 - - 　 -

학술발표 1 3 300.0% 100.0% 0.500 50.00 

교육지도 　 　 - - 　 -

인력양성 　 　 - - 　 -

정책활용 　 　 - - 　 -

홍보전시 　 　 - - 　 -

기타 　 　 - - 　 -

계 4 10 　 　 　 100.00점

* 논문성과는 정량평가에서 점수화 되진 않지만 주로 정성평가에 반영되고 있습니다.
** 점수는 수식이 걸려 있어서 자동으로 계산됩니다. 그러므로 계획(A)과 실적(B) 및 가중치 항목만 기입해 주시기 바랍니다.
*** 가중치는 당초 연구개발계획서 상 명시된 수치를 입력해 주시기 바랍니다.(예 : 0.500 / 0.250)
**** 모든 성과건수는 개별성과 기준으로 업로드 하여야 정량평가에 반영됩니다.
     (예) 고용창출이 5명인 경우 5건을 등록하여야 5건 인정, 1건 등록에 5명을 첨부할 경우 1건으로 인정
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[# 별첨 3]
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[# 별첨 4, 고용 성과 창출-1]
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[# 별첨 4, 고용 성과 창출-2]
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[# 별첨 5. 논문 투고 증빙 자료]

Ticks and Tick-borne Diseases
Serologic and molecular prevalence of severe fever with thrombocytopenia 

syndrome virus among poultry in the Republic of Korea
--Manuscript Draft--

Manuscript Number: TTBDIS-D-22-00120

Article Type: Research Paper

Section/Category:

Keywords: severe fever with thrombocytopenia syndrome virus; tick-borne diseases; poultry; 
chickens; ducks; wild geese

Corresponding Author: Joon-seok Chae, DVM, PhD 
Seoul National University Seoul, 
KOREA, REPUBLIC OF

First Author: Ji-Min Rim

Order of Authors: Ji-Min Rim

Sun-Woo Han

Yoon-Kyoung Cho

Jun-Gu Kang

Kyoung-Seong Choi

Joon-Seok Chae, DVM, PhD

Manuscript Region of Origin: KOREA, REPUBLIC OF

Abstract: Severe fever with thrombocytopenia syndrome (SFTS) is an emerging infectious 
disease and caused by Dabie bandavirus , which belongs to the genus Bandavirus 
in the family Phenuiviridae and order Bunyavirales. It has been found in tick 
species, various animals, and humans. The aim of this study was to detect antigens 
and antibodies against SFTS virus (SFTSV) among poultry such as chickens, ducks, 
and wild geese in the Republic of Korea (ROK). A total of 606 poultry sera were 
collected with 312 collected from chickens, 249 from ducks, and 45 from wild geese 
in the ROK. Viral RNA was extracted using viral RNA extraction kit and one-step 
reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) and nested PCR was 
performed. The phylogenetic tree was constructed after the sequencing data were 
analyzed and aligned. To test for IgG antibodies of SFTSV, indirect enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA) and neutralization test (NT) were also performed. Of 
a total of 606 poultry sera was collected, 568 sera (296 from chickens, 246 from 
ducks, and 26 from wild geese) and 539 serum samples (293 from chickens and 
246 from ducks) were used to perform the ELISA and NT, respectively. A total of 
606 sera tested by RT-PCR targeting the S segment, 15 (2.5%) were positive for 
SFTSV and these included 7 (2.2%) were from chickens, 3 (1.2%) from ducks, and 
5 (11.1%) from wild geese. From the 15 positive sera for SFTSV antigen, 3 were 
from chickens, 3 from ducks, and one from wild geese were classified as the 
genotype B-2, one serum from chickens was classified as the genotype B-3, 3 from 
chickens and 4 from wild geese were classified as the genotype D. Out of the 568 
sera tested by ELISA, 83 (28.0%) from chickens, 81 (32.9%) from ducks, and 8 
(30.8%) from wild geese were seropositive. Of the 539 sera for which an NT was 
performed, 113 (38.6%) were from chickens and 75 (30.5%) from ducks were 
positive for antibodies of SFTSV. The results of this study provide useful information 
that indicate the detection of antigen and antibody against SFTSV among poultry 
and the possibility on transmission of SFTSV in the various poultry species including 
chickens, ducks, and wild geese in the ROK.

Funding: This work was supported by Korea Institute of Planning and Evaluation for Technology 
in Food, Agriculture and Forestry (IPET) through Animal Disease Management Technology 
Development Program, funded by Ministry of Agriculture, Food and Rural Affairs (MAFRA) 
(321014-01).
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[# 별첨 6. 학술대회 발표 - 증빙 자료 1]

(프로시딩 표지)
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[# 별첨 6. 학술대회 발표 - 증빙 자료 2]
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[# 별첨 6. 학술대회 발표 - 증빙 자료 3]



- 83 -



- 84 -

[# 부록 1. 유전자 염기서열 분석 데이터]

(SS1)

(SS2)

(SS3)
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(SS4)

(SS5)
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(SS6)

(SS7)

(SS8)
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(SS9)

(S segment에 대한 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 
분리주(IP417, IP551) 사이의 amino acid sequences 비교)
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(SM1)
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(SM2)

(SM3)
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(SM4)
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(SM5)
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(SM6)
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(SM7)

(SM8)
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(SM9)
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(M segment에 대한 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 
분리주(IP417, IP551) 사이의 amino acid sequences 비교)
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(SL1) (1~1170bp)
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(SL1) (1171~2084bp)
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(SL2)
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(SL3) (1~1170bp)
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(SL3) (1171~2084bp)
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(SL4) (1~1170bp)
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(SL4) (1171~2084bp)
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(SL5)
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(SL6) (1~1170bp)
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(SL6) (1171~2084bp)
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(SL7)
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(SL8)
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(SL9) (1~1170bp)
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(SL9) (1171~2084bp)
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(L segment에 대한 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 
분리주(IP417, IP551) 사이의 amino acid sequences 비교) (1~1170bp)
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(L segment에 대한 개의 SFTSV 분리주(Dog22, KCD46, IP418) 및 고양이 SFTSV 
분리주(IP417, IP551) 사이의 amino acid sequences 비교) (1171~2084bp)
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기슬개발 사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기슬개발 

사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

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