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국국국문문문요요요약약약
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진드기매개뇌염바이러스 (tick-borneencephalitisvirus,TBEV)는
Flaviviridaefamily,Flavivirusgenus에 속하는 바이러스로서 심각한
신경질환의 원인이 되는 주요 절지동물매개바이러스 (arboviruses)중
하나이다.이 바이러스에 의한 진드기매개뇌염 (tick-borneencephalitis,
TBE)은 유럽,러시아 및 아시아 등지에서 유행하며,이 지역들에서 중
요한 공중보건학상의 문제가 되고 있는 질병이다.아직까지 국내에
TBEV에 의한 뇌염환자 발생사례는 없지만,불명뇌염환자의 증가를
비롯한 우리나라와 인접한 아시아 국가들에서의 바이러스 분리 및
환자보고 사례,국내 TBEV 매개체 서식 등으로 미루어 볼 때 국내
에서도 TBE발생가능성은 높다고 할 수 있다.하지만 아직까지 관
련연구가 수행되고 있지 않은 실정이다.본 연구에서는 국내에서 확
보한 임상,숙주 및 매개체 검체를 이용하여 TBEV 감염여부를 조
사하였다.TBEV 유전자가 검출된 검체를 대상으로 감수성 세포 및
ICR 마우스를 이용한 바이러스 분리를 시도하여 야생쥐 폐조직 검
체로부터 5주의 TBEV를 분리하였다.TBEV 국내분리주의 분자유전
학적 특성을 분석하고자 세포배양액으로부터 RT-PCR으로 전체
envelope(E)유전자를 증폭한 후,클로닝하여 염기서열을 분석하였
다.이를 기존에 보고된 TBEV 분리주와의 계통유연관계 및 연역된
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아미노산 서열을 비교 분석한 결과 국내분리주 5주는 모두 Western
아형에 속했으며 (97%이상의 상동성),Western아형에서만 특징적
으로 나타나는 아미노산 서열이 잘 보존된 것을 확인하였다.이와
같은 결과를 통해 국내분리주는 TBEV 중 Western아형의 특징을
가짐을 확인하였고,Sofjin-HO나 Neudoerfl주와 비교해 E 단백의
domainⅠ,Ⅱ,Ⅲ에서 특정아미노산이 치환됨을 확인하였다.
국내분리주의 E단백을 구성하는 3가지 domain의 특정 아미노산

치환이 병원성에 영향을 주는지 알아보기 위해 6주령 ICR마우스를
이용하여 병원성을 표준주와 비교하였다.그 결과 국내분리주 5주는
표준주인 Sofjin-HO나 Neudoerfl주에 비하여 neuroinvasiveness와
neurovirulence가 낮았다.
본 연구를 통해서 국내 최초로 야생숙주동물 (야생쥐 폐조직)로부

터 TBEV를 분리하였으며,국내분리주의 낮은 병원성은 E 단백의
특정아미노산 치환과 관련이 있는 것으로 사료된다.특정아미노산
치환과 병원성의 관련성에 대하여는 향후 추가연구가 요구되며,본
연구에서 분리된 TBEV 국내분리주의 E단백 유전자 및 병원성 분
석은 TBEV 진단법 개선 및 백신개발을 위한 유용한 정보를 제공할
것이다.

───────────────────────────────
핵심 되는 말 :진드기매개뇌염바이러스,분리주,Western아형,
E단백,아미노산 치환,neuroinvasiveness,neurovirulence
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<지도교수 용용용 태태태 순순순>

연세대학교 대학원 의과학과

윤윤윤 석석석 민민민

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

진드기매개뇌염바이러스 (tick-borneencephalitisvirus,TBEV)에 의
한 뇌염은 자연계에 존재하는 참진드기 (Ixodidticks)에 의해 전파되어 사
람에게 발병하는 질병이다.TBEV에 의한 뇌염은 1931년 오스트레일리아
에서 최초로 발생하였으나 원인을 모르다가 1937년 러시아에서 Zilber에 의
해 진드기에 의해 전파되는 질병으로 병원체가 이 바이러스 (Far-Eastern
subtype)임이 밝혀졌다.1이후,1948년 유럽에서 TBEV가 분리되었으며 일
본북부에서도 1993년부터 TBEV에 대한 혈청학적 보고와 바이러스 분리에
관한 연구가 계속 보고되어 왔다.1-4

현재는 많은 유럽국가들 (오스트리아,발트제국,체코,헝가리 등)을 비
롯하여 러시아,아시아 등지에서 질병을 매개하는 참진드기가 분포하고 있
으며 이 지역을 중심으로 TBEV에 의한 뇌염환자 발생 및 바이러스 분리
사례가 보고되고 있다.1,5-7진드기매개뇌염(tick-borneencephalitis,TBE)
은 TBEV에 감염된 진드기가 사람이나 숙주로 알려진 조류,사슴,설치류,
양과 같은 동물을 물었을 때 전파되고 사람간의 직접적인 전파는 없다.잠
복기는 2～28일까지로 알려져 있으나,일반적으로 7～14일로서 감염된 동
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물의 유제품을 섭취하였을 경우에는 잠복기가 더 짧은 것으로 보고되어 있
다.8

TBEV에 의한 뇌염은 임상경과에 따라 크게 2기로 나눌 수 있는데,1기
(viremicphase)는 발병 후 4～14일 사이에 오는 발열기로 체온상승은 있
지만 특이적인 뇌수막염 증세는 보이지 않는다.발병환자의 약70% 정도는
1기에서 회복되기도 하지만 환자의 20～30%는 2기 (neurologicphase)로
발전하게 되고 이 시기에는 뇌염 증세를 보이게 된다.감염환자의 2/3가 1
기에 확인되며 나머지 1/3은 2기가 시작되어 2기를 거칠 경우 영구적인 장
애나 사망에 이르기도 하며 고령 환자의 경우 더 심한 경과와 높은 사망률
을 나타낸다.1

TBE의 원인 병원체인 TBEV는 일본뇌염바이러스 (Japaneseencephalitis
virus,JEV),뎅기바이러스 (Dengue virus),황열바이러스 (Yellow fever
virus),웨스트나일바이러스 (WestNilevirus)등과 같이 Flaviviridaefamily,
Flavivirusgenus에 속하는 바이러스로서 심각한 신경질환의 원인이 되는
주요 절지동물매개바이러스 (arboviruses)중에 하나이다.9 TBEV는 (+)
singlestrandRNA를 유전자로 가지고 있으며 크기는 약 11kb이다.게놈
은 하나의 긴 openreadingframe(ORF)을 암호화하고 ORF는 긴 하나의
polyprotein이 번역되어져 동시(co-)또는 후(post-)번역과정을 거쳐 3개
의 구조단백질 (structuralprotein)과 7개의 비구조단백질 (nonstructural
protein,NS)이 만들어진다.3개의 구조단백질은 5'말단에서부터 capsid(C),
pre-membrane/membrane(prM/M),envelope(E)순으로 암호화되어 있다.
또한 바이러스의 자가 복제에 필수적인 replicase로 구성된 7개의 비구

조단백질은 NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5순으로 암호화되어
있다.10ORF이외에도 게놈의 양쪽에 바이러스의 복제,번역,게놈 packaging
에 중요한 역할을 한다고 알려진 5',3'-NCR (noncoding region)이 있
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다.11-13세 개의 구조단백질 중에서 특히 envelope(E)protein은 바이러스
입자의 주요 표면 당단백질로서,세포수용체가 결합하고,바이러스와 세포
막의 융합을 중계하는 기능을 가지며,중화항체와 protective immune
response를 유도하는 주요 바이러스 항원으로 알려져 있다.14-16또한 동물모
델에서의 Eprotein의 특정 아미노산 치환은 neuroinvasiveness와 neurovirulence
와 같은 병원성에 영향을 미치는 중요한 결정자 역할을 한다고 보고되어 있
다.16-19TBEV는 현재까지 임상적인 증상,지리적 위치,항원성 및 계통유연관
계 분석을 토대로 크게 Western,Far-Eastern,Siberiansubtype의 세 가지
아형 (subtype)으로 분류된다.20,21 각 아형별 특징으로 먼저 Far-Eastern아형
은 RussianSpring-SummerEncephalitis(RSSE)라고도 불리며,주요매개체
가 Ixodespersulcatus인 아형으로 다른 아형에 비해 심각한 뇌염증상을 보이
며 치사율은 약～30% 정도로 알려져 있다.1,15 Western 아형의 경우는
CentralEuropeanEncephalitis(CEE)라고도 불리며,Ixodesricinus가 주요
매개체로 알려진 아형으로 Far-Eastern아형보다는 약한 뇌염증상을 보이며
치사율은 약 1～5% 정도로 보고되고 있다.22세 번째로 Siberian아형은 러시
아의 서시베리아지역에서 최초로 분리되어진 아형으로 Western아형보다는
Far-Eastern아형과 높은 상동성을 보이며 주요매개체는 Ixodespersulcatus
로 Far-Eastern아형과 비교해서 만성적인 감염을 일으키는 아형으로 알려져
있다.6

아직까지 우리나라에서 TBEV 분리보고 및 환자 발생사례는 없으나,우
리나라와 인접한 일본,중국 등과 같은 아시아지역 국가들에서의 바이러스
분리 및 TBEV에 의한 뇌염환자 보고,뇌염증상을 보이나 원인을 알 수
없는 일부 불명뇌염환자의 TBEV 감염에 의한 발병가능성,그리고 국제교
류 및 기후변화로 인한 절지동물 매개질환 (arthropod-borneinfectious
diseases)의 확산26,27등을 고려할 때 TBEV 매개체인 참진드기류가 국내에
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도 서식하고 있으므로 TBEV의 존재 가능성은 매우 높다.하지만 우리나
라의 경우 관련연구가 전혀 수행되고 있지 않는 실정이다.
이에 본 연구에서는 국내에서 확보한 임상,숙주 및 매개체 검체에서의

TBEV 감염여부를 조사하였으며,숙주동물(야생쥐)검체로부터 TBEV를
분리하였다.또한 분리된 TBEV 국내분리주의 전체 Eprotein염기서열을
바탕으로 러시아,일본 및 유럽의 다른 나라에서 기존에 분리된 바이러스
주와의 계통유연관계,연역된 아미노산 서열 및 invivo에서의 병원성 분석
을 통해 국내분리주의 분자생물학적 특성을 조사하였다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...재재재료료료

가가가...검검검체체체
(((111)))임임임상상상검검검체체체

TBEV 유전자 검출 및 분리에는 질병관리본부 국립보건연구원 신경계
바이러스팀에 의뢰된 일본뇌염 진단의뢰검체 중 음성검체 (불명뇌염검체)
및 TBEV 진단의뢰검체를 포함한 총 627건의 혈청 또는 뇌척수액을 사용
하였다.

(((222)))숙숙숙주주주 및및및 매매매개개개체체체 검검검체체체
숙주검체는 총 4개도 (경기,강원,전북,경남)6지역 (동두천,화성,원

주,횡성,구례,합천)에서 채집한 TBEV의 숙주동물로 알려진 야생쥐,사
슴,야생멧돼지,조류의 장기(비장,간,폐조직)를 이용하였고 (Table1),
매개체인 참진드기 검체는 5개도 (경기,강원,전북,경남,제주)12지역
(양평,동두천,전곡,김포,원주,평창,정선,장수,무주,남원,진해,어승
생)에서 flagging또는 dragging방법을 이용하여 직접 채집하거나 숙주동
물에서 떼어낸 참진드기를 이용하였다 (Table2).

나나나...세세세포포포 및및및 바바바이이이러러러스스스
TBEV 국내분리주 및 표준주의 증폭에는 BHK-21 (baby hamster

kidney,ATCC No.CCL-81,Manassas,VA,USA)세포를 사용하였다.
BHK-21 세포는 Minimum essentialmedium (MEM,GIBCO,Grand
Island,NY,USA)에 8% fetalbovine serum (FBS,GIBCO,Grand
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Island,NY,USA)과 페니실린 (100IU/㎖)/ 스트렙토마이신(100㎍/㎖)
(P/S,GIBCO,GrandIsland,NY,USA)을 첨가한 배지로 37℃,5% CO2
배양기에서 배양하였으며,3일에 한 번씩 세포를 계대하여 유지하였다.본
연구에서 사용된 TBEV 표준주는 Neudoerfl주(Western아형),Sofjin-HO
주와 Oshima5-10및 KH98-5주(Far-Eastern아형)(Dr.IkuoTakashima
제공,Hokkaidouniversity,Saporo,Japan)를 이용하였다.각 바이러스는 생
후 24시간 이내의 영아 마우스 (ICR)에 뇌내 접종하여 5～7일 후 사지 마
비 등의 증상을 보이는 마우스의 뇌를 무균적으로 적출하였다.적출한 뇌
는 10% FBS,1% P/S가 포함된 멸균된 phosphate-bufferedsaline(PBS,
pH 7.4,SIGMA,St.Louis,MO,USA)로 10% (w/v)유제액을 만든 후
Precellys® 24lyser/homogenizer(BertinTechnologies,Saints,France)로
분쇄하였다.이를 4℃,10,000rpm으로 30분간 원심 분리하여 상층액을 취
한 후 소량씩 분주하여 사용하기 전까지 -70℃에 보관하였다.
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TTTaaabbbllleee111...Animalhostsamplescollectedperregionsfordetectionof
tick-borneencephalitisvirus

PPPrrrooovvviiinnnccceeesss RRReeegggiiiooonnnsss AAAnnniiimmmaaalllhhhooossstttsss OOOrrrgggaaannnsssaaammmpppllleeesss(((NNNooo...)))

Gyeonggi-do Dongducheonwildboars spleen(7),liver(8)

deers liver(3)

pheasants liver(6)

crows lung(1),liver(1)

magpie liver(1)

Hwaseong wildmice lung(18)

Gangwon-do Wonju wildmice spleen(42),lung(20)

Hongseong wildmice spleen(16),lung(11)

Jeonllabuk-do Gurye wildmice lung(9)

Gyeongsangnam-doHapcheon wildmice lung(52)



-10-

TTTaaabbbllleee222...Ticksamplescollectedandusedinthisstudy

1)H,Hemaphysalis;I,Ixodes

PPPrrrooovvviiinnnccceeesss RRReeegggiiiooonnnsss SSSccciiieeennntttiiifffiiicccnnnaaammmeeesss111))) RRReeelllaaattteeedddhhhooossstttsss
Gyeonggi-do Yangpyeong H.longicornis

H.flava
I.nipponensis

Dongducheon H.longicornis dog,deer,wildboar
H.flava deer,wildboar
I.nipponensis wildboar

Jeonkog H.japonica
I.nipponensis

Gimpo H.flava
Gangwon-do Wonju H.flava

Pyeongchang H.longicornis
H.flava
I.nipponensis dog

Jeongseon H.longicornis deer,wildboar
H.japonica wildboar
I.nipponensis

Jeonllabuk-do Jangsu H.flava raccoondog
Muju H.flava
Namwon H.flava

Gyeongsangnam-doJinhae H.flava
Jeju-do Eoseungseng H.longicornis dog,horse
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222...방방방법법법

가가가...TTTBBBEEEVVV 유유유전전전자자자 검검검출출출
확보한 임상,숙주 및 매개체 검체에서의 TBEV유전자 검출은 RT-nested

PCR(Reversetranscriptase-nestedpolymerasechainreaction)을 이용하였
다.먼저 각 검체로부터 바이러스 RNA를 추출하기 위해서 임상검체의 경우
혈청이나 뇌척수액을 이용하였다.숙주동물 장기검체는 각 장기를 10% fetal
bovineserum (FBS,GIBCO)과 페니실린 (100IU/㎖),스트렙토마이신 (100
㎍/㎖)이 포함된 멸균된 phosphatebufferedsaline(PBS,pH7.4)에 유제하였
으며,진드기검체의 경우는 진드기 1～20 마리를 pooling하여 10% FBS
(GIBCO)와 페니실린 (500IU/㎖),스트렙토마이신 (500㎍/㎖)이 포함된 멸균
된 PBS(pH7.4)에 분쇄하였다.유제 또는 분쇄한 장기와 진드기검체는 4℃,
10,000rpm으로 20～30분간 원심 분리하였으며,그 상층액으로부터 바이러스
RNA를 추출하였고,나머지는 -70℃에 보관하였다.

(((111)))검검검체체체로로로부부부터터터 바바바이이이러러러스스스 RRRNNNAAA의의의 추추추출출출
각 검체에서의 바이러스 RNA는 viralRNA extractionkit(iNtRON,

Sungnamsi,KOREA)를 이용하여 제조사가 제시하는 방법에 따라 추출하
였다.요약하면 lysisbuffer250㎕에 검체 유제액 150㎕를 넣고 상온에서
10분간 반응시킨 후,bindingbuffer350㎕를 첨가하였다.spincolumn과
원심분리를 이용하여 검체의 RNA를 침전시킨 후,washingbuffer500㎕
로 세척한 다음,elutionbuffer30-40㎕에 녹여 RNA를 추출하였다.추출
된 RNA는 one-stepRT-PCR에 사용하였고,나머지는 -70℃에 보관하였
다.
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(((222)))RRRTTT---nnneeesssttteeedddPPPCCCRRR
위에서 기술한 방법으로 분리한 RNA를 이용,검체에서의 TBEV 유전

자를 검출하고자 RT-nestedPCR을 수행하였다.5먼저 MaximeRT-PCR
PreMixKit(iNtRON)를 이용하여 one-stepRT-PCR를 수행한 후,이를
주형으로 i-starMastermixPCRKit(iNtRON)로 nestedPCR을 수행하여
E 단백 유전자를 증폭하였다.TBEV의 E 단백 유전자 증폭에 이용된
primer는 Table3과 같다.

TTTaaabbbllleee 333...Oligonucleotide primers used for TBEV envelope gene
detectionbyRT-nestedPCR

One-stepRT-PCR은 총 반응액이 20㎕가 되도록 RT-PCRPreMixture
에 templateRNA 5-10㎕,primer-TBE913(F)(10μM)1㎕,primer-TBE
1738 (R)(10μM)1㎕, DNase/RNase free distilled water(GIBCO,
GrandIsland,NY,USA)를 첨가하여 45℃에서 30분,94℃에서 5분 동안
반응한 다음 94℃에서 30초,52℃에서 30초,72℃에서 1분의 조건으로 25

PPPrrriiimmmeeerrrnnnaaammmeee PPPooolllaaarrriiitttyyy SSSeeeqqquuueeennnccceee(((555'''→→→ 333'''))) SSSiiizzzeee
(((bbbppp)))

Forone-stepRT-PCR
TBE913(F) sense TGCACA CAYYTGGAA AACAGGGA

825
TBE1738(R) antisense TGGCCA CTTTTCAGGTGGTACTTG

FornestedPCR

TBE1192(F) sense CAGAGTGATCGA GGCTGGGGYAA
477

TBE1669(R) antisense AACACTCCAGTCTGGTCTCCRAGGTTGTA
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cycles반응 후 72℃에서도 5분의 반응조건으로 GeneAmp® PCR system
9700 (Applied Biosystems,Lincoln,CA,USA)이용하여 실시하였다.
Nested PCR은 총 반응액이 20㎕가 되도록 PCR mixture에 template
DNA 1-5㎕,primer-TBE 1192(F)(10μM)1㎕,primer-TBE 1669(R)
(10μM)1㎕,i-starMastermixSolution을 첨가하여 마찬가지로
GeneAmp® PCR system 9700을 이용,94℃에서 2분간 반응한 다음 94℃
에서 20초,62℃에서 10초,68℃에서 20초의 조건으로 30cycles반응 후
72℃에서 5분간 유지하였다. 이렇게 얻어진 PCR 증폭산물은 1.5%
agarosegel에서 전기영동 후 SYBR Safe™ DNA gelstain(Invitrogen,
Eugene,Oregon,USA)로 염색하여 확인하였다.

나나나...TTTBBBEEEVVV 바바바이이이러러러스스스 분분분리리리 및및및 동동동정정정
확보한 임상,숙주 및 매개체 검체에서 TBEV 유전자가 검출된 검체를

대상으로 바이러스 분리를 시도하였다.TBEV 유전자가 검출된 임상검체
의 경우 확인된 혈청이나 뇌척수액을,숙주 및 매개체 검체의 경우에는 앞
서 기술한 방법에 따라 유제한 후 원심 분리하여 얻은 상층액을 사용하였
다.

(((111)))바바바이이이러러러스스스 분분분리리리실실실험험험
임상,숙주 및 매개체 검체를 생후 24시간 이내의 영아 마우스(ICR,

KCDC,KOREA)의 뇌내로 20㎕씩 접종 후,20일 동안 관찰하였다.관찰기
간동안 사지 마비 등의 증상을 보이는 마우스는 무균적으로 뇌를 적출하여
사용 전까지 -70℃에 보관하였다.

(((222)))바바바이이이러러러스스스 분분분리리리확확확인인인 실실실험험험
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(((가가가)))뇌뇌뇌조조조직직직 처처처리리리
적출한 마우스 뇌에 10% FBS와 1% P/S이 포함된 멸균된 PBS (pH

7.4)를 10% (w/v)뇌유제액이 되게 첨가한 다음 분쇄 후,4℃,10,000rpm
으로 20분간 원심 분리하여 얻은 상층액을 취해 소량 분주하여 분리확인
실험에 이용하기 전까지 -70℃에 보관하였다.

(((나나나)))TTTBBBEEEVVV 유유유전전전자자자 재재재확확확인인인
보관된 10% 뇌유제액을 T-25플라스크 (Corning,NY,USA)에 단층

배양한 BHK-21cell(ATCCNo.CCL-10)에 감염시킨 후 37℃,5% CO2
배양기에서 세포병변 (cytopathiceffect)이 나타날 때까지 배양하였다.보
통 96시간 배양 후 얻은 세포배양액을 이용하였으며,앞서 기술한 RT-nested
PCR방법으로 TBEV유전자를 재확인하였다.

(((다다다)))간간간접접접면면면역역역형형형광광광항항항체체체법법법을을을 이이이용용용한한한 바바바이이이러러러스스스의의의 혈혈혈청청청학학학적적적 동동동정정정
보관된 10% 뇌유제액을 마찬가지로 단층 배양된 BHK-21cell에 감염시킨

후,감염된 세포를 0.5% Trypsin-EDTA(GIBCO,GrandIsland,NY,USA)로
처리하여 탈착시킨 다음 5% FBS와 1% P/S를 포함한 MEM (GIBCO)으로
세포수가 1×106cells/㎖되게 부유시키고,24well슬라이드에 well당 20㎕씩
분주하였다.이를 37℃,5% CO2배양기에서 36시간 배양한 후 상층액을 걷
어내고 80% 아세톤으로 20분간 고정하여 만든 항원슬라이드는 항원성 확인
전까지 -70℃에 보관하였다.만들어진 항원슬라이드의 항원성 확인에는 간접
면역형광항체법 (Indirectimmunofluorescenceassay,IFA)을 이용하였다.방
법은 항원슬라이드에 먼저 정제한 표준주 (Neudoerfl주)를 토끼에 접종하여
제조한 고도면역된 다클론항체 (Rabbithyperimmune antiserum against
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TBEV-Neudoerflstrain)(JENOBiotech,Chuncheonsi,KOREA)를 1:1,000으
로 PBS에 희석하여 각 well에 20㎕씩 넣어주고 습도가 유지되는 37℃ 배양
기에서 30분간 반응시켰다.반응이 끝나면 PBS로 10분간 2회 세척하고,이
차 항체인 FITC-conjugated AffiniPure goat-antirabbitIgG (Jackson
ImmunoResearch,WestGrove,PA,USA)를 0.0001% EvansBlue에 1:300
으로 희석시켜 각 well에 20㎕씩 넣어주고 습도가 유지되는 37℃ 배양기에
서 30분간 재반응 시켰다.반응이 끝나면 다시 PBS로 10분간 2회 세척한 다
음 mounting medium (LightDiagnostics™,WestMurray,Utah,USA)을
떨어뜨려 coverglass를 덮어 형광현미경 (Axioskop2plus,ZEISS,Switzland)
하에서 관찰하였다 (× 400).Evans Blue를 이용한 대조염색 (negative
staining)을 통해 세포질에서 바이러스 특이적인 형광이 관찰되면 TBEV양
성으로 판정하였다.

다다다...국국국내내내분분분리리리주주주 전전전체체체 EEE단단단백백백 유유유전전전자자자 염염염기기기서서서열열열 분분분석석석
분리된 국내분리주의 전체 E단백 염기서열를 바탕으로 기존에 보고되

었던 분리주와의 계통유연관계 및 연역된 전체 E단백 아미노산서열을 분
석하였다.

(((111)))OOOnnneee---sssttteeepppRRRTTT---PPPCCCRRR
각 분리주의 10% 마우스 뇌유제액을 BHK-21cell에 감염시켜 얻은 세포

배양액으로부터 앞서 설명한 viralRNA 추출 방법으로 RNA를 추출하였다.
전체 E 단백질 유전자에 특이적인 primer를 제작하여 (Table4),Maxime
RT-PCR PreMixKit(iNtRON)를 이용한 one-stepRT-PCR 방법으로 약
1,488bp의 전체 E유전자를 증폭하였다.One-stepRT-PCR은 총 반응액이 20
㎕가 되도록 RT-PCR PreMixture에 template RNA 3㎕, primer-Neud
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(E-full)-F(10μM)1㎕,primer-Neud(E-full)-R(10μM)1㎕, DNase/RNase
freedistilledwater(GIBCO)를 첨가하여 45℃에서 30분,94℃에서 5분 동안
반응한 다음 94℃에서 30초,57℃에서 1분,72℃에서 1분 30초의 조건으로
30cycles반응 후 72℃에서도 5분의 반응조건으로 GeneAmp® PCRsystem
9700(AppliedBiosystem)이용하여 실시하였다.

(((222)))TTTAAA 클클클로로로닝닝닝 및및및 염염염기기기서서서열열열 분분분석석석
One-stepRT-PCR로 증폭된 각 분리주의 유전자 산물 (약 1.5Kb)을

QiaquickPCR purificationkit(QIAGEN,Hilden,Germany)를 제조사가
제시한 방법에 따라 이용하여 정제한 후,유전자 산물을 pGEM-T Easy
vector(Promega,Madison,WI,USA)에 3:1의 비율로 (molarratio)넣어
준 후,실온에서 1시간 방치한 다음 ECOS™ Competentcell(DH5α,
YesternBiotech,Taiwan)에 형질 전환시켰다.형질 전환된 E.coli에서
플라스미드를 PureLink™ QuickPlasmidMiniprepKit(Invitrogen,Carlsbad,
CA,USA)를 사용하여 분리한 후 제한효소 EcoRⅠ (New EnglandBiolabs,
County Road Ipswich,MA,USA)으로 37℃에서 1시간 절단하여 insert
DNA를 0.8% agarosegel에 전기영동하여 확인하였다.클로닝된 각 분리주
의 플라스미드 DNA에 대한 염기서열 분석은 (주)Macrogen(Seoul,KOREA)
에 의뢰하였으며 ABIPRISM BigDyeTerminatorCycleSequencing Kit
(AppliedBiosystems)를 사용하여 반응 한 후 ABI3730xlsequencer(Applied
Biosystem)를 이용하여 확인하였으며,insertDNA에 대해 5'과 3'양쪽 모두
동시에 수행하였다.염기서열 분석에 이용된 primer는 Table4와 같으며,
확인된 국내분리주 전체 E 단백 유전자 염기서열은 DNAstar(ver5.06,
Madison,Wi,USA)프로그램을 이용하여 분석하였다.염기서열 분석에는 각
분리주당 최소 2～3개 이상의 독립적인 clone를 이용하였다.
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TTTaaabbbllleee444...Oligonucleotideprimersforamplificationandsequencing of
thecompleteEproteingeneofKoreanisolates

1)SequenceofTBEVstrainNeudoerfl(GenBankaccessionnumber:U27495)

라라라...계계계통통통유유유연연연관관관계계계 및및및 연연연역역역된된된 아아아미미미노노노산산산 서서서열열열 분분분석석석
확인된 국내분리주의 전체 E단백 유전자 및 연역된 아미노산 서열을 이용,

계통유연관계 분석을 통한 subtyping및 아미노산 서열을 비교,분석하였다.계
통유연관계 분석에는 MEGA(ver 4.0,Tempe,AZ,USA) 프로그램의
UPGMA (unweightedpairgroupmethodwitharithmeticmeans)법을 사용,
bootstrapconfidenceintervals는 1,000회 반복하도록 설정하여 phylogenetic
tree를 그렸다.23국내분리주의 전체 E단백 유전자 염기서열과 비교할 기존
분리주들의 염기서열은 GenBank를 이용하였으며 (Table5),MEGA (ver
4.0)프로그램의 ClustalW 방법을 사용하여 정렬하였다.24

PPPrrriiimmmeeerrrnnnaaammmeee SSSeeeqqquuueeennnccceee(((555'''→→→ 333'''))) PPPooosssiiitttiiiooonnnsss111)))AAAppppppllliiicccaaatttiiiooonnn

Neud(E-full)-F TCGCGTTGCACA CACTTGGAA A 973-994 amplification

Neud(E-full)-R CGCCCCCACTCCAAGGGTCAT 2440-2460 amplification

Neud(E-full)-seqTTTCTTCAGAGAAAACCATTTTGA1472-1495 sequencing

T7primer AATACGACTCACTATAG ․ sequencing

SP6primer ATTTAGGTGACACTATAG ․ sequencing
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TTTaaabbbllleee555...TBEV prototypestrainsusedforcomparisonwith Korean
TBEV isolates

또한 계통유연관계 분석에 이용한 국내분리주 및 기존분리주와의 상동성
비교 및 연역된 아미노산 서열 비교는 DNAstar(ver5.06)프로그램의
ClustalW 방법으로 정렬한 후 비교,분석하였다.

마마마...iiinnnvvviiivvvooo에에에서서서의의의 국국국내내내분분분리리리주주주 병병병원원원성성성 분분분석석석
마우스에서 국내분리주의 neuroinvasiveness,neurovirulence를 표준주 4

주와 비교하였다.또한 접종후 일별로 마우스 뇌,혈청에서의 TBEV 역가
와 중화항체가 변화를 각각 측정하였다.

Strains Source of virus Geographical origin Year of 
isolation GenBank accession No.

Oshima 5-10 Dog blood Hokkaido, Japan 1995 AB001026

KH98-2 I.persulcatus Khabarovsk, Russia 1998 AB022295

KH98-5 I.persulcatus Khabarovsk, Russia 1998 AB022296

KH98-10 I.persulcatus Khabarovsk, Russia 1998 AB022297

Sofjin-HO Human brain Primorsky, Russia 1937 AB022703

Vasilchenko Human blood Novosivirsk, Russia 1961 M97369

Aina Human CSF Irkutsk, Russia 1963 AF091006

IR99-2m3 I.persulcatus Irkutsk, Russia 1999 AB049350

Neudoerfl I.ricinus Neudoerfl, Austria 1971 U27495

Hypr Human blood Brno, Czech 1953 U39292

VL99-m11 I.persulcatus Vladivostok, Russia 1999 AB049345

Absettarov Human blood St.petersburg, Russia 1951 AF091005

Kem I I.ricinus Tatabanya, Hungary 1952 AF091011
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(((111)))국국국내내내분분분리리리주주주 및및및 표표표준준준주주주 바바바이이이러러러스스스 역역역가가가 측측측정정정
병원성실험에 이용할 국내분리주와 표준주의 바이러스 역가를 Plaque

assay로 측정하였다.요약하면 BHK-21cell을 6wellplate에 3×105cells/well
로 분주한 다음 24시간 배양하였다.접종액은 각 분리주 및 표준주를 감염시
켜 얻은 세포배양액을 MEM (GIBCO)을 이용하여 10배로 단계 희석하여
준비하였다.단계 희석한 접종액을 duplicate로 배양한 BHK-21cell에 200
㎕/well접종한 후,37℃,5% CO2배양기에서 10분 간격으로 한번씩 plate
를 흔들어주면서 1시간동안 감염시켰다.1시간 후 PBS로 세포층을 세척한
다음 미리 준비한 2×MEM (GIBCO,Grand Island,NY,USA)에 10%
FBS,1% P/S,0.5% Agar및 3차 증류수가 첨가된 Agaroverlaysolution
을 well당 5㎖씩 넣어주고 37℃,5% CO2배양기에서 4～5일 배양후 10%
formalinsolution(37% formaldehydesolution125㎖,PBS375㎖)로 고정
한 다음,1% crystalviolet(Methanol350㎖,3차 증류수 150㎖,crystal
violet5g)으로 염색 후 plaque수를 계수하여 바이러스 역가 [PFU (Plaque
FormingUnit)/㎖]를 측정하였다.

(((222)))마마마우우우스스스 모모모델델델을을을 이이이용용용한한한 국국국내내내분분분리리리주주주 병병병원원원성성성 분분분석석석
국내분리주의 병원성 분석은 6주령 마우스 (ICR,KCDC,KOREA)를 이

용하여 비교하였다.

(((가가가)))NNNeeeuuurrroooiiinnnvvvaaasssiiivvveeennneeessssss와와와 nnneeeuuurrrooovvviiirrruuullleeennnccceee비비비교교교
본 실험에는 국내분리주 (KrM 93,213,215,216,219주)및 표준주

(Neudoerfl,KH98-5,Oshima5-10,Sofjin-HO 주)의 neuroinvasiveness와
neurovirulence를 비교하였다.바이러스 역가를 측정한 국내분리주 및 표준주
를 각각 8마리를 한 그룹으로하여 neuroinvasiveness 비교는 멸균된 PBS
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(pH7.4)를이용해서 희석한 후 마리당 10,000PFU/50㎕의 바이러스 역가로
피하접종 (subcutaneousinoculation)하였으며,neurovirulence비교는 마리당
10PFU/20㎕ [멸균된 PBS(pH7.4)를이용해서 희석]의 바이러스 역가로 뇌
내접종 (intracranialinoculation)한 후,접종 후 28일 동안 관찰하면서 마우스
의 생존율,평균생존기간을 측정하였다.9,19

(((나나나)))마마마우우우스스스 뇌뇌뇌에에에서서서의의의 바바바이이이러러러스스스 역역역가가가 및및및 혈혈혈청청청에에에서서서의의의 중중중화화화항항항체체체
가가가 변변변화화화 분분분석석석

접종 후 일별 마우스 뇌,혈청에서의 바이러스 역가변화와 중화항체가
변화를 각각 조사하였다.본 실험에서는 국내분리주인 KrM 213과 표준주
인 Neudoerfl(Western아형),Sofjin-HO (Far-Eastern아형)주를 이용하
였다.접종방법 및 접종량은 병원성 실험과정과 동일하며,접종 후 하루간
격으로 무작위로 3마리의 마우스의 뇌,혈청을 적출 및 채취하여 사용하기
전까지 -70℃에 보관하였다.먼저 마우스 뇌에서의 바이러스 역가 변화는
적출한 마우스의 뇌를 이용,20% (w/v)뇌유제액을 만든 후 앞서 기술한
plaqueassay로 측정하였으며,마우스 혈청 내에서의 중화항체가 변화는
플라크감소중화항체시험법 (Plaquereductionnetralizationtest,PRNT)을
이용하여 확인하였다.3,44

방법을 요약하면 실험에 사용할 혈청을 56℃에서 30분간 불활성화시킨
후,MEM (GIBCO)을 이용하여 1:5～1:2,560까지 희석한 다음 동량의 바
이러스 (2,000PFU/㎖)와 섞어 (혈청:바이러스 =1:1)37℃에서 1시간 중화
반응시켰다.이후 중화반응액을 사용하여 각 well당 100㎕씩 접종하였으며
이후 과정은 앞서 기술한 plaqueassay방법과 동일하다.중화항체가의 결
정은 plaque를 계수하여 대조군 (바이러스만 접종한 well)에서의 plaque
수와 비교,50%를 감소시킨 혈청의 희석배수 (PRNT50)를 계산하여 정하였
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고,혈청 중화항체 역가가 1:10이상인 경우를 양성으로 판정하였다.

(((다다다)))통통통계계계 분분분석석석
국내분리주 및 표준주를 각각 피하 또는 뇌내 접종한 후의 평균생존기

간 분석에는 통계 프로그램 SigmaStat(ver3.5,Systatsoftware,CA,
USA)를 이용하여 One-wayANOVA와 Tukeytest를 이용해 통계적 검증
을 하였으며,결과는 평균±표준편차로 표시하였고 P값이 0.05미만일 때를
통계적으로 유의하다고 하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결과과과

111...임임임상상상,,,숙숙숙주주주 및및및 매매매개개개체체체 검검검체체체에에에서서서의의의 TTTBBBEEEVVV 유유유전전전자자자 검검검출출출
확보된 임상,숙주 및 매개체 검체에서의 TBEV 유전자 검출을 위해

TBEV E단백 유전자를 표적으로 RT-nestedPCR을 수행한 결과 임상검
체의 경우 총 627건의 혈청 또는 뇌척수액 검체 중 17건에서 TBEV 유전
자를 검출하여 약 2.7%의 양성율을 나타내었고,총 195건의 숙주동물 장
기검체 (야생쥐,조류,멧돼지,사슴의 비장,폐,간조직)중 11건 (5.6%)에
서 TBEV유전자가 검출되었다 (Table6).

TTTaaabbbllleee666...DetectionofTBEV from animalhostsbyRT-nestedPCR

세 번째로 이용된 검체인 매개체,즉 참진드기 검체는 성충(adult)과 3령
(nymph)을 모두 포함하여 총 2속 4종 2460개체를 채집하였다.이들 개체
들을 종별,발생별로 1～20마리씩 pooling하여 TBEV 유전자를 확인한 결

AAAnnniiimmmaaalllhhhooossstttsss NNNooo...pppooosssiiitttiiivvveeesss///NNNooo...sssaaammmpppllleeesss(((%%%))) PPPrrreeevvvaaallleeennnccceee(((%%%)))

Wildmice 7/168(4.2) 3.6

Wildboars 2/15(13.3) 1

Deers 0/3(0) 0

Pheasants 2/6(33.3) 1

Crows 0/2(0) 0

Magpies 0/1(0) 0

Total 11/195 5.6
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과 총 197pools중 12pools에서 TBEV 유전자를 검출하여 0.4%의 감염
률을 나타내었다.확보된 진드기 검체에서의 TBEV에 대한 유전자 확인
결과 우점종으로 가장 많은 수를 확보한 Haemaphysalislongicornis에 비
해 적은 수를 확보한 Ixodesnipponensis에서 높은 감염률 (1.6%)을 나타
내었다 (Table7).

TTTaaabbbllleee777...DetectionofTBEV from ticksbyRT-nestedPCR

1)Value in parentheses are percent positive,they were analyzed by the
minimum infection rate(no.ofdetection positivepools/no.ofexamined
ticksinpoolsｘ100).

222...TTTBBBEEEVVV 분분분리리리 및및및 동동동정정정
임상,숙주 및 매개체 검체로부터 TBEV 유전자가 검출된 검체를 대상

으로 생후 24시간 이내의 영아 마우스 (ICR)를 이용한 바이러스 분리실험
결과 숙주검체 중 야생쥐 (등줄쥐,Apodemusagrarius)폐조직 검체에서
총 5주의 바이러스를 분리하였다.분리된 5주는 모두 검체를 마우스에 접
종 후 6～7일경에 임상 증상을 나타냈으며,증상을 보인 마우스의 뇌를 적

DDDeeevvveeelllooopppmmmeeennntttaaalll
ssstttaaattteeesss

HHHaaaeeemmmaaappphhhyyysssaaallliiisss
lllooonnngggiiicccooorrrnnniiisss

HHH...ffflllaaavvvaaa HHH...jjjaaapppooonnniiicccaaaIIIxxxooodddeeesssnnniiippppppooonnneeennnsssiiisss TTToootttaaalll

NNNooo...pppooosssiiitttiiivvveeesss///NNNooo...pppoooooolllsss///NNNooo...iiinnndddiiivvviiiddduuuaaalllsss

Nymph 1/16/288 1/8/68 0/0/0 0/0/0 2/24/356

Adultmale 2/63/841 1/14/205 0/4/56 1/13/121 4/94/1,223

Adultfemale 1/51/585 2/14/179 1/6/51 2/8/66 6/79/881
Total
(%)1)

4/130/1,714
(0.2)

4/36/452
(0.8)

1/10/107
(0.9)

3/21/187
(1.6)

12/197/2,460
(0.4)
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출하고 분쇄하여 만든 10% 뇌유제액 또는 10% 뇌유제액을 감염시켜 얻은
세포배양 상층액으로부터 유전자를 재확인하였고 (Fig.1),감염된 세포를
이용해서 만든 항원슬라이드로부터 간접면역형광항체법으로 바이러스를 동
정하였다 (Fig.2).분리한 바이러스는 KrM 93,KrM 213,KrM 215,KrM
216,KrM 219라고 명명하였다.

FFFiiiggg...111...RT-nested PCR productsoftheE genederived from cell
culturefluidsinfectedTBEV Koreanisolates.[laneP,positivecontrol
(Neudoerflstrain);laneN,negativecontrol(distilledwater);laneM, 1
kbDNA ladder;Size,477bp;lanesKrM 93,KrM 213,KrM 215,KrM
216andKrM 219,TBEV Koreanisolates]
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FFFiiiggg...222...IndirectimmunofluorescenceassayforBHK-21cellsinoculated
with TBEV isolatesKrM 93(A),KrM 213(B),KrM 215(C),KrM 216
(D),KrM 219(E)andnegativecontrol(uninfectednormalcells)(F).We
used rabbit-antiTBEV hyperimmuneserum(1:1,000)and FITC-conjugated
AffiniPuregoat-antirabbitIgG(1:300in0.0001% Evansblue)as1stand2nd

antibodies,respectively.Cells were visualized using a ZEISS fluorescence
microscopewithFITCfilter.Magnification400x.
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333...국국국내내내분분분리리리주주주의의의 전전전체체체 EEE단단단백백백 유유유전전전자자자 염염염기기기서서서열열열 및및및 연연연역역역된된된 아아아미미미노노노산산산 서서서
열열열 (((dddeeeddduuuccceeedddaaammmiiinnnoooaaaccciiiddd)))분분분석석석
분리 및 동정된 국내분리주 5주의 전체 E단백 염기서열 및 연역된 아

미노산 서열은 각 분리주의 전체 E단백 유전자 증폭 후 TA 클로닝을 거
쳐 확인하였다 (Fig.3).확인된 전체 E단백 유전자 염기서열 및 연역된
아미노산 서열은 GenBank에 등재하였다 (KrM 93,EU276109;KrM 213,
EU276110;KrM 215,EU276111;KrM 216,EU276112;KrM 219,EU276113).
이렇게 확인된 전체 E단백 유전자 염기서열을 기존에 보고된 분리주들

(Table5)의 전체 E단백 염기서열과 비교한 결과 5주의 국내분리주는 각각
Western아형과 97.1～98.1%,Far-Eastern아형과 84.1～84.9%,Siberian아
형과 85.0～85.6%의 상동성을 나타냈으며,연역된 아미노산 서열 비교 역시
Western아형과 98.2～99.2%,Far-Eastern아형과 94.6～95.4%,Siberian아
형과 95.2～95.8%의 상동성을 보여 염기서열과 연역된 아미노산 서열 모두
국내분리주는 Western아형과 높은 상동성을 보임을 확인하였다 (Table8).
또한 국내분리주 5주와 상동성비교에 이용된 기존분리주 13주의 연역된

아미노산 서열을 정렬하여 비교한 결과 국내분리주 5주 모두 tick-specific
hexapeptide로 알려진 EHLPTA(아미노산 207～212번)서열이 보존된 것을
확인하였고,Flavivirustypespecifichypervariabledomain으로 알려진 E
단백의 231～234번 아미노산서열 (GAQN)도 본 연구에서 비교한 기존
Western,Far-Eastern 아형에 속하는 분리주들과 일치하였다 (Fig.8).
게다가 연역된 아미노산 정렬 결과 Western아형에 속하는 분리주에서만
특징적으로 나타나는 아미노산 서열 (Signatureaminoacid)을 국내분리주
5주도 모두 가지고 있음을 확인 할 수 있었으며,그 특징적인 아미노산
위치 및 서열은 다음과 같다 [47(Ala),88(Gly),115(Ala),178(Glu),206(Val),
267(Ala),277(Glu),317(Ala),407(Lys),426(Ala),431(Ser),433(Ile),437(Val)].
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특히 206,317번 아미노산의 경우는 각 아형마다 특징적인 아미노산 서열을
나타내었다 (Fig.8).
다음으로 국내분리주 5주와 표준주 4주의 E단백에서의 아미노산 치환

을 비교해 본 결과 총 37군데에서 하나 이상의 아미노산이 치환됨을 확인
하였고 E단백을 구성하고 있는 각 domain별42아미노산 치환을 비교해본
결과 domainⅠ(1～51번,137～189번,285-302번 아미노산)에서 6positions
(47,153,167,178,181,292번),domainⅡ(52～136번,190～284번 아미노산)
에서 14positions(52,83,88,115,120,122,198,201,204,206,239,244,
267,277번)domainⅢ(303～395번 아미노산)의 경우 3positions(307,317,
331번)에서 아미노산 치환을 확인하였고,같은 방법으로 국내분리주 5주에
서 나타난 아미노산 치환을 비교해 본 결과 domainⅠ에서 2positions
(181,292번),domainⅡ에서 8positions(83,122,198,201,204,239,244,
277번)에서 아미노산 치환을 확인하였다 (Table9).
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FFFiiiggguuurrreee333...ResultsofRT-PCR andcloningofthecompleteE geneof
TBEV(A)RT-PCRproductsofthecompleteEproteingenederivedfrom
culturefluidinfectedKoreanisolates[laneP,positivecontrol(Neudoerfl
strain);lane N,negativecontrol(distilledwater);laneM,1 Kb DNA
ladder;lanesKrM 93,KrM 213,KrM 215,KrM 216 andKrM 219,
TBEV Korean isolates].(B)IdentificationofinsertDNA (1,488bp)by
doubledigestswithEcoRI(laneM,1KbDNA ladder;lane1,KrM 93
plasmidDNA;lane2,KrM 213plasmidDNA;lane3,KrM 215plasmid
DNA;lane4,KrM 216plasmidDNA;lane5,KrM 219plasmidDNA).
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TTTaaabbbllleee888...Nucleotideanddeducedaminoacididentities(%)offiveKoreanisolatescomparedwithprototype
strains
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FFFiiiggg444... ComparisonofthededucedaminoacidsequencesoffiveKoreanisolatesandprototypestrains.Onlypositionsbeing
differentfrom theKoreanisolatestrainKrM 93sequencearepresented.'Signature'aminoacidsforeachofthesubtypesare
highlightedbygrayboxesandbars:W,Westernsubtype;F,Far-Easternsubtype;S,Siberiansubtype.Othervariableamino
acidsareindicatedbyreddotedsquare.Thecodonforglycine277inisolateKrM 216andglycine431inisolateKrM 219differ
from thatintheSiberianandFar-Easternstrains(inredshadeareas).Hexapeptide207～212(reddashline)andtetrapeptide
231-234(redsolidline)areunderlined.NumbersabovethesequencescorrespondtoaminoacidpositionsintheEprotein.
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TTTaaabbbllleee 999...Comparison ofdeduced amino acid differences ofthe E
proteinbetweenfiveKoreanisolatesandotherTBEV strainsusingin
vivovirulenceassay.Grayshadeareasindicateaminoacidchangesin
fiveKoreanisolatesandredlettersshow thatthesingleaminoacid
change.

1)Positionnumbersarecountesfrom thefirstaminoacidofEprotein

Position1)

Amino acid changes

TBEV Korean isolates
Neud

Oshima 

5-10

KH

98-5
Sofjin-HO

KrM 93 KrM 213 KrM 215 KrM 216 KrM 219

E-47 A A A A A A S S S

E-52 S S S S G N N N N

E-83 A V A A A A A A A

E-88 G G G G G G S S S

E-115 A A A A A T T T T

E-120 A A A A A S S S S

E-122 G E E E E E E E E

E-153 A A A A A A A V V

E-167 V V V V V I V V V

E-178 E E E E E E D D D

E-181 D D G D D D D D D

E-198 D V V V V V V V V

E-201 E K K K K E E E E

E-204 K K K E K K K R K

E-206 V V V V V V S S S

E-239 K E K E E E E E E

E-244 F F F F L F F F F

E-267 A A A A A A S S S

E-277 E E E G E E D D D

E-292 V V V A V V V V V

E-307 C C C C C C V C C

E-317 A A A A A A I I I

E-331 T T T T T T A A A

E-407 K K K K K K R R R

E-426 A A A A A T T T T

E-430 P L L L L L L L L

E-431 S S S S G S T T T

E-433 I I I I I I V V V

E-437 V V V V V V L L L

E-448 I I I I I I L L L

E-452 V V V M V V V V V

E-458 I I I I I I L L L

E-460 L L L L L L V V V

E-462 V V V V V V M V V

E-463 A A A A A A A V V

E-471 M M M M M M M V M

E-473 N I N N N N N N N
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444...국국국내내내분분분리리리주주주 계계계통통통유유유연연연관관관계계계 분분분석석석
전체 E단백 염기서열을 바탕으로 앞서 상동성 비교에 이용하였던 기존

분리주와 국내분리주 사이의 계통유연관계를 알아보기 위해 phylogenetic
tree를 그려보았다.그 결과 지금까지 알려진 TBEV의 3가지 아형(Western
subtype,Far-Easternsubtype,Siberiansubtype)으로 구분되었으며,국내분
리주 5주는 모두 Western아형에 속하였다.

FFFiiiggg...555...Phylogenetictreeillustratingthegeneticrelationshipofprototype
strainsandTBEV Koreanisolates(KrM 93,KrM 213,KrM 215,KrM 216
andKrM 219)inredsquare.Thereliabilityofthetreeswastestedby
bootstrapre-samplinganalysis(1000replications).Thescalebarindicates
thenumberofsynonymoussubstitutionpersite.Numbersatthenodes
indicatepercentagebootstrapsupport.
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555...국국국내내내분분분리리리주주주 병병병원원원성성성 분분분석석석

가가가...NNNeeeuuurrroooiiinnnvvvaaasssiiivvveeennneeessssss와와와 nnneeeuuurrrooovvviiirrruuullleeennnccceee비비비교교교
국내분리주와 표준주를 이용한 neuroinvasiveness비교는 진드기매개뇌

염의 일반적인 감염경로를 모방하고자 마우스에 피하 접종하는 방법을 이
용하였다.즉 주변조직(피부)으로부터 바이러스가 퍼져나가 최종적으로 중
추신경계 (CNS)로 침투하는 정도를 비교하였고,neurovirulence비교는 뇌
내 접종방법을 이용하여 뇌내에서 일어나는 바이러스의 감염,즉 뇌염증상
의 원인이 되는 바이러스의 감염능력을 비교하였다.18국내분리주 5주와표준
주 4주에서 나타나는 neuroinvasiveness와 neurovirulence차이는 Fig.6및 7
과 같다.피하 접종법으로 비교해본 neuroinvasiveness의 경우 Sofjin-HO
주의 생존률이 0%로 접종후 17일에 모두 죽었으며,국내분리주 5주는 각
각 KrM 213주는 25%,KrM 219주는 50%,KrM 216주는 87.5%,KrM 93,
215주는 100%의 생존률을 나타냈다.평균생존기간을 비교해본 결과 역시
Sofjin-HO주가 비교한 다른 주들에 비해서 평균생존기간이 가장 짧았고
(12.8±2.7일,P<0.05;KrM 93/213/215/216versusSofjin-HO,KH98-5
versusSofjin-HO,Oshima5-10versusSofjin-HO),국내분리주 사이에
서는 KrM 213주가 16.4±7.9일로 평균생존기간이 가장 짧았다.
다음으로 뇌내 접종방법으로 비교한 neurovirulence의경우에는 Neudoerfl주

가 비교실험에 이용한 다른 주들에 비해서 가장 병원성이 강하였다 (평균생존
기간,15.3±8.0일,P<0.05; KrM 93/213/215/216/219 versus Neudoerfl,
KH98-5versusNeudoerfl,Sofjin-HOversusNeudoerfl,Oshima5-10versus
Neudoerfl).Sofjin-HO주의 경우 neuroinvasiveness비교 결과에서는 국
내분리주인 KrM 213주나 표준주인 Neudoerfl주에 비해 병원성이 높게
나타났지만 (Fig.6),neurovirulence비교결과 (Fig.7)에서는 KrM 213
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주나 Neudoerfl주에 비해 병원성 정도가 낮았다.또한 국내분리주 중에
서는 neuroinvasiveness비교 결과와 마찬가지로 KrM 213주가 평균생존
기간이 가장 짧음을 관찰하였다.
Neuroinvasiveness의 정도는 생존율 및 평균생존기간을 근거로 Sofjin-HO

주 (0%,12.8±2.7일)> KrM 213주 (25%,16.4±7.9일)> Neudoerfl주 (25%,
18.4±7.8일)> KrM 219주 (50%,22.5±6.2일)> KrM 216(87.5%,26±5.7일)
>Oshima5-10주 (75%,26.9±2.8일)>KrM 93주 =KrM 215주 =KH98-5
주 (100%,28일)순으로 나타났으며,neurovirulence는 Neudoerfl주 (25%,
15.3±8.0일)>KrM 213주 (62.5%,22.4±7.8일)=KrM 216주 (62.5%,22.4±8.1
일)> Sofjin-HO주 (87.5%,26±5.7일)> KrM 219주 (87.5%,26.4±4.6일)>
KrM 93주 (87.5%,26.9±3.2일)>Oshima5-10주 =KH 98-5주 =KrM 215
주 (100%,28일)순으로 나타났다.
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FFFiiiggg...666...SurvivalofadultmicesubcutaneouslyinoculatedwithTBEV.
Micewereinoculatedsubcutaneouslywith10,000PFU ofTBEV isolates
[KrM 93(●),KrM 213(▲),KrM 215(■),KrM 216(◆),KrM 219(■)]
(A)and prototypestrains[Neudoerfl(○),Sofjin-HO(△),Oshima5-10
(□),KH98-5(◇)](B).Survivalwasrecordedfor28dayspost-inoculation.
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FFFiiiggg...777...SurvivalofadultmiceintracerebrallyinoculatedwithTBEV.
Micewereinoculatedintracerebrallywith10PFU ofTBEvirusisolates
[KrM 93(●),KrM 213(▲),KrM 215(■),KrM 216(◆),KrM 219(■)]
(A)and prototypestrains[Neudoerfl(○),Sofjin-HO(△),Oshima5-10
(□),KH98-5(◇)](B).Survivalwasrecordedfor28dayspost-inoculation.
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나나나...접접접종종종후후후 일일일별별별 마마마우우우스스스 뇌뇌뇌에에에서서서의의의 바바바이이이러러러스스스 역역역가가가 및및및 혈혈혈청청청 내내내에에에서서서의의의
중중중화화화항항항체체체가가가 변변변화화화
KrM 213,Neudoerfl,Sofjin-HO 주를 피하 또는 뇌내경로로 접종한

후 일별로 마우스 뇌에서의 virusreplicationlevel과 혈청 내에서의 중화
항체가 변화를 비교한 결과는 Fig.8및 9와 같다.먼저 피하경로로 접종
한 Sofjin-HO주의 경우 접종후 8일부터 마우스 뇌에서 처음으로 바이러
스 역가가 확인되었고 (68PFU/g),역가는 점차 증가하여 12일에 가장 높
은 역가를 보였다 (6.3×104PFU/g).혈청에서의 중화항체가는 접종후 4일
부터 처음으로 확인되었고,점차 증가하는 경향을 보였다.
Neudoerfl주는 접종후 9일부터 마우스 뇌에서 처음으로 역가가 확인

되었으며 (62PFU/g),가장 높은 역가는 접종후 12일에 3.2×106PFU/g으
로 나타났고,접종후 5일에 처음으로 혈청 내에서 중화항체가를 확인하였
으며,역시 점차 중화항체가가 증가하는 경향을 보였다.마지막으로 피하
경로로 접종한 KrM 213주의 경우,Sofjin-HO,Neudoerfl주보다 늦은 접
종후 12일에 마우스 뇌에서 처음으로 바이러스 역가가 확인되었으며 (25
PFU/g),점차 증가하다가 접종후 15일에 가장 높은 역가를 나타냈다
(1.4×105PFU/g).혈청에서의 중화항체가 역시 Sofjin-HO나 Neudoerfl주
에 비해 늦은 접종후 7일에 처음으로 확인되어 점차 증가하는 경향을 보
였다.
다음으로 neurovirulence 비교를 위해 뇌내경로를 통해 접종한 경우

Sofjin-HO주는 접종후 9일에 마우스 뇌에서 처음으로 바이러스 역가가
확인되었고 (32PFU/g),역가는 점차 증가하여 접종후 10일에 2.0×102

PFU/g으로 가장 높은 역가를 나타냈으며,Neudoerfl주의 경우 접종후 8
일에 처음으로 마우스 뇌에서 역가가 확인되어(2.3×105PFU/g),이후에는
점차 감소하여 접종후 13일 이후에는 역가가 확인되지 않았다.국내분리주
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인 KrM 213주의 경우에는 접종후 16일까지 마우스 뇌에서 바이러스역가
는 확인되지 않았다.뇌내접종후 혈청에서 나타난 중화항체가 변화는 피하
경로로 접종한 후 나타난 중화항체가보다 대체적으로 낮았으며,피하경로
를 통해 접종한 후 나타나는 중화항체가 변화의 경우 관찰기간동안 비교
적 증가하는 경향을 보인 반면에 뇌내접종을 통해 비교한 중화항체가 변
화 경향은 일정하게 나타나지 않았다.

FFFiiiggg...888...ReplicationofTBEVstrainsinmousebrain.Micewereinoculated
subcutaneouslywith10,000PFU (a)orintracerebrallywith10PFU (b)of
TBE virus strains Neudoerfl(■;surviving,□;dead),Sofjin-HO (◆;
surviving,◇;dead)orKrM 213(▲;survivng,△;dead),respectively.Each
virustiterisshown.Geometricmeantitersarecalculatedforeachtime
periodinNeudoerfl(reddottedline),Sofjin-Ho(bluedottedline)andKrM
213(dottedline)strains,respectively.



-41-

FFFiiiggg...999...Developingpatternofanti-TBEneutralizingantibodytiterofmice.
Micewereinoculatedsubcutaneouslywith10,000PFU(a)orintracerebrally
with10PFU(b)ofTBEvirusstrainsNeudoerfl(■)orSofjin-HO(◇)or
KrM 213(▲),respectively.Foreachtimeperiodantibodytitersareshown
asageometricmeanof2-3mice.
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ⅣⅣⅣ...고고고찰찰찰

진드기매개뇌염은 TBEV에 감염된 참진드기에 의해 전파되는 질환으로
많은 유럽국가,러시아 및 아시아 등지에서 공중보건학적으로 중요한 질병
으로 알려져 있다.그러나 아직까지 국내 TBEV에 의한 뇌염환자 발생사
례는 보고된 적이 없다.하지만 뇌염증상을 보이지만 원인을 알 수 없는
불명뇌염 검체의 증가,우리나라와 인접한 국가 (러시아,일본,중국)에서의
TBEV에 의한 뇌염환자 발생 및 바이러스 분리 보고,그밖에 국제적인 교
류 및 기후변화로 인한 절지동물 매개 질환의 국내유입 가능성25-27,TBEV
의 매개체로 알려진 참진드기종의 국내분포28등으로 미루어 볼 때 우리나
라에서의 진드기매개뇌염 발생 가능성은 매우 높다고 할 수 있다.이에 본
연구에서는 국내에서 확보한 매개체,숙주동물,불명뇌염 임상검체에서의
TBEV 감염여부를 확인해 보았고,TBEV 유전자가 검출된 검체를 대상으
로 한 바이러스 분리 및 확인실험을 통해 야생 설치류인 등줄쥐의 폐조직
에서 5주의 국내분리주를 분리하였다.
매개체 검체의 경우 현재까지 TBEV를 매개하는 참진드기종으로 알려진

3속 9종들 (Ixodesricinus,Ixodespersulcatus,Ixodeshexagonus,Ixodes
arboricola,Ixodesovatus,Hemaphysalispunctata,Hemaphysalisconcinna,
Dermacenterreticulatus,Dermacentermarginatus)29 중 국내 분포한다고
알려진 3속 5종에 포함되는 참진드기종들 (Ixodes persulcatus,Ixodes
ovatus,Hemaphysalis concinna,Dermacenter reticulatus, Dermacenter
marginatus)28은 본 연구에선 확보하지 못하였지만,확보된 참진드기 중 비
교적 많은 수의 Hemaphysalislongicornis,Hemaphysalisflava보다 적은
수를 확보한 Ixodesniponensis에서의 감염률이 높게 나타남을 알 수 있
었다.그렇지만 단순히 유전자 검출만으로는 그 결과를 입증하기 어렵다는
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점,또한 지금까지 알려진 TBEV를 매개하는 종 중 국내 분포 종들을 확
보하지 못했고 확보된 참진드기 개체수도 적다는 점으로 볼 때 국내 서식
하는 참진드기의 TBEV감염여부를 판단하기는 어렵다.
또한 본 연구에 이용된 임상검체의 경우에도 TBEV의 바이러스 혈증기

간 (viremia)이 짧기 때문에 유전자가 검출되었어도 바이러스를 분리하는
것이 매우 어렵고,매개체 검체와 마찬가지로 바이러스가 분리되지 않은
상태에서 유전자 검출만으로는 그 결과를 입증하기 어렵다고 할 수 있다.
따라서 임상검체의 경우 뇌염증상을 나타내는 불명뇌염검체,매개체 검체
에서는 TBEV 매개하는 참진드기류의 더 많은 개체수 확보를 통한 TBEV
확인 및 분리실험을 지속적으로 실시하여 그 결과를 검증해야 될 것이다.
또한 본 연구에서 확인된 기존에 알려진 TBEV 매개체 이외에 유전자가
검출된 참진드기류가 실제로 TBEV를 매개하는지에 대한 연구도 필요할
것으로 사료된다.
다음으로 야생쥐 폐조직으로부터 분리,동정된 국내분리주 5주의 특성에

관한 연구에서는 국내분리주의 전체 E단백 염기서열 및 연역된 아미노산
서열을 바탕으로 기존분리주와의 계통유연관계 및 아미노산 서열을 분석하
였고,기존에 보고된 플라비바이러스의 E단백 특정 아미노산 서열 치환이
병원성에 영향을 준다는 많은 연구결과를 바탕으로 국내분리주와 기존분리
주 사이에서 나타나는 병원성 비교 및 아미노산 치환과의 연관성에 대해서
알아보았다.전체 E 단백 염기서열 및 연역된 아미노산 서열을 바탕으로
기존분리주들과의 계통유연관계 및 상동성을 비교해 본 결과 국내분리주 5
주는 모두 Western아형에 속함 (97%이상의 상동성)을 알 수 있었고,이
같은 결과는 국내분리주의 partialE단백 염기서열을 바탕으로 분석한 결
과와 일치하였다.30

연역된 아미노산 정렬 결과 역시 Western아형에서만 특징적으로 나타
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나는 아미노산 서열을 국내분리주도 모두 가지고 있음을 확인하였고,그
중 206번 (Western 아형,Val;Far-Eastern 아형,Ser;Siberian 아형,
Leu)20,317번 (Western아형,Ala;Far-Eastern아형,Ile;Siberian아형,
Thr)의 경우 각 아형마다 서로 다른 아미노산 서열을 가짐을 확인하였다.
이런 점에서 이 위치의 아미노산 서열은 TBEV의 3가지 아형을 구분하는
geneticmarker로서 중요한 역할을 할 것으로 사료된다.20

또한 모기매개 플라비바이러스 (mosquito-borneflavivirus)에는 없지만,
진드기매개 플라비바이러스 (tick-borneflavivirus)에서는 보존된다고 알려
진 EHLPTA서열31,Flavivirustype-specifichypervariableregion으로 특히
진드기매개뇌염바이러스와 뎅기바이러스를 구분한다고 알려진 231-234번 아
미노산서열들32이 잘 보존된 것으로 보아 국내분리주 5주는 플라비바이러스
중 TBEcomplex에 속함을 확인하였다.결과적으로 본 연구에서 분리,동정
된 국내분리주 5주는 TBEcomplexflavivirus에 속하며,그 중에서도 TBEV
Western아형의 특징을 가짐을 알 수 있었다.
게다가 E단백이 진드기매개뇌염바이러스(TBEV)33-35,일본뇌염바이러스

(JEV)36-38,Louping-ill바이러스39,MurrayVally바이러스40,41 등과 같은
플라비바이러스의 병원성을 결정하는데 중요한 역할을 하며,특히 E단백
내에서의 특정 아미노산 치환이 neuroinvasiveness,neurovirulence를 감소
시키는 원인이 된다는 많은 연구결과가 보고되었다.무엇보다도 E단백을
구성하고 있는 3개의 domain에서의 아미노산 치환,즉 domainⅠ에서의
아미노산 치환은 E단백의 당질화 부분 (glycosylationsite)의 돌연변이로
인한 당단백질인 E단백의 발현감소로 인해,domainⅡ에서의 치환은 이
부분이 pH-dependent fusion activity에 관여할지도 모른다는 점에서,
domainⅢ의 경우 lateralsurface가 receptorbinding부분으로 추정된다는
점으로 미루어 볼 때 E단백의 각 domain에서의 아미노산 치환이 병원성



-45-

감소와 관련이 있다고 보고되어 있다.18,34,42이를 바탕으로 본 연구에서도 전
체 E단백 정렬결과 나타난 특정 아미노산 치환과 병원성과의 연관성에 대해
알아보기 위해 피하와 뇌내접종법으로 neuroinvasiveness와 neurovirulence의
정도를 비교해보았다.우선 neuroinvasiveness경우 가장 높은 병원성을 나타
낸 Sofjin-HO주와 비교해서 비교적 낮은 neuroinvasiveness를 보인 국내분리
주들간의 특정 아미노산 치환을 비교해본 결과 기존에 neuroinvasiveness
감소와 연관된다고 보고된 E 단백의 domain Ⅰ의 E181 (Asp→Tyr)34,
Domain Ⅱ의 E12219 (Glu→Gly),E123(Ala→Lys)34 E201(Glu→Lys)19,
DomainⅢ의 E368(Gly→Arg)34,E384(Tyr→His)33중 Sofjin-HO주와 비
교해서 KrM 215주는 E181(domainⅠ)위치에서 Asp→Gly로,KrM 93주는
E122(domainⅡ)에서 Glu→Gly로,KrM 213,215,216주는 E201(domain
Ⅱ)에서 Glu→Lys로 아미노산이 치환됨을 확인하였고,E123,E368,E384위
치에서의 아미노산 치환은 확인되지 않았다.하지만,알려진 위치 이외에도
Sofjin-HO주와 비교해서 domainⅠ에 해당되는 E47에서 KrM 93,213,
215,216,219주는 Ser→Ala으로,E153에서 KrM 93,213,215,216,219주
는 Val→Ala으로,E178에서 KrM 93,213,215,216,219주는 Asp→Glu으
로,E292에서 KrM 216주는 Val→Ala으로 각각 치환됨을 확인하였다.또한
domainⅡ에 해당되는 위치에서도 총 12곳에서 아미노산 치환을 확인하였
고 [KrM 93,213,215,216주는 E52(Asn→Ser),KrM 213주는 E83(Ala
→Val),KrM 93,213,215,216주는 E88(Ser→Gly),KrM 93,213,215,
216주는 E115(Thr→Ala),KrM 93,213,215,216주는 E120(Ser→Ala),
E198(Val→Asp),KrM 216주는 E204(Lys→Glu),KrM 93,213,215,216
주는 E206(Ser→Val),KrM 93,215주는 E239(Glu→Lys),KrM 93,213,
215,216주는 E267(Ser→Ala),KrM 93,213,215주는 E277(Asp→Glu),
KrM 216주는 E277(Asp→Gly)],domainⅢ에 해당되는 E317에서 KrM
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93,213,215,216,219주는 Ile→Ala으로,E331에서 KrM 93,213,215,216,
219주는 Ala→Thr로 치환됨을 확인하였다.
다음으로 뇌내접종법으로 neurovirulence를 비교한 결과,가장 병원성이 강한

Neudoerfl주와 국내분리주 사이에 나타난 특정 아미노산 치환은 neurovirelnce
감소와 연관된다고 알려진 E154에서의 Asn→Leu로의 치환이 대표적으로 보고
된 경우인데43,국내분리주 5주 모두 E154에서의 치환은 나타나지 않았다.하지
만 알려진 위치 이외에도 Neudoerfl주와 비교해서 domainⅠ에 해당되는
E167에서 KrM 93,213,215,216,219주는 Ile→Val으로,E181에서 KrM
215주는 Asp→Gly으로,E292에서 KrM 216주는 Val→Ala으로 치환됨을
확인하였다.또한 domainⅡ에 해당되는 E52에서 KrM 93,213,215,216
주는 Asn→Ser으로,KrM 219주는 Asn→Gly으로,E83에서 KrM 213주는
Ala→Val으로,E115에서 KrM 93,213,215,216,219주는 Thr→Ala으로,
E120에서 KrM 93,213,215,216,219주는 Ser→Ala으로,E122에서 KrM
93주는 Glu→Gly으로,E198에서 KrM 93주는 Val→Asp으로,E201에서
KrM 213,215,216,219주는 Glu→Lys으로,E239에서 KrM93,215주는
Glu→Lys으로,E244에서 KrM 219주는 Phe→Leu으로,E277에서 KrM 216
주는 Glu→Gly으로 각각 치환됨을 확인하였다.
병원성 비교 결과 기존에 보고된 특정 아미노산 치환이외에 국내분리주

5주와 비교해 높은 병원성을 보인 Sofjin-HO나 Neudoerfl주 사이에 나타
난 아미노산 치환이 실제로 neuroinvasiveness나 neurovirulence감소와 연
관성이 있는지는 아직까지 밝혀진 바가 없고,실제적으로 병원성 감소에
관여하는 정확한 mutationsite는 본 연구를 통해서는 알 수가 없었다.하
지만 앞선 연구결과로 미루어 볼 때 E 단백을 구성하고 있는 3개의
domain에서의 특정 아미노산 치환 중 본 연구에서 확인된 domainⅠ,Ⅱ,Ⅲ
에서의 하나 이상의 아미노산 치환이 pH-dependent fusion activity,
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glycosylationsite,receptorbinding과 연관되어 결과적으로 병원성 감소에
영향을 미칠지도 모를 것이다.또한 병원성 감소에 영향을 미치는 정확한
mutationsite를 알기 위해서는 site-directedmutagenesis,E단백 이외에
병원성과 연관된 다른 region분석 등의 추가적인 실험이 필요할 것이다.
결론적으로 본 연구에서는 국내에서 처음으로 TBEV를 분리함으로써

국내 TBEV에 의한 TBE발생 가능성을 확인하였고,분리된 국내분리주의
전체 E단백 유전자 및 병원성 분석을 통해 국내분리주와 기존에 분리되
어진 바이러스주들과의 계통유연관계 및 E단백의 특정 아미노산 치환과
병원성과의 연관 가능성을 확인 할 수 있었다.
본 연구 결과는 뇌염증상을 보이지만 원인 병원체를 알 수 없는 국내 불
명뇌염 (unknownencephalitis)의 TBEV 감염에 의한 발병 가능성을 이해
하는데 도움을 줄 것이며,본 연구에서 확인된 국내분리주의 분자생물학적
특성 및 이를 바탕으로 한 후속연구는 TBEV 진단법 개선 및 백신개발 연
구를 위한 유용한 정보를 제공할 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결론론론

본 연구에서는 국내에서 확보한 임상,숙주 및 매개체 검체를 대상으로
진드기매개뇌염바이러스 감염여부를 확인하고,유전자가 검출된 검체를 대
상으로 한 바이러스 분리 및 동정을 통해 국내분리주를 확보하여,확보된
국내분리주가 가지는 분자생물학적 특성에 대해 알아보고자 하였다.연구결
과를 종합하면

1.국내에서 확보한 검체 중 야생쥐 폐조직에서 5주의 진드기매개뇌염바이
러스를 처음으로 분리하였다.

2.확보한 국내분리주의 전체 E단백 염기서열 및 연역된 아미노산 서열
을 바탕으로 기존분리주와의 계통유연관계분석,상동성비교,연역된 전체
E단백 아미노산 서열 비교를 통해 국내분리주 5주는 진드기매개뇌염바이
러스의 Western아형으로 분류되었다.

3.E 단백 아미노산 정렬결과 나타난 특정 위치에서의 아미노산 치환이
병원성에 영향을 미치는지 알아보기 위해 병원성 비교 및 확인 실험을 통
해 병원성이 높게 나타난 Sofjin-HO나 Neudoerfl주와 비교해서 국내분리
주의 병원성이 감소됨을 확인 할 수 있었고,이들과 비교해서 국내분리주
는 E단백의 domainⅠ,Ⅱ,Ⅲ에 속하는 위치의 특정 아미노산이 치환됨을
확인하였다.
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Seok-MinYun

DepartmentofMedicalScience
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorTai-SoonYong)

Tick-borne encephalitis virus (TBEV)is an arthropod-borne
virus belonging to the genus flavivirus within the family
Flaviviridae.ItisendemicincentralEurope,Russiaandpartsof
Asiaandrepresentsasignificantpublichealthproblem inthese
areas.Although tick-borne encephalitis (TBE) has not been
reported in Korea,it seems quite probable that tick-borne
encephalitisbyTBEV occurredinKoreasinceanincreaseofthe
numberofunknownencephalitispatients,distributionofthemain
vectorsofTBEV inKoreaandTBEVshavebeenisolatednear
thecountriesincludingJapan,ChinaandRussia.ButTBEV has
neverbeeninvestigatedsofarinKorea.Toinvestigatewhether
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TBEV ispresentinKorea,Human,vectorticksandanimalhosts
weretestedtodetectandisolateTBEV usingRT-nestedPCR,
cellcultureandinoculationintoICR mices.Asaresult,TBEV
were isolated from wild rodents (lung tissue)in Korea.We
determined the complete envelope (E) protein genes of five
Koreanisolatesandanalyzedthegeneticvariability within five
Koreanisolatesorwith13otherTBEV strains.Fiveisolateshad
high identity with Western subtype (97～99% identity) in
nucleotide and deduced amino acid.The phylogenetic analysis
showedTBEV isolatesfrom KoreawereclusteredwithWestern
subtype.Resultsofdeducedaminoacidalignmentoffiveisolates
conserveduniqueaminoacidsasWesternsubtypestrains.Itwas
found from the resultthatprovide the firstevidence ofthe
presenceofTBEV inKoreaandfiveisolateswascharacterized
byWesternsubtype.
To identify whether the amino acid substitutions ofthree

domainsin E protein associated with neuroinvasivenessand/or
neurovirulence,invivovirulenceassayin6-week-oldICR mice
wereperformed.Theresultsshowedbothneuroinvasivenesslevel
by subcutaneous inoculation and neurovirulence level by
intracerebralinoculation,five Korean isolates were lowerthan
Sofjin-HO andNeudoerflstrains.Theaminoacidsubstitutionof
domainⅠ,Ⅱ,Ⅲ inE proteinbetweenfiveKoreanisolatesand2
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other TBEV strains (Sofjin-HO and Neudoerflstrain) were
identified.
From thesestudiestheprecisemutationsiteswereunableto

identify involved in attenuation of neuroinvasiveness and/or
neurovirulenceoffiveKoreanisolates.However,oneormoreof
theaminoacidsubstitutionsindomainⅠ,Ⅱ,Ⅲ maybeassumed
to the contribute to attenuation of neuroinvasiveness and/or
neurovirulenceoffiveKoreanisolates.Theresultsofthisstudy
willprovidea valuableinformation forthedevelopmentofan
effectivevaccineanddiagnosisofTBEV.
───────────────────────────────
Key Words :tick-borne encephalitis virus,isolates,western
subtype, envelope protein gene, amino acid substitution,
neuroinvasiveness,neurovirulence  
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