
서 론

혈장분획제제는 수많은 개별 단위의 원료혈장을 수집하여 제

조되기 때문에 수혈용 혈액제제에 비하여 원료혈장이 바이러스

로 오염된 경우 파급 효과가 더 크다[1]. 안전대책으로 원료 혈

장의 헌혈자 선별검사, 수집혈장 또는 중간 제품에 대한 공정

중 품질관리검사, 그리고 병원체 불활화 및 제거기법의 적용 등

이 있다[2]. 최근 혈장분획제제를 통한 사람면역결핍바이러스

(human immunodeficiency virus, HIV), B형간염바이러스

(hepatitis B virus, HBV), C형간염바이러스(hepatitis C virus,

HCV)와 같은 외피형 바이러스에 대한 감염은 거의 발생하고

있지 않다. 이는 유기용제/계면활성제(solvent/detergent, SD)

처리를 포함한 바이러스 불활화 공정이나 원료혈장 및 중간제

품에 대한 핵산증폭검사(nucleic acid amplification test, NAT)

실시로 인한 결과로 보여진다. 그러나 아직도 가열이나 산에 내

성을 가지므로 이러한 일반적인 불활화 공정에서는 저항을 보

이는 것으로 알려진 parvovirus B19 (B19V)나 A형간염바이러

스(hepatitis A virus, HAV)와 같은 비외피형 바이러스에 의한

분획제제의 오염 사례는 최근에도 보고되고 있다. 특히 면역적

으로 취약한 환자에게는 문제를 발생할 수 있기 때문에 미국이

나 유럽연합에 속한 국가나 일본 등은 원료혈장이나 최종산물

에 대한 B19V, HAV NAT를 실시하여 일정한 기준 이하로 선

별하도록 권고하고 있다[3-6]. 
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Background : The safety of plasma derivatives has been reinforced since 1980s by variable path-
ogen inactivation or elimination techniques. Nucleic acid amplification test (NAT) for the source plas-
ma has also been implemented worldwide. Recently nanofiltration has been used in some country
for ensuring safety of plasma derivatives to eliminate non-enveloped viruses such as parvovirus B19
(B19V) and hepatitis A virus (HAV). We evaluated the efficacy of nanofiltration for the elimination of
B19V and HAV. 

Methods : To verify the efficacy of nanofiltration, we adopted a 20 nm Viresolve NFP (Millipore,
USA) in the scaling down (1:1,370) model of the antithrombin III production. As virus stock solutions,
we used B19V reactive plasma and porcine parvovirus (PPV) and HAV obtained from cell culture.
And 50% tissue culture infectious dose was consumed as infectious dose. The methods used to
evaluate the virus-elimination efficacy were reverse-transcriptase polymerase chain reaction for
B19V and the cytopathic effect calculation after filtration for PPV and HAV. 

Results : B19V was not detected by RT-PCR in the filtered antithrombin III solutions with initial viral
load of 6.42×105 IU/mL and 1.42×105 IU/mL before filtration. The virus-elimination efficacy of nano-
filtration for PPV and HAV were ≥103.32 and ≥103.31, respectively. 

Conclusions : Nanofiltration would be an effective method for the elimination of B19V and HAV. It
may be used as a substitute for NAT screening of these viruses in source plasma to ensure safety
of plasma derivatives in Korea. (Korean J Lab Med 2010;30:45-50)
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이뿐 아니라 최근 nanofiltration을 제조 공정에 투입하여

바이러스 오염을 최소화하는 방안도 시도되고 있는데 일본적십

자사에서는 20 nm pore size의 nanofiltration을 anti-HBs

면역글로불린제제, factor VIII product 제조 공정에 투입하여

HAV, B19V와 같은 작은 크기의 비외피형 바이러스 오염을 최

소화하여 혈장분획제제의 안전성을 증대시키고 있다. 그러나

국내에서는 아직 원료혈장에 대한 B19V나 HAV에 대한 선별검

사나 바이러스 제거를 위한 지침이나 가이드라인은 없으며 최

근에야 국내에서 유통되는 혈장분획제제의 안전성을 담보하기

위한 대안을 찾고 있는 실정이다. 

본 연구에서는 열처리나 산처리 등의 불활화 공정에 저항을

보이는 것으로 알려진 비외피형 바이러스인 B19V와 HAV에 대

하여 현재 국내의 일부 제제의 분획공정에 투입되고 있는 nan-

ofiltration (20 nm pore size)의 효과를 검증하여 보고 국내

혈장분획제제의 안전성 확보를 위한 방안으로서 확대 사용의

가능성 여부를 살펴보고자 한다.

대상 및 방법

1. 대상

B19V DNA 정량검사에서 양성을 보인 2명의 헌혈자로부터

유래된 혈장(B19V DNA 농도 3.21×104 IU/mL 및 7.08×103

IU/mL)을 B19V 원료로 사용하였다. Porcine parvovirus

(PPV)는 PPV (ATCC VR 42)를 Minipic Kidney (MPK) cell

(ATCC CCL 166), 그리고 HAV는 HAV (ATCC VR 1402)를

fetal rhesus monkey kidney (FRhK-4) cell (ATCC CRL

1688)에 접종하여 배양시킨 시료를 원료로 이용하였다. 

2. 방법

1) 바이러스의 접종 및 배양

(1) PPV

숙주세포인MPK cell (ATCC, Manassa, VA, USA)을10% 소

태아혈청(fetal bovine serum) (Gibco BRL, Invitrogen, Gai-

thers-berg, MD, USA)이 첨가된 Dulbecco’s Minimum Es-

sential Medium (Gibco BRL)에 배양하였으며, 단층으로 배양

된 세포에 PPV를 접종하여 감염시켰다. 현미경으로 세포를 주

기적으로 관찰하여 세포병변효과(cytopathic effect, CPE)가

나타나는지를 확인하였다. CPE가 명백히 관찰될 때 배양액을

400 g에서 7분간 원심분리하여상층액은따로모으고침전물은

재현탁하였다. 침전물을 동결/해빙 과정을 2회 반복하여 파쇄

한 후 400 g에서 7분간 원심분리하여 상층액을 얻은 후 모아두

었던 상층액을 혼합한 후에 0.45 mm 필터로 여과한 다음 소분

하여 -70℃에 보관하였다.

(2) HAV

FRhK-4 cell을 10% 소태아혈청이첨가된Dulbecco’s Min-

imum Essential Medium에 배양하였고, 배양된 단층세포에

HAV를 첨가하여 감염시킨 후 현미경으로 CPE를 확인한 후 배

양액을 400 g에서 7분간 원심분리하여 상층액은 따로 모으고

침전물은 재현탁하였다. 침전물을 동결/해빙 과정을 2회 반복

하여 파쇄한 후 400 g에서 7분간 원심분리하여 상층액을 얻은

후 모아두었던 상층액을 혼합한 후에 0.45 mm 필터로 여과한

다음 소분하여 -70℃에 보관하였다.

2) PPV 및 HAV의 정량

감염성이 있는 바이러스의 농도는 배양 숙주 세포 50%에서

감염을 일으키는 희석배수를 50% tissue culture infectious

dose (TCID50)로 표시하기로 하였고, 배양 숙주 세포에서 세포

독성과 간섭효과를 일으키지 않는 시료를 음성대조물질 및 희

석액으로 사용함으로써 바이러스 접종 실험에서 바이러스의 농

도를 정확하게 측정하도록 하였다. 

3) 축소 공정의 설계 및 Mock test

(1) Antithrombin III의 제조 공정

실험 조건을 분획공정의 일부와 동일하게 구성하기 위하여

현재 nanofiltration이 투입되고 있는 antithrombin III 공정

을 scale-down model로 선택하였다. Antithrombin III의 제

조 공정은 Fig. 1과 같이 실 제조 공정의 조건을 그대로 맞추어

모든 시약과 완충액을 사용하여 설계하였다. Nanofiltration은

최종 단계에서 진행하였다.

(2) 축소 공정의 설계

바이러스 필터 여과 공정을 Millipore optiscale-25 (Milli-

pore, Massachusetts, MA, USA)를 이용하여 1,370배로 축소

하여 진행하였고 buffer는 antithrombin III 제조 공정시 사용

되는 것을 그대로 사용하였다. 축소공정에 적용된 조건은 Table

1과 같다. 

(3) Mock test

바이러스 stock solution의 성상이 여과 효율에 미치는 영향



을 조사하여 적정 희석배수를 설정하고자 mock test를 실시하

였다. 바이러스stock을 희석하여20배, 200배, 1,000배, 3,000

배의 희석액을 제조 후 여과 효율을 조사하였다. 

4) 바이러스 접종 및 nanofiltration 시험

혈장 검체 용액에 바이러스 소분액을 적절하게 희석한 희석

액 30 mL을 제조하였다. 접종 후 2 mL의 검체를 2개 채취하여

동결 보관하였다. 카트리지에 장착된 20 nm의 필터(Viresolve

NFP, Millipore)에 바이러스 접종 시료 18.2 mL을 첨가하고 2

bar의 압력으로 용액을 여과시켰다. 여과된 용액의 부피를 측

정하고 B19V 경우 동결보관 후에 reverse-transcriptase-

PCR (RT-PCR)로 바이러스 농도를 측정하고 HAV, PPV는 감

염역가시험법으로 바이러스 titration을 실시하였다. 

5) 바이러스 제거 효과 검증

(1) Real-time PCR

B19V에 대하여 nanofiltration 처리 전후의 시료에 대하여

Lightcycler 2.0 (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland)와

Parvovirus B19 Quantification kit (Roche, Manheim, Ger-

many)을 이용한 real-time PCR로 바이러스 핵산의 농도를 측

정하였다. Real-time PCR의 검출한계(95% detection limit)

는 3.3 IU/mL이었다. Real-time PCR을 위한 핵산의 추출은

MagNa pure LC (Roche)와 MPLC total nucleic acid isola-

tion kit (Roche)를 이용하였다. 

(2) 감염역가시험법

PPV 또는 HAV제거효과는 nanofiltration 처리 후 시료를

접종한 세포를 CO2 incubator에서 35℃로 배양하면서 현미경

으로 CPE를 관찰하여 TCID50를 적용하여 감염역가시험을 실시

하였다.바이러스제거효과는유럽의약품국(European Medi-

cine Agency)의가이드라인[7]에따라다음과같이산출하였다.

Log reduction factor = log {(V1×T1)/(V2×T2)}

V1: Nanofiltration 처리 전 시료의 용량

T1: Nanofiltration 처리 전 시료의 바이러스 역가

V2: Nanofiltration 처리 후 시료의 용량

T2: Nanofiltration 처리 후 시료의 바이러스 역가

결 과

1. Mock test 결과

B19V의 경우 20배 희석액은 전혀 여과되지 않았고, 200배

희석액도 아주 미흡하게 여과되었으나, 1,000배 희석액에서는

여과효율이 약간 미치지 못하므로 3,000배 희석이 적절한 것으

로 판단되었다. PPV와 HAV의 경우에는 1,000배 희석이 적절

하였다.

2. B19V의 제거 효과

B19V 양성혈장을 접종한 antithrombin III 용액을 이용한

검증의 결과는 Table 2와 같다. 첫 번째 검증실험에서 제조된

바이러스 용액의 초기 역가는 8.98×106 IU/mL이었으며, 접종

된 바이러스의역가는6.42×105 IU/mL이었다. 두 번째검증실

험에서 제조된 바이러스 용액의 초기 역가는 1.52×106 IU/mL

이었으며, 접종된 바이러스의 역가는 1.42×105 IU/mL이었다.

바이러스필터후여과액에서B19V은검출되지않았다.
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Source plasma

Centrifugation

Cryo-depleted plasma

Ethanol precipitation

Heat treatment (60℃)

Affinity chromatography

Ion-exchange chromatography

Nanofiltration

Final solution

Fig. 1. Manufacturing scheme of antithrombin III.

Parameter
Practical
scheme

Scale-down
scheme

Scale-down
ratio

Prefilter type 4 inch cartridge 47 mm prefilter -
Nanofiltration 10 inch cartridge 25 mm disk 1,370

(4,800 cm2) (3.5 cm2)
Elute volume 25 L 18.2 mL 1,370
Pressure 2.0±0.5 bar 2.0±0.5 bar -
pH 7.0±0.1 7.0±0.1 -

Table 1. Parameters of nanofiltration in practical and scale-down
schemes



3. PPV의 제거효과

첫 번째 검증 실험에서 제조된 PPV stock solution의 바이러

스 역가는 5.48 Log10 TCID50이었으며, 접종 시의 PPV 역가는

5.26 Log10 TCID50이었다. 바이러스 필터 여과액에서는 바이러

스가 전혀 검출되지 않아 log reduction factor는≥3.42이었

다. 두 번째 검증실험에서는 제조된 PPV stock solution의 역

가는 5.27 Log10 TCID50이었으며, 접종 시의 PPV 역가는 5.05

Log10 TCID50이었다. 마찬가지로 바이러스 필터 여과액에서는

바이러스가전혀 검출되지않아log reduction factor는≥3.21

로 나타났다. 두 실험에서 평균 PPV log reduction factor는

≥3.32이었다(Table 3). 

4. HAV의 제거효과

HAV의 경우 첫 번째 검증 실험에서 제조된 HAV stock sol-

ution의 바이러스 역가는 5.48 Log10 TCID50이었으며, 접종된

HAV 역가는 5.15 Log10 TCID50이었다. 바이러스 필터 여과액

에서는 바이러스가 전혀 검출되지 않아 log reduction factor

는≥3.31이었다. 두 번째 검증실험에서는 제조된 HAV stock

solution의 역가는 5.58 Log10 TCID50이었으며, 접종 시의 역가

는 5.14 Log10 TCID50이었다. 바이러스 필터 여과액에서는 바이

러스가 전혀 검출되지 않아 log reduction factor는≥3.30이

었다. 두 실험에서 평균 HAV log reduction factor는≥3.31

이었다(Table 4). 

고 찰

원료혈장에 대한 헌혈자 선별검사가 실시되지 않거나, 현재

사용하고 있는 SD기법을 비롯한 병원체 불활화/제거 공정에서

내성이 있는 것으로 알려져 있는 B19V와 HAV는 혈액응고인자

제제 등 일부 분획제제에 의한 감염의 사례가 보고되어 있다[4-

6]. HAV경우 내열성이 강하여 60℃에서 10시간 동안에도 저

항하며, low pH 처리에서도 충분히 불활화되지 않는 것으로 알

려져 있다. 또한 에테르, 클로로포름, 계면활성제 및 단백분해효

소 등의 처리에도 저항성이 있는 것으로 알려져 있다[8]. B19V

도 HAV와 마찬가지로 여러 가지 불활화 공정에 저항이 있는

것으로 알려졌었으나 이는 배양이 까다로운 B19V 대신 PPV를

대상으로 한 연구 결과로서 최근 실제로 배양한 B19V를 대상으

로 실시한 연구에서는 열이나 산에 비교적 예민한 것으로 보고

되고 있다[9].

B19V의 경우 일반적으로 헌혈자나 수혈자의 중화항체 빈도

가 높기 때문에 수혈에 의한 B19V 감염의 위험은 실제적으로는
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Sample 
description

Virus titer
(IU/mL)

Volume
(mL)

Total virus
(IU)

1st Stock solution 1.36×109 0.0066 8.98×106

Spiked starting material 3.21×104 20 6.42×105

(load sample)
Filtrate ND (<3.3) 18.2 <60

2nd Stock solution 2.31×108 0.0066 1.52×106

Spiked starting material 7.08×103 20 1.42×105

(load sample)
Filtrate ND (<3.3) 18.2 <60

Table 2. Virus-elimination efficacy of nanofiltration for human par-
vovirus B19

Abbreviation: ND, not detected.

Sample
description

Virus titer
(Log10

TCID50/mL)

Volume
(mL)

Total virus
(Log10

TCID50)

1st Stock solution 6.39 0.125 5.48
Spiked starting material 3.96 20 5.26
(load sample)

Filtrate ND (≤0.58)* 18.2 ≤1.84
2nd Stock solution 6.18 0.125 5.27

Spiked starting material 3.75 20 5.05
(load sample)

Filtrate ND (≤0.58)* 18.2 ≤1.84

Table 3. Virus-elimination efficacy of nanofiltration for porcine par-
vovirus

*Theoretical minimum detectable levels were calculated where porcine
parvovirus infectivity was not detected.
Abbreviations: TCID50, 50% tissue culture infectious dose; ND, not de-
tected.

Sample
description

Virus titer
(Log10

TCID50/mL)

Volume
(mL)

Total virus
(Log10

TCID50)

1st Stock solution 6.39 0.125 5.48
Spiked starting material 3.85 20 5.15
(load sample)

Filtrate ND (≤0.58)* 18.2 ≤1.84
2nd Stock solution 6.49 0.125 5.58

Spiked starting material 3.75 20 5.14
(load sample)

Filtrate ND (≤0.58)* 18.2 ≤1.84

Table 4. Virus-elimination efficacy of nanofiltration for hepatitis
A virus

*Theoretical minimum detectable levels were calculated where hepati-
tis A virus infectivity was not detected.
Abbreviations: TCID50, 50% tissue culture infectious dose; ND, not de-
tected.



낮은 것으로 여겨지고 있으며, 설령 감염되었다 하더라도 일과

성으로 경과하여 심각한 상태로 진행되는 경우는 드물다고 알

려져 있다[10]. 그러나 유전적으로 적혈구 막의 이상을 가지고

있는 용혈성빈혈 환자, 면역억제 상태의 환자, 임산부 및 영아

에서 고농도의 B19V 감염 혈액이 수혈되는 경우에는 심각한 결

과를 초래할 수도 있다[11]. HAV 감염은 대부분 일과성 감염으

로, 특별한 합병증이 발생되지 않는 한 감염 후에는 종신 면역

을 획득하고 보균자로 전환되는 경우가 드물다[12]. 그러나 일

부에서는 급성 신부전이나 전격성 간염으로 진행하기도 하며

[13], 최근에는 감염 환자의 전격성감염증세로 간 이식 사례가

발생하기도 한다.

따라서 심각한 임상 양상을 보이는 경우는 드물지만 B19V 및

HAV에 대한 분획제제의 안전성 확보에 관심이 높아지고 있는

가운데 2004년부터 유럽에서는 혈장분획제제의 안전성 확보를

위하여‘European regulatory requirement’에서 anti-D나

pooled plasma에쓰이는원료혈장에는B19V 역가가104 IU/mL

를 넘지 않도록 요구하고 있다[14]. 미국의 FDA guideline도

분획제제를 위한 pooled plasma의 B19V의 역가가 역시 104

IU/mL을 넘지 않도록 요구하고, 일본 후생노동성 가이드라인

에도 B19V 및 HAV에 대한, 분획제제 공정에서 바이러스 오염

을 최소화시킬 수 있도록‘virus process validation’절차를

규정해 놓고 따르도록 하고 있다[15, 16]. 대부분의 해외 국가에

서도 B19V 또는 HAV에 대한 검사를 헌혈자 선별검사로 도입

하고 있지는 않으나, 일본이나 독일과 같이 B19V 항원검사 또

는 minipool (96 pool) B19V DNA 선별검사를 실시하고 있는

나라도 있는데, 대부분은 원료 혈장의 수집 혈장, 중간 산물 검

사나 최종 제품 검사에 NAT pool 검사와 함께 불활화 및 제거

공정을 실시하고 있다[17]. 그런데 원료 혈장 또는 최종 제품에

대한 검사를 실시할 경우에는 한 단위의 오염된 혈액이 포함되

었을 경우라도 동일 lot의 모든 제품을 폐기해야 하는 부담이 따

를수 있다. 이러한 risk를 최소화하고 비용 대비 효율적인 방법

으로바이러스를제거하기위하여nanofiltration이non-envel-

oped virus의 제거 방법으로 최근 각광을 받게 되었는데, 일본

적십자사의경우이미1997년에35 nm pore size의nanofilter

를 분획공정에 투입한 이래 2005년부터는 nanofilter의 pore

size를 20 nm로 변경하여 8인자응고제제, 면역글로불린, B형

간염 면역글로불린 공정에 까지 적용하고 있다[18]. 

Nanofiltration은 특별한 인프라 구축이 필요 없이 간단하게

공정 과정에 투입할 수 있는 장점이 있고, 경제적인 측면으로

보아도 분획분량에 대비하여 일정하게 교체되는 필터 비용이

들어가는 것으로, 헌혈 혈액을 대상으로 실시하는 핵산검사 및

항체검사 비용보다는 훨씬 저렴하게 운영이 가능한 방법으로

각광받고 있는 것이다. 본 연구에서도 scale-down시킨 anti-

thrombin III 제조 공정에 B19V, PPV, HAV 오염 시킨 시료를

20 nm pore size nanofilter를 통과시킨 후 측정한 검사에서

바이러스 제거 효과가 검증된 바, 이 방법을 좀 더 다양한 제제

의 분획공정에도 투입하는 것을 고려해야 할 것으로 사료되었

다. 본 연구에서는 필터의 바이러스제거 효과를 검증하는 것이

목적이었으므로 단백회수율 측정이 포함되어 있지는 않았으나

본 연구에 사용된 제품은 이미 일본에서도 상용되고 있고, 국내

에서 유통되고 있는 antithrombin III 제제의 분획공정에도 투

입되는 필터로, 치료적 효과에 이의가 없는 것으로 보아 단백회

수율에 문제는 없을 것으로 추정된다. 그러므로 현재 antith-

rombin III에만 적용되는 nanofiltration 방법을 응고인자나

면역글로불린제제 등 국내에서 사용량이 더 많고 유전적 및 면

역적으로 취약한 환자들에게 투여되는 분획제제의 안전성 확립

차원에서도 투입할 필요성이 있다고 사료된다. 

결론적으로일부분획제제공정에사용되고있는nanofiltra-

tion 방법이 B19V, HAV 를 효과적으로 제거할 수 있음을 확인

하였고, 경제적이고 사용이 간편한 이 방법을 다양한 분획제제

공정에 투입하는 것을 검토해야 할 것으로 사료된다.

요 약

배경 : 1980년대 이후 혈장분획제제의 안전성은 여러 가지의

병원체 불활화 및 제거공정으로 강화되었다. 그리고 원료혈장에

대한 핵산증폭검사도 전세계적으로 실시되고 있는 추세이다.

최근에는 parvovirus B19 (B19V) 및 A형간염바이러스(hep-

atitis A virus, HAV)와 같은 비외피형 바이러스를 제거함으로

써 혈장분획제제의 안전성을 확보하기 위하여 nanofiltration

이 일부 국가에서 사용되고 있다. 본 연구에서는 B19V 와 HAV

에 대하여 nanofiltration의 바이러스 제거효과를 평가하였다. 

방법 : Nanofiltration의 제거효과를 검토하기 위하여 anti-

thrombin III 제조공정을축소한모델(1:1,370)에20 nm의Vir-

esolve NFP (Millipore, USA)를 사용하였다. 바이러스 균주로

는 B19V 양성혈장과세포배양을통하여증식시킨porcine par-

vovirus (PPV)와 HAV를 사용하였다. 감염 가능 농도는 50%

tissue culture infectious dose (TCID50)로 맞추었다. 제거 효

과 평가를 위한 바이러스 검사로는 B19V에는 reverse-tran-

scriptase-PCR (RT-PCR)를, PPV, HAV에는 nanofiltration

후 세포병변효과 관찰로 확인하였다. 

결과 : B19V가 6.42×105 IU/mL, 1.42×105 IU/mL의 농도
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로 포함된 antithrombin III 용액을 나노필터 처리한 후에 측

정한 RT-PCR 검사에서 B19V가 검출되지 않았다. PPV 및

HAV가 포함된 antithrombin III 용액을 나노필터 처리한 후

에 세포 배양을 시킨 후에 관찰한 결과 바이러스가 각각≥103.32

와≥103.31로 감소하였다.

결론 : Nanofiltration은 B19V 및 HAV의 제거에 좋은 효과

를 보이고 있는 것으로 나타났다. Nanofiltration은 국내에서

B19V 및 HAV에 대한 분획제제의 안전성 확보를 위하여 NAT

선별검사를 대체할 좋은 방법으로 사료된다.
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