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일본뇌염바이러스의 엔벨로프를 지닌 MuLV Pseudotype 
바이러스를 이용한 중화 항체 시험법 개발 
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The envelope (E) glycoprotein of JEV is the major antigen to elicit neutralizing antibody (NAb) against JEV infection. 
In order to develop a rapid and safe neutralization assay system for evaluation of the JEV vaccine strains, we constructed 
JEV-pseudotyped viruses with JEV env genes (Nakayama-NIH, Beijing-1). The titers of JEV-pseudotyped viruses with 
NK and BJ strains were 4.0×104 IFU/ml and 1.3×105 IFU/ml in Vero cell cultures, respectively. We have analyzed the 
neutralization activity of immunized mouse sera with JEV-NK and JEV-BJ pseudotyped viruses. The neutralizing 
antibody titers of NK and BJ (50% reduction of virus) were about 1:10,000 at each immunized sera. Compared with 
conventional plaque reduction neutralization test (PRNT), the method using JEV-pseudotyped virus has desirable 
advantages such as more rapid, easier, and non-biohazardous. This neutralization assay system might be useful to 
evaluate NAb activity against JEV vaccine strains or vaccine candidates. 
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서  론 

 
일본뇌염은 바이러스성 뇌염 중의 하나로, 작은 빨간집 

모기 (Culex tritaeniorhynchus)에 의해 전파되며, 아시아 전역

에서 발생되고 있다. JEV는 Flaviviridae 과 (family), Flavivi- 
ridae 속 (genus)에 속하며, Flaviviridae 속에는 황열바이러

스, 뎅기열바이러스, 웨스트나일바이러스, 그리고 세인트루

이스뇌염바이러스 등이 포함되어 있다 (11,20). 
JEV는 약 11 kb 길이의 단일 가닥의 RNA 게놈을 갖고 있

으며, 게놈은 하나의 긴 open reading frame (ORF)를 암호화 
하고, ORF 외에도 게놈 양쪽에 5' nontranslated region (NTR)
과 3' NTR의 두 cis-acting element가 위치한다 (7,24,28). ORF
는 3개의 구조단백질 (capsid; C; 12~14 kDa, membrane; M; 
8~9 kDa, 그리고 envelope; E; 53~55 kDa)과 7개의 비구조단
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백질 (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5)을 암호화

하고 있다 (9). 
이 중, 엔벨로프는 바이러스 표면의 당단백질로서 숙주 세

포의 수용체와 바이러스의 결합, 특이적 막 융합, 적혈구 응
고 억제, anti-fusion 항체의 유도 및 바이러스에 대한 중화 
항체의 생성 등에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다 
(9,25). 특히, 중화 항체는 바이러스의 엔벨로프 complex에 
직접 결합하여 바이러스에 대한 감염 예방 및 치료에 결정적

인 역할을 하기 때문에 백신 효능 평가에 중요한 기준으로 
알려져 있다 (6,20,23,27). 

국내에서 현재 사용하고 있는 백신 주는 Nakayama-NIH 
주와 SA14-14-2 주이며, 일본에서는 Nakayama-NIH 주를 수
출용으로, Beijing-1 주를 내수용으로 사용하고 있으며, 중국

에서는 P-3 주와 SA14-14-2 주를 사용하고 있다 (1,2). 일본

뇌염백신이 접종된 1970년대 이후 국내의 일본뇌염 환자의 
수는 급감하였으나, 백신의 면역력 유지, 추가 접종 등의 문
제점이 아직 남아 있으며, 더욱이 현재 사용되고 있는 백신 
주를 회피하는 돌연변이 주가 발생할 경우에 대한 대책이 미
약한 실정이다 (1). 효과적인 백신은 백신 주와 동일한 바이

러스 외에 다른 야외 바이러스 주에 대해서도 높은 중화 
항체능을 지녀야 한다. 따라서 백신 주인 Nakayama-NIH 주
와 Beijing-1 주에 대한 재평가뿐 만 아니라, 현재 분리되고 
있는 일본뇌염 야외 주의 중화 항체능 분석 및 연구가 요구 
된다. 

중화 항체능을 측정하기 위해서는 전염성 있는 위험한 야
외 주들을 분리, 동정해야만 가능하기 때문에 기술적으로 여
러 어려움을 지니고 있다. 전염이 가능한 바이러스의 분리 
또는 배양은 생물학적으로 위험한 작업이기 때문에 이에 대
한 실험실 안전 교육이 중요하지만, 근본적으로 안전한 검체

를 다루는 방법이 최선이라 할 수 있다. 기존의 백신 효능을 
평가하거나 바이러스의 중화 항체능을 측정하는 방법 중 하
나로써, 플라크 감소 중화 항체 검사법 (PRNT)이 주로 사용

되고 있다 (14). 이 검사법은 감염 위험성이 존재하는 바이러

스를 직접 사용하여 계태아 세포에 감염시켜 일정 기간의 
배양 동안 세포 병변 효과를 통해 관찰하기 때문에 BL3 조
건의 실험실에서 작업을 요하며, 효과를 관찰하는데 많은 시
간이 소요되고 숙주 세포를 준비하는데 어려움이 있다 (17, 
18). 바이러스의 정량 측정은 RNA polymerase activity 또는 
ELISA를 이용하여 왔으나 실험자에 따라 많은 오차를 나타

낸다는 단점이 있다 (15,19,21). 이를 개선하고자 PCR 또는 
green fluorescent protein (GFP)가 표지된 바이러스를 이용한 
보고들이 있으나 (4,10,19), 정량화에 문제점을 지니며, 그 
측정 방법이나 평가 분석에 대한 기준이 아직까지 명확하게 
존재하지 않는 문제점이 있다. 

Pseudotype 바이러스를 이용한 중화 항체 측정 방법의 개
발에 관한 연구는 엔벨로프를 지닌 고 위험 바이러스를 대
상으로 보고된 바 있다 (12,13). 이 새로운 방법은 human 
immunodeficiency virus (HIV-1)의 gp140이나, severe acute 
respiratory syndrome (SARS) 바이러스의 S 당단백질을 지닌 
Moloney murine leukemia virus (MuLV) pseudotype 바이러스

를 제조함으로써 생물학적으로 안전하고 빠른 중화 항체능 
분석 방법이 보고되었다 (5,6,8,16). 

본 연구는 현재 사용되고 있는 JEV 백신 주 (Nakayama-
NIH와 Beijing-1)의 E 유전자를 지닌 MuLV-JEV pseudotype 
바이러스를 제조하였으며, 이를 이용하여 JEV 백신 주로 면
역시킨 마우스 혈청 내의 중화 항체능을 조사하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 바이러스 및 세포 배양 

Pseudotype 바이러스의 생성을 위해 TELCeB6 세포 주를 
사용하였으며, JEV-pseudotype 바이러스의 감염성 측정 및 
중화 항체능 분석을 위해 Baby hamster kidney (BHK-21)와 
African green monkey kidney (Vero) 세포 주를 사용하였다. 
각각의 세포 주는 penicillin-streptomycin과 10% fetal bovine 
serum이 첨가된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; 
Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)을 사용하여 37℃, 5% 
CO2 조건에서 배양되었다. 

PRNT를 위한 일본뇌염바이러스 주 (Nakayama-NIH; NK
와 Beijing-1; BJ)는 국립보건연구원 바이러스부 신경계바이

러스과에서 분양받았으며, 각 바이러스 배양 숙주 세포로는 
BHK-21 세포 주를 이용하였다. 

2. JEV-E 발현 유전자 클로닝 

JEV-NK 주와 JEV-BJ 주의 DNA는 국립식품의약품안전청

에서 분양받았다. 이를 주형으로 PCR을 이용하여 JEV env 
지역을 증폭하였으며, 증폭된 DNA를 CMV 프로모터를 지

닌 발현 벡터 (pHCMV)에 연결시켜 클로닝하였다 (4,29). 
얻어진 클론을 pHCMVJEV-NKenv와 pHCMVJEV-BJenv로 
명명하였다. DNA 증폭을 위해 사용된 primer는 forward 
primer 5'-GGTCGCGAATTCTGCAGGTTCCAACTGTCTGG- 
GAGTG-3'와 reverse primer 5'-ACCAATGTGCATGCTTAGCT- 
CGAGAATTCCATTG-3'를 사용하였으며, EcoR I 제한효소 
부위 (밑줄)를 지닌다. 

3. 마우스 면역 

SPF 상태로 사육된 6주령의 BALB/c 마우스 10마리씩을 
이용하여, UV로 불활성화시킨 JEV-NK 주와 JEV-BJ 바이러
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스 주 105 PFU/mouse를 근육 주사를 통해 1주일 간격으로 3
회 면역시켰다. 1차 면역 후 22일째에, 각 마우스에서 채혈

하여 혈청을 확보하였다. 

4. JEV-pseudotype 바이러스 생성과 E 단백질의 Wes- 

tern Blotting 

E 단백질을 발현할 수 있는 pHCMV/JEV-NKenv와 
pHCMV/JEV-BJenv를 TELCeB6 세포에 calcium phosphate 방
법을 이용하여 각각 transfection 시켰다 (12). 2일간 배양 후, 
pseudotype 바이러스를 포함하는 배양액을 취하여 저속으로 
원심 분리 (1,500×g, 5분)하고 상층액을 취하여 -80℃에 보관

하였다. 
E 단백질의 발현을 확인하고자 cell lysate와 JEV-pseudo- 

type 바이러스를 지닌 상층액으로 Western Blotting을 수행하

였다. Western Blotting 분석에 사용한 항체는 JEV 백신 주 
(BJ)로 면역시킨 마우스의 혈청을 사용하였다. 

5. JEV-pseudotype 바이러스의 titer (IFU/ml) 측정 

BHK-21과 Vero 세포를 96 wells plate에 배양하여, JEV-
pseudotype 바이러스 (NK 또는 BJ)를 각각 감염시킨 후, 
X-Gal을 이용하여 염색하였다. 감염된 세포 내 존재하는 
β-galactosidase를 통하여 X-Gal에 의해 염색된 세포의 수를 
세어 바이러스의 감염성과 titer를 측정하였다 (3). 동일한 조
건으로 실험을 3회 반복하여 NK 주와 BJ 주에서 기원한 
pseudotype 바이러스의 감염력을 비교하였다. 

6. JEV-pseudotype 바이러스를 이용한 중화 항체능 분석 

JEV 백신 주 (NK와 BJ)로 면역된 마우스 혈청을 이용하

여 중화 항체능 분석을 실시하였다. 음성대조 혈청으로는 
면역시키지 않은 정상 마우스의 혈청을 사용하였고, 사용

된 모든 혈청은 56℃, 30분 동안 열처리하여 사용되었다. 5
배수로 희석된 혈청은 100 IFU의 JEV-pseudotype 바이러스

와 혼합한 후, 37℃에서 1시간 동안 배양하였다. 각각의 
pseudotype 바이러스와 마우스 혈청의 혼합액은 96 well plate
에 미리 준비된 Vero 세포에 접종 후, 36시간 배양하였다 
(31). 중화 항체능 분석 방법은 X-Gal 염색법을 통하여 정

량화되었다. 중화 항체가는 pseudotype 바이러스의 감염을 
50% 감소시킬 수 있는 마우스 혈청의 희석 배수로 결정하

였으며 모든 실험은 세 번의 반복 실험을 통하여 평균값을 
얻었다. 

7. JEV를 이용한 PRNT 

면역하여 얻은 혈청을 2배수 희석하고 각각의 JEV 주를 
혼합하여 중화 반응을 시킨 다음, 미리 제조된 계태아 세포

에 접종하여 90분간 흡착시켰다. 1, 2차 한천 배지를 중층

하여 2일간 배양 후, 플라크의 수를 세었다. 시험군의 플라크 
수와 대조군의 플라크 수를 비교하여 감소율을 구하고 각 혈
청의 중화 항체가를 산출하였다. 

 
결  과 

1. JEV env 유전자의 클로닝과 E 단백질의 발현 

JEV-E 단백질을 발현시키기 위해, 발현 벡터인 pHCMV에 
JEV-NK 또는 JEV-BJ의 env 유전자를 PCR로 증폭하여 발현 
벡터에 클로닝하였다. 각각의 클론된 유전자는 염기서열 분

석을 통해 확인하였으며, TELCeB6 세포에 각각 transfection 
하여 pseudotype 바이러스를 제조하였다. 

JEV-pseudotype 바이러스의 E 단백질의 발현은 Western 
Blotting으로 확인하였다. JEV-E 단백질은 JEV-NK 주와 JEV-
BJ 주로부터 기원한 각각의 pseudotype 바이러스에서 53 kDa 
크기의 band로 관찰되었으며 (Fig. 1), cell lysate와 배양액에

서도 JEV-E 단백질의 발현을 확인하였다. 또한 Cell lysate에
서 보다 배양액에서 band가 더 강하게 나타난 것을 볼 수 
있었다. 이것으로 세포 내에 존재하는 JEV-E 단백질보다 세

포 밖으로 분비된 E 단백질이 더 많음을 알 수 있었다. 

2. JEV-pseudotype 바이러스의 titer 

BHK-21와 Vero 세포를 숙주 세포로 사용하여 JEV-
pseudotype 바이러스의 감염성 시험을 하였다. JEV-pseudotype 

Figure 1. Expression of JEV-envelope (E) protein. Cell lysate 
and culture media of JEV-pseudotyped viruses were subjected to 
SDS-PAGE. JEV-E proteins were detected by Western blotting 
using sera from mouse immunized with JEV (Nakayama-NIH 
strain). The bands show the JEV-E protein in cell lysates and culture
media. Nontransfected TELCeB6 cells were used as a negative 
control.
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바이러스는 β-galactosidase (lacZ) 유전자를 지니기 때문에, 
감염된 세포는 X-Gal 염색에 의해 파란색을 띄게 된다 (Fig. 
2). JEV-pseudotype 바이러스를 감염시키지 않은 세포는 파란 
색으로 염색되지 않음을 관찰할 수 있었다. 이 때 염색된 세
포의 수를 통해서 숙주 세포에 따른 JEV-pseudotype 바이러스

의 감염성을 비교하였으며, JEV-pseudotype 바이러스의 titer
는 바이러스 배양액 1 ml당 감염된 세포의 수 (IFU/ml)로 
titer를 결정하였다. 

Table 1에서 보는 것과 같이, BHK-21와 Vero 세포는 JEV-
pseudotype 바이러스에 의해 모두 감염됨을 보여 주었다. 
JEV-NK 주의 env 유전자를 지닌 pseudotype 바이러스의 titer
는 Vero 세포에서 4.0×104 IFU/ml, BHK-21 세포에서 1.5×

104 IFU/ml이었으며, JEV-BJ 주의 env 유전자를 지닌 pseu- 
dotype 바이러스는 Vero 세포에서 1.3×105 IFU/ml, BHK-21 
세포에서 1.2×105 IFU/ml이었다. 각각 JEV-pseudotype 바이

러스의 titer를 비교한 결과, JEV-BJ 주가 JEV-NK 주보다 동
일한 조건에서 바이러스를 약 2배 가량 높게 생산한 것으로 
나타났다 (Table 1). 두 종류의 JEV-pseudotype 바이러스는 
숙주 세포에 따라 titer가 약 5에서 10배 차이를 보였다. 각
각의 JEV-pseudotype 바이러스의 titer는 차이가 있었으나, 
JEV-pseudotype 바이러스의 엔벨로프는 JEV의 엔벨로프와 
마찬가지로 숙주 세포의 수용체와 결합하여 숙주 세포를 감
염시키는 역할을 수행함을 알 수 있었다. 

3. JEV-pseudotype 바이러스를 이용한 중화 항체능 분석 

중화 항체능 분석은 JEV-pseudotype 바이러스와 JEV-NK 
주 또는 JEV-BJ 주에 면역된 마우스 혈청을 이용하여 수행 
되었다. 각각의 JEV-pseudotype 바이러스와 마우스 혈청을 
혼합하여 Vero 세포에 감염시킨 후, X-gal 염색을 하여 결과

를 분석하였다. 
중화 항체능을 지닌 혈청은 JEV-pseudotype 바이러스를 중

화시켜 감염된 세포가 관찰되지 않는 반면, 중화 항체능을 
지니지 않은 혈청은 JEV-pseudotype 바이러스의 감염을 막지 
못하여 세포가 X-gal에 의해 염색됨을 관찰할 수 있었다 
(Fig. 2). Fig. 2-A는 JEV-pseudotype 바이러스가 JEV-NK 주 
항체에 의해 100% 중화되어 감염된 세포가 관찰되지 않음

을 보였으며, Fig. 2-B는 음성 대조군으로 JEV-pseudotype 바
이러스를 중화시키지 못하여 세포가 감염되었음을 관찰할 
수 있었다. 

100 IFU/ml의 JEV-pseudotype 바이러스가 마우스 혈청에 
의해 중화되어 세포에 감염되지 않는 비율 (reduction rate)이 
100% 될 때를 중화 항체능 100%로 간주하였다. 중화 항체가

는 중화 항체능이 50% 일 때를 기준으로 마우스 혈청 희석 
배수로 결정하였다. 

Fig. 3는 JEV-pseudotype 바이러스를 이용, JEV에 면역된 
마우스의 혈청에 대한 중화 항체가를 나타낸 것으로써, Fig. 
3-A는 JEV-NK 주 pseudotype 바이러스를 이용하여 JEV-NK 
주 또는 BJ 주를 면역시킨 마우스 혈청, 또는 정상 마우스 

Table 1. Titers of JEV-pseudotyped viruses (IFU/ml) 

 Infectious units/ml (IFU/ml) 

Host cell 
Strain 

BHK-1 Vero 

Nakayama-NIH 1.5×104 4.0×104 

Beijing-1 1.2×105 1.3×105 

A 

B 

Figure 2. Cells in the JEV reduction by neutralization using sera
from mouse immunized with JEV in Vero cells. (A) 100% of neu-
tralizing activity; (B) No neutralizing activity. 
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혈청에서의 중화 항체능을 보여주고 있다. 1:10으로 희석된 
혈청에서는 평균 88.5%의 높은 중화 항체능을 보인 반면 
(NK는 90%, BJ는 87%), 정상 마우스 혈청에서는 30% 이하

의 낮은 중화 항체능를 보였다. Fig. 3-B는 JEV-BJ 주 pseu- 
dotype 바이러스를 이용하여 각각의 JEV 백신 주를 면역시

킨 마우스 혈청, 또는 정상 마우스 혈청에서의 중화 항체능

을 보여주고 있다. 1:10으로 희석된 혈청에서는 평균 74%의 
중화 항체능을 보였으며 (NK는 75.5%, BJ는 73%), JEV-NK 
주 pseudotype 바이러스를 이용한 경우와 마찬가지로 정상 
마우스 혈청에서의 중화 항체능은 30% 이하로 나타났다. 혈
청을 1:10으로 희석하여 각각의 중화 항체가를 측정한 결과, 
JEV-NK 주 pseudotype 바이러스를 이용하였을 때의 중화 
항체가가 조금 높게 나타났으나, JEV-NK 주와 JEV-BJ 주 
pseudotype 바이러스를 이용한 경우 모두에서 1,000에서 
10,000 사이의 중화 항체가를 확인하였다. 

JEV-NK 주 또는 JEV-BJ 주를 면역시킨 마우스 혈청에 
대해 JEV-NK 주와 JEV-BJ 주 pseudotype 바이러스 모두에서 
중화 항체능이 나타났으며, 이러한 JEV-NK 주와 JEV-BJ 주 
pseudotype 바이러스 간의 cross reactivity는 두 백신 주의 항
원 유사성을 짐작하게 한다. 

기존의 PRNT 방법을 이용하여 얻은 중화 항체가는 각각

의 JEV에 대한 JEV 백신 주를 면역시킨 마우스 혈청이 대
조군에 비해 50% 플라크 감소율을 보일 때의 혈청 희석배수

로 결정하였다. PRNT 결과, JEV-NK에 대한 JEV-NK를 면

역시킨 마우스 혈청의 중화 항체가는 320이었고, JEV-BJ 주
를 면역시킨 마우스 혈청의 중화 항체가는 160이었다. JEV-
BJ에 대한 JEV-NK 혈청의 중화 항체가는 80이었으며, JEV-
BJ 혈청의 중화 항체가는 640이었다 (자료 생략). 따라서, 위
에서 확인한 두 가지의 중화 항체능 분석 방법을 비교할 때, 
JEV-pseudotype 바이러스를 이용한 새로운 중화 항체능 분석 
방법이 기존의 PRNT 방법 보다 더 민감함을 보여 주었다. 

 
고  찰 

 
기존의 일반적으로 사용되는 중화 항체 분석 방법은 PRNT

가 주로 이용되고 있으며, JEV 뿐만 아니라 다른 바이러스 
감염에 대한 면역능 측정에 가장 많이 사용되고 있다 (14,31). 
PRNT는 분석하고자 하는 항체와 감염성 바이러스를 혼합 
한 후, 바이러스가 복제될 수 있는 세포에 감염시킨 다음 
측정 가능한 양의 바이러스가 복제될 때까지 일정 기간 동안 
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Figure 3. Neutralization assay with JEV-pseudotyped viruses. Two different JEV-pseudotyped viruses (NK and BJ strain) were incubated
with either normal serum (△), or two sera from mouse immunized with JEV-NK strain (●) and JEV-BJ strain (○). (A) Neutralization 
assay of used JEV-NK pseudotyped virus. (B) JEV-BJ pseudotyped virus. 
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배양한다. 배양된 바이러스의 정량 측정을 위해 RNA 바이러

스가 특이적으로 지닌 RNA polymerase activity 또는 바이러

스 항원을 ELISA를 이용하여 측정하거나 세포 병변 효과를 
통하여 관찰한다. 이 방법은 시간이 오래 걸리고 숙주 세포

를 준비하는 불편함이 있으며, 정량적인 바이러스의 역가 결
정이 어렵기 때문에, 초기에 혈청과 혼합되는 바이러스의 양
에 따라 중화 항체가의 차이를 보이는 문제가 있다. 또한 중
화 항체가를 대조군에 대한 퍼센트 비율로 나타내기 때문에 
정량적 분석에도 문제가 있다. 이를 개선하고자 많은 방법들

이 보고되어 감염 후 빠른 시일 내에 측정하기 위해 PCR을 
이용하거나 green fluorescent protein (GFP) 표지된 바이러스

를 이용하거나, hemagglutination inhibition test, complement-
fixation test, 그리고 enzyme immunoassay 등의 방법이 이용

되고 있다 (3,14,26). 그러나 이 방법 역시 높은 background 
때문에 정량화하는데 문제점을 지니며 더욱이 각 측정 백신 
주에 대한 야외 주에 대한 바이러스 준비에는 아무런 대안이 
없었다. 

Cosset 등이 개발한 packaging cell line (TELCeB6)은 lacZ 
gene을 지니고 MuLV gag와 pol을 갖고 있어 겉껍질인 각종 
바이러스의 E 단백질만 발현시키면 one cycle 감염능을 지
닌 바이러스를 만들 수 있다 (5). 직접 바이러스를 사용하지 
않고 생물학적으로 안전한 바이러스를 이용하기에 실험실 
안전 차원에서 장점을 지니며, 각 RNA 바이러스의 엔벨로

프를 지닌 MuLV 바이러스를 생성함으로 여러 종류의 바이

러스 주에 대한 분석이 용이한 장점이 있다. 이를 이용하여 
HIV-1 또는 SARS-CoV을 대상으로 한 연구에서 pseudotype 
바이러스를 이용하여 중화 항체능의 대량 분석의 가능성이 
보고된 바 있다 (6,8). 그 외 recombinant baculovirus system
을 이용하여 JEV의 E 단백질을 발현하고, 중화 항체 반응 
시험을 통하여 면역 반응을 확인한 보고가 있었다 (30). 

위에서 언급된 기존의 중화 항체 분석법에 비해, JEV-
pseudotype 바이러스를 이용한 새로운 중화 항체 분석법은 
다음과 같은 장점을 지닌다. JEV-pseudotype 바이러스는 JEV
의 특징을 가지면서도 감염의 위험이 없는 바이러스이므로, 
감염 위험이 있는 바이러스를 직접 사용하지 않아 실험자와 
실험실 내의 안전성이 확보되는 장점을 지닌다. PRNT는 바
이러스를 숙주 세포에 감염시킨 후 플라크가 관찰될 때까지 
오랜 시간 세포를 배양해야 하지만, JEV-pseudotype 바이러

스는 lacZ 유전자를 지니기 때문에 감염된 세포를 X-gal 염
색을 통해 2일 이내에 측정이 가능하며, PRNT는 숙주 세포

에 접종되는 바이러스 양을 정확하게 측정할 수 없고, 중화 
항체능 분석도 상대적인 비율로 평가할 수 밖에 없지만, 새
로운 중화 항체 분석 방법은 염색된 세포의 수로써 neutra- 
lizing reduction을 정량적으로 측정할 수 있다. 또한 기존의 

PRNT는 숙주 세포로 계태아 세포를 준비하는 번거로움이 
있으나, 새로운 중화 항체 분석 방법은 Vero 세포 주를 이용

하기 때문에 간편하고, 세포 주를 이용함에 따라 실험실간, 
실험자간의 오차를 줄일 수 있다. 

본 연구에서는, 현재 사용되는 JEV 백신 주 또는 백신에 
대한 재평가를 위한 중화 항체능 분석법은 표준화된 방법 및 
평가 기준이 아직까지 없어, 신속하고 정확하며 실험 방법이 
간편한 새로운 중화 항체능 분석 방법을 개발하고자 JEV-
pseudotyped 바이러스를 생성하였다. JEV-pseudotype 바이러

스의 titer는 104 IFU/ml 이상으로, 바이러스를 대량 생산함

으로써 중화 항체능 분석을 대량으로 할 수 있는 가능성을 
확인하였다. JEV-NK 주 또는 JEV-BJ 주 pseudotype 바이러

스는 JEV 백신 주 (NK 또는 BJ)에 면역된 마우스의 혈청

을 이용하여 중화 항체가 (1:10,000)를 측정하였으며, 기존의 
PRNT에 비해 민감도가 높음을 확인하였다. 또한 기존의 중
화 항체능 분석법을 대치하는 새로운 항원으로 사용할 수 
있음을 확인하였다. 따라서 JEV 백신 주와 동일 또는 다른 
(혈청형, 유전형) 야외 주에 대한 JEV-pseudotype 바이러스 
주를 확보함으로 백신 효능 측정 시, 중화 항체능을 여러 각
도에서 평가할 수 있을 것이라 기대된다. 또한 JEV 뿐만 아
니라 다른 enveloped RNA 바이러스에 대하여도 적용이 가능

하며, 일본뇌염 감염 환자의 예후 추적 및 백신 투여자의 효
능 측정으로 활용될 수 있을 것으로 판단된다. 
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