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1. 서 론

  한탄바이러스(Hantaan virus; HTNV)는 Hantaviridae과
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Abstract

  Hantaan virus(HTNV) causes hemorrhagic fever with renal syndrome(HFRS) with a case fatality rate ranging 
from <1 to 15 % in human. HantavaxⓇ is a vaccine against the Hantavirus, which has been conditionally 
approved by the Ministry of Food and Drug Safety(MFDS). However, only 50 % of volunteers had neutralizing 
antibodies 1 year following the boost. Effective antiviral treatments against HTNV infection are limited. 
Hantaviruses generally cause asymptomatic infection in adult mice. On the other hand, infection of suckling and 
newborn mice with hantaviruses causes lethal neurological diesease or persistant infection, which is different from 
the disease in humans. The development of vaccines and antiviral strategies for HTNV has been partly hampered 
by the lack of an efficient lethal mouse model to evaluate the efficacy of the candidate vaccines or antivirals. In 
this report, we established a lethal mouse model for HTNV, which may facilitate in vivo studies on the evaluation 
of candidate drugs against HTNV. The median lethal dose value of HTNV was calculated by probit analysis of 
deaths occurring within two weeks. Five groups of ten ICR mice were injected intracranially with serial 2-fold 
dilutions (from 50 to 3.125 PFU/head) of HTNV. Mice injected with HTNV began to die at 8 days post-infection. 
The lethal dose required to kill 50 % of the mice (LD50) was calculated to be 2.365 PFU/head.

Key Words : Hantaan Virus(한탄바이러스), Lethal Animal Model(치사 동물모델), LD50(반수치사량), Mouse(생쥐)
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(family Hantaviridae)의 한타바이러스속(genus 
Orthohantavirus)에 속하는 설치류 매개 바이러스로 알

려져 있으며, 한타바이러스 속의 바이러스들은 각각의 

종마다 고유한 야생 설치류를 자연계의 숙주로 삼고 

있다[1-2]. 우리나라 한타바이러스 감염의 대부분을 차

지하고 있는 HTNV는 들쥐의 72~90 %를 차지하는 등

줄쥐(Apodemus agrarius)에 의해 주로 전파된다. HTNV
는 1976년 이호왕 박사에 의해 처음으로 신증후군출혈

열의 원인 병원체로 밝혀졌으며, 이후 현재까지 국내

에서 총 6종의 새로운 한타바이러스-한탄(1976), 서울

(1982), 수청(2006), 무주(2007), 임진(2009), 제주(2012)-
를 발견하였다[3-6].
  한타바이러스는 형태적으로 직경 100~120 nm의 구형

이다. 중심부에는 3개의 RNA 유전자와 이를 둘러싼 단

백으로 구성된 리보핵산 단백질(ribonucleoprotein, RNP) 
구조가 있고, 이 RNP 구조를 5 nm의 지질이중층과 당

단백질인 G1, G2가 둘러싸고 있다. 한타바이러스의 유

전자는 단일가닥 (-) RNA로 RNA 의존 RNA 중합효소

(RNA dependent RNA polymerase, RdRp)를 암호화하는 

Large(L/평균 size: 6.5 kb), 당단백질(Glycoprotein Gn and 
Gc)을 암호화하는 Medium(M/평균 size: 3.6 kb), 뉴클

레오캡시드 단백질(nucleocapsid protein)을 암호화하는 

Small(S/평균 size: 1.6 kb)의 3개 분절로 구성되어 있다.
  부유된 HTNV는 사람에게 호흡기를 통해 감염되는 

특징이 있고, 치사율 또한 높아 생물학 무기로 사용될 

가능성이 높기 때문에 예방 및 치료 백신의 개발이 

절실하다[7-10]. 현재까지 개발되어 상용화된 치료제는 

없으며, 식약처에서 조건부승인을 받은 예방백신인 한

타박스Ⓡ(녹십자)는 백신접종 1년 후에는 백신을 투여 

받은 자원자의 50 %에서만 중화항체가 확인되었고 

신증후출혈열의 심각성을 현저하게 감소시키지 못했

다. 또한 아직 미국 식약처의 인가를 받은 치료법은 

없는 상태이다. 현재 HTNV는 신생 포유 마우스나 신

생 포유 랫드를 제외하고는 치사모델이 없기 때문에 

백신 및 치료제를 개발하여 평가하는데 어려움이 있

다[11,12]. 따라서 본 연구에서는 HTNV 76-118을 이용하

여 치사모델을 개발하고자 한다.

2. 실험방법

2.1 세포와 바이러스

  HTNV 76-118은 원숭이 신장 유래세포(Vero E6 cell; 

ATCC 1586)에서 배양하였으며, 플라크 감소법으로 역

가 측정을 하였다. 본 연구진 보유 HTNV 76-118의 

역가는 2×106 PFU/mL로 역가를 높이기 위해 HTNV 
76-118 원액을 ICR 포유마우스 뇌에 접종하여 12일 

후, 증상이 관찰된 포유마우스 뇌 조직을 적출하여 유

제액을 만들었고, 플라크 감소법을 사용하여 역가를 

측정하였다. 역가는 4×106 PFU/mL이었으며, 농도에 맞

게 희석하여 사용하였다. 유제액을 다시 Vero E6 cell
에 접종하여 배양한 결과 HTNV 76-118의 역가는 5× 
106 PFU/mL로 측정되었다. 바이러스는 농도에 맞게 희

석하여 사용하였다. 바이러스 세포 배양 실험은 모두 

생물안전3등급 시설(BL-3)에서 안전하게 수행하였다.

2.2 동물 실험

  본 연구에서는 HTNV 치사 모델을 찾기 위해 시리

안 골든 햄스터와 다양한 주령의 ICR 마우스, BALB/c 
마우스, 9주령 C57BL/6 마우스에 HTNV를 투여하고 

증상 및 폐사를 확인하였다. 햄스터는 중국 Beijing 
Vital River Laboratory Animal Technology사로부터 구매

하였고, ICR 마우스, BALB/c 마우스, C57BL/6 마우스

는 오리엔트바이오에서 구매하였다. 동물실험은 국방

과학연구소 동물실험윤리위원회의 승인을 받고 ABL-3
에서 수행하였다(ADD-IACUC-20-09).

2.2.1 시리안 골든 햄스터 치사 확인 시험

  시리안 골든 햄스터에서 HTNV 76-118에 대한 치사

를 확인하기 위하여 5주령 수컷 시리안 골든 햄스터

를 이용하여 Table 1과 같이 그룹 당 투여용량을 설정

하여 100 µL씩 intraperitoneal(IP) 투여하였다.

Table 1. Challenge of 5-week-old hamsters

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 0 2

IP

G2 1 × 101 2

G3 1 × 102 2

G4 1 × 103 2

G5 1 × 104 2

G6 1 × 105 2

G7 5 × 105 2
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  2차 시험으로 일령에 따른 차이를 확인하기 위하여 

24일령 수컷 시리안 골든 햄스터를 이용하여 Table 2
와 같이 그룹 당 투여용량을 설정하여 100 µL씩 IP 
투여하였다.

Table 2. Challenge of 24-day-old hamsters

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 1 × 102 2

IP

G2 5 × 102 5

G3 1 × 103 5

G4 1.5 × 103 5

G5 2 × 103 4

  3차 시험으로 성별에 따른 차이를 확인하기 위하여 

5주령 암컷 시리안 골든 햄스터를 이용하여 Table 3과 

같이 그룹 당 투여용량을 설정하여 100 µL씩 IP 투여

하였다.

Table 3. Challenge of 5-week-old female hamsters

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 0 6

IP

G2 1 × 101 6

G3 1 × 102 6

G4 5 × 102 6

G5 1 × 103 6

G6 5 × 103 6

G7 1 × 104 6

2.2.2 BALB/c 마우스 치사 확인 시험

  BALB/c 마우스에서 HTNV 76-118에 대한 치사를 

확인하기 위하여 5주령 암컷 마우스를 이용하여 Table 
4와 같이 그룹 당 투여용량을 설정하여 100 µL씩 IP 
투여하였다.
  2차 시험으로는 젖먹이 마우스의 뇌에 HTNV 76-118
을 투여하고 감염 된 마우스 뇌를 적출하여 뇌유제액

으로 3주령 마우스에 Table 5와 같이 그룹 당 투여용

량을 설정하여 100 µL씩 IP 투여하였다.

Table 4. Challenge of 5-week-old BALB/c mouse

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 1 × 102 2

IP
G2 1 × 103 2

G3 1 × 104 2

G4 5 × 104 2

Table 5. Challenge of 3-week-old BALB/c mouse

Group
HTNV*

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 4 × 104 2

IPG2 2 × 105 2

G3 4 × 105 2

*Brain homogenates of HTNV 76-118 infected mice

2.2.3 C57BL/6 마우스 치사 확인 시험

  C57BL/6 마우스에서 HTNV 76-118에 대한 치사를 

확인하기 위하여 9주령 암컷 마우스를 이용하여 Table 
6과 같이 그룹 당 투여용량을 설정하여 100 µL씩 IP 
투여하였다.

Table 6. Challenge of 9-week-old C57BL/6 mouse

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 1 × 104 5
IP

G2 2 × 104 5

2.2.4 ICR 마우스 치사 확인 시험

  ICR 마우스에서 HTNV 76-118에 대한 치사를 확인

하기 위하여 15일령, 20일령, 3주령 ICR 마우스를 이

용하여 Table 7-10과 같이 그룹 당 투여용량을 설정하

여 100 µL씩 IP 투여, 20 µL 씩 intracranial(IC) 투여, 
또는 20 µL씩 intranasal(IN) 투여하였다.
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Table 7. Challenge of 15-day-old ICR mouse

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 1 × 101 8

IC
G2 5 × 101 8

G3 1 × 102 8

G4 5 × 102 8

Table 8. Challenge of 3-week-old ICR mouse

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 0 5

IC

G2 5 × 101 5

G3 1 × 102 5

G4 2 × 102 5

G5 5 × 102 5

G6 2 × 103 5

Table 9. Challenge of 3-week-old ICR mouse

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 0 5

IP

G2 5 × 101 5

G3 1 × 102 5

G4 2 × 102 5

G5 5 × 102 5

G6 2 × 103 5

Table 10. Challenge of 20-day-old ICR mouse

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
inoculation

G1 1.2 × 101 10

IN
G2 1.2 × 102 10

G3 1.2 × 103 10

G4 1.2 × 104 10

2.2.5 ICR 마우스 반수치사량 산정 시험

  ICR 마우스에서 HTNV 76-118에 대한 반수치사량을 

산정하기 위하여 20일령 ICR 마우스를 이용하여 Table 
11과 같이 그룹 당 투여용량을 설정하여 20 µL씩 IC 
투여하였다.

Table 11. LD50 test of 20-day-old ICR mouse

Group
HTNV

(PFU/head)
No. of 
animals

Route of 
injection

G1 0 10

IC

G2 3.125 10

G3 6.25 10

G4 12.5 10

G5 25 10

G6 50 3

3. 결과

3.1 시리안 골든 햄스터 치사 확인 시험 결과 

  1차 시험에서 5주령 수컷 햄스터를 이용하여 HTNV 
76-118 감염시험을 수행하였지만 폐사 개체가 발생하

지 않았다. 그 후 24일령 수컷 햄스터를 이용하여 시

험을 수행하였지만 역시 폐사 개체가 발생하지 않았

다. 성별 변수를 배제하기 위하여 5주령 암컷 햄스터

에서 HTNV 76-118 감염시험을 수행하였지만 폐사 개

체가 발생하지 않았다.

3.2 Balb/c 마우스 치사 확인 시험 결과

  1차 시험에서 5주령 마우스를 이용하여 HTNV 76- 
118 감염시험을 수행하였지만 폐사 개체가 발생하지 

않았다. 2차 시험에서 3주령 마우스에 HTNV 76-118을 

감염시킨 포유마우스 뇌 유제액을 이용하여 감염시험

을 수행하였지만 역시 폐사 개체는 발생하지 않았다.

3.3 C57BL/6 마우스 치사 확인 시험 결과

  9주령 마우스를 이용하여 HTNV 76-118 감염시험을 

수행하였지만 폐사 개체가 발생하지 않았다.

3.4 ICR 마우스 치사 확인 시험 결과

  15일령 마우스를 이용하여 HTNV 76-118을 IC 투여 
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시 투여용량에 따른 체중 감소(Fig. 1), 활동성 저하, 
경련과 같은 임상 증상이 확인되었다. 투여용량에 따

라 8-9일 후부터 폐사 개체가 발생하였고(Fig. 2), 
G2-G4 군에서 바이러스 투여 후 9일 후 모두 폐사하

였다(Table 12).

Fig. 1. Body weight change of 15-day-old ICR mouse. 

Mice were injected intracranially with HTNV

Fig. 2. Survival rate of 15-day-old ICR mouse. Mice 

were injected intracranially with HTNV

Table 12. Challenge Results of 15-day-old ICR mouse

Group
HTNV* 

(pfu/head)
Dead/Total

Mortality 
rate (%)

G1 1 × 101 7/8 87.5

G2 5 × 101 8/8 100

G3 1 × 102 8/8 100

G4 5 × 102 8/8 100

*Injection route: IC

Fig. 3. Body weight change of 3-week-old ICR mouse. 

Mice were injected intracranially with HTNV

Fig. 4. Survival rate of 3-week-old ICR mouse. Mice 

were injected intracranially with HTNV

Table 13. Challenge Results of 3-week-old ICR mouse

Group
HTNV* 

(pfu/head)
Dead/Total

Mortality 
rate (%)

G1 Media 0/5 0

G2 5 × 101 1/5 20

G3 1 × 102 3/5 60

G4 2 × 102 3/5 60

G5 5 × 102 2/3 66.7

G6 2 × 103 5/5 100

*Injection route: IC

  15일령에서 폐사 개체가 확인되었지만, 더 큰 개체

에서도 바이러스에 의한 폐사를 확인하기 위해 3주령 

개체를 이용하여 시험을 진행하였다. 투여용량에 따라 
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체중 감소(Fig. 3), 활동성 저하, 경련 등과 같은 임상 

증상이 확인되었으며, 투여 7일 후부터 체중 감소하기 

시작하여 투여 8일 후부터 폐사 개체가 발생하였다

(Table 13), (Fig. 4).
  그러나 같은 용량을 3주령 ICR 마우스에 IP 투여했

을 때에는 체중 감소 등의 증상이 발현되지 않았고 

폐사 역시 발생하지 않았다.
  3주령 마우스에서 HTNV 76-118 IC 투여 시 폐사 

개체가 확인되었지만, 3주령 마우스는 개체 일령 차이

(20-22일령)가 있어 실험의 정확성을 위해 젖먹이 마

우스를 20일령까지 모체와 함께 사육한 후 20일령에 

어미로부터 분리하여 실험을 추가 진행하였다. 20일령 

마우스에 HTNV 76-118을 IN 투여했을 때 체중 감소 

등의 임상 증상이 발현되지 않았고 폐사 역시 발생하

지 않았다.

Table 14. LD50 Results of 20-day-old ICR mouse

Group
HTNV* 

(pfu/head)
Dead/Total

Mortality 
rate (%)

G1 Media 0/3 0

G2 3.125 6/10 60

G3 6.25 7/10 70

G4 12.5 9/10 90

G5 25 9/10 90

G6 50 10/10 100

*Injection route: IC

Fig. 5. Body weight change of 20-day-old ICR mouse. 

Mice were injected intracranially with HTNV

Fig. 6. Survival rate of 20-day-old ICR mouse. Mice 

were injected intracranially with HTNV

3.5 ICR 마우스 반수치사량 산정 결과

  20일령 ICR 마우스를 이용하여 HTNV 76-118을 IC 
투여 시 투여용량에 따른 체중 감소(Fig. 5), 활동성 저

하, 경련과 같은 임상 증상이 확인되었다. 투여용량에 

따라 8-9일 후부터 폐사 개체가 발생하였고(Fig. 6), G1 
군에서는 바이러스 투여 후 9일 후 모두 폐사하였다

(Table 14). 20일령 ICR 마우스의 HTNV 76-118의 반수

치사량은 probit analysis로 분석한 결과 2.356 PFU/head
로 산정되었다.

4. 결론 및 고찰

  본 연구에서는 한탄바이러스에 대한 치사 모델을 

확립하기 위하여 햄스터, 마우스를 대상으로 다양한 

주령 및 일령에서 투여 시험을 수행하였다. 햄스터의 

경우 보고된 바에 따르면 6-10 주령 시리안 햄스터에 

HTNV 76-118 103 PFU를 IM(intramuscular) 투여했을 

때 무증상 감염으로 폐사가 발생하지 않았다[10]. 본 

연구에서는 24일령, 5주령의 시리안 햄스터에 HTNV 
76-118 2×103~5×105 PFU를 IP 투여했고 그 결과 임

상 증상이 발현되지 않았고 폐사 역시 발생하지 않았

다. 2002년에 8주령 BALB/c 마우스와 8주령 C57BL/6 
마우스에 HTNV 76-118 105 PFU를 IP로 투여했을 때 

폐사한다는 보고가 있었지만[13], 그 후 2006년에 

Klingström 등이 6-8주령 BALB/c 마우스에 HTNV 
76-118 8×105 PFU를 IP로 투여했을 때와 C57BL/6 마

우스에 HTNV 76-118 105 PFU를 IP로 투여했을 때 증

상 발현 및 폐사가 발생하지 않았다고 보고했다[14]. 
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따라서 본 연구에서는 그 결과를 확인하기 위하여 5
주령 BALB/c 마우스와 9주령 C57BL/6 마우스에 

HTNV 76-118을 IP 경로로 투여하였을 때 Klingström 
등이 보고한 바와 마찬가지로 체중 감소 등의 임상 

증상이 발현되지 않았고 폐사도 발생하지 않았다. 추

가시험으로 동물에서 배양한 바이러스 감염으로 인한 

치사 가능성을 확인하기 위하여 3주령 BALB/c 마우

스에 HTNV 76-118 감염시킨 포유마우스의 뇌유제액

(~4×105 PFU)을 이용하여 감염시험을 수행하였으나 

세포에서 배양한 바이러스와 마찬가지로 임상 증상 

및 폐사는 발생하지 않았다. 태어난 지 24시간 이내

의 BALB/c 마우스에 HTNV 76-118을 IC 또는 IP 투

여했을 때 22.2 %의 폐사율을 보였다는 보고에 반해[3] 
ICR 마우스의 경우 출생 후 72시간 이내의 젖먹이 마

우스에 HTNV 76-118을 투여했을 경우 투여 경로(IC, 
IP, IM, 그리고 SC)에 상관없이 100 % 치사한다는 보

고가 있었다[15]. 본 연구에서는 15, 20일령 ICR 마우

스와 3주령 ICR 마우스에 IC 경로로 HTNV 76-118을 

투여하였을 때에는 폐사하는 것을 확인하였고 3주령 

ICR 마우스에 HTNV 76-118을 IP 경로로 투여하였을 

때와 20일령 ICR 마우스에 HTNV 76-118을 IN 경로

로 투여하였을 때에는 증상 발현 및 폐사가 발생하

지 않는 것을 확인하였다. 20일령 이상의 ICR 마우

스는 젖먹이 마우스와는 다르게 HTNV 76-118 투여 

경로에 따라 폐사하거나 폐사하지 않는 것을 확인하

였고 또한 HTNV 76-118을 IC 투여했을 때 마우스 

일령이 올라감에 따라 치사율이 낮아지는 것을 확인

하였다.
  본 연구진은 향후 HTNV에 대한 치료제 개발 시 동

물평가를 위해 치사모델을 개발하고자 연구를 수행하

였다. 본 연구에서 HTNV 76-118의 20일령 ICR 마우스 

IC 투여 반수치사량은 2.365 PFU/head로 산정되었다. 
본 시험을 통하여 확보된 시험결과는 HTNV 76-118 
투여 시 젖먹이가 아닌 마우스에서 반수치사량을 산

정한 최초 결과로 치료제 효능평가에 큰 도움이 될 

것으로 기대된다.

후        기

  본 논문은 국방과학연구소 과제(과제번호: 912664201)
의 연구 산출물입니다.
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