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            Abstract
          
        

        
          Apiculture has been taking an important role for agriculture to provide the pollinators. In Korea, the major pollinators for agricultural and horticultural production are the Western honeybee (Apis mellifera) and the Asian honeybee (Apis cerana). Until late 2000s, the Asian honeybee has been responsible for 20% of the Korean apiculture, however, the majority of the Asian honeybee population was decimated by the sacbrood virus (SBV). In the meantime, molecular technologies have been developed to diagnose the SBV infected honeybees and to suppress the SBV by the RNA interference techniques. Recently, the industrialization of double-stranded RNA (dsRNA) as SBV inhibitor is at hand by virtue of the technological progress. This review article is to summarize the numerous efforts of the last decade to overcome the threats of SBV outbreak to protect Asian honeybees in Korea.
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      양봉꿀벌 (Apis mellifera L.)은 전 세계적으로 가장 널리 이용되고 있는 화분매개곤충이다. UN 보고서에 따르면 꿀벌이 세계 식량의 90%를 생산하는 124개의 경제작물 중 70% 작목의 수분을 가능케 한다 (Klein et al., 2007). 현재 국내에서는 양봉꿀벌과 재래꿀벌 (Apis cerana F.)이 사육되고 있다. 양봉꿀벌에 비하여 재래꿀벌은 2,000년 이상 국내에 토착화된 꿀벌로서, 우리나라의 기후, 환경 및 생태계에 적응하였으며, 냄새 감지 능력이 발달하여 다양한 밀원을 이용하는 차별화된 능력을 보인다 (이 등, 2011). 또한 재래꿀벌은 고정 사육 형태를 취함으로써 식물 생태계의 안정적인 화분매개자로서의 기능을 하며 환경 적응능력이 뛰어나, 각종 병해충에 대하여 저항성을 보이고 있다 (이 등, 2011). 이러한 재래꿀벌의 특성은 양봉농가의 경제적 소득 증가에 크게 기여하고 있다.

      전 세계적으로 꿀벌 화분매개에 의한 경제적 기여 가치는 약 145억 달러에 달하는 것으로 보고되었다 (Tirado et al., 2013). 2016년 미국 양봉업계에 따르면 꿀벌의 화분 매개에 의한 미국 내 총 수익은 4,111억 원으로 집계되었다. 국내의 꿀벌에 의한 경제적 가치는 주요 과수작물과 과채류 작물 생산의 50% 이상으로 약 6조 원의 경제적 기여를 하는 것으로 보고되었다 (Jung, 2008). 따라서 꿀벌 개체수의 감소는 농업과 경제 전반에 있어 큰 영향을 미칠 수 있을 것이다.

      2006년 봉군붕괴증상 (Colony Collapse Disorder, CCD)이 미국 플로리다주에서 발생한 이후 유럽과 남미 등 전 세계적으로 CCD 현상이 보고되고 있다. CCD의 원인으로는 병해충, 농약, 기후변화, 장수말벌 등 다양한 요인들의 상호작용으로 나타나고 있다 (vanEngelsdorp et al., 2009). 국내의 경우, 2010년 바이러스성 전염병 중 하나인 낭충봉아부패병 (Sacbrood virus, SBV)의 발생으로 인해 2010년 국내 재래꿀벌의 90%가 폐사하였으며, 천연 꿀 생산량 역시 2014년부터 89% 정도 감소하였다고 보고되고 있다 (Choi et al., 2010).

      낭충봉아부패병을 매개하는 Sacbrood virus (SBV)는 단일가닥 positive-sense RNA 바이러스로서 바이러스의 유전체인 RNA 가닥 자체가 mRNA의 역할을 하여 일부분을 그대로 번역 (translation)할 수 있다. 양봉꿀벌에서 낭충봉아부패병을 일으키는 SBV는 재래꿀벌에서 낭충봉아부패병을 일으키는 바이러스 (Chinese Sacbrood Virus, Thai Sacbrood Virus 또는 Korean Sacbrood Virus)와는 염기서열 상동성에서 차이를 보인다. 재래꿀벌에 감염되는 낭충봉아부패병 바이러스가 2008년 중국의 양봉산업에 큰 피해를 입히고, 한국에서도 2008년 첫 발생이 확인된 이후 2010년 피해지역이 점차 확산되어, 40만 개가 넘었던 벌통 수가 2016년 1만 개로 줄었다는 농림축산식품부의 보고와 많은 기사를 찾아볼 수 있다. 발생 초기의 연구는 “국내 꿀벌에서의 Sacbrood virus (SBV) 진단 (김 등, 2008)”, “낭충봉아부패병 신속 진단을 위한 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)법 개발 (Yoo et al., 2012)”, “면역크로마토그래피법을 이용한 낭충봉아부패병 야외신속진단법 개발 및 적용에 관한 연구” (조 등, 2015) 등과 같이 분자진단 위주의 연구가 진행되었으며, 추후에 재래꿀벌의 유전체 연구 (권 등, 2014)가 진행되고 난 이후 진단 이외의 다양한 연구들이 수행되기 시작하였다.

      RNA 간섭현상 (RNA interference, RNAi)은 DNA상의 유전자 (gene)가 전사작용 (transcription)에 의해 mRNA가 되고, 전사된 mRNA가 번역작용 (translation)에 의해 단백질이 되는 현상 중, mRNA가 간섭을 받아 단백질이 발현되지 못하는 현상이다 (Fire et al., 1998). 본 현상은 세포 내에서 세포 자체의 유전자 발현량을 조절할 때 쓰이기도 하지만, 외부로부터 침입한 DNA 혹은 RNA 바이러스가 전사나 번역을 하고자 할 때 RNA 간섭을 통해 그 발현을 억제하는 역할 또한 수행한다. 곤충에서 RNA 간섭현상의 작용기작은 단일가닥인 mRNA 염기서열의 일부분 (약 200~500 bp)을 인위적으로 상보적인 이중가닥으로 만들어 세포에 제공하면 이 이중가닥 RNA (double-stranded RNA, dsRNA)는 염기서열이 같은 mRNA를 염기서열 특이적으로 분해하는 현상을 유도한다. 그리하여 바이러스의 염기서열 일부분에 해당하는 dsRNA를 인위적으로 제작하여 꿀벌의 바이러스를 억제하여 생존율을 높인 다양한 연구가 진행되었다.

      본 논문에서는 국내에 재래꿀벌 낭충봉아부패병 발생 이후 진행된 연구 (국가과제 및 특허)를 되짚어보고, 특히 dsRNA를 이용한 낭충봉아부패병 치료/억제 연구에 관련된 부분들을 모아 그 효용성과 가능성을 제고하고자 한다.

    

    

  
    
      본 론
      
        1. 재래꿀벌 유전체 분석 이전의 연구 과제 보고서
        2009년~2010년 사이 심각해진 낭충봉아부패병을 파악하고 그 치료법을 연구하고자 많은 연구들이 수행되었다. 그 첫 번째 연구가, 수의과학기술개발연구사업의 일원으로 연구기획과 기생충 및 곤충연구실의 강승원 과제책임자가 수행한 과제 “재래꿀벌 낭충봉아부패병 방제에 관한 연구”였다 (강 등, 2011). 본 연구는 2010부터 2011년 사이 국내 재래꿀벌 낭충봉아부패병 발생현황을 조사하고, PCR 및 qPCR 방법을 통한 꿀벌 낭충봉아부패병 진단법을 개발하는 동시에 이 바이러스의 유래가 극동아시아 (Far Eastern Asian genotype) 지역형임을 밝혔다. 또한, 낭충봉아부패병을 치료하기 위해 티몰, 안정화이산화염소, 은용액 3종, 쑥효소 등과 같은 화학제 및 천연물질 치료제 선발 및 야외 효능에 대한 검사를 진행하였다. 본 연구는 낭충봉아부패병에 대한 첫 공식적인 방제법에 대한 연구를 진행했을 뿐만 아니라, 낭충봉아부패병 예방 및 치료를 위해 선발된 약제에 대한 실험실 내 애벌레 실험 (인공배양기술 확립)을 진행했다는 것에 큰 의의가 있다.

        그 이후 2012년 전남대학교대학원 수의학과에서 최세은 박사의 연구 논문으로 “국내 꿀벌의 주요 바이러스 감염률 및 낭충봉아부패병 바이러스 분자생물학적 특성 조사” 라는 제목으로 국내 재래꿀벌의 바이러스 감염률을 전국적으로 확인하고 그중 가장 감염률이 높은 낭충봉아부패병의 분자생물학적 특성을 염기서열 분석과 계통유전학적 연구 (phylogenetic study) 등 다양한 방법으로 바이러스를 연구하였다 (Choe, 2012). 하지만 유전체가 완성되지 않은 재래꿀벌의 분자생물학적 연구에는 한계가 있었다.

        이후, 2014년 케모피아라는 회사가 주관연구기관으로 “이산화염소를 활용한 재래꿀벌 낭충봉아부패병 예방, 치료용 경구 조성물”이란 과제로 농림축산식품부의 보안과제로 나오게 된다 (조 등, 2014). 이전 연구의 세부화 및 연속화로, 낭충봉아부패병 방제에 가장 우수하고, 친환경적인 살바이러스제인 이산화염소를 이용하여 낭충봉아부패병 방제효과 확인 및 치료용 경구 조성물 제작과 서방형 (slow-releasing) 소독기를 개발하여 현장 적용을 시도하였다.

      

      
        2. 재래꿀벌의 유전체 분석 및 dsRNA를 이용한 Sacbrood virus 억제 실험
        “재래꿀벌 기능 유전체 발굴 및 분석을 통한 유전육종기술 개발”이란 제목으로 재래꿀벌에 대한 유전자적 정보를 본격적으로 쌓은 농촌진흥청 연구 과제 (과제번호: PJ009031)로서, 분자생물학적 마커뿐만 아니라, 유전자의 구조 및 다양한 실험의 기반이 되는 유전체 연구를 진행한 논문을 발표하였다 (권 등, 2014). 또한, 위의 유전체 연구를 통해 재래꿀벌 질병 관련 기능유전체뿐만 아니라 후각, 화학감각, 면역, 신경펩타이드, 유용유전자 등을 구명하는 데 도움이 되는 주요 연구 성과를 남겼다. 또한, RNAi 기술을 이용한 SBV 증식 억제효과를 검정하였다. 본 실험에서는 SBV의 외피단백질인 vp1 (Major capsid protein Virion Protein 1)과 RdRp (RNA dependent RNA polymerase) 유전자의 염기서열 일부분을 표적으로 하여, 이들 유전자의 일부 절편에 해당하는 cDNA를 L4440 플라스미드 벡터에 클로닝하고 HT115 (DE3) 대장균 균주에 형질전환한 후 배양하여 dsRNA의 대량생산을 진행하였다. 이와 같이 생산된 dsRNA를 바이러스 억제제로써 사용하기 위해 일벌에게 24시간 동안 총 3×107 copy의 바이러스를 경구접종하고 96시간 경과 후의 바이러스 증식을 qPCR로 확인한 결과, 바이러스의 농도가 약 6배 감소한 것으로 확인하였다. 농도별 바이러스 억제의 차이를 확인하기 위해 1.2 μg/일 및 4.8 μg/일의 농도로 vp1 dsRNA를 투여한 재래꿀벌 간의 SBV 검출량은 약 9.6배의 차이를 보여, 투여된 dsRNA의 양과 바이러스 억제에는 상관관계가 있음을 짐작할 수 있었다. 이러한 양상은 성충 외에도 유충을 이용한 실험에서도 비슷한 결과를 도출하였다. 이 연구를 통해 재래꿀벌의 유전체를 밝혀내면서 유전자를 이용한 바이러스 억제제 개발의 시발점이 되었다. 하지만, 이 연구에서 원하는 유전자 일부분을 L4440 플라스미드 벡터에 넣고 dsRNA를 대량생산하는 결과만 도출했을 뿐, 위에서 언급된 바이러스 억제 결과를 보여주는 정확한 데이터는 제시되지 않았다.

      

      
        3. dsRNA를 이용한 Sacbrood virus 억제 실내 실험 및 야외 실험 진행
        2016년부터 17년까지 “낭충봉아부패병 유전자치료제 야외 확대적용시험 (Field application of gene therapy for Sacbrood virus)”이란 제목으로 농립축산검역본부의 세균질병과 기생충 및 곤충질병연구실에서 수행한 과제이다 (조 등, 2017). SBV vp1 dsRNA (596 bp)를 유전자치료제로 사용하기 위해 소비 내의 꿀벌 애벌레를 세포배양용 24-well microtiter plate로 옮긴 후 35℃, 80%의 습도 조건하에 배양하여 dsRNA의 효과를 실험실 내에서 확인하였다. SBV 감염 실험을 통해 dsRNA 처리군과 미처리군으로 나뉘어 8일간 그 생존율을 비교해본 결과, 8일차에 vp1 dsRNA 처리군과 미처리군 간에 통계적으로 유의한 차이를 나타내는 결과를 얻었다. 또한, qPCR을 이용하여 SBV 인공감염 실험에 사용한 재래꿀벌 유충 내 SBV의 절대정량을 수행한 결과, Ct 값이 3.11 더 높아진 것을 확인하여, 바이러스의 양이 감소된 것을 정량적으로 확인하였다. SBV 인공감염 전과 후에 vp1 dsRNA를 처리하여 SBV 감염에 대한 예방 및 치료효과가 있는가를 확인해본 결과, 예방적 처리 봉군에서 낭충봉아부패병 공격접종에도 유충의 생존율 증가를 확인하였다. 이후, 재래꿀벌 낭충봉아부패병 발생농장 12개를 선정하여 그 농장의 감염량을 확인하고, vp1 dsRNA 적용시험군을 선정하여 야외 실험을 진행하였다. vp1 dsRNA 유전자치료제의 국내 재래꿀벌 농가적용 시 성봉과 유충에서 바이러스의 감소를 qPCR로 확인할 수 있었으며, vp1 dsRNA가 처리되지 않은 주변 봉장은 낭충봉아부패병 감염량이 빠른 속도로 증가되어 봉군붕괴현상이 진행되었다. vp1 dsRNA 투여방법을 스프레이식과 약제봉지를 소비 위에 올려놓는 두 가지 방법으로 진행하였으나, 두 방법 모두 낭충봉아부패병 감염량의 억제효과를 보였고, 투여량을 10 mg과 20 mg으로 다르게 제공하였을 시, 20 mg에서 상대적으로 효과적인 억제 양상을 보였다. 또한, 투여기간을 정하기 위해, 매주, 2주 및	4주 간격으로 투여하는 실험 수행 결과, 매주 20 mg씩 처리한 봉장에서 건강상태 증진 및 봉군 수 증식효과를 확인하였다. 이 결과를 도출한 보고서는 최근에 논문으로 출판되었다 (Yoo et al., 2023). 본 연구는 실험실 내의 연구에서 벗어나 야외 실험 그리고 야외 확대적용 실험을 통해 vp1 dsRNA가 낭충봉아부패병 억제제로서 효과가 있다는 것을 밝힌 의미 있는 연구이다. 하지만 봉장 간의 관리방법과 낭충봉아부패병 증상 발생 시의 관리방법의 차이, 양봉농가에서 제공하는 현장 결과를 이용한 과학적 데이터 도출의 미흡한 점 등이 보강되어져야 할 실험으로 남아있다.

      

      
        4. Bacillus를 이용한 dsRNA 대량생산 가능성 실험 및 바이러스 억제 실험
        2020년도에 나온 Park et al.의 논문에서는 Bacillus thuringiensis (Bt)를 이용하여 dsRNA를 생산해내고 이를 이용해 재래꿀벌의 낭충봉아부패병을 억제하고자 했다 (Park et al., 2020). 이 연구는 농촌진흥청의 “꿀벌 병해충 분자 제어 기술 개발” 과제의 연구 결과로서, 세균의 포자 형성 시에 살충성 결정 단백질을 합성한 후 세포가 스스로 용해되는 autolysis 현상을 보이는 Bacillus thuringiensis의 특성을 이용하였다. 기존의 세균을 이용한 dsRNA 대량생산은 대부분 형질전환시킨 대장균을 대량배양하여 세포를 파쇄한 후 이온교환수지 등을 이용한 일반적인 핵산추출 과정을 거치지만 (Zhang et al., 2016), Bt의 경우 포자 형성시기에 작동하는 프로모터를 이용하여 RNA를 합성하도록 제작된 벡터를 이용하면 autolysis에 의해 배양액 중으로 방출된 RNA의 정제과정을 단순화할 수 있는 가능성에 착안하였다. pBTdsSBV-VP1 벡터를 이용해 SBV의 vp1 gene의 일부분을 발현시키는 pBTdsSBV-VP1를 제작하여 vp1 dsRNA를 발현하도록 Bt 4Q7 균주에 형질전환하였으며, 이 Bt 4Q7/pBTdsSBV-VP1의 total RNA에 포함된 vp1 dsRNA를 1×109 copies/mL로 SBV를 접종시킨 재래꿀벌에게 경구투여하고 24, 48, 72시간 경과 후의 실험에서, 모든 시간대에서 SBV의 발현량이 낮아진 것을 RdRp (RNA-dependent RNA polymerase) 유전자의 qPCR (quantitative real-time PCR)을 통해 알 수 있었다. 동일한 dsRNA가 담긴 total RNA를 건강한 재래꿀벌에게 경구투여하였을 때에는 0.1~1.5 μg/μL의 농도에서 생존율에 변화가 없었다. 비록 Bt의 배양시간에 따라 dsRNA의 발현량이 달라지긴 했지만, Bt를 기반으로 생산한 dsRNA가 낭충봉아부패병의 발현량을 낮추는 데 효과가 있었다는 점에서는 Bacillus 세균을 이용한 dsRNA의 대량생산의 가능성을 확인한 의미 있는 연구이다. 다만, 배지의 영양분 상태가 autolysis 양상에 영향을 주기 때문에 Bt의 시간대별 최적 dsRNA 대량 발현시간을 찾는 것이 대량 발현의 열쇠일 것이다.

        Bt를 이용하여 생산한 dsRNA의 안전성 실험을 진행한 결과, pHT1K-SBV vp1백터를 이용해 생성된 dsRNA를 0.1~1.5 μg/μL의 농도로 10일 동안 계속 경구투여한 결과, 5 μg/μL 처리군에서는 3일간의 처리 후 20%의 치사율을 볼 수 있었으며, 3 및 1.5 μg/μL 처리군에서는 10일 경과 후 각각 15%과 5%의 치사율을 관찰할 수 있었다 (Park, 2018). Bt를 통해 만들어진 dsRNA가 섞인 total RNA를 먹인 결과에서 5 μg/μL의 농도에서 어느 정도의 치사율을 보인 것은, 과연 Bt의 발현에서 나온 것인지 dsRNA 자체에서 나온 것인지에 대한 추가 연구가 필요한 실정이다. 또한 본 연구가 진행되기에 앞서 많은 흥미로운 선행 연구가 진행되었다. Bt를 이용하여 vp1 dsRNA를 발현시켜 수행한 실험 외에도, vp1, vp3 그리고 RdRp 유전자의 일부분을 표적하는 dsRNA를 in vitro transcription 방법으로 주문 제작한 순수한 dsRNA를 이용하여 실험하였다. 109개의 SBV 분자수에 해당하는 바이러스를 재래꿀벌 일벌에게 접종하고 12시간 경과 후, 20 μg/mL과 50 μg/mL의 두 가지 다른 농도의 dsRNA를 혼합한 사양액을 48시간 동안 공급한 결과, 일벌 체내 바이러스량이 감소함을 확인하였다 (Park, 2018). 이는 vp1뿐만 아니라, vp3와 RdRp 등과 같은 다른 부위에 대한 dsRNA를 이용해도 바이러스를 억제할 수 있다는 것을 RdRp의 qPCR을 통해 간접적으로 증명한 것이다. 또한 흥미로운 결과는 효과 있는 위의 세 종류 dsRNA를 혼합하여 처리한 결과, 시너지효과는 발견되지 않았으며, 기존의 유충을 이용하여 수행한 연구와 달리, 봉군 내 자력으로 이동할 수 있는 능력이 없는 유충 간의 바이러스의 전파는 일벌이 매개하는 것으로 상정하여 일벌에서의 SBV의 감염 양상과 dsRNA에 의한 SBV의 억제효과에 주목하였다는 점이다.

      

      
        5. dsRNA를 이용한 낭충봉아부패병 억제제의 외국사례
        이미 외국에서는 2010년도부터 dsRNA를 이용한 꿀벌의 바이러스 질병을 치료제로 사용하였다. 그 예로 양봉꿀벌에 감염되는 이스라엘 급성 마비병 (Israeli Acute Paralysis Virus Disease)을 dsRNA를 통해 치사율과 전반적인 건강을 회복시킨 논문이 있다 (Hunter et al., 2010). 재래꿀벌의 낭충봉아부패병에 대한 연구 역시 비슷한 시기에 진행되었는데, Chinese sacbrood virus (CSBV)의 감염을 낮추기 위해 vp1을 표적하는 dsRNA를 대장균을 이용해 대량생산하여 2령 유충에게 1 μg을 먹인 결과, dsRNA를 투여하지 않고 CSBV에 감염시킨 양성대조군에 비해 유의적으로 유충의 생존율이 증가하였고, vp1의 발현량이 낮아지는 것을 확인하였다 (Liu et al., 2010; Zhang et al., 2016). 이 논문은 CSBV로 실험한 결과이긴 하지만, 바이러스의 유사성과 시퀀스의 상동성으로 볼 때 국내연구 결과와 유사한 결과를 보여주었다.

      

      
        6. 낭충봉아부패병 관련 국내연구 및 dsRNA를 사용한 재래꿀벌 실험
        2017년 국립생태원에서 양봉꿀벌에 대한 dsRNA의 급성섭식독성 평가를 진행하였다 (Lim et al., 2017). 여기서 사용된 dsRNA는 미국에서 최근 상용화된 SMARTSTAX PRO에 삽입된 dsRNA 시퀀스로, 서부옥수수뿌리벌레 (WCR, Diabrotica virgifera virgifera Leconte)를 방제하기 위해 옥수수에 발현시킨 dsRNA이다. 생태원에서는 이 dsRNA를 대량 발현시켜 꿀벌에 유해성평가를 시험해본 결과 꿀벌성충에 급성섭식으로 처리 시 유해하지 않음을 확인할 수 있었다.

      

      
        7. 생물학적 방법을 통한 낭충봉아부패병 조절
        2018년 농촌진흥청에서 흥미로운 연구가 진행되었다. 낭충봉아부패병을 요거트 분무, 양봉꿀벌 투입, 여왕 바꾸기 (requeen)와 같은 다양한 생물학적 방법 (biological methods)을 통해 그 효과를 검정해보았다 (Vung et al., 2018). 종을 섞는 방법과 요거트 분무 방법은 봉인된 유충수 (sealed brood)와 성충수에서 컨트롤과 별 차이가 없었으며, 두 방법 모두 낭충봉아부패병의 낮은 재발률을 보였다. In vitro 실험 결과 요거트가 재래꿀벌에 해롭지 않았고, 오히려 요거트가 내역봉의 위생행동 (hygienic behavior)을 도와준다는 것을 발견하였다.

      

      
        8. 낭충봉아부패병 진단용 항체 선정 및 증명 실험
        한국형 낭충봉아부패병을 일으키는 Sacbrood 바이러스 (AcSBV-Kor) 유전체 염기서열에 근거하여 외피단백질인 VP1과 VP2를 타겟으로 하여 각각의 재조합단백질을 생쥐에 면역 접종하여 항혈청을 획득하였다. 이 연구에서 사용된 rVP1과 rVP2는 항원결정부위를 가지고 있으며, 다클론항체 pAb-VP1과 pAb-VP2는 양봉농가에서 AcSBV 감염을 신속하고 편하게 탐색할 수 있는 진단키트로 활용될 수 있음을 발견하였다 (Lee et al., 2021). 또한, 콜로이드성 금입자를 접합한 단일클론항체를 이용한 면역크로마토래피 스트립 (ICS) 분석법을 통해 pAb-rVP1/mAb-VP1-1을 최종 항체로 선정하여 실험한 결과, 본 방법이 재래꿀벌 SBV의 사용자 친화적이고 빠른 감지를 위한 민감하고 구체적인 방법임을 증명하였다.

      

      
        9. 보고서 및 특허 분석
        2011년에 완료된 보고서부터 2021까지 마무리된 보고서를 보면, 30% 정도로 가장 큰 부분을 차지하는 연구 분야가 “진단” 관련이었고, 약 15% 정도가 육종관련 보고서로 작성되었다 (Table 1). 과제의 주관부처는 농림축산식품부가 51%로 14개의 보고서로 가장 많았고, 농촌진흥청이 29%로 8개의 보고서가 완성되었다. 27개의 보고서 중 22개의 보고서가 위의 두 기관에서 주관한 과제였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The list of the Sacbrood virus-related reports
          
          

        

        
          
            
              	Report number
              	Title
              	Category
            

          
          
            	TRKO201400001107
            	Studies on the Control of Sacbrood disease on the Korean native honeybee
            	Control
          

          
            	TRKO201800000355
            	Screening of therapeutic agent for the control of Sacbrood disease of honeybee
            	Control
          

          
            	TRKO201400001093
            	Studies on the Control of Sacbrood Disease of Honeybee and Foot and Mouth Disease Using Chlorine Dioxide
            	Control
          

          
            	TRKO201800001370
            	Development of total diagnosis system for the diseases in honeybee
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO201400001602
            	Development on culture and diagnostic method on Sacbrood disease virus from the Korean native honeybee
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO201400001603
            	Studies on the control effect on honey bee diseases by breeding system in Korean native honey bees
            	Breeding
          

          
            	TRKO201400005722
            	Development & On-Site Assessment of Oral Preventive and Therapeutic Agent and Multi-Purpose Disinfection Kit against Sacbrood Virus Disease of Honeybees using Chlorine Dioxide
            	Control
          

          
            	TRKO201600000708
            	Development of a multiplex PCR for rapid diagnosis and distribution survey of viral honeybee diseases in Korea and Vietnam
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO201600000677
            	Study on statistical analysis of livestock epidemics occurrence data and related epidemiological information
            	Analysis
          

          
            	TRKO201500010375
            	Research of genetic characterization and development of queen rearing about Apis cerana
            	Breeding
          

          
            	TRKO201500010365
            	Diagnosis and Echo-friendly Management of Honeybee disease
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO201600006686
            	Development of eco-friendly biological control technology and diagnosis of Sacbrood Virus and Foul Brood
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO202000031011
            	Studies on development and application of rapid detection method for sacbrood virus by immunochromatography in field
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO202000030899
            	Field application of gene therapy for Sacbrood virus
            	Control
          

          
            	TRKO201800042124
            	Field application of gene therapy for Sacbrood virus
            	Control
          

          
            	TRKO201700004519
            	Establishment of honey bee disease prevention and control measures - Sacbrood Virus and SHB
            	Control
          

          
            	TRKO201800043405
            	Development of Eco-friendly materials from Plants·Microorganisms to control honey bee disease and test of traps for catching Vespa velutina
            	Control
          

          
            	TRKO201800043258
            	Development of molecular control technology of honeybee disease and pests
            	Control
          

          
            	TRKO201900010408
TRKO202000026000
            	Production of polyclonal and monoclonal antibodies against Korean Sacbrood Virus (KSBV) for diagnosis
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO201900021486
            	MicroRNAs and Colony Collapse Disorder from Sacbrood virus-infected Korean honey bee (Apis cerana)
            	Control
          

          
            	TRKO202000030752
            	Development of microfluidics chip-based real-time reverse transcription polymerase chain reaction kit for detection of Sacbrood virus
            	Diagnosis system
          

          
            	TRKO202000030755
            	Surveillance of mite infestation and acaricidal resistance in Korean honeybee
            	Mite
          

          
            	TRKO202000030537
            	Preservation and management of agricultural bioresources
            	Analysis
          

          
            	TRKO202000030095
            	Research for regional adaptation of new Honeybee descent
            	Breeding
          

          
            	TRKO202000030194
            	Analysis of non-adaptive pattern of honey bees to unusual weather and development of its surveillance system
            	Analysis
          

          
            	TRKO202100009789
            	Development of improvement technology of honeybee valuable gene-based disease resistance character
            	Breeding
          

        

        

        특허정보검색서비스 키프리스 (http://www.kipris.or.kr)에 따르면 2011년부터 2021년까지 낭충봉아부패병에 관련된 특허가 30개 출원되었지만, 5개가 거절되었고, 1개는 취하했으며 3개는 현재 소멸된 상태이다 (Table 2). 그리하여 2011년부터 2020년까지 21개의 국내특허가 등록되어진 상태이다. 등록되어 있는 국내특허를 보면 예방과 치료에 관련된 특허가 9개 그리고 진단에 관련된 특허가 8개로 대부분을 차지하였다. “꿀벌의 낭충봉아부패병 바이러스 증식억제용 조성물이란 특허”는 2018년 출원되었으며 이 특허는 꿀벌 낭충봉아부패병 바이러스 증식을 억제할 수 있는 dsRNA를 대량으로 합성하고, 그 효과를 확인함으로써 꿀벌 낭충봉아부패병 바이러스 증식을 억제할 수 있는 조성물에 대한 것으로서, 이는 상술한 바 있는 농림축산검역본부의 낭충봉아부패병 유전자치료제 야외 확대적용시험 연구 과제에서 활용된 SBV의 vp1 유전자를 표적하는 dsRNA에 대한 특허이다. dsRNA를 사용한 방법 외에도 CRISPR/Cas9을 사용한 특허는 제이비바이오텍에서 “CRISPR/Cas9 기반 Bacillus subtilis 유전체 편집 메커니즘을 이용한 벌의 낭충봉아부패병 백신”을 개발하는 특허로 Bacillus subtilis 유래 포자의 genomic DNA의 endogenous cotG locus에 exogenous cotG를 코딩하는 서열과 링커를 코딩하는 서열 그리고 벌의 낭충봉아부패병 항원성 물질을 인코딩하는 서열이 삽입되어 있는 genomic DNA를 가진 포자가 만들어진다는 것이 이 특허의 특징이었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            The list of the Sacbrood virus-related patents
          
          

        

        
          
            
              	Application
number
              	Title of the patent
              	Status
              	Filing date
            

          
          
            	1020110114369
            	Developing chlorine dioxide gas disinfection device for the prevention and treatment of contagious bee diseases including Sacbrood virus
            	G
            	2011.11.04
          

          
            	1020110138322
            	Therapeutic and preventive agent for bees against Sacbrood virus
            	R
            	2011.12.20
          

          
            	1020120034281
            	Composition for immune enhancement of honey bee
            	G
            	2012.04.03
          

          
            	1020120072679
            	Composition for diagnosing Korean type Sacbrood virus and method for its diagnosis
            	G
            	2012.07.04
          

          
            	1020120151034
            	Composition for diagnosing Korean type Sacbrood virus and method for its diagnosis
            	R
            	2012.12.21
          

          
            	1020130032684
            	Method for cultivating and detecting Sacbrood virus
            	G
            	2013.03.27
          

          
            	1020130059750
            	Method of producing enzyme extract for the prevention and treatment of Sacbrood disease for Apis cerena
            	L
            	2013.05.27
          

          
            	1020130139938
            	Method for prevention and treatment of honey bee diseases by submerging a beedhive in ocher water
            	G
            	2013.11.18
          

          
            	1020140139133
            	Therapeutic and preventive method for honeybees Sacbrood virus
            	G
            	2014.10.15
          

          
            	1020140192347
            	Primary culture method of honey bee cells
            	G
            	2014.12.29
          

          
            	1020150084840
            	Device for blocking queen bees of Apis cerena and its application with management device for queen bees of Apis cerena
            	L
            	2015.06.16
          

          
            	1020150121907
            	Primer set for diagnosis of bee virus disease and diagnostic method of bee virus disease using the diagnostic kit
            	R
            	2015.08.28
          

          
            	1020150165179
            	Rapid diagnosis method for Sacbrood disease using high-speed PCR
            	G
            	2015.11.25
          

          
            	1020160085437
            	The entrance of native wooden beehive
            	L
            	2016.07.06
          

          
            	1020160141393
            	Efficient beehive for extracting honey
            	G
            	2016.10.27
          

          
            	1020170118433
            	Multiplex kit for detecting honey bee-virus and its application
            	R
            	2017.09.15
          

          
            	1020170181030
            	A cell line derived from pig kidney for mass proliferation for Sacbrood virus and its application
            	G
            	2017.12.27
          

          
            	1020180056612
            	Formulation for inhibiting the proliferation of honey bee Sacbrood virus
            	G
            	2018.05.17
          

          
            	1020180103255
            	Composition for diagnosing Korean type Sacbrood virus and its diagnosis kit
            	W
            	2018.08.31
          

          
            	1020180140036
            	A Sacbrood virus inhibitor for honey bees using small interfering RNA (siRNA)
            	R
            	2018.11.14
          

          
            	1020190017723
            	Formulation for inhibiting the proliferation of honey bee Sacbrood virus and method for application
            	G
            	2019.02.15
          

          
            	1020190020657
            	Development of microfluidics chip-based real-time reverse transcription polymerase chain reaction kit for detection of Sacbrood virus
            	G
            	2019.02.21
          

          
            	1020190034474
            	Primers and probes for detecting Sacbrood disease, American foulbrood, and European foul brood and its application method
            	G
            	2019.03.26
          

          
            	1020190072858
            	Resistance strain, Baedoobee, against Sacbrood virus
            	G
            	2019.06.19
          

          
            	1020190134910
            	Development of a Sacbrood vaccine for bees using the CRISPR/Cas9-based genome editing mechanism of Bacillus subtilis
            	G
            	2019.10.28
          

          
            	1020190146462
            	Diagnostic primer set for honey bee Sacbrood disease, diagnostic method and kit
            	G
            	2019.11.15
          

          
            	1020190146460
            	Diagnostic primer set for virus disease of honey bee including Sacbrood disease and its application for virus disease diagnosis
            	G
            	2019.11.15
          

          
            	1020190164853
            	Manufacturing method of chalkbrood disease treatment for honeybees
            	G
            	2019.12.11
          

          
            	1020200027567
            	Monoclonal antibodies specifically binding to Korean Sacbrood virus and its application
            	G
            	2020.03.05
          

          
            	1020200074811
            	Composition for discriminating Apis cerena with resistance to Sacbrood disease
            	G
            	2020.06.19
          

        

        
          
            G: Granted, R: Rejected, W: Withdraw, L: Lapsed.
          

        

        

      

    

    

  
    
      결 론
      화분매개의 역할부터 다양한 산물을 제공하는 재래꿀벌과 양봉꿀벌의 중요성은 시간이 갈수록 더욱 더 부각되고 있다. 이상기후와 여러 종의 응애 그리고 다양한 질병으로부터 벌들을 지켜내기 위한 노력은 지금도 많은 기관과 대학에서 이루어지고 있다. 2010년 이후 재래꿀벌은 다양한 질병 중 낭충봉아부패병에 의해 봉장과 봉군이 10분의 1 이하로 줄었고, 지금도 마땅한 방제방법이 없어 현장에 재래꿀벌을 키우고 있는 양봉농가들은 어려움을 겪고 있다.

      초기 연구들이 SBV의 진단에 집중된 이후 현재 낭충봉아부패병이 제2종 가축전염병으로 지정되어, 다양한 진단 시약들이 개발되어 인증을 받았으며, PCR 방식뿐만 아니라 신속한 진단을 위한 항체 및 바이오센서 기반의 다양한 진단방법 역시 개발되고 있다 (Table 2). 여러 연구 논문들을 통해 dsRNA를 이용한 SBV의 억제효과가 입증된 이후, 바이러스 억제제로서의 실용화를 위해 dsRNA 대량생산 시스템의 개발이 시도되었으며, 저비용의 in vitro transcription 기술 개발을 위한 노력도 현재 진행되고 있어, 국내 기업에 의해 이러한 방식으로 생산된 dsRNA를 이용한 낭충봉아부패병 억제제 구성물이 야외 임상실험을 거쳐 품목허가를 진행 중에 있다.

      해외의 경우에도 농업에 dsRNA를 활용하기 위해 저비용으로 dsRNA의 대량생산, 효율성과 안정성 제고를 위한 전달체, 제형, 분자 구조의 개선 등에 특화된 Greenlight Bioscience, RNAiSSANCE AG, AgroSpheres, NanoSUR 등의 기업들이 근시일 내에 제품화를 추진하고 있어, 다방면으로의 dsRNA 실용화가 근시일 내에 이루어질 것으로 기대되며, 이러한 기술들을 바탕으로 재래꿀벌의 개체수 복원을 위한 치료/억제제의 개발과 함께 육종과 영양에 관한 연구 그리고 국가/도시의 행정적 지원이 뒷받침된다면 재래꿀벌 봉군을 증가시키는 데 많은 도움이 될 것이다.
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