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서 론

Reoviridae과(Family)에 속하는 로타바이러스는 어린

아이는 물론 여러 종류의 동물에서 급성장염을 일으키

는 원인체로 알려져 있다.
1-3
로타바이러스의 유전자는

11개의 분절로 되어 있는 dsRNA로 각각의 유전자는 6

개의 구조단백질(VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7)과 5개

의비구조단백질(NSP1∼5) 중 하나를 encoding하며 triple

layered protein capsid, 즉 outer capsid, inner capsid, 그리

고 core protein으로 싸여 있다
4-8
.

Inner capsid 단백질인 VP6는 subgroup 특이성을 가지

고 있으며 outer capsid 단백질인 VP4와 VP7은 각각 P
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Abstract : The nonstructural glycoprotein NSP4, encoded by the 10th gene of rotavirus, has been known
to play important roles in viral assembly and pathogenesis. The NSP4 genes of human rotavirus Korean
isolates, designated as CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3, and CBNU/HR-4, were cloned, sequenced
and characterized. Also, the NSP4 gene of the CBNU/HR-1 was expressed in a baculovirus-insect cell
system. The sequence data indicated that the NSP4 genes of human rotavirus Korean isolates were 750 or
751 bases in length and encoded one open reading frame of 175 amino acids. Two glycosylation sites were
recognized in the NSP4 gene of human rotavirus isolates tested. The NSP4 of CBNU/HR-1, CBNU/HR-3,
and CBNU/HR-4 exhibited a high degree of amino acid sequence homology with that of NSP4 genotype
B viruses, but a low degree of amino acid sequence homology with that of NSP4 genotype A viruses.
However, the NSP4 of CBNU/HR-2 exhibited a high degree of amino acid sequence homology with that
of NSP4 genotype A viruses, but a low degree of amino acid sequence homology with that of NSP4
genotype B viruses. The Sf9 cells infected with recombinant baculovirus, inserted with NSP4 gene of
CBNU/HR-1, produced specific cytopathic effects and the expressed NSP4 was detected by
immunofluorescence staining using NSP4-specific monoclonal antibody(MAb). The expressed NSP4
migrated at 16-26 kDa on SDS-PAGE and reacted with NSP4-specific MAb by Western blotting.
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type(Protease sensitive protein type) 혈청형과 G type

(Glycoprotein type) 혈청형을 결정하며 이들은 독립적으

로 중화항체형성에 관여하여 바이러스 감염시 방어에

중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다
9,10

.

로타바이러스의 10번째 유전자에 의하여 encoding 되

는 비구조단백질 중의 하나인 NSP4는 당단백으로서 로

타바이러스의 morphogenesis에 관여하며 calcium 의존

신호전달경로에의한 chloride 분비를야기시키는 enterotoxin

으로 작용하여 로타바이러스의 병원성에 중요한 역할을

하는 것으로 알려져 있다
11-18

. 특히 Zang et al
19
은 돼지

로타바이러스의 NSP4에서 병원성과 관련된 부위를 확

인하기 위해 병원성이 강한 돼지 로타바이러스와 이를

약독화시킨 바이러스의 NSP4 유전자 염기서열을 비교

분석하여 염기서열 432-461(아미노산서열 131-140) 부위

가 병원성과 관련이 있는 것을 확인하고 mouse를 이용

한 생체 내 실험과 장 상피세포를 이용한 in vitro 실험

을 통하여 증명하였다. 최근에 Ciarlet et al
20
은 사람을

포함한 여러 동물 유래의 로타바이러스를 이용하여

NSP4 유전자의 종특이성 및종간의 관련성을 조사한결

과 4개의 서로 다른 NSP4 allele가 존재함을 보고하였다.

국내에서는 Back et al
21
이 국내에서 분리된 소 로타바

이러스의 NSP4 유전자의 염기서열을 확인하여 보고

하였다.

본 연구에서는 국내에서 어린 아이의 설사분변으로부

터 분리한 혈청형이 서로 다른 4개의 사람 로타바이러

스 NSP4 유전자를 크로닝하고 염기서열을 확인하여 이

미 보고된 로타바이러스의 NSP4 유전자와 비교하였으

며 NSP4의 분자생물학적인 특성을 규명하기 위해

baculovirus expression system을 이용하여 NSP4 유전자를

발현시켰다.

재 료 및 방 법

바이러스와 세포

국내에서 어린 아이의 설사분변으로부터 분리하여 조

직배양에 순화된 사람 로타바이러스 CBNU/HR-1,

CBNU/HR-2, CBNU/HR-3, 그리고 CBNU/HR-4를 사용하

였다. 이들 바이러스는 각각의 혈청형에 특이적으로 반

응하는 단크론항체를 이용한 효소면역법과 VP7의 염기

서열분석으로 각각 G1, G2, G3 그리고 G4로 확인되었

다(자료미제시). 이들 바이러스는 원숭이 신장세포 유래

인 MA104 세포에서 Saif et al
22
의 방법으로 배양하였다.

바이러스 RNA 추출과 정제

로타바이러스 RNA는 Rosen et al
23
의 방법을이용하여

추출하고 RNaid
Ⓡ
KIT with SPIN

TM
(BIO 101, Inc., USA)을

사용하여 제조사의 술식에 의하여 정제하였다. 정제한

RNA는 DEPC(Diethylpyrocarbonate)로 처리된 증류수에

용해하여 -20℃에 보관하면서 실험에 사용하였다.

RT-PCR(Reverse transcriptase-polymerase chain

reaction)
NSP4 유전자는 NSP4 특이 primer를 사용하여 Gouvea

et al
24
의 방법에 따라 RT-PCR을 수행하였으며 NSP4 특

이 primer는 GenBank의 data를 기초로 하여 NSP4 유전

자 전체(750-751bp)를 증폭할 수 있도록 제작하였다. 순

수 분리한 RNA 10 ㎕에 2 ㎕의 DMSO(Dimethylsulfoxide)

를 첨가하고 95℃에서 5분간변성시킨후 얼음에 옮겨 5

분간 방치하였다. 10,000 rpm에서 5초간 원심한 후

DEPC 처리된 증류수 20 ㎕, 5× first strand buffer 10 ㎕,

0.1 M DTT 5 ㎕, 10 mM dNTP 2 ㎕, RNase inhibitor 1

㎕, reverse transcriptase(200 U/㎕) 1 ㎕을 순서대로 넣어

반응용량 50 ㎕를 37℃에서 60분간 반응시켜 cDNA합성

을 하였다. 합성된 cDNA template 10 ㎕에 DEPC 처리된

증류수 63 ㎕, 10× PCR buffer 10 ㎕, 25 mM MgCl2 12

㎕, 10 mM dNTP 2 ㎕, forward primer(5'-GGCTTTT

AAAAGTTCTGTTC-3') 1 ㎕, reverse prime(5'-GGTCAC

ACTAAGACCATTCC-3') 1 ㎕, Taq DNA polymerase(5

U/㎕) 1 ㎕를 넣어 전체반응용량 100 ㎕를 pre-PCR(95℃,

5 min), PCR (denaturation 94℃/45 sec, annealing 50℃/45

sec, extension 72℃/1 min, 25 cycles) 그리고 post-PCR(7

2℃, 7 min)을 핵산증폭기(GeneAmp PCR system 2400,

Perkin- Elmer, USA)를 사용하여 실시하였다. 반응산물

은 1% agarose gel 상에서 100 volt로 30분 간 전기영동

한 뒤 ethidium bromide로 염색하여 band를확인하였으며

증폭된 NSP4 유전자크기는 1 kb DNA ladder (GibcoBRL,

USA)를 같이 전기영동함으로써 확인하였다.

Cloning 및 염기서열 분석

NSP4 PCR 반응산물은 pGEM
Ⓡ

T easy vector system II

(Promega, USA)를 이용하여 제조사의 술식에 따라 크로

닝하였다. Recombinant plasmid로 competent cell을 형질

전환시킨 후 ampicillin(50 mg/ml, Amresco, USA), IPTG

(Isopropylthio-β-D-galactoside, 20 mg/ml, Amresco), 그리

고 X-gal(5-bromo-4-chloro-3-indoly-β-D-galactoside, 20

mg/ml in Dimethylformamide)이 첨가된 LB agar에서 무

색투명한 집락을 골라내어 ampicillin이 첨가된 LB broth

에 배양한 다음 one step plasmid mini- preparation법
25
으

로 plasmid DNA를 분리하여 cDNA의 삽입여부를 확인

하였다. cDNA 삽입여부는 추출된 plasmid를 EcoRI (10
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U/㎕, GibcoBRL)으로 37℃에서 1시간 반응하여 벡터와

insert를 소화시킨 후 1% agarose gel 상에서 전기영동하

여 insert의 삽입유무와 크기를 확인하였다.

DNA 염기서열은 automatic DNA sequencer 310(Perkin-

Elmer)으로 확인하고 Clustal W와 DNASIS 프로그램을

이용하여 비교 분석하였다.

Baculovirus expression system을 이용한 NSP4

유전자 발현

(1) 세포

Spodoptera frugiperda 9(Sf9) 세포는 yeastolate, lactoal-

bumin hydrolysate, fetal calf serum(FCS)이 첨가된 Grace's

insect media를 사용하여 배양하였다.

(2) 재조합 바이러스 생산

Polyhedrin promoter를 포함하고 있는 baculovirus

expression vector인 pCR
Ⓡ
Bac(Invitrogen, USA)에 NSP4

유전자를 삽입하여 만든 발현 vector pCR BacNSP4는

Bac-N-blue
TM

transfection kit(Invitrogen)를 이용하여 제조

사의 술식에 따라 작성하였다. 즉 Bac-N-blue wild type

DNA 10 ㎕(1 ㎍)에 recombinant transfer plasmid DNA(1

㎍/㎕) 4 ㎕, FCS가 함유되어 있지 않은 Grace's insect

media 1 ㎖, 그리고 InsectinPlus liposomes 20 ㎕를가하여

잘 혼합한 다음 실온에서 15분간 반응하였다. FCS가 함

유되어 있지 않은 Grace's insect media로 3회 세척한 Sf9

단층세포에 transfection 혼합액을한방울 씩 떨어뜨린 후

실온에서 4시간 동안 천천히 흔들며 배양한 다음 10%

FCS가 첨가되어 있는 complete Grace's insect media 1 ml

를 넣어 plate를 밀봉한 후 27℃에서 72시간 동안 배양하

였다. 재조합 바이러스는 transfection 용액을 complete

Grace's insect media로 10-fold dilution법으로 희석하여

X-gal을 이용한 plaque assay를 이용하여 순수 분리하였

다. 즉, Sf9 세포를 2× 10
6
이 되도록 60 mm plate에 부착

시킨 후 여기에 희석한 transfection virus 1 ml 씩 plate

전체에 방울방울 떨어뜨린 후 1시간동안 실온에서 천천

히 흔들며 배양하여 바이러스를 세포에 흡착시켰다. 1

시간 배양 후 접종액을 제거하고 2% agarose와 X-gal이

함유되어 있는 complete Grace's insect media 5ml씩 분주

하였다. Plate의 agarose가 완전히 굳은 후 습기가 있는

용기에 plate를 넣어 27℃에서 5일간 배양한 뒤 푸른색

의 plaque를 선발하였다. 선발한 plaque는 Sf9 세포에

moi 1.0으로 감염시킨 후 27℃에서 7-8일간 배양하고 세

포 및 배양액을 회수하여 1,500 rpm에서 10분간 원심하

여 상층액을 recombinant virus로 4℃에 보관하며 실험에

사용하였다.

(3) 단크론항체 생산

MA104 세포를 75 cm
2
flask에 배양한 후 G1 혈청형인

사람 로타바이러스 Wa를 접종하고 CPE가 일어나기 전

인 감염 24시간 후에 감염된 세포를 rubber policeman을

이용하여 수확하였다. 이를 3,000 rpm에서 30분간 원심

하여 상층액 제거 후 pellet을 멸균된 lysis buffer(0.01 M

Tris pH 7.4, 0.15 M NaCl, 0.001 M EDTA, 1% NP-40,

0.5% deoxycholate, 0.1% SDS, 0.1% NaN3)로 재부유시켜

다시 원심하여 상층액을 단크론항체 생산용 항원으로

사용하였다. 사람 로타바이러스 Wa의 비구조단백질에

특이적으로 반응하는 단크론항체는 Wa 항원을 접종한

BALB/c mouse의 비장세포와 SP2/O myeloma 세포를

Kohler와 Milstein
26
의 방법과 Kang et al

27
의 방법을 응용

하여 세포융합을 실시함으로서 생산하였다. 비구조단백

질에 특이적인 항체를 생산하는 양성 hybridoma 세포는

간접형광항체법(Indirect fluorescent antibody)으로 선별한

후 3회 이상 limiting dilution법으로 크로닝하였으며 최

종적으로 크로닝된 hybridoma는 pristane (2,6,10,14-

tetramethyl-pentadecane)으로 미리 감작시킨 BALB/c 마

우스에 접종하여 복수를 생산하였다.

(4) Recombinant virus 확인을 위한 간접형광항체법

Plaque법으로 순수분리한 recombinant virus가 NSP4를

발현하는가를 확인하기 위하여 간접형광항체법을 사용

하였다. 즉 Sf9 세포가 배양된 96-well plate에 recombinant

baculovirus를 접종하여 48시간 배양한 후 80% acetone으

로 고정하였다. 사람 로타바이러스 Wa NSP4에 특이적

으로 반응하는 단크론항체를 1차 항체로 100 ㎕씩 넣어

37℃에서 1시간 반응 후 PBS(Phosphate buffer saline)로 5

회 세척하였다. 2차 항체로 FITC-conjugated goat anti-

mouse IgG(Kirkegaard Perry Lab., USA)를 1:100으로 희

석하여 50 ㎕씩 넣어 1시간 배양 후 PBS로 5회 세척한

뒤 mounting buffer를 넣어 형광현미경으로 관찰하였다.

(5) Western blotting

Recombinant virus와 wild type baculovirus를 각각 접종

하여 27℃에서 48시간동안 배양하여 수확한 Sf9 세포와

바이러스를 접종하지 않은 Sf9 세포, 그리고 MA104 세

포에 사람 로타바이러스 Wa를 접종한 후 CPE가 생기기

전에 수확한 세포와 바이러스를 접종하지 않은 MA104

세포 모두를 flask로부터 떨어뜨려 원심분리한 뒤 얻은

pellet을 SDS-PAGE 및 Western blot 재료로 사용하였으

며 Towbin et al
28
의 방법에 따라 Western blot을 실시하

였다. 각각의 pellet 상층액을 sample buffer(60 mM

Tris-HCl pH 6.8, 2% SDS, 25% glycerol, 1.44 mM 2-
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mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)와 1:5의 비율로

섞어 100℃에서 5분간 가열하여 denaturation 시켰다. 이

를 12.5% SDS-polyacrylamide gel에서 2시간동안 80 volt

로 전기영동을 한 다음 gel을 꺼내어 transfer buffer (15.6

mM Tris base, 120 mM glycine, pH 8.1-8.4)에 30분간 방

치하였다. 미리 transfer buffer에 담궈 놓은 filter paper와

nitrocellulose paper(NEN
TM

Life Science Products, USA)사

이에 gel을 넣어 semi trans-blot(Bio-rad, USA)를 이용하

여 13 volt로 20분간 전이시켰다. Nitrocellulose membrane

을 5% non-fat dry milk/tris buffered saline(10 mM

Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7.5 : TBS)에서 하룻밤 동안

blocking 시킨 후 TBS로 강하게 흔들며 3회 세척하였다.

1차 항체로 NSP4 특이 단크론항체를 사용하여 1시간동

안 실온에서 흔들며 반응시켰으며 TBS로 3회 세척하였

다. 그리고 2차항체로 alkaline phosphatase-conjugated goat

anti-mouse IgG(Kirkegaard Perry Lab.)을 1:2,000 희석하여

1시간 반응시킨 뒤 이를 TBS로 3회 세척하였다. 발색제

로 NBT/BCIP stock solution(Boehringer mannheim, USA)

200 ㎕을 alkaline phosphatase buffer(0.1 M Tris-HCl, pH

9.5, 0.1 M NaCl, 5 mM MgCl2) 10 ml에 섞어 사용하였다.

결 과

RT-PCR

사람 로타바이러스 CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/

HR-3 그리고 CBNU/HR-4로부터 추출한 RNA와 NSP4에

특이적인 primer를 이용하여 RT-PCR을 실시한 결과

750bp 크기의 NSP4 유전자가 증폭되었음을 확인할 수

있었다(Fig 1).

Fig 1. Amplification of NSP4 gene of human rotaviruses,

CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3, and

CBNU/HR-4 by RT-PCR.

Lane M: 1kb DNA ladder, lane 1; CBNU/HR-1,

lane 2; CBNU/HR-2, lane 3; CBNU/HR-3, lane 4;

CBNU/HR-4.

NSP4 유전자 염기서열 분석

CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/

HR-4의 NSP4 유전자 염기서열을 분석한 결과 CBNU/

HR-1, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/HR-4의 NSP4 유전자는

750개의 염기로 구성되어 있으나 CBNU/HR-2의 NSP4

유전자는 751개의 염기로 구성되어 있었다. 하지만 이

들 모두 175개의 아미노산을 encoding하는 1개의 open

reading frame을 가지며 있었으며 2부위(염기서열 63-71,

93-101)에 glycosylation site가존재하는것을확인하였다.

NSP4 유전자 아미노산서열 분석

CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/

HR-4의 NSP4 유전자와 GenBank에 보고된 동물 및

사람 로타바이러스 NSP4 유전자의 추정 아미노산서

열을 다중 정렬하여 서로 간의 아미노산서열을 비교

한 결과는 Table 1과 Fig 2에 나타나 있다. 동물 및 사

람 로타바이러스 NSP4 유전자의 아미노산서열 상동

성을 비교한 결과, CBNU/HR-1, CBNU/HR-3 그리고

CBNU/HR-4의 NSP4 유전자는 서로 간에는 92.0-92.5%

의 아미노산서열 상동성을 보였으며 사람 로타바이러

스 Wa(G1), YO(G3), ST3(G4), OSU(G5), AU32(G9),

YM (G11) 등과는 91.4-97.1%의 아미노산서열 상동성

을 보인 반면 CBNU/HR-2와는 83.4-85.1%의 아미노산

서열 상동성을 보였다. 반면 CBNU/HR-2는 같은 혈청

형의 KUN(G2), RV5(G2), DS-1(G2)과는 94.2-98.8%의

아미노산서열 상동성을 보였으며 다른 혈청형의 동물

로타바이러스인 SA11(G3), UK(G6) 그리고 B223(G10)

와는 94.2%, 93.7%, 그리고 92.0%의 아미노산서열 상

동성을 보였다. 하지만 CBNU/HR-1, CBNU/HR-3, CBNU/

HR-4를 포함한 Wa, YO, ST3, OSU, AU32, YM 등과

의 아미노산서열 상동성은 82.8- 86.2%이었다. 로타바

이러스 간의 아미노산서열을 비교한 결과, 아미노산

서열의 차이는 NSP4 단백질의 N 말단부위, VP4 결합

부위(VP4- binding region: 아미노산서열112-148) 그리

고 DLP 결합부위(DLP-binding region: 아미노산서열

161-175)에 집중되어 있었다. Hydrophobic domain

H2와 H3 부위에서는 사람 로타바이러스 간에 비교

적 아미노산서열이 잘 보존되어 있는 것으로 확인

되었다.
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60
H1 H2

CBNU/HR-1 MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
CBNU/HR-2 MEKFTDLNYTLSVITLMNSTLHTILEDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
CBNU/HR-3 MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPIMKIALKT
CBNU/HR-4 MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
Wa MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
DS-1 MEKLTDLNYTLSVITLMNNTLHTILEDPGMAYFPYIASVLTVLFALHKASIPTMKIALKT
RV5 MEKLTDLNYTLSVITLMNNTLHTILEDPGMAYFPYIASVLIVLFTLHKASIPTMKIALKT
KUN MEKFTDLNYTLSVITLMNSTLHTILEDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
YO MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
ST3 MDKLADLNYTLSVITSMNDTLHSIIEDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKA
PA151 MEKLTDLNYTLSVITLMNSTLHTIMEDPGMAYFPYIAFVLTVLFTLHKASIPTMKIALRT
AU32 MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
L26 MEKLTDLNYTLSVITLMNNTLHTILEDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
SA11 MEKLTDLNYTLSVITLMNNTLHTILEDPGMAYFPYIASVLTVLFALHKASIPTMKIALKT
UK MEKLTDLNYTLSVITLMNSTLHTILEDPGMAYFPYIVSVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
B223 MEKLTDLNYTLSVITLMNSTLHTILEDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
OSU MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFTLHKASIPTMKIALKT
YM MDKLADLNYTLSVITLMNDTLHSIIQDPGMAYFPYIASVLTVLFALHKASIPTMKIALKT

* * ********** ** *** * ********** ** *** ******* *****

120
H3

CBNU/HR-1 SKCSYKVIKYCIVTIVNTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMDRIVKEMRRQLEMIDKLTTRE
CBNU/HR-2 SKCSYKVVKYCIVTILNTLLKLAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTRE
CBNU/HR-3 SKCSYKVIKCCIVTIISTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMDRIIKEMRRQLEMIDKLTTRE
CBNU/HR-4 SKCSYKVIKYCIVTIINTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMARIVKEMRRHLEMIDKLTTRE
Wa SKCSYKVIKYCIVTIINTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMDRIVKEMRRQLEMIDKLTTRE
DS-1 SKCSYKVVKYCIVTIFNTLLKLAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTRE
RV5 SKCSYKVVKYCIVTIFNTLLTLAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTRE
KUN SKCSYKVVKYCIVTILNTLLKLAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTRE
YO SKCSYKVIKHCIVTIINTLLKLAGYKEQVTNKDEIEQQMDRIVKEMRRQLEMIDKLTTRE
ST3 SKCSYKVIKYCVVTIINTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMDRIVKEMRRQLEMIDKLTTRE
PA151 SKCSYKVVKYCIVTIFNTLLKLAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEIRRQLEMIDRLTTRE
AU32 SKCSYKVIKCCIVTIINTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMDRIVKEMRRQLEMIDKLTTRE
L26 SKCSYKVVKYCIVTIFNTLLKIAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTRE
SA11 SKCSYKVVKYCIVTIFNTLLKLAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTRE
UK SKCSYKVVKYCIVTIFNTLLKLAGYKEQITTKDEIEKQMDRVVKEMRRQLEMIDKLTTRE
B223 SKCSYKVVKYCIVTIFNTLLKLAGYKEQITTKDEIEKQMERVVKEMRRHFKMIDKLTTRE
OSU SKCSYKVIKYCMVTIINTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMDRIIKEMRRQLEMIDKLTTRE
YM SKCSYKVIKYCMVTIINTLLKLAGYKEQVTTKDEIEQQMDRIVKEMRRQPRMIDKLTTRE

******* * * *** *** ****** * ***** ** * ** ** *** *****

to be continued
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Phylogenetic analysis

CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/

HR-4의 NSP4 유전자에 대해 상관성을 조사하기 위해서

Table 1의 결과를 phylogenetic tree로 작성하여 비교한

것은 Fig 3과 같다. Phylogenetic tree는 전체적으로 두 갈

래로 분류가 되었으며 CBNU/HR-2는 KUN, CBNU/HR-3

는 AU32 그리고 CBNU /HR-4는 ST3와 유전적으로 가

장 밀접하게 관련되어 있는 것으로 나타났다. 하지만

CBNU/HR-1은 CBNU/HR-3, CBNU/ HR-4, AU32, YO,

Wa, ST3, YM 그리고 OSU 등과 전체적으로 유전적 연

관성이 있음을 보였다.

NSP4 유전자 발현

(1) 단크론항체생산

사람 로타바이러스 Wa strain의 비구조단백질에 특이

적으로 반응하는 단크론항체를 생산하기 위하여 세포융

합을 실시한 결과 4개의 Wa 로타바이러스 특이 단크론

항체를 생산하였는데 2개의 단크론항체는 구조단백질인

VP6에 특이적인 것으로 확인되었으며 한 개의 단크론

항체는 비구조단백질인 NSP4에 특이적인 것으로 확인

되었다. 다른 한 개의 단크론항체는 Western blotting 상

에서 여러 개의 band가 형성되어 단백특이성을 확인할

수 없었다(자료미제시).

(2) Recombinant virus에 의한 세포변성효과

Recombinant baculovirus와 wild type baculovirus를 Sf9

세포에 감염시킨 결과 Fig 4와 같은 세포변성효과

(Cytophathic effects:CPE)를 관찰할 수 있었다. 즉, 바이

러스를 접종하지 않은 Sf9 세포(A)에서는 어떠한 세포

변성효과를 관찰할 수 없었으나 polyhedrin 유전자를 결

Fig 2. Comparison of the deduced amino acid sequences of the NSP4 gene of CBNU/HR-1, 2, 3, 4 and other human and

animal rotavirus strains. The hydrophobic domains are indicated as H1, H2, and H3. The VP4- and DLP-binding regions

are indicated. The NSP4 sequences of CBNU/HR-1, 2, 3, and 4 were determined in this study. Asterisks indicate the

identical amino acid sequences among rotavirus strains compared. Other NSP4 amino acid sequences of human and animal

rotaviruses were obtained from GenBank database: Wa (GenBank accession No. AF093199), DS-1(AF174305), YO

(AB008236), ST3(U59110), OSU(D88831), PA151(AJ311733), UK(M21885), AU32(D88830), B223(AF144805), L26

(AJ311732), SA11(AF087678), RV5(U59103), KUN(D88829), YM(X69485)

175

VP4-Binding Region DLP-Bindgin Region

CBNU/HR-1 IEQGELLKRIHDNLITRPVDTIDMTKEFNQKNIKTLDEWENGKNPYDPIEVTASM

CBNU/HR-2 IEQVELLKRIYDKLIVRSTDEIDMTKEINQKNIRTLEEWESGKNPYEPKEVTAAM

CBNU/HR-3 IEQVELLKRIHDNLIIKPVDVIDMSKEFNQKNIKTLDEWESGKNPYEPLEVTASM

CBNU/HR-4 IEQVEWLKRIHDNLITRSVNVIDISKQFNQKNIKTLDEWESGKNPYEPSEVTASM

Wa IEQVELLKRIHDNLITRPVDVIDMSKEFNQKNIKTLDEWESGKNPYEPSEVTASM

DS-1 IEQVELLKRIYDKLMVRSTDEIDMTKEINQKNVRTLEEWENGKNPYEPKEVTAAM

RV5 IEQVELLKRIYDKLMVRSTGEIDMRKEINQKNVRTLEEWENGKNPYEPKEVTAAM

KUN IEQVELLKRIYDKLIVRSTGEIDMTKEINQKNVRTLEEWESGKNPYEPKEVTAAM

YO IEQVELLKSIHDNLTTKPVDVIDMSKEFNQKNIKTLDEWVSGKNPYEPSEVTASM

ST3 IEQIELLKRIHDNLITRPVNVIDMSMEFNQKNIKTLDEWESRKNPYEPSEVTASM

PA151 IEQVELLKRIHDKLMARSTDGIDMTKEINQKNVKTIEEWENGRNPYEPKEVTAAM

AU32 IEQVELLKRIHNNLIIKPVDVIDMSKEFNQKNIKTLDEWEGGKNPYEPLEVTASM

L26 IEQVELLKRIHDKLMVQSTGEIDMTKEINQKNVKTLGEWESGRNPYEPKEVTAAM

SA11 IEQVELLKRIYDKLTVQTTGEIDMTKEINQKNVRTLEEWESGKNPYEPREVTAAM

UK IEQVELLKRIHDKLMIRTVDEIDMTKEINQKNVRTLEEWENGRNPYEPKEVTAAM

B223 IEQVGLLKRIHDKLDIRAVDEIDMTKEINQKNVRTLEEWEWGKNPYEPKEVTAAM

OSU IEQVELLKRIHDKLAARSVDAIDMSKEFNQKNIRTLDEWESGKNPYEPSEVTASM

YM IEQVELLKRIHDKLVTRPVDVIDMSKEFNQKNIKTLDEWESGKNPYEPSEVTASM

*** ** * * ** **** * ** *** * **** *
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손시키고 그 자리에 NSP4 유전자를 삽입시킨

recombinant virus가 감염된 Sf9 세포(B)에서는 감염 후

polyhedrin은 형성되지 않고 세포가 커지는 recombinant

virus 특유의 CPE를 관찰할 수 있었다.

(3) 간접 형광항체법에 의한 recombinant virus 확인

사람 로타바이러스 Wa의 NSP4에 특이적인 단크론항

체를 사용하여 간접형광항체법으로 recombinant virus의

발현을 확인한 결과 Fig 4와 같이 recombinant virus가 감

염된 Sf9 세포(D)에서만 강한 형광이 관찰되었다. 그러

나 바이러스를 접종하지 않은 대조군(C)에서는 어떠한

형광도 관찰되지 않았다.

(4) SDS-PAGE와 Western blot에 의한 NSP4 확인

발현된 NSP4의 성상을 SDS-PAGE와 Western blot법으

로 확인한 결과는 Fig 5와 같다. SDS-PAGE를 실시한후

Coomassie blue로 염색하여 본 결과 뚜렷한 NSP4 band

를 확인할 수 없었다. 그러나 사람 로타바이러스 NSP4

에 특이적으로 반응하는 단크론항체와 사람 로타바이러

스 Wa strain에 특이적인 guinea pig 항혈청을 사용하여

Western blot을 한 결과 뚜렷한 NSP4를 확인할 수 있었

으며 NSP4가 glycosylation된 정도에 따라 크기를 달리하

는것을관찰하였다. 사람로타바이러스Wa strain에 특이

적인 guinea pig 항혈청을 사용하여 Western blot을 수행

한 결과 CBNU/HR-1 바이러스가 감염된 MA104 세포

lysate에서발현된 NSP4는관찰할수없었으나 recombinant

virus가 감염된 Sf9 세포 lysate에서는 발현된 NSP4가

16-26 kDa의 위치에서 모두 뚜렷하게 관찰되었다.

고 찰

최근사람및 동물 로타바이러스의 NSP4 유전자염기

서열 분석결과, 로타바이러스 사이에는 NSP4 유전자의

염기서열 상동성에 따라 서로 다른 NSP4 유전자형이

Table 1. NSP4 amino acid sequence identities(%) of CBNU/HR-1, 2, 3, 4, and other human and animal rotavirus strains

Percentage homology to

Strain HR-1
a

HR-3
b

HR-4
c

Wa YO ST3 OSU AU32 YM HR-2
d

KUN RV5 DS-1 SA11 PA151 UK B223

HR-1
a
(G1)

HR-3
b
(G2) 92.5

HR-4
c
(G4) 92.0 92.0

Wa(G1) 96.0 96.0 96.0

YO(G3) 92.5 94.2 92.5 96.5

ST3(G4) 92.0 91.4 92.5 95.4 92.0

OSU(G5) 92.0 93.1 92.5 95.4 92.5 91.4

AU32(G9) 93.7 97.1 92.5 96.5 94.8 92.0 92.5

YM(G11) 92.5 92.5 92.5 96.5 93.7 92.5 94.8 93.1

HR-2
d
(G2) 85.1 83.4 83.4 86.2 82.8 82.8 86.2 84.0 84.0

KUN(G2) 84.0 82.2 82.8 85.1 81.7 82.2 85.1 82.8 82.8 98.8

RV5(G2) 82.8 80.5 81.1 83.4 80.5 80.5 84.0 81.7 81.7 94.2 95.4

DS-1(G2) 84.5 81.7 81.7 84.5 81.7 81.1 85.1 82.8 84.0 96.0 96.0 97.1

SA11(G3) 82.8 81.7 81.1 84.0 82.2 81.1 84.0 82.2 83.4 94.2 95.4 94.8 96.5

PA151(G6) 82.8 80.0 80.0 82.8 80.0 79.4 82.8 81.1 81.1 91.0 90.8 90.8 92.5 89.1

UK(G6) 85.1 82.8 81.7 85.1 82.2 81.7 85.1 84.0 83.4 93.7 93.7 93.7 95.4 93.1 93.1

B223(G10) 82.8 81.1 81.7 83.4 80.5 80.0 83.4 82.2 82.8 92.0 92.0 90.8 92.5 90.8 89.1 94.2

L26(G12) 83.4 82.2 82.2 84.5 82.2 81.7 84.0 82.8 82.8 93.1 94.2 94.2 94.8 94.8 92.0 93.7 90.2

a, b, c, d
CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3, and CBNU/HR-4 are indicated as HR-1, HR-2, HR-3, and HR-4 respectively. NSP4

sequences of CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3, and CBNU/HR-4 were determined in this study. Other human and animal rotavirus
sequences were obtained from GenBank database : Wa (GenBank accession No. AF093199), DS-1 (AF174305), YO (AB008236), ST3
(U59110), OSU (D88831), PA151 (AJ311733), UK (M21885), AU32 (D88830), B223 (AF144805), L26 (AJ311732), SA11 (AF087678),
RV5 (U59103), KUN (D88829), YM (X69485).
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Fig 3. Phylogenetic tree for the NSP4 amino acid
sequences of CBNU/HR-1, 2, 3, 4, and other human and
animal rotavirus strains. The phylogenetic tree was
constructed with the N-J plot program in the CLUSTAL W
package.

A B
C D

Fig 4. Cytopathic effects and immunofluorecence produced

by recombinant virus in Sf9 cell (× 200).

Sf9 cells were infected with mock(A) and recombinant
virus(B) for 48 hr at 27℃. Mock(C) and recombinant
virus(D) infected Sf9 cells were reacted with NSP4-specific
monoclonal antibody.

존재한다고 보고되었다
8,20,29,30

. Kirkwood et al
8
은 사람

및 동물 로타바이러스의 NSP4 유전자를 분석한 결과,

사람 및 동물의 로타바이러스는 NSP4 유전자의 염기서

열에 따라 NSP4 genotype A, B 그리고 C로 분류할 수

있다고 보고하였다. 이들의 연구결과에 따르면, NSP4

genotype A에 속하는 로타바이러스의 NSP4 유전자는

751개의 염기로 되어있고, 이들끼리의 염기서열 상동성

이 91%이상이며, G2 혈청형의 사람 로타바이러스인

Fig 5. Analysis of expressed NSP4 by SDS-PAGE(A) and Western blotting(B).
Lane M; molecular weight marker, lane 1; mock-infected MA104 cell lysate, lane 2; human rotavirus-infected MA104 cell
lysate, lane 3; wild type virus-infected Sf9 cell lysate, lane 4; mock-infected Sf9 cell lysate, lane 5; NSP4 recombinant
virus-infected Sf9 cell lysate, lane 6; NSP4 recombinant virus-infected Sf9 cell supernatant.
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RV5, S2, 1076, E201 그리고 E210과 원숭이 로타바이러

스인 SA11 그리고 소 로타바이러스인 UK 등이 이에 속

한다고 보고하였다. 반면에 NSP4 genotype B에 속하는

로타바이러스의 NSP4 유전자는 750개의 염기로 되어있

으며 이들끼리의 염기서열 상동성이 93%이상이며, 사람

로타바이러스인 Wa, RV4, VA70, M37, RV3 그리고 ST3

와 돼지 로타바이러스 YM이 이에 속하는 것으로 보고

하였다. 또한 원숭이 로타바이러스인 RRV는 NSP4

genotype A에 속하는 로타바이러스와 같이 751개의 염

기로 구성되어 있지만 염기서열을 비교한 결과, 이들과

의 염기서열 상동성이 81-85%밖에 되지 않아 NSP4

genotype A와는 구별되는 NSP4 genotype C로 구별하였

다. 또한 Ciarlet et al
20
은 쥐 로타바이러스의 NSP4 유전

자를사람및 동물 로타바이러스의 NSP4 유전자와 비교

한 결과 60-65%의 낮은 아미노산 상동성을 보여 새로운

유전자형인 NSP4 genotype D로 분류 보고하였다.

본 연구에서 국내에서 분리된 혈청형이 서로 다른 사

람 로타바이러스 CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3

그리고 CBNU/HR-4 NSP4 유전자의 염기서열분석 결과,

국내에서 분리된 사람 로타바이러스의 NSP4 유전자는

750개의 염기(CBNU/HR-1, CBNU/HR-3, CBNU/HR-4) 또

는 751개의 염기(CBNU/HR-2)로 구성되어 있으며 175개

의아미노산을 encoding 하는 1개의 open reading frame과

2개의 glycosylation 부위가존재하는것으로 확인되었다.

이러한 결과는 현재까지 보고된 G1, G3, G4 혈청형에

속하는 모든 로타바이러스의 NSP4 유전자의 염기가

751개로 구성되어 있으며 G2에 속하는 로타바이러스의

NSP4 유전자의 염기가 750개로 구성되어있다는 보고와

일치하였다
8,11,13

. 또한 포유동물에서 분리된 로타바이러

스의 NSP4 유전자는 175개의 아미노산을 encoding하는

하나의 open reading frame과 2개의 glycosylation 부위를

가지고 있다는 보고와도 일치하였다
14,20

. CBNU/HR-1,

CBNU/ HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/HR-4의 NSP4

유전자를 크로닝하고 염기서열을 분석하여 추정 아미노

산을 혈청형 G1, G2, G3 그리고 G4의 사람 로타바이러

스와 상동성 및 보존되는 부위 그리고 차이를 보이는

부위를 조사한 결과, CBNU/HR-1의 NSP4 유전자와 같

은 혈청형인 사람 로타바이러스 Wa (G1)와 추정아미노

산서열을비교해 본 결과, 두 바이러스간의 아미노산 상

동성은 96.0%를 보였다. 두 로타바이러스의 아미노산서

열 차이는 VP4-binding region (aa112-148)과 double-layered

particle(DLP)-binding region(aa161-175)에 집중되어 있었

으며, hydrophobic domain인 H1(aa7-21), H2(aa28- 47), 그

리고 H3(aa67-85)에서는 H3 부위의아미노산한 개를 제

외하고는 차이를 보이지 않았다. CBNU/HR-2의 NSP4

유전자와 같은 혈청형인 사람 로타바이러스 KUN(G2)의

추정 아미노산서열을 비교해 본 결과, 두 바이러스간의

아미노산 상동성은 98.8%를 보여 이 두 로타바이러스는

매우 유사하다는 것을 알 수 있었다. CBNU/HR-3의

NSP4 유전자의 아미노산 서열 상동성을 확인한 결과,

같은 혈청형인 YO(G3)와는 94.2%를 보였으며 AU32(G9)

와는 97.1%를 보였다. 이로부터 NSP4 유전자의 유전적

인면에서 CBNU/HR-3은 AU32와밀접히 관계가있음을

보였다. CBNU/HR-4의 NSP4 유전자와 같은 혈청형인

사람 로타바이러스 ST3(G4)의 추정 아미노산서열을 비

교해 본 결과, 두바이러스간의 아미노산 상동성은 92.5%

를 보였으며 두 로타바이러스의 아미노산서열 차이는

aa112-148의 VP4-binding region에 집중되어 있었으며,

DLP-binding region과 hydrophobic domain인 H1, H2, 그

리고 H3에서는 아미노산서열이 비교적 잘 보존되어있

었다. 본 연구에서 염기서열을 분석한 CBNU/HR-1,

CBNU/HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/HR-4의 NSP4

아미노산서열과 GenBank에 보고된 동물 및 사람 로타

바이러스 NSP4 유전자의 추정 아미노산서열을 다중 정

렬하여 서로간의 아미노산서열을 비교한 결과 로타바이

러스 간의 아미노산서열의 차이는 단백질의 N 말단부

위, aa112-148의 VP4-binding region 그리고 aa161-175의

DLP-binding region에 집중되어 있었다. VP4-binding

region에서의 아미노산서열의 차이는 이 부위에서 일어

나는 VP4와 NSP4 간의 상호작용에 기인하는 것으로

보고되어있다
31
. 또한 이 부위는 로타바이러스의 병원

성에 관련되어 있는 부분인 aa114-135부위를 포함하

고 있기 때문에 아미노산의 서열에 변이가 존재하는

것으로 생각된다
19
. 아미노산서열의 차이가 집중된 N

말단부위는 NSP4 단백질이 endoplasmic reticulum(ER)에

부착하는 과정에 작용하는 hydrophobic domain H1을 포

함하는 것으로 보고되었으며 transmembrane domain과

cytoplasm-binding domain으로 각각 작용하는 hydrophobic

domain H2와 H3는 기능적으로 중요하다고 알려져 있는

부위
32
로 이 부위에서는 사람 로타바이러스 간에 비교

적 아미노산 서열이 잘 보존되어 있는 것으로 확인되

었다.

CBNU/HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/

HR-4의 NSP4 유전자와 GenBank에보고된 동물 및사람

로타바이러스 NSP4 유전자의 추정 아미노산서열의 상

동성을 비교한 결과 두 개의 group으로 분류할 수 있었

다. 본 연구에서 확인된 사람 로타바이러스를 4종 제

외한 이외의 사람 및 동물 로타바이러스에 대해서 이

미 Kirkwood et al
8
과 Ciarlet et al

20
에 의해 분류되어진

결과와 비교했을 때, 대부분 일치하는 것을 볼 때, 이
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정동혁, 송윤경, 김경미, 박효선, 백명순, 강신영

두 group은 이미 분류된 NSP4 genotype A와 B로 생각할

수 있을 것이다. 본 연구에서 확인된 CBNU/HR-1,

CBNU/HR-3 그리고 CBNU/HR-4의 NSP4 유전자는 서로

간에 92.0-96.0%의 아미노산 상동성을 보였으며, 이미

NSP4 genotype B로 분류된 로타바이러스 Wa, ST3, YM,

AU32 등과는 91.4-97.1%의 아미노산 상동성을 보였다.

CBNU/HR-2는 같은 혈청형(G2)의 KUN와는 98.8%의 상

동성을 보였으며, 이미 NSP4 genotype A로 분류된 로타

바이러스 RV5, SA11, UK와는 92.0-94.2%의 아미노산

상동성을 보였다. 이것으로서 CBNU/HR-1, CBNU/HR-3

그리고 CBNU/HR-4는 NSP4 genotype B로, CBNU/HR-2

는 NSP4 genotype A로 분류할 수 있을 것이다. CBNU/

HR-1, CBNU/HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/HR-4의

NSP4 유전자에 대해 상관성을 조사하기 위해서앞서아

미노산 상동성을 비교한 사람 및 동물 로타바이러스의

NSP4 유전자의 추정 아미노산을 이용하여 수상도를 작

성한 결과도 두 개의 가지로 분류되어 NSP4 genotype A

와 B로 나타내었다.

본 연구에서는 NSP4의 분자생물학적인 특성을 규명

하기 위하여 baculovirus expression system을 이용하여

NSP4를 발현시켰다. 발현된 NSP4는 사람 로타바이러스

NSP4에 특이적인 단크론항체와 사람 로타바이러스 Wa

strain에 특이적인 guineapig 항혈청을 사용한 간접형광

항체법과 Western blot으로 확인할 수 있었다. 간접형광

항체법 결과, NSP4 유전자가 삽입된 recombinant virus가

감염된 세포에서만 강한 형광을 관찰하였는데 이는

recombinant virus에 의해 발현된 NSP4가 NSP4에 특이적

인 단크론항체와 반응하였기 때문이다. 또한 Western

blot한결과에서보면사람로타바이러스에감염된MA104

세포 lysate에서는 발현된 NSP4를 관찰할 수 없었는데

이는 감염된 MA104 세포에서 생성된 NSP4의 양이 적

은 것으로 생각된다. 하지만 recombinant virus가 감염된

Sf9 세포 lysate에서 발현된 NSP4는 크기를 달리하고 있

는 것을 관찰할 수 있는데 이는 NSP4의 glycosylation 정

도에따라서 이와 같은 성상을 띠기 때문으로생각된다.

즉, NSP4에 존재하는 2개의 glycosylation site 중 두 곳

모두에서 glycosylation이 일어나면 가장 크기가 큰 28

kDa의 NSP4가 되며 한곳에서만 glycosylation이되면 26

kDa의 NSP4, 마지막으로 어느곳 에서도 glycosylation이

일어나지 않으면 20 kDa의 NSP4가 되는 것이라고 보고

되어 있다
33
. 추후 국내 사람 로타바이러스 NSP4에서의

병원성과 관련된 부위의 확인 및 생물학적인 특성을 규

명하기 위해서는 germ free 동물을 이용한 생체 내 실험

과 장 상피세포를 이용한 생체 외 실험 등이 이루어져

야만 할 것으로 사료된다.

결 론

국내에서 어린 아이의 설사분변으로부터 분리한 혈청

형이 서로 다른 4개의 사람 로타바이러스(CBNU/HR-1,

CBNU/HR-2, CBNU/HR-3 그리고 CBNU/HR-4) NSP4 유

전자에 대해 염기서열을 확인하여 이미 보고된 사람 및

동물 로타바이러스의 NSP4 유전자와 비교, 분석하였으

며 NSP4의 분자생물학적인 특성을 규명하기 위해

baculovirus expression system을 이용하여 NSP4를 발현시

켰다.

연구결과 사람 로타바이러스 국내분리주의 NSP4 유

전자는 750 또는 751개의 염기로 구성되어 있으며 175

개의 아미노산을 coding하는 하나의 open reading frame

을 가지고 있고 2개의 glycosylation 부위가 존재함이 확인

되었다. 또한 CBNU/HR-1, CBNU/HR-3, CBNU/HR-4의

NSP4 유전자는 genotype B에 속하나 CBNU/HR-2의

NSP4 유전자는 genotype A에 속하는 것으로 확인되었

다. Baculovirus 발현체계를 이용하여 발현된 CBNU/HR-1

의 NSP4는 형광항체법 및 Western blot법으로 특이적인

것으로 확인되었다.

본 연구에서 얻은 결과는 국내 사람 로타바이러스

의 감염에 대한 이해와 NSP4 유전자의 분자생물학적

특성을 이해하는데 기초적인 자료가 될 것으로 사료

된다.
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