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바이러스성 출혈성 패혈증에 감염된 넙치의 cDNA microarray 

분석 : 수온에 따른 면역 유전자 발현의 차이
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cDNA microarray analysis of viral hemorrhagic septicemia infected 
olive flounder, Paralichthys olivaceus: immune gene 

expression at different water temperature
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The olive flounder, Paralichthys olivaceus is susceptible to viral hemorrhagic septicaemia virus 
(VHSV) at 15℃ but no mortality at 20℃ even though the virus can grow well in vitro at  20℃. 
Thus, we designed an experiment to know immune response of olive flounder against VHSV when 
the host reared at 15℃ or 20℃. cDNA microarray analysis was performed to compare the gene 
expression patterns of the kidney cells between the host reared at 15℃ or 20℃. The expression 
of MHC class I, IL-8, myeloperoxidae and endonuclease G-like having function for the antigen 
presentation and chemokine-factor were up-regulted both the 15℃ and 20℃ during VHSV infection. 
MHC class Ⅱ gene existing on antigen-presenting cells and B cell lymphocytes, immunoglobulin 
(Ig) genes and phagocytosis related genes were down-regulated at 15℃ but highly expressed at 20℃. 
It can be thought that innate immune related antigen presentation by MHC class Ⅰ and phagocytosis 
reaction against VHSV are efficiently occur both the temperature but macrophage or B cell  related 
antigen presentation via MHC class II fails to induce downstream immune reactions (adaptive 
immunity) to make antibody, and it can be one of the reason that causes high mortality only at 15℃. 
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넙치는 국내 전체 해수 양식 어류 생산량의 40% 
이상을 점유하며 그 수요가 꾸준히 증가하고 있다. 
넙치는 생장 속도가 매우 빠르고, 보통 육상 수조

에서 양식되어지나 밀폐된 공간에서 집약적으로 

양식되어지는 조건이 유지되면서 스트레스, 면역

력 약화와 병원체 노출로 인한 대량 폐사가 발생해

오고 있다. 바이러스성 출혈성 패혈증(viral hemor-
rhagic septicemia: VHS)은 유럽 양식 무지개송어, 
Oncorhynchus mykiss를 비롯한 담수산 연어과 어류

에 감수성이 높은 것으로 알려져 왔지만 최근에는 

감염 대상의 범위가 확대되어 담수 및 해수 어류의 
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약 50종에 질병을 유발하며(Mortensen et al., 1999; 
Smail, 1999), 우리나라와 일본의 넙치에서 저수온

기에 발생하여 양식 산업의 경제적 손실을 일으키

고 있다 (Takano et al., 2000; Issiki et al., 2001; Kim 
et al., 2003).

바이러스성 출혈성 패혈증의 발병은 일교차가 

큰 봄의 저수온기(10-15℃)에 집중되는 경향이 있

다. 변온 동물에 속하는 넙치는 생리적 적온의 범

위를 가지며, 환경수온이 적온 범위보다 낮거나 높

을 경우 신진 대사율의 감소, 성장 저하, 면역성 

감퇴의 현상을 보이고 심한 경우에는 폐사하게 된

다. 이렇듯이 수온은 수서환경에서 어류와 병원체

의 성장 및 어류의 스트레스 원인 요소 중 하나로 

중요하며, 병원체에 의한 어류의 폐사율은 수온에 

크게 의존된다고 알려져 있다. 바이러스성 출혈성 

패혈증의 발병 기작에 대해서는 많이 알려져 있지 

않으며 바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스 (viral 
hemorrhagic septicemia virus: VHSV)에 의해 유도

되는 면역반응에 대하여 몇몇 보고가 있다 (Avunje 
et al., 2011, 2012, 2013). 바이러스성 출혈성 패혈

증은 10-15℃범위에서 대량폐사가 발생하지만 20 
℃이상의 수온에서는 전혀 폐사가 일어나지 않는 

질병으로 수온이 질병발생과 폐사율에 영향을 미

치는 중요한 인자로 작용한다 (Sano et al., 2009). 
본 연구는 저수온기에 양식 넙치에 발생하는 바

이러스성 출혈성 패혈증 바이러스 감염과 질병의 

진행경과에 수온이 끼치는 영향을 파악하고자 하

였다. 바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스를 15℃
와 20℃에서 감염시키고 넙치의 면역 유전자 발현 

profile을 cDNA microarray를 이용하여 분석하여 

각 온도에서 바이러스에 대한 숙주 면역반응의 변

화를 전체적으로 보고자 하였다. 

재료 및 방법

감염실험

수온을 15, 20℃로 조절한 사육 수조에 넙치(평
균 체중 7g)를 20마리씩 넣고 수온별로 시험어에 

105 TCID50/fish로 각각 근육 주사하였다. 대조구는 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco, 
USA)만 근육 주사하여 수온에 따른 병원성의 변화

를 누적폐사율로 조사하였다.

바이러스 역가 측정 및 RT-PCR

15, 20℃에서 바이러스성 출혈성 패혈증 바이러

스 접종 후 3일과 10일째에 비장과 신장을 적출하

였다. FHM (fathead minnow) 세포에서 50% tissue 
culture infectious dose (TCID50)방법으로 역가를 측

정하였고, RNA는 상법에 따라 추출하여 Miller et 
al.(1998)이 glycoprotein에서 디자인한 PCR primer 
(VG1-VD3/VD3-VD5) set를 사용하여 nested-PCR
을 실시하였다. PCR은 95℃ 1분, 54℃ 1분, 72℃ 
1분간 30 cycle을 반복하는 조건으로 증폭시켰다. 

cDNA chip 제작

cDNA chip을 제작하기 위하여 1 kg의 건강한 넙

치 2마리에 바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스를 

근육주사하고 20℃에서 2주간 사육한 후에 신장을 

무균적으로 분리하였다. 신장에서 추출한 mRNA
에서 약 1,000개의 EST 클론을 분리, sequencing하
여 309개의 유전자를 선정하여 배양하였고, plas-
mid를 준비하여 PCR 과정을 거친 후 슬라이드에 

유전자를 spotting하고 QC를 측정하였다.

cDNA microarray 분석

1) RNA 분리

접종 3, 10, 20일 경과 후 각 온도별 샘플의 신장

에서 Trizol (Gibco, USA)를 사용하여 RNA를 분리

하여 –80℃에 보관하였다. 각 실험구당 2마리씩 분

석하였으며 데이터는 2마리의 평균값으로 나타내

었다.

2) cDNA 분석

cDNA probe는 3시간 동안 6 μg의 random primer 
(Invirtogen, USA)와 amioally-dUTP가 결합한 RNA 
(50 μg)를 역전사시켜 준비하였다. cDNA probe는 

YM-30 column (Millipore, USA)를 이용해 정제하

여 상법에 따라 혼성화(hybridized)시켰다. 슬라이

드의 혼성화 이미지 (hybridization image)는 Scanar-
ray lite (Packard Bioscience, USA)로 스캔하였다. 혼
성화 이미지는 유전자 발현 비율 (각각의 실험온도

에서 대조구에 대한 바이러스감염구의 비율)을 보
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Fig. 1. Pathogenicity of viral hemorrhagic septicemia virus to the olive flounder, Paralichthys olivaceus by 
intramuscularly injection with 105 TCID50/fish at 15℃ and 20℃.

Table 1. Titers of viral hemorrhagic septicemia virus 
from the kidney of experimentally infected olive flound-
er, Paralichthys olivaceus at 15℃ and 20℃. 

Virus titer (TCID/g-1 tissue)
15℃ 20℃

3 day 10 day 3 day 10 day
_

_

_

1.0×102.3

1.0×103.3

_

1.0×104.3

1.0×104.3

1.0×105.3

1.0×105.3

_

_

_

_

_

_

_

_

_

_

-: under detection limit of 1.0×102.3   

기 위해 GenePix Pro 3.0 software (Axon Instrument, 
USA)로 분석하였다. 

3) 데이터 분석

유전자 발현 비율은 GenePix Pro 3.0 software에 

의해 LOWESS (locally weighted regression and 
smoothing) 표준화(normalization) 하였다. 표준화한 

값은 log2함수로 표현하였으며 대조구와 같은 발

현을 보이는 것은 0, 대조구에 비하여 2배의 높은 

발현량을 보이는 것은 1, 2배 낮은 발현량을 보이

는 것은 -1로 나타내었다.
 

결   과 

폐사율

수온 15℃에서는 공격실험 후 11일째부터 폐사

가 발생하였고 실험 종료 시점인 20일째 까지 55%
에 이르는 폐사율을 나타내었다. 수온 20℃에서는 

20일 동안의 최종 누적 폐사율이 5%로 나타났고, 
각 수온별 대조구들은 폐사가 전혀 일어나지 않았

다 (Fig. 1).  

바이러스 역가 

사육 수온에 따른 넙치 체내 바이러스성 출혈성 

패혈증 바이러스 역가는 Table 1에 나타내었다. 15 
℃에서는 바이러스가 3일째에 5마리 중 3마리에서 

분리되었고 (102.3 과 103.3TCID/g-1), 10일째에는 5
마리 중 4마리에서 분리되었으며 역가는 104.3과

105.3TCID/g-1 가 각각 2마리씩이었다. 20℃에서는 

실험에 사용한 모든 넙치에서 바이러스가 분리되

지 않았다.

RT-PCR 

넙치 체내의 바이러스가 FHM 세포에서 배양되

지 않은 샘플만을 감도가 더 좋은 nested-PCR로 바

이러스의 유전자를 검출해 본 결과, 15℃의 3일째 

3마리 중 2 마리에서 바이러스가 검출되었고, 15℃
의 10일째에서 배양되지 않은 한 마리에서 바이러

스가 검출되었다. 세포배양으로 바이러스가 검출

되지 않았던 20℃ 실험구에서는 3일째 5마리 중 

2마리에서 PCR로 추가로 검출되었고 20℃ 10일째 

실험구에서는 5마리 모두에서 검출되지 않았다 

(Fig. 2).

cDNA microarray 분석

309개의 면역 유전자가 부착된 cDNA chip을 활
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Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of PCR products of viral hemorrhagic septicemia virus genome at 20℃. M, molec-
ular weight marker; N, Negative; lane 1-5, 3 days of 20℃; lane 6-10, 10 days of 20℃; P, Positive.

Table 2. Up-regulated gene (>1.0-fold) in the kidney of olive flounder infected by viral hemorrhagic septicemia 
virus at 15℃ and 20℃.  

Similar to
20℃ 15℃

3d 10d 20d 3d 10d 20d
MHC class Ⅰa chain 
MHC class Ⅰa chain 
MHC class Ⅰa chain  
Beta-2 microglobulin 
Myeloperoxidase 
Interleukine-8 
Lysosome-associated membrane glycoprotein 1 precursor
Complement component C1q 
Spi-1/Pu.1 transcription factor 
Endonuclease G-like 
Hemoglobin subunit beta-A
Proliferating cell nuclear antigen
Putitive FK506-binding protein 

0.9
1.2
1.2
1.4
2.6
0.2
1.7
0.2
1.1
2.1
1.1
1.8
1.9

1.1
1.3
1.1
0.8
1.6
1.9
0.5
1.0
0.8
0.8

-0.7
0.7
1.3

0.1
0.2
0.2
0.0
0.1

-0.3
0.0

-0.3
-0.1
0.1
0.5

-0.3
-0.1

0.8
0.9
0.8
1.1
2.1
2.3
1.6

-0.3
0.3
1.4
0.0
1.3
1.0

0.2
0.4
0.4
0.4
1.6
2.6
0.7

-0.5
0.3
1.1

-0.9
1.6
1.4

1.5
1.6
1.4
1.2
1.8
0.5
0.5
1.2
1.1
1.3
1.1
0.6
1.3

용한 분석에서 15℃, 20℃의 감염 세포구에 공통으

로 발현이 증가되는 유전자는 MHC class Ⅰ, IL-8, 
myeloperoxidase 및 endonuclease G-like 유전자 등

으로 모든 세포 표면에 존재하여 항원을 제시하거

나 호중구 주화성을 자극하는 유전자들이었다 

(Table 2). 항원 가공 및 제시에 관여하거나, 항체 

생성 및 apoptosis의 기능을 가지는 MHC class Ⅱ, 
immunoglobulin (Ig)과 retinoblastoma 등의 유전자

가 15℃, 20℃ 두 온도간에서 발현 차이가 났다. 
15℃는 MHC class Ⅱ 등의 유전자가 발현이 감소

되었고 (Table 3), 세포 죽음을 유도하는 granzyme 
Ⅱ 등의 유전자가 증가되었다 (Table 4). 이에 반해 

20℃에서는 선천 면역에 관여하는 rhamnose-bind-
ing lectin STL2 등의 유전자가 발현 감소되었고, 
MHC class Ⅱ, immunoglobulin 등 적응 면역에 관

여하는 유전자들이 증가되었다 (Table. 5). 

고   찰

바이러스성 출혈성 패혈증은 우리나라 양식장

에서 해마다 수온이 15℃ 이하인 저수온기에 나타

나는 바이러스성 질병으로 넙치의 크기에 상관없

이 발병하지만 치어기에 더 많은 폐사를 일으킨다 

(Kim et al., 2003). 본 연구는 저수온기에 대량 폐사
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Table 3. Down-regulated gene (>1.0-fold) in the kidney of olive flounder infected by viral hemorrhagic septicemia 
virus at 15℃ (shown with expressions in 20℃ as reference)

Similar to
20℃ 15℃

3d 10d 20d 3d 10d 20d

MHC class II α antigen 
MHC class II β antigen 
MHC class II invariant chain-like protein 2 
Immunoglobulin light chain T2b constant region
Immunoglobulin light chain VJC region
Immunoglobulin light chain 
Gelatinase 
Gelatinase
Collagenase 
Matrix metalloproteinase 9 
Serine protease 
Nephrosin 
Complement factor D  
Retinoblastoma 

-0.8
-0.8
-0.9
-0.3
-0.1
-0.1
-0.6
-0.5
-0.4
-0.7
1.1
1.2

-0.3
1.3

1.0
0.7
0.3
1.6
1.7
0.2
0.1

-0.1
0.5
0.1

-0.1
0.0
0.6

-0.1

0.3
0.4

-0.1
0.3
0.3
0.4

-0.6
-0.6
-0.4
-0.6
-0.1
0.4

-0.4
0.5

-0.9
-1.1
-1.2
-1.5
-1.8
-0.3
-2.4
-1.4
-2.1
-2.4
-1.0
-2.9
-1.1
-1.8

-0.9
-0.9
-1.5
-1.4
-1.4
-1.3
-2.1
-1.4
-1.0
-2.3
-0.3
-0.7
-0.9
-0.7

0.6
0.3
0.3

-0.1
0.0
0.5

-1.6
-1.4
-1.4
-1.6
0.3
0.3

-0.3
0.2

Table 4. Up-regulated gene (>1.0-fold) in the kidney of olive flounder infected by viral hemorrhagic septicemia 
virus at 15℃ (shown with expressions in 20℃ as reference).

Similar to
20℃ 15℃

3d 10d 20d 3d 10d 20d

Granzyme Ⅱ
Rab40c, member RAS oncogene family isoform 1
SAM-domain protein 
ATPase, H+ transporting, lysosomal 70kDa

0.7
1.5
0.3
0.8

0.2
0.9
0.4
0.7

-0.1
0.0

-0.1
0.2

1.5
1.1
1.1
1.3

1.4
0.6
0.6
0.9

0.7
1.2
0.7
1.0

Table 5. Up-regulated gene (>1.0-fold) in the kidney of olive flounder infected by VHS at 20℃ (shown with ex-
pressions in 15 as reference)

Similar to
20℃ 15℃

3d 10d 20d 3d 10d 20d

MHC class Ⅱ α antigen 
Immunoglobulin D 
Immunoglobulin M
Immunoglobulin M precursor 
Immunoglobulin light chain T2b constant region
Immunoglobulin light chain VJC region 
Tissue inhibitor of metalloproteinase 2 
Nephrosin 
Serine protease 
Retinoblastoma 
Progranulin 
Thymosin beta-4 

-0.8
0.5
0.4
0.4

-0.3
-0.1
0.6
1.2
1.1
1.3
0.8
1.3

1.0
1.4
1.3
1.5
1.6
1.7
1.0
0.0

-0.1
-0.1
1.2
0.8

0.3
0.7
0.7
0.3
0.3
0.3
0.0
0.4

-0.1
0.5
0.3
0.4

-0.9
-0.8
-0.8
-0.7
-1.5
-1.8
-0.1
-2.9
-1.0
-1.8
0.7
0.0

-0.9
-0.8
-0.8
-0.5
-1.4
-1.4
-0.2
-0.7
-0.3
-1.0
0.1
0.2

0.6
0.5
0.6
0.4
-0.1
0.0
0.8
0.3
0.3
0.2
0.3
0.9
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를 일으키는 바이러스성 출혈성 패혈증을 수온과 

관련하여 넙치의 면역 유전자 발현 profile과 면역

반응 범위를 조사하였으며, 특히 저수온기에 폐사

가 나타나는 원인을 면역 유전자 발현과 관련시켜 

그 원인과 병리기전, 예방을 위한 가능성을 찾아보

고자 하였다.   
넙치에 바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스를 

마리당 105TCID50로 감염시켰을 때 15℃의 수온에

서는 20일 동안의 누적 폐사율이 55%였으며, 20℃
에서는 5%의 폐사율이 나타났다. 감염 후 3일과 

10일에 바이러스 분리와 PCR에 의해 15℃에서는 

VHSV의 증식이 어체내에서 잘 이루어지며 20℃
의 온도에서는 감염 초기에 어체내에 VHSV가 존

재하지만 시간이 경과함에 따라 체내에서 제거되

는 것을 확인하였다. 그리고 20℃의 폐사어 1마리

에서 바이러스 분리를 시도해 본 결과 VHSV가 분

리되지 않아 20℃의 폐사는 VHS에 의한 폐사가 

아님을 확인하였다. 
cDNA microarray는 Northern blotting이나 Southern 

blotting을 대규모로 병렬하는 방법으로, 다른 생리

학적 조건하에서 유전자 발현의 변화를 탐지하는

데 유용한 도구이며 유전자 발현 형태 확인, 유전

자 기능 예측, 돌연변이 또는 다형성 진단 및 질병

관련 유전자 발굴 등의 연구 목적에 사용되고 있

고, 최근에는 어류 병원체 연구에도 적용되었다 

(Byon et al., 2005; Dang et al., 2007). 본 연구에서는 

넙치의 유전자가 올려진 cDNA chip을 이용하여 바

이러스성 출혈성 패혈증 바이러스에 감염된 넙치

에서의 면역관련 유전자들의 발현을 시간경과별

로 분석함으로써 15℃에서는 높은 폐사율을 보지

만 20℃에서는 전혀 폐사하지 않는 현상에 관여하

는 넙치 면역관련 유전자군의 후보를 찾아내고자 

하였다.
바이러스에 대한 자연 면역 반응은 감염된 세포

로부터 interferon (IFN) α와 β를 생산하여 바이러스

의 증식을 억제하거나 natural killer (NK) 세포에 

의해 감염 세포를 제거한다. 또한 항원·항체 복합

체의 phagocytosis에 의해 바이러스를 제거하며, 세
포 매개 면역 반응으로 cytotoxic cell과 NK 세포가 

감염 세포를 제거한다 (Hwang et al., 2004). 감염 

후 시간이 경과되어 항체가 생성되면 바이러스 감

염을 중화시키거나 바이러스의 숙주내 활성을 방

해한다. 15℃와 20℃에서 공통으로 발현된 유전자

들은 interleukine-8, myeloperoxidase, beta-2 micro-
globulin 및 spi-1/pu.1 transcription factor를 포함한 

유전자들로 15℃와 20℃의 두 온도에서는 바이러

스성 출혈성 패혈증 바이러스 감염에 대항하는 항

원 제시나 호중구 자극 등 선천 면역에 의한 반응

이 제대로 이루어진 것을 확인하였다. β-2 micro-
globulin은 세포 표면에 존재하는 MHC class Ⅰ에 

의해 항원 제시 및 면역 반응을 유도하는 것으로 

알려져 있으며, IL-8은 탐식작용 기능을 갖는 호중

구의 주화성을 자극하는 것으로 보고되어져 있다. 
IL-8의 발현 증가는 감염에 대한 방어 반응으로 호

중구를 유도하며, 이어서 lysozyme의 발현이 증가

되는 것으로 생각된다. Myeloperoxidase는 hypo-
chlorous acid (HOCl)를 생산하며 산화제로 과산화

수소를 사용하여 tyrosyl radical에 대해 tyrosine을 

산화한다. Hypochlorous acid와 tyrosyl radical은 세

포 독성물질로써 호중구에 의해 세균과 다른 병원

체를 죽이는데 이용된다 (Heinecke et al., 1993). 다
른 관점으로 보면, 과도하게 활성화된 호중구는 

superoxide를 방출하기 때문에 그 결과로 세포성 

손상의 원인이 된다. 20℃에 반해 15℃에서 VHS의 

감염된 넙치의 신장은 지나치게 유도된 IL-8와 

myeloperoxidase에 의해 세포 손상이 초래될 수도 

있을 것이다.
Spi-1/Pu.1 transcription factor는 조혈 작용의 조

절에 중요하며, B세포와 macrophage에서 발현된다

고 보고되었다. 또한 B세포와 T세포, macrophage 
및 호중구의 성숙을 돕는다. 이 유전자는 두 온도

에서 모두 발현이 증가되었으나, 20℃에서는 감염 

초기에, 15℃에서는 감염 후기에 증가하였다. 본 

결과를 통해 20℃에서는 VHS에 대해 macrophage
와 B세포가 발현되어 항원 제시, 항체 생산 그리고 

식작용이 이루어져 감염 초기에 선천 및 적응 면역 

반응이 유도되지만, 15℃에서는 유전자의 발현이 

감염 후기에 일어남으로써 VHS에 대한 면역 반응

이 지연되거나 억제되는 것 같다.
15℃에서 감소된 유전자들은 MHC class Ⅱ α, 

β antigen, immunoglobulin light chain 2TB 및 serine 
protease를 포함한 면역 시스템 관련 유전자들이다. 
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포유류에서, major histocompatibility complex 
(MHC) class Ⅱ α, β antigen 등 MHC class Ⅱ 분자는 

면역 시스템 내에서 전문화된 세포, 특히 macro-
phage와 dendritic cell과 같은 항원 제시 세포의 표

면에서만 존재한다 (Levine et al., 1991). 15℃에서 

VHS의 감염이 넙치 신장에 존재하는 MHC class 
Ⅱ 유전자 발현을 억제시켜 면역 반응을 지연시켰

거나, 혹은 저수온 조건에서 상대적으로 낮은 대사

로 항원제시세포의 활성도 낮아졌을 가능성이 생

각되었다. 수온의 차이에 의한 항원제시세포의 활

성에 대한 연구가 더 필요한 것으로 생각된다.  
Serine protease는 면역 시스템에서 생물학적인 

기능은 염증, 조직의 재형성, 혈소판과 chemokine
의 활성화이다 (Scheriber et al., 2004; Uehara et al., 
2003). 세포 관련 살해는 바이러스성 질병의 통제

에서 특히, 방어 기작에 중요하다고 알려져 있으

며, serine protease는 어류에서 세포 면역에 관련된 

분자로 알려져 있다 (Hwang et al., 2004; Praveen 
et al., 2004). Nephrosin은 astacin과의 endopeptidase
로써 아가미, 신장, 두신 및 비장에 주로 존재한다. 
어류에 있어서 nephrosin은 면역과 조혈 형성 그리

고 extracellular matrix의 재형성 기능을 가지고 있

다 (Hung et al., 1997). 15℃에서 바이러스성 출혈

성 패혈증 바이러스의 감염에 의한 유전자의 발현 

감소는 세포성 면역을 포함한 면역 시스템의 기능 

저하를 초래하는 것으로 사료된다. Retinoblastoma 
유전자는 종양 억제 유전자의 특성을 가졌고 

(Friend et al., 1986), apoptosis를 조절하는 중요한 

역할을 하며 (Hass-Kogan et al., 1995), 15℃에서는 

바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스의 감염에 의

한 세포 자살 신호의 억제로 인해 apoptosis가 이루

어지지 않아 세포간에 VHS의 전염이 형성되는 것

으로 생각된다. Gellatinase, collagense와 matrix 
metalloproteinase등의 효소는 단백질분해효소들로 

세포의 증식, 분화, 숙주방어와 apoptosis에 관여하

는 것으로 알려져 있다. Apoptosis는 정상적인 발달

과 조직 항상성을 위해 필요한 생리학적 과정이다. 
Apoptosis의 조절 곤란은 신경 변성, 자가 면역 및 

암을 포함하여 질병에 걸리는 조건에서 발달과 결

과에 영향을 미칠 수 있다 (Thompson, 1995). 
Granzyme은 특정 바이러스의 감염 또는 형질 표적 

세포가 제거를 위해 표지되었을 때 exocytosis중 과

립을 방출하는 cytotoxix T lymphocyte와 natural 
killer cell의 cytotoxic 과립을 저장한 세포 죽음 유

도 효소이다. Granzyme은 선천 및 획득 면역 killer 
cell의 cytotoxic 과립을 포함한 serine proteases로, 
바이러스와 종양 세포 제거를 위해 세포 죽음을 

유도하는 기능을 가진다. 또한 granzyme은 활성화

된 lymphocyte의 생존 통제에 의해 면역 조절과 세

포외 기질의 작용에 의해 염증 조절을 하는 중요한 

역할을 한다 (Dipanjan and Lieberman 2008). Apop-
tosis에 관여하는 인자 중 granzyme은 15℃에서 높

은 발현을 보였으나 gellatinase, collagense와 matrix 
metalloproteinase등의 효소는 15℃감염어에서 3일, 
10일, 20일 모든 시간대에서 바이러스에 감염되지 

않은 개체에 비하여 현저히 낮은 발현을 보여 15℃
에서의 바이러스에 의한 폐사와 강한 연관성이 있

다고 보여진다. 
20℃에서는 15℃와 달리 MHC class Ⅱ α, β anti-

gen, retinoblastoma, nephrosin을 포함한 thymosin-β
4 및 progranulin 등의 유전자들이 발현되었다. 
Thymosin-β4는 apoptosis 세포의 탐식작용 및 염증 

조절의 중요한 역할을 하며 progranulin은 많은 종

양의 진행에 있어서 발달과 상처 치유에 관련된 

상피 조직 성장 인자로, macrophage의 증식과 분화

에 관여한다 (Hanington et al., 2006). 20℃에서 유

도된 thymosin-β4과 progranulin는 바이러스성 출혈

성 패혈증 바이러스에 의한 상처 치유, 탐식작용과 

염증 조절을 하는 것으로 사료된다. 
바이러스 감염에 따른 숙주 반응으로써 감염 3

일 후에는 선천 면역반응이 유도되며, 10일에는 적

응 면역 반응이, 그리고 20일에는 면역 반응이 정

상으로 회복 되는 것으로 보고되었다 (Roitt et al., 
1998). 바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스의 감

염 경과일에 따른 유전자 발현 패턴을 분석해 본 

결과 MHC class Ⅱ α, β antigen은 15℃의 3일과 

10일에서 감소되어 감염 후기인 20일에는 정상 범

위로 회복되었다. 이러한 결과는 세포 표면에 

MHC class Ⅱ 분자가 존재하여 항원 가공 및 제시

에 관여하는 macrophage가 감염 초기에 VHS에 감

염되는 것을 의미하며 또한 macrophage의 항원 제

시 실패로 항체 생산에 관여하는 Ig 분자들이 감염 
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초기와 중반에 발현이 감소되는 것을 확인하였다. 
이에 반해 20℃에서는 MHC class Ⅱ가 초기에 감

소되었지만, 시간이 지남에 따라 증가되어 항원 제

시 등의 면역 반응이 이루어졌고, 또한 항체 생성

이 제대로 형성되는 시점인 10일에는 Ig 관련 분자

들이 증가되어 VHS를 중화시키거나 숙주내 활성

을 방해하며, 항원-항체 복합체의 phagocytosis 반
응으로 바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스를 제

거하는 것으로 사료된다. 
본 연구는 cDNA microarray를 사용하여 바이러

스성 출혈성 패혈증 바이러스에 감염된 넙치 신장

의 Transcriptome 반응을 설명하였다. 15℃와 20℃
에서 VHS에 의해 선천 면역 반응인 MHC class Ⅰ
에 의한 항원 제시와 염증 반응에 의한 호중구 활

성이 모두 이루어졌다. 하지만, 15℃에서는 macro-
phage에 의한 항원 가공 및 제시 실패, 그리고 VHS
에 대한 B세포의 항체 생산 등이 지연되었다. VHS
가 면역을 피하는 기전으로 macrophage내에서 증

식을 이루며 특히, macrophage는 VHS의 초기 증식

을 지원한다고 보고된 바도 있고(Brudeseth et al., 
2002), 또한 macrophage의 성장과 활성 등 백혈구 

발달에 관여하는 유전자인 spi-1/pu.1 transcription 
factor의 발현이 감염 후기에 증가됨으로써 macro-
phage에 의한 적응 면역의 유도가 감염 초기에 이

루어지지 않음을 확인할 수 있었다. 20℃에서는 

macrophage에 의한 항원 가공 및 제시, 그리고 항

체 생산 등 정상적인 숙주 반응으로서 선천 및 적

응 면역반응이 유도되었고, 상처 치유에 관여하는 

몇몇 면역 유전자의 발현으로 인해 바이러스성 출

혈성 패혈증 바이러스에 효과적으로 대응하여 폐

사가 발생하지 않는 것으로 사료된다.

요   약

저수온기만 넙치에 대량 폐사를 일으키는 바이

러스성 출혈성 패혈증을 폐사가 발생하는 15℃, 폐
사가 발생하지 않는 20℃에서 인공감염시켜 넙치

의 면역 유전자 발현 profile을 cDNA microarray 분
석하였으며, 특히 저수온기에 폐사가 나타나는 원

인을 면역 유전자 발현과 관련시켜 알아보고자 하

였다. 15℃, 20℃의 감염 세포구에 공통으로 발현

되는 유전자는 MHC class Ⅰ, IL-8, myeloperox-
idase 및 endonuclease G-like 유전자로 모든 세포 

표면에 존재하여 항원을 제시하거나 호중구 주화

성을 자극하는 유전자들이었다. 항원 가공 및 제

시, 항체 생성에 관여하는 MHC class Ⅱ, immun-
oglobulin (Ig)과 retinoblastoma 등의 유전자는 20℃
에서는 발현이 증가하였으나 15℃에서는 발현이 

감소되었다. 이로부터 폐사가 발생하지 않는 20℃
는 바이러스 감염초기의 항원 제시, MHC class I과 

II에 의한 항원제시, apoptosis 및 이후의 항체 생산

이 정상적으로 이루어져 폐사가 발생하지 않는 것

으로 생각되었다. 그러나 폐사가 발생하는 15℃에

서는 MHC class Ⅰ매개의 항원 제시와 탐식 작용

등의 선천 면역은 이루어지나 macrophage에 의한 

MHC class Ⅱ매개의 항원 제시와 apoptosis저하, 항
체 생산 관련 유전자의 발현저하가 관찰되어 초기 

macrophage에 의한 항원제시의 실패로 적응 면역

이 제대로 활성화되지 않아 폐사가 발생한 것으로 

사료된다.
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