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Cowpea mild mottle virus (CPMMV)는 약 650 nm × 13

nm의 크기의[2] 넓은 숙주 범위를 가지는 식물병원성 바이

러스로, 담배가루이, 기계 및 종자 등으로 전염된다[5].

CPMMV에 감염 시 백화(얼룩, 고리 및 반점), 괴사 병반(부

분 또는 잎맥), 반점 및 기형 등이 작물과 계절에 따라 다양

한 형태로 나타날 수 있어[3, 13], 이에 따라 수확량의 손실

로 농가에 피해를 입힐 수 있다. 또한 관련 작물의 수출에 영

향을 미치는 등 국가적 피해를 야기할 수 있다. 유럽 지중해

식물 보호단체에 따르면, CPMMV는 브라질, 이집트, 피지,

가나, 인도, 인도네시아, 이스라엘, 케냐, 말레이시아, 나이지

리아, 솔로몬제도, 탄자니아, 타이 및 예멘에서 보고된 사례

가 있었으나 아직 국내에서 보고된 사례는 없었다.

한편, CPMMV는 병해충 위험도 평가를 통해, 국내 관리

급 바이러스로 지정되어 있다[1]. 검역현장에서는 CPMMV

등 식물바이러스 검역을 위해 오랜기간 동안 효소면역측정

법을 진단방법으로 사용하였으나[14, 15], 낮은 검출감도와

거짓양성 반응 등의 문제점[4]이 제기되어 역전사(reverse

transcription; RT) 중합효소연쇄반응(polymerase chain

reaction; PCR)이 제안되었다. 그러나 여러 연구자들에 의해
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개발된 PCR 검사법들은 바이러스 별로 조성과 조건이 상이

했으며, 양성대조구 시료는 모두 국내 미보고 검역 바이러스

로 시료확보가 어려울 뿐 아니라 보관의 위험성이 함께 고

려되어 많은 시료에서 다양한 병원체를 진단해야 하는 검역

현장에서 적용되기에는 한계가 있었다[6]. 이러한 검역현장

에서 요구되는 문제점을 보완하여, 최근 조성과 조건을 통일

시킨 RT-PCR, nested PCR 및 유전자삽입-양성대조구 플라

스미드가 개발되었다[6−12]. 바이러스 특이유전자 진단시스

템은 2007년부터 검역현장에서 표준검사방법으로 적용되면

서 기존에 검출하지 못했던 병원체를 검출하는 등 검역실적

을 향상시켰다[12]. 현재까지 약 20여종의 검역바이러스에

대한 특이유전자 진단시스템이 보고되고 있으나, CPMMV

를 검사할 수 있는 진단시스템은 아직 보고되지 않았다. 

따라서, 본 연구에서는 CPMMV의 특이 유전자를 검출할

수 있는 RT-PCR과 nested PCR 프라이머를 개발하였으며,

또한 실험실 오염을 검증할 수 있는 유전자삽입-양성대조구

플라스미드를 개발하여 CPMMV 검역진단 시스템을 구축하

였다.

CPMMV, 유연관계 참고바이러스주 3종[Carlavirus;

Garlic common latent virus (GCLV), Potato S virus

(PVS), Shallot latent virus (SLV)] 및 공통숙주 참고바이러

스주 13종[Alfalfa mosaic virus (AMV), Arabis mosaic

virus (ArMV), Bean yellow mosaic virus (BYMV), Beet

mosaic virus (BtMV), Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV),

Cowpea severe mosaic virus (CPSMV), Cucumber mosaic

virus (CMV), Grapevine fanleaf virus (GFLV), Prune

dwarf virus (PDV), Ribgrass mosaic virus (RMV), Soybean

mosaic virus (SMV), Tobacco rattle virus (TRV) 및

Tomato bushy stunt virus (TBSV)]의 이병시료, RNA 또는

cDNA를 구매(Adgen, England; Bione, Korea) 및 유관기관

의 협조를 받아 수집하였다.

CPMMV 특이적 프라이머 설계를 위하여, National

Center for Biotechnology Information로부터 CPMMV와

참고바이러스주들에 대한 염기서열을 수집하였으며, DNAMAN

software package version 6.0 (Lynnon Biosoft, Canada)

을 사용하여 종 특이적 부위를 탐색하였다[8]. CPMMV 특

이적 프라이머는 총 6개의 프라이머(정방향 및 역방향 각

3개)가 설계되었으며(Supplementary Table S1), 프라이머

들을 조합하여 250−700 bp의 PCR증폭이 가능한 9개의 조

합을 구성하였다(Supplementary Table S2).

핵산추출, RT-PCR, nested PCR 및 전기영동은 모두 이전

에 보고된 방법과 동일한 조성과 조건으로 수행하였다[6−12].

종 특이적 RT-PCR 및 nested PCR 프라이머 선발은 최초

9개 조합을 대상으로 CPMMV 핵산에 특이적 반응을 검정

하였다. 이 후 특이적 반응이 검정된 RT-PCR 프라이머 조

합을 대상으로 참고바이러스주(유연관계 및 공통숙주바이러

스)의 핵산에 비특이적 반응을 분석하여 RT-PCR 프라이머

조합을 선발하였다. 또한 각각의 nested PCR 프라이머를 설

계하였으며, 각각의 RT-PCR 증폭산물을 주형으로 특이적

반응을 분석하였다. 

총 9개의 RT-PCR 프라이머 조합을 대상으로 CPMMV의

특이적 반응을 검정한 결과 4개 조합(조합 5, 6, 8 및 9)에서

특이적 밴드가 형성되었다(Supplementary Fig. S1). CPMMV

특이 밴드가 분석된 4개의 RT-PCR 프라이머 조합을 대상

으로 참고바이러스주들에 대한 비특이적 반응을 분석한 결

과 조합 8과 9에서 많은 비특이적 밴드가 형성된 반면 조합

5와 6은 비특이적 밴드가 분석되지 않았다(data not shown).

선발한 RT-PCR 조합 5와 6에 대하여 검출감도를 분석하기

위해 CPMMV가 포함된 total RNA를 10-7까지 10배 단계희

석 하였다. 검출감도 분석결과 RT-PCR 조합 5와 6은 10-2
−

10-3까지 특정 밴드가 형성되어(Supplementary Fig. S2)

CPMMV 진단에 적합한 RT-PCR 프라이머 조합으로 분석되

었다. 또한 RT-PCR 프라이머 조합 5와 6의 nested PCR 프

라이머를 설계하였으며(Supplementary Table S3), RT-PCR

증폭산물을 100배 희석하여 nested PCR을 수행한 결과 조

Fig. 1. RT-PCR and nested PCR for the detectoion of CPMMV.
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합 5 (579 → 298 bp)와 조합 6 (638 → 252 bp)에서 특이적

밴드가 증폭되었다(Fig. 2). 따라서 CPMMV 특이 유전자를

증폭할 수 있는 최종 선발된 RT-PCR 및 nested PCR 프라

이머에 대한 정보는 Table 1과 같다.

본 연구에서는 CPMMV의 PCR 기반 진단시스템에 활용

할 유전자삽입-양성대조구 플라스미드를 개발하였다. RT-

PCR 프라이머 조합 5와 6의 증폭 영역을 포함하는 프라이

머 조합으로 1,135 bp PCR 산물을 증폭하였다(data not

shown). 이것을 삽입 DNA로 pGEM®-T easy vector (Promega,

USA)에 cloning 하였으며, RT-PCR 조합 5의 nested PCR

증폭영역 안쪽에 제한효소 Xho I이 반응할 수 있는 염기서

열(CTCGAG)을 EZchangeTM site-directed mutagenesis

kit (Enzynomics, Korea)를 이용하여 삽입하였다[6]. RT-

PCR 조합 5 특이 프라이머를 이용하여 증폭한 후 제한효소

Fig. 2. Information of inserted positive control plasmid for using by CPMMV detection.

Table 1. Information of finally selected RT-PCR and nested PCR primer sets.

Primer
Sequence Length (bp) 

Set PCR type Name

5 

RT 
CPMMV_F2 GGAARACSCAAAGTGCYTCAGA

579 
CPMMV_R2 TCTTTTCRCTWGGWGTWGGCTTTCT

Nested 
CPMMV_NF2 GCYACRGCYGARGAGATGG

298 
CPMMV_NR1 TWGCWGCCCAATCRGAAGG

6 

RT 
CPMMV_F1 ATTGCCCGATATTGATGCTGAA

638 
CPMMV_R2 TCTTTTCRCTWGGWGTWGGCTTTCT

Nested 
CPMMV_NF1 TGGGKGTWCCKWCTGARCATG

252 
CPMMV_NR1 TWGCWGCCCAATCRGAAGG
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Xho I 처리결과 361과 224 bp의 두 밴드가 분석되었으며

(Supplementary Fig. S3), 염기서열 분석을 통해 확인한 결

과 6개의 염기서열 삽입이 분석되었다(Fig. 2). 본 연구에서

개발한 유전자변형-양성대조구로부터 오염이 발생하여 거짓

양성반응이 일어날 경우 제한효소 처리 또는 염기서열 분석

으로 검증이 가능할 것이다.

한편, 국내 병해충 위험도평가를 통해 검역대상으로 지정

된 바이러스는 총 100종이며[1], 금지급, 관리급 및 규제비

검역 등으로 구분된다. CPMMV는 관리급 바이러스로, 농림

축산검역본부 예규에 따르면 동부, 땅콩, 강낭콩, 날개콩, 대

두, 리마콩, 작두콩, 잠두 및 토마토 등의 작물들에 대해 검

사를 수행해야 한다. CPMMV 관련 작물을 포함하여 검역현

장에서는 많은 수입작물들에 대해 검사를 수행해야한다. 이

러한 대량 및 많은 건수의 수입 시료들에서 잠재적 위해성

이 높은 바이러스에 대한 검사방법은 정밀, 편의, 신속 및 특

이성을 가져야하며, 무엇보다 동일한 검사방법의 사용으로

표준화 되는 것이 중요하다. 또한 검사결과에 대한 검역처분

으로 국가적 관계 등에도 영향을 미칠 수 있어 과학적이고

객관적인 결과가 검증되어야 한다[7]. 

따라서 본 연구에서 개발한 진단시스템은 향후 검역현장

에서 관련된 수입 작물로부터 CPMMV 검역에 기여할 것이

라고 기대된다.

요 약

Cowpea mild mottle virus (CPMMV)는 국내 미보고 바

이러스로, 넓은 숙주범위를 가지며, 국내 관리급 검역바이러

스로 지정되어 있다. 본 연구에서는 검역현장에서 신속하게

CPMMV를 진단할 수 있는 방법을 개발하였다. 이번 연구는

사용자를 위한 검사방법 개발을 위하여, 기존의 검역현장에

서 활용하는 PCR 조성과 조건을 활용하였다. 본 연구에서

는 CPMMV를 특이적으로 진단할 수 있는 2개의 RT-PCR 프

라이머를 개발하였으며 각각 579와 638 bp를 증폭할 수 있

다. 최종적으로 증폭되는 nested PCR 산물의 크기는 (579 →

298 bp)과 (638 → 252 bp)로 CPMMV의 특이 유전자를 진

단할 수 있다. 또한, 제한효소 Xho I이 반응할 수 있는 염기

서열을 삽입하여 양성대조구 플라스미드를 개발하였다. 이

것은 실험실 오염으로부터 거짓양성을 검증할 수 있게 하였

다. 본 연구는 CPMMV와 관련된 수입 작물로부터 검역진단

에 기여할 것이라고 사료된다.
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