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다양성 및 계통 분석
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Abstract : Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV), a porcine enteropathogenic coronavirus, causes lethal watery diarrhea
in piglets, resulting in large economic losses because of high mortality. In November 2013, PEDV reemerged in Korea,
and these outbreaks have since continuously occurred. In the present study, we determined the full-length nucleocapsid
(N) gene sequences of three Korean PEDV field isolates collected in 2014–2015. Sequence and phylogenetic analysis
of N genes revealed that recent prevalent Korean PEDV isolates were very closely related to the US PEDV isolates
in 2013. Interestingly, the phylogenetic tree based on the nucleotide sequencing of the PEDV N gene was similar to
the tree topology of the PEDV complete genomes. Therefore, our data provide a better understanding of the genetic
diversity and contribute to the accurate diagnosis and development of vaccines against PEDV.
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서 론

돼지 유행성설사 바이러스(porcine epidemic diarrhea

virus [PEDV])는 극심한 수양성 설사와 탈수를 일으키는 질

병으로 특히 자돈에서 매우 높은 치사율을 나타내기 때문에

전 세계적으로 경제적 손실이 상당하다 [3, 24]. PEDV는

1971년에 영국에서 최초로 발견되었으며, 이후 벨기에를 포

함한 유럽과 아시아 전 지역의 양돈국가에서 발병이 보고되

고 있다 [1, 17, 21]. 국내에서는 1992년 첫 발생 이후

2010년까지 매년 심각한 경제적 손실을 일으켜 왔다 [12,

15, 23]. 2010~2011년에는 돼지 구제역(foot-and-mouth

disease)의 출현으로 PEDV 발생 빈도는 급격히 감소하였지

만, 2013년 후반에 다시 출현한 PEDV로 인해 국내 전 지

역에 걸쳐 빠르게 확산되면서 현재까지 유행되고 있다. 특히

제주지역은 2014년 3월경, 약 10년 만에 PEDV가 다시 출

현하며 매우 높은 폐사율로 인해 양돈농가에 큰 피해를 주

었다 [16]. 

PEDV는 Coronaviridae family로 약 28 kb의 positive-sense,

single stranded RNA genome을 가지며, 4개의 구조적 단백

질(glycosylated spike [S], 150–220 kDa; membrane [M],

20–30 kDa; envelope [E], 7 kDa; nucleocapsid [N], 58 kDa)

과 3개의 비구조적인 단백질(replicase 1a, replicase 1b,

ORF3)로 구성되어 있다 [7, 9]. 그중 PEDV S단백질은 감

염 초기에 숙주의 세포 표면과 결합하는 중요한 역할을 하

기에 많은 연구가 진행되고 있지만, 유전적인 변이의 빈도가

매우 높다 [26]. 반면 N 단백질은 나선형으로 바이러스 입자
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의 RNA와 결합되어 있고, 유전적으로 잘 보존되어 있기 때

문에 PEDV 감염 초기에 정확한 진단을 위해 널리 사용되었

다 [20]. 또한 N 단백질이 보유하고 있는 항원결정기

(epitope)는 세포 매개성 면역반응을 유도하는 데 중요한 역

할을 한다고 알려졌다 [5, 25]. 그럼에도 불구하고 PEDV N

유전자를 기반으로 한 연구는 매우 미미한 수준이다. 따라서

이 연구에서는 최근 국내에서 유행하는 PEDV를 대상으로

N 유전자의 염기 및 아미노산 서열을 분석하였으며, 기존에

보고된 국내외 분리주와 백신주 사이의 유전적인 특성을 비

교 분석하였다.

재료 및 방법

시료의 채취

2014년에서 2015년까지 강원 및 제주 양돈농가에서 심각한

수양성 설사 증상을 보이며 폐사한 자돈을 대상으로 소장 및

분변시료를 채취하였다. 각 시료는 생리식염수를 첨가하여 강

하게 현탁한 후 15,000 × g(Centrifuge 5424 R; Eppendorf,

Germany)로 10분간 원심분리하였다. 상층액만 취하여 바이

러스의 RNA를 추출하였으며, 역전사 중합효소 연쇄반응

(reverse transcription-polymerase chain reaction [RT-PCR])을

이용하여 PEDV N 유전자에 특이적인 primer로 PEDV의

감염 여부를 확인하였다 [7].

RT-PCR 및 DNA cloning

PEDV의 N 유전자를 증폭하기 위해 Viral Gene-spin

DNA/RNA Extraction Kit(iNtRON Biotechnology, Korea)

를 이용하여 제조사의 사용법에 따라 바이러스의 RNA를 추

출하였다. cDNA의 합성은 iScript cDNA Synthesis Kit

(Bio-Rad Laboratories, USA)를 이용하였으며, −20oC에 보

관한 후 실험에 사용하였다. PCR 반응액은 cDNA template

0.1–0.5 µg, 5x GoTaq Reaction Buffer 10 µL, 25 mM

MgCl2 4 µL, 10 mM dNTP Mix 2 µL, 10 pM upstream

primer 2 µL, 10 pM downstream primer 2 µL, GoTaq

DNA Polymerase(Promega, USA) 1 µL에 증류수를 첨가하

여 총 50 µL가 되도록 혼합하였다. Primer는 PEDV

CV777주의 유전정보를 기반으로 N-F-54(5’-TGCGG

TTCTCACAGATAGTG-3’)와 N-R1407(5’-AAGTCGCTAG

AAAAACACTCAGT AAT-3’)을 제작하여 사용하였다. PCR

반응조건은 95oC 5분간 1회, 95oC 30초, 60oC 30초, 72oC

1분 20초간 30회, 72oC 10분간 1회 반응하였다. 각각 증폭

된 PCR 산물은 HiYield Gel/PCR DNA Mini Kit(RBC

Bioscience, Taiwan)를 이용하여 정제한 후 TA Cloning

Vector(RBC Bioscience)에 삽입하여 Escherichia coli DH5α

competent cell(Novagen, USA) 내로 cloning을 실시하였다.

그다음 50 µg/mL ampicillin, 100 mM isopropyl β-D-

thiogalactopyranoside(Duchefa Biochemie, The Netherlands)

그리고 50 mg/mL X-gal(Duchefa Biochemie)이 함유된

Luria-Bertani(BD Difco, France) 한천배지에서 배양된 흰색

의 집락을 선별하여 DNA-spin Plasmid DNA Purification

Kit(iNtRON Biotechnology)로 plasmid DNA를 추출한 후

PEDV N 단백질 유전자의 염기서열 분석을 실시하였다

(Cosmogenetech, Korea).

다중 정렬 및 계통학적 분석

최근 국내에서 유행하는 PEDV와 기존에 보고된 PEDV

(Table 1)의 N 유전자를 분석하기 위해 BioEdit 7.2.5와

Clustal X 2.0 program [13]을 사용하였으며, 염기서열과 아

미노산서열 정렬을 통해 상동성을 비교하여 백분위로 나타냈

다. 계통학적 분석은 molecular evolutionary genetics analysis

Table 1. The recent Korean porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) isolates and reference strains used in this study

Virus strain Country and year Accession number References

CV777 Belgium, 1978 AF353511 [10]

Chinju99 Korea, 1999 AF237764 [14]

DR13/virulent Korea, 1999 JQ023161 [22]

DR13/attenuated* Korea, 2003 JQ023162 [22]

SM98* Korea, 1998 GU937797 Unpublished

AH2012 China, 2012 KC210145 Unpublished

JS-HZ2012 China, 2012 KC210147 Unpublished

USA/IA1/2013 USA, 2013 KF468753 [6]

USA/IA2/2013 USA, 2013 KF468754 [6]

USA/Iowa/18984/2013 USA, 2013 KF804028 [4]

KNU-1406-1 Korea, 2014 KM403155 [18]

KUIDL-PED-2014-001 Korea, 2014 KJ588064 [2]

KOR/GW2/2015† Korea, 2015 Unpublished The present study

KOR/GW3/2015† Korea, 2015 Unpublished The present study

KOR/JJ85/2015† Korea, 2015 Unpublished The present study

*Korean PEDV vaccine strains. †Korean PEDV isolates sequenced in the present study.
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(MEGA) software version 4.0 [27]을 이용하여 neighbor-

joining 방법으로 1,000회의 bootstrap을 실시하여 계통수를

생성하였다.

결 과

PEDV N 유전자의 염기서열 분석 

최근 국내에서 유행하는 3개의 PEDV(KOR/GW2/2015,

KOR/GW3/2015, KOR/JJ85/2015) N 유전자 염기서열을 분

석한 결과 1,326 bp 길이의 염기서열과 441개의 아미노산으

로 암호화되어 있었다(Fig. 1). 이를 기존에 보고된 PEDV

N 유전자의 염기서열과 비교한 결과 CV777주와 95.6–

95.9%, 국내 최초 분리주인 Chinju99주와 94.8–95.0%, 국내

에서 PEDV 백신주로 사용되는 DR13, SM98주와 95.5–

96.8%가 일치하였다(Table 2). 반면에 2012년 중국에서 유행

한 AH2012주와는 99.1–99.3%로 비교적 높은 일치율을 나

타냈으며, 미국에서 유행한 USA/IA1/2013주와는 99.6–

99.8%의 가장 높은 상동성을 나타냈다. 한편, 최근 국내에서

유행하는 PEDV N 유전자 사이의 염기서열 상동성은 99.1–

99.5%를 나타냈다.

PEDV N 단백질의 아미노산서열 분석 

PEDV N 유전자의 염기서열을 기반으로 아미노산서열 상

동성을 분석한 결과 CV777주를 기준으로 13–17개 부위에서

아미노산 변이가 일어나 96.1–97.1%의 상동성을 나타냈다

(Table 2). Chinju99주와는 18–21개 부위에서 변이가 발생하

Fig. 1. Amino acid sequence alignment of the N protein genes between the recent Korean porcine epidemic diarrhea virus (PEDV)
isolates and reference strains. This sequences were aligned using the biological sequence alignment editor (BioEdit 7.2.5) program.
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여 95.2–96.1%로 가장 낮은 일치율을 보였다. 또한 국내

PEDV 백신주인 DR13, SM98주와는 10–18개 부위의 변이

로 인해 95.9–98.6%의 상동성을 나타냈다. 반면에 2012년

중국에서 유행한 AH2012주를 기준으로 2–5개 부위에서 변

이가 일어나 98.6–99.5%로 비교적 높은 일치율을 나타냈으

며, 미국에서 유행한 USA/IA1/2013주와는 0–4개의 변이로

99.1–100%의 가장 높은 상동성을 나타냈다. 한편, 최근 국내

에서 유행하는 PEDV N 단백질 사이의 아미노산서열 상동

성은 98.6–99.5%를 나타냈다.

계통발생의 분석

PEDV N 유전자의 염기서열을 이용하여 국내외 분리주와

계통발생을 조사한 결과 국내에서 유행하는 KOR/GW2/

2015, KOR/GW3/2015 그리고 KOR/JJ85/2015주는 미국에

서 분리된 USA/IA1/2013, USA/IA2/2013 그리고 USA/

Iowa/18984/2013주와 같은 계열에 속해 있었으며, 미국 분리

주는 중국 분리주인 AH2012와 JS-HZ2012에서 기원한 것으

로 나타났다(Fig. 2). 한편, 국내 백신주로 사용되고 있는

DR13과 SM98주는 현재 유행하고 있는 PEDV와 계통발생

학적으로 상당한 차이가 있음을 알 수 있었다.

고 찰

PEDV N 단백질은 바이러스의 인산화된 구조적 단백질로

바이러스에 감염된 숙주세포에서 가장 많이 발현된다 [11].

즉, 숙주세포 내 N 단백질의 출현은 PEDV의 복제를 나타

내기 때문에, 감염 초기에 정확한 진단을 할 수 있다 [20].

또한 PEDV N 단백질을 발현하는 재조합 균주에 면역화된

마우스는 S 단백질보다 유의적으로 더 높은 수준의 비장세

포 내 IL-4와 IFN-γ를 유도했다는 보고가 있다 [19]. 이처럼

Table 2. Homology of the nucleotide and amino acid sequence of the N protein genes between the reemerging Korean PEDV
isolates and  reference strains

Strain CV777 Chinju99
DR13/
virulent

DR13/
attenuated

SM98 AH2012
USA/
IA1/
2013

KNU-
1406-1

KOR/
GW2/
2015

KOR/
GW3/
2015

KOR/
JJ85/
2015

CV777 – 96.5 96.5 97.7 99.8 95.6 96.0 95.9 95.6 95.8 95.9

Chinju99 96.8 – 95.7 97.1 96.3 94.8 95.2 95.1 94.8 94.9 95.0

DR13/virulent 95.7 95.2 – 97.0 96.4 97.0 97.4 97.3 97.0 97.1 97.2

DR13/attenuated 99.3 98.2 98.4 – 97.6 96.5 96.9 96.8 96.5 96.7 96.8

SM98 99.8 96.6 95.5 99.3 – 95.5 95.9 95.8 95.5 95.6 95.7

AH2012 96.6 95.9 97.3 98.4 96.4 – 99.5 99.4 99.1 99.2 99.3

USA/IA1/2013 97.1 96.1 97.7 98.6 96.8 99.5 – 99.9 99.6 99.8 99.8

KNU-1406-1 96.8 95.9 97.5 98.6 96.6 99.3 99.8 – 99.5 99.7 99.8

KOR/GW2/2015 96.1 95.2 96.8 98.2 95.9 98.6 99.1 98.9 – 99.4 99.1

KOR/GW3/2015 96.6 95.7 97.3 98.2 96.4 99.4 99.5 99.3 98.6 – 99.5

KOR/JJ85/2015 97.1 96.1 97.7 98.6 96.8 99.5 100 99.8 99.1 99.5 –

The percent identity was shown in the upper right (nucleotide) and lower left (amino acid).

Fig. 2. Phylogenetic analyses of the recent PEDV strains (white circles) based on the nucleotide sequences of the N protein.
Multiple-sequencing alignments were performed using Clustal X program and the phylogenetic tree was obtained using the
neighbor-joining method. The numbers at each branch represent bootstrap values greater than 50% of 1,000 replicates. The scale
bars indicate 0.005 nucleotide substitutions per site.
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PEDV N 유전자의 변이는 감염에 대한 조기 진단과 N 유

전자를 이용한 백신 개발에 영향을 미칠 수 있으므로 유전

적 다양성에 관한 연구는 매우 중요하다고 할 수 있다. 따라

서 이 연구에서는 최근 국내에서 유행하는 PEDV의 N 유전

자를 분석하였으며, 기존에 유행했던 국내외 분리주간의 유

전적 다양성 및 계통수를 조사하였다. 그 결과 KOR/GW2/

2015, KOR/GW3/2015 그리고 KOR/JJ85/2015주는 2013년

미국에서 유행했던 분리주인 USA/IA1/2013, USA/IA2/2013

그리고 USA/Iowa/18984/2013주와 가장 유사하게 나타났다.

또한 이전의 보고에 의하면 미국 분리주의 기원은 2012년

중국에서 유행한 AH2012주와 매우 밀접한 관련이 있었다 [6].

이처럼 국내에서 유행하는 PEDV는 국내에 토착해있던 바이

러스가 변이되어 발생한 것이 아니라 중국에서 미국으로, 미

국에서 다시 한국으로 유입되었을 가능성이 매우 크다고 할

수 있다. 주목할만한 점은 이 연구에서 분석한 PEDV N 유

전자의 계통수가 S 유전자를 기반으로 한 계통수와 매우 유

사하게 나타났으며, 완전한 게놈(complete genome)의 계통수

와도 상당히 일치했다는 것이다 [2, 16]. 이는 PEDV N 유

전자의 분석만으로 완전한 게놈의 계통수를 추측할 수 있으

므로 향후 새롭게 발생한 PEDV의 기원이나 유전적 다양성

을 조사할 때 시간과 비용 절감 측면에서 매우 유용할 것으

로 생각한다.

한편, 국내 PEDV 백신주로 사용되는 DR13과 SM98주는

최근 유행하는 PEDV의 N 유전자 염기서열과 비교하였을

때 3.2–4.5%, 아미노산 서열이 1.4–4.1% 변이된 것으로 나

타났으며, 계통수 분석에서도 상당한 거리가 있음을 알 수

있었다. 또한 국내에서 유행하는 PEDV 사이의 N 유전자

염기서열이 0.5–0.9%, 아미노산 서열이 0.5–1.4% 차이를 나

타냈는데 이는 PEDV가 국내에 유입된 이래 전국으로 확산

되면서 변이가 일어났음을 시사한다. 따라서 국내에서 유행

하는 PEDV의 지속적인 관찰을 통해 유전자 변이에 대한 데

이터베이스가 구축된다면 더 효과적인 진단 및 치료, 백신

개발에 도움이 될 것으로 보인다.
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