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서   론

바이러스성출혈성패혈증(viral haemorrhagic sep-
ticaemia, VHS)의 병원체인 VHSV는 Rhabdoviridae 
과, Novirhabdovirus 속의 외막을 가진 단일 가닥 
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Interferon regulatory factors (IRFs) are a family of transcription factors essential to the control 
of antiviral immune response, cell growth, differentiation and apoptosis. IRF10 of zebrafish (Danio 
rerio) was negative regulation of the interferonΦ1 and 3 response in vitro. In this study, we analyze 
the induction of in vivo immune response activation from the IRF10 gene of zebrafish and the protective 
effect against VHSV. As the results, the group inoculated with IRF10 expression vectors, there was 
no expression of IFNΦ1, suggestion that IRF10 may function as a negative regulator of IRF3, which 
binds to the IFNΦ1 promoter. And other types of interferon genes (IFNΦ2–4) are thought to have 
been activated, inducing to the expression of pro-inflammatory cytokine and Mx genes. As the results 
of challenge test performed at 14 days after inoculation of the expression vectors, the maximum 
survival rate [50% (1μg DNA) and 42.5% (10μg DNA)] for IRF10 group were recorded. Meanwhile, 
the survival rates of pcDNA3.1 and PBS as the control groups were 10% and 15%, respectively. 
This study suggests that the possibility that activation of IRF10 molecule could be exploited as a 
VHS control method. 
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RNA virus로 주로 저수온기에서 담수어 및 해수어

에 질병을 유발한다. 어류 바이러스성 질병은 병원

성이 강하고 높은 폐사를 유도하여 양식 산업에 

막대한 경제적 손실을 입히고 있으며, 침입된 바이

러스를 방어하기 위해 숙주내의 면역 반응이 활성

화된다. 이는 선천성 면역을 즉각적으로 활성화시

키고 이후 특이적 면역을 형성하여 체내에서의 바

이러스 증식을 효과적으로 제어할 수 있다. 최근 

Poly (I:C)를 이용한 VHSV live vaccine의 어류에 

면역화 시킨 후 어류 면역 유전자변화를 NGS 분석

을 통하여 확인한 결과 높게 발현된 면역유전자가 

VHSV의 증식을 감소시키는 것을 확인하였다

(Park, 2018).
어류에서의 interferon (IFN)이 처음 보고(Kinkelin 

& Dorson et al.,1973)되어 많은 연구가 진행되고 

있으며, 제브라피쉬에서는 포유류의 interferon 1, 
3형과 다른 특정 수용체 사슬이 입증되어 이를 in-
terferonΦ라고 명명하였다(Stein et al., 2007). 바이

러스에 의해 유도되는 IFNΦ는 한 쌍의 cysteine을 

갖는 group1 (IFNΦ1, 4)과 두 쌍의 cysteine을 갖는 

group2 (IFNΦ2, 3)로 세분화되었다(Aggad et al., 
2009). 이들은 생체 내 항바이러스 활성을 나타내

며 박테리아 감염에 대해서도 숙주를 보호할 수 

있다고 보고되었다(López-Muñoz et al., 2009).
항바이러스 면역을 유도하는 interferon은 패턴 

인식 수용체(PAMP)를 통해 숙주세포가 바이러스

를 인식하고 하류 신호 전달 단백질을 활성화시켜 

인터페론 및 interferon-stimulated genes (ISGs)의 전

사를 개시한다. 바이러스가 숙주 내로 침입하게 되

면 retinoic acid-inducible gene 1 like receptors 
(RLRs) 신호 물질 중 retinoic acid-inducible gene 1 
(RIG-1) 및 melanoma differentiation-associated gene 
5 (MDA5)에 의해 mitochondrial antiviral-signaling 
protein (MAVS)이 활성화되어 mediator of IRF3 ac-
tivation (MITA)이 TANK-binding kinase 1 (TBK1)
을 유도하여 interferon regulatory factor (IRF)3, 7을 

인산화하고 인터페론 발현을 활성화시킨다(Seth 
et al., 2005; Stark, 2007; Loo et al., 2008; ). 

IRF family는 DNA-binding domain (DBD)에서 광

범위한 상동성을 갖는 전사 인자 그룹으로, 선천적 

및 적응성 면역반응에서 인터페론 유전자 발현의 

조절에 관여한다. 포유류에서는 9가지의 IRF이 발

견된 반면에 어류에서는 10가지의 IRF가 식별 및 

특성화되었다(Ozato et al., 2007; Huang et al., 2010). 
숙주가 바이러스 감염을 방어하기 위해서는 RLRs 
분자에 의해 활성화된 인터페론 생산이 반드시 필

요하지만, 인터페론의 과도한 발현은 세포 독성과 

자가면역질환을 유발하여 오히려 숙주에게 위험

할 수 있다. 따라서 정상 상태일 때 숙주의 불필요

한 인터페론 활성화를 방지하기 위한 RLR 신호전

달 반응을 부정적으로 조절하는 분자 시스템이 있

다(Komuro et al., 2008). Xu et al. (2016)는 IRF10이 

interferon 1형의 유도를 지연시키고 MHC class Ⅰ의 

발현을 상향 조절하여 항바이러스 방어를 유도한

다고 보고하였으며, 그 중 제브라피쉬의 IRF10은 

RIG-1의 하류 유전자인 MITA을 차단하거나 inter-
feronΦ1 promoter를 활성화시키는 IRF3와 길항작

용을 하여 IFNΦ1 발현을 음성조절하는 유전자로 

밝혀졌다(Li et al., 2014). 
IRF10 유전자의 기능적 특성에 대해 많은 연구

가 진행되었으나(Li et al., 2014; Huang et al., 2020), 
생체내에서의 면역 반응에 대한 연구는 잘 알려져 

있지 않다. 따라서 본 연구에서는 제브라피쉬의 

IRF10 유전자를 확보한 후 진핵세포 발현벡터인 

pcDNA3.1에 삽입하여 발현벡터를 구축하였으며, 
이를 제브라피쉬에 접종하여 다양한 면역유전자

의 변화를 분석하고 VHSV 감염에 대해 방어력을 

부여하는지 확인하고자 하였다. 

재료 및 방법 

실험어 

본 실험에 사용한 제브라피쉬(평균 체중 0.31 g, 
평균 전장 3.2 cm)는 UV 살균 시스템이 설치되어 

있는 유수식 사육조를 이용하여 사육수 수온 22℃
에서 2주간 순치시켰다. 실험에 사용하기 전에 바

이러스 감염 여부를 확인하기 위해 무작위로 4마
리를 선별한 후 비장과 신장을 적출하여 PCR을 

통해 VHSV 음성임을 확인하였다.

바이러스 배양

바이러스는 VHSV KJ2008 분리주를 사용하였
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으며, 5% fetal bovine serum (FBS, Gibco)와 1% an-
tibiotic-antimycotic agent (Gibco)가 첨가된 mini-
mum essential medium (MEM, Gibco)으로 준비된 

epithelioma papulosum cyprinid (EPC) 세포에 접종

하여 15℃에서 배양하였다. 바이러스 증식으로 인

해 cytopathic effect (CPE)가 관찰되었을 때 배양액

을 4℃, 3000×g로 15분 동안 원심분리하여 상층액

을 수거하였다. 
수거된 바이러스의 감염가를 측정하기 위해 

EPC 세포 trypsin-EDTA (Gibco) 처리를 통해 플라

스크에서 탈락시키고 MEM 배지에 현탁시킨 후 

96 well plate에 100㎕씩 분주하여 15℃에서 밤새 

배양하였다. VHSV는 FBS가 첨가되지 않은 MEM 
배지를 사용하여 10-1~10-12까지 10배 단계 희석 후 

96 well plate에 준비된 EPC 세포에 25 μl씩 접종하

였다. 접종된 EPC 세포는 15℃에서 14일간 CPE를 

관찰하였으며 50% tissue culture infectious does 
(TCID50)을 이용하여 바이러스의 감염가를 측정하

였다. 

발현벡터 구축

제브라피쉬의 신장 조직으로부터 TRizol (Mol-
ecular Research Center)을 사용하여 total RNA를 추

출하였다. 추출된 1 μg의 total RNA는 TOPscript RT 
Dry Mix (dT18 plus, Enzynomics)를 이용하여 cDNA
를 합성하였다. 제브라피쉬 IRF10 유전자의 ORF
와 NheⅠ (5’-GCTAGCATGGAGGACAGGTCCAG 
ACA-3’), XhoⅠ (5’-CTCGAGTCATTGGTTTTCCT 
GTGCGAGG-3’)이 포함된 primer를 제작하였으며 

준비된 cDNA를 template로 사용하여 PCR을 진행

하였다. PCR 생성물은 pGEM-T Easy Vector를 통해 

cloning하고, competent cell (E. coli, DH5α)에 trans-
formation하였다. 유전자 삽입 여부를 확인하기 위

해 염기서열을 분석한 후, 제한효소를 처리하여 진

핵세포 발현벡터인 pcDNA3.1에 ligation하여 최종 발

현벡터를 구축하였으며, 이를 pcIRF10이라고 명명

하였다. 

인위 감염 실험

각 실험구당 60마리의 제브라피쉬를 사용하였

으며 모든 실험구는 2반복구로 진행하였다. 준비

한 발현벡터(pcIRF10)를 어체 당 1 μg/10 μl 또는 10 
μg/10 μl씩 근육 주사하였으며, 대조구는 동량의 

pcDNA3.1 또는 멸균 생리 식염수를 동일한 방법으

로 주사하였다. 사육 수온은 22℃를 유지하며, 어체

내에서 발현벡터에 의한 면역 유전자 발현을 분석

하기 위해 접종 후 1일, 3일, 7일, 14일째 각각 그룹

당 4마리의 실험어에서 신장과 비장을 적출하였다. 
VHSV 감염에 대한 방어 효과를 확인하기 위해 

바이러스를 접종하기 3일 전부터 사육 수온을 서

서히 낮추어 15℃로 조정하였고, 발현벡터 접종 후 

14일째에 모든 실험구의 제브라피쉬에 VHSV를 

105 TCID50/10 μl/fish 복강 주사하였다. 각 실험구당 

40마리씩 주사하였으며, 인위감염 후 21일간 누적 

폐사율을 조사하였다. 

면역유전자 발현 분석

발현벡터를 제브라피쉬에 접종하여 유도된 면

역유전자 발현 양상을 비교하기 위해 real-time 
PCR을 사용하여 분석하였다. 제브라피쉬 한 마리

당 발현벡터 1 μg을 접종한 후 1일, 3일, 7일 그리고 

14일째에 각 그룹당 4마리씩 해부하여 신장과 비

장을 적출하였고, TRizol을 사용하여 total RNA를 

추출하였다. 추출된 1 μg의 total RNA는 TOPscript 
RT Dry Mix를 이용하여 cDNA 합성한 후 DEPC 
처리수로 10배 희석하여 template DNA로 사용하

였다. 제조사 매뉴얼에 따라 Topreal™ qPCR 2X 
PreMIX (SYBR Green with high ROX) (Enzyno-
mics) 10 μl, 각각의 primer와 template DNA를 1 μl
씩 첨가한 후 DEPC로 최종 20 μl의 volume이  되도

록 제조하였으며 시료 당 3반복으로 수행하였다

(Table 1). Real-time PCR은 Step One Plus (Applied 
Biosystems)을 통해 수행되었으며, 반응 조건은 95 
℃에서 15분간 반응한 후, 95℃ 10초, 60℃ 15초, 
72℃ 20초의 반응을 1 cycle로 하여 총 40 cycles을 

반응시켰다. 모든 cycle의 마지막 단계에서 melting 
curve 분석을 실시하였으며, real-time PCR 결과는 

reference 유전자인 EF-1α에 대한 상대 정량을 비교

하여 2-ΔΔCt method로 분석하였다.

통계분석 방법

통계적 유의성은 SPSS version 23.0 (SPSS Inc.) 
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프로그램을 사용하여 분석하였다. Real-time PCR
을 통한 면역유전자 발현 분석 실험에서의 반복구

의 유의차는 One-way analysis of vaccine (ANOVA)
를 실시한 후 Student's t-test를 통해 검정하였으며, 
P<0.05는 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

IRF 계열 단백질은 인터페론 유전자 발현의 조

절에 관여하며, 선천성 면역 및 특이 면역계에 중

추적인 역할을 한다(Ozato et al., 2007; Langevin et 
al., 2013). 본 실험에서는 IFNΦ1을 음성 조절하는 

제브라피쉬의 IRF10 유전자에 대한 생체내 면역반

응을 확인하고자 IRF10 유전자를 탑재한 발현벡터

를 구축하고, 제브라피쉬에 접종함으로써 제브라

피쉬의 면역 반응이 활성화되고 VHSV 감염에 대

한 방어 효과가 나타나는지를 확인하였다. 
발현벡터를 제브라피쉬에 접종한 후 1일, 3일, 

Table 1. Primers for real-time PCR used in this study

Target
gene Sequence (5′-3′)

TNF-α F
R

AAGGAGAGTTGCCTTTACCG
ATTGCCCTGGGTCTTATGG

IL-1β F
R

TGGACTTCGCAGCACAAAATG
CACTTCACGCTCTTGGATGA

IFN-γ F
R

GAGAGGCTGGCACATGTTCA
CCCATAGCGTTTCTGCATACG

IFNΦ1 F
R

AGTCCTGACATTGGATCACATC
TGCTGGCTTTGCGTATCTTG

IFNΦ2 F
R

CCTCTTTGCCAACGACAGTT
CGGTTCCTTGAGCTCTCATC

Mx F
R

AGACCATCCTCATTTCAGCAAACTCT
CAATCTTTTTGAATGAATCCCCTG

EF-1α F
R

AACAGCTCGTTGGAGTCAA
TTGATGTATGCGCTGACTTCCT

Fig. 1. The expression of immune genes (IFNΦ1, IFNΦ2, IFN-γ, Mx, IL-1β, TNF-α) in zebrafish (Danio rerio) 
injected with each plasmid. Fish were sampled at various points (1, 3, 7, 14d) and the level of expression of each 
gene was measured by real-time PCR. The error bars represent SD (standard deviation) and the asterisk indicates 
significant differences between groups at P<0.05.
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7일 및 14일째 어체내에서 어떠한 면역유전자가 

발현되었는지 real-time PCR를 통하여 유전자 발

현량을 조사하였다(Fig. 1). 항바이러스 기능을 가

지고 있는 세 가지 인터페론(IFNΦ1, IFNΦ2, IFN-
γ) 유전자와 선천성 면역 유전자(TNF-α, IL-1β, 
Mx)의 발현을 비교하여 분석한 결과, IFNΦ1와 

TNF-α 유전자는 모든 실험 기간에서 발현이 나타

나지 않았다. IFNΦ2 유전자는 1일차부터 즉각적

으로 상향 조절되어 모든 기간에서 유의적으로 높

은 발현이 나타났으며(6.9, 4.5, 3.4 및 5.6배), IFN-γ 
유전자는 3일 및 14일차에 상향 조절되어 발현양

이 증가하였음을 나타냈다(3.9 및 6.1배). 또한, Mx 
유전자는 3일, 7일 및 14일째에 2.7, 1.8 및 2.1배씩 

상향 조절되었으며, 14일째 IL-1β 유전자는 10.6배 

높아진 것으로 확인되었다. IRF10 유전자는 IFNΦ
1 promoter의 활성화를 유도시키는 IRF3 유전자와

의 길항작용에 의해 promoter의 활성을 제어한다

(Li et al., 2014). 본 연구에서 IRF10 유전자를 접종

한 그룹은 모든 기간에 IFNΦ1의 발현이 유도되지 

않았던 반면에 IFNΦ2은 모든 기간에 발현이 유도

되어 상반된 결과가 도출되었다. 또한 후천성 면

역체계에 관여하는 IFN-γ 유전자 또한 높은 발현 

양상을 보였다. 이는 IRF10 유전자가 IFNΦ1의 발

현을 선택적으로 억제하는 반면 다른 경로의 IFN 
발현은 유도함을 시사한다. 이러한 인터페론 매개 

면역 반응은 숙주에서 바이러스 복제를 억제하는 

항바이러스 작용에 중요하며 다양한 ISG의 활성을 

수반한다. Pro-inflammatory cytokine인 IL-1β와 

TNF-α 유전자는 세포 매개 면역 반응에 관여하여 

염증반응과 숙주 방어에서 핵심적인 유전자이며

(Turner et al., 2014),  Interferon 신호 전달의 하류 

인자인 Mx 유전자는 바이러스 복제 주기의 초기 

단계를 차단시키는 1형 interferon 유도 유전자이다

(Haller et al., 2015). 본 연구에서는 14일째에 IL-1β 
유전자의 발현이 높아졌으나 TNF-α 유전자의 발

현이 유도되지 않은 것으로 보아 IRF10 유전자는 

NK-κB 경로에 관여하지 않는다고 사료된다. 또한 

본 연구에서 Mx 유전자 발현은 3일째부터 나타났

으며 14일째까지 유지되었다. 이는 제브라피쉬의 

IRF10 유전자가 다른 유형의 interferon 유전자(IFN
Φ2~4)를 활성화시켜 이것에 의해 Mx 유전자가 유

도된 것으로 사료되며, Lu et al. (2008) 연구에서도 

IFNα의 발현이 나타나지 않았으나 IFN 하류 인자

인 Mx 유전자의 발현이 유도되었음을 보고한 바 

있다. 
발현벡터 접종에 의한 면역 활성으로 VHSV 감

염에 대해 방어력이 생성되는지 확인하기 위하여 

발현벡터 1 μg 또는 10 μg을 근육 주사 후 14일째에 

105 TCID50 VHSV를 복강 주사하여 21일간 누적 

폐사율을 분석하였다(Fig. 2). 실험 결과 모든 수조

에서 4일째부터 점진적으로 폐사가 나타났으며, 1 
μg의 발현벡터를 접종한 pcIRF10 그룹은 50% (RPS 

Fig. 2. Survival rates of zebrafish (Danio rerio) after intraperitoneal injection with expression vector harboring IRF10 
of zebrafish. Fish were challenged with VHSV of 105 TCID50/fish at 14 day after administration with 1 μg and 
10 μg of plasmid.
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41.2%)의 생존율을 보였으며 10 μg의 발현벡터를 

접종한 pcIRF10 그룹은 42.5% (RPS 32.3%)의 생존

율을 기록하였다. 한편 대조구인 pcDNA3.1과 PBS 
그룹은 각각 10%와 15%의 낮은 생존율을 보였다. 
이러한 결과로부터 IRF10의 발현은 VHSV에 대한 

항바이러스 효과가 재확인되었으며, 다양한 면역 

반응을 활성화시켜 VHSV에 대한 방어 효과를 부

여한다는 것이 입증되었다. 또한 발현벡터를 1 μg 
및 10 μg을 접종한 경우 1 μg에서 더 높은 생존율이 

나타났기 때문에 1 μg 농도로도 충분한 방어력을 

부여한다는 것을 알 수 있었다.
본 연구에서는 제브라피쉬의 IRF10 유전자로 

발현벡터를 구축하고 어류에 접종한 결과, IRF10 
유전자는 IFNΦ1의 발현을 유도하지 않으나 다른 

경로의 IFN 발현과 IL-1β가 활성화되면서 VHSV
에 대한 방어 효과가 나타남을 확인하였다. 이러한 

결과는 VHS 제어방법으로서 IRF10 분자의 활성화

가 이용될 수 있는 가능성을 제시하고 있다. 
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