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연구개발단계
기초[ 0 ] 응용[  ] 개발[  ] 
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(해당 시 기재)
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(해당 시 작성)
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(해당 시 작성)

연구개발 

목표 및 내용

최종 목표

구제역 바이러스의 숙주별 감염 전파력(특성) 결정 인자 발굴 및 이를 
바탕으로 하는 구제역 바이러스 전파 억제기술 개발 연구

① 바이러스 전파력 결정 인자 5건 이상 발굴
② 숙주별 전파력 결정 인자 7건 이상 발굴
③ 전파력 인자들의 숙주별 특성 차이 비교 (20건 이상)
④ 전파력 인자 변이체 함유 구제역바이러스 변이주 10건 이상 확보
⑤ 전파력 인자 바이러스 변이주들 3종 이상의 돼지 감염에 의한 전파

력과 병원성 연구
⑥ 구제역바이러스 전파력 결정 인자를 표적으로 하는 억제 물질 3건 

이상 발굴

전체 내용

1. 바이러스 전파력 결정 인자 5건 이상 발굴
 ① CRE
 ② VP1
 ③ 2C 
 ④ 3C
 ⑤ 3D

2. 숙주별 전파력 결정 인자 7건 이상 발굴
 ① CSD protein
 ② integrin alpha5/beta6
 ③ SREBP1 
 ④ FXRalpha
 ⑤ FGF11
 ⑥ SFPQ
 ⑦ ER stress regulator

3. 전파력 인자들의 숙주별 특성 차이 비교 (20건 이상)
 ① FMDV CRE 숙주별 특화 변이 발굴 (5건 이상)
 ② 숙주별(돼지, 소) integrin 유전자 변이 특성 발굴 (2건 이상)
 ③ FMDV 2C 단백질 숙주별 유전자 차이 발굴 (3건 이상)
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 ④ VP1 결합단백질로서 occludin 단백질의 숙주별 아미노산 차이 
발굴 (3건 이상)

 ⑤ FMDV 3C 숙주별 변이체 단백질의 protease로서의 기능 차이 
발굴 (3건 이상)

 ⑥ FMDV 3D polymerase의 숙주별 FMDV 전사활성 차이 발굴 (4
건 이상)

4. 전파력 인자 변이체 함유 구제역바이러스 변이주 10건 이상 확보
 ① CRE RNA : T14G 
 ② CRE RNA : C42T
 ③ 2C protein : C743T (T248I)
 ④ 2C protein : TTG(859-861)CCA/CAG (L287Q)
 ⑤ 2C protein : A713G (E238G)
 ⑥ 2C protein : GTA(846-849)ATG (V283M)
 ⑦ 3A protein : ACC(433-435)CCC/CCT (T145P)
 ⑧ 3D protein : GCA(97-99)GAG/GAC/GAA (A33E/D)
 ⑨ 3D protein : AGC(139-141)AAC (S47N)
 ⑩ 3D protein : TCC(691-693)GCC (S231A)
 ⑪ 3D protein : AGC(865-867)CGC (S288R)

5. 전파력 인자 바이러스 변이주들 3종 이상의 돼지 감염에 의한 전파
력과 병원성 연구

 ① Wild type Shamir 및 Shamir mutants 3종- Cre, 2C, 3D 
부위

 ② 실험동물 : 구제역 항원/항체 음성 SPF 미니돼지 20두
     병원성 실험용 약 8~12주령 그룹당 5마리씩 총 20두

6. 구제역바이러스 파력 결정 인자를 표적으로 하는 억제 물질 4건 이
상 발굴

 ① FGF11
 ② SMA
 ③ z-gugglesterone
 ④ ribavirin

1단계

(해당 시 작성)

목표

내용

n단계

(해당 시 작성)

목표

내용

연구개발성과 

① FMDV의 숙주세포 유입, 유전자 발현, 복제 단계별 5건 발굴

② FMDV CRE, VP1, 3D 전파역 인자와 결합하는 7건 숙주 단백질 발굴 

③ FMDV VP1과 2C에 의한 숙주세포 면역/소포체 스트레스 단백질 증가 분석과 세포

내 분포 확인

FMDV CRE, VP1, 2C, 3A, 3C, 3D 국내 발생 FMDV 변이 유전자 확보

FMDV CRE, VP1, 2C, 3A, 3D 변이 유전자 함유 바이러스주 11건 제작

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

① 특허등록된 구제역바이러스 감염 종특이성 판별 유전자 진단마커는 구제역 발생 

초기에 소와 돼지 감염 특이성을 제공하여 백신주 선정 등 구제역 방역대책에 활용할 

수 있음

② 본 과제에서 제작한 구제역바이러스 전파력 관련 인자의 변이 유전자를 이용한 바

이러스 변이주들은 돼지에서 백신의 copy number를 확보하는데 활용할 수 있음

③ 본 과제에서 특허출원으로 산출된 구제역바이러스 전파력 억제 항바이러스 물질들

은 숙주세포와 동물에서 안정성이 검증되었기 때문에 가축의 사료첨가제로 이용하면 

구제역바이러스 초기 감염에서 예방대책으로 활용할 수 있음

FMDV 전파력 작용 억제 후보물질 4건 발굴: FGF11/SMA/gugglesterone/ribavirin

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유

비공개를 희망함

사유: 최종보고서 내용에는 현재 투고 준비 중인 연구결과들이 많이 있음. 또한 구제
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역바이러스 항바이러스 물질들은 특허 신청과 기술이전을 준비하고 있기 때문에 연

구종료 후 2년 까지 비공개를 희망함

연구개발성과의 

등록ㆍ기탁 건수
논문 특허

보고서 

원문

연구

시설

ㆍ장비

기술

요약 

정보

소프트 

웨어
표준

생명자원

화합물

신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

2 4 1 1 3

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템 

등록 현황

구입

기관

연구시설

ㆍ장비명

규격

(모델명)
수량

구입 

연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장소)

ZEUS

등록번호

국문핵심어

(5개 이내)
구제역바이러스 바이러스 변이

바이러스 전파력 

인자
바이러스 변이주 항바이러스제

영문핵심어

(5개 이내)

foot and 

mouth disease 

virus

virus variation

virus 

transmission 

factor

virus variant 

strain
anti-viral agent
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1. 연구개발과제의 개요

구분
(연도) 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

1차
년도

(2020)

구제역바이러
스 전파력 

결정인자 발굴 
및 특성 분석

FMDV 전파력 단계별 결정
인자 발굴

s 2002년 발생부터 2019년 
발생 까지 120건 이상
의 국내 감염 구제역바
이러스 전장 서열을  L, 
2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 
3C, 3D의 기능별 유전
자 부위를 구분하여 각
각 기능적 변이체 단백
질을 확보

전파력 5단계로 구분하여 
인자 발굴
- 바이러스 세포인식 인자
로서 VP1 변이체 5종류 확
보
- 바이러스 게놈복제 인자
로서 CRE RNA 6종류와 
3B 3종류, 3D 5종류 확보
- 바이러스 단백질합성 인
자로서 IRES 3종류, 3C 3
종류 확보
- 바이러스 입자형성 인자
로서 2C 7종류 확보
- 바이러스 입자방출 인자
로서 2B 3종류 확보

FMDV 단백질 변이체 기능 
변화 분석

- mammalian 
two-hybrid assay를 통해
서 VP1 변이체들과 
integrin과의 결합변화를 
분석
- 2C 단백질의 돼지세포에 
발현시켰을 때 세포 소포
체 스트레스 관련 단백질 
생성 차이 분석
- RNA-protein 상호결합 
실험을 통해서 
CRE-3B-3D 기능 복합체 
형성 변화를 분석

- 소와 돼지 유래의 다른 
아미노산으로 구성된 VP1
의 integrin(4개 이상 변이 
발굴)과의 상호결합능의 변
화를 규명
- 2C 변이체 단백질에 따
라서 세포내 소포체 스트
레스의 다른 영향을 분석
- 3B와 3D의 다른 아미노
산 구성에 따른 복제복합
체 형성의 차이를 분석

FMDV 전파력 인자와 상호
작용 하는 숙주 단백질 발굴

- FMDV 각 전파력 인자들
을 in vitro에서 발현시킨 
다음 돼지세포의 세포추출
물을 column-affinity 
chromatography 방법을 
이용하여 숙주 단백질들을 
분리함. 분리된 숙주단백질
들은 mass spectrometry 
방법으로 동정함

- VP1과 결합하는 소/돼
지세포의 숙주단백질로서 
occludin 동정(5개 이상 
변이 발굴)
- CRE RNA와 상호작용하
는 숙주단백질로서 돼지세
포에서 PCBP2 분석(1개 
변이 발굴)
- 3D 단백질과 결합하는 
돼지세포의 숙주단백질로
서 splicing factor와 
high density lipoprotein 
binding protien, 
cytoskeleton associated 
protein 4를 발굴



- 8 -

FMDV 전파력 인자와 숙주 
단백질 간의 상호작용 변화 
분석과 세포 영향 분석

- 다양한 FMDV VP1 변이
체와 숙주별 integrin 
alpha5 단백질의 상호작용 
변화와 3B와 PCBP2 상호
작용을 mammalian 
two-hybrid assay으로 분
석
- 2C단백질의
숙주세포내 발현을 통한 
염증반응인자 발현 조절 
분석

- 다른 아미노산으로 구성
된 VP1과 숙주단백질인 
integrin alpha5의 상호작
용 차이에 관여하는 아미
노산 동정
- 3B와 PCBP2의 상호작용 
변화에 관여하는 아미노산 
분석
- 2C 세포내 발현은 소포

체 스트레스를 유도하여 
염증성 사이토카인 생성
하는 과정을 규명

구제역바이러
스 전파력 
결정인자 

유전자 변이 
분석

FMDV 전파력 결정인자들의 
유전적 변이 분석

- 2002년부터 2019년 까
지 국내 구제역 발생에서 
획득한 FMDV 유전자의 서
열을 확보하여 변이 분석
- 동남아시아와 중국을 비
롯하여 국외발생 FMDV 유
전자 서열을 확보하여 변
이 분석

- 74종의 국내발생 FMDV 
유전자와 32종의 국외발생 
FMDV의 5개 다른 전파력 
결정인자군 별로 구분하여 
유전자 변이를 100개 이상 
분석

숙주 단백질의 소와 돼지에
서 유전자 변이 분석

- FMDV 전파력 인자들과 
상호작용하는 단백질로 동
정된 숙주단백질들의 유전
자들을 소와 돼지로 구분
하여 유전자 서열 차이를 
분석

- 소와 돼지세포의 
integrin, occludin, 
PCBP2, PERK (5개 이상 
변이 발굴), splicing 
factor (proline and 
glutamine rich) 유전자의 
변이 차이를 분석 

구분
(연도) 세부과제명 세부연구목표 연구개발 수행내용 연구결과

2차
년도

(2021)

전파능력 결정 
인자 돌연변이 
구제역바이러
스 제작 및 

억제물질 발굴

구제역바이러스 전파력 결정 
인자 변이체를 발현하는 바
이러스 변이주 제작

s 전파력 결정 인자들의 유
전자 변이 내용을 선정하
고 Asia1/Shamir 바이러
스주를 backbone으로  유
전자 변이 내용을 함유한 
바이러스 변이주 제작

- 구제역바이러스 CRE, 
IRES, VP1, VP3, 2C, 3A, 
3C, 3D 전파력 인자들의 
국내외 유전자 변이 내용
을 분석
- 전파력 인자 변이체 함유 
구제역바이러스 변이주 11
건 제작: CRE (T14G, 
C43T), 2C (E238G, 
T248I, V283M, L287Q), 
3A (T145P), 3D 
(A33E/D, S47N, S231A, 
S288R)

FMDV 발현과 전파력을 억
제하는 물질 발굴

구제역바이러스 항바이러
스 물질 발굴을 위한 in 

- 구제역바이러스 유전자 
발현을 조절하는 5‘ UTR 
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vitro 스크리닝 시스템 구
축

유전자 부위를 luciferase 
발현 벡터에 클로닝하여 in 
vitro reporter 시스템
(FMDV 5’UTR-luc)을 제
작
- FMDV 5’UTR-luc 
reporter 시스템을 돼지숙
주세포 발현과 FMDV 유전
자 발현 조절 기능을 검증

구제역바이러스 복제와 전
파력에 관련된 인자들의 
기능을 표적으로 하는 억
제물질 발굴

- FGF11은 구제역바이러
스 유전자 발현과 연관된 
PPAR와 SREBP와 같은 지
질대사 전사조절인자의 기
능을 표적으로 하여 선별
되어 항바이러스 기능을 
확인
- macrolactin A는 
FMDV 3C protease와 3D 
polymerase와 결합이 가
능한 물질로서 항바이러스 
기능을 확인

돼지 감염 
모델을 이용한 

바이러스 
전파력과 

병원성 분석

전파력 인자 바이러스 변이
주들의 돼지 감염에 의한 전
파력과 병원성 분석

- FMDV 바이러스 변이주
들의 돼지 감염에 의한 숙
주동물의 바이러스 전파력
과 병원성 차이 분석

- wild type Shamir 및 
Shamir mutatns 3종: 
CRE, 2C, 3D 부위 변이주
의 돼지 접종
- 바이러스 변이주의 돼지 
감염 후 임상증상, 혈액 내 
바이러스 양, 항체가, 부검
에 따른 육안적 병리 검사
를 수행함

FMDV 감염 돼지 조직에서
의 숙주단백질 발현 변화 분
석

- FMDV 감염 조직에서의 
숙주 면역성 단백질 차이 
분석

- 2017년 연천 바이러스주
와 2018년 김포 바이러스
주로 감염시킨 돼지 조직
에서 면역인자인 CXCR5
와 SDF-1의 발현 변화를 
분석
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

1) FMDV 전파력 단계별 결정인자 발굴
 ○ 전파력을 결정하는 바이러스 요소로서 5가지로 구분하여 단백질 기능 연구를 진행하였음
    : FMDV 전파력 관련 인자들을 5가지로 구분하였음. 국내 발생 18종 FMDV 유전자를 대상으로 비교 

분석하였음

     ① 바이러스의 세포 인식 및 도입 : 바이러스 전파의 첫 단계로서 구제역바이러스의 VP1 단백   
   질이 숙주세포의 integrin 단백질을 인식하여 세포 내로 들어오는 과정 — 분석 대상은        
  VP1/VP3 단백질

- VP1 단백질 아미노산 변이 정리

- VP3 단백질 아미노산 변이 정리

- VP1에 의한 소포체 스트레스와 지질대사 관련 유전자 발현에의 영향 분석: FMDV 바이러스 복제 
환경은 세포소기관인 소포체 형성에 의존적임. 바이러스 복제와 단백질의 과다발현으로 인한 소
포체의 바이러스 단백질 folding 능력을 초과하면 소포체 스트레스가 발생함. 또한 바이러스 복제
로 인한 소포체 내의 지질 합성의 요구 역시 소포체 스트레스를 유도함. VP1 단백질 발현에 의해
서 소포체 스트레스와 소포체 지질대사와 관련된 유전자 발현 영향을 조사하였음 (그림 1).
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그림 1. VP1 단백질의 숙주세포 발현에 의한 fatty acid synthase, SREBP1, PERK 유전자 생성에
관한 영향 분석

- fatty acid synthase (FASN)은 숙주세포의 세포소기관인 소포체에서 지방산 합성을 촉매하는 효
소로서 다양한 바이러스 종에서 발현이 증가함이 알려져 있음. 국내에서 발생한 구제역바이러스
의 VP1 단백질을 돼지세포 내에서 발현시킨 결과, VP1 발현양에 비례하여 fatty acid synthease 
단백질 생성이 증가하였음 (그림 1).

- SREBP1 (sterol responsive element binding protein 1)은 지질대사 효소들의 유전자 전사 활
성을 조절하는 대표적인 숙주세포의 전사조절인자임. 다른 전사인자들과 다르게 SREBP1은 소포
체에서 합성되어서 소포체 lumen 막에 삽입된 채로 있다가 지질 결핍 등의 활성화 신호가 오면 
SREBP1 단백질의 일부가 절단되어 핵으로 들어가서 다양한 지질대사 효소 유전자의 sterol 
responsive element에 결합하여 전사 활성을 증가시킴. 앞선 결과에서 확인된 VP1에 의한 fatty 
acid synthase의 증가와 일치하게 돼지세포에서의 VP1 단백질 발현은 SREBP1 단백질 합성을 
촉진시켰음 (그림 1).

- PERK는 다양한 바이러스의 감염과 복제시 숙주세포 내부의 소포체에서 바이러스의 capsid 단백
질들을 대량으로 생성되면 소포에의 단백질 생성과 폴딩 능력에 과부하가 걸려서 소포체 스트레
스가 발생할 때 이를 조절하는 조절단백질임. PERK의 기능이 활성화되기 위해서는 PERK 단백질
의 인산화가 일어나야함. 그림에서 돼지세포의 VP1 단백질 발현이 PERK 단백질 생성에는 큰 영
향이 없었지만 PERK 단백질 인산화는 크게 증가시킴을 알 수 있었음 (그림 1). 이는 구제역바이
러스 VP1 단백질 발현이 소포체 스트레스와 관련이 있음을 제시함
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그림 2. VP1 단백질의 숙주세포 발현에 의한 PPARgamma, ATF4, FXR 유전자 생성에 관한 영향 분석

- PPARgamma (peroxisome proliperator-activated receptor gamma)는 SREBP1과 함께 대표
적인 지질대사 인자들의 유전자 발현을 조절하는 핵수용체이면서 전사조절인자임. 앞에서 VP1에 
의해 증가한 fatty acid synthase도 PPARgamma에 의해서 mRNA 발현이 증가함. 그림의 결과
에서 보듯이, 돼지세포에서의 VP1 단백질 발현은 PPARgamma의 발현을 증가시켰음 (그림 2). 
이는 VP1에 의한 PPARgamma의 발현 증가가 차례로 fatty acid synthease 생성을 촉진하고, 
이에 따라 숙주세포에서 지질 합성이 증가함을 제시함

- FXR (farnesoid X receptor)는 콜레스테롤고 유사체에 의해 활성이 조절되는 핵수용체로서 다
양한 바이러스 발현과 관련이 있음이 보고되어 있음. PPARgamma와 비슷하에 돼지 숙주세포에
서 VP1 단백질에 의해서 FXR의 발현이 증가하였음 (그림 2). 이는 콜레스테롤과 유사체들이 구
제역바이러스의 복제를 위한 소포체의 복제 복합체 형성 환경에 필수적이기 때문에 VP1에 의한 
FXR의 발현 조절은 구제역바이러스의 복제와 연관하여 중요한 바이러스 전파의 분자마커로 활용
할 수 있음

그림 3. VP1 단백질의 숙주세포 발현에 의한 ATF6 유전자 생성에 관한 영향 분석
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- ATF6 (activating transcription factor 6)는 바이러스 복제에 필요한 capsid 단백질을 대량 합
성할 때 유도되는 숙주세포 소포체 스트레스를 해결하기 위하여 필요한 단백질로서 소포체 스트
레스를 경감시켜 바이러스 복제를 도와주는 역할을 수행함. 그림에서 VP1 단백질은 ATF6 생성
을 증가시켰음 (그림 3). 이 결과는 VP1 단백질이 ATF6를 발현을 유도해서 구제역바이러스의 
capsid 단백질들이 원활히 만들어져서 구제역바이러스 입자 형성을 도울 수 있음을 제시함

  ② 바이러스 게놈 복제능력 : 바이러스의 전파를 위해서는 다수의 바이러스를 재생산해야함. 이      를 
위해서 구제역바이러스 RNA 전체 유전자를 복제하는 과정이 필요 – 분석 대상은 CRE RNA, 3A/ 
3B/ 3D 단백질

- CRE 염기서열 변이 정리

- CRE RNA는 구제역바이러스의 5‘ UTR 지역에 위치하며 구제역바이러스 전체 RNA 게놈의 복제
를 개시하는데 필수적인 역할을 함. CRE RNA에 3B 단백질이 결합하여 RNA 복제를 위한 
primer 역할을 하고 3D polymerase가 CRE-3B-3D 복제 복합체를 형성하여 구제역바이러스 
RNA 게놈을 진행시킴

그림 4. 외국과 국내 FMDV CRE nucleotide 서열 비교 분석

- 계통분석을 위한 다중서열정렬(Multiple Sequence alignment, MSA) 도구로 MEGA X을 사용
함. 다중서열정렬 알고리즘은 MUSCLE 알로리즘을 사용하였음. 클러스터링 알로리즘으로는 
Neighbor Joining 방법을 사용하였음
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- CRE의 54개 RNA nucletodies의 변이 서열 비교만으로도 지역별과 시기별 구제역바이러스의 상
호관련성을 추적분석할 수 있음. 예를 들어, 국내 2017년 발생 구제역바이러스 CRE는 다른 국내 
발생 바이러스 보다는 2005년 파키스탄과 2006~2009년 인도 발생 구제역바이러스와 유사함. 국
내 발생 2014년과 2016년 구제역바이러스의 CRE 서열은 다른 어떤 바이러스들 보다 유사함 (그
림 4).

- CRE RNA는 독특한 RNA 2차 구조를 가지고 있으며, 특정 2차 구조는 구제역바이러스와 숙주세
포의 복제 관련 단배질들이 CRE RNA에 결합하는 플랫폼 역할을 함. CRE RNA의 염기서열 변이
는 이러한 RNA 2차 구조의 변형을 가져오고 복제 조절 단백질들의 결합과 복제 효율에도 영향을 
가지게 됨
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그림 5. 구제역바이러스 genotype A형의 CRE RNA 2차 구조

- 구제역바이러스 전체 54개의 RNA nucleotides로 CRE RNA의 2차 구조를 그림에 나타냈음. 
genotype A형의 다양한 국내외 발생 구제역바이러스의 CRE RNA 변이 서열을 획득하여 가장 안
정적인 조건에서의 CRE RNA 2차 구조를 분석함. CRE RNA 2차 구조는 circle과 stem 그리고 
몇 개의 다각형의 독특한 형태를 보여줌 (그림 5)

- 기본적으로 유사한 RNA 2차 구조를 보여주고 있지만, circle과 5각형 사이의 stem 길이가 다르
고, 5각형과 6각형 사이의 stem 길이가 다름을 보여줌. 특히 circle 2차 구조는 구제역바이러스
의 3B와 3D 단백질의 결합에 중요함 (그림 5).
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그림 6. 구제역바이러스 genotype O형의 CRE RNA 2차 구조

- genotype O형의 다양한 국내외 발생 구제역바이러스의 CRE RNA 변이 서열을 획득하여 가장 안
정적인 조건에서의 CRE RNA 2차 구조를 분석함. O형에서는 다른 RNA 2차 구조와는 달리 5각
형 대신 7각형의 형태를 가지고 있는 점이 독특함 (그림 6)

그림 7.  국내 발생 구제역바이러스 중에서 소에 감염된 바이러스 CRE RNA의 2차 구조 
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- 소에 감염된 구제역바이러스의 CRE RNA 2차 구조는 기본적으로 circle, stem, 5각형, 6각형으
로 구성되어 있음. 바이러스 변이에 따라서 circle과 5각형 사이의 stem 길이가 다름 (그림 7) 

그림 8. 국내 발생 구제역바이러스 중에서 돼지에 감염된 바이러스 CRE RNA의 2차 구조

- 소 감염 구제역바이러스의 CRE RNA 2차 구조와는 달리 돼지 감염 구제역바이러스의 CRE RNA 
2차 구조에는 circle 아래에 5각형 대신 7각형의 특이 구조가 형성되어 있음. 다른 RNA 2차 구조
는 구제역바이러스와 숙주세포의 복제 조절 단백질들의 결합 효율성이 달라질 수 있음 (그림 8).

3A 단백질 아미노산 변이 정리

3B 단백질 아미노산 변이 정리
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3D 단백질 아미노산 변이 정리
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그림 9. 구제역바이러스 3D polymerase에 의한 FMDV 5’UTR RNA 합성 능력 분석

- 구제역바이러스의 in vitro RNA replication 분석을 정량화하기 위하여 본 과제에서 새롭게 제작
한 FMDV 5’UTR-luciferase 레포터 시스템을 활용하여 구제역바이러스 3D polymerase의 활성
을 조사하였음. 3D polymerase의 돼지세포내 발현양에 비례하여 FMDV 5’ UTR 의존적인 RNA 
합성 능력이 증가하였음 (그림 9).

 ③ 바이러스 단백질 합성능력 : 구제역바이러스 재생산을 위해서 바이러스 게놈을 둘러싸는 입      자 
단백질의 합성이 필요 – 분석 대상은 IRES RNA, 2A / 3C 단백질

- IRES 염기서열 변이 정리
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- IRES RNA nucletodies의 변이 서열 비교만으로도 지역별과 시기별 구제역바이러스의 상호관련
성을 추적분석할 수 있으며, 유전자 변이 패턴은 CRE RNA 변이 양상과 매우 유사하였음 (그림 
10).
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그림 10. 국내외 FMDV IRES nucleotide 서열 비교 분석
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- IRES 161개의 RNA nucleotides로 구성되어있고 CRE와 똑같이 독특한 RNA 2차 구조를 가지고 
있으며, 특정 2차 구조는 구제역바이러스와 숙주세포의 단백질 합성 관련 단백질들이 IRES RNA
에 결합하는 플랫폼 역할을 함. IRES RNA의 염기서열 변이는 이러한 RNA 2차 구조의 변형을 
가져오고 단백질 합성 조절 단백질들의 결합과 복제 효율에도 영향을 가지게 됨

그림 11. 2002년 국내 발생 구제역바이러스의 소와 돼지의 IRES RNA 2차구조 분석

- IRES RNA 2차구조의 주요 차이점은 기본 모형은 유사하지만, circle을 구성한 RNA 
nucleotides 개수의 차이가 있었음. 돼지 감염에서 발견된 구제역바이러스의 IRES RNA의 circle
이 소 감염 구제역바이러스 IRES 보다 3개의 RNA nucleotides을 더 가지고 있음 (그림 11).

- 2A 단백질 아미노산 변이 정리
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- 3C 단백질 아미노산 변이 정리

- FMDV 3C 단백질의 숙주세포 내에서의 기능은 다음과 같음
   s chymotrypsin-like cysteine protease의 기능을 가지며 대부분의 구제역바이러스 단백    
     질들의 절단에 의한 활성 단백질들의 생성을 담당
   s Q-G, E-G, Q-L, E-S 등을 절단 (poliovirus와 같은 다른 picornavirus의 3Cpro는 Q-G   
    만 cleavage)
   s eIF4A(cap-binding complex의 RNA helicase)와 eIF4G(Lpro보다 뒤쪽 자리를 절단) 숙   
    주세포의 단백질 합성인자들을 절단하여 숙주세포의 정상적인 기능을 저해
   s 3CD 형태로 핵 내로 이동(3Dpol의 N-말단에 핵내 이동 아미노산 서열이 존재)하며        
     Sam68 (68 kDa Src-associated substrate during mitosis)의 C-말단의 핵내 이동 아   
     미노산 서열을 포함하는 18kDa 부분을 잘라냄. 남은 Sam68(~50kDa)은 세포질에 위치    
     하여 단백질 합성 조절 영역인 IRES와 결합하여 바이러스 RNA의 단백질 합성을 촉진
   s 자연 면역계를 조절함. NEMO(nuclear transcription factor kappa B(NF-κB) essential  
     modulator, bridging adaptor protein으로 NF-κB, IFN-조절인자 신호전달경로 활성화   
     에 필수적)을 절단하여 RIG-I/MDA5 신호전달 활성화를 감소
   s TATA-box binding protein, octamer-binding protein, p53, cyclic AMP-responsive  
     element binding protein, DNA polymerse III 등을 절단하여 숙주세포의 전사와 번역을  
     전반적으로 교란시킴   

- 3C 단백질의 protease 기능이 구제역바이러스 전체 개별 단백질의 생성에 필수적이기 때문에 바
이러스 전파에 매우 중요한 역할을 수행함. 3C 변이 단백질들의 protease 기능 변화를 추적하기 
위하여 in vitro에서 3C 변이 단백질들을 제작하였음
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그림 12. FMDV 변이주의 3C 변이단백질 제조와 분리

- FMDV 3C protease 단백질을 His-tag 3C 형태의 단백질로 순수 분리하였음. 3C 단백질은 가장 
변이가 적은 WT과 함께 S14G, T106V, L200Q 변이 단백질을 제작 분리하였으며, protease 기
능 변화 분석을 위한 실험에 활용하였음 (그림 12).

그림 13. FMDV 3C 변이단백질들의 protease 활성 비교 분석

- 4개의 3C 변이 단백질들을 제작 분리하여 protease 활성 비교 분석 실험을 수행하였음. control
로 사용한 trypsin은 농도 의존적으로 아주 큰 protease 활성을 보였으며, 4개의 3C 변이 단백질
들 중에서 S14G 3C 단백질이 가장 큰 protease 활성을 보였음 (그림 13).



- 26 -

그림 14. FMDV 3C 변이단백질들의 FMDV 5’UTR 전사활성에의 영향 분석

- 3C 변이 단백질들의 구제역바이러스 RNA 전사 활성에의 영향을 분석하였음. protease 활성의 
결과와 비례하여 WT 3C 단백질 보다 S14G 3C 변이 단백질의 FMDV 5’UTR 레포터 시스템의 
전사 활성이 높았음. 하지만 L200Q 3C 변이 단백질이 가장 큰 전사 활성이 강하였음 (그림 14).

- 결론으로, 3C 유전자는 S14G와 L200Q의 변이가 보다 구제역바이러스의 단백질 합성이 증가할 
수 있고 전파력도 강하게 할 수 있음을 제시함

  ④ 바이러스 입자 형성 : 전파를 위한 구제역바이러스 입자에 필요한 VP1, VP2, VP3, VP4의 구조단백
질들의 합성이 필요 – 분석 대상은 2C
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- 2C 단백질 아미노산 변이 정리

    
그림 15. 국내 발생 18종 구제역바이러스의 2C 변이 단백질 아미노산 조성 비교 분석

- 2C 단백질의 숙주세포 내 기능은 다음과 같음
   s 동·식물 상관없이 많은 RNA virus에 2C-like protein 존재하며 유전자 서열도 잘 보존    

  되어있음
   s 318 아미노산으로 구성되며 N-말단(17-34aa)에 amphipathic helix가 존재하여           
      membrane targeting 역할을 하는 것으로 추측
   s 구제역바이러스 RNA 복제 복합체 형성에서 요구되는 소포체 막에 결합하는 주요 요소     
     작용
   s 소포체 막의 견고성과 배열에 관여하여 바이러스 복제 복합체 형성에 기능을 하며 바이    
     러스 감염에 의한 세포손상을 유도
   s 구제역바이러스 복제에 중요한 인자로서 guanidin hydrochloride (2C의 길항제) 처리 시  
     바이러스 RNA 합성을 억제하며 guanidin-저항성 2C 변이체의 경우 저해 효과가 없음
   s 바이러스 증식 동안 복제 복합체에 관여하기 때문에 백신 접종 가축과 구제역 발병 가축   
     과 구분할 때 사용
   s N-myc and STAT interacting (Nmi) 단백질과 결합하여 apoptosis를 유도하며 IFN에   
     의해 유도되는 35-kDa protein (IFP35)와의 결합을 통해 type I IFN 반응에 관여함이     
     보고됨
   s Beclin1(autophagosome 형성 개시, autophasome의 리소좀 융합 기능)와의 결합을 통해  
     구제역바이러스에 의해 유도되는 autophagy에 관여함. 2C-induced Beclin1 불활성화를   
     통하여, 구제역바이러스의 autophagosome의 융합과정을 억제하여 바이러스의 분해를 막  
     을 수 있음
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- 지금까지 FMDV 2C 단백질의 숙주세포 내에 발현될 때 세포에서 위치하는 장소를 정확하게 밝
혀지지 않았음. 본 연구에서 2C 단백질은 세포소기관인 소포체에 존재함을 알 수 있었음. 그림 
16의 결과에서, 적색으로 표시된 ER tracker는 소포체를 명시하고 있으며, 녹색으로 표시하는 
GFP-2C 단백질 역시 소포체에 존재하는 것으로 나타났음. Merged 판넬에서 적색과 녹색이 융
합하여 노란색 계통의 색이 나타나는 것으로 보아서 FMDV 2C 단백질은 숙주세포의 소포체에 
선별적으로 존재함을 규명하였음

그림 16. 구제역바이러스 2C 단백질의 세포 내 위치 분석

- 2C_AS 바이러스 변이 단백질이 2C_GP 단백질 보다 더 큰 확률로 소포체에 잘 위치함을 알 수 
있었음. 이는 Merged 구획에서 2C_AS 단백질의 대부분이 ER tracker와 중복됨으로써 파악할 
수 있음 (그림 16).

 ⑤ 바이러스 입자 세포외 방출 : 재생산된 구제역바이러스 입자들을 세포외로 방출하는 과정에      관여
하는 바이러스 단백질이 관여 – 분석 대상은 2B

- 2B 단백질 아미노산 변이 정리

그림 17. 국내 발생 14종 구제역바이러스의 2B 변이 단백질 아미노산 조성 비교 분석
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- 그림 17의 2B 변이 단백질 아미노산 조성을 분석하여 국내 발생 구제역에서 변이가 많이 일어
나는 바이러스주의 2B 변이 단백질 발현 시스템을 제작하고 있음. 향후 2B 변이 단백질을 구제
역바이러스가 감염된 숙주세포에서 인위적으로 발현시켜 바이러스 방출 정도를 분석하고자함

- 국내 발생 구제역바이러스의 유전자 변이 속도와 유전자별 변이 차이를 분석하기 위하여 
endemic 상황으로 관련이 있을 것으로 추측되는 2014년과 2016년 국내 발생 구제역바이러스
의 유전자 변이 상황을 비교 분석하였음 (그림 18). 

그림 18. 2014년과 2016년 국내 발생 구제역바이러스의 유전자 변이 내용

- 2014년과 2016년 국내 발생 구제역바이러스는 endemic 상태에서 서로 연관성을 가지는 것으
로 추정되고 있음. 이들 2개년 FMDV의 변이수는 총 366개로서 전체 변이율은 1.81%를 보임. 
일 년 동안 0.9%의 평균 183개의 유전자 변이가 발생하였음. 2일에 하나의 RNA nucleotide의 
변이를 보임

- 가장 큰 변이율은 보이는 유전자는 L 유전자로서 3.61%이며, 가장 낮은 변이율은 VP4 유전자
임. VP4 단백질은 VP1/VP2/VP3 단백질들과는 다르게 항상 바이러스 capsid의 내부쪽으로 향
해 있기 때문에 숙주세포의 면역 감시에서 회피되어있는 이유로 유전자 변이 압력이 약한 것으
로 해석됨. 특이한 것은 비구조단백질인 3D polymerase의 변이율이 2.30으로서 구조단백질인 
VP1/VP2/VP3와 비슷한 것임
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2) FMDV 단백질 변이체 기능 변화 분석

① FMDV VP1의 아미노산 변이체들과 소와 돼지의 integrin alpha5와의 결합 기능 변화 분석

- 국내 발생 FMDV의 주요 아미노산 변이를 함유한 VP1 변이체 단백질과 소 또는 돼지 유래 
integrin alpha5 단백질 간의 결합 기능 변화를 분석하기 위하여 다양한 VP1 변이체들의 유전
자를 클로닝하였음

- VP1 변이체 유전자는 2가지 종류의 단백질 발현 plasmid에 클로닝하였음
  1) 숙주세포에서 VP1 단백질과 integrin alpha5 단백질 간의 결합 기능 변화를 상대적으로   
     확인하기 용이한 mammalian two-hybrid assay에 이용하기 위한 클로닝
  2) in vitro에서 protein-protein interaction을 확인하기 위해서 E. coli에서 단백질을 발현  
     하기 위하여 His-tag된 재조합단백질 발현 plasmid로의 클로닝

- 그림 19는 숙주세포에서의 in vivo protein-protein interaction을 분석하기 위한 
mammalian two-hybrid assay의 원리를 설명한 것임. pM plasmid에는 UAS라는 전사인자
가 결합하는 부위에 결합하는 Gal4 DNA-binding domain 유전자가 있으며 이 뒤쪽에 VP1 변
이체 유전자를 클로닝함. pVP16 plasmid에는 AD라고 표시되어있는 activation domain이 있
으며 이 뒤쪽에 VP1과 결합할 수 있는 integrin alpha5 유전자를 클로닝함. 세포에서 발현된 
VP1과 integrin alpha5가 직접 결합하게 되면 분리되어있던 DNA-binding domain 
(DNA-BD)와 activation domain (AD)가 하나로 연결되어 유전자 발현이 개시됨. 이 전사활성 
신호를 전달받아서 luciferase가 발현되어 luminometer로 효소활성을 측정하는 원리임

그림 19. 바이러스 단백질과 숙주세포 단백질 결합 기능 변화 분석에 이용한 
     mammalian two-hybrid asssay 방법
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- 그림 20에서, 4가지 다른 VP1 변이체들과 소와 돼지의 2개의 다른 integrin alpha5 변이체의 
단백질 결합 기능 변화를 분석하였음. O/GJ/SKR/2016/P에서 분리된 VP1은 소의 integrin 보
다 돼지의 integrin에 3.5배 이상 더 잘 결합함을 알 수 있었음. 반대로 O/BE/SKR/2017/C에
서 분리된 VP1은 돼지 integrin 보다 소의 integrin에 2배 이상 강하게 결합함을 보여줌. 이를 
통해 소 또는 돼지에 보다 친화력이 강한 VP1 결합 부위의 특징적인 아미노산을 발굴할 수 있
게 함. 

그림 20. 국내 발생 FMDV의 VP1 아미노산 변이체들과 숙주세포 integrin alpha 5 단백질의
결합 기능 변화 분석

- FMDV는 integrin (alpha 5/ beta 6) 발현이 거의 되지 않는 세포에서도 감염되는 경우가 많
음. 이 경우에는 heparan sulfate가 FMDV entry 에 이용되기도 함. 또한 integrin (alpha 5/ 
beta 6)을 발현하고 있는 많은 세포들에게서 FMDV가 감염되지 않는 경우도 있음. 이에 따라 
FMDV는 integrin (alpha 5/ beta 6) 이외에 FMDV entry에 다른 단백질들을 필요로 할 가능
성이 있음. 이들 새로운 단백질들의 파악은 FMDV entry 과정에서 종특이성을 제공하는 주요 
원인 인자가 될 수 있음. integrin 이외에 FMDV VP1 단백질과 결합하는 돼지 세포의 단백질 
분석을 진행함

② VP1과 occludin의 상호결합 
- 구제역바이러스의 세포유입은 일차적으로 숙주세포의 세포막에 노출되어있는 integrin 

alpha5/beta6에 의해서 시작되는 것이 알려져 있음. 하지만 구제역바이러스가 속한 
picornavirus 속의 다른 바이러스들의 경우 integrin 이외에 다른 보조 단백질들이 바이러스 
유입에 관여하는 것이 알려져 있음. 구제역바이러스도 integrin 수용체 단백질이 있는 세포 종
류에서도 세포 유입이 잘 되지 않는 경우가 많음. intergin 단백질 이외에 구제역바이러스의 세
포 유입을 조절하는 숙주세포 단백질을 탐색하였음



- 32 -

- occludin은 다른 돼지 감염 RNA 바이러스에서 일차적인 바이러스 수용체는 아니지만 세포유
입에 필요한 단백질로 알려져 있음. 돼지 숙주세포의 막과 세포질 추출물을 이용하여 VP1과 
occludin의 protein-protein interaction을 분석하였음

-

그림 21. 2010년 안동주 FMDV VP1 단백질과 결합하는 돼지세포 occludin 분석

- FMDV VP1 단백질 코딩 유전자 부위를 HA-tag 되어있는 plasmid vector에 삽입하여 
HA-VP1 recombinant protein을 만들도록 유도함. 이 HA-VP1 발현 벡터를 BHK-21 세포
에 형질도입 시킨 후, HA-특이 항체를 이용하여 VP1과 결합하는 세포 단백질들을 
co-immunoprecipitation 방법으로 획득함 (그림 21). 약 65 kD 분자량에 해당하는 단백질 
위치의 occludin 단백질을 occludin 항체을 이용하여 확인하였음. occludin 단백질은 세포
의 표면 막에 위치하여 세포와 세포 사이의 연접에 관여하는 것이 알려져 있음.

- FMDV VP1은 주로 integrin alpha5/beta6 막단백질을 virus entry 대상으로 이용하는 것이 
알려져 있지만 occludin이 바이러스가 세포 내부로 internalization 될 때에 요구되는 
co-receptor로 기능할 가능성이 있음
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그림 22. occludin DNA 염기 서열. 소(bos taurus)와 돼지(sus scrofa) 숙주 occludin
유전자 염기 변이 서열의 분석

- occludin의 유전자 서열을 소와 돼지에서 비교하였음. 이를 위하여 NCBI에서 제공하는 
PubMed 프로그램에서 각각의 유전자 서열을 얻어서 nucleotide alignment를 통하여 변이 부
분을 탐색하였음. 그림 22에서 보듯이, 5‘ 말단 부분 (1 ~ 15 nucleotide)와 3’ 말단 부분 (1531 
~ 1550 nucleotide) 지역은 아미노산 코드에 영향을 주지 않기에 이 부분을 이용하여 전체 유
전자를 획득하는데 이용할 수 있음. 이를 통해서 단백질 발현 벡터에 클로닝함

그림 23. occludin 단백질 아미노산 서열. 소(bos taurus)와 돼지(sus scrofa) 숙주 occludin 
단백질 아미노산 변이 서열의 분석

- occludin 단백질은 전체 522개의 아미노산으로 구성되어있으며 약 65 kD의 분자량을 가지고 
있음. 그림 23에서 보듯이, 전체 단백질 부위에서 균등하게 소와 돼지 유전자의 변이가 보이는 
것이 아니라 몇 기능 부위에서 변이가 집중되어있음을 알 수 있음 
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그림 24. FMDV VP1과 결합하는 occludin 단백질 부위 분석. 파란색으로 표시된 부위가 
occludin의 extracellular loop 2개 중 2번째 loop에 해당함

- occludin은 세포막에 위치하면서 크게 3개의 기능 도메인으로 구성되어있음. 세포외부에 노출
되어있는 extracellular domain, 세포막을 관통하고 있는 transmembrane domain, 그리고 
세포내부에 위치한 intracellular domain임. extracellular domain은 2개의 extracellular 
loop을 가지고 있는데, 예비실험으로서 FMDV VP1은 2번째 extracellular loop에 결합하는 
것으로 보임. 그림 24의 파란색으로 표시된 부분이 2번째 extracellular loop에 해당하는 지역
으로서 소와 돼지 유전자를 비교하면 222번째 아미노산인 threonine과 proline이 대응하고, 
224번째 아미노산은 valine과 alanine으로 다르게 구성되어있음

- 흥미로운 사실은 occludin의 아미노산 178부터 276번 까지 98개의 아미노산 부위는 소와 염소 
그리고 사람에게서 유사한 아미노산을 가지지만 야생 멧돼지와 사육 돼지의 아미노산과는 뚜렷
한 차이를 보임. 2번째 extracellular domain은 소와 돼지 사이에서 종특이적인 아미노산 구성
을 보이고 있음

- occludin 단백질의 222/224번째 아미노산의 차이는 돼지에서만 보이는 특성임. 이 2개의 다른 
아미노산은 소, 염소 그리고 사람과도 다르기 때문에 숙주특이성을 보이는 마커로 활용할 수 있
음

- occludin 특이 항체를 이용하여 세포내 발현패턴을 조사하였음. 그림 25에 보듯이 occludin은 
돼지세포의 세포 표면에 잘 발현되고 있음을 확인하였음. 
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그림 25. BHK-21에서 occludin 단백질의 발현

그림 26. 사람, 소, 돼지세포에서의 occludin 단백질의 발현 패턴의 분석

- occludin 단백질과 FMDV VP1 단백질의 상호결합 여부를 확인하기 위하여 우선 occludin 단
백질의 발현이 많이 되는 세포 분석을 수행하였음. 그림 26에서 보듯이, 사람의 간조직 세포인 
Hep3b, 염소의 혀 상피세포인 ZZ-R127, 돼지 신장세포인 LFBK-AVB6, 소 신장세포인 
MDBK, 돼지 신장의 상피세포인 IBRS-2 세포들의 전체 세포추출물 또는 막분획을 이용하여 
occludin 항체로 Western blot assay로 분석하였음. occludin 단백질은 돼지 세포인 
LFBK-AVB6 와 IRBS-2 세포에서 많이 발현됨을 확인하였음. LFBK-AVB6 와 IRBS-2 세포들
에 FMDV VP1 단백질 발현을 유도하여 protein-protein interaction 실험을 수행함

③ FMDV VP1 변이 단백질의 cellular localization

- VP1은 숙주세포막에 있는 integrin 수용체와 결합하여 구제역바이러스의 세포유입을 촉진시키
는 것이 알려져있지만, 세포유입 이후에 VP1의 존재와 기능에 대해서는 많은 연구가 되어있지 
않음. 몇 개의 연구보고들에서 VP1이 숙주세포의 이상과 염증반응을 유도한다는 것이 알려져 
있음. 이는 VP1 단백질이 세포 내부에 들어와서 특정 기능을 수행함을 제시함
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- VP1의 세포 내부의 cellular localization을 파악하기 위하여 다양한 VP1 변이유전자들을 
RFP(적색 형광 유전자)에 연결한 construct를 제작하였음. 제작된 RFP-VP1 변이 단백질들을 
돼지세포에 발현시킨 결과, 그림 27에서 보듯이, VP1 단백질은 돼지세포 내부에 오랜 기간 존
재하며 소포체에 집중적으로 위치함을 알 수 있었음

그림 27. FMDV VP1 단백질의 세포내 분포 위치 분석

④ FMDV 2C 변이단백질의 cellular localization

- 2C 단백질은 구제역바이러스의 입자 형성에 필요한 역할을 수행함. 구제역바이러스의 RNA 
genome과 단백질들은 세포소기관인 소포체내에서 합성되며, 이들 RNA와 단백질들의 
assemble에 의한 바이러스 입자 형성도 소포체에서 일어남. 2C 단백질이 구제역바이러스의 세
포유입후 세포질에 존재하는 것을 알려져 있지만, 본 연구에서 2C의 보다 정확한 세포내 위치
를 분석하고자 하였음 

- 2C 변이 유전자들을 녹색 형광을 나타내는 GFP 유전자에 연결하여 숙주세포 내에서 GFP-2C 
단백질들이 발현되게 제작하였음. 이 융합 유전자들을 돼지세포인 IBRS-2 세포에 
transfection 시킨 다음 형광현미경으로 관찰하였음
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그림 28. IBRS-2 돼지세포에서 FMDV 2C 단백질의 세포내 위치 분석
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- 2C 단백질은 GFP로 인하여 녹색 형광을 나타내며, 소포체 위치를 표시하는 ER tracker는 적
색으로 표시되었음. 노란색 네모 칸과 숫자로 표시된 지역은 녹색의 2C 단백질과 적색의 ER 
tracker가 중복되어 노란색 계통의 융합 색으로 나타난 것을 표현한 것임. 이는 2C 단백질이 
세포내부의 소포체에 집중하여 분포하는 것을 제시함

- 김포와 안성 지역의 감염 구제역바이러스의 2C 변이 단백질들의 소포체 분포 패턴은 큰 차이가 
없어보였음. 2C 단백질들은 핵 주변 소포체에 특히 많이 분포하는 양상을 보였으며, 때로는 소
포체내에서 특정 부위에 선별적으로 풍부하게 존재하는 것은 소포체 내에 구제역바이러스 복제 
복합체 형성에 관여하는 자리에 위치할 가능성을 제공함

3) FMDV 전파력 인자와 상호작용하는 숙주 단백질 발굴

 ① FMDV 3D 단백질과 결합하는 숙주세포의 단백질을 발굴

 ○ 3D protein-conjugated affinity chromatography 와 mass spectrometry 방법을 이용한  
    3D 결합 숙주 단백질 발굴 : SFPQ(NONO)와 cytoskeleton associated protein 4

- 3D 단백질은 FMDV 전체 RNA genome의 복제를 담당하는 RNA-dependent RNA 
polymerase로서 기능을 하며 FMDV 바이러스 복제와 전파에 가장 중요한 효소 단백질임. 3D 
polymerase의 FMDV RNA 복제를 위해서 바이러스 단백질 뿐만이 아니라 숙주세포의 FMDV 
복제 관련 단백질들의 상호작용이 필요함



- 39 -

그림 29. FMDV RNA genome 복제에 필요한 FMDV 인자와 숙주세포 단백질의 상호작용 모델

- 숙주세포의 복제 조절 단백질들의 작용 단계는 그림 29와 같이 3단계로 구분할 수 있음. 첫째, 
FMDV non-coding region의 CRE RNA에 숙주세포 복제 조절 단백질들이 결합하여 FMDV 
3B/3D 복제 단백질들이 효율적으로 CRE RNA에 결합할 수 있는 플랫폼 역할을 수행함. 둘째, 
FMDV CRE RNA에 먼저 FMDV 3B 단백질이 결합하여 RNA 합성을 위한 primer 역할을 하는 
과정에서 숙주세포 복제 단백질이 3B 단백질에 결합하여 FMDV 3D polymerase가 보다 강한 
복제 복합체를 형성할 수 있도록 scaffolding 역할을 함. 셋째, CRE RNA에 차례로 3B와 3D 
단백질이 결합한 상태에서는 FMDV RNA 복제가 느린 속도로 진행되지만 숙주세포 복제 단백
질이 CRE/3B/3D 복합체에 결합하여 FMDV RNA 합성을 효율적으로 진행할 수 있도록 유도함 

- 3D 단백질과 결합하는 숙주세포 단백질들을 발굴하기 위하여 국내 발생 FMDV들의 3D 변이체 
단백질들의 유전자를 His peptide를 tag으로 융합하여 발현하는 E. coli expression 
plasmiddpi 클로닝하였음 (그림 30). 클로닝된 FMDV 3D 유전자를 His-tag 된 재조합단백질 
형태로 제작하여 분리하였음 (그림 31).
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그림 30. His-tag 3D 단백질을 생성하기 위하여 이용한 E.coli expression plasmid

그림 31. His-tag 3D 단백질의 E.coli 세포내 발현

-  His-tag 3D expression plasmid를 transformation 시킨 E.coli 박테리아 세포를 초음파로 
분쇄시킨 후 세포 추출액을 His-affinity chromatography로 His-tag 3D 단백질이 affinity 
column에 결합한 상태로 준비하였음 (그림 32).
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그림 32. His-tag 3D 단백질의 분리 및 affinity chromatography 준비

- MDBK 세포를 대량으로 배양하여 세포추출물을 얻은 다음, His-tag 3D-column에 혼합하여 
3D 단백질에 결합한 세포 단백질들을 추출하였음 (그림 33).

그림 33. FMDV 3D 단백질과 결합하는 숙주세포(MDBK) 단백질들을 SDS-PAGE에서 확인

- SDS-PAGE에는 3개의 단백질 밴드가 관찰되었고, 3개의 단백질들을 SDS-PAGE gel에서 추출
하여 mass spectrometry로 단백질 성상을 규명하였음. 그림 33에는 sample 1 (100 kDa)과 
sample 3 (65 kDa) 2개 단백질들의 성상이 표시되어있음. sample 3은 FMDV 3D 단백질에 해
당함
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그림 34. FMDV 3D 단백질과 결합하는 MDBK 세포 단백질 sample 1의 성상

- 그림 33의 sample 1에 해당하는 약 100 kDa의 단백질은 mass spectrometry 분석 결과 
splicing factor, proline- and glutamine-rich (SFPQ) 단백질로 밝혀졌으면 NONO 라는 이
름으로도 알려져있음 (그림 34).polypyrimidine tract-binding protein-associated-splicing 
factor (PSF)라고 알려져 있는 단백질로서 2개의 RNA 인식 모티프를 가지고 있음

- SFPQ 단백질은 다양한 바이러스(encephalomyocarditis virus, hepatitis B virus, influenza 
virus, human T-cell leukemia virus type 1 등)의 복제와 전사 활성을 증가시킴이 보고되어
왔음

- FMDV 3D 단백질과 숙주세포의 SFPQ (NONO) 단백질과의 특이적인 상호결합을 확인하기 위
하여 co-immunprecipitation 실험을 수행하였음. 그림 35에서 HA-tag된 3D 유전자를 숙주 
돼지세포인 IBRS-2에 transfection 시켜서 HA-3D 단백질 발현을 유도하고, flag-tag된 
SFPQ(NONO) 유전자도 transfection한 후 anti-HA 항체로 co-immunoprecipition한 다음 
anti-flag 항체로 SFPQ(NONO) 단백질 결합을 확인하였음
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그림 35. FMDV 3D polymerase와 SFPQ (NONO)과의 protein-protein interaction을 확인하기 
위한 co-immunoprecipitation 실험

- 그림 34의 3D 단백질과 결합하는 숙주세포 단백질의 sample 2에 해당하는 약 65 kDa의 단백
질의 성상은 mass spectrophotometry에서 그림 36의 cytoskeleton associated protein 4
로 밝혀졌음

그림 36. FMDV 3D 단백질과 결합하는 MDBK 세포 단백질 sample 2의 성상

- cytoskeleton-associated protein 4 (CKPA4)는 cytoskeleton-linking membrane protein 
63 (CLIMP-63)이라고 불리는 단백질로서 세포소기관인 소포체 lumen에 위치하면서 소포체 
구조 형성을 촉진하는 역할이 알려져 있음 (그림 37). 3D polymerase가 FMDV 유전자를 복제
하는 환경을 조성하는데 CKPA4가 관여하는 가능성을 분석하고자함
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그림 37. FMDV 3D polymerase와 결합하는 돼지세포의 CKPA4 단백질의 기능 모델

 ○ 3D 단백질과 co-immunoprecipitation 방법으로 획득한 숙주 단백질 분석: PERK

- FMDV RNA 복제는 숙주세포의 세포소기관인 소포체 내에서 지질막으로 구성된 복제 복합체
(replication complex)를 형성하고 복제 복합체 내부에서 일어나는 경우가 많음. 효율적인 
FMDV RNA 복제를 위해서 3D polymerase가 소포체 내에 위치한 숙주세포 복제 조절 단백질
과 상호작용할 가능성이 큼

- FMDV 3D 단백질과 결합하는 세포내 인자를 발굴하기 위하여 3D 코딩 유전자를 HA-tag 단백
질 발현 벡터에 클로닝한 recombinant HA-3D construct를 구축함. 이 발현 벡터를 BHK-21 
세포내로 형질도입하여 단백질 발현을 확인함. HA-특이 항체를 이용하여 
co-immunoprecipitation 방법으로 HA-3D 단백질과 결합하는 세포내 단백질 인자를 획득하
여 돼지세포의 후보단백질들에 대한 Western blot assay를 수행하였음

- 그림 38은 왼쪽이 control 항체를 적용하였고, 오른쪽 column이 HA-항체를 이용하여 
co-immunoprecipitation 한 결과임. 2개의 column에서 같은 위치의 단백질을 제외하고 특
이한 위치의 단백질들을 분석함. 그 결과 세포 소기관인 소포체(endoplasmic reticulum, ER) 
스트레스 반응과 연관된 PERK 단백질이 western blot assay에서 동정되었음
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그림 38. 2010년 안동주 FMDV 3D 변이 단백질과 결합하는 숙주세포 PERK 단백질 분석 

- 그림 39에서 보듯이, PERK는 ER막을 관통하여 삽입되어있으면서 단백질 합성인자인자인 
eIF2alpha의 인산화를 조절하면서 세포의 단백질 합성을 저해하고 ATF4 전사인자의 합성을 
촉진함. FMDV 3D 단백질이 ER stress 반응을 제어하는 PERK와 결합하는 것은 바이러스 복제 
및 바이러스 입자의 생성을 위한 유리한 세포내 환경을 구축하는 것과 연관됨 

그림 39. 바이러스 감염과 소포체(ER) 스트레스 반응과의 관련 모식도. PERK는 소포체 
스트레스를 매개하는 3개의 주요 조절인자들 중 하나임

- 그림 40에서 소와 돼지에서의 PERK 유전자의 서열을 비교 분석하고 차이가 나는 nucleotides
을 나타내었으며, 그림 41에서는 PERK 단백질을 구성하는 아미노산의 변이 상황을 비교 분석
하였음
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그림 40. 소와 돼지의 PERK DNA 유전자 서열 비교 분석
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그림 41. 소와 돼지의 PERK 단백질 아미노산 서열 비교 분석

- PERK 단백질은 ER 막을 관통하여 ER 내부와 세포질에 면한 부분을 함유하고 있고 명칭에서 
보듯이 인산화효소 기능도 가짐. 그림 41의 아미노산 구성을 단백질의 기능적 도메일으로 재구
성하여 다양한 아미노산의 변이 패턴이 어떤 도메인에 분포하는지를 검토함. 

- 그림 42는 3개의 기능 도메인을 보여주고 있음. 첫째, luminal domain은 ER 내부로 향해 있
음. ER 내부는 많은 종류의 바이러스들이 존재하는 공간으로서 바이러스 복제도 이곳에서 일어
나고 있음. 둘째, Serine/Threonine kinase domain으로서 PERK의 인산화효소 기능을 수행
하는 지역임. 셋째, eIF2alpha binding domain은 eIF2alpha 단백질을 인산화 하기 위해서 
PERK 단백질이 eIF2alpha 단백질과 결합하는 영역임
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그림 42. PERK 단백질의 기능 도메인 부위 분석

- PERK의 luminal domain이 3D 단백질과 결합할 가능성이 크기 때문에 luminal domain의 아
미노산 변이 내용에서 단백질 구조와 연관성이 큰 변이를 검토하기 위하여 변이 아미노산들의 
hydropathy index 변화를 분석함. 그림 43에서 보듯이, 298:S(소)/V(돼지), 308:M(소)/T(돼
지), 325:N(소)/S(돼지), 그리고 420:S(소)/N(돼지) 에서의 변이가 큰 hydropathy index 변화
를 유도함. 이들 아미노산들의 변이와 숙주민감성과의 연관성을 분석할 필요가 있음

그림 43. PERK luminal domain의 소와 돼지 아미노산 변이의 hydropathy index 변화
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- 3D과 ER에 존재하면서 PERK와 상호결합을 하는 사실은 3D와 ER 스트레스 유도와의 상관관련
성을 제시함. 3D 단백질을 BHK-21 세포내에서 과량 발현을 유도한 다음 세포 내의 ER 스트레
스 매개 인자들의 발현을 조사하였음. PERK 단백질은 ER 스트레스 반응과정에서 ATF4 전사조
절인자의 발현을 증가함이 알려져 있음. 그림 44에 보듯이, 3D의 생성은 ATF4의 단백질 수준
을 증가시킴을 알 수 있음. 

그림 44. 3D 단백질 발현에 의한 소포체 스트레스 관련 유전자 발현 변화 분석

- 이 결과는 3D polymerase의 RNA 합성 기능에 ER 스트레스 반응이 중요하며 이때 작용하는 
숙주세포의 종특이 ER 스트레스 매개인자들의 상호작용이 3D polymerase의 FMDV 복제를 조
절함을 제시함

② FMDV CRE RNA와 결합하는 숙주세포 단백질 발굴

 ○ PCBP2 숙주세포 단백질 결합

- FMDV CRE RNA는 FMDV 게놈 복제 과정의 첫 단계에서 FMDV 3B 단백질이 결합하여 RNA 
복제를 위한 프라이머 역할에 필수적인 RNA임. 그림 45에서 보듯이, 숙주세포 특이적인 세포 
단백질이 CRE RNA에 결합하여 FMDV 3B 단백질이 FMDV RNA 복제복합체 형성을 용이하게 
할 수 있도록 도와주는 역할을 할 수 있으리라 추측됨. 

그림 45. FMDV CRE RNA에 결합하는 바이러스 단백질 3B와 숙주세포 단백질의 상호연관성 모델
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- CRE RNA에 결합하는 숙주세포 단백질을 발굴하기 위하여 CRE RNA-affinity 
chromatography 방법을 이용하여 세포 단백질을 분리하였음. 그림 46A에는 국내 발생 
FMDV (O/JC/SKR/2014/P와 O/US/SKR/2014/P)을 template RNA로 사용하였음. 그림 46B
는 template RNA의 2차구조를 표시한 것임. 그림의 2차구조의 loop과 stem과 6각형/7각형들
의 특징적인 부위에 단백질들이 결합할 수 있음. 그림 46C는 CRE RNA에 결합하는 숙주세포의 
단백질들의 SDF-PAGE로 분리하고 PCBP2 항체로 확인하였음. PCBP2는 hepatitis C virus와 
norovirus 등 몇 RNA 바이러스 복제 조절 부위 RNA에 결합하여 바이러스 복제를 조절하는 
것일 알려져 있음

그림 46. FMDV CRE RNA에 결합하는 숙주세포 단백질 발굴

- CRE RNA에 결합하는 숙주세포 단백질로 동정된 PCBP2는 소와 돼지에서 한 부위에서 4개의 
아미노산 차이를 보이고 있음 (그림 47A). CRE RNA와 PCBP2 단백질간의 RNA-protein 
interaction은 RNA-affinity chromatography에 의해서 in vitro 에서 검증되었음 (그림 
47B). 돼지에 감염된 FMDV에서 획득한 CRE RNA는 소 PCBP2 보다 돼지의 PCBP2와 더 강하
게 결합하는 것을 알 수 있음 (그림 47C). 
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그림 47. FMDV CRE RNA와 결합하는 숙주세포 단백질 PCBP2의 유전자 서열 비교 분석과 in 
vitro RNA-protein interaction

- 반대로 소에 감염된 FMDV (A/PC/SKR/2010/C)에서 유래한 CRE RNA는 전체 54개의 
nucleotides 중에서 8개 nucleotides가 다르며 RNA 2차구조도 다름 (그림 48A). 그림 48B에
서 돼지 PCBP2는 소 감염 유래 FMDV (A/PC/SKR/2010/C) 보다 돼지 감염 유래 FMDV 
(O/JC/SKR/2014/P) CRE RNA에 결합을 더 강하게 하며, 그림 48C는 반대로 소의 PCBP2는 
돼지 감염 유래 CRE RNA 보다 소 감염 FMDV CRE RNA와 잘 결합함을 알 수 있음. 

그림 48. 종특이성을 보이는 FMDV CRE RNA와 PCBP2 상호결합

- FMDV CRE RNA와 PCBP2의 복제복합체 형성에 FMDV 3B 단백질도 함께 결합에 관여하는지
를 조사하였음. 그림 49A에서 co-immunoprecipitation 방법에 의해 PCBP2와 3B 단백질이 
특이적으로 상호결합함을 규명하였음. 그림 49B는 CRE-3B-PCBP2 3개 분자의 복합체 형성 역
시 소와 돼지 종특이성을 나타냄을 보여줌
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그림 49. PCBP2는 CRE와 함께 FMDV 3B 단백질과 상호결합함

4) FMDV 전파력 인자와 숙주 단백질 간의 상호작용과 세포 영향 분석

① FMDV 2C 단백질의 소포체 스트레스와 세포 염증반응 발생

- FMDV 2C 단백질은 다음과 같은 특징과 기능을 가지고 있음
   s 동·식물 상관없이 많은 RNA virus에 2C-like protein 존재하며 유전자 서열도 잘 보존    
     되어있음
   s 318 아미노산으로 구성되며 N-말단(17-34aa)에 amphipathic helix가 존재하여           
      membrane targeting 역할을 하는 것으로 추측
   s 구제역바이러스 RNA 복제 복합체 형성에서 요구되는 소포체 막에 결합하는 주요 요소     
   작용
   s 소포체 막의 견고성과 배열에 관여하여 바이러스 복제 복합체 형성에 기능을 하며 바이    
   러스 감염에 의한 세포손상을 유도
   s 구제역바이러스 복제에 중요한 인자로서 guanidin hydrochloride (2C의 길항제) 처리 시  
     바이러스 RNA 합성을 억제하며 guanidin-저항성 2C 변이체의 경우 저해 효과가 없음
   s 바이러스 증식 동안 복제 복합체에 관여하기 때문에 백신 접종 가축과 구제역 발병 가축   
    과 구분할 때 사용
   s N-myc and STAT interacting (Nmi) 단백질과 결합하여 apoptosis를 유도하며 IFN에   
       의해 유도되는 35-kDa protein (IFP35)와의 결합을 통해 type I IFN 반응에 관여함이   
       보고됨
   s Beclin1(autophagosome 형성 개시, autophasome의 리소좀 융합 기능)와의 결합을 통해  
      구제역바이러스에 의해 유도되는 autophagy에 관여함. 2C-induced Beclin1 불활성화를  
      통하여, 구제역바이러스의 autophagosome의 융합과정을 억제하여 바이러스의 분해를 막  
     을 수 있음
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- 2C 단백질은 소포체에 존재하면서 바이러스 RNA 복제 복합체 형성에 중요한 역할을 하기 때문
에 2C 단백질과 소포체 스트레스 (ER stress)와의 관련성은 FMDV RNA 복제 조절에 큰 영향
을 미칠 수 있음. 이에 2C 단백질 발현에 의한 숙주세포의 ER stress 유도 여부에 대한 분석을 
수행하였음. 그리고 ER stress는 pro-inflammatory cytokine 생성을 증가시킴이 알려져 있
음. FMDV 2C 단백질의 세포 발현이 pro-inflammatory cytokine인 TNFalpha의 생성을 증
가시키는지 조사하였음

- 서로 다른 아미노산 변이체를 가진 2C 단백질의 숙주세포 내에서 발현할 수 있는 plasmid를 
제작하여 transfection 방법으로 돼지세포인 IBRS-2 세포내에서 2C 단백질을 발현시켰음. 그
림 50A에서 2C 단백질 발현은 세포 내에서 TNFalpha 유전자 발현을 조절하는 promoter에 
반응하여 유전자 발현을 증가시킴을 알 수 있었음. TNFalpha 유전자 발현에 ER stress 반응을 
매개하는 전사조절인자들 중에서 어떤 전사인자가 전사 활성화를 유도하는지를 규명하기 위해 
XBP1, ATF4, ATF6, CHOP 전사인자들을 IBRS-2 세포내에 transfection 시켜 TNFalpha 
promoter의 활성화 정도를 비교하였음. 그림 50B에서 ATF4 전사인자가 가장 강하게 
TNFalpha promoter 활성을 증가시킴을 알 수 있었음

- FMDV 2C 단백질의 세포내 발현은 ER stress 반응을 매개하는 ATF4 전사인자와 
pro-inflammatory cyokine TNFalpha의 mRNA 생성을 증가시켰음 (그림 50C). 그림 50D에
서는 ATF4와 TNFalpha 단백질 생성의 증가가 FMDV 2C 단백질에 의해서 유도됨을 확인하였
음

-

그림 50. FMDV 2C는 염증성 cytokine TNFalpha 발현을 증가시킴
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- 그림 51A에서 ATF4 전사인자가 돼지세포 내에서 TNFalpha의 전사활성 결과물인 mRNA의 
생성을 증가시킴을 확인하였고, 그림 51B에서는 단백질 발현이 mRNA 생성과 promoter 활성
화 결과와 일치하게 증가함을 알 수 있었음. ATF4는 전사조인자인 CBP와 SRC1과 협조적으로 
TNFalpha의 promoter 활성을 증가시킴을 새롭게 규명하였음 (그림 51C).

그림 51. ATF4가 돼지세포에서 TNFalpha의 발현을 증가시킴

- 앞선 실험에서 FMDV 2C 단백질이 ATF4 전사인자의 생성을 증가시키고, ATF4는  TNFalpha
의 promoter 활성을 증가시키며 TNFalpha의 mRNA와 단백질의 발현을 증가시킴을 밝혔음. 
이에 근거해서, FMDV 2C 단백질이 ATF4 전사인자를 매개로해서 TNFalpha 유전자 발현을 
증가시키는 가능성을 조사하였음. 2C 단백질 발현은 ATF4 발현이 함께 이루어졌을 때 
TNFalpha mRNA 합성을 많이 증가시켰음 (그림 52A). 하지만, ATF4 전사인자의 dominant 
negative mutant 기능을 하는 ATF4DN을 과다발현시키면, TNFalpha mRNA 발현이 현저히 
감소함을 알 수 있었음. 이 실험결과들은 2C 단백질에 의한 TNFalpha 유전자 발현 증가는 
ATF4 전사인자 의존적임을 제시함

- 바이러스 감염에 의한 조직의 손상은 많은 경우 비정상적으로 활성이 강한 면역세포들에 의하 
과도한 세포손상이 원인일 경우가 많음. 바이러스 감염에 의한 면역세포의 recruitment를 증가
시키는 chemokine인 SDF-1alpha의 발현이 FMDV 2C 단백질에 의해 조절되는지를 조사하였
음. 그림 52A에서 2C 단백질은 SDF-1alpha의 mRNA 발현을 증가시켰으면, TNFalpha와 마
찬가지로 ATF4DN 단백질의 발현에 의해서 SDF-1alpha의 mRNA 생성 정도가 감소하였음. 
이들 실험 결과들은 FMDV 2C 단백질에 의한 TNFalpha와 SDF-1alpha의 mRNA 유전자 전
사 발현이 ER stress 반응을 매개하는 ATF4 전사인자 의존적임을 제시하였음
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- 그림 52A에서 나타낸 2C 단백질에 의해 활성화된 ATF4 전사인자가 SDF-1alpha와 
TNFalpha의 mRNA 발현을 증가시킨 결과를 더 검증하기 위하여 Western blot assay을 이용
하여 단백질 발현 정도를 분석하였음. 그림 52B를 통하여 mRNA 발현 분석 결과와 일치하게 
2C 단백질에 의해서 TNFalpha와 SDF-1alpha의 단백질 생성이 증가함을 알 수 있었음

그림 52. FMDV 2C는 ATF4 활성화를 통하여 TNFalpha와 SDF-1alpha의 발현을 증가시킴

5) FMDV 전파력 결정인자들의 유전적 변이 분석

- 2002년부터 2019년 까지 국내에서 발생하였던 구제역에서 획득한 FMDV의 전장 유전자 서열
을 농림축산검역본부 구제역진단과에서 분석하였음. 그리고 PubMed와 국제공동협력을 통해서 
얻은 국외 발생 FMDV 서열을 함께 이용하여 FMDV 전파력 결정인자 각각의 유전자 변이를 비
교 분석하였음. 아래에는 가장 최근에 국내에서 발생한 2019년 구제역을 중심으로 획득한 
FMDV 유전자 서열을 검토하였음

① CRE RNA nucleotides의 유전자 변이 분석

- 전체 54개의 RNA nucleotides로 구성되어있으며 nt 625에서 시작되는 AAACA는 필수적으로 
잘 보존된 서열을 관찰할 수 있음. AAACA를 중심으로 CRE 부위는 loopling 2차구조를 가지게 
됨. 그림 14에서 2019년 발생 FMDV CRE RNA 서열과 2017년 발생 FMDV CRE RNA 서열을 
비교하면 바이러스의 유래가 다름을 알 수 있음

그림 53. FMDV CRE 2017년과 2019년 유전자 변이 분석
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- IRES는 FMDV-encoding protein을 생성에 있어서 필수적인 조절 인자임. 다양한 IRES 변이
서열을 FMDV replicon에 클로닝하여 IRES 반응의 기능 변화를 분석할 것임

-

그림 54. FMDV IRES 2017년과 2019년 유전자 변이 분석

- FMDV L 단백질은 protease 기능을 가지면 mature protein을 만드는데 중요한 기능을 함. 
2017년에는 없는 변이 내용을 포함한 FMDV 변이주 제작에 활용할 수 있음

그림 55. FMDV L protein 2019년 유전자 변이 분석
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- FMDV VP1 유전자 서열의 변이 중에서 integrin alpha5와 결합하는 부위의 변이를 포함한 재
조합 단백질 발현으로 소와 돼지 유래의 다른 integrin alpha5와의 결합 기능 변화를 분석하는
데 활용함

그림 56. FMDV VP1 2017년과 2019년 유전자 변이 분석

- FMDV VP3의 유전자 변이 내용이 VP1과 integrin alpha5의 상호결합의 기능 변화에 영향을 
주는지를 분석하는데 활용

그림 57. 국내발생 FMDV VP3 2017년과 2019년 유전자 변이 분석
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- FMDV 2A 단백질은 18 아미노산 크기를 가지고 있으며 다른 picornavirus에 비해 매우 짧지
만, 2A/2B 연결 영역은 잘 보존되어있음. (2A)NPG↓P(2B)의 G가 절단 활성에 매우 중요

그림 58. 국내발생 FMDV 2A 2017년과 2019년 유전자 변이 분석

- FMDV 2B 단백질은 viroporin의 기능을 가지며 저분자의 소수성 transmembrane 단백질 구
조를 가짐. transmembrane 소수성 도메인은 세포막의 인지질과 결합하여 투과성을 증가시켜 
바이러스 입자의 방출을 촉진함. viroporin 기능이 제거되면 적절한 바이러스의 입자의 조립과 
방출이 억제됨. 이 사실은 항바이러스제 개발의 표적이 될 수 있음

그림 59. 국내발생 FMDV 2B 2017년과 2019년 유전자 변이 분석

- FMDV 2C 단백질은 동·식물 상관없이 많은 RNA virus에 2C-like protein 존재하며 유전자 서
열도 잘 보존되어있음. 318 아미노산으로 구성되며 N-말단(17-34aa)에 amphipathic helix가 
존재하여 membrane targeting 역할을 하는 것으로 추측. 구제역바이러스 RNA 복제 복합체 
형성에서 요구되는 소포체 막에 결합하는 주요 요소로 작용. 소포체 막의 견고성과 배열에 관여
하여 바이러스 복제 복합체 형성에 기능을 하며 바이러스 감염에 의한 세포손상을 유도. 다양한 
2C 변이체 단백질 발현시스템을 제작하여 기능 변화 효과를 분석하고 있음
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그림 60. 국내발생 FMDV 2C 2017년과 2019년 유전자 변이 분석

- FMDV 3A 단백질은 153 아미노산으로 구성되며 다른 picornavirus들의 3A보다 큼
(poliovirus의 3A는 87aa). 구제역바이러스의 거의 모든 strain에서 유전자 변이가 적고 잘 보
존되어있음. N-말단(1-75aa) 영역은 매우 잘 보존되어있는 반면, C-말단에는 많은 염기 돌연
변이와 유전자 일부 영역의 결실이 존재

-

그림 61. 국내발생 FMDV 3A 2017년과 2019년 유전자 변이 분석
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- FMDV 3B 단백질은 FMDV 게놈의 5’-말단에 공유결합으로 결합함. 구제역바이러스를 포함한 
picornavirus RNA 합성의 primer 기능을 수행. FMDV 만의 특징으로서 비슷하지만 동일하지
는 않은 3 copy (3B1, 3B2, 3B3)가 존재 (다른 picornavirus의 경우 단일 copy). 3B의 
uridylylation은 picornavirus RNA 게놈 복제의 첫 단계이며, VPgU(pU) 형성은 peptide 
primer로 기능함. 잘 보존된 Tyr3 자리에 3Dpol에 의한 2개의 UMP 결합은 cre를 주형으로 
사용. 3 copy 모두 in vitro에서는 uridylylation이 가능 하지만, 3Dpol에 대해 3B3가 가장 효
율적인 주형으로 작동되며 3B3 유전자의 결실 시, RNA 복제가 되지 않음 (3B1, 3B2도 감소하
기는 하지만, 3B3에 비해 극적이지 않음)

그림 62. 국내발생 FMDV 3B 2017년과 2019년 유전자 변이 분석

- FMDV 3C 단백질은 chymotrypsin-like cysteine protease의 기능을 가지며 대부분의 FMDV 
단백질들의 절단에 의한 활성 단백질들의 생성을 담당. Q-G, E-G, Q-L, E-S 등을 절단 
(poliovirus와 같은 다른 picornavirus의 3Cpro는 Q-G만 cleavage). eIF4A(cap-binding 
complex의 RNA helicase)와 eIF4G(Lpro보다 뒤쪽 자리를 절단) 숙주세포의 단백질 합성인자
들을 절단하여 숙주세포의 정상적인 기능을 저해. 3CD 형태로 핵 내로 이동(3Dpol의 N-말단에 
핵내 이동 아미노산 서열이 존재)하며 Sam68 (68 kDa Src-associated substrate during 
mitosis)의 C-말단의 핵내 이동 아미노산 서열을 포함하는 18kDa 부분을 잘라냄. 남은 
Sam68(~50kDa)은 세포질에 위치하여 단백질 합성 조절 영역인 IRES와 결합하여 바이러스 
RNA의 단백질 합성을 촉진

그림 63. 국내발생 FMDV 3C 2017년과 2019년 유전자 변이 분석
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- FMDV 3D 단백질은 RNA-dependent RNA polymerase (RdRP)로서 바이러스 전체 게놈 유전
자의 복제를 위한 positive/negative–sense RNA를 합성. 서로 다른 serotype과 subtype에도 
유전자 변이는 다른 지역 보다 적으며 잘 보존되어있음. 자연 상태에서 발견되는 3CD 단백질은 
바이러스 복제 시 중간 기능을 수행. ‘palm’, ‘fingers’, ‘thumb’로 이루어진 ‘right-hand’ 단
백질 구조를 가짐. plam 영역에는 복제효소 활성 부위가 존재하며 모든 RNA 중합효소들에 잘 
보존되어 있고, 5개의 motif로 구성(3-stranded antiparallel core β sheet 세 개, 사이에 2-α 
helix)되며 전체 3D 중합효소의 구조적 견고성과 뉴클레오티드  인식 결합 그리고 RNA 복제를 
위한 개시 뉴클레오티드 결합의 기능을 수행함. thumb 도메인은 C-말단에 위치하며 가장 다양
한 특징들을 보임. 구제역바이러스의 경우 효소 활성 부위 공간에 VPg가 결합함 (uridylyation 
반응). CVB3의 경우 thumb sub-도메인, EV71의 경우 palm 도메인의 바닥 부분에 결합

그림 64. 국내발생 FMDV 3D 2019년 유전자 변이 분석
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6) 숙주 단백질의 소와 돼지에서 유전자 변이 분석

① FMDV VP1 단백질의 세포 수용체로 작용하는 integrin alpha5와 beta6의 소와 돼지의 아미노
산 차이 분석

- 소와 돼지에서 같은 기능을 하는 동일 단백질의 nucleotide와 아미노산 변이 상황을 비교하였
음. 숙주세포의 전파력 관련인자 단백질에서 기능적으로 구분되는 도메인 별로 변이 상황을 정
리하여 특정 유전자 변이가 숙주단백질의 어떤 기능의 변화를 유도하는 지를 분석하였음. 이의 
결과들은 추후 숙주세포 인자들의 변이체 제작을 위한 변이 아미노산을 선택하여 FMDV VP1 
단백질 변이체들과의 상호결합 기능 변화 분석에 이용하고 있으며, 향후 FMDV 변이주 제작에
도 활용하고자 함

- 숙주세포의 integrin[alpha V/ beta 6]의 소와 돼지에서의 유전자 변이 내용을 그림 65에 나타
내었음. 그림에 보듯이, 적색 네모로 둘러싼 아미노산이 소와 돼지에서 차이가 나는 아미노산
임. 이 아미노산 차이가 구제역바이러스의 종류에 따라서 숙주별 전파력의 차이를 유도할 수  
있음. 본 과제에서 이와 같은 숙주세포 단백질의 차이의 기능을 FMDV VP1의 세포내 단백질 
발현 시스템을 제작하여 mammalian two-hybrid assay로 분석하고 있음

그림 65. FMDV VP1 단백질과 상호결합하는 소와 돼지세포의 integrin alpha5와 beta6 단백질 아미노산 변이 
내용 분석 

② FMDV CRE RNA와 결합하는 단백질로 동정된 PCBP2는 hepatitis C virus (HCV) 등의 다른 
종류의 RNA 바이러스에서 상호작용하는 숙주세포 결합 단백지로 규명되었음. 아래 그림 66에서 
소(Bos taurus)와 돼지(Sus scrofa)의 PCBP2 단백질을 구성하는 아미노산 변이 내용을 나타내
었음. 돼지세포의 PCBP2에서 아미노산 위치 170에서 TLSQ 4개의 아미노산이 추가로 더 포함되
어있음을 규명하였음. 이들 소와 돼지 각각의 다른 PCBP2를 다양한 용도의 plasmid에 클로닝하
여 FMDV CRE RNA 와 3B 단백질과의 상호결합 변화에 대해서 연구를 진행하고 있음
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그림 66. 소와 돼지의 PCBP2 단백질의 아미노산 변이 내용 분석

③ FMDV VP1과 결합하는 숙주세포로서 동정된 occludin은 다른 종류의 돼지 감염 RNA 바이러스
에서 바이러스 표면단백질과 결합하는 숙주세포의 세포막 단백질로 동정되었음. VP1에 대한 일
차적인 숙주세포 수용체는 integrin alpha5/beta6 이지만, occludin은 이차적인 보조 역할을 할 
가능성이 있음. occludin은 바이러스가 수용체가 결합한 후, receptor-mediated endocytosis 
과정에서 기능할 수 있음. 그림 67에서 소와 돼지세포에서의 occludin 단백질의 nucleotides 변
이 내용을 비교 분석하였음

그림 67. occludin DNA 염기서열. 소(bos taurus)와 돼지(sus scrofa) 숙주동물 occludin 유전자 
염기변이 서열의 분석

- 그림 67에서 제시된 occludin nucleotides의 변이 내용을 단백질 아미노산으로 비교 분석하였
음 (그림 68). 흥미롭게도 사람의 occludin 아미노산 구성은 돼지보다 소의 occludin 구성과 
유사하였음. 그림 68의 네모칸으로 표시한 내용은 occludin의 숙주세포의 세포막 바깥으로 노
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출된 extracellular domain 으로서 이 부분을 이용해서 FMDV VP1과 상호결합할 것으로 예상
됨. 특히 ECL2로 표시된 아미노산 영역의 변이가 VP1 단백질 결합에 중요할 것임. 이들 아미노
산 변이체를 함유한 occludin을 제작하여 VP1과의 상호결합 기능 변화 분석을 진행할 것임

그림 68. FMDV VP1과 결합하는 occludin 단백질 부위 분석. 파란색으로 표시된 부위가 
occludin의 extracellular loop 2개 중 2번째 loop에 해당함

④ FMDV 감염 돼지 조직에서 발현이 증가하는 것으로 확인된 chemokine 수용체인 CXCR5 유전
자의 유전자 발현 조절 부위인 promoter의 nucleotides 변이 내용을 분석하였음. 그림 69에서 
CXCR5 promote의 많은 부위에서 변이가 있음을 확인하였고 이 변이 부위에 특이적으로 반응하
는 가능한 전사인자 후보군들을 탐색하였음

그림 69. 사람, 소, 돼지 CXCR5 유전자 프로모터 서열 비교분석

- 그림 70에서는 소와 돼지의 CXCR5 유전자의 promoter에 반응할 수 있는 전사인자들의 가능
한 리스트들을 생물정보학 분석으로 탐색하였음. 공통으로 반응하는 전사인자들도 다수 있지만, 
몇 개의 전사인자들은 소 또는 돼지의 다른 CXCR5 promoter 부위들에 차별적으로 반응할 수 
있음을 제시하고 있음
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그림 70. CXCR5 promoter 서열 변이에 반응할 수 있는 전사인자들의 변화 패턴
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2차년도 연구개발 내용

1. 연구개발 목표 및 내용

   가. 최종목표
    ○ 구제역 바이러스의 숙주별 감염 전파력(특성) 결정 인자 발굴 및 이를 바탕으로 하는 구     

     제역 바이러스 전파 억제기술 개발 연구
        - 바이러스 전파력 결정 인자 5건 이상 발굴
        - 숙주별 전파력 결정 인자 7건 이상 발굴
        - 전파력 인자들의 숙주별 특성 차이 비교 (20건 이상)
        - 전파력 인자 변이체 함유 구제역바이러스 변이주 10건 이상 확보
        - 전파력 인자 바이러스 변이주들 3종 이상의 돼지 감염에 의한 전파력과 병원성 연구
        - 구제역바이러스 전파력 결정 인자를 표적으로 하는 억제 물질 3건 이상 발굴

   나. 세부목표
    ○ 구제역 바이러스의 전파능력을 결정하는 바이러스 인자 발굴 및 특성연구

  - 돼지와 소에서 구제역 바이러스의 전파능력을 결정하는 바이러스 인자 발굴 및 특성연구 (구제역바이
러스 전파력 결정 인자 5건 이상 발굴) 

   s 구제역바이러스 2개 비단백질코딩 영역(non-coding element, CRE와 IRES)와 10개 바이러스 단  
 백질들(VP1/VP3, L, 2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C, 3D)의 변이 상황 분석 

   s 바이러스의 전파력 관련 기능을 5가지 단계(바이러스 entry, 바이러스 RNA 복제, 바이러스 단   백
질 합성, 바이러스 입자 조립, 바이러스 세포외방출)로 구분하여 검토

  - 구제역 바이러스의 전파능력을 결정하는 인자들의 숙주별(소, 돼지) 특성 비교 (숙주별 전파력 결
정 인자 7건 이상 발굴): 구제역바이러스 각 기능별 조절요소들과 상호작용하는 숙주별 세포 인
자들의 염기/아미노산 변이 분석과 단백질 기능 특성 비교

  - 구제역 바이러스의 전파능력을 결정하는 인자들과 반응하는 숙주(소, 돼지) 세포 혹은 단백질의 
특성 연구 (숙주별 전파력 결정 인자 특성 차이 20건 이상): 숙주별 세포들에서 구제역바이러스 
전파력 결정 인자 단백질들의 발현을 유도한 후 세포 이상과 단백질 기능 특성 분석 

 ○ 전파능력 결정 인자 돌연변이 구제역 바이러스 제작 및 특성연구

  - 구제역 바이러스의 전파능력을 결정하는 인자들을 돌연변이 시킨 구제역바이러스 변이주 제작 
(전파력 결정 인자 변이체들을 발현하는 구제역바이러스 변이주 10건 이상 제작): 
Asia1-Shamir 구제역바이러스주(많은 세포 계대배양을 거치지않고 바이러스를 생성해서 배출
함을 확인)를 기본 틀로 이용하여 앞선 연구에서 도출된 전파력 결정 인자 단백질 변이체들 중 
5개 이상의 바이러스 변이주를 제작 

  - 구제역바이러스 변이주의 숙주(돼지) 감염전파력 특성 및 비교연구 : 제작한 바이러스 변이주 3
종 이상을 각각 3마리씩의 돼지동물모델에 감염실험을 수행하여 감염전파력을 비교 
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  - 구제역바이러스 변이주의 숙주별(소, 돼지) 병원성 연구 : 바이러스 변이주 감염 돼지모델에서 4

가지 이상의 조직에서 병원성 분석을 수행

 ○ 구제역 바이러스의 전파능력 결정 인자를 바탕으로 하는 바이러스 전파 억제기술 개발 연구와 
활용방안 연구

  - 앞선 연구에서 도출된 전파력 결정 인자 단백질의 기능과 활성을 조절하는 억제물질을 분자생물
학적 기전을 토대로 2종 이상 발굴

  
  - 구제역바이러스 전파력 결정 인자들과 상호작용하는 숙주동물의 전파력 인자들의 발굴과 특성 

분석의 결과를 토대로 숙주 인자들의 발현 차이를 전파력 감수성 숙주동물을 선별하는 마커로 
활용할 수 있는 방안 연구

다. 연차별 개발목표 및 내용
    <당해년도>
    ○ 연구개발 목표  : (그림 71)
       s 전파능력 결정 인자 돌연변이 구제역 바이러스 제작 및 특성 연구          
       s 전파능력 결정 인자를 바탕으로 하는 바이러스 전파 억제기술 개발 연구와 활용방안    
       연구

      - 주관연구기관 (부산대학교) : 
       s 구제역바이러스 전파력 결정 인자 변이체를 발현하는 바이러스 변이주 제작 
       s 전파력 결정 인자의 기능을 조절하는 억제물질 발굴
       s 바이러스 변이주 감염 돼지의 조직에서 전파력과 병원성 관련인자들의 발현 분석
       s 바이러스와 숙주종별 전파력 결정인자들의 유전자 변이 분석을 통한 바이러스 숙주    
       종 특이성 판별을 위한 분자마커의 활용방안 연구

      - 참여기관 (농림축산검역본부) : 
       s 바이러스 변이주의 돼지 동물모델 감염 실험               
       s 돼지 감염 모델을 이용한 바이러스 전파력과 임상조직을 이용한 병원성 분석
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그림 71. 2차년도 연구개발 세부목표 모식도

1. 전파능력 결정 인자 돌연변이 구제역 바이러스 제작 및 특성연구

  ① 구제역 바이러스의 전파능력을 결정하는 인자들을 돌연변이 시킨 구제역바이러스 변이주 제작

   ○ 구제역바이러스 변이주를 제작하기 위한 바이러스 단백질 발현 시스템의 backbone 구축

 - 구제역바이러스 변이주 제작에 사용할 계획인 백신주는 구제역백신연구센터의 자문을 얻어서 본 
센터가 이용하고 있는 Asia1-Shamir 백신주임. 변이가 심하여 여러 가지 후보 백신주가 존재하
는 다른 혈청형에 비해 Asia1형은 유전적 변이가 심하지 않은 것으로 알려져 있어 Shamir주만
이 세계표준연구소에서 백신주로 추천받고 있음. 표1은 바이러스 변이주 제작에 이용한 
Asia1/Shamir 바이러스주와 다른 구제역바이러스주들과의 유전자 유사성을 비교 분석한 결과
임. 표2에 제시한 primer들을 이용하여 Asia1/Shamir 전장 게놈의 서열을 확보하였음

표 1. 다른 FMDV reference strain과 비교하여 유사한 Asia/Shamir 유전자 구성 분석
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 표 2. Asia1/Shamir 전장 게놈의 PCR을 위한 oligonucleotide primer 정보

- 구제역바이러스 변이주 제작을 위한 바이러스의 전파력 결정인자들의 아미노산 변이체 유전자 
insert를 준비함. 국내 구제역 발생에서 획득한 바이러스의 유전자를 주형으로 하여 전파력 결
정인자 유전자 insert를 증폭하여 vector에 클로닝하여 사용

 
- FMDV CRE RNA 서열은 그림 72과 같이 특징적인 RNA 2차구조를 형성함. 이 2차구조에 숙주

세포와 바이러스의 복제관련 단백질들의 결합하여 바이러스 유전자 복제를 수행함. 1차년도의 
연구결과에서 다양한 CRE 서열 변이에서 CRE RNA 2차구조에 변화를 주는 변이를 탐색하여 
FMDV 변이주 제작에 활용하였음

- 그림 72에서 4개의 중요도가 높은 CRE 변이 중에서 T14G와 C42T에서 RNA 2차구조의 변화가 
유도되기 때문에 FMDV 변이주 제작에 이 부위의 변환을 활용하였음

그림 72. FMDV 변이주 제작에 이용할 CRE RNA 변이 내용 분석
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- 2C 단백질은 구제역바이러스의 유전자 복제에 필요한 환경을 조성하는데 필요한 기능을 수행
함. 2C 단백질의 변이 내용에 따라서 구제역바이러스의 숙주세포 세포소기관인 소포체 항상성
이 차이가 발생하고 이에 따라서 바이러스 복제 효율의 변동이 발생할 수 있음. 바이러스 변이
주 backbone으로 이용한 Asai1/Shamir의 2C 단백질을 구성하는 아미노산과 국내 발생 바이
러스의 변이 아미노산 내용을 비교 분석하여 가장 변이가 큰 아미노산을 선정하였음 (그림 73).

그림 73.  FMDV 변이 바이러스주 제작을 위한 2C 단백질의 아미노산 변이 선정

그림 74.  FMDV 변이 바이러스주 제작을 위한 2C 단백질의 변이 아미노산들의
hydropathy index의 차이 분석
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- 2C 단백질 유전자 변이를 함유한 바이러스 변이주를 제작하기 위한 2C 유전자 변이 정보를 그
림 75에 정리하였음. 국내 발생 구제역바이러스의 변이 아미노산 내용을 참고하였음

그림 75.  FMDV 2C 단백질의 아미노산 변이 내용

- 3A 단백질의 특징은 다음과 같음
  s 153 아미노산으로 구성되며 다른 picornavirus들의 3A보다 큼(poliovirus의 3A는 87aa)
  s 구제역바이러스의 거의 모든 strain에서 유전자 변이가 적고 잘 보존되어있음.              
     N-말단(1-75aa) 영역은 매우 잘 보존되어있는 반면, C-말단에는 많은 염기 돌연변이와    
     유전자 일부 영역의 결실이 존재
  s 소포체와 골지체에 위치
  s 3A·3AB 단백질 발현이 안정적으로 지속될 때 구제역바이러스 복제가 증가하지만, 3AB      
    가 약하게 발현될 경우에는 바이러스 감염이 감소
  s 병원성과 숙주 종 결정에 관여함. Q44R의 경우에 기니아피그에 잘 감염되며, 자연적인      
    결실 변이체들 중에서 93-102(10aa) 결실(O/TAW/97)은 돼지에게 높은 병원성을 보이      
    고, 소에게는 전염이 되지 않음. 87-106(20aa) 결실의 경우에는 바이러스 복제 능력이      
    감소하고 소에게서 병원성이 감소

- 그림 76에서도 대부분의 변이 아미노산은 C-말단에 집중되어있음. 특히 3A 단백질의 C-말단의 
nucleotide 433-435 부위의 변이는 많은 국내 발생 구제역바이러스에서 나타나고 있으며, 아
미노산 threonine이 proline으로 변경되어 단백질 구조에서도 큰 변화가 있을 것으로 예상됨. 
이 변이 내용을 함유한 바이러스 변이주를 제작하였음 (그림 77).
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그림 76.  FMDV 변이 바이러스주 제작을 위한 3A 단백질의 아미노산 변이 선정

그림 77.  FMDV 3A 단백질의 아미노산 변이 내용

- FMDV 변이 바이러스주 제작을 위해서 3A 단백질의 변이 아미노산들의 hydropathy index의 
차이를 분석한 결과를 그림 78에 나타내었음. 3A 단백질의 아미노산 136 보다는 145번 위치의 
threonine의 proline으로의 변경이 더 큰 hydropathy index 값을 보여주었음
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그림 78.  FMDV 변이 바이러스주 제작을 위한 3A 단백질의 변이 아미노산들의 hydropathy 
index의 차이

- 구제역바이러스의 RNA 게놈 복제에 관여하는 3D 단백질의 변이 상황을 지금까지 국내에서 발
생한 구제역에서 획득한 바이러스 유전자 서열을 분석하여 정리한 결과를 그림 79에 나타내었
음. 구제역바이러스 변이주를 제작할 때 이 정보들을 참고하여 변이체 제작에 포함될 아미노산 
내용을 결정하였음
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그림 79. FMDV 3D 단백질의 아미노산 변이 내용

- Shamir 바이러스주와 국내 발생 구제역바이러스 3D 단백질 아미노산의 변이 내용을 비교한 결
과 몇 개 부위에서 특징적인 변이내용을 보이고 있음. 아미노산 위치로 33번, 47번, 231번, 288
번 자리들이 주요 변이 부위임 (그림 80). 

그림 80.  FMDV 변이 바이러스주 제작을 위한 3D 단백질의 아미노산 변이 선정
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- 3D 단백질의 아미노산 33번, 47번, 231번, 288번 자리는 국내 발생 구제역바이러스의 주요 변
이 자리와 일치함 (그림 81).

그림 81.  FMDV 3D 단백질의 아미노산 변이 내용

- FMDV 변이 바이러스주 제작을 위해서 3D 단백질의 변이 아미노산들의 hydropathy index의 
차이를 분석한 결과를 그림 82에 나타내었음. 

그림 82.  FMDV 변이 바이러스주 제작을 위한 3D 단백질의 변이 아미노산들의
hydropathy index의 차이
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- 3D 단백질을 구성하는 아미노산 부위 중에서 33번, 47번, 231번, 288번 변이 내용이 단백질 구
조 변화에 영향이 클 것으로 예상됨. 3D 단백질 변이체로 기능변화 연구와 함께 바이러스 변이
주 제작에 활용하였음

- 바이러스 변이주 제작은 그림 83의 총 11개 변이주 제작을 수행하였음. 크게 CRE 변이주 2개, 
2C 단백질 변이주 4개, 3A 단백질 변이주 1개, 그리고 3D 단백질 변이주 4개임. 바이러스 변이
주 제작은 농림축산검역본부 구제역백신연구센터에서 공동연구로 수행하였음

그림 83. 구제역바이러스 변이주 11개 제작을 위한 변이 부위 선정

 
- 그림 84에 11개 구제역바이러스 변이주의 변이 내용을 모식도로 표현하였음
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그림 84. FMDV(R-Shamir) 바이러스주를 backbone으로 활용하여 FMDV 바이러스 변이주 
생성을 위한 FMDV(R-Shamir) backbone 변형
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- 제작된 11개 구제역바이러스 변이주 중에서 7개 변이주를 우선적으로 돼지숙주세포에 감염실
험을 수행하였음. 그림 83은 바이러스주 세포 감염 실험에 이용하였던 구제역바이러스 변이주
들의 실제 유전자 변이 내용을 비교 분석한 결과임

그림 85. FMDV(R-Shamir) 바이러스주를 backbone으로 활용하여 FMDV 바이러스 변이주 
생성을 위한 FMDV(R-Shamir) 유전자 변이 설계
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- 11개 제작한 구제역바이러스 변이주들 중에서 바이러스 증식능에 변화를 보일 수 있는 가능성
이 큰 7개 구제역바이러스 변이주들을 돼지세포인 IBRS-2 세포에 감염시켜서 24 시간 후에 
TCID50 값을 비교하였음. 결과로서 7번째 3D S288R 변이주가 가장 큰 TCID50/0.1ml 
10.00x106 수치를 나타내며 바이러스 복제능력이 뛰어남을 보였음. 다음으로 2번째 Cre C42T
와 4번째 2C L287Q는 높은 5.00x106 TCID50 값을 나타내었음 (그림 86).

그림 86. 7개 구제역바이러스 변이주들의 돼지세포 감염후 TCID50 비교 분석 결과

2. 구제역바이러스 변이주의 숙주별 감염병원성 특성 및 비교연구
- 구제역바이러스 변이주 3종 이상을 각각 3마리 이상의 돼지 감염 실험을 수행한 후 변이체 간의 

감염병원성 정보를 비교분석함. 

① 연구방법 및 수행전략  

  가. 재료
   1. 실험재료 : 구제역바이러스 (Asia 1)
      Wild type Shamir 및 Shamir mutants 3종- Cre, 2C, 3D 부위
   2. 실험동물 : 구제역 항원/항체 음성 SPF 미니돼지 20두

병원성 실험용 약 8~12주령 그룹당 5마리씩 총 20두
   3. 실험 시설이나 장비: BLS 3, ABSL 3 (농림축산검역본부), rRT-PCR 기기 등

나. 연구전략 및 방법
   1. 제작한 전파력 결정인자 발현 Shamir mutants 7종 중에서 2, 4, 7, mutants를 선별하였고 이를 

공유받아 돼지 감염 실험을 수행한 후 wild type 및 mutants 간의 전파력 정보를 비교 분석하였음

 

No
.

Regio
n

NA AA R-Shamir 기준

1 Cre T14G T614G
2 Cre C42T C642T
3 2C C743T T248I C5151T
4 2C TTG(859-861)CCA/CAG L287Q TTG(5267-5269)CCA/CAG
5 3A ACC(433-435)CCC/CCT T145P ACC(5795-5797)CCC/CCT

6 3D GCA(97-99)GAG/GAC/G
AA

A33E/
D

GCA(6770-6772)GAG/GAC/G
AA

7 3D AGC(865-867)CGC S288R AGC(7538-7540)CGC
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* 유전자별 특성
   - CRE : FMDV RNA genome 복제를 위한 priming 단계를 결정하는 주요 부위. 변이는 FMDV 복제

효율을 향상
   - 2C : 소포체에서 FMDV 복제를 위한 replication complex 형성에 결정적 기능을 함 2C 변이는 

FMDV 복제효율과 단백질 합성을 증가
   - 3A : FMDV 병원성과 종 결정에 중요한 기능을 함. 3A 변이는 임상적 발생을 증가
   - 3D : FMDV RNA genome을 직접 복제하는 효소로 기능. 3D 변이는 안정적인 바이러스 복제를 증가

   2. 선발한 3종의 mutants와 wild type 바이러스를 이용하여 그룹별 5마리의 돼지에 105 TCID50/ml
의 바이러스 각각 25㎕씩 총 100㎕를 footpad에 접종하였음 (그림 87). 이후 10일 동안 임상
적 특성을 분석함과 동시에 혈액 및 타액을 수집하였으며 이를 이용하여 병원성 분석을 하였음

      

      그림 87. 구제역바이러스 변이주 돼지 접종 감염 실험 타임라인

     * 조사항목
      - 임상지수(Clinical score)

 < 임상지수 산출기준 > 
(16점 만점 기준)

 1) 발굽수포(전우, 전좌, 후우, 후좌) - 각 1점, 총 4점

 2) 수포(혀, 잇몸(입), 주둥이(코 돌출부) - 각 1점, 총 3점

 3) 제관염 - 열감 및 통증 1점, 발로 기립 못 함 2점, 총 2점

 4) 보행 – 파행(걷지 못함) 1점, 주저앉음 1점 각 1점씩 총 2점

 5) 사료섭취 - 식욕감소 1점, 사료 남김 및 사료섭취 못함 1점, 총 2점

 6) 체온 - 40℃ 1점, 40.5℃ 2점, 41℃ 3점, 총 3점
*참고문헌: J Comp Path 2008. 138(204-14) 및 J Virol 2003. 77(13017-27) 

      
      - 바이러스양 : realtime RT-PCR(타액, 혈액) 
      - 항체검사 : SP/NSP ELISA법, 중화항체
      - 부검 및 육안병변 확인
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 ② 실험결과

   1. 임상증상
모든 접종 군에서 1-9dpc 사이에 발열, 수포, 식욕감퇴, 파행 등의 임상증상을 나타내었음. Wild 
type 바이러스 접종 군은 mutants 접종 군에 비하여 1-2일 증상이 빠르게 나타남을 확인하였음. 또
한 mutants 바이러스 접종군 중 7번 바이러스 접종군 (n=1)과 wild type 바이러스 접종 군에서 폐사
(n=1)가 있었음. 그중 wild type 바이러스 접종군의 폐사체의 경우 감염에 의한 것으로 밝혀졌음 (그림 
88).

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
0

2

4

6

8

10

Clinical score (Mean±SD)

Days post-challenge

Sc
or

e

Shamir
Mut 2
Mut 4
Mut 7

          그림 88. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 임상증상 확인 분석

   2. 바이러스양

      1) 혈액 내 바이러스양

        모든 접종군의 혈액 내 바이러스는 접종 후 6일간 검출되었고, 타액 내 바이러스보다 높은 
양으로 존재하였음. Wild type 바이러스 접종 군은 2dpc에서 최대량(Ct value: 18.76)을 나
타냈음. Mutants 바이러스 접종 군은 Wild type 바이러스 접종군 대비 검출시간이 지연되
었고, 2-4dpc 사이에 최대량(Ct value: 21.56-33.56)으로 검출되었음. 한편, 7번 mutant 
바이러스 접종 군에서 통계학적 유의성으로 감염초기에 다른 군에 비해 적은 양의 바이러
스가 지속해서 검출되었음 (그림 89).
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           그림 89. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 혈액 내 바이러스 양 분석

      2) 타액 내 바이러스 양

        타액 내 바이러스는 1-9dpc사이에서 검출되었으며 Wild type 바이러스 접종 군과 2번 
mutant 바이러스 접종 군이 2-3dpc에서 최대량(Ct value: 25.94-27.47)을 나타내어 유사
한 양상을 나타냈음. 4, 7번 변이주 접종 군에서 통계학적 유의성으로 적은 양의 바이러스가 
지속해서 검출되었음 (그림 90).

           그림 90. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 타액 내 바이러스 양 분석

   3. 항체가

      1) SP Asia 1 ELISA

       공격 접종 10dpc에 이전에 사망한 개체(100, 56)를 제외한 모든 접종군의 혈청시료를 
10dpc에 채취하여 Asia1 혈청형에 대한 SP 항체를 진단하였음. 실험결과 모든 개체에서 
Asia 1 혈청형에 대한 SP 항체가 양성으로 되어 모든 접종군에서 구제역의 구조단백질 특이 
항체가 형성되었음을 알 수 있었음 (그림 91).
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           그림 91. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 항체가 형성 분석

      2) 중화항체가

       공격접종 10 dpc에 이전에 사망한 개체(100, 56)를 제외한 모든 접종군의 혈청시료를 10 
dpc에 채취하여 wild type Shamir에 대한 중화항체가를 측정하였음. 실험결과 중화항체가가 
2번 mutant 바이러스의 2개체에서 181, 그 외 모든 개체에서 256이상으로 검출되었고, 감염
에 의한 구제역 특이 중화 항체가 형성되었음을 확인하였음 (그림 92).

           그림 92. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 중화항체가 형성 분석

      3) NSP 항체가

       공격 접종 10dpc에 이전에 사망한 개체(100, 56)를 제외한 모든 접종 군의 10 dpc 혈액 시료
를 이용하여 NSP 항체가를 측정하였음. NSP는 Prionics 와 Median 두 가지 키트를 이용하여 
NSP 항체를 진단하였음. 실험 결과, NSP 항체 양성 개체는 wild type shamir, 2번 mutant 
바이러스, 4번 mutant 바이러스, 7번 mutant 바이러스에서 각각 3두, 4두, 3두, 3두로 확인하
였음 (그림 93).
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PrionicsNSP (+ >50)

           그림 93. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 NSP 항체가 형성 분석

   4. 부검에 따른 육안적 병리 검사결과

      바이러스를 접종 한 모든 돼지(20마리)의 부검 결과 특이한 육안적인 병리학적 소견은 확인할 
수 없었음 

 ③ 실험결과 요약 및 결론

  가. 실험결과 요약

   1. 모든 바이러스 접종 군에서 1-9pdc 사이에서 임상증상이 나타났다. wild type shamir 접종 
군에서 다른 접종 군 대비 1-2일 증상이 빠르게 나타났다. 7번변이의 경우 감염초기에 병원
성이 다소 낮게 나타났고, 4번과 7번 mutant virus 접종 군에서 다른 그룹에 비해 통계학적 
유의성으로 적은 양의 바이러스가 혈액 및 타액에서 검출되었음.

   2. 10dpc 이전에 사망한 개체(56, 100) 개체를 제외한 모든 접종군의 10dpc 혈액시료를 이용하
였을 때 모든 개체에서 Asia 1 혈청형에 대한 SP 항체가 양성이었으며 감염에 의한 중화항체
가도 2번 mutant 바이러스의 2개체에서 181, 그 외 모든 개체에서 256이상으로 검출되었고, 
감염에 의한 구제역 특이 중화 항체가 형성되었음을 확인하였음. Prionics, Median 두 키트
를 이용하여 NSP를 진단하였음. 사망한 개체(56, 100)을 제외한 18마리 중 Prionics kit는 
13마리 양성, median kit는 15마리 양성임을 확인하였음. 군간에 차이는 확인할 수 없었음.

   3. 육안적 부검 및 병리검사 결과는 wild type shamir 및 3개의 mutant 바이러스를 접종한 모
든 그룹의 돼지에서 특이사항은 없었음.

  나. 결론

   1. 전반적으로 병원성에서는 본 연구에서 유도한 변이는 병원성에 크게 영향을 주지 않았으나, 4번 
7번 변이 바이러스는 전파력이 다소 낮아진 것으로 판단됨 
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   2. 향후 국내에 큰 위협이 되고 있는 다른 혈청형 (O A 등)에 대한 변이의 영향에 대한 연구가 
추가적으로 필요하며 이의 정보는 구제역의 효율적인 방역관리에 중요한 역할을 할 것으로 기
대됨

<붙임> 개체별 결과

1. 임상증상

임상증상- 개체별 결과
Wild type shamir Mutant 2

Mutant 4 Mutant 7

2. 바이러스 양
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혈액 내 바이러스 양 - 개체별 결과
Wild type shamir Mutant 2

Mutant 4 Mutant 7

타액내 바이러스 양 - 개체별 결과
Wild type shamir Mutant 2

Mutant 4 Mutant 7

3. 구제역바이러스 변이주의 돼지 감염병원성 관련 숙주인자 특성 연구 
 : 2017년 FMDV A 연천과 2018년 FMDV A 김포 바이러스 돼지 접종실험으로 숙주특정 단백질 특

성 조사
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- 농림축산검역본부에서 감염실험을 시행한 동물모델은 그림 92와 같음. 이 조직들에서 단백질 
정제를 수행하였음. 조직에서 단백질을 분리하기 위하여 냉동 보관되어있던 조직 조각들에 
protein lysis buffer를 첨가함. 쇠 bead를 이용하여 분쇄한 후 얼음에서 약 20분 동안 보관
한 후 원심분리 12,000 rpm을 20분 동안 수행함. 상층액만 새로운 튜브에 옮겨서 단백질 발
현 분석실험에 이용함

그림 94. 국내 발생 구제역바이러스 변이주의 돼지 감염 실험 및 조직 준비 상황

- FMDV 접종 돼지 실험에서 Clinical Score는 그림 95과 같은 기준으로 측정하고 분류하였음
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그림 95. 구제역바이러스의 돼지 접종 후 clinical score 분류 기준

- CXCR5 유전자의 발현 변화를 FMDV 돼지 접종 감염 조직을 이용하여 수행함. 그림 94에서 보듯
이 3가지 다른 FMDV 감염 돼지 조직에서 단백질을 추출하여 Western blot 방법을 통해서 
CXCR5 단백질 발현 차이를 확인함. CXCR5는 3가지 돼지 바이러스 접종 모델에서 병변이 확인
된 혀조직에서 정상 조직에 비해서 3배 이상 단백질 생성이 증가함을 알 수 있었음

그림 96. FMDV A 바이러스 변이주를 접종한 돼지 임상 조직에서의 CXCR5 발현 변화 분석

- 2016년에 발표된 논문 (Transcriptomic analysis of persistent infection with FMDV in 
cattle suggests impairment of apoptosis and cell-mediated immunity in the 
nasopharynx, Plos One.; Eschbaumer et al.)에서 그림 97에서 보듯이, 다양한 면역 관련 유
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전자들의 발현 증감이 관찰되었음. 이들 중에서 특히 chemokine과 chemokine receptor 단백
질의 기능에 초점을 맞춤

그림 97. FMDV 감염된 소에서 차별적으로 발현이 증가한 면역 관련 유전자들

- chemokine은 다양한 조직과 세포들에서 생성 분비되어 면역세포들을 특정한 조직으로 끌어
들이는 역할을 수행함. 병원체를 제거하기 위하여 필요한 과정이지만, 과다하게 생성되어 필
요 이상의 면역세포들이 존재하게 되면 염증반응을 일으켜 병리학적 증상을 유도하기도 함. 
지금까지 다양한 chemokine과 chemokine receptor들이 여러 종류의 바이러스 감염과 밀
접한 연관성이 있음이 발표되었음. 이들 결과를 토대로, FMDV 감염에서도 chemokine과 
chemokine receptor들의 특이성이 숙주민감성을 나타내는 주요 조절인자로 기능할 가능성
이 큼 

- chemokine인 SDF-1은 면역세포를 강하게 이끄는 것으로 알려져 있음. 소와 돼지에서의 
SDF-1의 유전자 변이 상황을 분석함. 그림 98은 유전자 nucleotide의 변이를 나타내었고, 그
림 97은 SDF-1의 단백질 아미노산 차이를 보여주고 있음. 그림 97의 파란색 블록화된 부분은 
SDF-1 receptor와 상호작용하는 영역임

그림 98. 소와 돼지의 SDF-1 유전자 서열 비교 분석
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그림 99. 소와 돼지의 SDF-1 단백질 아미노산 서열 비교 분석
- 흥미롭게 그림 99의 3번째 파란색 블록 부분의 SDF-1 receptor 결합 부위에서 2개의 아미노

산 변이 패턴이 소와 돼지에서 관찰됨. 이는 2개의 아미노산 차이가 다른 종류의 숙주동물의 
반응 차이점을 결정할 수 있는 마커가 될 수 있음을 제시함. SDF-1의 발현 차이를 FMDV 바
이러스 접종한 돼지 조직과 세포에서 확인하였음

- SDF-1 단백질은 2017 연천주와 2018 김포주에서 혀조직의 정상 부위보다 병변 부위에서 많
이 발현됨을 확인하였음 (그림 100). 이는 SDF-1 인자가 많은 양의 비특이적 면역세포들을 
바이러스 감염 부위로 유도하여 다량의 염증반응을 발생시킬 수 있는 가능성을 제시함

그림 100. 구제역바이러스 돼지 접종 임상 조직에서의 SDF-1의 발현 변화

- 다음은 SDF-1 chemokine의 수용체인 CXCR5의 소와 돼지에서의 유전자 변이 특이성을 고
찰함. 그림 101는 CXCR5 유전자 nucleotide를 소와 돼지에서 서로 비교한 결과임 

그림 99. 소와 돼지의 CXCR5 유전자 서열 비교 분석
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- CXCR5 유전자 서열 비교를 바탕으로 단백질의 아미노산 서열을 비교분석함. 그림 102에서는 
소, 돼지, 염소, 그리고 사람의 CXCR5 아미노산 서열 차이를 보여주고 있음. 3개의 아미노산 
위치에서 다른 3종과는 다르게 소에서만 함유한 아미노산이 있음. 돼지에서만 보이는 아미노산 
변이도 관찰됨. 이들 특이 아미노산의 변이 패턴이 향후 숙주민감성의 마커 발굴의 가능성으로
서 연구대상임

그림 102. 소와 돼지의 CXCR5 단백질 아미노산 서열 비교 분석

- CXCR5는 세포막을 관통하는 막단백질으로서 일반적인 7-transmembrane receptor 구조를 
가지고 있음. 다음 그림 103에서 7개의 transmembrane domain으로 나타내고, 그 사이에 위
치한 extracellular domain과 첫 번째 extracellular loop 영역의 변이에 초점을 맞추고 소와 
돼지에서의 아미노산 변이 패턴을 분석함

그림 103. CXCR5 단백질의 기능 도메인 부위 분석

- 그림 103에서 N 말단의 첫 번째 extracellular loop (#1 ~ 52)의 돼지에서만 관찰되는 아미노
산 변이가 3개소가 있음. TM helix4와 TM helix5 사이의 3번째 extracellular loop 에서는 2
개의 아미노산이, TM helix6와 TM helix7 사이의 4번째 extracellular loop은 돼지와 사람에
게서만 일치하는 아미노산 변이가 3개소 있음. 이들 아미노산 변이의 기능적 의미를 향후 검토
함
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- CXCR5의 생성의 조절은 면역작용을 증가시킬 수도 있지만 과다하게 발현되는 경우 염증 등 병
리학적 증상을 유도함. CXCR5의 생성이 FMDV의 지속적 감염시 증가하였기 때문에 CXCR5의 
유전자 발현 조절 기전의 차이를 검토하는 것이 유용할 것임. 그림 104에서 사람, 소, 돼지 각각
의 CXCR5 유전자의 발현 조절 부위인 프로모터를 전사시작부위에서부터 약 700 base 까지 비
교분석함

그림 104. 사람, 소, 돼지 CXCR5 유전자의 프로모터 서열 비교분석

- 그림 104에서 보듯이, 소와 돼지는 프로모터의 여러 부위에서 nucleotide 변이를 보이고 있음. 
프로모터에서 하나의 nucleotide 변이는 이에 대응하는 특이 전사인자들의 반응의 변화를 유도
함. 소와 돼지에서 CXCR5의 유전자 발현을 조절하는 전사인자들의 반응의 차이를 알아보기 위하
여 지금까지 알려진 전사인자 반응서열의 데이터베이스를 이용하여 가능한 반응부위의 변화를 분
석하였음 (그림 105).
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그림 105. 사람, 소, 돼지의 CXCR5 promoter 서열 변이에 반응할 수 있는 전사인자들의 변화 패턴

- 그림 105에서 상단에 보이는 번호와 이름들은 CXCR5 promoter 각 영역에 반응하리라 예상되는 
전사인자들임. 전사인자들은 각각 고유의 반응서열을 가지며 이 서열에 결합하여 CXCR5의 유전
자 발현을 조절하게 됨. 그림 23에 보듯이, 사람/소/돼지에서 공통적으로 반응하는 전사인자의 
반응서열도 가지지만, promoter 각 반응서열에서의 nucleotide의 변이는 이에 대응하는 전사인
자의 종류도 바꾸게 함. 전사인자가 달라지면 환경변화에 대응하는 전사인자 활성화도 달라져서 
CXCR5의 발현의 변화를 가져옴. 이는 결국 FMDV에 대한 면역조절인자의 변화와 더불어 숙주민
감성과도 연관되어질 수 있음
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4. 구제역 바이러스의 전파능력 결정 인자를 바탕으로 하는 바이러스 전파 억제기술 개발 연구와 활
용방안 연구

 1) 구제역바이러스의 전파력 결정인자의 기능을 억제하는 후보물질 발굴
  - 기존의 RNA 바이러스들의 억제기술 개발은 주로 백신 개발과 바이러스 복제 억제물질의 발굴로 수행

되었음. 본 과제에서는 1차년도에서 발굴된 구제역바이러스 전파력 결정 인자들의 기능과 연관한 후
보억제물질을 발굴하는 실험을 진행하였음

 ① FGF11
- FGF11은 FGF 성장인자의 한 종류로서 다른 FGF 단백질들과는 달리 세포내에서 기능을 하는 

것으로 알려져 있음. 앞선 연구에서 fibroblast growth factor 11 (FGF11)은 B형간염바이러스
의 유전자 발현을 억제함으로 규명하였음. 이를 토대로 FGF11이 FMDV 복제에 필요한 유전자 
발현을 억제할 수 있는지를 조사하였음. 우선 FMDV의 복제와 단백질 생성에 미치는 영향을 정
량적으로 비교분석하기 위하여 그림 104와 같은 시스템을 제작하였음. FMDV 바이러스 변이주
인 R-shamir의 5’UTR을 발광 유전자인 luciferase 앞부분에 삽입하여, 구제역 바이러스의 복
제와 번역이 조절됨을 luciferase의 발현에 의한 형광 생성의 정도로 간접적으로 확인할 수 있
음.

-

그림 106. FMDV 5’UTR 유전자 발현 조절을 정량적으로 분석하기 위한 recombinant reporter 
construct (FMDV 5’UTR-luci) 구축

- 구제역바이러스가 감염되는 돼지숙주세포주인 IBRS-2 세포에 그림 106의 FMDV 5’UTR 
repoter를 transfection하고 동시에 flag-FGF11 expression plasmid를 co-transfection 시
킨 후 세포 내에서 FGF11이 발현 정도를 조사하였음. 그림 107에서 flag-FGF11의 
transfection 도입 양에 비례하여 FGF11 단백질의 발현이 증가함을 확인하였음. FGF11의 발
현이 IBRS-2 숙주세포의 cell viability에는 영향을 주지 않음을 추가로 확인하였음 (그림 107).
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그림 107. FMDV 5’UTR-luciferase 레포터 발현 시스템을 이용한 FGF11의 FMDV 유전자 발현 억제 
효과 분석에서 FGF11 유전자의 transfection에 의한 FGF11 단백질 발현양의 검증

- FMDV 5’UTR-luci 시스템과 함께 FGF11 발현 플라스미드를 FMDV의 숙주세포인 돼지세포  
IBRS-2 세포에 transfection(유전자 도입)한 다음, FMDV 5’UTR 발현 조절 정도를 luciferase 
활성을 측정하여 비교분석하였음. FGF11의 다양한 발현양을 적용하였을 때, FGF11의 발현양 
의존적으로 FMDV 유전자 발현이 감소함을 확인하였음 (그림 108). 

그림 108. FGF11에 의한 FMDV 유전자 발현 효율 감소
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- 이 결과는 FGF11이 FMDV 유전자 발현 조절 부위에 작용하여 FMDV 바이러스 게놈 복제와 
단백질 생성 감소를 통하여 항바이러스 효과의 가능성을 보여줌.

- 다음으로 FGF11이 in vitro system이 아닌 숙주세포 내에서 감염된 FMDV의 복제와 방출에 
대해서 항바이러스 효과를 가지는지 확인하였음. FMDV에 의해 감염된 숙주세포인 돼지 
IBRS-2 세포는 24 시간 내에 세포병변효과(CPE, cytopathic effect)를 보였음. 하지만 FGF11
이 발현됨에 따라 negative control과 마찬가지로 세포병변효과는 나타나지 않았음 (그림 
109). 

그림 109. FGF11에 의한 FMDV에 대한 CPE 효과 감소

- 세포병변효과 결과와 더불어 FGF11이 FMDV 복제에 따른 유전자 생성에 직접적으로 미치는 
영향을 조사하기 위하여 real time-qPCR 분석을 실시하였음. PCR 분석 유전자 타겟으로는 
FMDV의 3D (RNA polymerase) 유전자의 발현을 이용하였음. FGF11 발현이 없는 상태에서 
FMDV의 세포감염은 세포변성효과가 나타난 후에 뚜렷한 3D 유전자의 복제가 확인되었음. 
FGF11 발현은 같은 조건에서 FMDV의 3D 유전자 복제의 결과로 copy number가 negative 
control 수준으로 거의 측정되지 않을 수준으로 확인되었음 (그림 110). 이 결과들은 FGF11이 
실제로 구제역바이러스에 감염된 세포에서 항바이러스 효과를 가짐을 보여줌.

그림 110. FGF11에 의한 FMDV의 copy number 감소



- 97 -

  ② ribavirin
- 구제역바이러스와 같은 Picornavirus에 속하는 바이러스들에게서 개발된 전파력 제어 단계 중 

하나인 바이러스 RNA 전체 게놈의 복제를 억제하는 물질들을 정리하였음 (그림 111)

그림 111. 다른 Picornavirus의 RNA 게놈 복제를 저해하는 억제물질

- 이들 억제 후보 물질들 중에서 ribavirin을 효과를 조사하였음. 그림 110에서 ribavirin은 
FMDV 5’UTR reporter의 활성을 100 uM의 적은 농도에서도 50% 이상 감소시키는 것을 알 
수 있었음. 농림축산검역본부 BL3 시설에서 수행된 구제역바이러스 세포 감염 실험에서도 
ribavirin은 구제역바이러스의 copy number를 감소시켰음

그림 112. FMDV 5’UTR-luciferase 레포터 발현 시스템을 이용한 ribavirin의
FMDV 유전자 발현 억제 효과 분석

③ Macrolactin
- 마크로락틴(Macrolactin)은 1989년 Gustafson에 의하여 미분류된 해양미생물에서 세계최초로 

분리되어 발표되었음. Macrolactin A~F까지 총 6종류의 Macrolactin류를 분리규명하였고, 추
가로 Macrolactinic acid와 isomacrolactinic acid를 분리하여 보고하는 등 Macrolactin 류
로 20여종을 보고하였음. 이들 macrolactin류는 현재까지 Anti-corna-19, Anti-HIV, 
anti-iridovirus, Anti-simplex virus 작용. Anti-rotavirus  등이 알려져 있음.
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- 바실러스 벨레젠시스(Bacillus velezensis), 바실러스 폴리퍼멘티쿠스(Bacillus 
Polyfermenticus) 및 바실러스 아밀로리퀴페시언스 (Bacillus amyloliquefacience)로 이루어
진 군으로부터 선택되는 유효성분으로 포함하는 구제역바이러스 감염과 전파 예방 또는 치료용 
약학적 조성물을 개발하고자 하였음. 마크로락틴 유도체는 하기 군으로 이루어진 화합물임 (그
림 113) 

그림 113. 구제역바이러스 전파억제물질로 사용한 바실러스균에서 유래한 마크로락틴 유도체들 
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- Bacillus velezensis KJS-4를 배양하였고 7 liter 자동발효기를 이용하여 배양하였음. 자동발효
기를 사용하기 전에는 보관된 종균을 멸균된 TSB(tryptic soy brith)에 무균적으로 접종하여 
37 ℃에서 200 rpm 교반속도로 배양하였음. 600 nm에서 흡광도가 0.7 까지 도달할때까지 배
양하였고, 이 용액 0.5 리터를 자동발효기의 7 리터 발효액에 분주하였음. 이용한 발효액은 MA 
medium –1을 이용하였음.  

- 1일에 2회씩 발효액을 무균적으로 소량 분취하여 실험에 사용하였음. 원심분리하여 상등액을 
취하고 동일한 부피의 Ethyl-acetate (E.A.)을 넣었음. 잘 혼합하여 추출하고 그중에서 50% 내
외의 E.A.를 수거하여 감압농축하였음. 농축물을 메탄올에 녹이고 LC/Mass를 이용하여 분석
하였음. 분석기기는 Agilent 1100 high-pressure liquid chromatography 였으며, 검출기는 
an online diode array detector (DAD) 였음. 분석조건은 양성 또는 음성 모드에서  
electrospray ionization  장치를 가진 an Agilent mass selective detector (MSD)를 이용하
였음. 분석파장은 UV 262 nm 였고, 이동상은0.1% formic acid를 함유하는  acetonitrile 
(ACN)과 정제수를 이용하였음. ACN의 농도는 20분동안 0%에서 100% 까지 일정하게 농도를 
높여서 사용하였음. 고속액체크래마토그래미(HPLC) 분석을 위하여는 “Shimadzu Class vp"기
종을 사용하여 분석하였다. 분석결과로  2.5일에 상당량의 주요성분이 검출되었음

- 4개의 chromatogram에서 각각의 피크의 분자량을 체크하였고, 각각의 Peak의 특징은 아래 
그림 114와 같다. 분자량에 따른 추정 macrolactin은 “The predicted compound"에 표기하
였음

그림 114. chromatography에 분리한 macrolactin 함유 추출물

- Macrolactin A의 급성독성시험을 위해서 급성독성 Guideline(정부지침)에 따라서 수행하였음. 
투여 후 14이간 관찰하였고, 경구와 복강으로 투여하는 두경로를 선택하였음. 각각 4마리를 하
나의 군으로 하여 실험하였음. 경구투여는 500, 1000, 2000 ㎎/㎏ mouse b.w. 으로 투여하였
으며, 복강으로는 2000 ㎎/㎏ mouse b.w.으로 투여하였음. 사망이나 특별한 증상을 보이는 것
은 없었다. 몸무게의 변화도 없었으며, 행동에 대한 특이한 점은 관찰되지 않았음. 
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- IBRS-2에 대하여 SMA(7-O-Succinyl macrolactin A)를 농도별로 처리하여 세포의 생존력을 
관찰하였음. SMA처리농도를 21, 20, 2-1,2-2,2-3,2-4,2-5, 2-6 mg/ml로 처리했을 경우에 SMA를 
2-4 mg/ml로 이하로 처리했을 경우에 처리 후 2시간과 3시간 모두에서 세포 생존력에 큰 영향
이 없었음 (그림 115). 

그림 115. 돼지 세포 IBRS-2를 이용한  7-O-숙시닐 마크로락틴 A의 세포독성시험

- SMA를 2-4 mg/ml로 이하로 처리했을 경우에 처리 후 2시간과 3시간 모두에서 세포 생존력에 
큰 영향이 없었음. SMA를 다양한 농도로 돼지세포인 IBRS-2 세포에 처리한 결과 FMDV 
5’UTR의 유전자 발현 활성을 현저히 감소시켰음 (그림 116).
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그림 116. FMDV 5’UTR 레포터 시스템을 이용한 7-O-숙시닐 마크로락틴 A의
항바이러스 효과

- 세포병변효과 결과와 더불어 SMA의 FMDV 복제에 따른 유전자 생성에 직접적으로 미치는 영
향을 조사하기 위하여 real time-qPCR 분석을 실시하였음. PCR 분석 유전자 타겟으로는 
FMDV의 3D (RNA polymerase) 유전자의 발현을 이용하였음. SMA 처리가 없는 상태에서 
FMDV의 세포감염은 세포변성효과가 나타난 후에 뚜렷한 3D 유전자의 복제가 확인되었음. 
SMA의 세포처리는 같은 조건에서 FMDV의 3D 유전자 복제의 결과로 copy number가 SMA 
농도 의존적으로 70% 이상 감소시킴이 확인되었음 (그림 117). 이 결과들은 SMA가 구제역바이
러스에 감염된 세포에서 항바이러스 효과를 가짐을 보여줌.

그림 117. 돼지세포의 FMDV 감염 실험에서 7-O-숙시닐 마크로락틴 A의 항바이러스효과
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- 구제역바이러스와 같은 Picornavirus에 속하는 바이러스들에게서 개발된 전파력 제어 단계 중    하나
인 바이러스 단백질 합성을 억제하는 물질들을 정리하였음 (그림 118).

그림 118. 다른 picornavirus들에서 단백질 생성 단계에서 저해하는 후보물질들

- 단백질 생성을 저해하는 후보물질들로서 ketone 유도체들과 lactone 계열 화합물 등이 포함되
어있음. macrolactin A는 이에 속하는 물질임. 컴퓨터 시뮬레이션에 의해 macrolactin A는 
구제역바이러스의 3C protease와 3D polymerase에 결합할 가능성이 있음 (그림 119). 특히 
macrolactin A는 3C protease에 강하게 결합하는 결과를 얻을 수 있어서 3C protease에 의
한 비구조단백질들의 processing을 억제하여 구제역바이러스의 복제와 전파를 저해하는 가능성
을 제공함
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그림 119. macrolactin A의 3D polymerase 가상 결합(왼쪽)과 3C protease와의 가상 결합 (오른쪽)
프로그램명: AutoDock Vina, MGLTools, Pymol

 - 구제역바이러스의 전파력 결정인자를 바탕으로 하는 활용방안 연구

  ① 구제역바이러스의 전파력 결정인자들의 유전자 변이의 분자 역학 내용을 분석하여 역학 정책 수립에 
활용할 수 있는 방안을 개발함

  - 구제역바이러스 5‘UTR 내에 있는 CRE RNA의 유전자 변이 내용을 이용하여 구제역바이러스 전파력
과 감염능력이 다른 소와 돼지의 종특이성 감염 바이러스의 조기 진단 시스템을 구축할 수 있음. 이를 
활용하여 초기 구제역바이러스 방역 대책 수립에 정보를 제공할 수 있음

  - 구제역바이러스의 3D polymerase의 S288R, 2C 단백질의 L287Q, CRE C42T 유전자 변이는 구제역
바이러스의 copy number를 증가시킬 수 있음 (그림 120). 신규 구제역바이러스의 동일 유전자 변이
가 발생할 시 전파력이 강화된 구제역바이러스 출현을 예상하고 방역 대책에 활용할 수 있음

  ② reverse-genetics 방법을 기반으로 전파력 결정인자들의 분석 결과를 활용하여 DIVA(백신접종 숙
주동물 로부터 바이러스 감염동물을 구별) 백신의 개발에 착수할 수 있는 방안을 개발함

  - 구제역바이러스 백신 바이러스주를 돼지에 주입하였을 때 돼지 생체 내에서 바이러스 copy number
가 지속적으로 높게 유지가 되면 백신에 의한 면역능이 증가할 수 있을 것으로 기대됨. 본 연구에서 
이용된 변이 바이러스주들 중에서 가장 높은 copy number를 생성하는 바이러스주의 유전자 서열을 
DIVA 백신 개발에 활용할 수 있을 것임



- 104 -

그림 120. 7개 제작된 구제역바이러스 변이주의 돼지 숙주세포 감염에 의한
바이러스 copy number 산출 분석

- 구제역바이러스의 3D polymerase의 S288R, 2C 단백질의 L287Q, CRE C42T 유전자 변이를 함유한 
바이러스를 백신 플랫폼으로 활용한다면 백신 능력이 약한 돼지에서 백신주로 활용할 수 있음

  ③ 바이러스와 숙주종별 전파력 결정인자들의 유전자 변이 분석을 통한 바이러스 숙주 종특이성 판
별을 위한 분자마커의 활용 개발  

- 소와 돼지 숙주세포의 구제역바이러스 복제와 전파 관련 인자들의 차별화된 특성으로 인하여 구제역
바이러스 감염과 복제의 차이가 생성될 수 있는 가능성을 제공함 (그림 121). 본 연구에서 구제역바이
러스의 전체 유전자 발현과 복제를 조절하는 5‘UTR 지역의 CRE RNA의 유전자 변이에 따른 소와 돼
지의 숙주 종특이성 판별을 위한 유전자 분자마커를 개발하였음
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그림 121. 구제역바이러스 CRE RNA의 변이 특성에 따라서 소와 돼지 숙주세포의
다른 전파력 결정 인자들의 차별적인 상호작용 모델

 
- 국내 감염 발생에서 획득한 구제역바이러스를 소와 돼지 감염으로 구분하여 CRE RNA 변이 서열 분석을 

수행하였음 (그림 122). CRE RNA 서열 만으로는 뚜렷한 소와 돼지의 판별 특징은 찾기 어려웠지만, CRE 
RNA의 2차 구조를 분석하면 소와 돼지 감염 구제역바이러스 CRE RNA의 구조 차이를 발견할 수 있었음
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그림 122. 국내 발생 FMDV 바이러스 유전자 CRE 부위의 변이 서열을 이용한
숙주 감염 종특이성 판별 마커 개발 분석 

- 소 감염 구제역바이러스의 CRE RNA 2차 구조와는 달리 돼지 감염 구제역바이러스의 CRE RNA 2차 
구조에는 circle 아래에 5각형 대신 7각형의 특이 구조가 형성되어 있음 (그림 122). 다른 RNA 2차 
구조는 구제역바이러스와 숙주세포의 복제 조절 단백질들의 결합 효율성이 달라질 수 있음
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그림 123. 국내 발생 FMDV 바이러스 유전자 CRE 부위의 변이 서열에 따른
RNA 2차구조의 차이를 숙주 감염 종특이성 판별 마커로 활용

- 구제역바이러스 CRE RNA 유전자 변이 내용을 분자 마커로 활용한 감염 종특이성 판별 시스템으로 
국내 특허등록과 중국 특허출원이 되었음 (그림 124).

그림 124. FMDV CRE RNA 변이서열을 이용한 숙주 감염 종특이성 판별 시스템 개발의
국내특허등록 및 중국특허출원
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3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구수행 결과

  (1) 정성적 연구개발성과

○ 구제역 바이러스의 숙주별 감염 전파력(특성) 결정 인자 발굴 및 이를 바탕으로 하는 구제역 바이러
스 전파 억제기술 개발 연구

  - 바이러스 전파력 결정 인자 5건 이상 발굴
① CRE
② VP1
③ 2C
④ 3C
⑤ 3D

  - 숙주별 전파력 결정 인자 7건 이상 발굴
① CSD protein
② integrin alpha5/beta6
③ SREBP1 
④ FXRalpha
⑤ FGF11
⑥ SFPQ
⑦ ER stress regulator

  - 전파력 인자들의 숙주별 특성 차이 비교 (20건 이상)
① FMDV CRE 숙주별 특화 변이 발굴 (5건 이상)
② 숙주별(돼지, 소) integrin 유전자 변이 특성 발굴 (2건 이상)
③ FMDV 2C 단백질 숙주별 유전자 차이 발굴 (3건 이상)
④ VP1 결합단백질로서 occludin 단백질의 숙주별 아미노산 차이 발굴 (3건 이상)
⑤ FMDV 3C 숙주별 변이체 단백질의 protease로서의 기능 차이 발굴 (3건 이상)
⑥ FMDV 3D polymerase의 숙주별 FMDV 전사활성 차이 발굴 (4건 이상)

  - 전파력 인자 변이체 함유 구제역바이러스 변이주 10건 이상 확보



- 109 -

  - 전파력 인자 바이러스 변이주들 3종 이상의 돼지 감염에 의한 전파력과 병원성 연구
① Wild type Shamir 및 Shamir mutants 3종- Cre, 2C, 3D 부위

 ② 실험동물 : 구제역 항원/항체 음성 SPF 미니돼지 20두
             병원성 실험용 약 8~12주령 그룹당 5마리씩 총 20두

  - 구제역바이러스 전파력 결정 인자를 표적으로 하는 억제 물질 3건 이상 발굴
① FGF11
② SMA
③ z-gugglesterone

  (2) 정량적 연구개발성과(해당 시 작성하며, 연구개발과제의 특성에 따라 수정이 가능합니다)

< 정량적 연구개발성과표(예시) >

(단위 : 건, 천원)

  연도

성과지표명

1단계

(YYYY~YYYY)
n단계

(YYYY~YYYY)
계

가중치

(%)

전담기관 등록ㆍ기탁 지표1」

목표(단계별)

실적(누적)

목표(단계별)

실적(누적)

연구개발과제 특성 반영 지표2」

목표(단계별)

실적(누적)

목표(단계별)

실적(누적)

계

  * 1」전담기관 등록ㆍ기탁 지표: 논문[에스시아이 Expanded(SCIE), 비SCIE, 평균Impact Factor(IF)], 특허, 보고서원문, 연구시

설·장비, 기술요약정보, 저작권(소프트웨어, 서적 등), 생명자원(생명정보, 생물자원), 표준화(국내, 국제), 화합물, 신품종 등

을 말하며, 논문, 학술발표, 특허의 경우 목표 대비 실적은 기재하지 않아도 됩니다.

  * 2」연구개발과제 특성 반영 지표: 기술실시(이전), 기술료, 사업화(투자실적, 제품화, 매출액, 수출액, 고용창출, 고용효과, 투자유

치), 비용 절감, 기술(제품)인증, 시제품 제작 및 인증, 신기술지정, 무역수지개선, 경제적 파급효과, 산업지원(기술지도), 교육

지도, 인력양성(전문 연구인력, 산업연구인력, 졸업자수, 취업, 연수프로그램 등), 법령 반영, 정책활용, 설계 기준 반영, 타 연

구개발사업에의 활용, 기술무역, 홍보(전시), 국제화 협력, 포상 및 수상, 기타 연구개발 활용 중 선택하여 기재합니다

(연구개발과제 특성별로 고유한 성과지표를 추가할 수 있습니다).
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< 연구개발성과 성능지표(예시) >

평가 항목

(주요성능1」)
단위

전체 항목에서 

차지하는 

비중2」(%)

세계 최고
연구개발 전

국내 성능수준
연구개발 목표치

목표설정 

근거
보유국/보유기관 성능수준 성능수준

1단계

(YYYY~YYYY)
n단계

(YYYY~YYYY)

1

2

  * 1」 정밀도, 인장강도, 내충격성, 작동전압, 응답시간 등 기술적 성능판단기준이 되는 것을 의미합니다.

  * 2」 비중은 각 구성성능 사양의 최종목표에 대한 상대적 중요도를 말하며 합계는 100%이어야 합니다.

   (3) 세부 정량적 연구개발성과(해당되는항목만선택하여작성하되, 증빙자료를별도첨부해야합니다)

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Cis-acting 

Replicatio

n Element 

Variation 

of the 

Foot-and

-mouth 

Disease 

Virus 

is 

Associate

d with the 

Determina

tion of 

Host 

Susceptibi

lity

Journal of 

Life 

Science

정재훈 30 대한민국

Korean 

Society of 

Life 

Science 

비SCIE 2020-11 1225-9918 75%

2

Fibroblast 

g r o w t h 

factor 11 

i n h i b i t s 

foot-and-

m o u t h 

d i s e a s e 

virus gene 

expression 

a n d 

replication 

in vitro 

Journal of 

Veterinary 

Medical 

Science

  정재훈
Vol. 84, 

No. 5
일본

Japanese 

Society of 

Veterinary 

Science

SCI 2022-04 1347-7439 70%
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  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1 한국생명과학회

정재훈, 강효린, 

박다애, 성미소, 

장은아, 구복경

2020-08-06 경주 더 K호텔 대한민국

2 한국생명과학회

정재훈, 강효린, 

박다애, 성미소, 

장은아, 구복경

2020-08-06 경주 더 K호텔 대한민국

3 한국분자세포생물학회

정재훈, 걍효린, 

박다애, 성미소, 

장은아, 장정아

2020-10-05
제주(후에 

온라인개최로 변경)
대한민국

4 한국생명과학회
강효린, 장정아, 

정재훈
2021-08-12 동의대학교 대한민국

5 한국생명과학회
강효린, 성미소, 

장은아, 정재훈
2021-08-12 동의대학교 대한민국

6

Global 

Foot-and-Mouth 

Disease Research 

Alliance(GFRA)

장은아, 강효린, 

성미소, 장정아, 

정재훈

2021-11-01
부에노스아이레스

(온라인으로 참여)
아르헨티나

  □ 기술 요약 정보

연도 기술명 요약 내용 기술 완성도 등록 번호 활용 여부 미활용사유
연구개발기관 

외 활용여부
허용방식

  □ 보고서 원문

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

번호 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물 명 등록/기탁 번호 등록/기탁 기관 발생 연도

  [기술적 성과]

  □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

번

호

지식재산권 등 

명칭

(건별 각각 기재)

국

명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일 출원 번호
등록 

번호
등록인 등록일 등록 번호

1 특허출원
중

국

부산대학교 

산학협력단
2020-10-26 202011152831 50%

농림축산

검역본부

2 특허등록

대

한

민

국

부산대학교 

산학협력단
2021-04-22 10-2245638 50%

농림축산

검역본부

3 특허출원

대

한

민

국

부산대학교 

산학협력단

2021-05-24
10-2021-00664

15
10%

경성대학교

산학협력단

주식회사

에이아이

인사이트

4 특허출원

대

한

민

국

부산대학교 

산학협력단
2021-09-10

10-2021-01208

62
70%

한국해양

과학기술원

   ㅇ 지식재산권 활용 유형
      ※ 활용의 경우 현재 활용 유형에 √ 표시, 미활용의 경우 향후 활용 예정 유형에 √ 표시합니다(최대 3개 중복선택 가능).

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매/양도 상호실시 담보대출 투자 기타
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  □ 저작권(소프트웨어, 서적 등)

번호 저작권명 창작일 저작자명 등록일 등록 번호 저작권자명 기여율

  □ 신기술 지정

번호 명칭 출원일 고시일 보호 기간 지정 번호

 

  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

  □ 표준화

   ㅇ 국내표준

번호 인증구분1｣ 인증여부2｣ 표준명 표준인증기구명 제안주체 표준종류3｣ 제안/인증일자

     * 1｣ 한국산업규격(KS) 표준, 단체규격 등에서 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 제안 또는 인증 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 신규 또는 개정 중 해당하는 사항을 기재합니다.

   ㅇ 국제표준

번호
표준화단계구분1

｣ 표준명 표준기구명2｣ 표준분과명
의장단 

활동여부

표준특허 

추진여부

표준개발 

방식3｣ 제안자
표준화 

번호
제안일자

     * 1｣ 국제표준 단계 중 신규 작업항목 제안(NP), 국제표준초안(WD), 위원회안(CD), 국제표준안(DIS), 최종국제표준안(FDIS), 국

제표준(IS) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 국제표준화기구(ISO), 국제전기기술위원회(IEC), 공동기술위원회1(JTC1) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 국제표준(IS), 기술시방서(TS), 기술보고서(TR), 공개활용규격(PAS), 기타 중 해당하는 사항을 기재합니다.

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

     * 내부 자금, 신용 대출, 담보 대출, 투자 유치, 기타 등

  □ 사업화 투자실적

번호 추가 연구개발 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자 자금 성격*

               

  □ 사업화 현황

번호
사업화 

방식1｣ 사업화 형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

(천원)

국외

(달러)
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     * 1｣ 기술이전 또는 자기실시

     * 2｣ 신제품 개발, 기존 제품 개선, 신공정 개발, 기존 공정 개선 등

     * 3｣ 국내 또는 국외

  □ 매출 실적(누적)

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내(천원) 국외(달러)

합계

  □ 사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과

성과

사업화 계획

사업화 소요기간(년)

소요예산(천원)

예상 매출규모(천원)
현재까지 3년 후 5년 후

시장

점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내

국외

향후 관련기술, 제품을 

응용한 타 모델, 제품 

개발계획

무역 수지

개선 효과(천원)

수입대체(내수)
현재 3년 후 5년 후

수출

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
yyyy년 yyyy년

합계

  □ 고용 효과

구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력

생산인력

개발 후
연구인력

생산인력

  □ 비용 절감(누적)

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액(천원)

합계
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  □ 경제적 파급 효과 

(단위: 천원/년)

구분 사업화명 수입 대체 수출 증대 매출 증대 생산성 향상
고용 창출 

(인력 양성 수)
기타

해당 연도

기대 목표

  □ 산업 지원(기술지도)

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

  □ 기술 무역 

(단위: 천원)

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입

  [사회적 성과]

  □ 법령 반영

번호
구분

(법률/시행령)

활용 구분

(제정/개정)
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정/개정

내용

  □ 정책활용 내용

번호
구분

(제안/채택)
정책명

관련 기관

(담당 부서)
활용 연도 채택 내용

  □ 설계 기준/설명서(시방서)/지침/안내서에 반영

번호
구 분

(설계 기준/설명서/지침/안내서)

활용 구분

(신규/개선)

설계 기준/설명서/

지침/안내서 명칭
반영일 반영 내용

  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

  □ 산업 기술 인력 양성 

번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기관 교육 개최 횟수 총 교육 시간 총 교육 인원

  □ 다른 국가연구개발사업에의 활용

번호 중앙행정기관명 사업명 연구개발과제명 연구책임자 연구개발비

  □ 국제화 협력성과

번호
구분

(유치/파견)
기간 국가 학위 전공 내용
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  □ 홍보 실적

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

  □ 포상 및 수상 실적

번호 종류 포상명 포상 내용 포상 대상 포상일 포상 기관

  [인프라 성과]

  □ 연구시설ㆍ장비

구축기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)

개발여부

(○/×)

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록여부

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록번호

구축일자

(YY.MM.DD)

구축비용

(천원)

비고

(설치 장소)

    * 「과학기술기본법 시행령」 제42조제4항제2호에 따른 연구시설ㆍ장비 종합정보시스템을 의미합니다.

  [그 밖의 성과](해당 시 작성합니다)

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항(해당 시 작성합니다)

<참고 1> 연구성과 실적 증빙자료 예시 

성과유형 첨부자료 예시

연구논문  논문 사본(저자, 초록, 사사표기)을 확인할 수 있는 부분 포함, 연구개발과제별 중복 첨부 불가)

지식재산권  산업재산권 등록증(또는 출원서) 사본(발명인, 발명의 명칭, 연구개발과제 출처 포함)

제품개발(시제품)  제품개발사진 등 시제품 개발 관련 증빙자료

기술이전  기술이전 계약서, 기술실시 계약서, 기술료 입금 내역서 등

사업화

(상품출시, 공정개발)
 사업화된 제품사진, 매출액 증빙서류(세금계산서, 납품계약서 등 매출 확인가능 내부 회계자료) 등

품목허가  미국 식품의약국(FDA) / 식품의약품안전처(MFDS) 허가서

임상시험실시  임상시험계획(IND) 승인서

<참고 2> 국가연구개발혁신법 시행령 제33조제4항 및 별표 4에 따른 연구개발성과의 등록ㆍ기탁 대상과 범위
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구분 대상 등록 및 기탁 범위

등록

논문 국내외 학술단체에서 발간하는 학술(대회)지에 수록된 학술 논문(전자원문 포함)

특허 국내외에 출원 또는 등록된 특허정보

보고서원문 연구개발 연차보고서, 단계보고서 및 최종보고서의 원문

연구시설

‧장비

국가연구개발사업을 통하여 취득한 3천만 원 이상 (부가가치세, 부대비용 포함) 연구시설ㆍ장비 또

는 공동활용이 가능한 모든 연구시설ㆍ장비

기술요약정보 연차보고, 단계보고 및 최종보고가 완료된 연구개발성과의 기술을 요약한 정보

생명자원 중 

생명정보

서열·발현정보 등 유전체정보, 서열·구조·상호작용 등 단백체정보, 유전자(DNA)칩·단백질칩 등 

발현체 정보 및 그 밖의 생명정보

소프트웨어 창작된 소프트웨어 및 등록에 필요한 관련 정보

표준

「국가표준기본법」 제3조에 따른 국가표준, 국제표준으로 채택된 공식 표준정보[소관 기술위원회를 

포함한 공식 국제표준화기구(ISO, IEC, ITU)가 공인한 단체 또는 사실표준화기구에서 채택한 표준정보

를 포함한다]

기탁

생명자원 중 

생물자원

세균, 곰팡이, 바이러스 등 미생물자원, 인간 또는 동물의 세포·수정란 등 동물자원, 식물세포·종

자 등 식물자원, DNA, RNA, 플라스미드 등 유전체자원 및 그 밖의 생물자원

화합물 합성 또는 천연물에서 추출한 유기화합물 및 관련 정보

신품종 생물자원 중 국내외에 출원 또는 등록된 농업용 신품종 및 관련 정보

 2) 목표 달성 수준 

추 진 목 표 달 성 내 용 달성도(%)

○

○

○

○

○

○

4. 목표 미달 시 원인분석(해당 시 작성합니다)

 1) 목표 미달 원인(사유) 자체분석 내용

1. 구제역바이러스 전파력 인자 발굴, 바이러스 변이주 제작 건수, 바이러스 동물 접종 실험, 

항바이러스 물질 발굴 건수 등은 모두 충족하였음

2. 지식재산권(특허등록/출원), 학회 발표와 고용 창출 등 대부분의 정량적 목표는 초과 달성하

였지만, SCI 논문 출간은 목표로 한 정량치에 미달하였음. SCI 논문의 투고 시점이 특허출

원 이후에 진행되어서 지체가 발생하였음 

3. 연구내용의 특성상 논문의 수정의견들이 구제역바이러스의 동물 감염 실험을 요청하였음. 

구제역바이러스의 동물 감염 실험은 농림축산검역본부의 BL3 시설에서 수행되어야하고 실

험 동물의 입하와 IRB 심사와 BL3 시설 대기 등 논문 수정 요청 실험을 수행하는데 지체 

이유가 발생하였음. 현재 목표 정량치에 해당하는 논문 작성은 완료된 상태여서 투고와 수

정보완 재투고를 준비 중에 있음
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2) 자체 보완활동

1. 현재 1편의 SCI논문과 1편의 비SCI 논문이 출간되었음. 투고하고 있는 논문이 1편이 있음. 

내용은 FMDV CRE RNA와 상호결합하는 PCBP2 숙주단백질의 기능 조절에 관한 것임

2. 투고 준비중인 논문이 2편 있어서 최소한 올해 안으로 2편의 SCI급 논문이 출간될 예정임.

   내용은 구제역바이러스 항바이러스 물질로 특허출원된 macrolactin A와 z-gugglesterone

의 발굴과정과 항바이러스 기능에 관한 연구결과임

3. 농림축산검역본부의 BL3 시설에서 수행중인 연구결과들이 올해 상반기 내에 도출될 것으

로 예상되므로 올해 하반기에 투고 계획하는 논문이 2편 있음. 올해 말과 내년 초 까지 

2편의 논문이 추가로 출간될 수 있도록 진행할 것임

 3) 연구개발 과정의 성실성

아래의 연구목표를 상회하는 정성적 연구결과를 성실하게 도출하고 학회/특허등록출원/연구논문으
로 산출하였음

1. 바이러스 전파력 결정 인자 5건 이상 발굴
 ① CRE, ② VP1, ③ 2C, ④ 3C,⑤ 3D

2. 숙주별 전파력 결정 인자 7건 이상 발굴
 ① CSD protein, ② integrin alpha5/beta6, ③ PCBP2, ④ FXRalpha, ⑤ FGF11, ⑥ SFPQ, ⑦ 

ER stress regulator

3. 전파력 인자들의 숙주별 특성 차이 비교 (20건 이상)
 ① FMDV CRE 숙주별 특화 변이 발굴 (5건 이상)
 ② 숙주별(돼지, 소) integrin 유전자 변이 특성 발굴 (2건 이상)
 ③ FMDV 2C 단백질 숙주별 유전자 차이 발굴 (3건 이상)
 ④ VP1 결합단백질로서 occludin 단백질의 숙주별 아미노산 차이 발굴 (3건 이상)
 ⑤ FMDV 3C 숙주별 변이체 단백질의 protease로서의 기능 차이 발굴 (3건 이상)
 ⑥ FMDV 3D polymerase의 숙주별 FMDV 전사활성 차이 발굴 (4건 이상)

4. 전파력 인자 변이체 함유 구제역바이러스 변이주 10건 이상 확보

5. 전파력 인자 바이러스 변이주들 3종 이상의 돼지 감염에 의한 전파력과 병원성 연구

6. 구제역바이러스 전파력 결정 인자를 표적으로 하는 억제 물질 4건 이상 발굴
 ① FGF11, ② macrolactin A, ③ z-gugglesterone, ④ ribavirin
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5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

  ○ 구제역바이러스의 전파력 결정인자들의 유전자 변이의 분자 역학 내용을 분석하여 역학 정책 수립
에 활용할 수 있는 방안을 개발함

  - 구제역바이러스 5‘UTR 내에 있는 CRE RNA의 유전자 변이 내용을 이용하여 구제역바이러스 전파
력과 감염능력이 다른 소와 돼지의 종특이성 감염 바이러스의 조기 진단 시스템을 구축할 수 있음. 
이를 활용하여 초기 구제역바이러스 방역 대책 수립에 정보를 제공할 수 있음

  - 구제역바이러스의 3D polymerase의 S288R, 2C 단백질의 L287Q, CRE C42T 유전자 변이는 구제
역바이러스의 copy number를 증가시킬 수 있음. 신규 구제역바이러스의 동일 유전자 변이가 발생
할 시 전파력이 강화된 구제역바이러스 출현을 예상하고 방역 대책에 활용할 수 있음

  

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

 
 ① reverse-genetics 방법을 기반으로 전파력 결정인자들의 분석 결과를 활용하여 DIVA(백신접종 숙

주동물 로부터 바이러스 감염동물을 구별) 백신의 개발에 착수할 수 있는 방안을 개발함
  - 구제역바이러스 백신 바이러스주를 돼지에 주입하였을 때 돼지 생체 내에서 바이러스 copy 

number가 지속적으로 높게 유지가 되면 백신에 의한 면역능이 증가할 수 있을 것으로 기대됨. 본 
연구에서 이용된 변이 바이러스주들 중에서 가장 높은 copy number를 생성하는 바이러스주의 유
전자 서열을 DIVA 백신 개발에 활용할 수 있을 것임

  ② 바이러스와 숙주종별 전파력 결정인자들의 유전자 변이 분석을 통한 바이러스 숙주 종특이성 
판별을 위한 분자마커의 활용 개발  

  - 소와 돼지 숙주세포의 구제역바이러스 복제와 전파 관련 인자들의 차별화된 특성으로 인하여 구제
역바이러스 감염과 복제의 차이가 생성될 수 있는 가능성을 제공함. 본 연구에서 구제역바이러스의 
전체 유전자 발현과 복제를 조절하는 5‘UTR 지역의 CRE RNA의 유전자 변이에 따른 소와 돼지의 
숙주 종특이성 판별을 위한 유전자 분자마커로 활용할 계획임
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< 연구개발성과 활용계획표 >

구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE 5

비SCIE

계 5

국내논문

SCIE

비SCIE 2

계 2

특허출원

국내 3

국외 2

계 5

특허등록

국내 2

국외 1

계 3

인력양성

학사

석사 4

박사 2

계 6

사업화

상품출시

기술이전 1

공정개발

제품개발 시제품개발

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용

1. 구제역바이러스 종특이성 판별 유전자 진단 시스

템 개발

1. 구제역바이러스 전파력 억제 물질 발굴

1. 돼지세포내 비병원성 구제역바이러스 복제를 증가

시키는 바이러스 변이주 제작 
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7. 최종보고서의 수정, 보완 사항

1) 구제역바이러스의 특성 상 임상실험 제한으로 인한 세포내 실험 수행 결과들의 제시
 
① 구제역바이러스의 유전자 발현의 변화를 분석하기 위한 세포 수준에서의 in vitro reporter 

시스템을 구축 

그림 7-1. FMDV 5’UTR 유전자 발현 조절을 정량적으로 분석하기 위한 recombinant reporter 
construct (FMDV 5’UTR-luci) 구축

② 구제역바이러스가 감염되는 돼지숙주세포주인 IBRS-2 세포에 그림 7-1의 FMDV 5’UTR 
repoter를 transfection하고 동시에 flag-FGF11 expression plasmid를 co-transfection 시킨 
후 세포 내에서 FGF11이 발현 정도를 조사하였음. 그림 7-2에서 flag-FGF11의 transfection 도
입 양에 비례하여 FGF11 단백질의 발현이 증가함을 확인하였음. FGF11의 발현이 IBRS-2 숙주
세포의 cell viability에는 영향을 주지 않음을 추가로 확인하였음 (그림 7-2).

그림 7-2. FMDV 5’UTR-luciferase 레포터 발현 시스템을 이용한 FGF11의 FMDV 유전자 발현 억제 효
과 분석에서 FGF11 유전자의 transfection에 의한 FGF11 단백질 발현양의 검증
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③ FMDV 5’UTR-luci 시스템과 함께 FGF11 발현 플라스미드를 FMDV의 숙주세포인 돼지세포  
IBRS-2 세포에 transfection(유전자 도입)한 다음, FMDV 5’UTR 발현 조절 정도를 luciferase 
활성을 측정하여 비교분석하였음. FGF11의 다양한 발현양을 적용하였을 때, FGF11의 발현양 의
존적으로 FMDV 유전자 발현이 감소함을 확인하였음 (그림 7-3). 

그림 7-3. FGF11에 의한 FMDV 유전자 발현 효율 감소

- 이 결과는 FGF11이 FMDV 유전자 발현 조절 부위에 작용하여 FMDV 바이러스 게놈 복제와 
단백질 생성 감소를 통하여 항바이러스 효과의 가능성을 보여줌.

④ 다음으로 FGF11이 in vitro system이 아닌 숙주세포 내에서 감염된 FMDV의 복제와 방출에 대
해서 항바이러스 효과를 가지는지 확인하였음. FMDV에 의해 감염된 숙주세포인 돼지 IBRS-2 
세포는 24 시간 내에 세포병변효과(CPE, cytopathic effect)를 보였음. 하지만 FGF11이 발현됨
에 따라 negative control과 마찬가지로 세포병변효과는 나타나지 않았음 (그림 7-4). 

그림 7-4. FGF11에 의한 FMDV에 대한 CPE 효과 감소
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⑤ 세포병변효과 결과와 더불어 FGF11이 FMDV 복제에 따른 유전자 생성에 직접적으로 미치는 영
향을 조사하기 위하여 real time-qPCR 분석을 실시하였음. PCR 분석 유전자 타겟으로는 FMDV
의 3D (RNA polymerase) 유전자의 발현을 이용하였음. FGF11 발현이 없는 상태에서 FMDV의 
세포감염은 세포변성효과가 나타난 후에 뚜렷한 3D 유전자의 복제가 확인되었음. FGF11 발현은 
같은 조건에서 FMDV의 3D 유전자 복제의 결과로 copy number가 negative control 수준으로 
거의 측정되지 않을 수준으로 확인되었음 (그림 7-5). 이 결과들은 FGF11이 실제로 구제역바이
러스에 감염된 세포에서 항바이러스 효과를 가짐을 보여줌.

그림 7-5. FGF11에 의한 FMDV의 copy number 감소

2) FMDV의 숙주 전파력 결정인자들에 관한 연구 성과의 기존 국내외 연구결과들 요약

① [Lpro]
   s 2가지 형태 (Labpro, Lbpro)가 존재. 다른 개시코돈(84 nt 차이)에 의해 단백질이 생성되    
   며 Lbpro  형태가 주 생성물임
   s papain-like proteinase로 기능하며 (Lpro)RKLK↓GAGS(VP4) 부위를 인식하여 절단함.    
   구제역바이러스의 활성을 가진 단백질 생성에 필수적인 기능을 수행
   s 병원성의 중요인자로서 Lpro-결핍된 바이러스를 피하조직으로 투입하였을 시 야생형 바    
   이러스에 비해 복제율은 약간 감소하지만, 병변을 유발하는 능력은 매우 낮아짐
   s 단백질 합성인자인 eIF4G (Gly479↓Arg480) 절단에 의해 숙주세포의 단백질 합성을 저    
   해하고 바이러스 단백질 합성에 숙주세포의 단백질 생성 기구를 우선적으로 사용하도록      
 함
   s 인터페론(IFN) 활성을 직간접적으로 저해하며 type I IFN의 세포내 신호 활성화는 Lpro      

    의 발현을 제거한 바이러스에서만 파악됨

  ② [2A]
   s 18 아미노산 크기를 가지고 있으며 다른 picornavirus에 비해 매우 짧지만, 2A/2B        
    연결 영역은 잘 보존되어있음
   s (2A)NPG↓P(2B)의 G가 절단 활성에 매우 중요하며 2A의 단백질 절단은                  
    polypeptide 합성 시에만 일어남
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  ③ [2B]
   s viroporin의 기능을 가지며 저분자의 소수성 transmembrane 단백질 구조를 가짐.        
     transmembrane 소수성 도메인은 세포막의 인지질과 결합하여 투과성을 증가시켜 바이   
     러스 입자의 방출을 촉진함
   s 154 아미노산 크기이며 2개의 transmembrane 도메인을 보유(83-104aa, 119-137aa)
   s 소포체에 위치하며 2개의 transmembrane 도메인과 N-·C-말단 부분은 세포질 matrix로  
     확장되어있음. 구제역바이러스 유전자가 복제되는 장소가 소포체이기 때문에 복제에 직간   
     접적인 영향을 줄 수 있음
   s 숙주세포의 세포막의 견고성에 손상을 주며, Ca2+ 이상 조절, autophagy의 활성화를 유    
     도
   s 2BC 전구체 단백질은 소포체-골지체의 단백질 수송을 억제. 이는 숙주세포의 단백질 합    
     성분비에 영향을 주고 구제역바이러스의 분비방출에도 기능할 수 있음을 제시 
   s viroporin 기능이 제거되면 적절한 바이러스의 입자의 조립과 방출이 억제됨. 이 사실은   
     항바이러스제 개발의 표적이 될 수 있음

  ④ [2C]
   s 동·식물 상관없이 많은 RNA virus에 2C-like protein 존재하며 유전자 서열도 잘 보존    
     되어있음
   s 318 아미노산으로 구성되며 N-말단(17-34aa)에 amphipathic helix가 존재하여           
      membrane targeting 역할을 하는 것으로 추측
   s 구제역바이러스 RNA 복제 복합체 형성에서 요구되는 소포체 막에 결합하는 주요 요소     
     작용
   s 소포체 막의 견고성과 배열에 관여하여 바이러스 복제 복합체 형성에 기능을 하며 바이    
     러스 감염에 의한 세포손상을 유도
   s 구제역바이러스 복제에 중요한 인자로서 guanidin hydrochloride (2C의 길항제) 처리 시  
     바이러스 RNA 합성을 억제하며 guanidin-저항성 2C 변이체의 경우 저해 효과가 없음
   s 바이러스 증식 동안 복제 복합체에 관여하기 때문에 백신 접종 가축과 구제역 발병 가축   
     과 구분할 때 사용
   s N-myc and STAT interacting (Nmi) 단백질과 결합하여 apoptosis를 유도하며 IFN에   
     의해 유도되는 35-kDa protein (IFP35)와의 결합을 통해 type I IFN 반응에 관여함이     
     보고됨
   s Beclin1(autophagosome 형성 개시, autophasome의 리소좀 융합 기능)와의 결합을 통해  
     구제역바이러스에 의해 유도되는 autophagy에 관여함. 2C-induced Beclin1 불활성화를   
     통하여, 구제역바이러스의 autophagosome의 융합과정을 억제하여 바이러스의 분해를 막  
     을 수 있음

 ⑤ [3A]
   s 153 아미노산으로 구성되며 다른 picornavirus들의 3A보다 큼(poliovirus의 3A는 87aa)
   s 구제역바이러스의 거의 모든 strain에서 유전자 변이가 적고 잘 보존되어있음.             
     N-말단(1-75aa) 영역은 매우 잘 보존되어있는 반면, C-말단에는 많은 염기 돌연변이와    
     유전자 일부 영역의 결실이 존재
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   s 소포체와 골지체에 위치
   s 3A·3AB 단백질 발현이 안정적으로 지속될 때 구제역바이러스 복제가 증가하지만, 3AB     
     가 약하게 발현될 경우에는 바이러스 감염이 감소
   s 병원성과 숙주 종 결정에 관여함. Q44R의 경우에 기니아피그에 잘 감염되며, 자연적인     
     결실 변이체들 중에서 93-102(10aa) 결실(O/TAW/97)은 돼지에게 높은 병원성을 보이고, 소  
     에게는 전염이 되지 않음. 87-106(20aa) 결실의 경우에는 바이러스 복제 능력이 감소하고 소  
     에게서 병원성이 감소

 ⑥ [3B]
   s VPg라고도 불리며, 구제역바이러스 게놈의 5’-말단에 공유결합으로 결합함. 구제역바이    
     러스를 포함한 picornavirus RNA 합성의 primer 기능을 수행
   s 구제역바이러스 만의 특징으로서 비슷하지만 동일하지는 않은 3 copy (3B1, 3B2, 3B3)    
     가 존재 (다른 picornavirus의 경우 단일 copy)
   s VPg의 uridylylation은 picornavirus RNA 게놈 복제의 첫 단계이며, VPgU(pU) 형성은   
     peptide primer로 기능함. 잘 보존된 Tyr3 자리에 3Dpol에 의한 2개의 UMP 결합은 cre  
     를 주형으로 사용
   s 3 copy 모두 in vitro에서는 uridylylation이 가능 하지만, 3Dpol에 대해 3B3가 가장 효    
     율적인 주형으로 작동되며 3B3 유전자의 결실 시, RNA 복제가 되지 않음 (3B1, 3B2도     
     감소하기는 하지만, 3B3에 비해 극적이지 않음)
   s 3B3가 가장 중요하지만, 3 copy 모두 존재할 때 최상의 RNA 복제 효율을 보임

 ⑦ [3Cpro]
   s chymotrypsin-like cysteine protease의 기능을 가지며 대부분의 구제역바이러스 단백    
     질들의 절단에 의한 활성 단백질들의 생성을 담당
   s Q-G, E-G, Q-L, E-S 등을 절단 (poliovirus와 같은 다른 picornavirus의 3Cpro는 Q-G   
     만 cleavage)
   s eIF4A(cap-binding complex의 RNA helicase)와 eIF4G(Lpro보다 뒤쪽 자리를 절단) 숙   
     주세포의 단백질 합성인자들을 절단하여 숙주세포의 정상적인 기능을 저해
   s 3CD 형태로 핵 내로 이동(3Dpol의 N-말단에 핵내 이동 아미노산 서열이 존재)하며        
     Sam68 (68 kDa Src-associated substrate during mitosis)의 C-말단의 핵내 이동 아   
     미노산 서열을 포함하는 18kDa 부분을 잘라냄. 남은 Sam68(~50kDa)은 세포질에 위치    
     하여 단백질 합성 조절 영역인 IRES와 결합하여 바이러스 RNA의 단백질 합성을 촉진
   s 자연 면역계를 조절함. NEMO(nuclear transcription factor kappa B(NF-κB) essential  
     modulator, bridging adaptor protein으로 NF-κB, IFN-조절인자 신호전달경로 활성화   
     에 필수적)을 절단하여 RIG-I/MDA5 신호전달 활성화를 감소
   s TATA-box binding protein, octamer-binding protein, p53, cyclic AMP-responsive  
     element binding protein, DNA polymerse III 등을 절단하여 숙주세포의 전사와 번역을  
     전반적으로 교란시킴   

 ⑧ [3Dpol]
   s 구제역바이러스 유전자로부터 생성된 RNA-dependent RNA polymerase (RdRP)로서 바  
     이러스 전체 게놈 유전자의 복제를 위한 positive/negative–sense RNA를 합성
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   s 서로 다른 serotype과 subtype에도 유전자 변이는 다른 지역 보다 적으며 잘 보존되어    
     있음
   s 자연 상태에서 발견되는 3CD 단백질은 바이러스 복제 시 중간 기능을 수행
   s ‘palm’, ‘fingers’, ‘thumb’로 이루어진 ‘right-hand’ 단백질 구조를 가짐. plam 영역에는  
     복제효소 활성 부위가 존재하며 모든 RNA 중합효소들에 잘 보존되어 있고, 5개의 motif   
     로 구성(3-stranded antiparallel core β sheet 세 개, 사이에 2-α helix)되며 전체 3D   
     중합효소의 구조적 견고성과 뉴클레오티드  인식 결합 그리고 RNA 복제를 위한 개시 뉴   
     클레오티드 결합의 기능을 수행함. thumb 도메인은 C-말단에 위치하며 가장 다양한 특징들  
     을 보임
   s 구제역바이러스의 경우 효소 활성 부위 공간에 VPg가 결합함 (uridylyation 반응).        
     CVB3의 경우 thumb sub-도메인, EV71의 경우 palm 도메인의 바닥 부분에 결합
   s VPg는 hydroxyl nucleophile을 제공하여 3Dpol이나 3CD와 함께 VPg uridylylation 복   
     합체 형성
   s RNA 복제 신장 시 3단계의 구조적 변화를 거침 (nucleotide 선택, phosphodiester 결합  
     형성,  다음 차례의 nucleotide 이동)
   s 염기와 nucleotide 유사체(5-Fluorouracil, Ribavirin 등)가 항바이러스제로 사용될 수 있  
     음

⑨ [CRE (3B-uridylylation site (bus), cis-acting replication element)] 
  s 매우 잘 보존된 stem-loop 구조로 55 nt 길이를 가지며 구제역바이러스 RNA 게놈 복제    
    에 매우 중요
  s 모든 picornavirus에서 loop 부위에 보존적으로 “AAACA” motif를 포함하는데, 이 motif  
    는 VPg의 uridylylation의 template로 기능하여 3D를 통하여 VPgpU(pU)를 생성
  s VPgpU(pU)은 구제역바이러스 RNA 합성을 개시하는 primer로 작용
  s 다른 모든 Picornavirus의 CRE 서열은 단백질을 코딩하는 부위에 존재하지만, 구제역바이  
    러스에서만 5‘-UTR에 존재
  s “AAACA” motif의 변형은 바이러스의 게놈 복제에는 영향을 주지만, 단백질 합성에는 영   
    향을 주지 않음

⑩ [internal ribosome entry site (IRES) element]
  s type II IRES element로서 약 450 nt의 길이를 가지며 진핵세포들이 일반적으로 단백질    
    합성에 사용하는  cap 구조를 사용하지 않는 단백질 합성 개시를 조절
  s 5개의 RNA 구조 domain이 존재하고 다수의 stem-loop이 존재
  s Domain II : polypyrimidine tract (UCUUU) 포함, polypyrimidine tract-binding        
     protein (PTB) binding site 존재
  s Domain III : GNRA, RAAA, C-rich loop 존재, GNRA의 G, A의 변형과 RAAA의 돌연변  
    이는 IRES의 활성을 감소시킴
  s Domain IV : A-rich internal bulges를 포함하는 2개의 stem-loop 구조로 구성되며      
    eIF4G(단백질 번역 개시 과정에 필수적인 인자)와 상호결합함
  s Domain V :　보존된 hairpin-loop 부위를 가지며, polypyrimidine-rich tract 서열을 가  
    짐. 바이러스 단백질 합성 시작에 중요하며 이 부분의 일부 돌연변이는 IRES 활성에 매우   
    큰 영향을 줌
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⑪ 본 연구과제의 구제역바이러스 전파력 결정인자 분석 내용
  s CRE: 구제역바이러스 감염 종 특이성을 판별할 수 있는 특정 CRE RNA 2차 구조를 결정   
          하는 RNA 서열 발굴
  s VP1: 소와 돼지의 숙주종에 따라 다른 아미노산 구성을 가진 integrin 막 수용체 단백질에  
          차별적으로 결합하는 구제역바이러스 VP1 아미노산 구성 발굴
  s 2C: 돼지 숙주세포내에서 소포체 스트레스를 유도하는 2C의 새로운 기능을 규명하고, 2C   
         에 의한 소포체 스트레스 유도가 염증성 사이토카인 생성을 증가시킴을 규명함
  s 3C: 국내 발생 구제역바이러스의 변이 3C 단백질에 따른 차별적인 protease 기능을 보이는  
        특정 아미노산 부위를 발굴함

3) 구제역바이러스의 종 특이성 분자진단 마커를 활용한 상용화 부분에 대한 계획

① 구제역바이러스 CRE 특정 서열 내용을 소와 돼지 감염을 구별하는 종 특이성 분자진단 마커 
개발로 국내 특허 등록이 되었음

② 특허등록을 토대로 아래와 같은 내용으로 상용화를 위한 계획을 진행함. 상용화 대상 기업은 
진단전문업체인 ㈜ 젠라이프로서 현장용 진단키트 개발을 목표로 하고 있음
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4) 구제역바이러스 특이 항바이러스 물질의 활용에 대한 향후 계획
 ① 구제역바이러스 복제 저해제 후보물질인 SMA는 SMA 물질을 확보하고 있는 ㈜ AI Insight  
    에 기술이전할 계획임
 ② z-gugglesterone은 이미 인체 대사질환 치료제로 활용되었기 때문에 물질의 안전성을 확   
   보되어있음. in vivo 동물 적용 실험을 수행한 후 기술이전에 대해서 논의할 계획임

5) 신규 돼지 구제역백신 등의 개발에 이용할 수 있는 과학기술적 지식 제공
 ① 구제역바이러스 백신 바이러스주를 돼지에 주입하였을 때 돼지 생체 내에서 바이러스 copy number

가 지속적으로 높게 유지가 되면 백신에 의한 면역능이 증가할 수 있을 것으로 기대됨. 본 연구에서 
이용된 변이 바이러스주들 중에서 가장 높은 copy number를 생성하는 바이러스주의 유전자 서열을 
DIVA 백신 개발에 활용할 수 있을 것임

 ② 아래 표와 그림 7-6에서 No.2의 신규 구제역바이러스 변이주가 돼지세포 감염과 돼지동물 
모델 감염에서 높은 바이러스 copy number를 보였음. 이 변이주의 신규 돼지 구제역 백신으
로서 활용 가치를 분석할 수 있음
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No
.

Regio
n

NA AA R-Shamir 기준

1 Cre T14G T614G
2 Cre C42T C642T
3 2C C743T T248I C5151T
4 2C TTG(859-861)CCA/CAG L287Q TTG(5267-5269)CCA/CAG
5 3A ACC(433-435)CCC/CCT T145P ACC(5795-5797)CCC/CCT

6 3D GCA(97-99)GAG/GAC/G
AA

A33E/
D

GCA(6770-6772)GAG/GAC/G
AA

7 3D AGC(865-867)CGC S288R AGC(7538-7540)CGC

 그림 7-6. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 혈액 내 바이러스 양 분석

6) 역유전학법으로 만들어진 바이러스와 국내에서 분리된 바이러스와의 병원성 비교실험

① 모든 접종 군에서 1-9dpc 사이에 발열, 수포, 식욕감퇴, 파행 등의 임상증상을 나타내었음. Wild 
type 바이러스 접종 군은 mutants 접종 군에 비하여 1-2일 증상이 빠르게 나타남을 확인하였음. 또한 
mutants 바이러스 접종군 중 7번 바이러스 접종군 (n=1)과 wild type 바이러스 접종 군에서 폐사(n=1)가 
있었음. 그중 wild type 바이러스 접종군의 폐사체의 경우 감염에 의한 것으로 밝혀졌음

 그림 7-7. 구제역바이러스 변이주들의 돼지 감염 후 임상증상 확인 분석
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② 2017년 FMDV A 연천과 2018년 FMDV A 김포 바이러스 돼지 접종실험으로 숙주특정 단백질 특
성 조사

- CXCR5 유전자의 발현 변화를 FMDV 돼지 접종 감염 조직을 이용하여 수행함. 그림 7-8에서 보
듯이 3가지 다른 FMDV 감염 돼지 조직에서 단백질을 추출하여 Western blot 방법을 통해서 
CXCR5 단백질 발현 차이를 확인함. CXCR5는 3가지 돼지 바이러스 접종 모델에서 병변이 확인
된 혀조직에서 정상 조직에 비해서 3배 이상 단백질 생성이 증가함을 알 수 있었음

그림 7-8. FMDV A 바이러스 변이주를 접종한 돼지 임상 조직에서의 CXCR5 발현 변화 분석

③ 추후 연구에서 역유전학법으로 제작한 변이 바이러스와 국내 발생 바이러스주의 동시감염 실
험을 이용하여 병원성 비교실험을 수행할 필요가 있음

7) 국제공동연구에 대한 노력

① 중국의 anzhou Veterinary Research Institute의 State Key Laboratory of Veterinary 
Etiological Biology and OIE/National Fand Mouth Disease Reference Laboratory와 공
동연구를 계획 중에 있음
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② 2020년에 본 과제에서 도출된 구제역바이러스 CRE의 종 특이성 판별 마커 개발과 활용에 관
한 중국 특허출원이 완료되었음
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8) 결과 미달성된 기술이전, 논문발표, 정책 활용에 대한 달성 계획

① 기술이전: 분자진단 전문기업인 ㈜ 젠라이프에 구제역바이러스 종 특이성 분자진단 마커를 활
용한 진단시스템 기술이전을 협의하고 있음. 구제역바이러스 복제 저해제 후보물질인 SMA는 
SMA 물질을 확보하고 있는 ㈜ AI Insight에 기술이전할 계획임

② 논문발표: 
 - “The cis-responsive element of Foot-and-mouth disease virus interacts with host   
   cellular factor PCBP2 dependent on host specificity” 논문 제목으로 ‘Molecular        
   Biology Reports’ 저널에 투고 심사 중임
- 투고 준비중인 논문이 2편 있어서 최소한 올해 안으로 2편의 SCI급 논문이 출간될 예정임.
   내용은 구제역바이러스 항바이러스 물질로 특허출원된 macrolactin A와 z-gugglesterone의 

발굴과정과 항바이러스 기능에 관한 연구결과임
- 농림축산검역본부의 BL3 시설에서 수행중인 연구결과들이 올해 상반기 내에 도출될 것으로 예상

되므로 올해 하반기에 투고 계획하는 논문이 2편 있음. 올해 말과 내년 초 까지 2편의 논문이 
추가로 출간될 수 있도록 진행할 것임

③ 정책활용: 
  - 구제역바이러스의 전파력 결정인자들의 유전자 변이의 분자 역학 내용을 분석하여 역학 정책      
  수립에 활용할 수 있는 방안을 개발함

  - 구제역바이러스 5‘UTR 내에 있는 CRE RNA의 유전자 변이 내용을 이용하여 구제역바이러스 전파력
과 감염능력이 다른 소와 돼지의 종특이성 감염 바이러스의 조기 진단 시스템을 구축할 수 있음. 이를 
활용하여 초기 구제역바이러스 방역 대책 수립에 정보를 제공할 수 있음

  - 구제역바이러스의 3D polymerase의 S288R, 2C 단백질의 L287Q, CRE C42T 유전자 변이는 구제역
바이러스의 copy number를 증가시킬 수 있음. 신규 구제역바이러스의 동일 유전자 변이가 발생할 
시 전파력이 강화된 구제역바이러스 출현을 예상하고 방역 대책에 활용할 수 있음
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주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술개발 사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술개발 

사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 됩니다.
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