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요 약 문

I. 제 목

재래흑염 소 소화기·호흡기 질병원인 바이러스의 분리와 백신 개발 및 병성감정

진단 재료의 체계적 확립

II. 연구개발의 목적 및 중요성

우라나라 축산업의 가장 시급한 문제는 사료의 자급자족인데 이는 생산비 절감과

직결되는 문제이다. 전국토의 70%이상이 산지로 되어 있는 우리나라로서는 적합한

사료작물 재배지의 부족으로 사실상 목축업의 발달을 기대하기가 어렵다. 그러나

우리나라의 기후와 풍토에서 강한 적응력을 나타내는 재래흑염소는 산지에 널리 야

생하는 목야초를 주로 이용하여 사육할 수 있는 가축이며, 최근의 연구에 의하면 치

커리를 이용하여 성장률 및 도체율을 향상시킬 수 있다는 보고가 나올 정도로 우리

나라 환경에 적합한 가축이다(축산경제신문 ‘99년8월2일). 예로부터 흑염소는 보약용

으로 알려진 특수동물로 인식되어 약용으로 소비되고 있으며 고기 및 산양유는 특

히 칼슘(쇠고기의 10배, 돼지고기의 20배)과 인(돼지와 쇠고기의 4배)을 개고기와 비

슷한 수준으로 함유하고 있으며, 단백질은 개고기 보다 3배를 함유하여 소와 돼지고

기와 비슷한 수준을 함유하고 있어 보약과 영양식으로 사용할 수 있는 장점을 가지

고 있다 (식품보감). 그러나 재래흑염소는 소와 사육역사가 비슷한 가축이면서도 일

반 축산물의 대상에 포함되지 않음에 따라 연구가 미진한 실정이다. 1990년대 이전

까지만 해도 소규모적인 부업사육농가가 대부분을 차지하였으나 최근에는 소규모

사육농가는 점점 줄어든 반면 전업적으로 다두 사육하는 농가가 증가하여 1000두

이상 사육하는 기업형 농장이 등장하고 있다. IMF의 경제 한파로 인하여 최근 2년

동안 농가 수가 반으로 줄어든 것으로 사료되나 다시 최근에 사육 규모가 확대되어

가까운 시일 내에 경제 한파 이전의 사육두수인 67만두 대에 쉽게 접근하리라 사료

된다.
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종래의 소규모 부업형태의 사육때와는 달리 최근의 한국내 흑염소 사육형태는 대

규모 집단사육에 따른 여러 가지 질병문제가 대두되고 있으며 이에 대한 예방 및

치료의 지침이 절실히 요구되고 있는 상황이다. 그러나 재래흑염소의 각종 질병발

생 현황에 대한 보고는 극히 미진한 실정으로 세균 및 기생충성 질병에 관한 몇몇

보고를 제외하면 전무한 상태이며 이나마도 역학조사에 치중하고 있다.

보고에 따르면 재래흑염소에서 호흡기·소화기성 질병이 전체 질병의 약 78.8%

를 차지함으로써 이 질병이 흑염소 사양산업에 막대한 손실을 초래함을 알 수 있다.

또한 최근의 한 보고에 의하면 소화기성 질병의 가장 일반적인 원인균인

S alm onella spp.의 인공적인 감염에도 재래흑염소에서는 전혀 질병이 발생하지 않았

다는 점등을 고려해볼 때, 재래흑염소의 소화기성 질병의 원인 중 특히 바이러스성

과 관련된 시급한 조사가 요청될 수 밖에 없다. 이에 본 연구진은 재래흑염소의 호

흡기 및 소화기성 질병을 조사연구하고 바이러스와의 관련을 연구하고자 한다.

선진외국의 경우 면양 및 산양의 사양산업은 농업경제에 매우 큰 비중을 차지하

고 있으며 이는 소나 돼지에 결코 뒤지지 않는 규모이며, 또한 이에 대한 연구도 활

발히 진행되고 있는 상황이다. 흑염소의 설사병에 대한 한 보고에 의하면 원인 바

이러스로는 rotavirus와 coronavirus , border dis ease virus 및 picornavirus등이 있었

다. 호흡기성 질병의 경우 pes tivirus와 lent ivirus 및 Maedi- Visna virus등이 중요

시 되고 있다. 또한 g oat small pox virus등도 분리보고 되었다. 그러나 우리나라는

이에 대한 연구보고가 전무한 상황이며 간단한 역학조사조차도 이루어져 있지 않은

상황이다. 이에 재래흑염소의 호흡기성·소화기성 질병과 바이러스와의 관련성 및

그 분리와 분리주에 대한 전반적인 조사 및 진단법의 개발, 예방대책의 수립이 절실

한 상황이며, 따라서 본 연구는 시급히 수행되어야 할 과제이었다. 또한 최근 우리

나라에서는 돼지 구제역이 발생하여 국내 축산에 재앙을 일으키고 있는데, 이러한

병원체가 돼지고기의 밀수입에 의한 국내유입의 가능성이 농후해지고 있기 때문에

이러한 외래악성질병의 발병 가능성을 완전히 배제할 수 없는 실정이다. 따라서

본 연구과제의 수행중에 실행한 재래흑염소의 병성가검물 은행의 운영은 향후 있을

지도 모르는 이러한 외래 악성전염병의 국내유입 여부의 검색등과 같은 비상검사체

계의 확립에도 크게 이바지 할 것으로 사료된다.
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III. 연구개발의 내용 및 범위

본 연구에서 한국의 재래흑염소로부터 호흡기 및 소화기 질병에 대하여 문진과

혈청학적 연구를 통하여 전국적인 역학조사를 실시하고, 또한 질병을 야기할 것으로

추정되는 바이러스를 분리한 후 그 특성 및 역학조사를 실시하였다. 또한 분리주

를 이용하여 백신 개발연구를 수행하였다.

재래흑염소의 소화기 및 호흡기로부터의 바이러스 분리는 연구 1(1997- 1998),

2(1998- 1999)차 년도에 이어 3(1999- 2000)차 년도에도 계속적으로 수행하였으며, 분

리 바이러스인 로타바이러스에 대해서는 백신 연구를 지속적으로 수행하였다. 그러

나 로타바이러스 외에는 소화기 및 호흡기에서 바이러스가 분리되지 않았다. 이러한

연구과정에서 전국적으로 역학조사가 수행되었으며, 가검물을 수집할 수 있었다. 또

한 가검물의 보관을 체계적으로 확립하여 차후 전염병이나 역학조사 등의 방역에

이용될 수 있는 자료를 소장하게 되었다.

이러한 연구를 원활히 수행하기 위해서는 공동연구업체의 적극적인 참여가 요구

되었었는데, 한국 염소 축산업협회는 광범위한 지역에 조직망을 갖추었기 때문에

이들의 협조를 받아 다양한 가검물의 수집이나 산양의 질병에 대한 정보를 획득하

게 되어, 향후 병성 가검물을 이용한 질병의 모니터링에 이용할 수 있게되었다. 특

히 동 협회의 회원으로 계시는 경기도 이천시의 로얄농장 대표 정순근 사장님은 본

연구를 수행하는데 본인 농장의 모든 동물을 실험동물로 기꺼이 제공하도록 허락하

시어 이 연구가 순조롭게 진행될 수 있도록 하였다. 그리고 2년 차에 본 연구사업에

신규로 참여한 기업체인 (주)대성미생물연구소는 백신생산의 주력업체로서 이 연구

소가 축적한 기술을 3년 차의 백신 생산의 현실화에 크게 기여하였다. 따라서 본 연

구의 최종 목적은, 재래흑염소 사양산업에 경제적으로 가장 크게 피해를 일으키는

바이러스성 소화기 질병에 대해 효과적으로 예방할 수 있는 백신을 제작하여 농가

의 소득을 증가시킬 뿐만 아니라 재래흑염소 사양산업이 축산업의 일부로 확실히

자리잡을 수 있도록 지원하는 것이었다. 본 연구과제를 수행하기 위해서 3명의 세부

연구책임자가 다음과 같은 역할을 담당하여 3년 동안 연구를 수행하였다.

1) 제 1세부과제: 재래흑염소의 소화기·호흡기 질병 발생 바이러스 분리
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재래흑염소에서의 소화기 및 호흡기성 질병은 흑염소 질병의 약 78.7%에 이를 정

도로 재래 흑염소 질병의 대부분을 차지하고 있다. 따라서 이러한 질병에 대한 연

구는 흑염소 질병연구의 거의 전부라 할 정도로 중요하다. 그런데 연구보고에 의하

면 소의 경우처럼 이들 질병의 절반정도가 세균성일 것으로 추정하여 조사하였던바

세균성 하리의 주 원인체인 S alm onella spp.가 전혀 검출되지 않음으로 인하여 바이

러스가 재래흑염소의 소화기질병의 주요한 원인체일 것이라 가정 되어왔다. 따라서

본 연구에서는 이러한 사실에 근거하여 협력체로부터 공여된 가검물로부터 호흡기

질병이나 소화기 질병을 유발하는 바이러스를 주 대상으로 하여 분리하고자 했던바

1년 차에서 로타바이러스를 분리하고 2차 년도에 시험백신개발을 계속 수행했으며,

계속적으로 안전성에 필요한 사항이 지적됨으로써 바이러스의 순화를 추가로 진행

했으며, 따라서 3년 차에는 바이러스 계대를 좀더 진행하고 이어 시험백신의 안전성

을 검사한 후 야외 실증 시험을 수행하였다. 그러나 1차 년도에 야외 흑염소질병 발

생동향을 조사해본 결과 소화기 이외에도 호흡기에서 질병발생이 많으므로 본 연구

과제의 2년 차에서는 야외에서 호흡기에 관련된 바이러스 분리를 계속적으로 시도

하고 세균성 질병 가능성에 대한 치료 가능성을 검토하기 위한 항생제 감수성 검사

를 지속적으로 시도하여 우리나라 흑염소의 질병을 치료하는데 효과적인 항생제를

선택하는 도움이 되는 즉 현장애로사항을 해결해 주는 쪽으로의 자문을 시도했다.

2) 제 2세부과제: 바이러스 분리주에 대한 역학조사 및 특성조사

제 2차 년도에 기 분리된 흑염소 로타바이러스에 대한 역학 조사를 실시하였으며,

3차 연도에는 호흡기 바이러스 분리에 최대한의 연구력을 동원하기 위하여 제 2세

부과제팀도 이에 적극 가담하여 전국적인 역학 조사를 계속적으로 수행하였다. 또한

분리된 흑염소 로타바이러스의 genotyping중 VP4, VP7 및 NSP4에 대한 유전자 염

기서열을 밝혔으며, RNA- RNA hybridizat ion을 수행하여 분리 바이러스의

g enotyping을 결정하였다.

3) 제 3세부과제: 바이러스 분리주를 이용한 백신 개발

질병에 이환된 재래흑염소의 가검물로부터 분리된 바이러스의 면역원성, 병원성

등의 다양한 실험을 통하여 분리주 중에서 백신 후보주를 선발한 다음 일반적인 사

균백신을 생산하는 방법에 의하여 formalin 이나 BEI로 불활화시키는 사독 백신을
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개발하는 것이 일반적인 질병예방법이나, 본 병인 흑염소로타바이러스 감염증이 소

화기에 국한되고 이를 방어하는 방법이 타 질병과 다른 관계로 사독 백신대신에 생

독백신만을 제작하기로 결정하였다.

1차 년도에 분리된 로타바이러스를 1년차 말부터 T F104 세포에 연속 계대 배양

하여 100대 까지 순화시킨 후, 흑염소에 접종하고 바이러스의 분변내 배출 및 장관

내 면역정도를 측정하였다. 한편 백신 접종후 초대분리된 강독 바이러스를 공격접종

한 후 설사유무를 확인하였다.

IV. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

가. 연구개발 결과

1. 전국적인 질병 역학조사 및 주요 전염병에 대한 혈청학적 역학

조사

가) 전국에서 사육두수 200두 이상인 흑염소농장을 방문하여 수집된 결과를 체계적

으로 정리하고 질병 분포 조사를 시행하였던 바, 전체 질병 중 호흡기 질병이

44%, 소화기성 질병이 26%, 구진과 눈병이 8%를 점유하고 있었다.

나) 흑염소의 호흡기로부터 세균을 분리하여 동정하였던 결과 모두 비병원성인 세

균이 분리됨으로써, 호흡기에 질병을 유발하는 병원체는 대부분 바이러스에 의

한 것임을 알 수 있었다.

다) 호흡기 바이러스의 감염 실태 조사를 위하여 소 합포체성 바이러스(bovine

res pira tory syncytial virus : BRSV)와 소 바이러스성 설사·점막병(bovine v iral

diarrhea virus : BVDV)바이러스를 이용하여 전국적인 역학 조사를 실시한 결과,

BRSV는 전국의 흑염소에 만연되어있었으나, BVDV는 국한적으로 감염된 것을

알 수 있었다.

라) 구제역바이러스에 대한 감염 여부를 조사하였던 바, 흑염소에는 발생이 없는 것
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을 알 수 있었다.

2. 소화기 질병을 유발하는 바이러스의 분리 및 특성조사

가) 수양성 설사증을 보이고 폐사한 흑염소의 장 절편 조직으로 형광항체 검사를

시도하였던 바 로타바이러스 감염이 확인되었다.

나) 바이러스 분리를 위하여 흑염소에서 채취한 가검 시료를 로타바이러스 배양세

포인 T F 104 세포에 접종한 결과 세포변성효과를 관찰할 수 있었으며 형광항체

검사에서도 양성을 보임으로써 로타 바이러스임을 확인할 수 있었다.

다) 전국적으로 흑염소 로타바이러스에 대한 혈중 항체분포를 조사하기 위하여 경

기도 7개농장 37두, 충남 6개농장 18두, 충북 2개농장 2두, 전남 5개농장 23두,

전북 5개농장 25두, 경북 2개농장 7두에서 혈구응집억제반응을 이용하여 혈중항

체가를 측정한 바 항체가는 0∼512까지로 나타났으며 항체양성율은 79%에서

100%로 전국적으로 로타바이러스에 감염되어 있음을 알 수 있었다.

라) 분리된 흑염소 로타바이러스에 대한 병원성 확인시험에서는 로타바이러스 항체

가 인정되지 않는 흑염소 2 마리와 로타바이러스에 대한 혈중 항체가 존재하는

흑염소 2 마리에 분리된 로타바이러스를 106T CID50/㎖ 으로 구강으로 공격접종

한 결과 항체가 인정되지 않은 두 마리의 흑염소에서는 접종 1일째와 5일째부터

바이러스가 배출되기 시작하였고, 바이러스의 배출은 각각 2일에서 10일간 지속

되었다. 또한 설사증세는 각각 접종 1일에서 8일 후부터 보이기 시작하여 1일

과 7일간 지속되었으며 7일간 설사가 지속된 개체는 폐사하였다. 로타바이러스

에 대한 항체가 존재하는 흑염소에서는 접종 2일째부터 바이러스를 배출하기 시

작하여 1일에서 4일간 지속되었으며 한 개체에서만 접종 6일 후부터 설사증세를

보였다. 바이러스 배출은 2일간 지속되었다. 병원성 확인시험결과 분리한 로타

바이러스는 흑염소에 강한 병원성을 보이는 로타바이러스임을 알 수 있었다.

마) 분리한 로타바이러스의 계대순화후 병원성유무를 확인하기 위하여 T F 104 세포

에서 77대까지 계대하여 순화시킨 바이러스와 분리 초기의 바이러스를 각각 흑

염소 5두에 접종하여 병원성 유발시험을 실시한 결과 분리초기의 바이러스를 접
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종한 흑염소는 5두 중 3두에서 설사증세를 보였으며 그중 1마리가 폐사하였다.

순화시킨 바이러스를 접종한 흑염소에서는 5두 중 3두에서 설사증세만을 보였으

며 폐사는 관찰되지 않았다. 따라서 분리한 로타바이러스의 병원성은 77대에서

도 완전히 병독성이 순화되지 않는 병원성이 높은 바이러스임을 알 수 있었다.

바) 분리된 흑염소 로타바이러스의 유전자분석 결과 VP4의 염기서열은 C486,

RRV와 같이 2,328개의 염기와 776개의 아미노산으로 구성되어 있음을 알 수 있

었다.

사) 분석한 로타바이러스의 VP4의 염기 및 아미노산의 서열을 이용하여 VP4의

type을 결정하기 위하여 소의 NCDV, UK, b223, 993/ 83, 돼지의 OSU, MDR13,

말의 L338, 설치류 Eb, 양 Lp14등 다른 rotavirus의 VP4와 s equence homolog y

를 비교분석한 결과 type 1의 NCDV와는 71/75%, type2에 속하는 SA11과는

79/88%, type 3에 속하는 RRV가 83/91%의 상동성을 보였으며, type 4에 속하

는 L26과는 72/71%, type 5에 속하는 UK와는 72/76%, type 6에 속하는 1076과

는 72/72%, type 7에 속하는 OSU와는 75/ 80% , type 8에 속하는 W a와는

72/71%, type 9에 속하는 K8과는 70/69%, type 10에 속하는 69M과는 76/ 85% ,

type 11에 속하는 B223과는 60/81%, type 12에 속하는 B2와는 75/81%, type 13

에 속하는 MDR13과는 75/78%, type 14에 속하는 Mc35와는 70/70%, type 15에

속하는 Lp14와는 76/82%, type 16에 속하는 Eb와는 71/76%, type 17에 속하는

993/ 83과는 67/63%, type 18에 속하는 HALL1166과는 70/71%, type 19에 속하

는 L338과는 75/78% 의 상동성을 보였다. 이 중 type 3에 속하는 RRV와

83/91%의 상동성을 보여 분리한 흑염소 로타바이러스는 type 3과 가장 유사성

을 보임을 알 수 있었다.

아) 분리한 흑염소 로타바이러스의 VP7의 염기서열을 분석한 결과 978개의 염기와

326개의 아미노산으로 구성되어 있음을 알 수 있었다.

자) 분리된 흑염소 로타바이러스의 VP7 type을 알기 위하여 분석한 염기서열과 아

미노산을 소 유래 NCDV, KK3, 돼지 유래 OSU, YM, 원숭이 유래 RRV, SA11,

사람 유래 W a, Gottfr ied, HCR3, 말 유래 L338, F123, 설치류 유래 Eb, 닭 유래

Ch2 등 로타바이러스 분리주와 sequence homology를 비교하였다. type 1에 속
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하는 W a와는 75/ 81% , type 2에 속하는 S2와는 75/75%, type 3에 속하는 Eb와

는 77/89%, HCR3와는 85/95%, RRV와는 76/ 81% , SA11과는 83/95%, type 4

에 속하는 Gottfr ied와는 75/78%, type 5에 속하는 OSU와는 78/ 85% , type 6에

속하는 NCDV와는 77/85%, type 7에 속하는 Ch2와는 67/59%, type 8에 속하는

B37과는 75/ 80% , type 9에 속하는 116E와는 77/ 85% , type 10에 속하는 KK3와

는 77/ 83% , type 11에 속하는 YM과는 78/88%, type 12에 속하는 L26과는

75/81%, type 13에 속하는 L338과는 77/82%, type 14에 속하는 F 123과는

83/87%의 상동성을 보였다. 이중 type 3에 속하는 Eb, HCR3, RRV, SA11과

76- 85/81- 95%로 가장 높은 상동성을 보여 분리한 흑염소 로타바이러스는 type

3에 가장 유사한 형임을 알 수 있었다.

차) 분리한 흑염소 로타바이러스의 NSP4의 염기서열을 분석한 결과 525개의 염기

와 175개의 아미노산으로 구성되어 있음을 알 수 있었다.

카) 분리된 흑염소 로타 바이러스의 NSP4 type을 알기 위하여 분석한 염기서열을

소 유래 NCDV, UK, 돼지 유래 YM, 원숭이 유래 RRV, SA 11, 사람 유래 W a,

AU- 1, E210, E201, S2, 고양이 유래 FRV1 등 로타바이러스와 비교하여

phylogram을 작성하였던 바, 분리한 로타바이러스는 FRV1, AU1, RRV가 속하

는 type Ⅲ에 속함을 알 수 있었다.

타) 분리된 흑염소 로타바이러스가 NSP4의 type 3에 속함을 재차 확인하기 위해서,

로타바이러스의 유전자 중 conserved 하다고 알려진 NSP4 sequence 의 VP4

binding domain인 131- 148번째 염기서열에 대하여 RRV, FRV1, AU- 1, M37,

W a, NCDV, SA11, UK 등 기존의 로타바이러스와 상관성을 비교 분석한 결과

NSP4 Ⅲ type에 속하는 사람의 AU- 1, 고양이와 원숭이 분리주인 FRV1과

RRV주와는 18개 모두 일치하였으며 M37과 W a바이러스는 13개가 일치하고,

NCDV와 UK바이러스와는 10가 일치하였으며 SA 11바이러스와는 6개만 일치하

고 있음을 확인할 수 있어 분리한 흑염소 로타바이러스는 RRV, RRV1, AU- 1이

속하는 g roup Ⅲ에 속함을 재확인할 수 있었다.

하) RNA- RNA hybridiza tion 을 이용한 genotyping결과 GRV probe에 대해서는

사람 분리주인 W a, Ds - 1, 69M, R2, P, 원숭이의 SA 11, RRV, 고양이의 F RV- 1,
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소의 NCDV, 돼지의 OSU와 hybridizat ion 시킨 결과 W a, Ds- 1, 69M, SA11,

NCDV, OSU에서는 hybrid가 관찰되지 않았고, RRV에서는6- 7개, AU- 1에서는

6개, FRV- 1, R2, RS15와는 5개, R2, FRV64에서는 4개의 hybrid가 관찰되었다.

RRV probe에 대하여 RRV, F RV64와 hybridizat ion 결과 5∼6개의 hybrid를 관

찰할 수 있었으며, F RV64에 대한 GRV의 hybridizat ion 결과 5개의 hybrid가 형

성됨을 관찰할 수 있었다. 따라서 GRV probe에 대하여 높은 상관성을 보인

A U- 1, FRV- 1, FRV64, RRV가 속하는 group에 GRV가 속함을 알 수 있었다.

3. 분리 바이러스를 이용한 백신 개발

가) 분리 로타바이러스에 대한 백신을 제조하여 106 T CID50의 바이러스를 19마리의

흑염소에 백신하고 바이러스의 배출을 조사하였던 바 , 12 마리가 연변 내지

는 설사를 함으로써 백신의 안전성에는 완벽하지 않음을 알 수 있었다 . 이러한

문제점을 해결하고, 농가에서 쉽게 사용할 수 있도록 음수백신을 계획하였다.

나) 즉 , ㎖당 104 T C ID 50가 되도록 바이러스를 희석한 음수백신을 100

마리의 흑염소에 접종하여 분변 상태를 관찰하였던 바 9 5마리는

정상적이었으며 5마리는 연변이 있음을 확인할 수 있었다.

다) 백신 접종후 바이러스의 배출을 조사하였던 바, 19마리의 흑염소중 8마리에서

바이러스가 배출되는 것을 알 수 있었으며, 바이러스의 배출은 접종 2틀째부터

늦게는 6일째에 바이러스를 배출을 시작하여 짧게는 2일 동안 길게는 8일

동안 바이러스를 배출하는 것을 알 수 있었다.

라) 그중 7마리를 택하여 공격접종을 시도하였던 바 모두 설사가 일어나지 않

는 것을 알 수 있었다.
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나. 활용에 대한 건의

본 연구과제를 수행하면서 흑염소 농가의 실태를 파악할 수 있었다. 그들은 국가

로부터의 보조가 거의 전무한 상태이다. 물론 영농 자금을 국가로부터 빌릴 수 있는

조건은 같지만 질병에 대한 연구뿐만 아니라 사양방법 면에서도 후진적인 경험위주

의 축산을 영위하고 있었다. 그 이유는 흑염소 사육농가가 적다보니까 단합된 힘도

없을 뿐만 아니라 연구의 기틀을 마련할 수 있는 단체로써의 역할을 할 수가 없었

다. 농림부로부터 현장애로과제로 채택되어 3년여를 연구하다보니 영세성을 면치 못

하는 이들의 애로사항을 많이 들을 수 가 있었다. 특히 전국적인 역학사항을 파악하

면서 느낀 것은 흑염소 축산업을 양성화시켜, 우리 국민의 애호식품으로 변모되도록

해야하며, 또한 도살시에 위생적인 처리를 할 수 있도록 해야겠다는 생각이 들었다.

이들 흑염소 축산업을 양성화시키는 방법은 정부로부터의 지원과 흑염소를 전문적

으로 연구하도록 축산기술연구소와 수의과학검역원에 연구실을 신설하는 것이라고

생각한다.

흑염소에 대한 연구가 미진한 관계로 전염병에 대한 흑염소 양축가의 상식은 다

른 축산업을 하시는 분들과 비교하여 상당히 적었으며, 대부분 소에 기준하여 모든

사양을 할 정도로 흑염소 자체에 대한 축산 기술이 낙후되어있었다. 특히 전염병,

소화기나 호흡기에 오는 질병에 대한 대책이 속수무책인 가운데 이 연구를 수행하

게 되었는데 방문하는 곳마다 많은 관심을 가지고 열심히 배우려는 열성에 본인 연

구자들도 많은 고마움을 느끼게 되었다. 특히 사육환경의 열악에 기인하는 대규모의

질병발생이 예상되나 다행히도 아직은 전염병이 창궐할 만큼의 사육두수가 많지는

않은 것 같다. 그러나 경기가 좋아지게 되면 건강식을 원하는 사람들이 많아지고 이

러한 수요의 증가가 사육두수를 늘리게 되는 원인이 되는데 이러한 미비한 흑염소

사양기술로는 틀림없이 국가적인 전염병 확산으로 인한 피해를 막을 방법이 없을

것으로 추측된다.

연구의 성과로는 다행히도 소화기성 질병을 유발하는 로타바이러스를 분리할 수

가 있었고, 소화기성 질병의 발생을 다소나마 줄일 수 있는 연구결과가 나왔다. 분

리된 바이러스를 이용해서 만든 생독백신은 현재까지 안정성 및 면역원성 면에서

좋은 결과를 보여주고 있어 앞으로 이 연구에 참여기업으로 참가했던 (주)대성미생
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물연구소를 통해서 제품화 될 것이고, 양축가들에게 설사로 인한 피해를 적어도

20%는 줄일 수 있어 많은 도움이 되리라 생각한다. 농림부 특히 농림기술센터에서

는 이 기술을 (주)대성미생물연구소에서 신속하게 기술이전을 받도록 독려해야한다.

이유는 흑염소 산업이 그리 크게 경제적 이익을 백신회사에 줄 것이라고 사료되지

않기에 회사로써는 제품화를 추진하는데 어려움이 있을 수 있다. 영세한 흑염소 양

축가를 보호하는 일은 이러한 흑염소 전용의 백신이 하루빨리 농가에 보급되도록

농림부에서 독려하고, 참여기업의 국가로부터 혜택받은 연구비를 상환하는 제도 등

에 대한 유동성을 부여해야 한다고 생각한다. 물론 연구과제에 참여할 때 이미 (주)

대성미생물연구소에서는 이러한 상황을 미리 예측하고 법적인 제제를 완화하는 내

용이 함유된 협약서를 이미 문서화해서 주관 연구기관인 건국대학교와 문서로 합의

를 본 바가 있다.

이 연구사업은 농민의 현장애로를 해결해주는 차원에서 연구의 사후관리가 이루

어져야한다고 생각하며, 이러한 결과는 신속히 산업현장에서 상용될 수 있도록 독려

가 뒤따르기를 바란다.
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S ummary

It has been sug ges ted that mos t economical los ses of black goat indus try are

caus ed by diges tive and respiratory diseases . T herefore, w e have performed a
project reg arding to goat dis eases and its epidemiological s tudies .

T he firs t s tudy of this project included the diseas e s tatus of Korea and the
s erolog ica l s urvey of the viral dis eases . T he second s tudy w as the isolat ion of

the virus from the dig es t ive and the respiratory tracts . F inally , w e developed the
liv e vaccine ag ains t the is olate.

F irs t of all, w e surveyed mos t of the farms w hich house over 200 goats and
w e took the dis ease his tories for the report . T hen, w e took blood to carry out

s erolog ica l surveys
of the disease. W e found out that there w ere 44% of respiratory diseas e, 26% of

diges tive disease and 8% of ocular disease. According to this survey, mos t of
the farms s eemed to be infected by a sort of bovine respiratory syncytial virus ,

but mot by the same family of bovine diarrhea virus and foot & mouth dis ease
(FMD).

T o inves t ig ate the major pathog ens of diges tive diseas es of domes tic black
g oats , w e tried to identify the caus ative ag ents in fecal specimens from diseas ed

black g oats . W e could isolate the virus , and it w as ident ified as rotav irus s ince
the monoclonal ant ibody to VP8 protein of bovine rotavirus w as reacted w ith the

isolate, cultured on T F104 monolayers . How ever, pa thog enic bacteria w ere not
isolated, indicat ing that the dig es t iv e diseas es in black g oats are predominantly

caus ed by virus . Serolog ical s urvey of goat rotavirus indicated that mos t of the
black g oats w ere infected w ith rotavirus .

T o characterize the black goat rotavirus (GRV), w e s equenced g enes of VP4,
VP7 and NSP4 and those nucleot ide s equences w ere compared w ith those of

a lready know n rotaviruses . T he result revealed that the g enotype of the isola te
w as closely related w ith G3P[3]. the phylog ram analys is of NSP4 GRV show ed

that the g enogroup of GRV belongs to the g roup of human (AU- 1), feline
(FRV- 1) and monkey rotaviruses (RRV)rather than to that of bovine rotavirus .

T o see w here GRV w as orig inated, RNA- RNA hybridiza tion w as performed.
GRV possessed s ix gene seg ments that formed hybrids w ith human rotav irus

(AU- 1), monkey rotavirus (RRV) and five g ene seg ments that formed hybrids
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w ith feline rotavirus (F RV- 1) and canine rotav irus (RS- 15). T he data s trong ly
indicated that GRV infection to g oats may come from cats or dogs . T hese

res ults s upported the view that rotav irus may cross the species barrier w hereby
animal rotaviruses can infect human and vice vers a.

T o develop the rotavirus v accine, the is olate w as blind- passag ed on T F104
cells 100 times . T he at tenuated v irus of 106 T CID50/ ml w as inoculated into 19

g oats . T w elv e of them show ed diarrhea or abnormal feces . T o reduce the
pathog enicity of the virus , the viral t iter of the inoculated vaccine w as reduced

to 104 T CID50/ml and the vaccine w as added in the drinking w ater. One
hundred of g oats w ere orally vaccinated and their fecal s tatus w as monitored

w eekly. Ninety five goats s how ed no s ing of illness and the res t of them had
diarrhea. Seven of the ninety five healthy g oats w ere challenged w ith virulent

rotavirus . All of them had no s ig n of diarrhea.
In conclus ion, w e can confirm that this live- at tenuated vaccine is useful to

prevent g oats from rotavirus infect ion in the field.
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제1장 수집된 가검물의 자료화

서 론

흑염소 사육은 종래의 소규모 부업형태와는 달리 집단사육에 따른 여러가지 질병

문제가 대두되고 있으며 이에 대한 예방 및 치료의 지침이 절실히 요구되고 있는

상황이다. 그러나 재래흑염소의 각종 질병발생 현황에 대한 보고는 극히 미진한 실

정으로 세균 및 기생충성 질병에 관한 몇몇 보고를 제외하면 전무한 상태이며 이나

마도 역학조사에 치중하고 있음을 알 수 있었다 (김 등, 1996; 김 등, 1994; 김 등,

1994; 백 1984). 이들의 보고에 따르면 재래흑염소에서 호흡기· 소화기성 질병이

전체 질병의 약 78.8%를 차지함으로써 이 질병이 흑염소 사양산업에 막대한 손실을

초래함을 알 수 있다. 또한 최근의 한 보고에 의하면 소화기성 질병의 가장 일반적

인 원인균인 병원성 S alm onella spp.의 인공적인 감염에도 재래흑염소에서는 전혀

질병이 발생하지 않는다고 한다 (탁 등, 1995). 이러한 사실과 관련하여 볼 때, 재

래흑염소의 소화기성 질병의 원인 중 특히 바이러스성과 관련된 시급한 조사가 요

청될 수밖에 없었다. 이에 본 연구진은 재래흑염소의 호흡기 및 소화기성 질병을

조사연구하고 특히 바이러스성 질병과의 관련성을 연구하고자 했다.

선진외국의 경우 면양 및 산양의 사양산업은 농업경제에 매우 큰 비중을 차지하

고 있으며 이는 소나 돼지에 결코 뒤지지 않는 규모이며, 또한 이에 대한 연구도 활

발히 진행되고 있는 상황이다. 흑염소의 설사병에 대한 한 보고에 의하면 원인 바

이러스로는 rotavirus와 corona virus , border dis ease virus 및 picornavirus등이 있

었다. 호흡기성 질병의 경우 pes t ivirus와 lent ivirus 및 Maedi- Vis na virus등이 중

요시 되고 있다. 또한 goat small pox virus등도 분리보고 되었다 (T imoney 등,

1988).

본 연구에서는 재래흑염소의 호흡기성·소화기성 질병과 바이러스와의 관련성

을 역학조사하였다. 또한 국내에서 발생한 구제역의 원인이 흑염소에서 유래했는지

에 대한 역학 조사를 실시하였다. 따라서 본 연구과제의 수행 중에 실행할 재래흑

염소의 병성가검물 은행의 운영은 향후 있을 지도 모르는 이러한 외래 악성전염병
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의 국내유입 여부의 검색 등과 같은 비상검사체계의 확립에도 크게 이바지 할 것으

로 사료된다.

재료 및 방법

1. 바이러스 중화시험

소합포체성 바이러스, BVDV와 FMDV에 대한 가검혈청내 항체 수준을 측정하

기 위하여 중화시험을 실시하였다. 즉 가검혈청을 96공 플레이트에서 2배 계단 희석

한 후 100 T CID50의 바이러스를 각 w ell에 동량씩 넣은 후 37℃에서 1시간 반응하

고 이어 10% F etal bovine serum을 포함한 조직배양 배지 α- MEM에 EbT r과

MDBK 세포를 각 w ell에 105개씩 분주되도록 혼합하여 37℃에서 3일에서 5일 동안

배양한 후 세포변성효과가 나타난 w ell이전까지의 혈청희석 배수에 역대수를 취하

여 바이러스 중화항체가로 계산하였다.

2. 구제역바이러스에 대한 항체 유무검사

본 연구를 수행하면서 수거한 흑염소 혈청을 수의과학검역원 해외전염병과에 의

뢰하여 흑염소 가검혈청 속에 구제역 바이러스에 대한 항체가 존재하는지를 ELISA

를 통하여 검사하였다. 즉 ELISA는 정부기관에만 공급하는 외국산 키트이며, plate

에 구제역바이러스 항원을 도포한 것으로써 흑염소 혈청을 각 w ell에 넣고 실온에

서 1시간 감작한 후, PBS로 세척하였으며, 이후 horse reddish peroxidase(HRP)로

표지된 anti- g oat antiserum을 1:1000으로 PBS에 희석한 후 plate의 각 w ell에 넣었

다. 그후 1시간이 경과한 후 ELISA reader에서 OD값을 판독하여 항체 존재 유무를

확인하였다.

3. 호흡기 및 소화기관으로부터 세균의 분리 및 동정

Nas al s w ab와 설사변을 채취하여 혈액배지에 도말한 후 incubator에서 24시간

배양하고, 용혈성 세균만을 선택하여, A PI card를 이용하여 균을 동정하였다.
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결 과

각 농장을 방문하여 수집된 결과를 체계적으로 정리하여 질병 분포 조사를 시행

하였던 바 호흡기 질병이 44%, 소화기성 질병이 26% , 구진과 눈병이 8%이상을 점

유하고 있었으며 돼지나 소등에 비해 사양조건의 조악으로 말미암아 질병의 방역이

전혀 되어있지 않은 상태였다. 호흡기질병은 그림 1- 1과 같은 양태로 콧물을 흘리

며, 심하면 폐렴으로 이환되는 경우가 겨울철에 심하게 나타났으며, 대부분은 항생

제의 처치로 질병을 완화시킬 수 있었으나, 경우에 따라서는 폐사하는 경우도 있었

다. 이는 세균성 질병에 의한 경우보다는 바이러스성 질병인 것으로 사료되며, 이에

대한 간접적인 증거로는 그림 1- 4, 1- 5에서 보는 바와 같이 농장에 따라서 Bovine

v iral diarrhea virus나 Bovine res pira tory syncytial v irus와 유사한 동종의 바이러

스에 의한 감염이 이루어지고 있음을 알 수 있었다. 또한 눈의 질병은 그림1- 2에서

보는 바와 같이 심한 점액성 물질이 눈에서 흘러내리며, 심하면 흰자위가 눈 전체를

덮고, 항생제 치료가 계속되지 않을 때는 눈을 멀게도 하며, 급기야는 전신적인 쇠

약으로 말미암아 폐렴으로 진전되고, 결국 폐사하는 경우도 발견할 수 있었다. 그리

고 호흡기성 질병 외의 대다수를 차지하는 질병은 소화기성 설사병이 있었다(표

1- 1). 세균성 질병에 대한 검사를 위하여 농장에서 가져온 가검물로 부터 세균의 분

리 동정 작업도 병행하였으나 비병원성인 Shew anella putrefacienciens ,

Burkholderia cepatica, Kinella denitr ifican, CDC- g roup II, Acinetobacter

radiores is tens , Kingella king ae이 분리되었다.

국내에도 구제역이 들어와 2000년도 봄부터 여름사이에 기승을 부리다가 현재 방

역대를 형성하여 구제역의 발생을 억제하는 한편 박멸하는 단계에 있다. 이런 시점

에서의 구제역 바이러스에 대한 역학조사를 수행하기위하여, 과거 1997년도부터 수

거한 혈액 샘플에 대하여 ELISA를 수행하였던 바 2건의 의양성이 나와서 추가로

중화시험을 수행한 결과 모두 음성으로 판명되었다(그림 1- 6).
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표 1- 1. 전국적인 흑염소 질병 역학조사

질병양상

발생지역
소화기

질병

호흡기

질병
눈 병 요마비 구 진 기 타

경

기

도

이천 5

포천 3 6 2 1

파주 2 6

양평 3 3

충

청

남

도

홍성 1 9 3

아산 4 1

예산 2 1

천안 2 1 5

충

청

북

도

청원 2

괴산 1 3 1 2

진천 1

음성 1 3 1 2

보은 3 8 1 4

단양 1 2 3

충주 11 1

강

원

도

삼척 4 1

횡성 1 1 1

홍천 3 2 1 2 3

경

상

북

도

영주 8 1 2 3

합 계(%) 37(26) 63(44) 12(8) 1(1) 11(8) 19(13)
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그림 1- 1. 흑염소의 안질병: 초기에는 지루성의 눈꼽이 끼며, 항생제로 치료를 안할 경

우 흰자위가 눈 전체를 덮고, 심하면 실명하는 경우가 있다. 때로는 호흡기성 질병을 유발

하게 되는데 이럴 경우에는 대체로 예후가 좋지 않다.
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그림 1- 2. 흑염소의 호흡기 질환: 주로 환절기에 기침과 재채기를 하면서 코 끝에

점액이 흘러내리고 심한 경우는 폐렴을 일으킨다. 이 그림에서는 호흡기질환 뿐만 아

니라 안질환을 동시에 앓고 있는 흑염소를 보여주고 있다.
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그림 1- 3. 흑염소의 소화기질병: 식이성 또는 미생물에 의하여 흑염소에서 설사가

발생하는데, 심한 경우는 폐사한다. 이 그림의 경우는 로타바이러스에 의해서 심한

설사를 한 경우를 찍은 사진이다.
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표 1- 2. 전국적인 가검혈청 수집현황 및 주요 병원체에 대한 혈청학적 역학조사

지 역 가검물(개)

경기

여주 6

의왕 4

이천 10

평택 6

충남

논산 7

부여 3

대전 6

경북

울진 -

영덕 -

예천 8

문경 -

전북

익산 2

부안 4

고창 4

장수 3

남원 9

전남

고흥 10

곡성 8

장성 5

계 95

그림 1- 4. Serolog ical surv ey of bovine res pira tory s yncytial virus infect ion
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그림 1- 5. Serological s urvey of viral diarrhea virus infection

그림 1- 6. Serological survey of foot and mouth diseas e
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제2장 흑염소 로타바이러스의 분리 및 특성조사

제1절 바이러스 분리·동정

서 론

로타바이러스의 증식에 관한 연구는 처음 원숭이 신장 세포주를 이용한 세포배

양으로 시작되었다. 바이러스 증식에 있어 일반적인 특징은 다음과 같다. 첫째, 대

부분 바이러스주의 배양에는 배양배지 내 단백분해효소를 필요로 한다. 이 효소는

외피단백 VP4를 분리함으로서 독력을 활성화 시킬 수 있기 때문이다. 둘째, 증식

은 모두 세포질내에서 이루어진다. 셋째 세포내에는 ds RNA의 증식에 필요한 효소

가 존재하지 않으므로 바이러스 자체가 필요한 효소를 공급해야한다. 넷째, 전사체

는 단백질을 만들어내고 또한 - s trand의 주형으로도 기능을 한다. 다섯째, dsRNA

는 초기 subviral part icles내에서 형성되며, free ds RNA나 free - s trand ss RNA들은

감염된 세포내에서 찾아볼 수 없다. 여섯째, s ubv iral particle은 viroplasm을 형성

하는데 관계하고 있으며 이들 part icle은 세망내피막을 통해 배출되어 성숙입자로 된

다. 마지막으로 세포가 융해되면서 감염된 세포로부터 바이러스가 방출된다. 로타

바이러스의 생체내 감염은 소장의 성숙 융모세포로 제한되어 있으나 (Kapikian 등

1996), 실험실내 감염은 신장과 장관 유래의 상피세포에서도 가능하며 (Es tes등

1989), 로타바이러스가 감염시 필요로하는 수용체의 존재에 따라 달라지게 된다.

보통 동물유래의 로타바이러스는 s ialic- acid를 가진 세포수용체를 통하여 세포표면

에 부착하게 되나 (Ciarlet 등 1999, Fukudome 등 1989, Keljo등 1988, Mendez 등

1993), 사람 로타바이러스의 경우는 이와 반대로 세포감염시 s ialic acid를 필요로 하

지 않는다 (Mendez 등 1993). 최근에는 Rhes us 로타바이러스의 변이체가 세포에

감염시 s ialic acid의 존재에 의존하지 않는다는 보고가 있어 VP5 영역이 세포내 로

타바이러스의 부착에 직접적으로 관여한다고 보고하였다 (Zara te 등 2000). 최근

연구결과에 의하면 로타바이러스 수용체는 α2β1 integ rin인 것으로 알려져 있으며,
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여기에 로타바이러스의 VP4단백질중 DGE s equence가 부착하는 것으로 알려졌다

(Couls on 등 1997, Marilyn 등 2000). 세포질 내의 낮은 칼슘농도는 로타바이러스의

탈피를 유도하고, v iral transcriptase를 활성화시킬 것이라는 주장이 제기되었다

(Shahrabadi와 Lee 1986, Shahrabadi 등 1987). 그러나 최근들어 replication cycle

에 낮은 세포내 칼슘농도가 필요한 것은 아니라는 보고가 있어 (Hew is h 등 2000),

앞으로 계속적인 연구가 이루어져야 할 것이다.

이 연구에서는 흑염소로부터 로타바이러스를 분리하고 작제된 단크론성 항체를

이용하여 분리한 바이러스가 로타바이러스임을 동정하는 실험을 수행하였다.

재료 및 방법

1. 검사재료

전국 각지에서 200두 이상의 흑염소를 사육하고 있는 농장으로부터 심한 설사증

세를 보이거나 설사증으로 인하여 폐사한 흑염소의 소장절편 및 분변, 혈청을 채취

하여 - 70℃에 보관하면서 실험에 사용하였다.

2. 바이러스

대조바이러스는 소 로타바이러스인 NCDV, C486, 돼지 OSU, 원숭이의 RRV,

SA 11, 사람의 AU- 1, W a, DS- 1, H123, 69M, P, R2, RS15, 고양이 F RV- 1, FRV64

분리주를 사용하였다.

3. 세포주

국립 수의과학 검역원으로부터 주화된 세포주 T F104를 분양받아 10% F eta l calf

s erum (Biofluid)와 g entamycin (50 ㎍/㎖ Amnesco)이 포함된 α- MEM (Gibco,

BRL)에서 배양하였다.

- 11 -



4. 로타 바이러스의 배양

강원, 충청, 경북을 비롯한 전국 각지의 200두 이상 사육농가에서 소화기질병에

이환되었거나 폐사된 재래 흑염소에서 가검물을 채취하였다. 소화기 질환 감염여부

를 확인하기 위하여 채취한 가검물을 PBS에 1:5로 현탁하고 0.2 ㎛의 필터에 여과

한 다음 최종농도가 10 ㎍/㎖ t ryps in에 감작한 후 주화세포에 감염시켰다.

1시간동안 5% CO2, 37℃ 배양기에서 배양한 세포에 흡착시킨 후에 PBS로 3회 세

척하고 0.5 ㎍/㎖ t ryps in이 추가된 α- MEM에서 세포변성효과 (CPE, cytopathic

effect)가 보일때까지 배양 하였다.

감염후 48∼72시간에 바이러스를 수거하고 동결과 해동과정을 3회 반복한 후

4000×g에서 15분 동안 원심분리하여 바이러스를 수거한 다음 - 70℃에 보관 사용하

였다.

5. 흑염소 로타바이러스의 동정

상검 조직으로부터 로타바이러스를 확인하는 것은 - 20℃에 보관된 동결 장조직을

Microtome으로 절편을 만들고 s lide g lass위에 중첩한 후 건조시켰다. 이어 acetone

으로 5분간 고정하고 다음에서 서술하는 바와 같이 단크론 항체를 이용한 간접형광

항체법에 의해 로타바이러스 감염여부를 확인하였다.

조직배양에서 로타바이러스를 확인하는 것은 6 w ell plate에 cov ers lip을 넣고

T F104 cell이 단층이 형성될 때까지 배양한 후 1시간 동안 1, 2에서 분리한 바이러

스를 감염시킨 후 CPE가 나타날 때까지 배양하였다. CPE가 생겼을 때 PBS로 3회

세척하고 하룻밤 동안 건조시켰다. 건조된 세포를 5분간 acetone으로 고정시키고 1

시간 동안 실온에서 소 로타바이러스 VP8에 대한 단클론항체와 반응시켰다. 이어서

PBS로 3회에 걸쳐 10회 반복 세척한 후 FIT C conjugated rabbit ant i- mouse IgG

를 반응시키고 1시간 후 PBS로 3회에 걸쳐 10회 반복세척 후 바이러스 감염여부를

형광항체 현미경으로 관찰하였다.

6. 단크론성 항체 작제

분리된 로타바이러스를 T F104 세포에서 증식시킨 후 3회 동결과 해동과정을 반
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복하고, 2500 rpm에서 25분 동안 원침하여 세포 잔유물을 제거하였다. 상층액을

25ml 원심튜브에 옮기고 이어 30% sucros e cushion을 바닥에 pas teur pipette를 이

용하여 5ml을 깔고 4℃에서 25,000rpm에 2시간 30분 동안 원침한 후 튜브의 바닥면

에 깔려있는 바이러스를 수거하여 500㎕의 삼차증류수에 부유하고 동량의 complete

F reund' s adjuvant에 혼합하고 Balb/ c 마우스의 발바닥에 면역한 후 10일후에 추가

면역하여 7일이 경과한 후 서혜임파절을 채취하여 세절하고 개별적으로 노출된 임

파구를 myeloma cell line SP/0와 일반적인 방법으로 융합하고, 96 w ell plate에 분

주한 후, CO2 incubator에서 융합세포를 증식시킨 후 1주일이 경과한 후부터

hybridoma가 증식된 구멍으로부터 상층액을 꺼내 로타바이러스에 대한 응집억제반

응을 일으키는 w ell속의 hybridoma만 선택하여 키웠다. 105개의 hybridoma cell을

미리 incomplete Freund' s adjuvant로 감작된 마우스에 복강으로 접종한 후 10일이

경과해서 복수가 차서 복부가 팽대되어있으면 복수를 수집하고 다시 혈구응집억제

반응을 실시하고, 이어 흑염소 로타바이러스를 감작시킨 슬라이드글라스 위에서 상

기의 복수가 로타바이러스에 붙는 것을 확인하였다.

결 과

수양성 설사증을 보이고 폐사한 흑염소의 장절편을 채취하여 동결시킨 후 소의

VP8에 대한 단클론항체를 이용한 형광항체염색에서 원인체가 로타바이러스임을 확

인하였다 (F ig. 2- 1- 1). 장절편 조직의 일부를 마쇄하고 항생제를 37℃에서 1시간

처리한 후 T F 104 세포에 접종한지 16시간 후 CPE가 일어나는 바이러스를 분리하였

으며, 소의 VP8에 대한 단클론항체를 이용한 형광항체염색에서 로타바이러스임을

확인할 수 있었다 (F ig. 2- 1- 2). 또한 이렇게 확인된 바이러스를 이용하여 향후 병

성가검물의 로타바이러스 진단을 위하여 단크론성 항체를 작제하였다(표 2- 1- 1). 이

단크론성 항체를 이용하여 기 분리된 흑염소 로타바이러스를 형광항체 염색을 하였

던 바 F ig .2- 1- 2와 같은 결과를 얻을 수 있었다.
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Fig. 2- 1- 1. Detect ion of g oat rot av iru s u s ing m onoclon al ant ibody ag ains t

bov ine rotavirus . Small intes t ine of diar rh eal goat w as frozen at - 20℃. Tissue

was s ect ioned us ing m icrotom e a n d a p p lie d w it h m onoclonal ant ibody

ag ain s t bovine rotavirus VP8. T he tis sue s lide w as washed several t imes w ith

PBS. T he tis s ue s lid e w a s a pplied w ith r ab b it - a n t i- m ou s e Ig G

con ju g at ed w ith FIT C and observed us ing fluores cent microscope.
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Fig. 2- 1- 2. Confirmation of goat rotavirus using monoclonal antibody to bovine rotavirus.

Intestinal tissue was ground in PBS us ing s ea sand. The ground sample was

centrifug ed and its s upernat ant w as applied on the m onolay ered T F 104

cells on the cov er s lip. T h e c ov e r s lip w a s w a s h e d th r e e t im es w it h

P B S a n d then fixed w ith absolute acetone. The slide was stained with

monclonal antibody in parallel w ith rabbit ant i- mouse IgG conjugated w ith

F IT C. T he s lide w as obs erved under the fluores cent microscope.
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표 2- 1- 1. 분리 로타바이러스를 진단하기 위한 단크론성 항체 작성

Monoclonal antibody
Activity of hyridoma supernatant

F A HI(titer)
A21- 5 + 8
D6- 3 + 16

A10- 8 + 0
A14- 1 + 0
A7- 5 + 0
B15- 4 + 0
B17- 1 + 0
B61- 3 + 0

D27- 12 + 0
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제2절 바이러스 분리주에 대한 역학조사

서 론

로타바이러스는 세계적으로 어린이를 포함하여 어린 동물에서 심각한 설사병을

일으키는 중요한 병인체이며 (Es tes 등 1996), 보고된 바에 의하면 어린이에게 심한

위장염을 일으키는 가장 중요한 원인체로 알려져 있고, 이로 인해 20∼50%가 입원

치료를 하고 있다. 혈청학적인 조사에서는 4살까지 거의 모든 어린이에 감염되고

있음을 보여주고 있다 (Kapikian 1989). 북미에서 태어난 소의 경우 1개월령에 달하

기 전에 설사병으로 폐사하는 경우는 5%에 달하며 연간 손실액이 7억불에 이르는

것으로 추정되고 있다 (Ratafia 1987). 특히 group A 로타바이러스에 의한 감염은

1∼2주령의 소에서 낮은 발생률을 보이고 8∼16주령에는 36%에 달하며 (Gomw alk

등 1988) 생후 6일령에서도 검출되었다는 보고가 있으며 (McNulty와 Logan, 1983),

돼지에서는 3∼4주령에서 바이러스가 배출되며 2∼6주령에서 흔히 감염되고 있음이

보고 되었다 (Gelberg 등 1991, Utrera 등 1984). 양에서는 3주령 이하에서 처음 보

고 되었으나, 4일령에서는 무증상 감염이 있었다고 보고하였다 (T izipori 등 1981).

감염율은 양에서 48.6%, 어린 염소에서 28.6%에 달하고 있다 (Kaminfolo 등 1994).

또한 흑염소에서도 로타바이러스가 전 세계적으로 감염되고 있다고 보고된 바 있다

(Mendes 등 1994, Munoz 등 1996, Mendes 등 1994).

현재, 개발도상국에서는 로타바이러스로 인한 소아 사망을 년간 약 90만명으로 추

정하고 있으며 (Blacklow와 Greenberg 1991) 선진국에서는 사망사례가 적다고 추정

되고 있으나, 미국의 경우 년간 약 100명의 소아가 로타바이러스로 인하여 사망하고

있으며, 설사증을 보이고 있는 소아의 50%가 로타바이러스에 의한 것으로 알려져

이 설사증 치료에 관계되는 의료비의 총액은 연간 약 5억 달러에 이르고 있다고 보

고되고 있다 (Kapikian와 Chanock 1996, Gurw ithet 등 1981, Mata 등 1983).

로타바이러스는 매우 전염성이 높으며 외부환경에 안정하여(Hurs t 등 1980), 밀폐

된 환경에서는 감수성 있는 개체에 신속히 전파가 되며, 감염은 주로 겨울에 최고
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수준에 이르는 것으로 알려져 있다. 또한 이러한 감염양상은 위도 10°선에서 전

세계적으로 뚜렷하게 나타나며 매년 반복적으로 발생되고 있다 (Cook 등 1990).

이 연구에서는 분리된 흑염소 로타바이러스를 이용하여 전국적인 역학 조사를 실

시하였다. 조사 방법으로는 중화항체가를 측정하는 것이 타 바이러스에 비해서 까다

로웠기 때문에, 혈구응집억제 반응을 선택하여 연구에 이용하였다.

재료 및 방법

1. 바이러스 중화시험

흑염소 로타바이러스에 대한 가검혈청내 항체 수준을 측정하기 위하여 중화시험

을 실시하였다. 즉 가검혈청을 96공 플레이트에서 2배 계단희석한 후 10㎍/㎖

t ryps in으로 37℃에서 30분 처리한 100T CID50의 로타 바이러스를 각 w ell에 동량씩

넣은 후 37℃에서 1시간 반응하고, 이미 10% Fetal calf serum을 포함한 조직배양

배지 α- MEM으로 배양된 T F104 세포가 포함된 plate에 위에서 혼합한 반응물을

넣은 후 2∼3일 CO2 incubator에서 배양한 후 CPE가 나오는 것을 관찰했다. 중화

항체가는 CPE가 나온 곳까지의 희석된 배수에 역대수를 취하여 계산하였다.

2. 혈구응집반응

동정된 분리 로타바이러스를 2배 계단희석하고 0.2% bov ine serum albumin- PBS

에 희석된 사람 O형 적혈구를 동량 첨가하여 v ortexing한 후 3시간 동안 실온에서

정치하여 바이러스 혈구응집가를 정하였다.

3. 혈구응집억제반응

혈청을 10% Kaolin- PBS로 동량처리하여 비특이반응을 유발하는 응집소를 제거

하고 2배 계단희석 하였다. 바이러스는 PBS로 8HA unit가 되도록 희석한 후 계단

희석된 혈청이 들어있는 microplate 각 w ell에 동량으로 첨가한 후 vortex ing 하였

다. 실온에서 1시간동안 정치한 다음 0.2% Bovine serum albumin- PBS로 RBC를
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최종농도가 0.25%(v/v )가 되도록 희석한 후 microplate 각 w ell에 추가하고 3시간

뒤 혈구응집을 저지하는 혈청희석배수의 역수를 혈구응집억제가로 결정하였다.
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결 과

1. 흑염소 로타바이러스에 대한 항체 분포 조사를 위한 혈구응집억제 항체가와

중화항체가의 비교분석

흑염소 로타바이러스에 대한 혈중항체의 분포를 조사하기 위하여 중화시험을 수

행하는 것이 일반적으로 보편적이나, 로타바이러스의 중화시험이 타 바이러스의 중

화시험법보다 까다로운 점이 있어, 혈구응집억제반응과 비교하여 역학조사를 실시하

는데 문제점이 없는 것으로 인정되면 간편한 혈구응집억제반응법으로 대치하고자

실험을 수행하고 이를 분석하였다. 그림 2- 2- 1에서 보는 바와 같이 중화시험의 양

성항체가와 혈구응집억제가의 양의 상관관계는 없지만 두 검사 모두 역학조사를 하

는데는 아무런 문제가 없음을 알 수 있었다. 그러나 일부지역에서 분리한 혈중항체

의 중화항체가는 상당히 높은데 반하여 혈구응집억제가는 상대적으로 낮게 나타난

것을 알 수 있었다.

그림 2- 2- 1. 흑염소로타바이러스에 대한 혈구응집억제항체가와 중화항체가의 비교
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2. 흑염소 로타바이러스에 대한 전국적인 감염분포조사

전국적으로 흑염소 로타바이러스에 대한 혈중 항체분포를 혈구응집억제반응을

이용하여 역가를 측정하였다. 표2- 2- 1에서 보는 바와 같이 경기도에서는 7개 농장

의 37두에서 0∼256까지 항체가를 보이고 평균 94%의 항체양성율을 보였고, 충남에

서는 6개 농장의 18두에서 32∼512의 항체가로 100%의 항체양성율을 보였으며, 충

북은 2개 농장 2두에서 16∼128의 항체가로 100%의 양성율을 보였다. 전남지역에서

는 5개 농장 23두에서 0∼256까지 항체가로 85%의 항체양성율을, 전북에서는 5개

농장의 25두에서 0∼256까지의 항체가로 90%의 항체양성율을, 경북은 2개 농장 7두

에서 16∼256의 항체가로 100%의 항체양성율을, 강원도는 4개 농장의 17두에서 0∼

512까지 79%의 양체양성율을 보이고 있어 전국적으로 흑염소 로타바이러스에 감염

되어 있음을 알 수 있었다.
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표 2- 2- 1. 흑염소 로타바이러스에 대한 혈구응집억제항체의 전국적 분포상황

지역 혈구응집억제항체가
(검사두수) 양성율(% )

경기도

의왕 8∼128(4) 100
평택 16∼64(6) 100
이천 1 0∼256(5) 80
이천 2 32∼256(5) 100
이천 3 0∼512(5) 80
포천 32∼512(6) 100
여주 32∼256(6) 100
계 0∼512(37) 94

충청남도

논산 1 64∼256(2) 100
논산 2 32∼256(4) 100
천안 512(3) 100
대전 32∼256(6) 100
홍성 512(1) 100
부여 32∼64(2) 100
계 32∼512(18) 100

충청북도
보은 128(1) 100
증평 16(1) 100
계 16∼128(2) 100

전라남도

장성 32∼256(5) 100
고흥 1 128(4) 100
고흥 2 32∼256(5) 100
곡성 1 0∼32(4) 75
곡성 2 0∼64(4) 50
계 0∼256(23) 85

전라북도

부안 4∼32(2) 100
고창 0∼32(6) 50
남원 1 16∼32(2) 100
남원 2 2∼256(7) 100
장수 32∼128(4) 100
계 0∼256(25) 90

경상북도
울진 16∼64(2) 100
미상 16∼256(5) 100
계 16∼256(7) 100

강원도

삼척 1 0∼512(7) 85
삼척 2 64∼512(4) 100
홍천 512(3) 100
횡성 0∼512(3) 33
계 0∼512(17) 79

총계 0∼512(129) 93
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제3절 흑염소 로타바이러스의 병원성

서 론

로타바이러스는 소화기관에 감염되고 증식되는 바이러스 그룹에 속하며 발열,

구토 및 설사로 인한 탈수증이 주된 증상이다. 주 감염부위는 공장부이며 융모의

위축, 단핵세포 침윤 및 세망내피계의 병인상이 관찰된다 (Holmes 등 1975, Moon

1994). 사람과 동물에서 발견된 놀라운 사실은 로타바이러스는 성숙한 융모의 상피

세포에만 감염되고 음와세포에는 감염되지 않는다는 것이다 (S tarkey등 1986). 로

타바이러스 감염에 의한 병인론은 다음의 3가지로 알려져 있다.

첫째로, 로타바이러스에 의한 설사의 기전은 융모위축으로 시작된다. 분화된 장관

세포의 손실로 인해 소장의 기능저하가 나타나며, 소장내의 소화 흡수기능의 저하로

인하여 설사가 유발된다. 소장내 이당류 분해효소의 활성저하는 이당류를 저류시키

는 결과를 초래하여 삼투압성 설사를 일으키게 된다 (Davidson 등 1977, Graham

등 1984). 소장의 Na+K+- AT P 활성 및 g lucos e- coupled Na+의 흡수저하는 융모상

층부내의 흡수를 저하시키므로 소장에서의 물과 Na+의 균형을 깨뜨리게 됨으로서

이로 인하여 분비형 설사를 일으키게 된다 (Davidson 등 1977, Graham 등 1984).

둘째로, NSP4에 의한 바이러스 병원성에 대한 학설은 NSP4를 마우스의 구강에

접종하여 설사를 유발하는 것으로서 처음 설사와 연관된 병원성을 갖는 것을 알수

있다 (Au 등 1989). 또한, NSP4는 젖먹이 마우스에서 설사를 유발하는 내독소로도

작용한다는 것이 밝혀졌다. 이러한 작용은 칼슘의존성 신호전달을 통한 전해질의

분비를 자극하므로서 내독소의 기능을 획득하게 된다 (Au 등 1989). 이들 독소의

주요부분은 aa 114- 135로 구성된 peptide로서 젖먹이 마우스의 장에서 칼슘을 매개

로 한 전해질의 분비를 증가시킨다고 보고하였다 (Ball 등 1996). aa 114- 135

peptide 는 친수성 및 소수성으로 겹쳐져 있으며 NSP4의 세포질내 domain에 위치

하고 있다.
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셋째로, 최근에는 설사를 유발하는 것이 장벽에 있는 신경계 즉, enteric nervous

s ys tem (ENS)의 활성화에 기인한다는 보고가 있으며 (Cassuto 등 1981), ENS에 작

용하는 약물을 마우스에 투여한 연구에서 로타바이러스에 의한 질병 치료시 약물의

작용부위로 작용할 수 있음을 시사하고 있다 (Lundg ren등 2000). 따라서 장내 염

증도 ENS를 활성화 시킴으로서 장액분비를 유발할 수 있으며 (Brunss on 1994,) 그

밖에도 로타바이러스가 직접 Primary neuron에 감염되기도 하며 (W eclew icz 등

1998), toxin양 작용을 하는 NSP4에 의해 세포내 칼슘의 농도가 높아지면서 분비신

경반사를 유발하기도 한다는 것이다 (Peregrin 1997).

이 연구에서는 새로 분리된 흑염소 로타바이러스의 병원성을 확인하기 위하여,

분리된 흑염소 로타바이러스를 접종하고 바이러스의 배출 및 설사 그리고 폐사 유

무를 확인하였다.

재료 및 방법

1. 병원성 유발 시험

3개월령 흑염소 4두에 106T CID50/㎖의 바이러스 10㎖를 구강으로 접종하여 분변

내 바이러스 배출, 설사유무 및 폐사 유무를 관찰하였다.

2. 바이러스 약독화

초대분리 바이러스 상층액 1ml에 최종농도가 10㎍/㎖이 되게 t ryps in를 넣어 37℃

에서 1시간 동안 감작한 후 T F104세포 단층위에 접종하고 1시간 동안 감염시켰다.

그 후 PBS로 3회 세척하고 0.5㎍/㎖ tryps in이 첨가된 α- MEM을 추가하여 37℃,

CO2 배양기에서 CPE가 나타날 때까지 배양하였다. 세포에 70%정도 CPE가 생겼

을때 - 70℃에 냉동시키고 해동시키는 과정을 3회 반복하였다. 7,000rpm에서 5분동

안 원심분리하여 상층액을 취한 후 위에서 서술한 바와 같이 t ryps in처리하고 배양

하는 과정을 반복했다.

매 반복마다 1% ag aros e를 이용하여 바이러스를 plaque picking하였다. 즉
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60mm3 petridis h에 T F104 세포를 배양하고 바이러스약독화 실험에서 배양된 바이

러스를 104∼106배까지 희석하여 단층화된 세포위에 접종하였다. 1시간후 상층액을

제거하고, 3회 PBS로 세척한후 ag aros e를 도포하였다. ag aros e는 우선 2% ag arose

를 증류수에 녹여 끓인 후, 42℃ w ater bath에서 식히고 이미 w ater bath에서 덥혀

진 α- MEM배지와 동량으로 섞어 최종적으로 1% ag aros e를 만들었다. 이렇게 만들

어진 plate를 CO2 incubator에서 3일간 배양하고, CPE가 나타나면 pas teur pipet te을

이용하여 바이러스 plaque를 뽑아내고, 1ml의 α- MEM배지에 1시간정도 침지하였

다가, T F104 세포가 단층화된 곳에 접종함으로써 바이러스를 클로닝하였다.

3. 병원성 비교시험

야외분리주와 T F104 세포에 77대 계대시킨 106 T CID50/ ml의 흑염소 로타바이러

스를 각각 5두의 흑염소에 접종하여 대조군과 비교하여 설사 및 폐사유무를 관찰하

였다.
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결 과

1. 바이러스 배출 및 설사유발 시험

기존에 분리된 흑염소 로타바이러스의 병원성을 확인하기 위하여 로타바이러스에

대한 항체가 인정되지 않는 3개월령의 흑염소 2마리와 혈중항체가 존재하는 2마리

의 3개월령 흑염소에 분리된 흑염소 로타바이러스를 구강접종하였다. 표 2- 3- 1에서

보는 바와 같이, 항체를 가지지 않은 흑염소는 1일과 5일째 바이러스 배출이 시작되

었으며, 배출기간은 2일에서 10일까지 지속되었다. 접종 1일 후 설사를 시작한 개

체는 하루 후 설사를 멈추었으며, 접종 8일 후 설사를 시작한 개체는 7일 동안 설사

를 계속한 후 폐사하였다. 혈중항체가 존재하는 흑염소에서는 2마리 모두 2일째부

터 바이러스가 배출되어 각각 1일간과 4일간 동안 지속하였고 그 중 설사증세는 6

일째에 시작되어 2일간 지속하였으며 1마리는 설사증세를 보이지 않았다. 또한 실

험에 공여된 모든 흑염소는 로타바이러스를 분변으로 배출하는 것을 알 수 있었으

며 3마리가 설사증세를 보이고 그 중 1마리가 폐사하므로서 분리한 로타바이러스는

흑염소에서 병원성을 유발하는 바이러스임을 확인하였다.

표 2- 3- 1. Virus shedding and diarrhea in g oat infected w ith g oat rotavirus

Goat
Virus shedding(day) Diarrhea(day)

Severity
Ons et* Durat ion Ons et* Duration

A 1 2 1 1 Intermit tent

B 5 10 8 7 Death

C 2 1 - - NO

D 2 4 6 2 Intermit tent

Control 0 0 0 0

+ Control * Days after inoculat ion

2. 바이러스 병원성 시험

1에서 실험한 바이러스 병원성 시험을 재확인 할 목적으로 독립적으로 바이러스
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감염실험을 시도하였다. 이번 실험에는 제2장 3절에서 얻은 결론에 근거하여 흑염

소의 혈중항체를 고려하지 않고 연령만 3개월로 제한을 하여 실험을 수행했다. 또

한 분리바이러스를 T F104 세포에서 77대까지 계대하여 순화가 이루어졌을 것으로

사료된 계대순화바이러스를 대조군으로 한 실험이었다. 표 2- 3- 2에서 보는 바와 같

이, 분리한 로타바이러스와 77대까지 계대하여 순화시킨 바이러스를 각각 5두의 흑

염소에 접종하여 병원성 유발시험을 한 결과, 초기에 분리한 바이러스를 접종한 흑

염소 5마리 중 3마리가 설사를 하였고 그중 2마리가 폐사하였으며 순화시킨 바이러

스를 접종한 흑염소에서는 5마리중 3마리에서 설사증세를 보였으나 폐사는 일어나

지 않았다.

표 2- 3- 2. Pathog enicity of g oat rotavirus field isola te and attenuated s tra in

Virus
Goats

inoculated
Diarrhea

(No. of goat)
Death

(No. of goat)

w ild 5 3 2

attenuated* 5 3 0

Control 2 0 0

* 77 times pas sag ed in T F 104 cells
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제4절 분리된 바이러스의 유전자 분석

서 론

11개의 분절로 이루어진 ds RNA 지놈은 전기영동에 의해서 short , long pattern

으로 분류되며 사람과 동물 로타바이러스 사이에서는 Reoviridae과 바이러스의 가장

큰 특성인 핵산을 형성하는 RNA 단편들의 빈번한 교환으로 유전자 재조합과 유전

자 재배열이 발생하여 변이형 로타바이러스가 생성된다 (Es tes와 Cohen, 1989,

T aniguchi와 Urasaw a, 1995).

SA11, UK, RRV에서 temperat ive- s ens it ive mutants (ts mutants )가 분리보고되

어 있듯이 로타바이러스는 자연상태에서 유전자 재결합을 할 수 있는 능력이 있다

(Gouvea 1995, W ard 1995). 이런 현상은 바이러스의 진화에 큰 역할을 하고 있다.

Genog roup이라는 새로운 분류법은 1989년에 Nakagomi가 처음으로 주창한 것으

로 RNA 분절의 유전자 상동성에 따라 분류하는 것으로 RNA- RNA hybridizat ion에

의해서 가능하게 되었다. 로타바이러스는 과거에는 종특이성이 있는 것으로 알려

졌으나 최근에는 하나의 종에서 단일 혹은 다양한 다른 종으로 감염할 수 있는 것

으로 밝혀졌다 (Nakag omi와 Nakag omi 1991). 사람에서는 W a, DS- 1, AU- 1 3개의

g enog roup으로 분류되고 있으며, 이중 AU- 1 로타바이러스는 고양이의 FRV- 1과

유전자간 높은 상동성을 가지고 있음이 보고되었다 (Iizuka 등 1993, Nakag omi 등

1987, Nakag omi와 Nakagomi 1989). 이 유전자간의 상동성은 AU- 1 로타바이러스

가 사람과 고양이간 종간전파가 가능하다는 증거가 된다 (Nakag omi와 Nakagomi

1993). AU- 1 양 로타바이러스 즉, 동물에서 사람으로의 전파가능한 zoonos is type

의 로타바이러스는 일본을 비롯, 이탈리아, 이스라엘, 베네주엘라, 태국, 남미 등지의

유아의 설사증에서 산발적으로 보고되고 있다 (Iizuki등 1994, Gerna 등 1990, 1992,

Shif 등 1994, S teele 등 1993). 또한 AU- 1 VP4 대립유전자를 가진 사람의 로타바

이러스에 의한 AU- 1과 W a양 g enog roup, bovine양 genogroup들과의

- 28 -



interg enogroup reass ortants에 대해서도 보고된 바 있다 (Nakagomi 등 1992,

Urasaw a등 1993).

VP4는 4번째 단편에 포함되어 있는 단백질이며 당질화된 최외각 단백질이다. 이

단백질은 과거에는 VP3로 불려졌으나 3번째 단편이 다른 구조단백질이라는 사실이

밝혀지게 됨에 따라 VP4로 재명명 되었다 (Es tes 등 1983, Liu 등 1988). VP4는

이량체로 되어 있으며 로타바이러스의 외각피로부터 60개의 짧은 스파이크를 이루

며 돌출되어 있다. 스파이크의 길이는 대략 10∼12 nm로 끝부분에 문고리 형태를

이루고 있다 (Prasad 등 1988, 1990, Shaw 등 1993, Yeag er 등 1990). VP4는 많은

바이러스주에서 혈구응집 및 세포부착 등 생물학적인 기능을 하고 있다 (Bishop

1991, Galil 1986). VP4가 분자량 60KDa인 VP5와 분자량 28KDa인 VP8으로 분리

되면 감염력이 커지는 것으로 알려져 있다(Brandt 1977, Bridger 1987). 또한 바이

러스가 이렇게 분해되면 세포내로의 침투가 용이하다 (Birch 1977, Brus sow 1992).

만일 VP5와 VP8부분으로 proteas e에 의해서 분해되지 않으면 VP4는 조직배양시에

바이러스의 성장을 억제하기도 하며 (Champsaur 등 1984), protease- enhanced

plaque 형성에도 관련이 있다(Conner 1988). 또한 mice와 pig let에서는 virulence

determinant에 연관이 있다 (Eugs ter 1978). VP4에 대한 중화항체를 유기할 수 있

기 때문에 실험실에서 바이러스를 중화시킬 수 있으며 (Beards 1987), 생체내 여러

종류의 로타바이러스를 감염시켰을 때에 마우스에서 수동적으로 방어역할을 보임을

알게 되었다 (F lew ett 1976).

지금까지의 동물 로타바이러스에서의 연구결과로 중요한 것은 VP4는 776개의 아

미노산으로 이루어 졌다는 것이며, 사람의 로타바이러스는 134에서 136번 사이에서

1개의 아미노산이 빠져 775개로 구성 되었다는 것이다 (Carls on 1978). 최근에는

bovine B223 s tra in과 human s train에서 772개의 아미노산을 가진 VP4가 존재한다

는 보고가 있다 (Blanco 1991). VP4의 염기서열 중 70%가 다소 소수성이며 pH 7.0

에서 음극성을 띄며 2차구조에서 cleavage s ite앞의 아미노산 말단은 구형 구조체를

보이는 coil and turn구조를 하고 있다. 4번째 단편에서 가장 큰 변이를 보이는 염기

서열은 VP8의 71번과 204번 사이 염기들이며 84번과 180번 사이의 염기분석으로

VP4의 typing과 상호연관성이 있음을 알게 되었다 (Das 등 1993). VP4는 t ryps in을

- 29 -



처리함으로써 분리되는데 cleavag e s ite는 arg inine이 241, 247번에 위치하고 있음이

알려지게 되었다 (Lopez 등 1985). 그리고 이들 위치는 모든 로타바이러스에서 고

정되어 있다 (Carlson 1978, Connor 1967, De champs 1991, Dharakul 1991,

Echeverria 1983, Es tes 1979, F lores 1990). VP4가 VP5와 VP8로 분리됨에 따라

바이러스의 감염력이 증가하게 되며 (Clark 등 1981), VP5의 384∼401번 아미노산

에 세포 융합부위로 추정되는 영역이 있는 길다란 소수성 영역을 가지고 있다

(Macow 등 1988). VP8는 79- 192 번 아미노산에 hemagg lutinin domain이 있으며

(Bas trado 등 1980), s ialic acid를 통하여 세포에 부착할 수 있다 (Fuentes - Panana

1995, Mackow 1989, Lee 등 1995). Rhesus의 RRV와 s imian SA11 virus의 VP5와

VP8 cleavage에 있는 disulfide bond에 대한 in vitro에서의 연구로 많은 동물의 로

타바이러스는 VP5와 VP8에 각각 1개 씩의 disulfide bond를 가지고 있으며, 사람

로타바이러스에는 VP5 seg ment에 1개의 disulfide bond를 가지고 있다는 것을 알게

되었다 (F lew ett 1975).

VP7은 virion에서 두 번째로 풍부한 외피단백질이다. 초기에는 중화항원

결정기를 가진 유일한 항원일 것으로 생각되었다 (Champsaur 1984, Conner

1991). VP7은 바이러스주에 따라 다르지만 6, 7, 8번째 단편에 존재하는 당

단백질이며 326개의 아미노산으로 구성되어 있다 (Bellamy와 Both 1990).

처음 50개의 아미노산 사이에 2개의 소수성 domain (H1과 H2)이 있으며 단

백질 합성에는 처음 s tart codon보다는 두 번째 codon이 선호되고 있다

(Poruchyndky 등 1985). VP7은 처음에는 37KDa 분자량의 전구체로 합성된

다. 이 전구체는 두 번째 소수성 domain에 의해 endoplasmic reticulum쪽으

로 뻗어있고 51 번째 아미노산인 glutamine 위치에서 분리된다. 이

glutamine은 모든 분리주에서 공통으로 존재하며 (Poruchynsky 등 1985,

S tirzaker 등 1987, W hitfeld 등 1987), 전구체가 분리되면서 두 개의 소수성

부위 (1.5KDa)가 제거되고 ILe- 9, T hr- 10, Gly- 11를 포함하고 있는 아미노

말단 잔기에 의해 세망내피내에 머물러 있게 된다 (Maass와 Atkinson 1994). VP7

은 Man8GlcNA c2 와 s ingle N- linkag e를 함으로서 당질화되어 38KDa 의 당단백질
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이 된다 (Arias 등 1982, Kabcenell와 Atkinson 1985). VP7은 G s erotype으로 분류

되는 항원이며 바이러스 분리주의 핵산과 그들의 염기서열 분석을 통해 6개의

hypervarible reg ions을 나타내는 다른 G serotypes으로 분류 하게 되었다.

NSP4는 10번째 단편에 유전자가 함유되어 있으며 (Dyall- smith와 Holmes 1986,

W ard 등 1985) H1, H2, H3 등 3개의 소수성 영역을 갖는 175개의 아미노산으로 이

루어져 있다 (Both 등 1983). 또한 바이러스 복제에 중요한 두 개의 N- linked

hig h- mannos e oligosaccharide res idues를 가지고 있다 (Petrie 등 1983, Es tes 등

1989). NSP4는 세망내피막에 존재하면서 double- layered part icle의 수용체로 작용할

뿐만 아니라 바이러스 형성 동안에는 바이러스 외피단백과 상호작용을 한다 (Au 등

1989). NSP4의 당화는 바이러스가 세포막 밖으로 방출될 때 일시적으로 외피를 제

거하는데 필요하다 (Ericon등 1989, Petrie 등 1983). VP4와 VP7과의

oligomerizat ion에 대해서도 보고된 바 있다 (Maass와 Atkinson 1990). 또한 NSP4

가 바이러스의 병원성과 관련이 있음이 신생 돼지의 바이러스성 병원성 유발에 중

요한 역할을 함이 보고된 이래 (Hoshino 등 1995), 6∼10일령의 마우스에서 114∼

135아미노산 영역이 설사를 유발하는 것이 보고 되었다 (Ball 등 1996).

이 연구에서는 분리된 흑염소 로타바이러스의 VP4, VP7 및 NSP4유전자를 클로

닝하고, 염기서열을 분석한후 기존에 Genbank에 보고되어있는 로타바이러스와 비교

분석하고자 했다. 또한 NSP4 유전자는 RNA- RNA hybridizat ion을 통하여 유전자

typing (g enotyping )을 수행하였다.

재료 및 방법

1. Rotavirus RNA 추출

- 31 -



25㎠ flas k에서 단층형성된 T F104 세포에 10 MOI(mult iplicity of infect ion)의

v irus를 감염시키고 CPE가 시작될 때, 상층액을 제거하고 PBS로 3회 세척한 후

EDT A- PBS로 감염세포를 수집했다. 10,000rpm에서 5분간 원심 후 cell pellet를 100

㎕의 PBS에 부유시켰다. 용해된 세포에 UltraspecTMRNA 1 ㎖와 0.2 ㎖의

chloroform을 첨가하고 15초동안 잘 섞어준 후 4℃에서 5분간 정치시켰다. 그 후

15분동안 12,000g에서 원심분리하였다. 원심분리 후 하부의 유기물층과 그 상층에

RNA가 함유된 수층이 생기면 이 수층을 튜브에 옮기고 0.5 volume의 is opropanol

를 첨가하고 혼합한 후 0.05 volume의 RNA T ackTM Resin을 넣은 후 30초동안 진

탕하였다. 1분간 원심분리 후 상층액을 제거하고 1㎖의 75% ethanol을 첨가하고

강하게 흔든 후 30초간 원심분리시켜 침전물을 세척하는 과정을 2회 반복하였다. 상

층액은 버리고 다시 원심분리 후 남아있는 ethanol을 제거하여 RNA를 정제하였다.

DEPC처리된 물 (Biotex , BL- 5610) 1 volume에 침전물을 재부유시키고 30초간 강

하게 섞어준 후 1분간 원침시켰다. 정제된 RNA가 포함되어 있는 상층액을 새로운

튜브에 옮겨 다음 실험에 제공하였다.

2. primer

분리된 로타바이러스의 VP4, VP7, NSP4 유전자를 RT - PCR로 증폭하기 위한

primer는 다음 표 2- 4- 1과 같으며, primer는 DNASIS prog ram에 의거하여 작성하

였고 기초과학연구소에 주문하여 제작된 것을 사용하였다.
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표 2- 4- 1. Primer s equences to g enes of goat rotavirus .

Gene Orientation Sequence

VP4
F 1) 5' - AT GGCT T CACT CAT T T A- 3'

R2) 5' - GAAT GCT T GT GAAT CAT CCC- 3'

VP7
F 5' - GGCT T T AAAA GAGAGAAT T T - 3'

R 5' - GGT CACAT CAT ACAAT T CAT A - 3'

NSP4
F 5' - T T T T A AAAGT T CT GT T C- 3'

R 5' - GGT CACAT T AAGA CCAT T CC- 3'

1) F : F orw ard; 2) R: Reverse

3. cDNA 합성

5.1.1에서 서술한 것처럼 먼저 추출한 로타바이러스 RNA 10㎕에 T able 3에서 표

기한 각각의 로타바이러스 primer 0.7㎕를 가하고 100℃에서 5분간 가열하였다. 여

기에 반응액으로 5×firs t s t rand buffer (250mM T ris - Cl (pH 8.3) 4㎕, 10mM

dNT P mix tures 1㎕, 0.1M dithiothreitol (DT T ) 2㎕)를 가하여 42℃에서 5분간 반

응하고 Supers cript Ⅱ revers e trans criptas e (Gibco BRL) 1㎕를 추가한 후 42℃에

서 1시간, 70℃에서 10분간 반응시켰다.

4. Polymeras e chain reaction (PCR)

5.1.3에서 합성된 로타바이러스 cDNA 5 ㎕에 F orw ard 와 Revers e primer mix 1

㎕, 2.5 mM dNT P mix tures 4 ㎕, 10×PCR buffer 5 ㎕, w ater 31 ㎕, 25mM

Mg Cl2 2㎕, T aq polymerase (T akara) 2㎕를 첨가하였다. PCR 반응은 GeneAmp

PCR s ys tem 9600 (Perkin Elmer)에서 94℃에서 40초, 50℃에서 40초, 72℃에서 1분

동안 30회 반복 실시하였다.

5. 전기영동

PCR로 증폭된 핵산은 1% ag aros e g el 상에서 전기영동한 뒤 EtBr로 염색하여
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DNA band를 확인하였다. 50 ㎍/㎖의 EtBr을 함유한 1% ag aros e gel을 cas t ing하

고 5.1.4에서 증폭된 핵산시료를 w ell당 5㎕씩 얹고 100v olts에서 20∼30분간 전개하

였다. 전기영동용 완충용액은 T BE 완충용액 (T ris - borate 45mM, EDT A 1mM,

pH8.0)을 사용하였다.

6. 염기서열 분석

염기서열 분석은 기초과학센타에 의뢰하여 실시하였으며 약기하면 다음과 같다.

P las mid DNA (0.2㎍)와 - 21M13 universa l primer (1.6 p mol)를 Big Dye T M

T erminator Cycle s equencing Kit (Perkin Elmer, Fos ter City , CA )에 혼합 총 10㎕

가 되게 한 후 model 9700 T hermal Cycler (Perkin Elmer)에서 96℃ 2분간

denaturat ion시킨 후 PCR을 96℃ 30초, 50℃ 15초, 60℃ 4분, 60℃ 7분동안 25회 반

복 실시하였다. Pre- hydrated spin columns (Princeton Separat ions , adelphia, NJ)으

로 PCR product에 남아있는 mononucleotides를 제거하고 loading buffer

(deionized formamide/ 50 mM EDT A, pH 8.0, 5:1, v/v)에 부유시켰다. 4.5%

denaturing polyacrylamide gel (A mres co, OH)에 loading하기 전에 샘플은 90℃에

서 2분간 열을 가하고 신속히 얼음속에 정치시켰다. 샘플을 loading한후 model

377 자동 DNA s equencer (Perkin Elmer)로 1,680 volt에서 9시간 동안 전기영동을

실시하였다. 염기서열 결정은 Sequence Analys is softw are (vers ion 3.0, Perkin

Elmer)로 수행하였다.

7. 유전자형 결정

분리된 흑염소 바이러스의 VP4, VP7, NSP4 유전자의 genotype을 결정하기 위하

여 DNASIS program을 이용하여 Genbank에 보고된 사람 로타바이러스 W a

(Richardson 등, 1984: Genbank access ion No. L34161), K8 (Genbank acces s ion

No. D90260), Mc35 (Genbank access ion No. D14032), 1076 (Genbank acces s ion

No. M88480), L26 (Genbank access ion No. M58292), HAL1166 (Genbank

access ion No. D14032), 쥐의 로타바이러스 Eb (Genbank acces s ion No. L18992),

원숭이 로타바이러스 SA11 (Genbank access ion No. D16346), RRV (Genbank
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access ion No. M18736), 소의 로타바이러스 NCDV (Genbank access ion No.

M63267), UK (Genbank access ion No. M63267), 993/ 83 (Genbank acces s ion No.

D16352), 말의 로타바이러스 H2 (Genbank acces s ion No. D13397), L338 (Genbank

access ion No. D13399), 돼지 로타바이러스 MDR13 (Genbank access ion No.

L10361), OSU (Genbank access ion No. X13190), 고양이의 FRV (Genbank ass es ion

No. D10971) 그리고 양의 로타바이러스 Lp14 (Genbank acces s ion No. D14032)의

VP4유전자와 비교분석하였다.

VP7유전자는 사람 로타바이러스 W a (Genbank acces s ion No. M21843), AU1

(Genbank acces s ion No. D89873), S2 (Genbank access ion No. VGXR2S), HCR3

(Genbank access ion No. L21666), 116E (Genbank acces s ion No. L14072), L26

(Genbank acces s ion No. M58290), B37 (Genbank access ion No. J04334), 쥐의 로

타바이러스 Eb (Genbank access ion No. U08420), 원숭이 로타바이러스 SA11

(Genbank acces s ion No. AH003158), RRV (Genbank access ion No. VGSRRN), 소

의 로타바이러스 NCDV (Genbank acces s ion No. M63266), KK3 (Genbank

access ion No. D01056), 말의 로타바이러스 L338 (Genbank acces s ion No. D23549),

F 123 (Brow ing 등 1991), 돼지 로타바이러스 OSU (Genbank access ion No.

X04613), YM (Genbank access ion No. M23194), Gottfr ied (Genbank acces s ion No.

X06759) 그리고 닭의 로타바이러스인 Ch2 (Genbank access ion No. X56784) 유전자

와 비교하였다.

NSP4 유전자는 사람 로타바이러스 W a (Genbank access ion No. AF 093199),

A U- 1 (Genbank acces s ion No. D89873), KUN (Genbank access ion No. D88829),

원숭이 로타바이러스 RRV (Genbank access ion No. L41247), 소 로타바이러스

NCDV (Genbank access ion No. P04511)의 유전자와 비교하였다

8. Phylogram 작성

분리된 흑염소 로타바이러스의 NSP4 type을 알기 위하여 분석한 nucleotide

s equence를 소의 NCDV (Genbank access ion No. P04511), UK (Genbank

access ion No. K03384), 돼지 YM (Genbank access ion No. X69486), 원숭이의 RRV
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(Genbank access ion No. L41247), SA11 (Genbank access ion No. A F087678), 사람

의 W a (Genbank access ion No. AF093199), A U- 1 (Genbank access ion No.

D89873), E210 (Genbank access ion No. U59107), E201 (Genbank access ion No.

U59106), S2 (Genbank access ion No. U59104), RV3 (Palombo and Bishop 1994),

RV4 (Genbank access ion No. U59108), RV5 (Genbank access ion No. U59103)과

고양이 FRV- 1 (Genbank access ion No. D89874)과 T RICON PROGRAM을 이용하

여 phylog ram을 작성하고, 로타바이러스 중 가장 conv erseved 한 reg ion으로 알려

져 있는 NSP4의 VP4 결합부위인 131∼148 amino acid에 대한 염기서열에 대하여

RRV (Genbank acces s ion No. L41247), FRV- 1 (Genbank access ion No. D89874),

A U- 1 (Genbank access ion No. D89873), M37 (Genbank access ion No. U59109),

W a (Genbank access ion No. AF093199), NCDV (Genbank access ion No. P04511),

SA 11 (Genbank acces s ion No. AF087678), UK (Genbank access ion No. K03384)와

비교하였다.

9. RNA- RNA hybridiza tion

바이러스 g enomic RNA를 Phenol- chloroform으로 추출한 후 70mM T ris acetate

buffer (20mM mag nes ium acetate, 100mM sodium acetate, 8mM AT P, 0.5mM

GT P, 2.5mM UT P, 0.5mM s- adenosylmethionine, 0.1% bentonite, [32P]GT P, (pH

8.0)) 250㎕에 넣고 42℃에서 6시간 반응시켰다. 그 후 Phenol- chloroform으로 재추

출한 후 lithium chloride로 침전하여 s sRNA probe를 만들었다.

RNA- RNA hybridizat ion에 대한 실험은 Fig. 2처럼 수행하였다. 즉, GRV, F RV,

RRV 분리주로부터 방사선 동위원소로 표식된 ss RNA probes를 만들고 W a, AU- 1,

F RV- 1, FRV64, RRV, R2, NCDV, OSU, Eb 분리주의 dsRNA를 100℃에서 2분간

끓인후 얼음에서 2분동안 정치시켜 s sRNA를 분리하였다. 각각의 probe와 dsRNA

를 5mM T ris acetate, 152mM NaCl, 1mM EDT A, 0.1% s odium dodecyl s ulfate

(pH 7.5)로 만든 buffer에서 65℃에서 16시간 배양하여 hybridiza tion 시킨후 ethanol

로 침전시키고 62.5mM T ris hydrochloride (pH 6.8), 5% (v /v) 2- mercaptoethanol,

10%(v/v )g lycerol, 2%(w / v) sodium dodecyl sulfate, 0.001% (w t/vol) bromophenol
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blue로 만든 sample buffer에 용해시켰다. Negat ive- s trand genomic RNA와

pos it ive- s trand probe로 형성된 hybrids는 4% stacking gel이 함유된 10%

polyacrylamide g el에서 전기영동하고 ethidium bromide로 염색하고 g el을 건조시켜

X- Oma AR films (Eas tman Kodak Co., Roches ter , N.Y.)에 부착시킨 후

A utoradiographs를 하였다.
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결 과

1. 흑염소 로타바이러스 VP4 염기서열 분석

흑염소 로타바이러스를 T F104 세포에서 배양한 후 RNA를 추출하고 VP4에 특이

한 primer를 작성하여 cDNA를 제작하고, 연이어 PCR을 수행하였다. PCR에 의해

서 생긴 산물을 pGEMT 벡터에 클로닝하고 기초과학연구소에 염기서열 분석을 의

뢰하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 그림 2- 4- 1에서 보는 바와 같이 총 염기숫자

가 2,328개였으며, 이는 소 로타바이러스 C486 및 원숭이 로타바이러스 RRV의 염

기갯수와 동일함을 알 수 있었다. 그러나 FRV- 1보다는 3개의 염기가 더 많이 있

는 것을 알 수 있었다 (그림 2- 4- 1). 염기서열을 아미노산으로 치환했을 때의 숫자

는 C486 및 RRV와 동일한 숫자인 776개인 것을 알 수 있었다 (그림 2- 4- 2).
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GRV
C486
RRV
FRV

1
1
1
1

ATGGCTTCAC
**********
********G*
********TT

TCATTTATAG
**********
**********
*A********

ACAATTGCTT
***G******
**********
***G**AT*A

ACAAATTCCT
**T******A
********A*
T****C**A*

ATACAGTTGA
*C*****A**
****C*****
**GTTACGA*

50
50
50
50

GRV
C486
RRV
FRV

51
51
51
51

TTTATCTGAT
AC*T**A***
CC********
CA*C*****C

GAAATACAAG
*****C****
**********
***G*TA*C*

AAATTGGATC
**********
**********
********A*

TACAAAAACT
G**T**G***
***T**G**G
A*A****CAA

CAAAATACAA
*****CGTT*
******GTC*
ACT**CGTT*

100
100
100
100

GRV
C486
RRV
FRV

101
101
101
101

CGATCAACCC
*CG*T**T**
*T**T**T*T
*TG*T**T**

AGGTCCATTC
***A**G***
***A**C***
***G**G***

GCACAAACTG
**G*****AA
**G*****A*
********G*

GTTACGCTCC
A*******T*
****T*****
*A**T**G**

AGTGAATTGG
***T******
***T**C***
T**TG*****

150
150
150
150

GRV
C486
RRV
FRV

151
151
151
151

GGTCCTGGTG
**A*******
**********
**A*A*****

AAACGAATGA
**********
****T*****
**TTGCC***

TTCTACTACT
C**A*****A
**********
*****T**TA

GTCGAACCTG
**T*****A*
**A*****G*
**GC****AA

TATTAGATGG
*GC*T*****
**C*T*****
CTC*C*****

200
200
200
200

GRV
C486
RRV
FRV

200
200
200
200

ACCATATCAG
*********A
T**T*****A
T********A

CCAACTACGT
*****G**T*
******T***
**C***T*AC

TTAACCCACC
****T*****
*C**T*****
*C***TT***

AATAGATTAT
TG**AG****
*G********
*G*T******

TGGATGTTGT
**********
******C*A*
********AA

250
250
250
250

GRV
C486
RRV
FRV

251
251
251
251

TAGCGCCTAC
****A**A**
****A*****
*T********

GACAGCTGGT
**AC**G***
AG*******A
T*G**AA**A

GTGGTGGTGG
*****A*ATC
**A**A**A*
AGA**T*CT*

AAGGAACTAA
****T**G**
**********
****T**G**

TAATACAGAT
C******A*C
*********C
**CG**T**C

300
300
300
300

GRV
C486
RRV
FRV

301
301
301
301

CGATGGTTAG
A*********
******C***
A*******T*

CTACTATCTT
*G**A**A**
****A**T**
**TGTG*GC*

AGTTGAACCG
*A**A****C
******G**T
*********A

AACGTGACAT
**T**ACAGC
*****A****
**T**ACA*A

CAGTAACTAG
A***TGAGC*
***A***C**
ATAC*CAA**

350
350
350
350

GRV
C486
RRV
FRV

351
351
351
351

AACTTACACA
***A**T***
**G***T**G
*C*A***GT*

ATATTTGGGA
T********C
C*******A*
T**GA****C

TACAAGAACA
A*****TT**
CG*****G**
A*A*T*TC**

GATTGTAGTA
AGTAAC****
A***AC*A**
AT*GCAG**C

GCTAACACTT
T*A**TGA**
***T*TG***
T*A***GA**

400
400
400
400

GRV
C486
RRV
FRV

401
401
401
401

CACAAACACA
****G*****
*C********
**AGT**TTC

ATGGAAGTTT
G*********
******A***
G*****A***

ATTGACGTTG
G*G**TC*AA
*****T**C*
**ATTAT*CA

TTAAAACTAC
G***GCAG**
**********
*****TTG**

ACAAAATGGA
****G****T
**********
G*CTG*C***

450
450
450
450

GRV
C486
RRV
FRV

451
451
451
451

ATATATTCGC
*AT*****A*
*GC*****A*
*CG**CA*T*

AATACGGACC
**CA***T**
***A******
*****TC***

ACTACTGTCT
T********A
*T***AA***
CT*GT*AA*A

ACTCCAAAAC
**A**G****
**********
C*G*AT**GT

TTTATGCTGT
*G****GA**
*C*****C**
*A*GCT*GTG

500
500
500
500

GRV
C486
RRV
FRV

501
501
501
501

AATGAAACAT
G*********
G*********
G******AGG

AATGGTAAAA
GGA*******
**********
G*CAAC*G*G

TTTATACATA
****C**T**
**********
*G**CTGG**

TAGTGGAGAA
**A******G
**A*******
*CAA***TCG

ACGCCGAACG
**A*******
**T*****T*
T*********

550
550
550
550
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GRV
C486
SA11
FRV1

551
551
551
551

CAACTACTGG
**********
TG**C***AA
**T*A*GA*A

ATACTATTCA
T*****C**T
GT****C***
C**T****TG

ACTACAAATT
**A**T**C*
**********
****T***CA

ATGATTCGGT
T***CA*T**
*******A**
*****AACAG

GAATATGACA
A**C******
A**C**ACAG
C**CG*TT**

600
600
600
600

GRV
C486
SA11
FRV1

601
601
601
601

GCATTTTGTG
****A*****
**********
AGTGACGC**

ACTTTTATAT
*T********
**********
*A******T*

TATACCAAGA
A**T***TTA
******T***
G*****GCA*

TCAGAAGAAG
G**C******
GA*******T
**GC*GACT*

CAACATGTAC
***A***C**
**********
*T*TG*****

650
650
650
650

GRV
NCDV
SA11
FRV1

651
651
651
651

AGAATACATT
T********A
C**G******
*C****T**A

AACAATGGTC
**T*****AT
**T**C**GT
**T******T

TACCTCCAAT
****A*****
*******G**
****A*****

CCAGAACACG
A**A**T***
T*****T**A
T*****T**A

CGGAATGTGG
A*A***A***
**A**CA*T*
A*****A*T*

700
700
700
700

GRV
NCDV
SA11
FRV1

701
701
701
701

TTCCATTAGC
*A***G*TT*
*******G**
*A***G**AA

ACTTTCAGCC
GA*AGT*T*A
G********T
TA**G**T*T

AGAAATATTA
**G******G
********A*
***C*G****

TATCACCTAG
***ATA*A**
******A***
A*GACATA**

AGTTCAGGCG
**CAC*AC*T
**C***A***
**C****AT*

750
750
750
750

GRV
NCDV
SA11
FRV1

751
751
751
751

AATGAGGACA
***C*A****
*****A**T*
*****A****

TTGTCGTATC
*A**G*****
*C**T**G**
*A**AA****

TAAAACGTCA
A*****T***
A**G**A***
G*****T***

TTATGGAAAG
**********
A*T*******
**********

AGATGCAGTA
*******A**
*******A**
*A*****A**

800
800
800
800

GRV
NCDV
SA11
FRV1

801
801
801
801

CAATAGAGAC
T*********
**********
T********T

ATTATAATCC
**AG*G**AA
**C**TCGAT
**A**C**TA

GATTTAAATT
**********
**********
**********

CGCAAACTCA
T**T******
******G***
T**T**T***

ATTATTAAAT
**C*******
***G******
**A**C****

850
850
850
850

GRV
NCDV
SA11
FRV1

851
851
851
851

CTGGTGGATT
*A**G*****
*C*****GC*
*A******C*

GGGTTATAAG
***A*****A
A********A
A*********

TGGTCAGAAA
*********G
********G*
*****G****

TATCATTTAA
*G********
*T********
**********

ACCAGCGAAT
******T***
******A**C
G**CATG**C

900
900
900
900

GRV
NCDV
SA11
FRV1

901
901
901
901

TATCAATACA
*****G****
********T*
********T*

CTTACATGAG
*A**T*CC**
*G**T*CAC*
*G****CA**

AGATGGGGAA
******T***
******A**G
******A***

GAAGTAACAG
*****T**T*
**T**T****
*****G****

CACACACAAC
****T**T**
*T*****G**
****T*****

950
950
950
950

GRV
NCDV
SA11
FRV1

951
951
951
951

ATGTTCTGTA
G*****A***
G**C**A***
******A**T

AATGGAATCA
********A*
**C*****G*
*****TG***

ATGACTTCAA
****T**T**
*C**T**T**
****T**T**

CTTTAACGGA
T*A***T**T
T**C**T**G
T*A***T***

GGATCACTAC
******T***
*****GT***
**TA*GT***

1000
1000
1000
1000

GRV
NCDV
SA11
FRV1

1001
1001
1001
1001

CGACGGATTT
****T*****
*A********
*T**T*****

TGTAATATCA
C*********
*A********
**C******G

AGATATGAAG
*A********
**********
****T***G*

TAATTAAAGA
*G*****G**
**********
*C**A**G**

AAATTCCTAT
********T*
G*****T***
******T***

1050
1050
1050
1050

GRV
NCDV
SA11
FRV1

1051
1051
1051
1051

GTGTATGTTG
******A*A*
**T*******
**A*****A*

ATTATTGGGA
*C**C*****
****C*T**G
**********

CGATTCTCAA
******A***
T*****A***
T*****A***

GCTTTTAGGA
**A*****A*
**C**C****
**A*******

ATATGGTGTA
*C*****ATG
*C*****T**
*******A**

1100
1100
1100
1100
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GRV
C486
RRV
FRV

1101
1101
1101
1101

TGTGAGATCG
****C*C***
***A**G**A
***A**G***

TTAGCTGCAA
**G**A**CG
********T*
**********

ATTTAAACTC
*******T**
**********
****G**TGA

TGTAATGTGT
G*********
***T**A***
****G*A**C

ACGGGAGGTG
**A*******
**T**G****
*GT******T

1150
1150
1150
1150

GRV
C486
RRV
FRV

1151
1151
1151
1151

ATTACAGCTT
*C**T**T**
****T*****
C******T**

TGCATTACCA
***GA*T***
*********G
***G*****T

GTTGGTCAAT
******A*T*
**********
**A**CA*TC

GGCCAGTTAT
AT********
*******A**
AT**G**G**

GACTGGAGGA
******G**T
******C***
**G***T**C

1200
1200
1200
1200

GRV
C486
RRV
FRV

1201
1201
1201
1201

GCAGTTTCCT
**T**G**A*
*****G**A*
*****GA***

TACATTCAGC
*G********
*G********
**ACA**T**

TGGAGTTACG
***T**A**T
***T******
***T**A**A

TTGTCTACTC
**A**A**G*
**A**C**A*
C*A**A****

AGTTCACAGA
****T*****
**********
***AT*****

1250
1250
1250
1250

GRV
C486
RRV
FRV

1251
1251
1251
1251

TTTTGTATCA
***C******
**********
**A*******

TTAAATTCTT
********AC
**T*******
********A*

TAAGATTTAG
*G********
****G**C**
*GC****C**

ATTTAGATTA
**********
G******C**
***C*****G

GCTGTGGAAG
T*A**A****
A***GT****
**G***ACG*

1300
1300
1300
1300

GRV
C486
RRV
FRV

1301
1301
1301
1301

AACCATCGTT
****GC****
*G*****A**
*******A**

TGCGATTACT
CT*A***CTA
CT****C**C
*T*T**CT*G

AGAACTAGAT
C*G**C***G
*********G
C********A

TCAGTAGACT
*T***G**T*
*TG**G**T*
*G***G*CA*

ATATGGACTA
G********T
G*****GT**
***C***T**

1350
1350
1350
1350

GRV
C486
RRV
FRV

1351
1351
1351
1351

CCAGCTGCTA
*****G**A*
**T**A***T
*******TA*

ATCCAAACAA
*A**G**T**
*C**C**T**
*******T**

CGGGAAAGAG
TTCAC****A
T**A*****A
TAACGC***A

TGTTGTGAAG
*A**A***GA
*A**A*****
*A**A***GA

TAGCAGGTAG
****T**G**
*G**T**C**
****T*****

1400
1400
1400
1400

GRV
C486
RRV
FRV

1401
1401
1401
1401

ATTCTCATTA
***T******
*C*****C**
*******C*C

ATATCGCTAG
*****A**C*
*****AT*G*
*****A****

TTCCATCTAA
*A**G**A**
*A********
*A***A*A**

CGATGATTAC
T********T
T**C******
T*****C**T

CAGACACCAA
**********
**********
**A**G****

1450
1450
1450
1450

GRV
C486
RRV
FRV

1451
1451
1451
1451

TAGCCAACTC
**ATA**T**
**A*T**T**
*C**T**T**

AGTGACAGTT
***C**T**A
***T*****C
***T**C**G

AGACAAGATT
C*********
**********
**********

TAGAGCGGCA
****A**A**
****A**A**
*****A*A**

GTTGGGTGAG
A**A**A**A
*********A
A**A******

1500
1500
1500
1500

GRV
C486
RRV
FRV

1501
1501
1501
1501

CTTAGAGAAG
**A*****T*
**********
T*A*******

AGTTTAATGC
*A*****CAA
*A**C**C**
*A**C***T*

TTTATCGCAA
******A***
*C*C**A***
G**G**A***

GAAATAGCGA
C****C**T*
**G*******
********TG

TGTCCCAGTT
****A**AC*
****G***C*
*T*****AC*

1550
1550
1550
1550

GRV
C486
RRV
FRV

1551
1551
1551
1551

GATCGATTTG
***A***C*T
T**TT*****
T**A**CC*A

GCGTTGCTCC
*****A**A*
**A**A**T*
**AACA**A*

CATTAGATAT
*CG****C**
****G*****
*GC*T*****

GTTTTCAATG
***C******
******G***
***C******

TTTTCTGGTA
*****A**G*
**********
**C*****A*

1600
1600
1600
1600

GRV
C486
RRV
FRV

1601
1601
1601
1601

TTAAAAGCAC
****G**T**
****G*****
*A***TCA**

TATAGACGCA
*A*T******
C*****T***
GG****G***

GCTAAATCAA
**G**G**T*
**********
*TA*****T*

TGGCTACTAA
****G**G**
*********G
**A****G**

TGTAATGAAA
*********G
*********G
C**G******

1650
1650
1650
1650
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GRV
C486
RRV
FRV

1651
1651
1651
1651

AAATTTAAGA
**A*****A*
**********
*G******A*

AATCAGGTTT
*G***A**C*
**********
C****A****

AGCTAGTTCA
C****AC***
*****AC**T
***A*ACG*C

GTATCTACAT
**G**A**GC
**********
A*****GAT*

TGACAGATTC
*C**T*****
*A*****C**
*A***AGCAA

1700
1700
1700
1700

GRV
C486
RRV
FRV

1701
1701
1701
1701

ATTATCCGAC
***G**T**T
*C*G******
TA*G**G**A

GCAGCCTCTT
*****A**A*
*****T****
**G**A**A*

CAATATCAAG
****T**T**
****T*****
*TG**AG*TT

AGGAGCATCC
*A*T*****G
*********T
GACGT**GTA

ATTCGTTCAG
G**A*A****
**********
*GATCGATT*

1750
1750
1750
1750

GRV
C486
RRV
FRV

1751
1751
1751
1751

TGGGATCATC
*TA*T***A*
*T********
GCACTGTTA*

AGTTTCAGCG
T*CA*****T
**CA*****A
*T*GC**AGA

TGGACAGATG
*****G**A*
**********
GCT*G**T*T

TCTCAACACA
*A**T*ACAT
**********
CA*TGCA*GT

AGTTACTGAC
TACAT*A**T
*A*C*****T
*AG*GA****

1800
1800
1800
1800

GRV
C486
RRV
FRV

1801
1801
1801
1801

ATTTCTTCGT
***AATGT*A
G*******A*
T*AAGG**TA

CTGTTAGTAC
*AACG**CT*
****C***T*
TGCAGGACGT

GATTTCAACG
***C**T**A
***C**G**A
ATCAA**CAA

CAGACTTCGA
*****A**A*
********A*
GTGT*AAATG

CTATTAGTAG
*A*A***C**
**********
TG*G***A*A

1850
1850
1850
1850

GRV
C486
RRV
FRV

1851
1851
1851
1851

AAGGTTGAGA
******A***
*C**C*AC**
TTT*AGATTG

CTAAAAGAAA
**********
**********
AA*G*GTTC*

TGGCTACTCA
****G*****
*******G**
C*A*GCAAAC

AACAGAAGGA
***G**C**T
*********G
TGATACTTT*

ATGAATTTTG
**********
********C*
*GCTT*GA**

1900
1900
1900
1900

GRV
C486
RRV
FRV

1901
1901
1901
1901

ATGATATATC
**********
**********
*CATCTCTG*

CGCCGCAGTA
A**A******
T**T******
A**T*T*TTG

TTAAAAACTA
C*C**G****
**G**G****
AAG*CG*AAC

AAATTGATAG
*********A
********C*
T*GACA*ATC

ATCTACTCAG
***A**C***
***C*****A
GA*GCAAATT

1950
1950
1950
1950

GRV
C486
RRV
FRV

1951
1951
1951
1951

ATTTCTCCAC
T*AAA*A**A
**A******A
TCACAA*AAA

ACACGCTACC
*T**AT*G**
****AT****
CG*T**C*GA

AGATATTGTC
G**A**A**A
******A***
TAT***A*CT

ACTGAGGCTT
**********
*****A****
GAGTCAT**G

CGGAAAAGTT
*A********
*A**G*****
AAA*GTTTA*

2000
2000
2000
2000

GRV
C486
RRV
FRV

2001
2001
2001
2001

TATTCCTAAT
***A**A***
**********
ACCGAAA*GA

AGAGCATATA
*****G**C*
*****G**C*
TCGTACAGA*

GAGTAATAAA
*T*****T**
*******T**
T***TGATG*

TAATGATGAA
AGA*******
**********
GG**ACC*C*

GTGTTTGAAG
***C*A**G*
**C*******
T*CGAAACT*

2050
2050
2050
2050

GRV
C486
RRV
FRV

2051
2051
2051
2051

CTGGAACAGA
**A*T**T**
*G********
GAATTGAC*G

TGGTAGGTTT
*****AA*A*
***A**A*A*
AACGTTT*A*

TTTGCTTATC
**C*****CA
*****G****
GC*TACA*AG

GCGTTGAAAC
AA******C*
*T********
T**A*AC*TT

ATTCGAAGAA
CA*TTTGA*G
G*****T***
TAAT***ATT

2100
2100
2100
2100

GRV
C486
RRV
FRV

2101
2101
2101
2101

ATACCGTTCG
*G*TTCCATT
**T**A**T*
CCGTTTGATA

ATGTGCAGAA
CGA**T*C**
*******A**
TG*AA*GATT

ATTTGCGGAT
***C**T**C
G*****A***
TAA*AAATTA

TTAGTGACTG
**********
C****A****
A**ACAGACT

ATTCTCCAGT
*C**A*****
*C*****G**
CACCAGTTT*

2150
2150
2150
2150

GRV
C486
RRV
FRV

2151
2151
2151
2151

GATCTCAGCT
T**A**G**A
C********C
ATCAG**ATA

ATAATAGATT
*****T**C*
**T*****C*
***GACTTTA

TCAAGACATT
*T**A**TC*
*T******C*
AG*C*TT*AA

GAAGAATTTG
T******C*A
C******C*A
***CTTAAAC

AATGATAATT
**********
**C**C****
G**A**T**G

2200
2200
2200
2200
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GRV
C486
RRV
FRV

2201
2201
2201
2201

ATGGTATTAG
*C**A**A**
**********
GAATA*CA*A

TAAACAACAA
C*G*******
**GG******
G******GCC

GCATTTAATT
***C*A***C
*********C
ATGGAACTA*

TGTTAAGATC
CTAAG*****
**C*******
*ACATTC*AA

CGATCCAAGG
T*****GC*A
*********A
TCCAAAG*CA

2250
2250
2250
2250

GRV
C486
RRV
FRV

2251
2251
2251
2251

GTATTACGTG
**********
**********
T**AA*GAGT

AGTTCATTAA
*A**T*****
*A**T**C**
TTA*A*A***

TCAAGATAAT
***G******
******C***
*A*TA**CCA

CCAATAATAC
**********
********T*
ATA**T*G*A

GGAACAGGAT
*A**T*G***
*T*****A**
AT*GA*TTGA

2300
2300
2300
2300

GRV
C486
RRV
FRV

2301
2301
2301
2301

TGAACAATTA
A***AGT**G
******G***
AA*TTT*A**

ATAATGCAAT
**********
********G*
TCGCA*TGTA

GTAGATTG
**CGC***
*****C**
*GTTG

그림 2- 4- 1. Comparison of VP4 nucleot ide s equences betw een GRV and

other s trains .
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GRV
C486
RRV
FRV

1
1
1
1

MASLIYRQLL
**********
**********
**********

TNSYTVDLSD
******E***
**********
S***VTNI**

EIQEIGSTKT
**********
**********
*VN***TK**

QNTTINPGPF
**V*V*****
**V***L***
T*V*V*****

AQTGYAPVNW
***N**S***
**********
********D*

50
50
50
50

GRV
C486
RRV
FRV

51
51
51
51

GPGETNDSTT
**********
**********
*H**LP***L

VEPVLDGPYQ
**********
**********
*Q*T******

PTTFNPPIDY
*******VS*
**S****V**
**SL*L*V**

WMLLAPTTAG
*******N**
*******A**
***I***REG

VVVEGTNNTD
**DQ*****N
**********
RVA****T**

100
100
100
100

GRV
C486
RRV
FRV

101
101
101
101

RWLATILVEP
*******IK*
**********
**F*CV****

NVTSVTRTYT
**QQ*E****
****E**S**
**QNTQ*Q*V

IFGIQEQIVV
L**Q*V*VT*
L**T****TI
*D*QNV*LQV

ANTSQTQWKF
S*D***K***
*YA*******
S*D*S*S***

IDVVKTTQNG
V*LS*Q**D*
VKL**Q****
VLFI*L**D*

150
150
150
150

GRV
C486
RRV
FRV

151
151
151
151

IYSQYGPLLS
N***H*****
S*******Q*
T*T**S**ST

TPKLYAVMKH
**********
*****G****
PH**CSW**R

NGKIYTYSGE
G******N**
*******N**
DNRV*W*Q*S

TPNATTGYYS
**********
***V**K***
S***SES**L

TTNYDSVNMT
***F*T****
**********
*I*N*NSNVS

200
200
200
200

GRV
C486
RRV
FRV

200
200
200
200

AFCDFYIIPR
*Y*******L
**********
SDAEF*L**Q

SEEATCTEYI
AQ**K*****
E**S******
*QT*M**Q**

MNGLPPIQNT
N*********
N*********
N*********

RNVVPLALSA
**I**VSIVS
**I*******
**I**VNIAS

RNIISPRVQA
***VYT*A*P
*****H*A**
*Q*KDI*A*M

250
250
250
250

GRV
C486
RRV
FRV

251
251
251
251

NEDIVVSKTS
*Q********
**********
*****I****

LWKEMQYNRD
**********
**********
**********

IIIRFKFANS
*V********
*T******S*
**********

IIKSGGLGYK
**********
*V********
**********

WSEISFKPAN
***V******
**********
********M*

300
300
300
300

GRV
C486
RRV
FRV

301
301
301
301

YQYTYMRDGE
*****T****
*****T****
*****T****

EVTAHTTCSV
**********
D*********
**********

NGMNDFNFNG
**I****Y**
**********
**V****Y**

GSLPTDFVIS
**********
*******I**
*T*****A**

RYEVIKENSY
K********F
**********
*F********

350
350
350
350

GRV
C486
RRV
FRV

351
351
351
351

VYVDYWDDSQ
**I*******
**********
**********

AFRNMVYVRS
**********
**********
**********

LAANLNSVMC
***D******
********I*
******D*V*

TGGDYSFALP
********I*
**********
S**S******

VGQWPVMTGG
**NYP*****
**********
**NH***S**

400
400
400
400

GRV
C486
RRV
FRV

401
401
401
401

AVSLHSAGVT
**********
**********
**T*T*****

LSTQFTDFVS
**********
**********
****Y**Y**

LNSLRFRFRL
**********
F*********
**********

AVEEPSFAIT
S****P*S*L
T******S**
**S****S*S

RTRVSRLYGL
*****G****
****GG****
***M*GI***

450
450
450
450

GRV
C486
RRV
FRV

451
451
451
451

PAANPNNGKE
***K***SQ*
***Y******
**V****NA*

CCEVAGRFSL
YY*I******
YY*****L**
YYEI******

ISLVPSNDDY
**********
**I*******
*****T****

QTPIANSVTV
****I*****
****T*****
**********

RQDLERQLGE
**********
**********
**********

500
500
500
500

GRV
C486
RRV
FRV

501
501
501
501

LREEFNALSQ
**D***N***
**********
******S***

EIAMSQLIDL
Q*********
********Y*
***V******

ALLPLDMFSM
**********
**********
*T********

FSGIKSTIDA
**********
**********
*******VE*

AKSMATNVMK
**********
******S***
V***T*****

550
550
550
550
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GRV
C486
RRV
FRV

551
551
551
551

KFKKSQLASS
R****S**N*
T****G**N*
***T*S**NA

VSTLTDSLSD
**********
**********
I*D**SNM*E

AASSISRGAS
*******S**
**********
****VRLTSV

IRSVGSSVSA
V***S*TA**
*******A**
RSIGTVTLPR

WTDVSTQVTD
**E**NIS**
*******I**
ARVSLQVSD*

600
600
600
600

GRV
C486
RRV
FRV

601
601
601
601

ISSSVSTIST
*NVTT*S***
V*********
LR*MQDVSTQ

QTSTISRRLR
**********
**********
VSNVSRNLRL

LKEMATQTEG
********D*
**********
KEFTTQTDTL

MNFDDISAAV
**********
**********
SFDDISA*VL

LKTKIDRSTQ
******K***
**********
KTKLDKSTQI

650
650
650
650

GRV
C486
RRV
FRV

651
651
651
651

ISPHTLPDIV
LNYNT**E**
**********
SQQTMPDI*A

TEASEKFIPN
**********
**********
ESSEKFIPKR

RAYRVINNDE
******KD**
**********
SYRIVDEDTA

VFEAGTDGRF
*L**S**GKY
**********
FETGIDGTFY

FAYRVETFEE
***K***ILK
********D*
AYKVDTFN*I

700
700
700
700

GRV
C486
RRV
FRV

701
701
701
701

IPFDVQKFAD
RFHSMY****
**********
PFDMERFNKL

LVTDSPVISA
**********
**********
ITDSPVLSAI

IIDFKTLKNL
**********
**********
*DFKTLKNLN

NDNYGISKQQ
*******R**
*******R**
DNYGITK**A

AFNLLRSDPR
*L********
**********
MEL*HSNPKT

750
750
750
750

GRV
C486
RRV
FRV

751
751
751
751

VLREFINQDN
**********
**********
LKEFINNNNP

PIIRNRIEQL
********S*
**********
I*RNRIENLI

IMQCRL
******
******
SQCRL

800
800
800
800

그림 2- 4- 2. Comparison of VP4 amino acid sequences betw een GRV and

other s trains .

2. 흑염소 로타바이러스 VP4의 p type 결정

분리된 흑염소 로타바이러스의 VP4 type을 알기 위하여 분석한 nucleot ide와

amino acid를 소 유래 NCDV, UK, B223, 993/ 83, 돼지 유래 OSU, MDR13, 원숭

이 유래 RRV, 사람 유래 AU- 1, SA11, 1076, K8, 69M, Mc35, HAL1166, 말 유래

L338, 설치류 유래 Eb, 양 유래 Lp14 등 로타바이러스 분리주의 VP4와 s equence

homology를 비교한결과 type 1의 NCDV와는 71/75%, type2에 속하는 SA11과는

79/88%, type3에 속하는 RRV가 83/91%의 상동성을 보였으며, type 4에 속하는 L26

과는 72/71%, type 5에 속하는 UK와는 72/ 76% , type 6에 속하는 1076과는 72/72%,

type 7에 속하는 OSU와는 75/80%, type 9에 속하는 W a와는 72/71%, type 9에 속

하는 K8과는 70/69%, type 10에 속하는 69M과는 76/85%, type 11에 속하는 B223
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과는 60/ 81% , type 12에 속하는 B2와는 75/ 81% , type 13에 속하는 MDR13과는

75/78%, type 14에 속하는 Mc35와는 70/70%, type 15에 속하는 Lp14와는 76/82%,

type 16에 속하는 Eb와는 71/76%, type 17에 속하는 993/83과는 67/63%, type 18에

속하는 HAL1166과는 70/ 71% , type 19에 속하는 L338과는 75/78% 의 상동성을 보

였다. 이중 3형에 속하는 RRV와 83/91%의 상동성을 보여 분리한 흑염소 로타바이

러스는 3형과 가장 유사함을 알 수 있었다(표 2- 4- 2).
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표 2- 4- 2. Sequence homology betw een VP4 of goat rotavirus and those of

other rotavirus s trains

S tra ins VP4 genotype P serotype
% s equence homolog y

Nucleot ide Amino acid

NCDV 1 P6 71 75

SA 11 2 P6 79 88

RRV 3 P5 83 91

L26 4 72 71

UK 5 P7 72 76

1076 6 P2A 72 72

OSU 7 P9 75 80

W a 8 P1A 72 71

K8 9 P3A 70 69

69M 10 P4 76 85

B223 11 P8 60 60

H2 12 75 81

MDR13 13 75 78

Mc35 14 P3B 70 70

Lp14 15 76 82

Eb 16 P10 71 76

993/83 17 67 63

HAL1166 18 P11 70 71

L338 19 75 78
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3. 흑염소 로타바이러스 VP7의 염기서열

흑염소 로타바이러스를 T F104 세포에서 배양한 후 RNA를 추출하고 VP7에 특이

한 primer를 작성하여 cDNA를 제작하고, 연이어 PCR을 수행하였다. PCR에 의해

서 생긴 산물을 pGEMT 벡터에 클로닝하고 기초과학연구소에 염기서열 분석을 의

뢰하여 F ig . 7과 같은 결과를 얻었다. F ig . 7에서 보는 바와 같이 총 염기숫자가

978개였으며, 이는 소 로타바이러스 NCDV 및 원숭이 로타바이러스 SA11, 사람의

A U- 1의 염기갯수와 동일함을 알 수 있었다 (그림 2- 4- 3). 또한 염기서열을 아미노

산으로 치환했을 때의 숫자는 NCDV, SA 11 및 AU- 1과 동일한 숫자인 326개인 것

을 알 수 있었다 (그림 2- 4- 4)..
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GRV
NCDV
SA11
AU-1

1
1
1
1

ATGTATGGTA
**********
**********
**********

TTGAATATAC
**********
**********
**********

CACAATTCTA
**********
****G*****
****G**T**

ACCCTTTTGA
*T*T*C****
***T**C***
***T******

TATCATTCAT
C***GA*T*C
****GA*T**
*****G*T**

50
50
50
50

GRV
NCDV
SA11
AU-1

51
51
51
51

TTTATTGAAC
A********T
*C**C*A**T
A********T

TATATATTAA
*****C****
**C***C*T*
**CG**C*C*

AATCTTTAAC
****AA****
****A*****
****A*****

CAGAGTGATG
G***A*****
T***A*A***
T***A*A***

GACTTCATTA
****AT**A*
****GT**A*
*****T****

100
100
100
100

GRV
NCDV
SA11
AU-1

101
101
101
101

TTTACAGATT
**********
****T*****
**********

TCTTTTCATT
***GC*T**A
G********A
******A***

ATAGTTGTTT
G****GA*C*
**T**GA*A*
******A*AC

TGTCACCATT
**G*CA*CA*
**********
**********

ACTGAAAGCT
*A*A**T**G
T**C*G***A
C**T**T**A

150
150
150
150

GRV
NCDV
SA11
AU-1

151
151
151
151

CAAAATTACG
*****C**T*
********T*
********T*

GGATTAATCT
*AG*A***T*
*T********
*A**A*****

GCCAATTACT
*********A
T*****C**A
T**G******

GGTTCAATGG
**********
**C**C****
**A*******

ATACTGCATA
*******G**
*C********
*C**AC****

200
200
200
200

GRV
NCDV
SA11
AU-1

200
200
200
200

CGCTAATTCT
T**AG*C***
*********A
TA*G**C**A

ACACAAGAAG
******AGT*
**G*******
****G***G*

AAACTTTCCT
*GC*A**TT*
****A*****
**GTA*****

CACATCAACT
G********C
***T**T**A
AA*T**G***

CTGTGCTTAT
**T**T**G*
**T**CC***
T*A**T**G*

250
250
250
250

GRV
NCDV
SA11
AU-1

251
251
251
251

ATTATCCAAC
*******TGT
*******G**
****C*****

TGAAGCGGCG
***G**AT*A
***G**T***
******A**A

ACTGAAATAA
*AC******G
**********
**A*******

ATGATAATTC
C*****CCGA
*C********
**********

GTGGAAAGAT
A*********
A********C
A*****G***

300
300
300
300

GRV
NCDV
SA11
AU-1

301
301
301
301

ACACTCTCTC
**CT*A**A*
*****G**A*
*****T****

AACTGTTTTT
**T****C**
****A***C*
*G**A****G

GACTAAGGGA
***A**A***
T**G**A**G
T*****A***

TGGCCCACCG
*****A**A*
*****A**T*
*****A**A*

GATCCGTTTA
****A**G**
*******A**
*****A****

350
350
350
350

GRV
NCDV
SA11
AU-1

351
351
351
351

TTTTAAAGAA
CC********
**********
*********T

TACGCTGATA
**T*******
**TA**A*C*
**TA**A***

TCGCTTCTTT
*A**GG*C**
*T**A**G**
*T**C**G**

TTCAGTCGAT
******G**A
***T**T***
******T***

CCGCAATTGT
**A**G**A*
*****G****
**A*****A*

400
400
400
400

GRV
NCDV
SA11
AU-1

401
401
401
401

ACTGCGACTA
G*GATT*TA*
*T**T**T**
****T**T**

TAATGTAGTA
****T****T
***C******
****T*G***

CTAATGAAAT
T*********
**********
T*********

ATGATGCAAC
*****TCT**
****C**G**
*C**C**T**

TTTGCAATTG
ACAAG**C*A
G*********
AC*****C**

450
450
450
450

GRV
NCDV
SA11
AU-1

451
451
451
451

GACATGTCCG
**T*****T*
**T*****A*
**********

AACTAGCTGA
**T*G**C**
****T**G**
*******A**

TCTAATATTG
***T******
*********A
***GT**C*T

AATGAATGGC
**C*******
**C******T
*****G***T

TGTGCAATCC
**********
****T*****
*A**T*****

500
500
500
500

GRV
NCDV
SA11
AU-1

501
501
501
501

AATGGACATT
*********A
******T***
T*****T***

ACTCTATATT
**G*******
*****G****
***T*G****

ATTATCAACA
*******G**
*******G**
**********

AACAGATGAA
G**T******
***T**C***
***T*****G

GCTAACAAAT
**A**T****
**G**T****
**A**T****

550
550
550
550
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GRV
NCDV
SA11
AU-1

551
551
551
551

GGATTTCTAT
****A**A*C
****A**A**
*******A**

GGGATCTTCG
***C*****T
***C**A**A
******A**T

TGCACAATAA
*****GG*T*
**T*****T*
**T**C****

AAGTATGTCC
****G*****
**********
*G********

GCTTAATACA
AT*A******
A*********
A**A******

600
600
600
600

GRV
NCDV
SA11
AU-1

601
601
601
601

ACGACTCTTG
CAA**A****
CAA*******
CAA**AT*A*

GAATCGGTTG
*T**T**A**
****T**A**
****T**G**

TTTAACTACT
*C***TA***
C**G**A***
CC********

GATGCGACAA
A**C*AGAC*
*****T****
***A*A*AC*

CATTCGAAGA
*G**T***AC
*T**T*****
*G********

650
650
650
650

GRV
NCDV
SA11
AU-1

651
651
651
651

AGTTGCTACA
******G***
******G***
******A***

GCTGAGAAAT
ATG*****G*
*****A**G*
**********

TGGTAATTAC
*A**G*****
**********
*A**G*****

TGACGTCGTC
A**T**T**A
******G**T
******T**A

GATGGAGTGA
*****T**C*
*****C**T*
*****G**C*

700
700
700
700

GRV
NCDV
SA11
AU-1

701
701
701
701

ATCATAAACT
****C***T*
*******G**
********T*

TGACGTTACA
AAA***C***
G**T**C***
GA****G**G

ACTGCTACTT
**G*A***G*
**A**A**G*
**AAAC****

GCACTATTAG
****C**AC*
*T********
*T**A**C**

AAATTGTAAA
C**C******
***C*****G
**********

750
750
750
750

GRV
NCDV
SA11
AU-1

751
751
751
751

AAATTGGGAC
**G**A****
**********
*****A****

CAAGAGAAAA
****G**G**
**********
****G*****

CGTGGCAGTA
***Q*****C
***A**C**T
***A*****T

ATTCAAGTTG
**A**G**A*
**A*******
**A**G****

GAGGTTCTGA
*C**CG*AA*
*T********
*T**C**A**

800
800
800
800

GRV
NCDV
SA11
AU-1

801
801
801
801

CGTTCTTGAT
T***T*A**C
*A*C**C***
TA*A*****C

ATAACAGCTG
**C*******
*****T****
**********

ATCCAACTAC
*******A**
**********
*******G**

AGCACCGCAG
TA****A***
T*****A***
***G**A**A

ACTGAAAGAA
**A**G****
**A***C*G*
**A*******

850
850
850
850

GRV
NCDV
SA11
AU-1

851
851
851
851

TGATGCGTAT
*******A**
*******A**
*******AG*

TAATTGGAAA
A*********
***C******
G********G

AAATGGTGGC
**********
**********
**********

ACGTATTCTA
*A**G**T**
*A**T**T**
*A*****T**

CACAGTAGTT
***G*****G
T**T*****A
T***A*****

900
900
900
900

GRV
NCDV
SA11
AU-1

901
901
901
901

GACTATATAA
**T**CG*C*
******G**G
*****CGTG*

ATCAAATAAT
****G*****
****G*****
*******TG*

ACAAGCAATG
T**GA*****
*****TT***
G*****G***

TCCAAAAGAT
**********
**********
**********

CACGATCACT
*TA****G**
**A*******
*GA*****T*

950
950
950
950

GRV
NCDV
SA11
AU-1

951
951
951
951

GAACTCTGCT
T**T**GT*G
A**T**A**A
A***A*****

GCATTCTACT
**G*******
*****T**T*
*****T****

ATAGAGTT
*******G
*C*****G
*C**GA*A

1000
1000
1000
1000

그림 2- 4- 3. Comparison of VP7 nucleot ide sequence betw een GRV and other

s trains .
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GRV
NCDV
SA11
AU-1

1
1
1
1

MYGIEYTTIL
**********
********V*
********V*

TLLISFILLN
*F*T*IT***
*****I****
*F***V****

YILKSLTRVM
*****I**M*
********I*
*V******I*

DFIIVRFLFI
*Y**Y***L*
*C**Y*L***
****Y***L*

IVVLSPLLKA
V*I*ATIIN*
**I***F*R*
******F*N*

50
50
50
50

GRV
NCDV
SA11
AU-1

51
51
51
51

QNYGINLPIT
****V*****
**********
**********

GSMDTAYANS
********D*
*****P*T**
**********

TQEETFLTST
**S*P*****
*R**V*****
**********

LSLYYPTEAA
*C****V**S
*C********
*C********

TEINDNSWKD
N**A*TEW**
**********
**********

100
100
100
100

GRV
NCDV
SA11
AU-1

101
101
101
101

TLSQLFLTKG
**********
**********
******C***

WPTGSVYFKE
*******L**
**********
*****I***D

YAKIASFSVD
**D**A***E
*TN*******
*TN*******

PQLYCDYNVV
********L*
**********
********L*

LMKYDATLQL
*****S*QE*
**********
**********

150
150
150
150

GRV
NCDV
SA11
AU-1

151
151
151
151

DMSELADLIL
**********
**********
********L*

NEWLCNPMDI
**********
**********
**********

TLYYYQQTDE
**********
**********
**********

ANKWISMGSS
******T***
**********
**********

CTIKVCPLNT
**V*******
**********
**********

200
200
200
200

GRV
NCDV
SA11
AU-1

200
200
200
200

QTLGIGCLTT
********I*
**********
**********

DATTFEEVAT
NPD***T***
**********
*TN*******

AEKLVITDVV
M*********
**********
**********

DGVNHKLDVT
*******N**
**********
*******N**

TATCTIRNCK
**********
**********
*N********

250
250
250
250

GRV
NCDV
SA11
AU-1

251
251
251
251

KLGPRENVAV
**********
**********
**********

IQVGGSDVLD
*****AN***
*******I**
*******I**

ITADPTTAPQ
*******T**
**********
**********

TERMMRINWK
**********
**********
**R***V***

KWWQVFYTVV
**********
**********
********I*

300
300
300
300

GRV
NCDV
SA11
AU-1

301
301
301
301

KYINQIIQAM
D*V*****T*
D*VD****V*
D*V***V***

SKRSRSLNSA
*********S
**********
**********

AFYYRV
******
******
*****I

350
350
350
350

그림 2- 4- 4. Comparison of VP7 amino acid sequence betw een GRV and other

s trains
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4. 흑염소 로타바이러스 VP7의 g type 결정

분리된 흑염소 로타바이러스의 VP7 type을 알기 위하여 분석한 nucleotide와

amino acid를 소 유래 NCDV, KK3, 돼지 유래 OSU, YM, 원숭이 유래 RRV,

SA 11, 사람 유래 W a, Gottfr ied, HCR3, 말 유래 L338, F123, 설치류 유래 Eb, 닭

유래 Ch2 등 로타바이러스 분리주와 sequence homolog y를 비교하였다(표 2- 4- 3).

type 1에 속하는 W a와는 75/81%, type 2에 속하는 S2와는 75/75%, type 3에 속하

는 Eb와는 77/89%, HCR3와는 85/95%, RRV와는 76/81%, SA11과는 83/ 95% , type

4에 속하는 Gottfr ied와는 75/78%, type 5에 속하는 OSU와는 78/85%, type 6에 속

하는 NCDV와는 77/85%, type 7에 속하는 Ch2와는 67/59%, type 8에 속하는 B37

과는 75/80%, type 9에 속하는 116E와는 77/85%, type 10에 속하는 KK3와는

77/83%, type 11에 속하는 YM과는 78/88%, type 12에 속하는 L26과는 75/ 81% ,

type 13에 속하는 L338과는 77/ 82% , type 14에 속하는 F123과는 83/87%의 상동성

을 보였다. 이중 3형에 속하는 Eb, HCR3, RRV, SA11과 76∼85/ 81∼95%로 가장 높

은 상동성을 보여 분리한 흑염소 로타바이러스는 3형과 가장 유사함을 알 수 있었

다.
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표 2- 4- 3. Sequence homology betw een VP7 gene of g oat rotavirus and

thos e of other rotavirus s trains

S tra ins G type

% sequence ident ity w ith other
rotav irus es

Nucleotide Amino acid

W a 1 75 81

S2 2 75 75

Eb 3 77 89

HCR3 3 85 95

RRV 3 76 81

SA11 3 83 95

Gottfr ied 4 75 78

OSU 5 78 85

NCDV 6 77 85

Ch2 7 67 59

B37 8 75 80

116E 9 77 85

KK3 10 77 83

YM 11 78 88

L26 12 75 81

L338 13 77 82

F123 14 83 87
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5. 흑염소 로타바이러스 NSP4의 염기서열 분석

흑염소 로타바이러스를 T F104세포에서 배양한 후 RNA를 추출하고 NSP4에 특이

한 primer를 작성하여 cDNA를 제작하고, 연이어 PCR을 수행하였다. PCR에 의해

서 생긴 산물을 pGEMT 벡터에 클로닝하고 기초과학연구소에 염기서열 분석을 의

뢰하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 그림 2- 4- 5에서 보는 바와 같이 총 염기숫자

가 525개였으며, 이는 소로타바이러스 NCDV, 원숭이의 RRV, 고양이 FRV, 사람의

W a, AU- 1, KUN의 염기갯수와 동일함을 알 수 있었다. 염기서열을 아미노산으로

치환했을 때의 숫자는 NCDV, RRV, F RV, W a, AU- 1, KUN과 동일한 숫자인 175

개인 것을 알 수 있었다 (그림 2- 4- 6).
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GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

1
1
1
1
1
1
1

ATGGAAAAGC
**********
**********
**********
*****T****
**********
*********T

TTACCGACCT
**********
**********
**********
**G*******
**********
**********

CAATTACACA
***C**T***
***C******
**********
***C******
***C******
*********G

TTGAGTGTAA
*C********
*********G
**********
**********
**********
**********

TCACTCTTAT
*******A**
*******C**
**********
*****TCA**
**********
*****T*A**

50
50
50
50
50
50
50

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

51
51
51
51
51
51
51

GAATGATACG
***CAGC**A
*********T
******C***
******C**A
******C***
****AG***A

TTGCATACTA
*****C**G*
**A*****C*
********C*
******T***
********C*
**A*****A*

TAATGGAGGA
**C*C*****
**********
**********
****TC*A**
**********
**C*A*****

TCCTGGAATG
***A**G***
**********
**********
**********
**********
***A******

GCGTATTTTC
**********
**********
*****C****
**********
*****C****
**********

100
100
100
100
100
100
100

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

101
101
101
101
101
101
101

CATACATAGC
*T**T*****
*******T**
****T**T**
T***T**T**
****T**T**
*T**T**T**

TTCTGTTCTA
A*****C***
******C***
******C***
**********
******C***
A*****C**G

ACTGTACTAT
**A**TT*G*
**********
********G*
**A**TT*G*
********G*
**A**TT*G*

TCACATTACA
****G**G**
*T********
*T**G*****
**********
*T**G*****
**********

TAAAGCTTCG
C*****A**T
***G**C***
*********A
*********A
*********A
C*****G**A

150
150
150
150
150
150
150

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

151
151
151
151
151
151
151

ATTCCAACCA
********A*
G*********
********T*
**********
********T*
********G*

TGAAAATTGC
**********
****G*****
****G*****
*******A**
****G*****
*******A**

CCTTAAAACG
A**G**G***
T*********
T****G***A
AT*G*****A
TC***G***A
AT*G**G***

TCAAAATGCT
**C*****T*
*****G**T*
*****G****
********T*
****GG****
**********

CATATAAAGT
**********
**********
**********
**********
**********
*G********

200
200
200
200
200
200
200

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

201
201
201
201
201
201
201

AATCAAATAT
GG*G**G***
*********C
******G***
G**T******
******G***
*G*A**G***

TGTATCGTAT
*****T**GA
**C**T**G*
*****T****
*****A**CA
*****T****
**C**T***A

CGATTTTTAA
*******C**
*A********
*A**C*****
*****A****
*A**C*****
****CC****

CACTCTGTTG
T**GT*****
******A***
****T*AC*A
T*****T**A
****T*AC*A
T**AT*A**A

AAACTGGCTG
***T****A*
**********
**********
***T******
**********
***T*A**A*

250
250
250
250
250
250
250

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

251
251
251
251
251
251
251

GATATAAAGA
*T********
**********
*G********
**********
*G********
*T**C*****

ACAAATCACT
***G**T***
******T***
***G**T***
G**GG*T***
***G**T***
***G**T***

ACTAAAGACG
********T*
********T*
**********
**A*******
**********
********T*

AAATTGAGAA
*G**A**A**
*******A*G
*******A**
********C*
*******A**
****A**A**

GCAGATGGAC
***A******
***A******
***A******
A*********
***A******
A**A******

300
300
300
300
300
300
300

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

301
301
301
301
301
301
301

AGAGTTGTAA
**G**A**T*
**********
**G*******
***A****G*
**********
*****C**T*

AAGAGATGAG
**********
****A*****
****A*****
**********
****A*****
****A*****

ACGTCAGCTG
*********A
**********
**********
**********
**********
******AT*A

GAAATGATCG
********T*
********T*
********T*
**G*****T*
********T*
**G*****T*

ATAAACTAAC
****GT*G**
****G*****
****G*****
**********
****G*****
**********

350
350
350
350
350
350
350
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GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

351
351
351
351
351
351
351

TACTAGAGAA
***AC*T***
C********G
******G**G
****C*T***
*********G
***GC*T***

ATTGAACAGG
*****G****
*****G**A*
********A*
**********
********A*
*****G**A*

TTGAGTTACT
*G**A**G**
*C**AC****
****AC*G**
****A**G**
****AC*G**
****A**G**

TAAGCGAATC
A**A**C**T
***A*****T
C**A*****T
***A**T**A
C**A*****T
***A**C**A

CATGATATGC
**C****AAT
*********T
*********T
*****C*AC*
**********
T*C****AAT

400
400
400
400
400
400
400

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

401
401
401
401
401
401
401

TAATAATTAA
*G**G**ACG
*G********
*G********
*G****C**G
*G********
*G***G*GCG

ACCAGTTGAT
*G****A**C
*********C
**********
*********C
**********
*T*G*C**GC

AAAATTGATA
G****A****
**********
**********
GTT**A****
**********
GAG**A****

TGTCACAGGA
**A*GA****
*******A**
*******A**
****GA****
*******A**
**A**A*A**

ATTCAATCAA
*A*T**C***
***T*****G
*********G
*********G
*********G
*A*T******

450
450
450
450
450
450
450

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

451
451
451
451
451
451
451

AAACACTTTA
**GA**G*G*
***T*T**C*
*G***A****
***A**A*C*
*G***A****
**GA**G*A*

AAACGCTGAA
G******AG*
*******A**
*******A**
*******A*T
*******A**
G******AG*

TGAATGGGCT
A*******AA
***T******
***G******
********AG
***G******
A**G****AG

GAAGGTGAAA
A*T**AA***
**********
**********
AGT**AA***
**********
AGT**AA***

ATCCATATGA
****T*****
**********
****G*****
**********
****G*****
****T*****

500
500
500
500
500
500
500

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

501
501
501
501
501
501
501

GCCAAAGGAA
A*****A***
A*****A**G
A*****A**G
A**GTCA***
A*****A**G
A*****A***

GTGACTGCAT
*********G
**********
**********
**********
**********
*********G

CATTG
*GA**
*****
*****
*C***
*****
**A**

550
550
550
550
550
550
550

그림 2- 4- 5. Comparison of NSP4 nucleot ide s equence betw een GRV and other

s trains
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GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

1
1
1
1
1
1
1

MEKLTDLNYT
**********
**********
**********
*D**A*****
**********
***F******

LSVITLMNDT
S*******S*
***V******
**********
*****S****
**********
********S*

LHTIMEDPGM
****L*****
**********
**********
**S*IQ****
**********
****L*****

AYFPYIASVL
**********
**********
**********
***L******
**********
**********

TVLFTLHKAS
**********
**********
**********
**********
**********
**********

50
50
50
50
50
50
50

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

51
51
51
51
51
51
51

IPTMKIALKT
**********
V*********
********R*
**********
********R*
**********

SKCSYKVIKY
*******V**
**********
**********
**********
*R********
*******V**

CIVSIFNTLL
***T******
**********
**********
***T*I****
**********
***T*L****

KLAGYKEQIT
**********
**********
**********
********V*
**********
**********

TKDEIEKQMD
**********
******R***
**********
******Q***
**********
**********

100
100
100
100
100
100
100

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

101
101
101
101
101
101
101

RVVKEMRRQL
**********
**********
**********
*I********
**********
**********

EMIDKLTTRE
**********
**********
**********
**********
**********
**********

IEQVELLKRE
*********I
*********I
*********I
*********I
*********I
*********I

HDMLIIKPVK
**K*M*RA*D
*********D
*********D
**N**TR**D
*********D
Y*K**VRSTS

KIDMSQEFNQ
E***TK*I**
**********
**********
V****K****
**********
E***TK*I**

150
150
150
150
150
150
150

GRV
NCDV
RRV
FRV1
WA
AU-1
KUN

151
151
151
151
151
151
151

KHFKTLNEWA
*NVR**E**E
*Y*****D**
RQ********
*NI***D**E
RQ********
*NVR**E**E

EGENPYEPKE
N*K*******
**********
**********
S*K*****S*
**********
S*K*******

VTASL
***AM
*****
*****
****M
*****
***AM

200
200
200
200
200
200
200

그림 2- 4- 6. Comparison of NSP4 amino acid sequence betw een GRV and other

s trains
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6. GRV NSP4의 Phylog ram 작성

분리된 흑염소 로타바이러스의 NSP4 type을 알기 위하여 분석한 nucleot ide

s equence를 소의 NCDV, UK, 돼지 YM, 원숭이의 RRV, SA11, 사람의 W a, AU- 1,

E210, E201, S2과 고양이 F RV1과 T RICON PROGRAM을 이용하여 phylog ram을

작성하여 3개의 군으로 분류할 수 있었다 (그림 2- 4- 7). NSP4의 type Ⅰ에는

NCDV, SA11, UK, RV5, S2, E201, E210이 속하며, type Ⅱ에는 YM, M37, RV3,

W A, RV4가 속하고 분리한 로타바이러스는 FRV1, A U- 1, RRV가 속하는 type Ⅲ

에 가장 근접한 것을 알 수 있었다.

그림 2- 4- 7. Phylog ram of rotav irus NSP4 genes
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7. 로타바이러스의 NSP4염기서열중 VP4 binding domain sequence비교

작성된 NSP4의 phylog ram에 대한 확인실험으로 로타바이러스중 가장 cons erved

하다고 알려진 NSP4 sequence 의 VP4 binding domain인 131- 148번째 염기서열에

대하여 RRV, FRV1, AU- 1, M37, W a, NCDV, SA11, UK와 비교시험한 결과 NSP4

type Ⅲ 에 속하는 사람의 AU- 1, 고양이와 원숭이 분리주인 FRV1과 RRV주와는

18개 염기서열이 모두 일치하였으며 M37과 W a바이러스는 13개가 일치하고, NCDV

와 UK바이러스와는 10개가 일치하였으며 SA11바이러스와는 6개만 일치하고 있음

을 확인할 수 있어 GRV는 RRV, RRV1, AU- 1이 속하는 g roup Ⅲ에 속함을 알 수

있었다 (그림 2- 4- 8).

131 148

GRV Ⅲ G3P3 H D M L I I K P V D K I D M S Q E F

RRV Ⅲ G3P3 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

FRV1Ⅲ G3P9 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

AU-1Ⅲ G3P9 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

M37 Ⅱ G1P6 - - N - - T R - - - V - - - - K - -

Wa Ⅱ G1P8 - - N - - T R - - - V - - - - K - -

NCDVⅠ G6P1 - - K - M - R A - - E - - - T K - I

SA11Ⅰ G3P1 Y - K - T V Q T T G E - - - T K - I

UK Ⅰ G6P5 - - K - M - R T - - E - - - T K - I

그림 2- 4- 8. Comparison of variable reg ion of VP4 binding domain of the

GRV NSP4 gene w ith those of other rotaviruses
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8. RNA- RNA hybridiza tion에 의한 g enotyping

GRV, FRV, RRV분리주로부터 32P로 표식된 RNA probe를 만들고, W a, A U- 1,

F RV- 1, FRV64, RRV, R2, NCDV, OSU, Eb 각각의 ds RNA를 변성시켜 s sRNA로

만들어 hybridization시킨 후 4% stacking g el이 함유된 10% polyacrylamide gel에

서 전기영동하여 건조시킨 후 x- oma AR films과 합치시킨 후 꺼내어 필름을 현상

하였다.

GRV probe에 대해서는 사람 분리주인 W a, Ds- 1, 69M, R2, P, 원숭이의 SA11,

RRV, 고양이의 FRV- 1, 소의 NCDV, 돼지의 OSU와 hybridizat ion 시킨 결과 W a,

Ds- 1, 69M, SA11, NCDV, OSU에서는 hybrid가 관찰되지 않았고, RRV에서는 6∼7

개, AU- 1에서는 6개, FRV- 1, R2, RS15와는 5개, R2, F RV64에서는 4개의 hybrid가

관찰되었다.

RRV probe에 대하여 RRV, FRV64 panel의 hybridizat ion결과 5∼6개의 hybrid를

관찰할 수 있었으며, FRV64에 대한 GRV와의 hybridiza tion결과 5개의 hybrid가 형

성됨을 관찰할 수 있었다 (그림 2- 4- 9; 그림2- 4- 10). 따라서 GRV와 높은 상관성을

보인 것은 AU- 1, F RV- 1, FRV64, RRV 임을 알 수 있었다 (그림 2- 4- 11).
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그림 2- 4- 9. RNA- RNA hybridization of GRV

w ith animal rotavirus es
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그림 2- 4- 10. RNA- RNA hybridization of GRV w ith other rotavirus es .
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그림 2- 4- 11. RNA- RNA hybridizat ion of GRV

w ith relat iv e rotaviruses
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제3장 분리 로타바이러스를 이용한 백신 개발

서 론

유아에 있어서 혈청형 특이 중화항체의 역할에 대해서는 잘 알려져 있지 않으

나, 신생 송아지에서는 초유에서 유래한 로타바이러스 항체가가 높음에도 불구하고

빈번히 설사를 유발하는 것으로 보아 소에서는 혈청형 특이 중화항체가 존재함을

시사한 적도 있었다 (W oode 1975). 신생 양에서도 국소적 혹은 전신적 로타바이러

스 항체의 역할에 대한 시험에서 소장에서 항체가 로타바이러스 질환에 있어 저항

력을 보유하고 있다고 보고하고 있으며 (Snodg rass 등 1976), 또한 신생 마우스에서

실험적인 이질 로타바이러스에 대해서도 저항력이 있음을 보고한 바 있다 (Offit 등

1985). ELISA에 의해 측정된 타액내 IgA 항체 또한 장관내 항체가를 대신하며 혈

청내 IgA 수치는 심한 로타바이러스성 질환에 대한 저항성과 연관이 있다 (W ard

등 1992, Hjelt 등 1987).

VP4와 VP7에 대한 항체는 많은 실험동물에서 로타바이러스 공격접종에 방어력을

주는 것을 알 수 있었다 (Offit 등 1988). VP7을 가지고 있는 virus - like particles은

VP4의 유무와 관계없이 mouse, g uinea pig , rabbit 및 cow에서 중화항체를 유발한

다 (Ciarlet 등 1998, Conner 등 1996, F ernandex 등 1998, O' neal 등 1997). 이외에

도 VP2, VP6, VP8의 IgA 단클론성 항체 또한 로타바이러스 감염에 대한 예방과

치료에 관여한다는 보고가 있다 (Burns 1996, Giammarioli 등 1996). 로타바이러스

에 대한 체액성 면역에 관한 연구는 병원성을 가진 마우스 로타바이러스 분리주를

감염시킨 마우스를 이용하며 (Conner 등 1991, Corthier와 Vannier 1983, Saif 1987,

Saif 등 1992, Sheridan 등 1983, Vonderfecht와 Osburn 1982), 이 실험에서 감염 10

일 이내에 혈청 및 소장 내용물에서 중화항체가 검출되었고 장벽 표면에서는 분비

형 Ig A가 가장 우세하게 나타났다 (Dharakul 등 1988). 또한 숙주에게 감염력이

없는 비 마우스 로타바이러스를 구강 및 복강내 주입하여 많은 연구가 진행되어
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(Merchant 등 1991, Offit와 Clark 1985, Shaw 등 1993), 이들 비 마우스 로타바이

러스는 마우스 로타바이러스와 같은 체액성 면역을 유발하기 위해서는 105∼106배의

더 많은 바이러스가 필요함을 알게 되었다 (Greenberg 등 1986).

로타바이러스를 접종한 마우스에서는 cytotox ic T lymphocyte (CT Ls)가 생산되

었으며, memory T Ls도 바이러스 감염 몇 주 후에 림파계를 통해 확산되는 것을

관찰할 수 있었다 (Offit 등 1991). 이들 memory T Ls의 활성화와 분화는 IL- 2와

IL- 4, IL- 5에 의해서 증진되었다. 바이러스- s pecific helper T cell은 장간막 림프절

과 비장에서 검출되었으나 lamina propria와 Peyer ' s patch에서는 검출되지 않았다

(Offit 1992).

두 이종 동물 로타바이러스 분리주의 혼합배양 또는 사람 로타바이러스 분리주

사이 또는 동물과 사람 로타바이러스 분리주끼리의 혼합배양으로 인한 재조합된 로

타바이러스의 분석으로 VP4와 VP7이 중화항체를 생산함을 밝혀냈다 (Offit와

Blav at 1986, Offit 등 1986, Hos hino 등 1985). 이들이 중화항체를 생산한다는 것은

baculov irus , herpes s implex virus , adenovirus , v accinia virus vector를 이용하여

발현시킨 VP4와 VP7을 동물에 접종한 후 그 동물의 혈청속에 로타바이러스를 중화

시키는 중화항체가 발견되었기 때문이다 (Andrew 등 1990, Dormitzer 등 1992,

Nis hikaw a 등 1989). 이러한 중화항체와 관련된 VP4와 VP7의 epitope은 단클론성

항체를 이용하여 검출하였다 (Mats ui 등 1989). 또한 면역세포 이식실험을 통해서

CD8+ cytotox ic T lymphocytes (CT Ls )가 마우스에서 로타바이러스에 대한 감염방

어 역할을 하는 것을 보고하였다 (Offit와 Dudzik 1990, Dharakul 등 1991). 이들

CT Ls은 VP4와 VP6에서가 아니고 VP7에 의해서 유발되며 다른 G types에 교차반

응을 한다 (Offit 등 1994, Offit와 Dudzik 1988). 그리고 CD8+ T cells은 로타바이

러스에 의한 재감염시 단기간 또는 부분적으로 장기간에 걸쳐 방어역할을 하고 있

다 (F ranco 1997).

로타바이러스의 감염은 소장에서 분비형 immunog lobulin A (s IgA)의 활발한 합

성을 유도하고, 양, 송아지, 돼지를 대상으로 한 연구결과에 의하면 장관에서 분비되

는 항체 (주로 s IgA)가 로타바이러스의 감염예방에 가장 효과적으로 작용하는 것으

로 보고되었다. 따라서 성공적인 로타바이러스 백신은 소장 점막세포에서 활발한
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면역반응을 유도해야 한다 (Kapikian와 Chanock 1990, Offit 1994).

백신개발에 대한 시도로써 송아지나 유인원 등 다른 동물에 감염되는 로타바이러

스를 이용하여 사람에게 백신주사를 하는 방법이 제시되었다 (W yatt 등 1979). 다

양한 방법으로 약독화시킨 로타바이러스를 이용한 백신은 로타바이러스 감염의 예

방을 위한 백신으로 제시되었고 (Santosham 등 1991, Hos hino 등 1994), 동물과 사

람의 로타바이러스간 재조합 바이러스 (Midthum 등 1985, Chris ty 등 1993, Glass

등 1994)가 연구되었다. 가장 많이 연구되어진 방법은 동물바이러스를 이용하여 경

구용 생백신을 제조하여 병원성 사람 로타바이러스에 대한 면역효과를 나타내게 하

는 것이었다(W ard 등 1986, Clark 등 1986, Anders on 등 1986, Ves ikari 등 1985,

F lores 등 1988, Midthun 등 1985, Ves ikari 1983). 그러나 이 백신들은 로타바이러

스 감염증에 대하여 지속적인 면역효과를 보이지 않는 문제점이 발생하였다 (Green

등 1990, De Mol 등 1986, Hanlon 등 1987). 더욱이 미국립보건원 (NIH)에서 개발

한 원숭이 로타바이러스 (RRV)를 이용한 백신은 투여군에서 25%의 발열반응 및

14- 31%의 미약한 seroconvers ion을 보였으며 50%정도의 방어효과만 나타냈다

(Berns tein 등 1995, Rennels 등 1996).

1988년 8월 31일 미국 FDA는 “Rotas hield"라는 상표의 첫 번째 로타바이러스 백

신을 공식 인증하였다. 이 백신은 원숭이 로타바이러스에 사람 로타바이러스의

VP4와 VP7을 reassortant한 것으로 (Ves ikari 1997, Kapikian 등 1996) 생후 2, 4, 6

개월에 2개월 간격으로 투여할 것을 권장하고 있다. 그러나 백신에 대한 안전성 연

구에서 자연적으로 로타바이러스에 감염된 소아에서 보다 더 많이 장중첩증이 보고

되었기 때문에, 미국의 질병예방 관리센타에서는 1999년 7월 15일로 이 경구용 백신

의 사용을 중단하도록 하였다 (Robert 등 1999).

로타바이러스에 의한 질병의 효과적인 예방을 위해서는 다양한 혈청형에 대한 면

역반응을 유도해야 하므로 여러 가지 혈청형이 섞인 다가백신에 대해서도 연구가

시도되었다 (Ceyhan 등 1993, F riedman 등 1993).

최근에는 바이러스 외피 단백인 VP4와 VP7의 이중혈청형에 초점을 맞추어 유전

자 재조합 방법으로 로타바이러스의 항원에 대한 유전자를 클로닝하여 항원을 대량

생산하는 방법이 연구되었다 (McCrae 등 1987, McGonigal 등 1992,
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Offit 등 1994). 곤충바이러스 (Baculovirus )에서 발현된 RRV VP4는 동일종의 바

이러스에 대하여는 중등도의 중화항체를 형성하였으나 다른 바이러스에 대하여는

매우 낮은 정도의 중화항체만을 형성하였다. 또한 마우스 모델에서 수동면역에 의

하여 방어능 형성이 보고된 바 있다 (Mackow 등 1989, 1990).

대부분의 재조합 VP7은 시험관내에서 다가항체 및 VP7 특이 단크론항체에 대하

여 반응하였지만 동물시험에서는 중화항체를 나타내지 않았다. 그러나 마우스에서

수동면역 시험을 통하여 항원성과 면역원성 모두가 증명되었다 (Andrew 등 1990,

1992, Both 등 1993).

Craw ford등 (1994)은 내피단백인 VP2와 VP6를 이용하여 외피단백인 VP6와 VP7

을 함유하나 핵산을 보유하지 않은 바이러스와 같은 형태의 면역원성을 가지는 바

이러스양 입자를 제조하였다. 이 바이러스양 입자는 임신한 실험동물 (마우스, 돼

지, 소)의 모체에 접종하였을 때 얻은 초유에서 단독 접종시보다 매우 높은 VP4 및

VP7항체가를 나타내었으며, 또한 이를 신생동물에 경구 투여하여 장관내 능동면역

을 유도하였을 때 높은 항체가를 생성함을 알 수 있었다 (Fernandez 등 1995, Saif

등 1995).

본 연구에서는 야외로부터 분리한 흑염소 로타바이러스에 대한 백신을 제작하고

자 바이러스를 T F 104세포에서 계대배양하여 병원성을 제거하고자 하였으며, 아울러

이를 이용하여 백신을 개발하고자 하였다.
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재료 및 방법

1. 바이러스

제2장에서 분리한 흑염소 로타바이러스를 T F104 세포에서 100대까지 연속 계대

하여 생독 백신으로 사용하였다. 매 10대 마다 바이러스의 변이를 피하기 위하여

agarose를 이용한 plaque picking을 하였다. plaque picking하는 방법은 제2장에서

설명한 대로 시행하였다.

2. 백신

100대까지 계대한 106 T CID50의 로타바이러스를 구강으로 접종하여 분변의 상태

및 바이러스의 분변내 배출을 관찰하였으며, 그 후 야외에서 편하게 사용할 수 있도

록 음수백신으로 전환하고 바이러스양도 100분의 1로 줄인 104 T CID50/㎖이 되도록

조정하여 6시간 동안 절수한 후 흑염소의 음용수에 타서 접종하였다.

3. 바이러스 분리

생독백신의 접종 후 분변으로 바이러스의 배출을 알아보기 위하여 접종 당일부터

2일 간격으로 culturette를 이용하여, 항문을 통하여 결장에서 분변을 채취하여 1㎖

의 PBS에 부유하고 1200rpm에 10분 동안 원침후 상층액을 수거하여 0.2㎕의 filter

에 여과한후 T F 104 세포에 접종하였다. 그 후 CO2 incubator에 2∼3일간 배양 후

바이러스 특유의 CPE가 나왔는지 확인하였다.

4. ELISA

생독 백신 접종 후 흑염소 장내에 존재하는 바이러스에 대한 항체가 생성되었는

지를 알아보기 위하여 ELISA를 시도하였다. 시판하는 A nti- g oat immunoglobulin이

없었으므로 로타바이러스에 대한 고도의 혈구응집억제효과를 보이는 흑염소 혈청을

합치고, 동량의 포화 Ammonium sulfate를 점적하여 항체가 침전하도록 하였다. 이

때 서서히 교반하여 침전되는 항체가 파괴되지 않도록 조심하였다. 약 30분 정도 추

가 교반을 한 후 3000rpm에 30분간 원심하여 상층액을 제거하고, 침전물을 PBS에
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부유하여, 투석막을 통해 잔존하는 ammonium sulfate를 제거하였다. 동량을

complete Freund' s adjuv ant에 혼합하여 토끼의 피하에 접종하였다. 3주가 지난 후

추가 면역을 하였는데, 이때 면역한 항원은 항혈청을 SDS- PAGE에서 전기영동하고

면역글로부린의 heavy chain 부분만을 선택하여 incomplete F reund' s adjuvant와

동량으로 혼합하여 면역을 하였다. 그후 2주가 지난후 토끼로부터 혈청을 채취하여

시판하는 Horse reddish perox idas e와 혼합한 후 Fisher사가 권장하는 방법에 따라

색소를 항체에 coupling하였다. 이후 투석을 하여 미부착된 색소를 제거하고,

ELISA를 통하여 anti- goat g lobulin이 잘 만들어졌는지 확인하였다.

장 내용물중에 포함된 로타바이러스에 대한 면역능을 측정하기 위하여 분변을

PBS 1㎖에 희석하고, 이미 흑염소 로타바이러스로 coat ing된 plate의 w ell에 희석된

장내용물 100㎕씩을 올려 놓았다. 1 시간이 경과한 후 미부착된 잔유물을 PBS로 3

회 세척하여 제거하고 상기한 색소 부착 항흑염소항체(rabbit anti- goat

immunog lobulins )를 반응한 후 1시간 동안 실온에서 반응하였다. Subs trate를 가한

후 ELISA reader에서 반응값을 판독하였다.

5. 공격접종

생독 백신 접종후 7마리를 선택하여 분리된 초대의 흑염소 로타바이러스(106

T CID50/ ml)를 구강으로 접종하였다. 이때 대조군으로 3마리의 흑염소를 실험에 공

하였다.
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결 과

1. 분리된 흑염소 로타바이러스의 약독화 실험

재래 흑염소에서 분리된 로타바이러스를 T F 104세포에서 77대까지 계대하여 약

독화 여부를 조사하였다. 표 3- 1 에서 보는 바와 같이 초대 계대한 바이러스가 흑염

소에 감염하여 3마리가 설사 증세를 보이고 이중 2마리가 폐사하여 폐사율이 66%

나 되었으나, 77대 계대된 로타바이러스는 흑염소에서 설사를 유발시키는 것은 초대

분리주와 다를 바가 없으나 폐사는 일어나지 않았다. 또한 100대 까지 추가로 계대

한 바이러스에 의한 설사는 36%로 낮아졌으며, 또한 폐사도 전혀 일어나지 않았다.

모든 접종 바이러스 양은 106 T CID50 1㎖이었으며 구강으로 접종하였다.

표 3- 1. 세포배양을 통한 로타바이러스 계대후 병원성 실험

로타바이러스 계대수 흑염소(두) 설사(% ) 폐사(%)

1 5 3(60) 2(66)

77 5 3(60) 0

100 19 7(36) 0

대조군 5 0(0) 0

2. 백신 접종 후 흑염소의 분변 상태

생독 백신을 접종한 후 흑염소의 설사 유무를 알아보기 위하여 19마리의 흑염소

에 1ml의 106 T CID50의 로타바이러스를 구강으로 접종하고 분변 변화상태를 2일 간

격으로 조사하였던 바, 표 3- 2에서 보는 바와 같이 19마리 중 14마리에서 접종 12일

까지 연변 내지는 설사를 하였다. 그러나 설사의 정도는 계속적으로 진행하지 않고

간헐적이었으며, 설사를 보인 흑염소의 숫자는 모두 6마리였으나 폐사는 한 마리도

없었다. 또한 연변의 정도도 아주 미약한 정도였고, 간헐적이었으며 성장률 및 피모

의 색깔에는 아무런 변화를 주지 않은 것을 알 수 있었다.
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그러나 야외에서 흑염소 개체에 구강 접종한다는 것은 현실적으로 시술의 어려움

이 있어, 음수백신 실험을 수행하였다. 음수백신은 흑염소 개체에 따라 상대적으로

많은 양의 바이러스를 음수할 수 있는 가능성이 있으므로 ml당 바이러스의 양을 구

강접종시 보다 100분의 1로 줄인 104 T CID50가 되도록 물통에 직접 희석하였다. 표

2의 실험처럼 접종후 2일부터 2일 간격으로 14일 동안 분변의 상태를 관찰하였다.

연변이나 설사가 있는 흑염소는 100마리 중 5마리에서 발생하였고 나머지 95마리는

아무런 분변의 변화를 관찰할 수 없었다. 또한 성장률과 피모의 색깔변화도 관찰할

수 없었으나, 95마리 중 한 마리가 14일째 폐사하여 부검한 결과 장내의 충출혈은

관찰할 수 없었다. 또한 단크론성 항체를 이용한 장절편 조직의 형광항체에서도 로

타바이러스의 감염은 관찰할 수 없었다.

표 3- 2. 백신접종후 분변상태 조사

Goat

(T ag No)

A ge

(month)

Diarrhea pos t v accinat ion (days)

0 2 4 6 8 10 12 14
52 3 연변 설사 설사 연변 정상 정상 정상 정상
53 3 정상 연변 정상 정상 정상 정상 정상 정상
54 3 연변 설사 정상 연변 연변 정상 정상 정상
56 3 연변 설사 정상 연변 정상 정상 정상 정상
57 > 12 연변 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상
60 3 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상
61 3 정상 정상 정상 연변 설사 설사 연변 정상
68 3 연변 연변 설사 설사 연변 연변 설사 정상
79 > 12 연변 연변 정상 연변 연변 정상 정상 정상
80 3 연변 설사 연변 설사 정상 정상 정상 정상
86 3 정상 정상 연변 연변 연변 연변 연변 정상
87 3 정상 연변 정상 정상 정상 연변 정상 정상
88 > 12 연변 정상 설사 연변 정상 정상 정상 정상
89 3 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상
90 > 12 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상
91 12 정상 정상 연변 정상 정상 정상 정상 정상
92 > 12 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상
96 > 12 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상 정상
98 > 12 연변 연변 정상 정상 정상 정상 정상 정상
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3. 음수 백신접종 후 장내항체 변화추이

생독 백신을 음수 백신으로 접종한 후 100마리의 흑염소 중 무작위로 20마리를

추출하여 장내 항체 변화추이를 관찰하였으나 전체적으로 큰 변화를 발견할 수 없

었다(그림 3- 1). 개체 중 한 마리를 백신접종 후 항체양이 백신접종 초기부터 많이

나타났으며, 나머지 흑염소는 접종한 후의 변화가 거의 없었다.

그림3- 1. 백신접종후 장내항체 변이 추이

4. 음수 백신후 분변내 바이러스 배출

생독 백신을 음수로 접종한 후 분변내 바이러스 배출을 관찰하였던 바, 그림 3- 2

에서 보는바와 같이 19마리의 흑염소 중 8마리에서 바이러스가 배출되는 것을 알

수 있었으며, 바이러스의 배출은 접종 2일째부터 늦게는 6일째에 바이러스를 배

출을 시작하여 짧게는 2일 동안 길게는 8일 동안 바이러스를 배출하는 것을 알

수 있었다. 모든 흑염소의 설사는 백신 접종 8일 이후는 전혀 바이러스의 배출이 없

는 것을 알 수 있었다.
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그림 3- 2. 백신 접종후 분변내 바이러스 배출

Goat

(tag no)

Virus shedding post vaccination(day)

0 2 4 6 8 10 12

52

53

54 o

56 o o o o

57

60

61 o o o o

68 o o o

79

80

86 0

87 o o

88 o o

89 0 0

90

91

92

96

98

5. 공격접종후 방어능 조사

음수백신을 접종한 100마리의 흑염소 중 7마리를 선택하여 백신접종 15일 후에

초대 분리된 106 T CID50/ ml의 로타바이러스를 구강으로 접종하였던 바 표 3- 3에서

보는바와 같이 설사는 한 마리도 일어나지 않았으며 폐사도 없었다. 그러나 한 마리
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에서 피모의 탈색이 관찰되어 바이러스의 접종 후 소화장애가 조금은 발생했을지

모른다는 의구심을 낳게 했다. 그러나 이 실험 후 부검하여 장의 충출혈 여부를 관

찰하였을때도 아무런 변화를 관찰할 수 없었으며, 조직병리 검사를 수행하였을 때도

흑염소 로타바이러스에 대해서 만든 단크론성항체가 붙지 않는 것으로 보아 로타바

이러스에 의한 변화는 아닌 것으로 확인됐다.

반면에 대조군은 4마리 중 3마리에서 설사를 일으켰으며 그중 한 마리는 폐사하

였다. 폐사 후 부검소견상 소장부위의 심한 충출혈을 관찰할 수 있었으며, 흑염소

로타바이러스에 대해서 이 연구에서 작제한 단크론성항체를 이용한 면역병리검사에

서 로타바이러스 양성으로 나타남으로써 폐사의 원인이 흑염소 로타바이러스에 의

한 것임을 확인할 수 있었다.

표 3- 3. 공격접종후 방어능 조사

Goat(No. tag) Diarrhea Death
Discolora tion of

skin hair

54 - - -

56 - - -

61 - - -

68 - - -

86 - - -

87 - - -

88 - - +

control + + +

control + - +

control + - +

control - - -
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제 4 장 고 찰

흑염소는 전세계적으로 우유, 고기, 가죽 등의 중요한 공급원이 되고 있을 뿐만

아니라 작은 체형과 유지비용이 저렴하여 소의 병원체 실험에 대한 실험동물로서도

가치가 있다. 또한 최근에는 흑염소에 관련하여 여러 가지 질병에 관한 연구에 초

첨이 맞추어 지고 있다.

국내에서 지금까지의 재래 흑염소에 대한 연구는 우수 유전종축 확립분야에 치중

하고 있으며 질병에 관한 연구는 극히 미미한 실정이다. 호흡기 증상을 나타내는

산양에서 분리한 P as teure lla he m oly tica의 생물형 및 혈청형 규명 및 생화학적 특

성과 약제감수성 조사, T oxoplasm a의 항체조사, 위장내 선충조사 기생충감염에 대

한 병리학적 진단에 관한 보고 등이 있으나 모두 단편적이고 체계적이지 못한 것들

이다. 소화기성 전염병의 주요 원인체는 크립토스포로듐에 의한 원충성 질병이

40%를 차지하고 있고 로타바이러스에 의한 설사가 약 20%를 차지한다, 또한 세균

성 설사가 약 20%를 차지하는 것으로 그리고 식이성 설사가 약 20%를 점유하는

것으로 알려져 있다. 우리나라에서는 최근에 질병 발생상황 조사보고가 있었으나 임

상적 증상만을 정리했을 뿐 원인탐색은 이루어지지 않았으며 소화기 및 호흡기 질

병에 대한 세균성 및 기생충성 원인조사에 대한 보고도 불완전한 상태이며 바이러

스에 대한 조사는 전무해서 확실한 위생대책을 수립하기 어려운 실정이다.

최근 국내에서 사육되고 있는 재래 흑염소의 두수는 670,000여 두이다 (축산통계

연보. `97. 농림수산부). 이는 유육우의 사육두수에 비해서는 1/5수준이나 최근 5년

사이 3배 이상 계속적으로 증가하는 추세이며 사육규모가 대규모화 되고 있다. 그러

나 이러한 사육두수의 증가나 대규모화에 따른 여러 가지 질병 문제가 대두되어 최

근의 조사에 의하면 질병 발생율이 25%에 달하고 있으며(축산시험보고. `96. 농촌진

흥청), 도태와 폐사의 주된 원인으로 작용하여 막대한 경제적 손실을 일으키고 있

다. 이러한 질병을 미연에 방지하고 위생대책을 수립하는 것은 중요한 일이나 현재

제대로 된 질병 발생상황에 대한 조사 및 분석자료가 없어 예방 및 치료가 거의 불

가능한 실정이다. 따라서 본 연구는 1) 전국적인 질병 역학조사 및 혈청 역학조사

를 수행하며, 차후의 국내 유입가능성이 있는 외래성 전염병에 대한 혈청은행을 확
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보하고자 하였으며 또한 2) 설사증세를 보이는 재래흑염소에서 원인 바이러스를 분

리하고 3) 분리한 바이러스를 동정하여, 설사증의 원인 바이러스 유무를 확인하고

병원성에 대한 조사 및 4) 바이러스의 혈청형 및 유전형을 결정하고 5) 분리한 바이

러스의 기원을 밝히고 6) 백신을 개발하는 연구를 수행하였다.

본 연구과제는 1997년 11월부터 시작되었으며, 전국에 200두 이상의 흑염소를 사

육하는 164개 흑염소 사육농장에 본 연구 사업의 홍보 전단을 배포하였다. 질병 발

생 신고 건수는 총 13회에 달하고 있으며, 월 평균 3회의 출장을 가고 있다. 충청도

일원에서 질병 발생을 신고하는 경우가 가장 많아 7회의 출장을 통해 50여점의 가

검물을 수집하였으며, 경기도의 경우 4회의 출장 의뢰에 약 25점의 가검물을 수집하

였다. 경상도는 2회의 출장에 13건의 가검물을 확보하였다. 따라서 연구기간 총 수

집한 가검물 수는 약 95개에 달했다. 방문 농장의 대부분은 흑염소 사육에 수년간의

경험을 갖고 있었지만 흑염소의 경우 거의 항생제는 소를 기준으로 사용하고 있었

으며 바이러스성 질병에 대한 백신투여 등의 예방조치는 전무한 상태이다. 출장시

거의 대부분의 농가가 설사 혹은 호흡기 질병이 농장에 만연한 상태였으며 호흡기

질병의 경우 겨울과 환절기에 특히 심하고 소화기 질병의 경우 겨울과 여름 장마철

에 가장 문제시 되는 것으로 나타났다. 염소의 경우 항병력이 뛰어난 동물로 알려져

있으나 일반적인 상식과는 상이하게 어린 염소의 폐사율이 타 가축에 비해 비교적

높은 편이었으며, 7개월령 이상 성축의 경우 질병에 의해 폐사하는 사례는 극히 드

물지만, 농장 방문결과 성축에서도 역시 호흡기 질환등은 만성적으로 이환되어 있는

것으로 나타났다. 출장갔던 농가의 대부분은 흑염소가 감기 증상과 설사를 동반하는

것이었으며, 유산에 의한 신고 건수는 1회 정도였다. 브루셀라의 감염을 의심하여

plate 및 tube ag glut inat ion tes t를 수행하였으나 음성으로 판명되었다. 대부분의 농

가가 항생제를 이용하여 질병치료를 시도하고 있었으나 거의가 치료 성과를 거두지

못하고 있는 실정이며 이는 항생제의 무분별한 남용과 부적절한 농장주들의 항생제

투여에 의한 것으로 사료되며 또한 세균성 이외의 병원체에 의한 질병의 발생을 예

측할 수 있었다. 바이러스 분리뿐만 아니라 농장에서 가져온 가검물로부터 세균의

분리·동정 작업도 병행하였으나 비병원성인 Shew anella putrefaciens , Burkholderia

cepat ica, Kinella denitr ifican, CDC- g roup II, Actinobacter radiores is tens , Kingella
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kingae이 분리되었다.

각 농장을 방문하여 수집된 결과를 체계적으로 정리하여 질병 분포 조사를 시행

하였던 바 호흡기 질병이 44% , 소화기성 질병이 26% , 그리고 이외로 눈병이 8% 이

상을 점유하고 있었으며 돼지나 소등에 비해 사양조건이 조악해서 질병의 방역이

전혀 되어있지 않은 상태였다. 호흡기 질병은 그림 1과 같은 양태로 콧물을 흘리며,

심하면 폐렴으로 이환되는 경우가 겨울철에 심하게 나타났으며, 대부분은 항생제의

처치로 질병을 완화시킬 수 있었으나, 경우에 따라서는 폐사하는 경우도 있었다. 이

는 세균성 질병에 의한 경우보다는 바이러스성 질병인 것으로 사료되며, 이에 대한

간접적인 증거로는 그림 1- 4, 그림 1- 5에서 보는 바와 같이 농장에 따라서 Bovine

v iral diarrhea virus나 Bovine res pira tory syncytial v irus와 유사한 동종의 바이러

스에 의한 감염이 이루어지고 있음을 알 수 있었다. 또한 눈의 질병은 그림 2에서

보는 바와 같이 심한 점액성 물질이 눈에서 흘러내리며, 심하면 흰자위가 눈 전체를

덮고, 항생제 치료가 계속되지 않았을 때는 눈이 멀기도 하며, 급기야는 전신적인

쇠약으로 말미암아 폐렴으로 진전되고, 결국 폐사하는 경우도 발견할 수 있었는데,

이들의 대부분은 식이성 즉 초봄에 청초급여에 의한 경우이었으나, 세균성인 경우도

상당히 많아 대부분 농가에서 자가 치료하는 것을 문진 결과 알수 있었다. 그러나

산악 지방에서 자연방목 상태로 흑염소를 관리하는 경우는 질병 발생이 극히 낮았

으며 최근 들어 집단 밀집 사육이 일반화 되면서 소화기성 질병과 호흡기성 질병

발생이 계속 증가 일로에 있었다. 특이한 것은 뉴질랜드산 일반 백색 염소는 눈병의

발생이 전혀 없는 반면 재래 산양의 경우는 눈병이 심한 경우도 있어 품종 차이인

것으로 사료되었다. 이는 흑염소의 해부학적 문제로서 안검이 반전되면서 세균이 상

처 부위를 침범함으로써 질병이 발생했을 것으로 사료되었다. 따라서 뉴질랜드산 백

염소와 한국산 흑염소를 교배하여 태어난 혼혈종을 국내에 보급하는 것도 염소 산

업의 장래가 호전될 수 있음을 시사했다.

외국의 경우 면양 및 산양의 사양산업은 우리나라의 10∼100배에 달하는 수준이

며 (FAO, `94. 4), 국가경제에 흑염소 산업이 차지하는 비중이 20% 이상이 되는 나

라가 있을 정도로 중요성을 가지고 있다 (Proceeding of a w orkshop held at the

univers ity of Queens land, Brisvane, Aus tralia . `84). 이들 나라에서는 중소 반추류
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에 대해 70년대 초부터 활발하게 다방면으로 연구가 진행되어 왔으며 질병 발생상

황 및 원인탐색과 예방법 모색 등에 대한 연구도 수행되어 있다. 질병 발생상황을

보면 호흡기 및 소화기 질병이 대부분을 차지하고 있으며 발표자료 또한 이에 집중

되어 있다. 이는 우리나라의 경우와 거의 유사한 것으로 확실한 근거자료가 없는

우리나라 실정으로는 이를 기본으로 삼아 연구방향을 설정하는 것이 옳을 것이다.

또한 중소반추류에 대한 질병의 감염체계를 조사하여 소를 연구할 때 대치할 수 있

는 저렴한 실험동물 모델을 작성하려 하고 있다.

따라서 재래흑염소의 질병발생 조사 및 원인탐색이 시급히 이루어져야 할 것이며

특히 호흡기 및 소화기질병에 초점을 맞추어야만 할 것이다.

소화기 질병의 경우 스페인의 한 보고를 보면 E . coli, S alm onella, Clostridium ,

Cryptosporidium 등의 세균이나 기생충에 의한것 뿐만 아니라 rotav irus,

coronavirus 등도 주요 원인체로 나타나고 있으며 (Munoz, 1996), 특히 로타바이러

스의 경우 스페인에서는 6.1%의 발병율을 나타냈으나 프랑스나 영국의 경우 30∼

60%의 발병보고가 조사되어 있다 (Vet . Rec. `97). 스페인에서의 보고에 따르면 혈

청검사시 로타바이러스에 대한 양성율은 6.1%에 불과하였으나 프랑스나 영국의 경

우 30∼60%정도의 양성율이 조사되어 있다. 스페인에서는 어린 양과 염소에서 장

내 병원균의 원인체로서 로타바이러스가 분리보고 되었다 (Munoz 1996). W es t

Indies의 T rindad에서는 28.6%에서 로타바이러스가 감염되어 있음이 보고되었다

(Kaminjolo 등 1994). 최근의 연구는 대부분 로타바이러스에 집중되어 있으며 특히

atypical rotavirus의 특성 및 병원성에 관해 연구가 진행되고 있다 (Couacy등

1995).

로타바이러스는 Reoviridae 속이며 여러 동물에서 설사의 중요한 원인체이다. 15

년전까지만 해도 common inner caps id 항원을 모두 가지고 있다고 생각되어져 왔

으나 80년대 이후부터 ELISA나 immunofluorescence 등 여러진단 검사에 반응하지

않는 로타바이러스가 발견되었다. 일반적으로 common group 항원을 가지고 있는

것을 typical rotavirus라고 부르고 이를 가지고 있지 않는 것을 atypical rotavirus라

고 부른다. 이들은 major inner caps id protein 과 RNA의 PAGE에 따라서 A∼G까

지 7개의 s erog roup으로 나뉘어진다. A g roup은 typical rotavirus이며 B∼G는
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atypical rotavirus인데 특히 B와 C가 대부분의 동물에서 발견된다. 한 보고에 따르

면 로타바이러스가 설사 증례에서 중요한 역할을 할 뿐만 아니라 특히 g roup A보

다는 B가 더 많이 검출되고 있으며 atypical rotavirus 가 일반적이다. 로타바이러스

는 1943년 소화기질환의 병인체로 처음 밝혀졌으며 소아의 설사분변 추출물을 송아

지에 접종하여 다시 설사를 일으키는 것이 보고되었다 (Light와 Hodes 1943). 1969

년에는 송아지에서 Reovirus양 바이러스가 분리동정되었고 (Mebus 등 1969), 사람

(F lew ett와 others 1973), 돼지 (Rodg er 등 1975), 원숭이 (Els와 Lecats as 1972), 쥐

(Muce와 Zajac 1972), 사슴 (T zipori 등 1976) 및 조류 (F lew ett 등 1975)에서도 신

생자의 위장염을 유발하는 가장 중요한 원인체로서 간주되었다.

사람에서는 1973년 처음으로 로타바이러스가 분리 동정되었으나 (Bis hop 등

1973), 이미 1963년 전자현미경을 이용하여 마우스 로타바이러스가 감염된 쥐의 장

절편에서 바이러스의 존재를 보고한 바 (Adams 와 Kraft 1963), 건강한 원숭이에

서도 로타바이러스 (SA11)가 분리되었음이 보고되었고, 원숭이 유래세포에 소와 양

의 장 세척물을 배양하여 SA11과 비슷한 바이러스가 분리 보고되었다 (Malherbe

와 Strickland- Cholmley 1967). 그 후 Reovirus와 유사한 이 바이러스는 Reovirus

가 아니라 로타바이러스로 명명되었다 (F lew ett 등 1974). 로타바이러스는 1976년

혈청학적으로 양에서 감염이 이루어지고 있음이 보고된 이래 (W oode 등 1976)

1976년 Scott등에 의해 로타바이러스가 어린 염소에서도 존재하고 있음이 처음으로

보고되었다 (Snodgras s 등 1976).

1971년에는 송아지 유래 세포에서 송아지 로타바이러스 (NCDV)를 성공적으로 배

양하였으며 (Mebus 등 1971), 그 후로 로타바이러스는 많은 세포에서 배양이 가능

하게 되었다 (Albrey와 Murphy 1976, Banatvala 등 1975, W elch와 T w iehaus 1973,

W yatt 등 1974). 1977년에 세포배양시 t ryps in이 바이러스 성장에 매우 유효하

다는 것이 발견되어 로타바이러스의 분자생물학 연구에 크게 기여하였다 (Babiuk

등 1977).

이 연구는 국내에서 사육되고 있는 재래 흑염소에서 소화기에 감염하여 질병을

유발하는 바이러스를 분리하여 그 특성을 밝힘으로써 진단법 및 백신 등을 개발하

여 확실한 예방대책을 세울 수 있도록 하고자 시행하였다.
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설사증을 보이는 흑염소에서 로타바이러스를 분리하기 위하여 분변 및 장절편을

채취하여 T F104 세포에 접종한 후 세포변성효과를 관찰한 바 T F104 세포에서

CPE가 일어나는 것을 관찰할 수 있었으며, 이 T F104세포는 로타바이러스가 잘 자

라는 것으로 알려진 세포이므로 바이러스 동정을 위하여 소 로타바이러스의 VP4에

대한 단클론항체를 이용한 형광항체염색에서 로타바이러스임이 밝혀졌다.

전국적인 흑염소 로타바이러스에 대한 혈중 항체분포를 혈구응집억제 반응을 이

용하여 역가를 측정한 바 79∼100%의 항체양성율을 보여 전국적으로 로타바이러스

에 감염되어 있음을 알수 있었다. 따라서 대부분의 흑염소는 로타바이러스에 의해

설사를 일으키고 있으며 이로 인한 경제적 피해가 대부분의 농가에서 발생하고 있

음을 알 수 있었다. 본 연구에서는 표 2- 2- 1에서 보는 바와 같이 특정지역에 국한

된 로타바이러스 감염은 없는 듯하며 일반적으로 흑염소군에서 로타바이러스에 대

한 항체 수준 기복이 심한 농장에서 로타바이러스에 의한 경제적 피해가 심한 것으

로 사료된다.

분리된 흑염소 로타바이러스의 병원성을 확인하기 위하여 로타바이러스에 대한

항체가 인정되지 않는 흑염소 2 마리와 혈중항체가 존재하는 2마리의 흑염소에, 분

리된 흑염소 로타바이러스를 구강접종 하였던 바 2마리는 간헐적인 설사를 하였고

1 마리는 일주일이 경과한 후 폐사하였으며 한 마리는 설사는 하지 않았다. 실험에

공여된 모든 흑염소는 로타바이러스를 분변으로 배출하면서 설사를 동반하는 것으

로 보아 분리한 로타바이러스는 병원성을 유발하는 원인체임을 알 수 있었다 (표

2- 3- 1). 본 실험 결과로 로타바이러스 감염에 의한 설사는 흑염소의 혈액중에 존재

하는 혈중항체의 유무와 무관하다는 것을 확인하였다. 바이러스 순화시험 결과 분

리한 로타바이러스를 T F104 세포에 77대까지 계대하여 순화시킨 후 흑염소 5두에

접종한 결과에서도 그중 3두에서 여전히 설사증세를 보임으로써 분리한 로타바이러

스는 병원성이 높은 것으로 밝혀졌다.

유전형을 분석하기 위하여 VP7, VP4, NSP4을 RT - PCR로 증폭하고 염기서열을

결정하고 DNASIS program을 이용하여 유전자의 염기서열을 분석하였던 바, 분리

한 로타바이러스의 VP4는 2,328개의 nucleot ide 와 776개의 아미노산으로 구성되었

음을 알 수 있었으며, 반추류인 소와 원숭이 로타바이러스인 NCDV, SA11과 같은
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서열을 가지고 있었으나 고양이의 F RV1 및 사람의 로타바이러스의 염기수보다 3개

가 많았으며 따라서 아미노산 숫자도 1개가 더 있는 것을 알 수 있었다.

일반적으로 VP4 genotype은 염기서열을 다른 로타바이러스와 비교하여 P type을

결정할 수 있는 바, 본 연구에서 흑염소 로타바이러스의 VP4 염기서열과 20여개의

다른 P type을 비교하여 보았을 때 RRV와 90%의 상동성을 보임으로써 분리된 로

타바이러스의 P type은 P3일 가능성이 높은 것으로 판단된다.

흑염소 로타바이러스의 혈청형에 대한 연구는 전무하지만 소 및 돼지에 대해서는

다음과 같은 연구가 알려져 있다. 즉, P s erotype은 P5가 가장 우세하며 그 다음으

로 P11이 가장 일반적이라고 보고된 바 있으며 (Suzuki 등 1993, Chang 등 1996)

G와 P type을 조합한 결과 G6P5, G6P11, G10P1순으로 혈청형이 우세한 것으로 알

려졌다. 국내에서는 소에서 G6P5 type이 가장 우세하게 존재하는 것으로 보고되었

으며, 돼지에서 로타바이러스는 로타바이러스 A, B 및 C형이 발생하고 있음을 확인

하였으며 (박 등 1998), G5와 P7 혈청형이 조사된 예도 있으나 이는 소와 돼지사이

에서 로타바이러스의 in ters pecies trans miss ion 또는 natura l reass ortments가 발생

했기 때문이라는 주장도 있다 (Kang 등 1997). 최근에는 P11형이 분리 보고된 바

도 있다 (정 등 1998).

분리한 로타바이러스의 VP7은 NCDV, SA11, AU- 1과 같이 978개의 nucleotide

와 326개의 아미노산으로 구성되어 있음을 알 수 있었으며, VP7 type (G type)을

알기 위하여 14개의 type에 대한 각각의 표준주와 비교하였던 바 HCR3, SA11과

95%의 상동성을 보임으로서 type 3에 속할 가능성이 가장 높았다. VP7의 14 type

에 속하는 표준주와의 비교분석에서 사람유래 로타바이러스 분리주인 HCR3와 원숭

이 로타바이러스 분리주인 SA11 등에서 가장 높은 상동성을 보였으며, RRV에서는

비교적 높은 상동성을 보임으로서 아마도 G3 type에 subgroup이 존재할 수 있음을

시사한다고 판단된다.

14개의 G serotype에 대한 연구가 많은 종에서 이루어졌으며 (Es tes 1996), 특히

소의 로타바이러스에 대하여는 Great Britain (Snodg rass 등 1990), Germany

(Brussow 등 1994), Argentina (Bellinzoni 등 1989), the United S tates (Parw ani 등

1993), T hailand (T anig uchi 등 1991), A us tralia (Huang 등 1992)에서 연구가 되었
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다. 전세계적으로 가장 우세한 혈청형은 G6와 G10으로 알려졌다. 이외에도 G1

(Blackhall 등 1992) G8 (Snodgras s 등 1990, T anig uchi 등 1993)도 분리되었으며,

G2, G3, G11 형도 분리 보고된 바 있다.

분리된 로타바이러스에서 NSP4 유전자를 분리하여 염기서열을 비교분석한 결과

NCDV, RRV, FRV- 1, W a, AU- 1, KUM주와 같이 525개의 염기와 175개의 아미노

산으로 구성되어 있음을 알 수 있었다. 또한 NSP4에 대한 phylogram을 작성한 결

과 반추류가 주로 속하는 group Ⅰ과 사람의 바이러스인 group Ⅱ에 상관성을 보이

지 않고 AU- 1, FRV1, RRV가 속한 g roup Ⅲ에 가장 밀접한 상관관계가 있음을

알 수 있었다.

NSP4중 가장 보존성이 높다고 하는 VP4 binding domain인 112- 146 아미노산을

각 g roup에 속하는 RRV, RFV1, AU- 1, M37, W a, NCDV, SA 11, UK와 비교에서

RRV, FRV- 1, A U- 1과 100%가 일치함으로서 NSP4 유전자의 T ype Ⅲ에 속함을

알 수 있었다.

최근에는 P type, G type에 의한 바이러스의 분류법 이외 유전자의 상동성에 기

인하는 RNA - RNA hybridiza tion에 의한 g enotype으로 분류되고 있다. 분리한 로

타바이러스 입자에 내재하는 RNA polymerase를 사용하여 in vitro에서 v irus유전자

RNA에 대응하는 mRNA를 합성하며 이것을 probe로 하여 각각의 바이러스와의 상

동성을 관찰하는 것으로 각각 동일의 g enogroup에 속하는 로타바이러스에서는 높은

상동성을 나타내는 반면, 다른 로타바이러스에서는 거의 상동성을 나타내지 않는다

는 사실로 사람에서는 적어도 W a, KUN, AU- 1 3개의 g enogroup이 있는 것으로 추

정되었다.

본 실험에서는 분리한 GRV, RRV, FRV64를 probe로 하여 사람, 소, 돼지, 고양

이, 원숭이 바이러스와 hybridizat ion결과 사람의 AU- 1, 고양이의 F RV- 1, FRV64,

원숭이의 RRV에서 가장 높은 hybrid band가 관찰되었다.

이상의 결과로 볼 때 분리된 흑염소의 로타바이러스는 가장 유사한 동물로서 반

추류인 소에서 분리되는 로타바이러스와는 다른, 사람과 원숭이 등에서 분리되는 바

이러스에 가까운 type으로 생각되며, 이러한 결과로 미루어 보아 흑염소 로타바이러

스가 사람과 원숭이, 고양이 등에서 서로 종간의 전파가 가능함을 시사하고 있다.
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종간의 t rans miss ion의 가능성에 대해서는 기존에 다수의 연구보고가 이어져 왔

다. 돼지분변에서 소와 사람 로타바이러스의 혈청형으로 알려진 G6와 G8 형이 분

리보고 되었고 (Gouvea 1944), 소에서 일반적인 G6 형이 사람에게서도 보고된 바

있고 (Gerna 등 1992), G8 type은 처음 사람에게서 보고되었으나 소에서도 보고되

었다 (Parw ani 등 1993). 돼지에서 혈청형을 조사한 바 G10 형이 존재하여 소와

돼지사이에 로타바이러스의 in ters pecies trans miss ion때문이라는 보고가 있고

(Pong suw anna 등 1996), Parw ani등 (1992)과 Suzuki 등 (1993)은 소 로타바이러스

분리주의 G/ P 혈청형이 다양하게 존재하고 동물과 사람에서 유래한 s train이 같은

혈청형에 존재하는 이유를 종간의 전파, 분류학상 같은 근원바이러스로 부터의 진

화, 그리고 다른 G와 P type을 가진 바이러스주의 natural reassortment로 설명하였

다. 이탈리아에서는 유아에서 bovine rotav irus와 관련된 주를 분리하였으며

(Urasaw a 등 1990, Gerna 등 1992) 최근에는 국내에서도 여아에서 분리된 로타바이

러스의 VP7 유전자에 대한 연구결과에 원숭이 로타바이러스인 G3 혈청형의 SA11

주와 높은 상동성을 가진다는 보고가 있었다 (임 1998). G3 혈청형인 SA11주는

VP7의 항원수용기를 공유하는 항원적 특이성이 사람 로타바이러스와 매우 유사한

원숭이의 RRV와 비슷하다.

본 연구에서는 국내 흑염소의 설사증의 원인이 되고 있는 로타바이러스를 분리

하였고, VP4와 VP7, NSP4 유전자에 대한 염기서열 분석등을 실시함으로써 분리된

로타바이러스가 반추류와의 상관성이 아닌 사람에서 분리되는 type에 가까운 특성

을 나타내고 있어 국내 흑염소 로타바이러스에 대한 이해와 이들 유전자를 재조합

백신에 이용하여 흑염소의 로타바이러스 감염에 대한 방어에 기여를 할 것으로 사

료됨과 동시에 인수 공통전염병으로서의 흑염소 로타바이러스의 관리 및 분리된 흑

염소 로타바이러스에 대한 면역학적 연구가 진행되어야 할 것으로 판단된다.

백신을 개발하기 위한 전략은 크게 사독백신과 생독백신을 들 수가 있다. 사독백

신의 장점은 안전성이 생독백신에 비하여 좋다는 것이다. 그러나 로타바이러스의 발

생이 장관에 국한적인 점을 감안하면 혈중에 중화항체가 많다하더라도 백신의 실효

를 거둘 수 없다. 따라서 본 연구과제에서는 사독 백신 개발보다는 생독 백신의 개

발로 연구방향을 결정하였다. 생독 백신의 개발 전략은 분리된 로타바이러스를 약독
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화시키는 것인데, 본 실험에서는 바이러스를 100대까지 순화시키후 흑염소에 구강으

로 접종하여 병원성을 확인하였다. 확인된 로타바이러스의 병원성은 표 3- 1에서 보

는 바와같이 폐사는 전혀 나오지 않았으나, 설사는 19마리중 7마리가 발생하였으며,

이들은 모두 간헐적인 설사를 하는 것을 알 수 있었다(표 3- 2). 다시말해 분리된 로

타바이러스가 약독화되었으나 아직 바이러스의 접종량에 따라 병원성의 차이가 있

을 수 있음을 간접적으로 시사하였다. 이에 바이러스 접종방법을 구강접종에서 음수

백신으로 바꾸고, 바이러스의 접종량이 100이상 투여되어도 안전성에 문제가 발생하

지 않도록 바이러스를 104 T CID50로 조정하였다. 100마리의 흑염소에 음수백신을 한

후 변의 변화상태를 관찰하였던바 5마리에서 설사가 유발되었으나 95마리는 전혀

변화를 인정할 수 없어 백신의 안전성에 아무런 문제점이 없을 것으로 추정되었다.

음수백신 후에 장관내 면역이 이루어져야만 백신의 효과를 인정할 수 있는 것이 원

칙이기에 백신후 장내항체의 변화추이를 ELISA로 측정하였으나, 유의성있는 차이

를 발견할 수 없었다. 이는 백신의 효과가 없었기 때문이기 보다는 ELISA의 방법

론에서 시판하는 anti- g oat immunog lobulins을 구입할 수 없었기 때문일 것으로 추

정되었다. 이유는 대조군으로 공시한 흑염소 장내 면역항체의 증감도 관찰할 수 없

었기 때문이었다. 백신의 면역원성을 측정할 수 없었기에 간접적으로 백신의 효과를

측정하는 방법으로 흑염소에 강독 바이러스로 공격접종을 실시하고 흑염소의 설사

유무와 폐사유무를 관찰하였던 바, 백신을 투여받은 모든 흑염소가 설사를 하지 않

은 것으로 보아 바이러스에 대한 방어능력이 유발된 것을 확증할 수 있었다. 앞으로

야외 실험을 200두 이상의 농장에서 실시하여 백신의 안전성을 재차 확인하는 실험

을 해야할 것으로 사료된다.
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