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서 론

E형 간염바이러스(Hepatitis E virus, HEV)는 7200가량

의 염기로 구성된 단일 양성 가닥 RNA 바이러스이며,

Hepeviridae 과에 속한다[1, 2]. HEV 유전체는 총 7개의 비

구조단백질과 2개의 구조 단백질을 encoding하고 있다. 비

구조단백질은 개방형 해독틀 1 (open reading frame 1)에서

만들어지며 이 중에는 methyltransferase (MeT), Y-domain,

papain-like cysteine protease (PCP 혹은 PLP), hypervariable

region (HVR), X-domain, RNA helicase, RNA-dependent

RNA polymerase (RdRp) 등이 포함된다. 구조 단백질은 두

종류가 있으며, ORF2 및 ORF3에서 만들어진다. HEV는 현

재까지 7개의 유전자형(genotypes, GT)이 보고되어 있고, 이

중에 4 개의 유전자형이 사람에게 감염할 수 있는 것으로 알

려져 있다[3]. GT1과 GT2는 사람에게만 감염하며, GT3와

GT4는 사람과 돼지, 사슴 및 맷돼지 등 동물에게도 감염하

므로 인수공통전염병원체로 분류된다[4]. 

바이러스가 감염하면 숙주 세포는 방어를 위하여 다양한

신호전달 물질을 분비하게 되는데, 이 중에서 가장 먼저 발

현 되는 것이 제 1형 인터페론(type I interferon)이다[5−8].

세포질로 침입한 바이러스의 RNA 유전체를 인지하는 것

은 retinoic acid-inducible gene I (RIG-I), melanoma

differentiation-associated protein 5 (MDA5) 및 Toll-like

receptors (TLRs)가 알려져 있다. RIG-I는 비교적 짧고 끝이

뭉툭한(blunt) RNA를 인지하는데, 이 RNA의 끝에 세 개의

인산이 결합되어 있어야 인지가 가능하다[9, 10]. 반면에

MDA5는 이런 화학적 조성의 제한이 없고 비교적 긴 RNA

를 인지하는 것으로 알려져 있다. RIG-I와 MDA5가 침입한

바이러스의 RNA를 인지하면 활성화 되고, 활성화 된 RIG-

I와 MDA5는 미토콘드리아 표면에서 mitochondrial antiviral-

signaling protein (MAVS)를 활성화한다[11, 12]. 활성화된

MAVS는 다시 하위의 I kappa B kinase epsilon (IKKε)/

TANK-binding kinase 1 (TBK1)을 활성화한다. 활성화된 이

들 단백질은 세포질 내에 비활성상태로 존재하는 interferon

regulatory factor 3 (IRF3)를 인산화를 유도한다[13−15].

인산화된 IRF3는 이합체(dimer)를 형성하고 핵 안으로 이

동하여 제 1형 인터페론의 발현을 활성화한다. 발현된 인

터페론은 발현한 세포 및 이웃 세포에서 다양한 인터페론

유도 단백질(interferon-stimulated genes, ISGs)의 발현을
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유도함으로써 바이러스의 증식을 억제한다. 따라서 병원성

바이러스들은 이 과정중의 하나 혹은 둘 이상을 저해함으로

써 생존을 꾀한다[4]. 예를 들어 C형 간염바이러스가 발현하

는 단백질 중에서 비구조단백질 NS3/4A와 5A는 간접적 혹

은 직접적 방식으로 제 1형 인터페론의 발현을 억제하는 것

으로 알려져 있다[16−23]. 

반면에 HEV가 인터페론을 저해하는 기작은 알려진 것이

거의 없다[3, 4]. 면역능이 충분한 숙주에 감염한 경우 HEV

는 급성 감염을 일으키며 대부분의 경우 증상이 없다. 그러

나 고령환자나 임산부 혹은 다른 이유로 면역능이 약화된 환

자에 감염하는 경우에는 만성 감염을 유도할 수 있고[24, 25],

특히 임산부에 감염한 경우 사망률이 20−30%에 이르는 것

으로 알려져 있다. 따라서 HEV의 증식을 제어함에 있어 면

역계의 역할이 큰 것으로 추정해 볼 수 있다. 본 연구진은 이

전 연구에서 HEV가 감염한 세포에서 제 1형 인터페론의 프

로모터 활성이 크게 감소함을 보였다. 이것은 HEV의 구조

혹은 비구조단백질 중 하나 혹은 그 이상의 단백질이 제 1

형 인터페론의 발현을 저해함을 의미한다[3, 26, 27]. 흥미롭

게도 methyltransferase가 RIG-I에 의한 인터페론 발현을

억제하는 것을 증명하였다. 이 연구에서 PCP도 RIG-I 활성

화에 의한 인터페론 발현 유도도 억제되는 것으로 보인다.

이것은 이전의 다른 연구자의 연구에서 PCP에 의해 RIG-I

의 탈유비퀴틴화(de-ubiquitination)가 저해 되고 따라서

RIG-I의 활성화가 저해되는 결과와 일치한다[28−30]. 또한

본 연구진은 후속연구에서 PCP에 의하여 MDA5 의존성 제

1형 인터페론의 발현이 억제됨을 보였다(논문 투고 중). 따

라서 PCP가 제 1형 인터페론 발현 활성화에 중요한 MDA5

와 RIG-I를 억제하는 것으로 보인다. 그러나 MDA5와 RIG-

I 활성화 다음 단계인 MAVS의 활성화는 분명히 확인 되지

않았다(논문 투고 중). 또한 바이러스 감염을 모방(mimic)하

는 제 1형 인터페론 유도체인 polyinosinic-polycytidylic

acid (polyI:C) 처리에 의한 세포 내 신호전달을 PCP가 억제

할 수 있는지도 불분명하다. 

따라서 본 연구진은 HEV 단백질에 의하여 poly(I:C) 의존

성 제 1형 인터페론 활성화 억제 여부를 분석하였다. 흥미롭

게도 PCP가 poly(I:C)에 의하여 활성화되는 제 1형 인터페

론 발현을 유의미하게 억제함을 관찰하였다. 또한 RIG-I와

poly(I:C)를 함께 처리한 경우에도 PCP는 농도의존성 저해

작용을 보였다. 뿐만 아니라 MAVS와 poly(I:C)가 함께 처리

된 경우에도 PCP 농도 의존성 저해가 관찰되는 것으로 보

아, PCP가 세포 내 다양한 신호전달 물질을 효과적으로 저

해 하는 것으로 추정된다. 이런 연구는 향후 HEV에 효과적

인 항바이러스제제 개발에 기초적인 정보를 제공할 것으로

기대된다. 

재료 및 방법

세포 배양 및 시약
Human embryonic kidney 293 T (HEK293T) 세포는 모

세포인 HEK293 세포에 Simian virus 40 (SV40)의 large T

항원을 안정적으로 발현하는 세포이며, SV40 프로모터를 포

함하는 플라스미드의 세포 내 증폭을 유도하여 형질주입

(transfection)의 효율을 높여 준다. HEK293T 세포는

American Type Culture Collection (ATCC)에서 구입하였

다. HEK293T 세포는 Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM)에 10% FBS (Gibco, USA)와 1% 페니실린/스트렙

토마이신 (Gibco, USA)를 첨가하여 만든 배양배지에서 유지

하였다[4, 31−33]. 세포는 5% CO2가 공급되는 환경에서 37℃

에서 배양하였다[16, 34−36]. Poly(I:C)는 고분자 RNA(high

molecular weight poly(I:C))를 invivogen에서 구입하여 사

용하였으며, transfection reagent-poly(I:C) 복합체로 구성되

어 있어, 별도의 처리 없이 세포 배양액에 직접 처리하였다.

Anti-Flag 항체는 Sigma-Aldrich (USA)에서 구입하였고, 그

외의 항체(anti-mouse IgG-HRP, anti-GAPDH IgG, HA-

ubiquitin)들은 Cell Signaling (USA)에서 구입하였다. 

플라스미드 제작 및 형질주입(transfection)
MDA5, MAVS 및 RIG-I를 발현하는 플라스미드는 한림대

학교 황순봉교수로부터 제공받았다. HEV의 각 유전자를 발

현하는 플라스미드와 IFN-β-luciferase 및 β-galactosidase

발현 플라스미드들은 이전 연구에서 사용한 것이고 제작 방

법은 다른 논문에 기술되었다[3]. 형질전환을 위하여 사용된

시약은 polyethylenimme (PEI)이며, Sigma-Aldrich에서 구

입하여 사용하였다. 형질전환을 위한 DNA:PEI 복합체 생성

은 상온에서 30 min 진행하였으며, 이 때 DNA:PEI 비율은

1:2였다[4, 37, 38]. HEK293T 세포는 형질주입 24 h 전에

6-well plate에 8 × 105/well의 농도로 분주하였다. 형질주입

전에 확인한 세포의 밀도는 약 70% 였으며 모든 실험에서

동일한 조건에서 수행하였다. 생성된 DNA:PEI 복합체는

2 ml의 배양 배지가 들어 있는 6-well plate에 한 방울씩 천

천히 주입해 주었다. 형질주입을 수행한 후 24 h 지난 후 형

질주입의 효율은 60% 이상이었다. 

단백질 발현 분석
단백질의 발현은 sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide

gel electrophoresis (SDS-PAGE) 분석법과 Western blotting

법을 이용하여 분석하였다[39, 40]. 세포 용해(lysis)는 cell

lysis buffer를 이용하였다. 원심분리로 상층액을 취한 후, 단

백질의 총량을 PierceTm BSA Protein Assay Kit (Thermo
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Scientific, USA)을 이용하여 정량하였다. 동일양의 단백질

을 10% SDS-PAGE에서 분리하여 nitrocellulose membrane에

전달하여 Western blotting을 시행하였다. Anti-Flag 항체는

1:5000, anti-mouse IgG 항체는 1:2000, anti-GAPDH 항체

는 1:1000으로 각각 희석하여 사용하였다. 

루시퍼라아제 활성분석
HEK293T 세포는 6-well plate에 8 × 105/well의 농도로

분주하였다. 분주 후 24 h이 지난 후 그림에서 표시된 바와

같이 다양한 DNA를 함께 형질주입하였다. 형질주입의 효율

을 측정하여 50% 이상일 때 루시퍼라아제 활성 분석을 실시

하였다. 형질주입 후 24 h 후에 배양액을 제거하고, 세포 분

쇄 완충용액(reporter lysis 5X buffer, Promega, USA)를

넣고 세포를 수거하였다. 세포막 등은 4℃, 13,000 ×g에서

5 min 원심 분리하여 제거하고 상층액을 이용하여 루시퍼라

아제의 활성을 분석하였다. 분석을 위해서는 luciferase assay

system (Promega, USA)를 사용하였다. 발광(luminescence)

값은 Glomax (Promega, USA)를 이용하여 분석하였고, 각

각의 발광 값은 β-galactosidase 활성도를 측정하여 보정하

였다. 

통계분석

실험군과 대조군의 평균은 정규분포 가정에 의하여

Student’s t-test를 이용하여 통계적 유의성을 분석하였다.

실험은 최소한 두 번 반복하였고, 대표적인 데이터를 제시

하였다. 

결과 및 고찰

HEV 단백질의 발현 및 RIG-I 활성 저해 단백질 발굴
Flag tag이 붙어 있는 HEV 단백질을 형질주입으로 발현

하고 24 h 이후에 발현양을 SDS-PAGE-Western blotting으

로 분석하였다(Fig. 1A). HVR 및 ORF3가 가장 높은 양으로

발현되었고, MeT, PCP, helicase 및 RdRp가 비교적 높은 정

도로 발현되었다. 흥미로운 것은 ORF2는 발현양이 낮았으

나 제 1형 인터페론의 발현을 대조군 대비 50% 정도 억제하

였다(Fig. 1B). RIG-I만 발현하였을 때는 처리하지 않은 대

조군에 비하여 IFN-β 발현 유도 정도는 5−6배에 그쳤지만

(Fig. 1B, 두 번째 열), poly(I:C) 500 ng/ml을 처리하였을 때

는 50배 이상 증가하였다. 따라서 RIG-I 유전자의 발현과

poly(I:C) 처리는 서로 상승작용을 일으키는 것으로 사료된

다. 그러나 Methyltransferase, PLP (혹은 PCP) 및 ORF2

를 함께 발현하였을 때는 IFN-β의 발현 유도가 현저하게 감

소하였으며, 이 중 PCP의 효과가 가장 높은 것으로 보인다

(~60% 저해; Fig. 1B). 따라서, PCP는 이전 연구에서 본 연

구팀이 밝힌 것처럼 RIG-I만 처리한 경우를 저해할 뿐만 아

니라[3], RIG-I와 poly(I:C)가 상승작용을 일으킨 경우에도 효

과적으로 저해할 수 있는 것으로 사료된다. 반면에 HVR, X,

X + HVR, ORF3 등은 RIG-I에 의한 제 1형 인터페론 반응

에 영향을 미치지 않았다. 

Fig. 1. HEV proteins inhibits RIG-I-mediated induction of
type I interferon. (A) Plasmids, encoding each HEV gene, were
transfected into HEK293T cells. At 24 h post-transfection, protein
expression was evaluated by SDS-PAGE analysis followed by
Western blotting. (B) HEK293T cells were co-transfected with IFN-
β-luc, β-galactosidase, and RIG-I-expressing plasmids with sub-
sequent treatment with 500 ng/ml poly(I:C) for 24 h. Luciferase
activity of each sample was evaluated and plotted.
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PCP에 의한 RIG-I의 농도의존성 저해
RIG-I와 poly(I:C)에 의한 IFN-β의 발현 유도를 PCP가 농

도의존적으로 억제하는지 분석하기 위하여 0, 0.5, 1, 2 μg

의 PCP 발현 플라스미드를 처리하였을 때(Fig. 2), PCP의 발

현양에 따라 제 1형 인터페론 발현이 점진적으로 억제되는

것을 관찰하였다. 이것은 PCP가 RIG-I에 의한 세포내 신호

전달을 효과적/특이적으로 억제한다는 것을 시사한다. 이전

연구에서 PCP가 RIG-I의 탈유비퀴틴화를 저해하여 RIG-I

의 활성화를 억제하는 것으로 알려져 있다[28−30]. 향후 연

구에서 PCP에 의한 탈유비퀴틴화의 범위와 대상을 밝힌다

면 PCP의 작용 기전을 보다 효과적으로 이해할 수 있을 것

이라고 사료된다.

PCP에 의한 MAVS의 농도의존성 저해
서론에서 밝힌 바와 같이, 활성화된 RIG-I는 미토콘드리

아의 외막에 존재하는 MAVS를 활성화여 응집(aggregation)

을 유도함으로써 하위 신호전달을 활성화한다[11, 12]. 따라

서 PCP에 의하여 RIG-I가 억제된다면 하위 신호전달 물질

인 MAVS에 의한 신호 전달도 억제될 가능성이 높다. 이것

을 확인하기 위하여 MAVS를 발현하는 DNA를 세포에 전달

하고, 다양한 농도의 PCP를 함께 형질 주입하였다(0, 0.5, 1,

2, 3 μg; Fig. 3). PCP를 낮은 농도로 발현하였을 때 유의적

인 감소를 확인할 수 없었으나, 농도가 높아짐에 따라 유의

미한 억제를 확인할 수 있었다(Fig. 3). 흥미롭게도 MAVS 단

백질의 양은 PCP가 높은 정도로 발현될 때에도 감소하지 않

았다(Fig. 3; low panels). 이것은 PCP에 의한 MAVS의 억

제가 단백질 생성 이후 과정에서 일어난다는 것을 시사한다

고 사료된다. PCP에 의하여 MAVS의 기능이 억제되는 과정

이 RIG-I의 예에서 보듯이 탈유비퀴틴 저해에 의한 것인지

를 밝히는 것은 향후 PCP의 구체적인 분자 기작을 밝히는

데 도움을 줄 것으로 사료된다. 

요 약

E형 간염바이러스는 전세계적으로 매년 2천만건의 감염

을 일으키는 것으로 알려져 있다. 흥미로운 것은 임산부에서

특히 높은 치사율을 보이는데, 무려 20−30%의 사망률을 보

인다는 점이다. 면역능이 있는 감염환자에서는 E형 간염바

이러스 감염은 별다른 증상 없이 자연 치유되지만, 면역능이

낮은 에이즈환자나 고령환자에서는 만성감염을 일으킬 수도

있으며 사망에 이르게 할 수도 있다. 따라서, E형 간염바이

러스의 증식억제에 면역반응의 중요성이 높으며, 특히 인터

페론 반응이 중요한 역할을 할 것으로 사료된다. 본 연구팀

은 E형 간염바이러스의 프로티아제가 RIG-I 의존적 제 1형

인터페론 반응을 유의미하게 억제하는 것을 관찰하였다. 또

한 바이러스 프로티아제가 RIG-I의 하위 신혼전달 분자의

하나인 MAVS의 활성도 농도 의존적으로 억제하는 것으로

분석하였다. E형 간염바이러스에 의한 제 1형 인터페론 반

응 억제의 구체적인 작용 기작을 밝힌다면 효과적인 항바이

Fig. 2. HEV PCP inhibits RIG-I-mediated activation of type I
interferon in a dose-responsive manner. HEK293T cells were
co-transfected with IFN-β-luc, β-galactosidase, and RIG-I-
expressing plasmids as well as with an increasing amount of PCP-
expressing construct (0, 0.5, 1, 2 μg). At 6 h post-transfection,
poly(I:C) was treated at 500 ng/ml for 18 h. Cells were harvested
for luciferase reporter assay. Fig. 3. HEV PCP inhibits MAVS-mediated activation of type I

interferon in a dose-responsive manner. HEK293T cells were
co-transfected with IFN-β-luc, β-galactosidase, and RIG-I-
expressing plasmids as well as with an increasing amount of
MAVS-expressing construct (0, 0.5, 1, 2, and 3 μg). At 24 h post-
transfection, cells were subjected to luciferase reporter assay
(top panels). In the same samples, expression of MAVS, PCP and
GAPDH was determined by SDS-PAGE analysis followed by West-
ern blotting (bottom panels).  
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러스제제의 개발의 초석을 놓을 수 있을 것으로 기대된다. 
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