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국문초록

메르스 코로나바이러스는 2012년 사우디아라비아에서 처음 보고된 

이후 전 세계로 확산되었으며 인간을 감염시켜 심각한 호흡기 질환인 

메르스(중동 호흡기 증후군)를 일으키고 심지어는 사망에까지 이르게 

하는 고 병원성 바이러스이다. 지금까지 명확히 밝혀지진 않았으나 

메르스 코로나바이러스는 박쥐에서 기원하여 낙타를 통해 인간으로 

전파되었을 것이라 추정되며 인간들 사이에서 밀접한 접촉으로 인해 

전파됨이 보고되었다.

현재 메르스를 치료할 수 있는 백신이 개발되어 있지 않아 치료법 

개발을 위한 연구가 계속적으로 진행되고 있다. 메르스 

코로나바이러스가 발현하는 단백질의 활성을 억제하여 병을 치료하는 

방법이 대표적인 예로, 바이러스가 발현하는 단백질의 기능을 밝히는 

일이 점점 더 중요해 지고 있다. 하지만 지금까지 바이러스가 발현하는 

몇몇 단백질의 기능 중 일부만 밝혀져 있고 코로나바이러스의 보존된 

염기서열 분석을 통해 메르스 코로나바이러스가 발현하는 단백질의 

기능을 예상하는 정도의 수준에 연구가 머물러 있다. 또 바이러스 

단백질의 발현을 위한 DNA 라이브러리 또한 구축되어 있지 않았다. 

따라서 본 연구에서는 보다 심화된 연구를 위해 필수라고 할 수 있는 

메르스 코로나바이러스가 발현하는 25개의 단백질 대부분을 발현 할 수 

있는 유전자를 가진 DNA 라이브러리를 최초로 제작하였다. 또 제작한 

DNA 라이브러리를 활용하여 바이러스의 E, M, N 단백질이 동물 

세포에서 발현할 수 있는 발현 벡터를 만들었고 실제 동물 세포에 

형질주입하여 바이러스 단백질이 발현하는 것을 확인하였다.

다음으로 메르스 환자에서 바이러스 감염으로 인한 사이토카인의 

분비가 어떠한 양상으로 일어나는지, 또 환자에서 보이는 증상의 

심각성에 따라 서로 다른 사이토카인 발현 양상을 보이는지를 본 
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연구에서 확인하였다. 메르스 환자의 혈청을 분석한 결과 급성 호흡곤란 

증후군(ARDS) 환자에서 확인 할 수 있었던 CXCL10, CCL2와 같은 

다양한 면역반응 및 염증반응과 관련된 사이토카인이 메르스 환자에서도 

분비됨을 확인 할 수 있었다. 또 메르스와 비슷한 증상을 보이는 것으로 

알려진 2003년에 유행한 사스(중증 급성 호흡기 증후군)의 경우, 같은 

바이러스에 감염되었더라도 질병으로부터 건강을 회복한 경증 환자와 

회복하지 못하고 사망에 이른 중증 환자로 나뉘는 것을 확인할 수 

있었는데 메르스 환자들 사이에서도 같은 현상을 확인 할 수 있었다. 또 

각 증상의 심각성에 따라 환자들이 분비하는 사이토카인의 경향성 역시 

서로 다름을 확인 할 수 있었다. 이 외에도 본 연구에서는 한국에서만 

특별히 나타난 사례인 메르스 코로나바이러스의 만성 감염을 보인 

지속감염환자에서 확인할 수 있는 사이토카인의 발현 양상을 다른 

환자들과 비교 분석하였다. 

본 연구에서 제작된 DNA 라이브러리는 추후에 진행될 메르스 연구에 

있어 그 활용도가 높을 것으로 보인다. 또 메르스 환자의 증상에 따른 

사이토카인의 발현 양 및 그 양상을 분석함으로써 얻어진 정보는 향후 

바이러스 감염에 의한 면역반응을 연구하는데 필요한 기초자료로 그 

이용가치가 있을 것으로 보인다. 

주요어 : 메르스, 메르스 코로나바이러스, 면역반응, DNA 라이브러리, 

 사이토카인

학  번 : 2015-20435
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1. 서론

메르스(중동호흡기 증후군, MERS)는 메르스 코로나바이러스

(MERS-CoV)의 감염에 의해 기침, 호흡곤란과 같은 호흡기 질환 외에

도 발열, 두통, 오한, 인후통, 콧물, 근육통, 구토, 복통, 설사 등의 증상

을 보이며 심하게는 사망에 이르게 하는 바이러스성 감염병이다(1-3). 

2012년 사우디아라비아의 60대 노인에게서 메르스 코로나바이러스를 

처음으로 분리한 것을 시작으로 2017년 6월까지 27개국에서 2,015명

의 사람들이 메르스 코로나바이러스에 감염되었고 그 중에서 703명이 

사망했다고 WHO에서 밝히고 있다(1). 메르스 코로나바이러스는 약 

30kbp의 단일가닥 RNA를 가지는 바이러스로 16개의 비구조 단백질

(non-structural protein)로 나누어지는 pp1a 및 pp1ab 2가지의 다단

백질(polyprotein)과 4가지의 구조 단백질(structural protein) 및 5가

지의 액세서리 단백질(accessory protein)을 유전자에 코딩하고 있다

(그림 1A)(4). 다단단백질인 pp1a와 pp1ab는 PLpro(papainlike 

protease)와 3CLpro(3C-like protease)의 두 단백질가수분해효소

(protease)에 의해 분해되어 16가지의 비구조 단백질로 나누어진다. 나

뉜 단백질들은 서로 상호작용하여 바이러스의 replicase-transcriptase 

complex를 형성하고 바이러스의 유전자를 복제 및 전사한다(4-6). 비

구조 단백질의 기능은 각각 다음과 같이 알려져 있거나 예측되고 있다. 

nsp1(non-structural protein 1)은 숙주의 mRNA를 인지하여 번역을 

막고 분해를 유도하는 방법으로 숙주의 유전자 발현을 저해한다고 보고

되었으며 nsp2는 prohibitin 1 또는 prohibitin 2와 상호작용하여 세포

내 신호전달을 방해할 것으로 추정하고 있다(7, 8). nsp3는 PLpro로 

다단백질을 분해하는 역할 외에도 ubiquitin 및 ubiquitin-like protein
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인 ISG15(interferon-stimulated gene 15)가 단백질과 결합하는 것을 

막는 DUB(deubiquitinating) 및 deISGylating 활성을 가지고 있다고 

연구 되었으며 이 외에도 다양한 기능이 있을 것으로 예상하고 있다(9). 

nsp4는 바이러스의 replication complex를 형성하는데 이용될 것으로 

추측하고 있으며 nsp5는 3CLpro로 다단백질을 분해하여 replicase와 

helicase를 만드는 데에 중요한 역할을 한다고 연구되었다(10-12). 

nsp6는 DMV(double membrane vesicles)를 형성하는데 기여하고 있

다고 알려져 있다(10, 13). nsp7은 nsp8의 특정 상태를 안정화 하는데 

필요한 요소이며 nsp8은 primase domain을 가지고 있다고 보고되었다

(14). nsp9, 10, 11은 현재까지 그 기능이 연구된 바가 없으며 nsp12

는 RNA-dependent RNA polymerase(RdRp)로 RNA를 복제하고 전

사하는 replicase로써 주요한 역할을 한다고 알려져 있다(15). nsp13은 

helicase domain을 가지며 dNTPase 및 RNA 5’ triphosphatase 활

성을 가질 것으로 추정하고 있다(16). nsp14는 3′to 5′

exoribonuclease로 역할을 nsp15은 RNA endoribonuclease로 기능할 

것으로 예측하고 있다(17, 18). 메르스 코로나바이러스에서의 nsp16의 

기능은 아직까지 알려진바 없다. 구조단백질에는 spike(S), 

envelope(E), membrane(M) 그리고 nucleocapsid(N) 단백질이 있으

며 각각 바이러스 입자를 구성하는 주요 단백질이다(그림 1B). S 단백

질은 숙주세포의 DPP4(dipeptidyl peptidase 4)와 결합하여 세포 내로 

진입하는데 필수적이며 E 단백질은 바이러스에서 이온채널 역할을 하는 

것으로 추정된다(19, 20). M 단백질은 바이러스의 표면을 구성하고 있

다(21). N 단백질은 바이러스 입자가 형성될 때 바이러스의 RNA를 M 

단백질에 고정시키는 역할을 한다(22). 나머지 subgenomic RNA로부

터 생성되는 단백질은 액세서리 단백질로, 액세서리 단백질을 발현하지 

못하는 돌연변이 바이러스를 생성하였을 때 재생산되는 바이러스의 수는 
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줄어드는 경향을 보였지만 바이러스의 재생산 자체에는 크게 영향을 주

지 않는 것으로 보아 숙주의 면역반응을 회피하는 기작에 연관되어 있을 

것으로 보고 있으며 실제로 ORF4a와 ORF4b, ORF5가 인터페론

(interferon)의 길항물질로 작용한다는 연구가 보고되고 있다(23, 24). 

이 외에도 비구조 단백질 및 구조 단백질 중 일부 또한 면역 회피 기작

에 영향을 주는 것으로 보고되고 있다(21, 23, 25). 다만 지금까지 연

구된 각각의 단백질의 기능이 실제 단백질 발현을 통해 연구된 것은 극

히 일부분이며 대부분의 기능이 코로나바이러스 사이에 보존된 염기서열 

분석을 통한 잠재적 역할을 추정한 것이다. 각 단백질들의 기능을 밝히

는 연구는 바이러스 자체를 연구, 분석하는 과정일 뿐만 아니라 백신개

발 등의 다양한 분야의 연구에 필수적인 단계이다. 따라서 본 연구에서

는 메르스에 대한 연구를 진행하는데 있어 가장 기초라고 할 수 있는 메

르스 코로나바이러스의 단백질 발현을 위해, 각 단백질을 암호화 하고 

있는 DNA 라이브러리를 구축하였다. 
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그림 1. 메르스 코로나바이러스 게놈 및 입자.

메르스 코로나바이러스의 단백질을 코딩하고 있는 단일가닥 RNA 게놈

(A)과 4가지 구조 단백질로 구성된 구 형태의 바이러스 입자(B)의 모

식도이다. 
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인간은 바이러스와 같은 병원체에 감염되었을 때, 이 외부 요인을 체

내에서 제거하기 위한 다양한 면역반응을 보인다. 이때 특정 병원체나 

그 산물에 대한 세포의 반응으로 항체의 생산과 같은 특이면역반응을 적

응면역반응(adaptive immune response)이라 한다. 반면 병원체에 대

하여 비 특이적으로 반응하는 신체 내외의 물리적 화학적 장벽을 내재면

역반응(innate immune response)이라 한다. 내재면역반응의 화학적 장

벽으로 세포가 분비하는 사이토카인(cytokine)을 들 수 있는데 이는 직

접적으로 병원체를 제거할 뿐만 아니라 염증반응을 일으키고 나아가 적

응면역반응을 유도하는 매개체로 그 역할을 하고 있다(26, 27). 따라서 

병원체의 감염으로 인해 일어나는 숙주에서의 초기 사이토카인 분비는 

병원체로부터 자신을 지키는데 필수적인 반응이라고 할 수 있으며 메르

스 코로나바이러스에 감염된 환자에서도 인터페론을 포함한 다양한 사이

토카인을 분비한다고 보고되고 있다(28, 29). 한편 같은 병원체에 감염

되어도 감염된 개체에 따라 질병의 경과가 상이한 경우를 많이 확인 할 

수 있는데 메르스 환자들에서도 마찬가지로 바이러스 감염 후 회복한 환

자와 생명 보조 장치로 연명하다 사망에 이른 환자가 존재함을 확인할 

수 있었다(30, 31). 같은 병원체에 감염되었음에도 불구하고 보이는 경

과의 차이는 나이, 성별, 기저 질환의 다름과 같은 다양한 원인이 있겠

으나 바이러스에 감염된 개체에 따라 분비되는 사이토카인이 상이하여 

서로 다른 면역반응을 유도했기 때문이라는 연구가 보고되고 있다(32). 

메르스 코로나바이러스에 감염된 환자에서도 마찬가지로 감염되었다 회

복한 환자와 사망한 환자에서 보이는 인터페론의 발현 강도 및 발현하는 

사이토카인의 종류가 달랐음을 확인 할 수 있다(31). 다만 지금까지의 

연구는 감염된 환자로부터 특정된 일부 사이토카인만을 측정한 연구이거

나 메르스 코로나바이러스가 감염된 세포주에서 보인 면역반응에 대한 

연구였다는 한계가 있다. 본 연구에서는 각기 다른 양상을 보인 환자에
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서 추출한 혈청에 있는 102가지의 사이토카인을 분석하여 다양한 사이

토카인들이 병증의 심각함에 따라 어떤 차이점을 보이는 지와 시간 경과

에 따른 사이토카인 발현의 변화를 분석하여 유형을 알아보고자 하였다. 

또 본 연구에서는 한국에서만 특이적으로 발생한 바이러스의 만성 감염

을 보인 지속감염환자의 혈청 속 사이토카인의 양을 확인하고 이를 다른 

환자와 비교 분석함으로써 지속감염현상을 이해하고자 하였다.
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2. 재료 및 실험 방법

2.1 RT-PCR을 이용한 DNA 라이브러리 제작

메르스 코로나바이러스의 전체 RNA를 SuperScript™III Reverse 

Transcriptase 키트(invitrogen)를 이용하여 DNA로 전환하였다. 역전

사에 사용한 프라이머의 서열은 각 nsp를 PCR 하기 위한 역방향 프라

이머의 서열과 같다(표 1). RNA로부터 전환된 DNA를 주형으로 각 16

개의 비구조 단백질 유전자를 PCR을 통해 증폭하였다. PCR은 Phusion 

High-Fidelity DNA Polymerase(NEB)를 사용하였으며, PCR을 위한 

프라이머의 서열은 다음과 같다(표 1). 각각의 PCR 산물을 pENTR™

/D-TOPO™ 클로닝 키트(invitrogen)를 이용하여 pENTR/D-TOPO 

벡터(vector)에 삽입하고 Cosmogenetech을 통해 삽입된 DNA 염기서

열을 분석하였다.

2.2 서브 클로닝을 이용한 DNA 라이브러리 제작

서울대학교 의과대학에서 제공받은 pCDH-CMV-MCS-EF1-Puro 

벡터에 삽입되어 있는 메르스 코로나바이러스의 구조, 액세서리 단백질 

유전자 및 RT-PCR을 통해 만들어지지 않은 일부 비구조 단백질을 코

딩하는 유전자를 인공적으로 합성한 벡터(Cosmogenetech)를 주형으로 

각 4개의 구조 단백질, 5개의 액세서리 단백질 및 일부 비구조 단백질

의 유전자를 Phusion High-Fidelity DNA Polymerase(NEB)를 사용
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하여 PCR을 진행하였다. PCR에 사용된 프라이머의 서열은 다음과 같다

(표 1, 표 2). 각각의 증폭된 PCR 산물을 pENTR™/D-TOPO™ 클로

닝 키트(invitrogen)를 이용하여 pENTR/D-TOPO 벡터에 삽입하고 

Cosmogenetech을 통해 삽입된 DNA 염기서열을 분석하였다. 

2.3 바이러스 단백질 발현 벡터 제작

메르스 코로나바이러스의 E, M, N 단백질을 발현할 수 있는 유전자가 

삽입되어 있는 pENTR/D-TOPO 벡터와 본 연구실에서 제작한 

pDEST-SG5-HA5’ 벡터를 Gateway™LR Clonase™II Enzyme 

Mix(invitrogen)를 이용하여 LR반응을 시켰다. 반응을 통해 

pDEST-SG5-HA5’에 삽입된 바이러스 단백질 유전자서열은 

Cosmogenetech을 통해 분석하였다.

2.4 세포주와 세포 배양

HEK 293T 세포는 10% FBS, 100U/ml penicillin, 100μg/ml 

streptomycin, 2mM GlutaMAX-I(invitrogen)를 포함한 DMEM에서 

배양하였다. 
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표 1. 비구조 단백질용 PCR 프라이머 서열
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표 2. 구조 및 액세서리 단백질용 PCR 프라이머 서열
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2.5 바이러스 단백질 발현 및 검출

HEK 293T 세포를 12-홈판(12-well plates)에 각각 0.8×105개의 

세포를 깔아주고 10% FBS, 100U/ml penicillin, 100μg/ml 

streptomycin, 2mM GlutaMAX-I(invitrogen)를 포함한 DMEM에서 

하룻밤 동안 배양한 뒤 PBS로 1회 씻어내고 바이러스의 E, M, N 단백

질 유전자가 삽입된 pDEST-SG5-HA5’ 벡터 1μg을 PEI로 형질주

입하고 2일간 배양하였다. 

50 mM Tris(pH 7.4), 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.5% 

CHAPS로 구성된 완충액에 cOmplete™ Mini Protease Inhibitor 

Cocktail(Roche)를 첨가하여 세포 분해 완충액을 제조하였다. 이것을 2

일간 배양한 세포가 있는 홈판에 처리하고 4℃에서 15분 반응시키고 세

포가 용해된 완충액을 1.5ml 튜브에 모아 다시 15분간 반응시킨 뒤 

13000rpm에서 10분간 원심 분리하여 상층액을 얻는다. 얻어진 상층액

과 SDS 표본 완충액을 섞은 뒤 100℃에서 10분간 끓인다. 끓인 시료를 

식힌 뒤 SDS-PAGE를 통해 단백질들을 분자량에 따라 분리하였고 다

시 100V에서 90분 동안 니트로셀룰로오스 막으로 단백질을 이동시켰

다. 단백질이 부착된 니트로셀룰로오스 막은 5% 탈지분유 혼합액으로 

30분간 블로킹한 뒤 HA항체로 4℃에서 하룻밤 동안 반응시켰다. HA항

체와 반응한 니트로셀룰로오스 막을 0.1% TBST로 3번 씻어주고 상온

에서 HA항체를 인지하는 2차 항체를 30분간 반응시킨 뒤 다시 0.1% 

TBST로 3번 씻어준다. 씻어진 막을 ECL 검출 시약과 반응시킨 뒤 검

출기(chemidoc)를 통해 단백질 발현을 확인하였다.
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2.6 메르스 환자 혈청 사이토카인 분석

불활성 처리된 메르스 환자의 혈청 200μL를 Human XL Cytokine 

Array 키트(RnD systems)에 있는 막에 뿌려준 뒤 4℃에서 하룻밤 동

안 반응시키고 막에 있는 각 사이토카인 항체에 잡힌 사이토카인 외의 

물질을 제거하기 위해 키트에서 제공하는 완충액으로 3회 이상 씻어 준

다. 이후 biotin이 부착되어 있는 102가지 사이토카인 항체 칵테일을 막

과 1시간 반응시키고 완충액으로 씻은 뒤 biotin에 붙을 수 있는 

streptavidin-HRP와 30분간 반응시킨다. 다시 완충액으로 헹군 후 

chemiluminescent reagent를 뿌려준 뒤 발생하는 신호를 검출기를 통

해 검출한다. 이렇게 검출된 신호의 강도를 ImageJ 프로그램을 이용하

여 수치화 하여 분석한다.
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3. 결과

3.1 바이러스 단백질 코딩 DNA 라이브러리 제작

RT-PCR(reverse transcription polymerase chain reaction)기법을 

사용하여 비구조 단백질 16개의 유전자가 삽입된 벡터를 제작하였다. 

메르스 코로나바이러스는 양성-극성 단일가닥 RNA를 유전체로 가지는 

바이러스이다. 바이러스의 S 단백질이 숙주세포의 DPP4와 상호작용하

여 세포 내로 바이러스가 들어가면 바이러스의 RNA가 세포질로 노출된

다. 노출된 RNA는 번역되어 RNA replicase–transcriptase complex를 

형성하고 소포체로부터 유래된 특정부위에서 바이러스의 구조 단백질 및 

genomic RNA를 합성하여 바이러스를 재생산하고 세포로부터 방출 된

다(4). 따라서 바이러스에 감염된 숙주로부터 바이러스의 RNA를 추출

할 수 있다. 본 연구실에서는 메르스 코로나바이러스에 감염된 환자로부

터 추출한 병원성이 없음이 확인된 메르스 코로나바이러스의 genomic 

RNA를 서울대학교 의과대학으로부터 제공받아 실험을 진행하였다. 메

르스 코로나바이러스의 RNA를 DNA화하기 위해 역전사효소를 이용하

여 역전사하였다. 이때 무작위 핵사머가 아닌 각 nsp를 PCR할 때 사용

하는 역방향 프라이머와 같은 서열의 유전자 특정 프라이머를 역전사에 

사용하였다. 역전사된 DNA를 주형으로 각 비구조 단백질을 코딩하는 

염기서열에 맞는 프라이머를 이용하여 PCR을 통해 증폭시켰다. PCR을 

통해 만들어진 16개의 PCR 산물은 topoisomerase를 이용한 TOPO 클

로닝 기법을 이용하여 pENTR/D-TOPO 벡터에 삽입하였다(33). 이 

중 RT-PCR을 이용한 방법으로 완성하지 못한 nsp2, 3, 5, 11, 12와 
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nsp13의 경우, nsp3를 제외한 nsp2, 5, 11, 12, 13의 유전자를 인공적

으로 합성하였고 이를 주형으로 사용한 서브 클로닝을 진행하였다. 이를 

통해 nsp2, 5, 11, 12, 13의 유전자를 pENTR/D-TOPO 벡터에 삽입

하였다.

구조 단백질 및 액세서리 단백질 유전자는 서울대 의과대학에서 염기

서열 분석을 위해 제작한 벡터에 있는 유전자를 제공받았다. 제공받은 

벡터 중 S 단백질의 경우 단백질 발현을 향상시키기 위해 코돈 최적화

된 서열을 가지고 있었고, 이는 Sino biological에서 판매하는 

VG40069-CH에서 유래되었기에 서로 같은 서열을 가진다. S 단백질 

외 나머지 단백질 유전자는 환자로부터 추출된 RNA로 제작한 벡터이

다. 벡터에 있는 바이러스 단백질 유전자를 주형으로 PCR을 통해 각각

의 유전자를 증폭시켰다. 만들어진 PCR 산물을 TOPO 클로닝을 통해 

pENTR/D-TOPO 벡터에 삽입하였다. 삽입된 바이러스의 단백질을 코

딩하는 DNA 염기서열 정보는 다음과 같다(표 3). 최종적으로 메르스 

코로나바이러스가 발현하는 25개의 단백질 중에서 nsp3을 제외한 나머

지 모든 메르스 코로나바이러스의 단백질을 코딩하는 DNA 라이브러리

를 제작하였다. 이중 ORF4a의 경우 KX034100.1의 26167번째 

T(thymine)이 C(cytosine)으로 점 돌연변이가 발생했다.
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표 3. 메르스 코로나바이러스의 단백질 코딩 DNA 서열



- 16 -

3.2 바이러스 단백질 발현 확인

3.1에서 제작한 DNA 라이브러리 제작에 사용된 벡터는 

pENTR/D-TOPO로 삽입된 유전자 양 끝에 attL 염기서열을 가지고 있

으며 이를 entry clone이라 한다. attL 염기서열과 반응할 수 있는 attR 

염기서열을 가지는 벡터를 destination 벡터라 하며 LR clonase를 이용

한 LR 반응을 통해 entry clone에 있는 특정 유전자를 destination 벡

터에 삽입할 수 있다. 이때 destination 벡터에 원하는 유전자가 들어간 

것을 발현 벡터라 한다(33). 본 실험에서는 pSG5에 attR 서열을 추가

하고 발현하는 단백질의 아미노기에 HA(haemagglutinin)를 표지 할 수 

있도록 변형시킨 pDEST-SG5-HA5’를 destination 벡터로 사용하여 

DNA 라이브러리 중 E, M, N 유전자를 가지는 벡터와 LR 반응시켜 E, 

M, N 유전자를 pDEST-SG5-HA5’ 벡터에 삽입시켰다. 각 유전자가 

삽입된 pDEST-SG5-HA5’ 벡터를 HEK293T 세포에 형질주입시켜 

2일간 배양한 뒤 단백질의 발현을 면역 블럿법을 이용하여 확인하였다

(그림 2). E, M, N 단백질은 각각 약 9.4kDa, 24.5kDa, 45.1kDa의 분

자량을 가지며HA 표지로 인해 3.2kDa의 분자량이 증가할 것이므로 각 

단백질은 자신의 분자량에 맞는 위치에서 나타났음을 알 수 있다.
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그림 2. 메르스 코로나바이러스의 E, M, N 단백질 발현

HEK293T 세포에 HA와 함께 메르스 코로나바이러스의 envelope(E), 

membrane(M) 그리고 nucleocapsid(N) 단백질을 발현 할 수 있는 

pDEST-SG5-HA5’벡터를 형질주입하였고,  2일 후에 각 단백질의 발

현을 면역 블럿법으로 확인 하였다. 
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3.3 증상별 메르스 환자 혈청 내 사이토카인 분석

사이토카인은 세포와 세포사이에서 소통을 매개하는 세포 외 신호전달

물질로 개체에서 다양한 대사를 조절하는 물질이다. 개체가 바이러스에 

감염되면 전신성 염증반응이 일어나면서 다양한 종류의 사이토카인이 분

비된다(34). 따라서 감염부위에서 일어나는 염증반응에서 사이토카인이 

큰 역할을 하고 있다는 것을 알 수 있다. 사이토카인은 단백질이므로 특

정 사이토카인을 검출하기 위해서 항원-항체 반응을 이용할 수 있다. 

본 연구에서는 항원-항체 반응을 응용한 기법인 sandwich ELISA의 

원리를 이용한 Human XL Cytokine Array 키트를 사용하여 증상의 심

각성에 따라 환자의 혈청 속에 있는 102가지 사이토카인의 발현 양이 

어떻게 달라지는 지를 알아보았다. 서울대 의과대학으로부터 병원성이 

없음이 확인된 환자의 혈청을 제공받았으며 제공받은 혈청 정보는 다음

과 같다(표 4). 막과 각 혈청에 있는 사이토카인을 반응시킨 뒤 그 양을 

검출기로 확인하고 사이토카인이 반응한 양에 따른 신호 강도를 수치화 

시켜주는 프로그램인 ImageJ를 이용하여 각 신호를 수치화한 뒤 대조군

과 비교하여 분석한다(그림 3). 102가지의 사이토카인 중 유의미한 정

도로 증가하였거나 감소한 다음의 15가지의 사이토카인에 한하여 혈청

의 채취 일에 따른 사이토카인의 변화를 분석하였다. 그 결과 지속감염

환자 및 가벼운 증상의 환자와 심각한 증상의 환자가 비슷한 정도의 사

이토카인을 발현하는 경우, 지속감염환자가 중증 환자와 비슷한 정도의 

사이토카인을 발현하는 경우, 발병 초기에는 각 환자들이 비슷한 발현 

양을 보이다 시간 경과에 따라 지속감염환자에서 사이토카인의 양이 증

가 또는 감소하는 경우, 가벼운 증상의 환자와 심각한 증상의 환자에 비

하여 지속감염환자에서만 특이적으로 사이토카인이 많이 발현하였거나 
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적게 발현하는 경우, 지속감염환자의 발병기간동안 발현하는 사이토카인

이 일정하지 않은 경우 와 같은 5가지의 유형을 확인 할 수 있었다(그

림 4). 첫 번째 유형인 경증, 중증 및 지속감염환자 모두에서 비슷한 정

도로 발현하는 사이토카인으로 보체를 활성화시키고 면역세포를 유도하

는 C5a(Complement component 5a), 대표적인 면역반응에 관여하는 

사이토카인인 CD14, 손상된 조직에서 염증 및 세포자살 경로를 조절하

는데 관여하는 GDF-15(Growth differentiation factor 15)가 있었고 

이들은 대조군이 발현하고 있는 양보다 항상 더 높은 정도로 발현하고 

있음을 확인 할 수 있었다(그림 4A)(35-37). 다음으로 가벼운 증상을 

보인 환자와는 달리 심각한 증상을 보인 환자와 지속감염환자에서 비슷

한 수준으로 발현하는 사이토카인으로 근래에 염증반응과 관련성이 밝혀

지고 있는 Leptin, 내재면역반응 경로의 중간물질과 상호작용하는 ST2 

그리고 대식세포의 활성과 관련성이 알려지고 있는 Vitamin D 

BP(binding protein)이 있음을 알 수 있었다(38-41). Leptin은 중증 

및 지속감염환자에서 대조군 및 가벼운 증상의 환자가 발현하는 양보다 

현격히 적은 양을 발현하였고 ST2는 반대로 대조군 및 경증 환자의 경

우보다 높은 수준으로 발현하는 경향을 보였다. Vitamin D BP는 가벼

운 증상을 보인 환자에서만 증가된 양상을 보였다(그림 4B). 백혈구를 

염증부위로 유도하는 사이토카인인 CCL5은 지속감염환자에서 초기에는 

다른 환자 및 대조군의 혈청에서 발현하는 양과 비슷한 수준이었다가 시

간경과에 따라 점점 감소하는 경향을 보였고 면역체계를 활성화 하는 물

질인 uPAR는 초기에 비해 증가하는 경향을 보여주었다(그림 4C)(42, 

43). 염증반응과 연관되어 있다고 알려진 Resistin은 가벼운 증상 또는 

심각한 증상을 보인 환자에서만 대조군 및 지속감염환자에 비해 많이 발

현되었고 B 림프구를 활성화 시키는 BAFF는 지속감염환자에서만 특이

적으로 많이 발현하고 있었다(그림 4D)(44, 45). 마지막으로 면역반응, 
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세포자살 등과 관련된 사이토카인인 Fit-3 Ligand, CXCL9, CXCL10, 

CD30과 면역계로 수지상세포 등을 유도한다고 밝혀진 CCL19은 지속

감염환자에서만 발현의 증감이 반복되는 현상을 보였음을 확인 할 수 있

었다(그림4E)(46-50). 따라서 본 실험을 통해 메르스 환자들에서 분비

되는 다양한 사이토카인이 면역반응과 연관성이 있다는 것을 확인 할 수 

있었으며 병증의 경중에 따라서 분비되는 사이토카인의 발현 경향성이 

달라진다는 것을 확인 할 수 있었다. 
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표 4. 메르스 환자 혈청 정보
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그림 3. 증상에 따른 메르스 환자의 사이토카인 발현

경증, 중증, 지속감염환자의 혈청 내 사이토카인의 발현 양을 Human XL 

Cytokine Array 키트로 측정하여 ImageJ로 수치화 한 뒤, 대조군에서 발현한 

사이토카인의 양을 1이라고 할 때 각 환자에서 발현하는 사이토카인의 상대값

을 계산하여 그래프로 나타내었다. 
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그림 4. 시간 경과에 따른 증상별 메르스 환자의 사이토카인 발현

대조군과 비교한 메르스 환자의 혈청 내 사이토카인의 발현 양이 유의미

하게 증가 또는 감소한 15가지 사이토카인을 유형별로 분석하였다. 모

든 환자가 비슷한 정도의 사이토카인을 발현하는 경우(A), 지속감염환자와 중

증 환자가 비슷한 정도의 사이토카인을 발현하는 경우(B), 발병 초기에는 각 

환자들이 비슷한 발현 양을 보이다 시간 경과에 따라 지속감염환자에서 사이토

카인의 양이 증가 또는 감소하는 경우(C), 지속감염환자에서만 특이적으로 사

이토카인이 증가 또는 감소한 경우(D), 지속감염환자의 발병기간동안 사이토카

인의 발현이 불규칙한 경우(E)와 같은 5가지의 유형을 확인 할 수 있다.
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4. 고찰

박테리아 및 바이러스로 인한 전염병은 과거에서부터 현재까지 인간의 

생존에 문제가 되어 왔으며 점점 그 심각성이 대두되고 있다. 코로나바

이러스는 개, 돼지, 조류뿐만 아니라 사람도 감염시켜 병을 일으키는 바

이러스이다. 기존에 발견되었던 코로나바이러스의 경우 사람에 감염되었

을 시 콧물, 기침, 열 등 가벼운 코감기 증상을 보이며 대부분 시간의 

경과에 의해 자연히 치유되는 사례가 많았으나 2003년 사스 코로나바이

러스의 종간 전염 및 전 세계적인 확산과 10%에 달하는 치사율은 코로

나바이러스의 위험성을 보여주는 계기가 되었다(51). 근래에는 메르스 

코로나바이러스까지 새롭게 발견되어 중동지역을 포함한 다양한 지역에

서 감염환자가 나타났으며 30%가 넘는 치사율을 보였고 현재까지도 메

르스 의심환자가 나타나고 있어 날로 코로나바이러스의 위험성이 커지고 

있음을 확인할 수 있다(52). 이러한 위험성을 해결하기 위해 현재까지 

많은 연구가 진행되고 있다. 메르스 또한 치료를 위한 백신 개발 연구와 

바이러스에 대한 연구가 수행되었으나 아직까지도 바이러스에 대한 직접

적인 치료법이 개발되어 있지 않고 인터페론을 투여하는 대증요법을 이

용한 치료법이 유일한 치료법으로 알려져 있으며 바이러스 자체에 대한 

연구도 바이러스의 분류학적인 측면에서의 연구와 PLpro나 3CLpro와 

같은 바이러스의 특정 단백질에 대해서만 연구가 이루어져 있다(9-12, 

53, 54). 현재까지 메르스 코로나바이러스가 발현하는 단백질의 기능에 

대해서 많은 부분이 밝혀지지 않았거나 유전자 서열 분석 비교를 통한 

기능을 예상하는 정도의 상태로 남겨져 있기에 메르스 코로나바이러스에 

대하여 보다 심도 있는 연구가 계속되어야 한다. 이를 실행하기 위해서

는 메르스 코로나바이러스 단백질의 발현이 필수적이라고 할 수 있으나 
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메르스 코로나바이러스의 단백질을 발현하기 위한 DNA 라이브러리가 

지금껏 제작되어 있지 않았다. 따라서 본 연구에서 메르스 코로나바이러

스의 단백질 코딩 DNA 라이브러리를 최초로 구축하였다. 특히 본 연구

에서 제작한 라이브러리에 사용된 벡터인 pENTR/D-TOPO 벡터는 

attL 염기서열을 가지는 entry clone으로 attR 염기서열을 가지는 

destination 벡터와 LR 반응하여 발현 벡터를 제작할 수 있다. 

Gateway 클로닝이라 불리는 이 방법은 기존의 복제 방법에 비해 쉽고 

간편하게 자신이 원하는 특성을 가진 destination 벡터에 목표하는 메르

스 코로나바이러스의 단백질 유전자를 삽입할 수 있다(33). 본 연구에

서도 구축한 DNA 라이브러리를 활용하여 아미노기에 HA가 추가된 메

르스 코로나바이러스의 단백질 발현을 확인할 수 있었다. 이 뿐만 아니

라 본 연구에서 제작한 라이브러리를 이용하여 다양한 벡터에 바이러스 

단백질 유전자를 삽입함으로써 다양한 특성을 바이러스 단백질에 부여할 

수 있다. 이를 통해 동물 세포나 박테리아 등에서 발현한 바이러스 단백

질을 연구할 수 있을 것이며 각 단백질의 기능을 추정하는 수준에서 벗

어나 직접적으로 단백질의 기능을 확인할 수 있는 등 더욱 심화된 메르

스 연구를 할 수 있을 것으로 기대된다. 또한 발현한 단백질을 이용하여 

바이러스 단백질과 상호작용하는 다양한 단백질에 대한 정보를 구축하는

데 이용할 수 있고 박테리아에서의 단백질 발현을 통해 항체 제작 및 크

리스탈 구조를 파악하는 연구에도 활용할 수 있을 것이다. 다만 본 연구

에서 RNA의 한정된 양과 5kbp가 넘는 큰 크기로 인해 제작의 어려움

이 많았던 nsp3를 최종적으로 제작하지 못하였지만 다행히 다른 단백질

들에 비해 단백질 발현을 통한 연구가 상당 수준 진행되어 있었기에 

nsp3를 연구하는데 무리가 없을 것으로 보인다. 다만 향후 바이러스 

RNA의 확보나 다른 연구자들로부터 공여받은 벡터를 통해 nsp3 유전

자가 삽입된 pENTR/D-TOPO 벡터의 제작이 필수적으로 진행되어야 
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할 것이다. 또 인공적으로 합성한 유전자의 경우 메르스 코로나바이러스

의 기원종인 Human β-coronavirus 2c EMC/2012의 염기서열

(JX869059.2)을 토대로 제작하였는데 환자에서 추출한 RNA로 만든 

유전자의 경우 그 비율이 극히 적으나 기원종과 비교해보면 돌연변이가 

발생한 것을 확인 할 수 있다. 프라이머 역시 기원종의 염기서열을 참고

하였기에 ORF4a에서 돌연변이가 발생한 것을 관찰할 수 있다. 추후 통

일성 있는 연구를 위해 점돌연변이를 유도하여 한 가지 종으로 DNA 염

기서열을 정리해야 할 것이다. 또 본 연구에서 일부 수행하였으나, 구축

된 라이브러리를 활용한 발현 벡터의 제작과 이 발현 벡터를 이용한 세

포에서 바이러스 단백질 발현을 추후 연구를 통해 반드시 확인해야 할 

것이다. 

사이토카인 분석 키트를 이용하여 대조군과 비교해 가벼운 증상 및 심

각한 증상의 환자 그리고 지속감염환자의 혈청을 분석한 결과 다양한 사

이토카인에서 주로 발현하는 사이토카인의 종류와 그 발현하는 양이 차

이가 있음을 확인 할 수 있었다. 이 중 대조군과 비교하여 차이가 나는 

사이토카인 대부분이 염증 및 면역반응과 연관되어 있다는 것을 알 수 

있고 이는 메르스 코로나바이러스의 감염이 주된 원인이라고 볼 수 있

다. 지금까지 메르스 코로나바이러스에 감염됐을 때와 비슷한 증상을 보

인다고 알려진 사스 환자에서 보여지는 면역반응이 메르스 환자에서도 

비슷한 경향성을 보이는지 정확히 연구된 바가 없다. 하지만 급성 호흡

곤란 증후군(ARDS) 환자에서 증가하는 경향을 보이는 염증성 사이토카

인(pro-inflammatory cytokine)인 IL-1b, IL-8, IL-6, CXCL10, 

CCL2이 사스 코로나바이러스에 감염된 환자에서도 증가하는 경향을 보

인다고 연구 되었고 본 연구에서 분석한 메르스 환자의 결과에서도 모든 

환자군에서 대조군에 비해 CCL2와 CXCL10 등이 약 2배 이상 증가해 

있음을 확인함으로써 사스와 메르스 상호간의 비슷한 반응을 관찰할 수 
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있었다(55). 또 지속감염환자의 경우 CXCL10이 대조군이 분비하는 양

에 비해 크게 증가해 있음을 확인 할 수 있었다. 사스 환자의 경우에서

도 가벼운 증상을 보여 빠르게 회복한 환자와 사망에 이른 심각한 증상

의 환자가 모두 나타나는 것을 확인 할 수 있는데 두 그룹의 환자 모두

에서 초기에 IFN-α, IFN-γ, CXCL10, CCL2 및 ISG들의 증가가 보

였으나 회복한 환자의 경우 이후 적응면역반응과 관련된 유전자의 발현

이 증가한 것에 반해 사망한 환자에서는 계속적으로 CXCL10, CCL2 

및 ISG(interferon-stimulated genes)의 발현이 높은 수준으로 유지되

었다고 보고되고 있다(56-58). 이는 중증환자의 경우 선천성 면역반응

에서 적응면역으로의 전환이 원활하지 않았다는 것을 암시한다. 본 연구

에서 지속감염환자에서 CXCL10이 시간경과에도 불구하고 계속적으로 

대조군이 분비하는 양에 비해 그 발현 양이 증가해 있음을 보였고 또 다

른 선천성면역반응으로 인한 사이토카인인 CXCL9 역시 마찬가지로 시

간이 경과하였음에도 불구하고 증가된 양상을 확인 할 수 있었다. 이는 

사스 코로나바이러스에 감염되어 심각한 증상을 보인 환자와 마찬가지로 

선천성면역반응에서 적응면역으로의 전환이 잘 일어나지 않았음을 유추

할 수 있다. 본 연구에서 밝힌 환자와 대조군에서 유의미한 차이가 있어 

보이는 사이토카인에 대해 추후 ELISA를 이용하여 각 혈청에 대한 심

층적인 분석 또한 필요 할 것이다. 또 본 연구가 좀 더 통계적으로 유의

미한 값을 가지기 위해서는 더 많은 환자들의 검체를 확보할 필요가 있

다. 그럼에도 각 환자들에서 기존의 연구보다 다양한 사이토카인의 분비

를 확인하였고 그 중 면역 및 염증반응과 관련된 사이토카인의 변화를 

확인 할 수 있었으며 경증 및 중증 사스 환자에서 보이던 경향성을 메르

스 환자에서도 확인할 수 있었다는데 본 연구의 의의가 있다.
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Abstract

Construction of MERS-CoV 
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in MERS patients
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MERS-CoV (middle east respiration syndrome coronavirus) 

was first reported in Saudi Arabia in 2012 and it has spread to 

several other countries. It is a high pathogenic virus and 

develops severe viral respiration illness, including fever, cough, 

and even death to humans. It is believed that MERS-CoV was 

derived from bats, and camels are the mediators of the virus to 

humans. It is known that close contact with an infected person 

spreads the virus to other humans. There is no specific 

treatment or vaccine presently, but many researchers are trying 

to develop treatments and vaccines. One of the ways to treat 
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MERS is inhibiting the activity of the viral protein. Therefore, 

identifying the role of each viral protein becomes important, 

however, function of the viral proteins is partially uncovered and 

most of the known viral protein characters are assumed by 

analyzing conserved DNA sequence among Coronaviridae Family. 

This study firstly constructs the DNA library, encodes 16 

non-structural proteins, 4 structural proteins and 5 accessory 

proteins of MERS-CoV and confirms the expression of E, M and 

N protein in mammalian cells.

In this study, I wanted to find out how cytokine expression 

profile changes in serum of MERS patients and how differently 

cytokines are secreted depending on the severity of the illness. 

Various cytokines, related with immune response and 

inflammation such as CXCL10, CCL2, are detected in the serum 

of MERS patients, as well as in the serum of ARDS (Acute 

respiratory distress syndrome) patients. Like SARS (severe 

acute respiratory syndrome) patients, MERS patients show 

symptoms from mild to severe. This research found that 

cytokine expression profile changes depending on the severity of 

the illness and analyze cytokine expression of a patient who 

shows persistent viral infection, only in an isolated example in 

South Korea. This patient showed increased levels of CXCL9 and 

CXCL10 in the serum, which means conversion from innate 

immune response to adaptive immune response hardly succeeded.

This study constructs the MERS-CoV DNA library, essential 

for the virus research, so it would serve as the basis for future 
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studies. Data, cytokine expression profile depending on the 

severity of the illness, will also provide basic information, 

therefore our understanding of MERS-CoV will much more 

developed and in-depth.

Keywords : MERS, MERS-CoV, immune response, DNA library, 

     cytokine
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