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Characterization of polymorphism based on repeating sequence 

in flounder iridovirus

Young-Chul Kim

Department of Aquatic life medicine, Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

  We examined the various sizes of amplicon in PCR with a single set of 

primers derived from an open reading frame, ORF-2, in the megalocytivirus 

obtained from olive flounder (Paralichthys olivaceus) cultured in Korea. From 

sequence analysis of the multiple amplicons, we demonstrated the presence of 

distinct genomic polymorphisms in the ORF-2 gene with differing numbers of 

repetitive element of 60 amino acids or 69 amino acids. 2-step PCR with the 

cloned plasmid templates of three different sizes of produced amplicon and 

mixed templates of these three cloned plasmids did not produce any PCR 

product with a length different from the original templates. Moreover, we did 

not observe the disappearance of any different lengths of amplicon in PCR 

with isolated from tissue homogenate incubated more than 10 minutes. These 

results implied that the amplicons are not derived from artifacts of PCR and 

viral DNAs used as template are present in viral particles rather than as a 

naked nucleic acid. FLIV-1 after challenge experiments in two different host 

species, olive flounder and rock bream (Oplegnathus fasciatus), and in vitro 

inoculation experiment in primary rock bream embryo cell displayed the same 

feature of polymorphism in the ORF-2 gene as those in the original sample. 

In monitoring experiments, the same pattern of polymorphism in ORF-2 region 

were found in comparison of each other 14 FLIV isolates in marine fishes 

from 2003 to 2013. Additionally, from 2006 to 2009, 16 FLIV isolates obtained 

from shellfish known as a suspected reservior of viruses released from 
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infected fish also showed the same polymorphism in ORF-2 region except 2 

and 3 isolates showing a single and double bands respectively in gel 

electrophoresis after PCR. Based on the MCP gene sequences and 

characterized pattern of repeating sequence in ORF-2 region, FLIVs (14 and 

16 isolates obtained from fish and shellfish of this study and reported from 

other laboratories repectively) were further grouped to 6 and 3 different 

sub-subgroups respectively (FLIV sub-subgroup 1-6, and FLIV-1, 2 and 3 

type). Out of 30 isolates, 25 isolates were grouped in FLIV-1 type and 

assumed as major repeating sequence type in FLIVs in Korea. In comparison 

of these sub-subgroups distinguished by nucleotide sequence of different 

genomic region in FLIV, we founde the relationship of groups between FLIV-1 

type and FLIV sub-subgroup 1, 3, 5, 6 and FLIV-2 type and FLIV 

sub-subgroup 4, 5 and FLIV-3 type and FLIV sub-subgroup 2. Although TRBIV 

reported in China and CH-1 obtained from imported fish from china can be 

distinguished as a seperated sub-subgroup 2, in FLIV-type grouping manner, 

TRBIV was a member of FLIV-2 type and different from CH-1 of FLIV-3 

type. Consequently, fish can be infected by a single or multiple types of 

particle in FLIV, and the genomic polymorphism might be formed by 

replication of each different polymorphic type of viral particle that has the 

same potential to produce the viral genomic DNA for progeny virus.
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I.서 론

FamilyIridoviridae는 세계적으로 많은 양식 해산어 또는 담수어에 있

어 심각한 경제적 손실을 일으키고 있다.현재 InternationalCommittee

onTaxonomyofViruses(ICTV)는 FamilyIridoviridae를 Iridovirus,

Chloriridovirus,Ranavirus,Lymphocystivirus그리고 Megalocytivirus

총 5속의 genera로 분류한다.그 중,Megalocytivirus는 1990년 일본의

redseabream,Pagrusmajor로부터 RSIV (redseabream iridovirus)

가 처음으로 알려진 후 (Inouyeetal.,1992)광범위한 어류 종에서 계속

적으로 발견되었고,이들은 MegalocytivirusMCP gene의 계통분석에

의해 4개의 subgroups로 나뉜다.subgroupI은 RSIV를 포함하고 있으

며,subgroupII는 국내 주요 병원체로서 매년 돌돔 등에 대량 폐사를

일으키는 RBIV (rockbream,Oplegnathusfasciatusiridovirus)를 포함

하며 (Do et al.,2004) subgroup III 은 중국의 담수 식용어인

mandarinfish,Siniperca scherzeri에서 분리된 ISKNV (Infectious

spleenandkidney necrosisvirus)가 대표적이며,(Heetal.,2001)

subgroup IV 는 flat fish류인 넙치 (olive flounder,Paralichthys

olivaceus) 와 turbot (Scophthalmus maximus) 으로부터 분리되며

TRBIV (turbotreddish body iridovirus)가 대표적이다 (Shietal.,

2004).

Oliveflounder에 발생하는 iridovirus는 세계적으로 국내에서만 FLIV

등이 보고되어 국내 넙치 양식장에 적지 않은 피해를 주고 있으며 (Do

etal.,2005),최근에는 양식 starryflounder,Platichthysstellatus에서
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도 발병하여 폐사를 일으켜 큰 피해를 일으켰다는 보고가 있다 (Wonet

al.,2013).최근에는 oliveflounder의 iridovirus피해 보고가 거의 전무

하고 이에 대한 연구 또한 다른 subgroup에 비해 활발하지 못한 실정이

지만,국내 양식넙치생산량만 보더라도 총 양식생산량의 약 20%를 차지

하고 있고,세계적으로도 flatfish의 양식생산량과 수입 수출량은 상당한

비율을 차지하고 있으므로 MegalocytivirussubgroupIV 에 대한 연구

는 중요하다고 할 수 있다 (Leietal.,2005).

FamilyIridoviridae의 바이러스는 DNA의 환상 변이와 최종 끝 부위

가 반복되는 독특한 특성을 가진다.이러한 반복서열은 LCDV-1,CIV,

RSIV 등에서 보고된 바 있다 (Samalecosetal.,1986,Robinetal.,

2000,Walkeretal.,1980).현재까지의 연구 추이를 본다면 다양한

subgroup에 대한 Megalocytivirus의 비교에 있어 DNA 염기차이에만

치중되어 있고,다양한 변이를 나타낼 수 있는 repeatingsequence의 유

전적 변화와 특성에 대한 비교연구는 거의 이루어지지 않고 있다.하지

만 최근에 해산양식어와 담수관상어에 각각 폐사를 유발하는 RBIV

(Rock bream iridovirus,subgroup II) 와 PGIV (Pearl gourami

Trichogasterleeriiridovirus,subgroupIII)의 ORF-2gene내의 말단

부에 위치한 repeatregion인 K2region의 염기서열 비교분석을 통하여

subgroup간의 차이와 PGIV에서 나타나는 다양한 polymorphism 현상

이 알려진 바 있다 (Kim etal.,2011).

따라서 본 연구는 넙치이리도바이러스 (FLIV,subgroupIV)의 K2

region에서도 polymorphism 현상을 나타낼 것이라는 가설을 세우고 i)

subgroup별 K2region의 polymorphism 확인과 반복염기서열 분석,ii)

K2region의 유전적 분석을 통해 polymorphism 현상의 원인 분석,iii)

모니터링을 통해 다수의 검체를 분리하여 polymorphism을 분석,iv)
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polymorphism현상을 hostdefensesystem에 대한 virusregulation이라

가정하고 invivo교차감염을 통한 변이 분석,v)hostdefensesystem이

없는 invitro접종 실험을 통한 변이를 분석하여 넙치이리도바이러스의

감염 특성과 Megalocytivirus의 polymorphism 특성을 subgroup별로 비

교 분석하며 심도 있게 연구하고자 하였다.
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II.재료 및 방법

1.바이러스 분석

1.1.바이러스 검출 및 분석

1.1.1.Megalocytivirussubgroup별 virus

Megalocytivirus에 속하는 각 subgroup의 virus별로 K2region에 대

한 polymorphism을 확인하였다. 먼저 통영의 돌돔 (Oplegnathus

fasciatus)에서 IVS-1(subgroupII),싱가포르에서 수입된 담수 관상어인

pearlgourami(Trichogasterleeri)에서 PGIV (subgroupIII),통영의 넙

치(Paralichthysolivaceus)에서 FLIV-1(subgroupIV)를 각각 분리하였

다.

1.1.2.검출 시료

본 연구는 2000-2013년의 국내외 해산어의 spleen과 2006~2013년의 국

내산 패류의 midgutgland에서 핵산을 분리하여 PCR을 시행하였고,검

출된 검체에 대해 cloning과 sequencing을 시행하여 Megalocytivirus

subgroupIV를 검출하였다 (Table1).
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Table1-1.FLIVisolatesinmarinefishes

Isolates Year/ Month Region Host
1st 

PCR

2nd 

PCR

CH-1 2003 03 중국 점농어
Lateolabrax sp. - +

FLIV-1 2006 10 경남 통영 넙치
Paralichthys olivaceus + NT*

12/07FLIV-ty 2007 12 경남 통영 넙치
Paralichthys olivaceus + NT*

05/08FLIVas-ty 2008 05 경남 통영 넙치
Paralichthys olivaceus - +

11/09FLIV-ph 2009 11 경북 포항 넙치
Paralichthys olivaceus + NT*

12/09FLIVas-ph 12 경북 포항 넙치
Paralichthys olivaceus - +

06/10RFIVas-ty 2010 06 경남 통영 조피볼락
Sebastes schlegeli - +

11/10FLIV-gi 11 부산 기장 넙치
Paralichthys olivaceus + NT*

08/11FLIV-ty 2011 08 경남 통영 넙치
Paralichthys olivaceus + NT*

08/11SCIVas-ty 경남 통영 쏨뱅이
Sebastiscus 
marmoratus

- +

FLIV-2 2012 08 경북 포항 넙치
Paralichthys olivaceus + NT*

08/12SFIV-ph 경북 포항 강도다리
Platichthys stellatus + NT*

08/13FLIVas-ph 2013 08 경북 포항 넙치
Paralichthys olivaceus - +

08/13FLIVas-gi 부산 기장 넙치
Paralichthys olivaceus - +

*Nottested



- 6 -

Table1-2.FLIVisolatesinshellfishes

Isolates Year/ Month Region Shellfish

10/09sfFLIVoy-jh 2009 10 울산 진하 참굴

Crassostrea gigas

03/10sfFLIVoy-jh 2010 03 울산 진하 참굴

Crassostrea gigas
03/10sfFLIVoy-ty 경남 통영 참굴

Crassostrea gigas

05/10sfFLIVoy-gw 05 부산 광안 참굴

Crassostrea gigas

05/10sfFLIVgo-ty 경남 통영 꼬막

Tegillarca granosa 

05/10sfFLIVdm-ty 경남 통영 담치

Mytilus edulis

05/10sfFLIVba-gj 경남 거제 바지락

Tapes philippinarum
08/10sfFLIVoy-gw 08 부산 광안 참굴

Crassostrea gigas

08/10sfFLIVdh-nh 경남 남해 대합

Donax trunulus
11/10sfFLIVoy-jh 11 울산 진하 참굴

Crassostrea gigas

11/10sfFLIVoy-ty 경남 통영 참굴

Crassostrea gigas

11/10sfFLIVoy-gj 겅남 거제 참굴

Crassostrea gigas
01/11sfFLIVoy-nh 2011 01 경남 남해 참굴

Crassostrea gigas

01/11sfFLIVgo-ty 경남 통영 꼬막

Tegillarca granosa
03/11sfFLIVoy-gs 03 경남 고성 참굴

Crassostrea gigas

09/11sfFLIVba-ss 09 충남 서산 바지락

Tapes philippinarum
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1.2.바이러스의 핵산 분리

감염어의 spleen조직 10㎎ 또는 패류의 midgutgland조직 10㎎으

로부터 AccuPrepGenomicDNA ExtractionKit(Bioneer)를 사용하여

제조사의 protocol에 따라 최종 100㎕의 elutionbuffer를 사용하여 핵산

을 분리하였다.분리한 DNA는 실험 전까지 -20℃에서 보관하였다.
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1.3.PCR

1.3.1.Primers

Megalocytivirus의 감염확인을 위해 사용한 primer는 MCPgene을 검

출하는 M1F/M1Rprimerset를 사용하였고,그 중 1stPCR에서 검출되

지 않은 sample에 대해서는 M2F/M2R primerset를 사용하여 nested

PCR을 시행하여 확인하였다 (Table2).반복서열의 확인 및 구별을 위

해 Jeongetal.(2006)가 제작한 K2region의 IK2F,IK2R을 사용하여

PCR을 시행하였고,asymptomaticinfection된 어류나 패류에 대해서는

이 부위에 대해 nestedPCR을 시행하여 확인하였다 (Fig1).

Fig1.SchematicillustrationoftheK2andIGR-RRregionsoftheiridovirus

TRBIV(AssessionNumberGQ273492)
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Table2.PCRprimerusedinthisstudy

Genomic 

region
Primers

Oligonucleotide sequence

(5’ to 3’ direction)

Expected size 

of amplicons**
Reference

MCP

gene

M1F GAGAGACCCCAACACGAC

1220 bp

Oshima et al.

(1996)

M1R ACCTGGTGGCTCCAGTGC

M2F GGCGGCGACAATGCCGTG

908 bp

M2R ATAACGACCAGTTCAAAC

ATPase

gene

3F CAAACCACAGCGCGGCAAGT

562bp
Kurita et al.

(1998)
3R AGTAGCGCACCATGTCCTCC

K2

region

IK2F GTGCACAGTCGCAATAC

1168bp
Jeong et al.

(2006)
IK2R CCATCTTTATAATAAACCAG

IK3F ATGTGCACAGTCGCAATACC

617bp In this study

IK3R CTTTCCAGCTGCATGTTGAG

*Real-timePCRprimersets

**basedonthenucleotidesequenceofFLIV-1-pp1.
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1.3.2.PCRamplification

본 연구의 PCR은 0.2㎖ microtube에 10mM Tris-HCl(pH 8.3).50

mM KCl,1.5mM MgCl2,0.001%(w/v)gelatin,0.5% Tween-20,0.2

mM의 각 각의 dNTP,1μM의 각각의 primersets,1.25U AmpliTaq

DNA polymerase (Perkin-Elmer,Norwalk,CT,USA)및 template

DNA로써 분리된 핵산을 첨가한 후,DEPCwater로 PCR혼합물의 최종

량이 20㎕가 되게 하였다.PCR amplification은 AppliedBiosystems

2720thermalcycler(ABI)를 사용하였으며,PCR조건은 94℃에서 3분간

pre-denaturation시킨 후,94℃ 30초 denaturation,55℃ 30초 annealing,

72℃ 30초 extension하여 30cycles반응시키고 cycle을 마친 후,72℃에

서 7분간 post-extension시켰다.증폭된 산물은 0.5㎍/㎖ ethidium

bromide(EtBr)가 첨가된 2% agarosegel(SeaKemⓇ LE Agarose,

CAMBREX bio Science Rockland,Inc,USA)을 완충액 0.5X TAE

buffer(40mM Tris-acetate,1mM EDTA)에 넣어 전기영동을 실시한

후,UV 검출기 (SeoulinScientificCo.,Ltd.,Korea)를 이용하여 특이적

밴드를 관찰하였다.1stPCR에서 negative의 결과가 나온 시료는 nested

PCR을 즉시 시행하였다.총 20㎕의 반응액에 1stPCRproduct1㎕를

template으로 하고 앞서 설명한 PCR 방법과 동일하게 시행하여 nested

PCR을 시행하였다.
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1.4.Cloning

PCRproducts는 2% agarosegel에 전기영동 후,band를 구분 절제한

후,GeneAllⓇ ExpinTM GelSV (GeneAllBiotechnology,Korea)를 사용

하여 정제하였고,정제된 DNA는 pGEMⓇ-T Easy VectorSystem I

(Promega,USA)를 사용하여 plasmid vector에 ligation을 시킨 후,

competentcell(E.coliDH5α-T1)100㎕를 첨가하여 ice에서 30분간 반

응시키고,42℃에서 40초간 heat-shock을 준 뒤,즉시 ice에서 3분간 반

응 후 SOC broth (Tryptone20g/L,Yeastextract24g/L,NaCl

0.5g/L,250mM KCl10㎎/L,10㎖ ofasterilesolutionof1M

MgCl2,20㎖ Filtersterile1M glucose/L)를 250㎕ 첨가하고,37℃,

90분간 진탕 배양시켰다. 배양액을 Ampicillin 50 ㎍/㎖과 X-gal

(5-Bromo-4-Chloro-3-indolyl-β-D- galactopyranoside,sigma,USA)

40㎍/㎖이 첨가된 LB(Luria-Bertani,Difco,USA)평판배지에 도말하

여,37℃에서 18시간 동안 배양시켰다.푸른색과 흰색의 집락이 증식하는

것을 확인하고 흰색으로 나타나는 colony를 선택하여 Ampicillin50㎍/

㎖가 첨가된 LBbroth에 접종 후,37℃에서 18시간 배양하여 GeneAllⓇ

Plasmid SV minikit(GeneAllBiotechnology,Korea)를 이용하여

plasmid를 분리하였다.
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1.5.염기서열 분석 및 계통수 제작

분리된 plasmid를 BigDyeTerminatorCycleDNA SequencingKit

(ABIPRISM PEAppliedBiosystems,FosterCity,CA,USA)를 사용

하여 삽입된 염기서열을 밝혔다.K2부위에 대한 각 iridovirus의 염기서

열은 MACAW program (Version 2.0.5., National Center for

Biotechnology Information,NationalInstitutes ofHealth,Bethesda,

MD,USA)을 사용하여 비교,분석하였다.

또한,본 연구에서 국내외 어패류 검체를 통해 분리한 총 31가지의

virusisolates와 각각 1종씩의 Megalocytivirussubgroup별 reference

iridovirus의 MCPgene을 Mega4program (Version4.0R2.,Basedon

CHAPM,USA)을 사용하여서 phylogenetictree를 제작하여 계통발생학

적으로 비교,분석하였다.
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1.6.Real-timePCR

Megalocytivirus의 real-timePCR을 통한 정량적 분석을 실시하기 위

해서 MCPgene이 cloning된 plasmid를 사용하여 standardcurve를 제

작하였으며 방법은 다음과 같다.Megalocytivirus의 real-time PCR

standard를 제조하기 위해서 Megalocytivirus에 감염된 넙치로부터 분리

된 FLIV-1isolate의 genomicDNA를 주형으로 qM1F (5’-GGC GAC

TAC CTC ATT AAT GT-3’)와 qM1R (5’-CCA CCA GGT GGT

TAA ATG-3’)primerset를 사용하여 qPCR을 시행하였다.준비된

standardplasmidDNA를 Quanti-TTM PicogreenⓇ dsDNA reagentand

Kits(InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,USA)를 사용하여 농도를 측정하고

이로부터 plasmidcopy를 결정한 후 2×107~2×101copy로 각각 10-fold

씩 단계 희석하여 표준검량곡선을 작성하는데 사용하였다.그리고 바이

러스의 정량적 분석을 위해 Rotor-GeneTM 6000(CorbettResearch,

AUS)을 사용하여 real-timePCR을 실시하였다.real-timePCR을 실시

하기 위한 조건은 10×buffer2 ㎕,200 μM의 각각의 MC1F/MC1R

primer,HotstarTaq(HS primeTaqDNA polymerase,GenetBio,

Korea)및 10-fold단계 희석된 standardplasmid또는 template를 0.2

㎖ tube에 분주한 후,최종적으로 EvaGreen(Biotium,Korea)1㎕를 첨

가하였다.real-timePCR은 95℃에서 10분간 pre-denaturation시킨 후,

95℃에서 10초 denaturation,55℃에서 15초 annealing,72℃에서 20초

extention의 반응을 1cycle로 하여 40cycle수행하였다.
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Fig2.(A)Amplificationplotofreal-timePCRofthepositiveplasmid

DNA with differentcopy number.Lane1-7,with serially diluted

plasmidDNA preparedfrom 1.0×107 to1.0×101 copies/㎕;NTC,no

templatecontrol(B)Standard curveshowing a linearrelationship

betweenpositiveplasmidconcentrationandcyclethresholdnumber
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2.PCRamplification검증

2.1각 polymorphicvariant에 대한 PCRtest

Cloning을 통해 plasmid에 FLIV-1-pp1,FLIV-1-pp2,FLIV-1-pp3의

amplicon을 각각 삽입하였고,이를 template으로 IK2F/IK2Rprimerset

로 PCR하여 하나의 variant에서 정확히 그에 맞는 size의 singleband

pattern이 나타나는지 확인하였다.그리고 3가지 variantsplasmid를 모

두 혼합 후에 이를 template으로 IK2F/IK2Rprimer를 이용하여 PCR을

하였을 때,정확히 3가지 amplicon만이 증폭이 되어 나타나는지 확인하

였다.또한 Iridovirus가 검출되지 않은 넙치 spleen조직과 굴의 midgut

gland의 homogenates를 K2에서 나타나는 variants인 FLIV-pp1,

FLIV-pp2,FLIV-pp3각각이 cloning된 plasmid와 혼합한 후,AccuPrep

GenomicDNA ExtractionKit(Bioneer)를 이용하여 핵산을 분리하고

IK2F/IK2Rprimer를 이용하여 PCR을 하였을 때,정확히 각각의 검체에

일치하는 amplicon만이 증폭이 되어 singlebandpattern으로 나타나는

지 확인하였다.
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2.2.Polymorphicvariants간의 concentration차이 검증

Cloning된 variants의 plasmid DNA를 Quanti-TTM PicogreenⓇ

dsDNA reagentandKits(InvitrogenCo.,Carlsbad,CA,USA)를 이용

하여 동일한 copy값으로 각각 희석하였고,이를 동일한 비율로 혼합하여

PCR을 하여 동일한 band density를 보이는 지 확인하였다.그리고

variants간의 양적차이를 확인하기 위해 가장 진한 banddensity를 보였

던 FLIV-pp1의 plasmid의 copy값을 고정하고 FLIV-pp2와 FLIV-pp3

plasmid를 2-fold단계희석하여 26희석배수까지 준비한 후,각각의 검체

를 모두 혼합하여 PCR을 통해 banddensity를 확인하였다.
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2.3.Polymorphicvariants에 대한 sabilitytest

각각의 검출된 polymorphicvariants가 viralparticle로 생성이 되는

지 확인하기 위해 stabilitytest를 시행하였다.Real-timePCR을 이용하

여 copy값이 측정된 FLIV-1DNA와 cell에서 배양된 FLIV-1상등액을

1.0E+06copies/ml의 동일한 농도로 희석한 후,각각 감염되지 않은 돌

돔 spleen조직의 homogenates에 혼합하여 1분과 10분의 시간동안 실온

에 방치시킨 뒤 AccuPrepGenomicDNAExtractionKit(Bioneer)를 이

용하여 핵산을 분리하고 IK2F/IK2Rprimer를 이용하여 PCR을 하여 측

정을 하였다.그리고 1stPCR에서 측정이 되지 않은 검체에 대해선

IK3F/IK3Rprimer를 이용하여 2ndPCR을 시행하였다.
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3.invivo공격 실험

3.1.실험어 및 virus

실험어는 우리나라의 주요 해산 양식 어종인 돌돔 (Oplegnathus

fasciatus),넙치 (Paralichthysolivaceus)를 통영의 양식장에서 각각 구

입하였고,각 어류는 각각 40ℓ수조에서 1일 1회 사료 투여 및 사육수

환수를 하며 25±0.5℃에서 7일간 순치시켰다.모든 어종은 M1F/M2R

primer와 M2F/M2R primersets(Table2)를 사용한 PCR 방법으로

iridovirus에 감염되지 않음을 확인한 후,공격실험에 사용하였다.공격실

험에 사용한 접종액은 FLIV-1과 IVS-1에 각각 감염된 넙치와 돌돔 비

장을 100㎎/㎖의 농도로 균질화한 뒤에 0.45㎕ syringefilter에 통과시

킨 후,real-timePCR을 이용하여 모두 1.0E+06copies/㎖의 동일한 농

도로 희석하여 사용하였고 남은 바이러스 접종액은 –80℃에 보관하였

다.
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3.2.교차공격실험과 passage실험

반복서열분석을 통해 분류된 변이주 간의 병원성의 차이를 확인하기

위해 다른 반복서열을 보이는 두 Megalocytivirus인 IVS-1과 FLIV-1을

각각 넙치와 돌돔에 공격실험을 실시하였다.어종별로 폐사율 측정 그룹,

감염율 측정 그룹으로 나누어 각각 10마리씩 배치시키고,접종액 0.1ml

을 어체 복강에 injection을 하였으며 25±0.5℃의 수온에서 사육수를

매일 환수하면서 감염율 측정 그룹은 14일 동안,폐사율 측정 그룹은 24

일 동안 진행하였다.Sampling된 검체에 대하여 PCR을 이용하여 바이

러스 감염을 확인한 후 polymorphism pattern변화에 대한 분석과 동시

에 폐사율,감염율도 측정하였다.또한 동일한 방법으로 3회의 passage

실험을 연속으로 진행하여 polymorphism pattern변화를 분석하였다.3

번째 passage에서 분리된 FLIV의 sequencing을 통해 K2region의 염기

서열변화를 측정하였다.



- 20 -

3.3.Cohabitation실험

넙치 donorgroup,넙치 recipientgroup그리고 돌돔 recipientgroup

각 10마리씩 하나의 150l수조에 모두 배치하고 FLIV-1접종액을 넙치

donor에 0.1ml씩 복강주사를 한 후,25±0.5℃의 수온에서 사육수를

매일 환수하면서 24일 동안 cohabitation실험을 진행하였다.3일마다 환

수하기 직전에 사육수를 sampling하였고 실험종료일에 모든 group을

sampling하여 polymorphism pattern을 분석하고 감염율과 폐사율을 측

정하였다.
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4.invitro접종 실험

4.1.돌돔자어세포의 초대배양

전라남도 여수의 양식장에서 구입한 돌돔 (Oplegnathusfasciatus)의

수정란을 멸균된 해수로 충분히 세척한 뒤 22℃의 멸균해수에서 부화시

켰다.부화한 자어는 100×antibioticsandantimycotics(Gibco)가 포함

된 Minimum EssentialMedium (MEM,Sigma-Aldrich)에서 washing

후,mesh를 이용하여 단일세포로 만들었다.4℃ 500g에서 10분간 원심

분리를 통해 단일세포 이외의 물질을 washing하는 작업을 3회 반복하였

고,최종적으로 10% FetalBovineSerum (Gibco)가 포함된 MEM 배지

에 현탁하였다.Tryphanblue염색을 통해 세포를 계수한 뒤 세포 106

cell을 25㎠ tissuecultureflask(Corning)에 주입하여 25℃에서 배양하

였다.배양 3일 후 돌돔자어세포 (RBEcell)은 monolayer를 형성하였으

며,즉시 감염실험을 실시하였다.
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4.2.Inoculation

넙치 비장에서 분리한 FLIV-1과 돌돔 비장에서 분리한 IVS-10.1㎖

을 각각 RBE cell에 접종하였으며 9일 동안 배양 후, CPE와

polymorphism pattern을 분석하였다.또한 첫 번째 passage후 배양된

바이러스 상등액을 회수하고 이를 10배 희석 후 새롭게 초대 배양한

RBEcell에 0.1㎖을 접종하였다.이러한 과정을 3회 연속으로 반복하여

polymorphism pattern과 염기서열을 분석하였다.
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III.결 과

1.이리도 바이러스의 반복서열 분석

1.1.Megalocytivirus의 polymorphism pattern분석

각 subgroup의 virus에 대해 PCR을 시행한 결과,비교적 conserve한

부위인 MCP,ATPasegene에서는 각 subgroup마다 모두 동일한 크기

의 singleband를 나타냈다 (FIg.3).하지만 K2region에서는 IVS-1에

서만 singleband pattern을 나타냈고,PGIV-SP,FLIV-1은 multiple

bandpattern을 나타냈으며 증폭된 amplicon의 크기도 subgroup별로 각

각 다르게 나타났다 (Fig.4(A)).FLIV-1에서 클로닝을 통해 1168bp,

988bp,781bp크기의 3가지 variants를 얻을 수 있었고,염기서열 분석

을 한 결과 중간 부분 염기서열의 addition또는 deletion때문에 각 크

기가 다르게 보이는 3가지 DNA임을 확인하였다 (Fig.4(B)).이러한

FLIV-1에서 보이는 3가지 amplicon을 각각 FLIV-1-pp1,FLIV-1-pp2,

FLIV-1-pp3로 명명하였고 특징적으로 band density는 FLIV-1-pp1이

FLIV-1-pp2,FLIV-1-pp3보다 다소 진한 양상을 보였다.
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Fig 3.Detection ofdifferentiridovirusby PCR amplification with

conservedregion.(A)MCPgene;(B)ATPasegene.Allthesamples

identical.Lane1:IVS-1(subgroupII);lane2:PGIV (subgroupIII);

lane3:FLIV-1(subgroupIV)
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(A)

(B)

FIg.4.Detection of iridovirus from cultured flounder by PCR

amplification with K2 region.Sample of (A) Lane 1 :IVS-1

(subgroup II);lane2 :PGIV (subgroup III);lane 3 :FLIV-1

(subgroupIV);(B)SchematicillustrationofFLIV-1-pp1,FLIV-1-pp2

andFLIV-1-pp3.
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1.2.각 polymorphicvariant에 대한 PCRtest

FLIV-1-pp1,FLIV-1-pp2,FLIV-1-pp3각각을 cloning한 plasmid를

PCR을 하였고,전기영동을 통해 amplicon을 분석한 결과 FLIV-1-pp1,

FLIV-1-pp2,FLIV-1-pp3모두 크기에 맞는 singleband만이 생성된 것

을 확인하였다 (Fig.5).또한 모든 plasmid를 혼합한 sample의 PCR결

과에서는 FLIV-1DNA의 PCR결과에서 보이는 multipleband와 동일한

크기의 3가지 band 모두 증폭된 것을 확인할 수 있었다.또한 넙치

spleen과 굴의 midgutgland조직에 의한 PCR오류를 검증하기 위해 조

직 homogenates를 각각의 plasmid와 혼합하여 바이러스 검출과정과 동

일한 방법으로 핵산분리 후 PCR을 한 분석에서도 앞선 실험과 동일한

결과를 확인할 수 있었다.

Fig 5.PCR toplasmidclonedwithrepeating sequences.Lane1:

FLIV-1-pp1;Lane2:FLIV-1-pp2;Lane3:FLIV-1-pp3;Lane4:

Mixedsamplewithpp1,pp2andpp3;Lane5:GenomicDNA of

FLIV-1
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1.3.Polymorphicvariants간의 concentration차이 검증

각각의 단일 FLIV-1-pp1,FLIV-1-pp2,FLIV-1-pp3plasmid를 동일

copy값으로 희석한 뒤에 모두 혼합하여 PCR한 결과 서로 거의 동일한

banddensity를 보이며 multipleband를 나타내는 것을 확인하였다 (Fig.

6).pp1의 copy값은 고정시키고 pp2,pp3의 copy값을 2-folddilution하여

희석시킨 플라스미드의 혼합 sample에 대해 PCR을 시행한 결과

FLIV-1-pp1과 FLIV-1-pp2,FLIV-1-pp3간의 banddensity비율의 차

이가 pp2,pp3의 희석배수에 따라 차이가 나는 것을 확인할 수 있었고,

이에 따라 FLIV-1에서 보이는 pp1,pp2,pp3간의 banddensity차이의

원인은 PCR로 인한 interaction이 아니라 viralDNA의 concentration차

이임을 확인하였다.

Fig.6.Comparisonsofconcentration afterPCR mixed with each

polymorphicvariants.Lane1.pp1+(pp2+pp3);Lane2~6aremixed

aboutpp1and2-folddillutionsof(pp2+pp3).
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1.4.Polymorphicvariants에 대한 stabilitytest

FLIV-1DNA와 cell에서 배양된 virus상등액을 감염되지 않은 돌돔

spleen조직 homogenates와 혼합하여 PCR을 하여 stabilitytest를 실시

한 결과,DNA와 혼합된 검체는 1stPCR 모두 detection되지 않았고,

2ndPCR결과에서도 전혀 detection할 수 없었다 (Fig.7).반면에 DNA

가 아닌 viralparticle과 혼합한 검체에서는 뚜렷한 밴드를 나타냈다.이

로써 생성된 3가지 pp1,pp2,pp3모두 host조직 내에서 replication할

때,DNA로만 존재하는 것이 아니라 virusparticle을 형성함을 확인하였

다.

Fig.7.PCR ofMixedhomogenatesandFLIV-1DNA orFLIV-1

virus.Lane 1,2 :1st PCR detection ofmixed homogenates and

FLIV-1DNA during 1minutesand10minutes;Lane3,4:2nd PCR

detectionofmixedhomogenatesandFLIV-1DNA during1minutes

and10minutes;Lane5,6:1stPCR detectionofmixedhomogenates

andFLIV-1virusduring1minutesand10minutes
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2.Repeatingsequence및 polymorphism 분석

본 연구는 국내외 해산어와 패류에서 분리한 FLIV isolates의 그룹 간

그리고 그룹 내의 K2region 염기서열의 구조와 repeating sequence

(RS)를 비교,분석하였다.분리한 모든 isolates의 K2region에서 나타나

는 polymorphicparticles에 대한 분석을 위해 총 3가지 majormultiple

amplicons를 sequencing하였고 이를 통해 pp1,pp2,pp3각각의 염기서

열 구조를 분석했다 (Fig.8).Repeating sequence는 69 aa (amino

acids)(F1)과 60 aa (F2)의 2가지 아미노산 서열이 확인되었고

deletion되는 repeatingregion보다 앞선 부위에 43aa(F0)가 존재했으

며,이러한 아미노산 서열이 동일하게 F1과 F2내에도 있음을 확인하였

다.모든 strain의 pp1을 분석한 결과,variable한 minorRS에 의하여

seperation되는 RSfragment의 배열에 따라 3가지 polymorphictype으

로 나눌 수 있었다.각각의 type에 대해 가장 큰 length의 polymorphic

particle 1 (pp1)을 분석한 결과,FLIV-1-pp1은 F0-F1-F2 그리고

FLIV-2-pp1은 F0-F2-F2,CH-1-pp1은 F0-F2–F1순으로 배열됨을 확

인하였고 referencesequence인 TRBIV(GQ273492)는 F0-F2-F2순으로

배열되어 국내의 FLIV-2-pp1과 같은 시퀀스임을 확인하였고 이는 여러

particles중 하나의 particle만 확인한 것일 수 있다.모든 FLIV isolates

에서 나타나는 pp1,pp2,pp3을 각각 분석한 결과,repeatingregion이 존

재하여 그 부위의 deletion(또는 addition)에 의해 length의 차이를 보

이고 있음을 확인하였다.FLIV-1(polymorphictype1)의 경우 pp1은

F0-F1-F2,pp2는 F0-F1,pp3는 F0,FLIV-2(polymorphictype2)의 경

우 pp1은 F0-F2-F2,pp2는 F0-F2,pp3는 F0,CH-1(polymorphictype
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3)의 경우 pp1은 F0-F2-F1,pp2는 F0-F2,pp3는 F0의 배열로 이루어져

있음을 확인하였다.다시 말하면,모든 type에서의 pp2는 pp1에 비하여

F1또는 F2의 deletion,pp3는 F0만 존재하며 F1,F2모두 deletion된 형

태의 DNA를 포함하는 viralparticle임을 확인할 수 있었다.특이적으로

중국에서 발견된 CH-1 isolate의 모든 polymorphic particles와 중국

turbot에서 분리되었다고 보고된 TRBIV에서만 F0내 minordeletion(3

aa)이 나타나고 있음을 볼 수 있어 이러한 특징은 국내에서는 나타나지

않고 중국에서만 나타나는 것으로 추정된다.그러므로 이러한 중국

strains의 3aaminordeletion을 제외하고는 F0와 후반부 아미노산 서열

은 deletion되지 않고 오직 F1과 F2만 majordeletion이 나타나는 것을

확인하였으나,모든 K2 region의 deletion은 코돈의 배열에 맞게 3n

nucleotides로 나타나 본 연구의 결과는 PCR오류가 아님을 확실하게 재

확인할 수 있었다.또한 PCR 후 나타나는 amplicon의 전기영동 band

pattern확인만으로는 FLIV의 polymorphictype을 구별해낼 수 없기 때

문에 이를 위해선 sequecing을 통한 분석만이 가능함을 확인하였다.

본 연구에서는 각 subgroup별 repeatregion특성 비교로 범위를 확장

시켜 모니터링 과정에서 분리한 다양한 subgroup의 iridovirusisolates와

genbank의 reference sequence을 이용해 Megalocytivirus ORF-2

repeatingregion내의 RS와 polymorphism pattern을 분석하였다 (Fig.

9).앞서 시행한 subgroup IV의 분석과 함께 Subgroup I은 하나의

isolates와 3가지의 reference sequence (AB104413, AY779031,

AF506370),subgroup II는 18isolates와 3가지의 referencesequence

(KC244182,AY894343,AY532606),subgroupIII는 7isolates와 1가지의

referencesequence(AF371960)를 아미노산 서열로 변환하여 분석한 결

과는 다음과 같다.먼저 모든 subgroup별 repeatingregion에 대해 비교
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분석한 결과,majorRSmoiety출현이후의 부위부터 (F0ofFig.9-1)

minorRSmoiety와 함께 보다 다양한 repeatingregion을 형성함을 확

인할 수 있었다.전반부의 빨간색 박스로 표시된 minorRS moiety인

TTTVA는 majorRSmoiety사이에서 2~4회 P와 T로 이루어진 다양한

moieties에 의하여 분리되어 있었고 후반부의 노란색 박스로 표시된

majorRSmoiety는 subgroup간에 유사함을 확인하였다.F0바로 다음

에 위치한 repeatingregion의 각 RSfragment는 subgroupI,II,III에 3

가지 (F1~F3),subgroupIV에 2가지 (F1~F2)가 존재했으며 서로 다양하

게 arrange되어 polymorphicparticles를 형성하고 있었고,subgroup별

각각의 RS moiety는 서로 유사하긴 하나 다소 차이를 보였다.

Subgroup 별 부분적인 moiety의 similarity를 분석하기 위해 각

subgroup에서 시퀀스가 대체적으로 변화가 많지 않은 representativeRS

fragment를 선정하였다.SubgroupI,II,IV는 F1,III는 F2의 majorRS

moiety를 선정하여 subgroup내 fragment간의 similarity를 분석한 결과

subgroup I은 90.48-100%,subgroup II는 92.5-95%,subgroup III는

70-95%,subgroupIV는 97.67-100%로 다양하게 나타났다.subgroupIV

의 fragment간 차이가 가장 작았고,subgroupIII가 가장 컸다.또한 각

subgroup별 representativeRSfragment간의 similarity를 분석한 결과

는 subgroupI,II97.5%,subgroupI,III97.5%,subgroupI,IV 90.7%,

subgroup II,III100%,subgroup II,IV 88.37%,subgroup III,IV

83.72%로 나타났으며 subgroupIV의 이러한 similarity의 큰 차이가 낮

은 병원성의 특징과 관계있을 것으로 추정된다. 특징적으로

EEEDEYDCPEYE아미노산 서열은 모든 subgroup의 majorRSmoiety

내에 동일하게 존재함을 확인할 수 있었고 이의 기능에 대해서는 추가적

인 연구가 필요할 것으로 보인다.
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subgroupI,II는 분리한 모든 isolates에서 F0-F1-F2-F3순의 한 가

지 배열의 particle만을 확인할 수 있었고 referencesequence의 분석에

서도 동일한 결과를 확인할 수 있어 polymorphism 현상이 나타나지 않

는 것으로 추정된다.이와는 반대로 subgroup III,IV에서는 모든

isolates에서 deletion에 의해 다양한 시퀀스 배열을 지닌 polymorphic

particles가 detection되었고 또한 각 isolates마다 이러한 polymorphic

particles생산에 의하여 다양한 polymorphictype으로 나타남을 확인하

였다 (Fig.9-2).따라서 subgroupI,II는 연도별,지역별 RS차이가 거의

없으며 multipleparticles양상을 보이는 polymorphism이 발견되지 않는

것으로 보아 evolution또는 change가 host나 환경에 따라 급격하게 변

화하지 않는 것으로 추정된다.다만 subgroup II의 분석에 있어서

referencesequence인 RBIV-KOR-TY1(AY532606)의 F3가 deletion된

F0-F1-F2배열이 genbank에 등재된 것으로 보아 singlepattern을 보이

는 subgroupII에서도 polymorphism의 가능성이 존재할 수 있다는 것을

완전히 배제할 수는 없다.이와는 달리 subgroupIII는 분리한 isolates와

referencesequence모두 F0,F1,F2,F3의 조합으로 이루어진 다양한 7

가지의 polymorphic type이 검출되었고 single pattern부터 multiple

pattern까지 다양하게 나타났으며,subgroup IV도 분리한 isolates와

referencesequence모두 F0,F1,F2의 조합으로 이루어진 비교적 제한

적인 3가지의 polymorphictype이 검출되었다.이를 통해 subgroupI,II

와는 달리,subgroup III,IV의 ORF-2 gene은 지역별로 다양한

polymorphism을 나타내는 것으로 보아 viralDNA의 evolution 또는

change가 비교적 쉽게 일어날 수 있는 것으로 추정되며 이러한 ORF내

의 repeatingregion에서 나타나는 sequence의 addition또는 deletion현

상은 생리적 의미를 부여할 수 있는 가능성을 충분히 가지는 변화로 추
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정된다.

앞의 결과를 종합하여 분석한 결과,subgroup별 ORF-2 gene의

polymorphism pattern을 통해 singlepattern을 나타내는 subgroupI,II

와 multiplepattern을 나타내는 subgroupIII,IV를 grouping할 수 있었

고,이러한 분류는 ORF-2gene의 subgroup간 homology분석을 통해서

도 확인할 수 있었다 (Table3).K2region은 RSmoiety의 deletion으로

인하여 homology를 측정할 수 없었기 때문에,K2region을 제외시킨

ORF-2geneN-terminalregion의 subgroup별 homology를 분석한 결

과,majorcapsidprotein에서의 homology는 subgroup간 96.55~98.28%로

그다지 큰 차이를 보이지 않는 반면에 ORF-2geneN-terminalregion

의 homology는 82.08~95.42 %로 상당한 차이를 보였으며 그 중

subgroup I과 subgroup II가 95.42%로 가장 높았고 subgroup III와

subgroup IV가 85.20%로 2번째로 높아,K2 region의 polymorphism

pattern에 의해 2group으로 분류한 결과와 유사한 결과를 보였다.따라

서 본 연구에서는 subgroupI,II를 Low variouspolymorphism group,

subgroupIII,IV를 Highvariouspolymorphism group으로 분류하였고

이는 subgroup간의 진화,발전적 차이의 가능성을 보여주는 결과라 할

수 있겠다.
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Fig.8.ComparisonsofrepeatingsequencesofK2regioninFLIVviralgene.
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Fig.9-1.ComparisonsofrepeatingsequencesofK2-regioninmegalocytivirussubgroups.
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Fig.9-2.ComparisonsofpolymorphismofK2-regioninmegalocytivirussubgroups.
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Table3-1.Homology ofN-terminalregion ofORF-2aminoacids

amongMegalocytivirus

RSIV RBIV ISKNV FLIV

RSIV 100% 95.42% 83.75% 82.18%

RBIV 100% 83.60% 82.08%

ISKNV 100% 85.20%

FLIV 100%

Table3-2.HomologyofmajorcapsidproteinamongMegalocytivirus

RSIV RBIV ISKNV FLIV

RSIV 100% 98.28% 98.28% 97.54%

RBIV 100% 97.54% 96.55%

ISKNV 100% 97.78%

FLIV 100%
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3.모니터링을 통한 FLIV isolates분석

3.1.국내외 양식해산어에서 분리된 FLIVisolates의 분석

2003~2012년의 병원체 감염이 의심되는 어류에 대한 진단의뢰시료와

일부 모니터링 연구를 통해 국내의 동해와 남해지역의 해산어에서 14종

의 FLIV isolates를 분리할 수 있었다 (Table1).이를 K2region에 대

해 PCR을 한 결과,1stPCR에서 detection되는 검체가 7종,2ndPCR

에서 detection되는 검체가 7종이며 모든 검체에서 pp1,pp2,pp3가 모

두 존재하는 multipleamplicon을 호가인할 수 있었고 banddensity패

턴도 모두 유사함을 확인하였다.또한 batch내의 각 individualfish에

대한 virus분석에서도 pattern은 모두 동일함을 확인하였다 (Fig.10).이

를 종합적으로 분석했을 때,해산어에서 분리한 모든 FLIV isolates는

FLIV-1과 같은 polymorphism pattern을 나타냈으며 또한 banddensity

도 동일하게 pp1이 pp2,pp3에 비해 다소 진한 양상을 나타내는 것을 확

인하였다.하지만 banddensity는 감염어의 virus에 대한 1stPCR의 결

과와 비교했을 때,pp1의 특이적인 density양상은 보이지 않았다.감염

어는 모두 flatfish류 였으며 강도다리 (Platichthysstellatus)감염어에

서 분리된 08/13FLIVas-gi을 제외하면 14종의 isolates모두 넙치였다.

하지만 건강어 분석에서는 특이적으로 flat fish 외에도 쏨뱅이

(Sebastiscusmarmoratus),조피볼락 (Sebastesschlegeli)그리고 점농

어 (Lateolabraxsp.)에서 분리가 되었으며 염기서열 분석 결과 숙주에

따른 MCPgene의 변이는 크게 없었다.
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3.2.국내산 패류에서 분리된 FLIV isolates분석

2009년부터 2013년까지 monitoring한 382batch의 패류를 MCPgene

에 대해 PCR을 하여 monitoring에 대해 분석한 결과,Megalocytivirus

는 모두 80batch에서 detection되어 20.94%의 detection률을 보였으며

그 중 FLIV isolates는 16종이 detection되어 총 4.88%의 detection률을

보였다 (Table2).이를 통해 패류에서 발견되는 Megalocytivirus중에

서 FLIV가 detection되는 비율이 20%임을 알 수 있다.그리고 이러한

16종의 FLIV isolates에 대해 nestedPCR을 통해 K2region을 확인한

결과, 몇 가지 sample에서 감염된 넙치에서 발견된 바이러스

polymorphism pattern과 다른 양상을 나타냈다 (Fig.11).11종의

sample은 감염된 넙치에서 발견된 바이러스와 동일한 패턴을 나타냈지

만 2종의 sample은 singleband를 나타냈고 3종의 sample에서는 double

bandpattern을 확인할 수 있었다.이처럼 다양한 패턴을 보이는 밴드

모두 FLIV-1의 amplicon에 모두 포함되는 amplicon임을 확인할 수 있

었다.이는 각각의 pp1,pp2,pp3DNA를 가진 virusparticle이 해수로

release되어 이동하다가 패류의 filterfeeding에 의해 섭식되어 중장선에

존재하게 되는 것으로 pp1,pp2,pp3virus가 각각 따로 host를 감염시킬

수 있음을 의미한다.어류와 패류에서 발견된 FLIV isolates간에는 특별

히 MCP의 염기서열 차이를 확인할 수 없었고,또한 패류 종의 차이에

대한 염기서열 차이도 확인할 수 없었다.
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Viral 

isolates

(fish)

1 2 3 4 5

FLIV-1 12/07FLIV-ty 10/09FLIV-ph 11/10FLIV-gi 08/11FLIV-ty

6 7 8 9 10

FLIV-2 08/12SFIV-ph CH-1 08/13FLIVas-ph 11/09FLIVas-ph

11 12 13 14 15

06/10RFIVas-ty 08/11SCIVas-ty 05/08FLIVas-ty 08/13FLIVas-gi

Fig.10.Polymorphism ofFLIV isolatesinfish.Lane1~7:1stPCR

detectionofFLIVsisolatedfrom infectedfish.Lane8~14:2nd PCR

detectionofFLIVsisolatedfrom asymptomaticinfectedfish.
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Virus isolates

(Shellfish)

1 2 3 4 5

11/09sfFLIVoy-jh 03/10sfFLIVoy-jh 03/10sfFLIVoy-ty 05/10sfFLIVoy-gw 05/10sfFLIVgo-ty

6 7 8 9 10

05/10sfFLIVdm-ty 05/10sfFLIVba-gj 08/10sfFLIVoy-gw 08/10sfFLIVdh-nh 11/10sfFLIVoy-jh

11 12 13 14 15

11/10sfFLIVoy-ty 11/10sfFLIVoy-gj 01/11sfFLIVoy-nh 09/11sfFLIVba-ss 03/11sfFLIVoy-gs

16

01/11sfFLIVgo-ty

Fig.11.Polymorphism ofFLIV isolatesinshellfish.Lane1~11:2nd

PCRdetectionofFLIVsisolatedfrom shellfish.
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3.3.계통수 분석

본 연구에서 분리한 30종의 FLIV isolates의 MCPgenesequence와

Genbank에 등재되어 있는 16종의 referenceiridovirussequences를 비

교,분석한 결과 FLIV에 대해서 6가지 sub-subgroup으로 나눌 수 있었

으며 (Fig.12)sub-subgroup1에는 01/11sfFLIVgo-ty,06/10RFIVas-ty,

08/10sfFLIVdh-nh,11/10sfFLIVoy-gj,05/10sfFLIVgo-ty,03/10sfFLIVoy-ty,

11/10sfFLIVoy-ty, 08/11SCIVas-ty, 08/11FLIV-ty, FLIV-1,

03/11sfFLIVoy-gs,05/10sfFLIVba-gj로 12종,sub-subgroup2에는 CH-1으

로 1종,sub-subgroup3에는 05/10sfFLIVdm-ty으로 1종,sub-subgroup4에

는 12/09FLIVas-ph,FLIV-2,08/13FLIVas-ph로 2종,sub-subgroup5에는

08/12SFIV-ph, 08/10sfFLIVoy-gw, 10/09sfFLIVoy-jh, 11/10FLIV-gi,

11/09FLIV-ph,03/10sfFLIVoy-jh,11/10sfFLIVoy-jh,09/11sfFLIVba-ss로 8

종,마지막으로 sub-subgroup 6에는 05/10sfFLIVoy-gw,12/07FLIV-ty,

01/11sfFLIVoy-nh,05/08FLIVas-ty,08/13FLIVas-gi로 5종의 FLIV isolates

가 계통적으로 분류가 되었다.또한 함께 분석한 16종의 reference

sequence에 대해 계통적 분석을 한 결과,sub-subgroup1에는 FLIV-EJ

(AY633987),sub-subgroup 2에는 TRBIV (GQ273492),TRBIV-R603

(HM596017),sub-subgroup 3에는 FLIV-JJ (AY633988),FLIV-PH

(AY633992),FLIV-JHJ(AY633991),FLIV-JSY (AY633989),FLIV-SS

(AY633983),FLIV-JJY (AY633990),TBIV (AY590687),sub-subgroup

4에는 FLIV-DS2 (AY633981),FLIV-WD1 (AY633986),FLIV-WD2

(AY633988),sub-subgroup 5에는 FLIV-DS1 (AY633980),FLIV-YG

(AY633984),sub-subgroup6에는 FLIV-MI(AY633982)로 분류되었다.

이는 지리적으로 유의적인 결과를 나타냈는데 sub-subgroup1은 남해,

sub-subgroup 2는 중국, sub-subgroup 3는 주로 제주도,
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sub-subgroup4,5는 주로 동해,sub-subgroup6는 동해와 남해에서 분

리된 검체로 각각 분류가 되고,특히 중국과 국내의 virussequence가

구별이 가능함을 확인하였다 (Table4).또한 MCPgene분류에 대해 각

검체의 polymorphism pattern을 비교한 결과,유의성이 있음을 확인하였

다.FLIV-1type은 sub-subgroup1.3,5,6으로 분류된 총 25종의 검

체,FLIV-2type은 sub-subgroup4의 3종의 검체와 sub-subgroup5의

서해에서 분리한 시료인 09/11sfFLIVba-ss까지 총 4종의 검체,CH-1type

은 sub-subgroup2의 1종의 검체로 분류할 수 있었다.지역적인 특성 외에

host별로 차이는 확인할 수 없었고,연도별로 동일한 지역의 시료는 sequence

의 변이가 크게 없음을 확인하였다.
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FIg.12.Phylogeneticanalysisofnuceotidesequenceofmajorcapsid

protein(MCP)gene.Thenumbersindicatethepercentagebootstrap

supportforeachnodefrom 1000replicates.
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Table4.DistributionofFLIVisolates

Sub-subgroup

1

Sub-subgroup

2

Sub-subgroup

3

Sub-subgroup

4

Sub-subgroup

5

Sub-subgroup

6

Isolates 01/11sfFLIVgo-ty
 (S)**

CH-1
(China)

05/10sfFLIVdm-ty
 (S)**

12/09FLIVas-ph
(E)*

08/12SFIV-ph
(E)*

05/10sfFLIVoy-gw
(E)*

06/10RFIVas-ty
 (S)**

FLIV-2
(E)*

08/10sfFLIVoy-gw
(E)*

12/07FLIV-ty
 (S)**

08/10sfFLIVdh-nh
 (S)**

08/13FLIVas-ph
(E)*

10/09sfFLIVoy-jh
(E)*

01/11sfFLIVoy-nh
 (S)**

11/10sfFLIVoy-gj
(E)*

11/10FLIV-gi
(E)*

05/08FLIVas-ty
 (S)**

05/10sfFLIVgo-ty
 (S)**

11/09FLIV-ph
(E)*

08/13FLIVas-gi
(E)*

03/10sfFLIVoy-ty
 (S)**

03/10sfFLIVoy-jh
(E)*

11/10sfFLIVoy-ty
 (S)**

11/10sfFLIVoy-jh
(E)*

08/11SCIVas-ty
 (S)**

09/11sfFLIVba-ss
  (W)***

08/11FLIV-ty
 (S)**

FLIV-1
 (S)**

03/11sfFLIVoy-gs
 (S)**

05/10sfFLIVba-gj
(E)*

Reference
gene

FLIV-EJ
(E)*

TRBIV
(China)

FLIV-JJ
  (J)****

FLIV-DS2
(E)*

FLIV-DS1
(E)*

FLIV-MI
(E)*

TRBIV-R603
(China)

FLIV-PH
(E)*

FLIV-WD1
(E)*

FLIV-YG
  (W)***

FLIV-JHJ
  (J)****

FLIV-WD2
(E)*

FLIV-JSY
  (J)****

FLIV-SS
(E)*

FLIV-JJY
  (J)****

TBIV
  (J)****

*Isolatesfrom Eastsea
**Isolatesfrom Southsea
***Isolatesfrom Westsea
****Isolatesfrom Jejuisland
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4.invivo공격 실험

4.1.교차공격 passage실험

본 연구는 Rock bream과 oliveflounder에 각각 FLIV-1,IVS-1를

challenge하여 K2region에 대한 polymorphism pattern,폐사율 그리고

viralkinetics를 보았다.먼저 PCR을 통해 subgroupIV인 FLIV-1은 돌

돔에,subgroupII인 IVS-1은 넙치에 대해 감염성을 나타낸다는 것을 확

인하였다.그리고 FLIV-1의 rock bream에 대한 공격실험과 IVS-1의

olive flounder에 대한 공격실험 모두 polymorphism pattern은 원

sample의 양상과 차이 없이 그대로 유지되는 것으로 나타났다 (Table

5).또한 IVS-1을 넙치와 돌돔에 시행한 공격실험에서도 IVS-1는 접종

했던 sample과 같이 singlebandpattern을 보여 변화 없음을 확인하였

다 (Fig13(B)).

본 실험에서는 몇 회의 passage를 거쳐도 polymorphism pattern이 변화

없이 유지되는지 분석하기 위해 rockbream과 oliveflounder에 대해서

연속해서 passage공격실험을 실시하였다 (Fig13(A)).3회까지 실시한

passage실험에서 rock bream,olive flounder 모두 폐사는 없었고,

polymorphism pattern도 변함없이 originalsample과 동일한 양상을 나

타냈다.Repeatingsequence의 단기적인 변이에 대한 분석을 위해 3rd

passage실험에서 분리된 viralDNA의 K2region에 대한 시퀀스를 분

석한 결과 originalsequence와 비교했을 때 repeatingsequence에 대한

변이는 없음을 확인하였다.



- 47 -

(A)

(B)

Fig.13.Polymorphism ofinvivopassage.(A)Lane1~7:Passage

testsamplesofFLIV-1inflounder.Lane1:FLIV-1;Lane2,3:1st

passagetestsamples;Lane4,5:2ndpassagetestsamples;Lane6,7

:3rd passagetestsamples.Lane8~14:Passagetestsamplesof

FLIV-1inrockbream;Lane8:FLIV-1;Lane9,10:1stpassage

testsamples;Lane11,12:2nd passagetestsamples;Lane13,14:

3rd passagetestsamples.(B)Lane1:IVS-1;Lane2,3.invivo1st

passageSamplesofIVS-1in flounder;Lane4.5.invivopassage

SamplesofIVS-1inrockbream
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Fish species Amplicon pattern Passage Detection rate Mortality
Variation of

polymorphism

Olive flounder

(Paralichthys 

olivaceus)

FLIV (multiple) Original 100% 0% Not changed

1st passage 100% 0% Not changed

2nd passage 100% 0% Not changed

3rd passage 100% 0% Not changed

IVS (single) 1st passage 100% 0% Not changed

Rock bream

(Oplegnathus 

fasciatus)

FLIV (multiple) Original 100% 0% Not changed

1st passage 100% 0% Not changed

2nd passage 100% 0% Not changed

3rd passage 100% 0% Not changed

IVS (single) 1st passage 100% 100% Not changed

Table5.Resultsofinvivopassage
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4.2.Cohabitation실험

본 실험은 실제 현장과 유사한 환경을 만들어주어 실험하기 위해

Olive flounder를 donorgroup으로 설정하여 FLIV-1을 injection하고

recipientgroup으로 또 다른 oliveflounder와 rockbream을 설정하여

cohabitation을 통한 감염확인과 donor,recipient그리고 사육수의 FLIV

에 대한 polymorphism pattern을 비교,분석하였다.donor group,

recipientgroup모두 폐사는 일어나지 않았고,recipient에 대한 FLIV-1

의 cohabitation을 통한 감염은 oliveflounder,rockbream 모두에서 확

인할 수 있었으며 polymorphism pattern의 변화는 없었다 (Table6).

1stPCR에서의 recipient에 대한 FLIV 검출률은 oliveflounder가 80%,

rockbream이 30%로 나타났고,나타나지 않은 sample에 대해 2ndPCR

을 시행한 결과 모두 검출되었다 (Fig.14).사육수도 3일 간격으로

sampling을 하였고 그 결과는 실험 시작 후 12일부터 검출되기 시작하

여 18일까지 확인되었으며 동일한 polymorphism pattern을 확인할 수

있었다 (Fig.14).또한 염기서열 분석을 통해 변이가 없음을 확인하였

다.
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(A)

(B)

(C)
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(D)

Fig.14.Polymorphism ofFLIV-1aboutCohabitation test.(A)1st

PCR results offlounderdonors inoculated FLIV-1;(B)1st PCR

resultsofrecipientfishes.Lane1~10.Flounderrecipients;Lane11~20

Rock bream recipients.(C)2nd PCR resultsof(B)samplesofno

detection.Lane1,2:Flounderrecipients;Lane3~9:Rock bream

recipients.(D)Polymorphism ofseawaterofcohabitation.Lane1~8:

3,6,9,12,24,28dayspostinoculation.
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Table6.Resultsofcohabitationtest

Fish species
Detection rate 

Mortality
Variation of 

polymorphism
1st PCR 2nd PCR

Olive flounder

(Paralichthys olivaceus)

Donor
10/10 

(100%)
NT* 0% Not changed

Recipient 8/10 (80%)
2/2

(100%)

0% Not changed

Rock bream

(Oplegnathus fasciatus)
Recipient 3/10 (30%)

7/7

(100%)
0% Not changed

*Nottested
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5.invitro접종 실험

5.1.invitropassage실험

Rock bream embryonic cell에 FLIV-1과 IVS-1을 inoculation하여

polymorphism pattern의 변화를 분석하였다.Cell에 inoculation을 하고

난 후,3일째부터 FLIV-1,IVS-1모든 실험 group에서 이형적으로 비대

해지는 CPE(Cytopathiceffect)가 나타나기 시작했고 9일까지 그 수가

전체적으로 증가하며 세포를 사멸시켰으며 (Fig.15)Polymorphism

pattern은 변화 없이 그대로 유지되며 증가하면서도 pp1,pp2,pp3각각

이 같은 농도의 비율로 replication하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig16).

본 연구에서는 invitro내에서 몇 회의 passage를 거쳐도 polymorphism

pattern이 변화 없이 유지되는지 분석하기 위해 FLIV-1을 Rockbream

embryoniccell에 대해 3회의 연속적인 passage접종실험을 하였다.그

결과,3회 passage 실험 모두 FLIV-1의 polymorphism pattern은

originalsample과 다름없이 그대로 유지되는 것을 확인할 수 있었다

(Table 7). 이도 in vivo passage 실험과 마찬가지로 Repeating

sequence의 변이에 대한 분석을 위해 3rdpassage에서 분리된 FLIV-1

DNA의 K2region에 대해 시퀀스를 분석한 결과 originalsequence와 동

일함을 확인하였다.
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(A)

(B)

Fig.15.Cytopathic effectofRBE cell.(A)RBE cellinoculated

FLIV-1on1daypostinoculation;(B)RBEcellinoculatedFLIV-1on

7dayspostinoculation.
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(A)

(B)

Fig.16.Polymorphism ofinvitropassage.(A)Lane1:FLIV-1;

Lane2~6:1,3,5,7,9dayspostinoculation.(B)Lane1:FLIV-1;

Lane2,3:Polymorphism of1stpassage;Lane3,4:Polymorphism of

2ndpassage;Lane5,6:Polymorphism of3rd passage
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Table7.Resultsofinvitropassagetest

Cell Amplicon pattern Passage
Variation of

polymorphism

RBE cell

(Primary cultured rock bream 

embryo cell)

FLIV (multiple) Original Not changed

1st passage Not changed

2nd passage Not changed

3rd passage Not changed
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IV.고 찰

Family Iridoviridae Genus Megalocytivirus는 1990년 RSIV (Red

seabream iridovirus)가 처음으로 분리되어 보고된 이후,다양한 host

range의 해산양식어와 담수관상어에서 많은 연구가 활발히 진행되고 있

다.하지만 국내 양식생산량의 20% 이상을 차지하는 주요 양식어종인

넙치 (Paralichthysolivaceus)등의 flatfish에 감염되어 상당한 경제적

손실을 발생시키는 이리도바이러스인 FLIV (Megalocytivirussubgroup

IV)에 대한 연구는 비교적 활발하게 이루어지지 않고 있는 실정이다.

SubgroupIV는 중국에서 flatfish인 turbot(Scophthalmusmaximus)의

이리도바이러스 감염증에 대해 최초로 보고된 이후로 (Shietal.,2004),

국내에서도 넙치에서 TRBIV와 같은 subgroupIV에 속하는 FLIV의 감

염에 의하여 80% 이상의 폐사를 보인다는 보고가 있으며 (Doetal.,

2005),최근에는 양식 강도다리에서의 감염보고도 이루어지고 있다

(Wonetal.,2013).그러나 실제 현장에서는 대부분의 감염에서 비교적

낮은 폐사율을 보이는 것으로 나타나고 있다.그러나 이러한 보고 외에

넙치 이리도바이러스의 repeatregion에서 나타나는 polymorphism의 연

구와 바이러스 singleisolate이 새로운 형태 또는 type으로의 진화,발전

에 대해 분석하는 유전적 연구는 많이 부족한 실정이다.

최근 subgroupIII에 속하는 PGIV (Pearlgrouramiiridovirus)에 대한

연구에서 반복염기 배열에 따라 다양한 viralparticles가 형성되는 것이

보고된 바 있으며,그 원인은 다양한 sub-viralstrain의 multiple
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infection에 의한 것이라고 추정한 바 있다 (Kim etal.,2011).이는

pearlgourami등의 담수 관상어가 여러 지역에서 생산된 후 싱가폴에서

혼합 집하되므로,다양한 지역에서 감염된 어류에 다양한 viralparticles

가 집하 tank내로 유출된 후 건강어류에 감염이 되고 이는 multiple

viralparticles의 감염형태로 나타난 것이라는 추정이다.그러나 집하 및

이동이 적은 양식 중에 있는 어류에서도 동일한 추정이 적용되는지는 현

재까지 비교 검토 된 바 없다.그러므로 본 연구에서는 subgroupIV의

majorstrain인 FLIV에서도 다양한 반복서열에 의한 multi-typeviral

particle을 생성하는 subgroupIII와 같은 특성을 나타내는지,그리고 그

특성은 무엇인지를 밝히고자 하였다.이를 위해 본 연구는 일정한 기간

동안 국내외에서 얻은 해산어와 국내산 패류를 이용하여 넙치이리도바이

러스에 대한 모니터링을 실시하였고,이를 통해 분리한 isolates에 대해

repeatregion의 특이적인 polymorphism pattern과 계통 발생학적인 분

석 연구를 실시하고 ,또한 공격 접종실험을 통해 그 변화를 분석함으로

써,이리도바이러스 polymorphism 현상의 유전적 특성을 밝혔다는 데에

의미가 있다고 할 수 있다.

본 연구는 국내 통영 넙치양식장의 감염어에서 FLIV-1을 분리하였고

검출된 virus에서 ORF(openreadingframe)의 3'-말단부위에 존재하는

repeatregion인 K2region의 특이적인 polymorphism 현상을 확인하였

으며,이에 대해 클로닝을 실시하였고 시퀀스를 비교,분석하였다 (Fig

4).앞서 Kim etal.(2011)은 담수관상어에 발생하는 이리도바이러스감

염증의 원인체인 PGIV (Pearlgourami(Trichogasterleeri)iridovirus,

subgroupIII)의 K2region에서 나타나는 polymorphism 현상에 대해

보고한 바 있었고,본 연구에서 이를 subgroupIV인 FLIV에 적용시켜
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확인한 것이다.각 multiplemajoramplicon의 시퀀스를 분석한 결과

1168bp,988bp,781bp3가지 시퀀스를 얻을 수 있었고,각각의 시퀀스를

FLIV-1-pp1 (JF918538), FLIV-1-pp2 (JF918539), FLIV-1-pp3

(JF918540)라고 명명하고 NCBIgenbank에 등록하였다.pp1,pp2,pp3

각각은 모두 FLIV-1 K2 region의 시퀀스였고,시퀀스 중간부분의

deletion에 의해 크기가 달라진 3가지 DNA였으며,따라서 K2region의

polymorphism 현상은 동일한 부위의 서로 다른 크기를 가진

Polymorphicvariants3종이 한꺼번에 나타나는 것임을 확인하였다.

이러한 polymorphism 현상에 대해 몇 가지 검증이 필요했다.먼저

repeatregion을 template으로 하는 PCR은 Taqpolymerase오류로 인해

다양한 크기의 multipleamplicon을 생성할 수 있기 때문에 pp1,pp2,

pp3amplicon각각을 플라스미드에 삽입한 뒤,그것을 template으로 하

여 PCR을 하였다.그 결과,pp1,pp2,pp3각각 각자의 size에 맞게

singleband로 나타나 PCR의 오류는 아님을 확정지었다 (Fig.5).다음

으로는 polymorphicvariants가 모두 viralparticle로써 존재하는지 또는

일부가 particle을 형성하지 못하고 nakednucleicacid로만 존재하는지를

확인하기 위해 stabilitytest를 진행하였고 그 결과 pp1,pp2,pp3모두

viralparticle임을 확인할 수 있었다 (Fig.6).마지막으로 전기영동 결과

를 보면 pp1이 가장 진한 amplicondensity를 나타내는 패턴을 관찰할

수가 있는데,이러한 현상이 polymorphicvariants각각의 concentration

차이인지 서로간의 interaction에 의한 PCR 결과인지를 확인하기 위해

각각을 삽입한 플라스미드를 동일한 농도로 혼합한 후,그것을 template

으로 PCR을 시행한 결과 모두 동일한 비율의 multipleamplicon을 확인

할 수 있었다.그러므로 이를 통해 이러한 band density pattern이
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concentration의 차이임을 확정지을 수 있었다.종합해서 정리해보면

FLIV-1은 host에 감염을 일으킨 후,concentration의 차이를 보이는

pp1,pp2,pp3viralparticles가 replication되며,이들은 모두 PCR을 통

해 detection가능 한 것으로 결론지을 수 있었다.

Repeatingsequence(RS)는 진화 발전에 대한 연구,그리고 유전자 마

커로써의 활용도가 굉장히 높다.Humangene을 포함한 다양한 종의 진

핵세포 gene내의 TRS(tandem repeatsequence)는 유전자 감식,친자

확인,원산지 또는 품종확인의 유전자 마커로 활용 되고 있고,virus

gene내의 TRS는 viralgenotyping등에 활용된다 (Ritaetal.,2010).

해수 바이러스는 새우의 대량폐사를 유도하는 WSSV (White spot

syndrome virus)가 ORF 내의 광범위한 TRS가 보고되어

PCR-genotyping에 활용될 뿐만 아니라 ancestorvirus의 연구와 바이러

스의 해역 이동에 대한 연구에서도 이용되고 있다 (Dieuetal.,2004).

하지만 본 연구에서 확인한 viralgene의 ORF내 repeatregion에서 나

타나는 polymorphism에 대한 보고,다시 말해 virus유전 연구에서 RS

의 addition또는 deletion에 의한 multipleviralparticles의 생성에 대한

보고는 최초이며,이러한 polymorphism은 바이러스의 진화 발전적 분석

연구에 활용될 수 있을 것으로 생각된다.

본 연구에서는 iridovirus의 ORF-2gene의 repeatingsequence를 분석

또는 repeating sequence에서 나타나는 특이적인 polymorphism의

pattern을 활용하여 지역적으로 grouping이 가능한 지,또한 유전자 마커

로써 바이러스의 source를 파악하는데 활용 가능한 지에 대해 분석하기

위해 2003년부터 2013년까지 국내외 해산어류와 국내 패류에 대한 모니

터링 분석을 실시하였다.해산어류는 주로 감염진단의뢰를 받은 시료에
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서,패류는 정기적인 sampling을 통해 얻은 시료에서 바이러스를 분리하

여 모니터링을 실시하였다.해산어의 경우 감염되어 증상을 보이는 경우

와 비증상적 감염인 경우를 확인하기 위해 1stPCR과 nestedPCR결과

를 모두 확인하였고 (Table1-1),패류에서 detection되는 경우는 host

에서부터 해수로 release된 virus가 근처 해역에 있던 패류의

filter-feeding에 의해 섭식되는 virus를 확인하는 것으로써, 이를

detection하기 위해 패류의 midgutgland을 분리하여 nestedPCR로 확

인하였다 (Table1-2).해산어류에서 14종,패류에서 16종,총 30종의

FLIV isolates를 분리할 수 있었고,모니터링의 결과 패류 총 328

batches 중 80 batches의 시료에서 Megalocytivirus를 detection하여

Megalocytivirus검출율은 24.39%로 나타났으며,그 중 16batches에서

FLIV isolates를 detection 하여 총 FLIV 검출율은 4.88%,

Megalocytivirus 중 FLIV 검출율은 20%로 나타났다.30종의 FLIV

isolates모두 MCPgene에 대해서 sequencing을 실시하여 분석하였으

며,16종의 referencesequence를 포함시켜 계통수를 제작하였다 (Fig.

12).계통수를 분석한 결과,6가지 sub-subgroup으로 나눌 수 있었고 모

두 지역적 유의성을 보임을 확인할 수 있었다 (Table4).하지만 검출된

검체의 host별 차이는 확인할 수 없었고,특히 해산양식어와 패류에서

분리한 바이러스간의 염기서열 차이도 나타나지 않음을 확인할 수 있었

으며 또한 동일한 지역에서 검출된 virusisolates의 연도별 변이도 거의

일어나지 않음을 확인할 수 있었다.그리고 시기별로 확인하였을 때,양

식장에 FLIV 감염이 일어나기 전에 근처 해역의 패류에서 먼저

detection되거나 감염이 일어나고 난 후,근처 해역의 패류에서 계속

detection이 되는 양상을 확인할 수 있었다.2009년 10월의 울산 진하리
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참굴의 10/09sfFLIVoy-jh와 2009년 11월 포항 넙치양식장의 감염어의

11/09FLIV-ph의 관계를 보면 한 달 앞서 참굴에서 detection이 되었고,

또한 2010년 8월 부산광역시 광안리 참굴의 08/10sfFLIVoy-gw와 2010

년 11월 부산광역시 기장군의 넙치양식장의 감염어의 10/10FLIV-gi,

2011년 3월 경상남도 고성 참굴의 03/11sfFLIVoy-gs와 2011년 8월 경상

남도 통영의 넙치양식장의 감염어의 08/11FLIV-ty에서도 역시 몇 달 앞

서 이리도 바이러스를 detection하고 있는 것을 확인할 수 있다.2009년

11월 포항 넙치의 감염어에서부터 2010년 3월 진하 참굴의

03/10sfFLIVoy-jh까지 동일한 FLIV isolate가 계속 발견되고 있어 바이

러스의 발생 후에도 계속 인근 해역의 패류에 남아있을 수 있음을 확인

할 수 있었다.이는 패류가 virus의 carrier로서의 가능성을 시사하는 결

과이다.이에 대해선 계속적으로 추가적인 연구를 통해 장기간 분석할

필요가 있다.

또한 K2region에 대해서도 모든 FLIV isolates를 분석하였고,그 결

과 패류에서 분리된 몇몇 검체를 제외한 모든 검체에서 pp1,pp2,pp3를

모두 포함한 polymorphism을 확인할 수 있었다 (Fig.10,Fig.11).이를

모두 sequencing하였고, 비교 확인한 결과 총 3가지 type의

polymorphism이 존재함을 확인할 수 있었다.중국에서 CH-1type,국내

에서 FLIV-1와 FLIV-2type,총 3가지 type을 확인하였고,이들 염기서

열을 아미노산으로 변환시킨 후 비교 분석한 결과 각 pp1,pp2,pp3간의

amplicon크기 차이는 RSfragment의 deletion(또는 addition)에 의한

것이었음을 확인할 수 있었다 (Fig.8).Repeating sequence는 60

aa(aminoacids)와 69aa2가지가 존재했으며,pp1의 경우를 type별로 분

석해보면 CH-1type은 60aa,69aa순으로,FLIV-1type은 69aa,60
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aa순으로,FLIV-2type은 60aa,60aa순으로 RSfragment가 반복되고

있었다.그리고 또한 CH-1type의 경우 K2region의 초반부에 3aa의

deletion이 존재했는데,이는 TRBIV (Accessionno.GQ273492)에서도

나타나는 것으로 보아 중국에서 발생하는 FLIV의 지역적 특성인 것으로

보인다.그리고 RSmoiety가 다양하게 RS내에 존재하는 것을 확인할

수 있었다.

또한 MCPgene분류에 대해 각 검체의 polymorphism pattern을 비교

한 결과, 서로 상관관계가 있음을 확인하였다. FLIV-1 type은

sub-subgroup1.3,5,6으로 분류된 총 25종의 검체,FLIV-2type은

sub-subgroup4의 3종의 검체와 sub-subgroup5의 서해에서 분리한 시

료인 09/11sfFLIVba-ss까지 총 4종의 검체,CH-1type은 sub-subgroup2의

1종의 검체로 분류할 수 있었다.이는 염기서열과 polymorphism pattern

분석은 iridovirus의 국가 간의 검역과 해역을 통한 바이러스의 지역적

이동 관측에 활용될 수 있음을 보여주는 결과이고,패류의 모니터링을

통한 방역시스템을 구축하여 바이러스 이동을 예측하고 전염을 방지하는

데 활용할 수 있을 것으로 예상된다.

ORF내의 RS의 addition과 deletion은 유전자 발현과 직결되므로 그

기능에 대한 연구가 중요하다.인간에게 수두와 대상포진을 발병시키는

herpesvirus인 VZV (varicella-zoster virus)에서는 glycoprotein C를

coding하는 ORF-14gene내의 RS가 pathogenicity에 관여한다고 보고

되었고 (Sauerbreietal.,2007),gammaherpesvirus인 EBV,KSHV 내에

존재하는 RS는 latencyamplification,viralgeneexpression조절에 관

여한다고 보고된 바 있다 (Thakuretal.,2007).어류 바이러스에 대해서

도 herpesvirus인 CCV (channelcatfishvirus),iridovirus인 LCDV-1
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(Lymphocystis disease virus),CIV (Chilo iridescent virus),GIV

(Grouperiridovirus)내의 RS가 보고되었으며 (Robin etal.,2000;

Fischeretal.,1988;Samalecosetal.,1986;Tsaietal.,2004),GIV의

RS는 높은 recombination과 genomicrearrangement유발한다고 보고된

바 있다.

본 연구에서 분석한 K2region은 Iridovirus의 Laminintypeepidermal

growth factorlike (LE)protein을 coding하는 ORF-2 gene 말단의

repeat region이다. 세포에서의 laminin은 cell adhesion, growth

migration,그리고 differentiation을 중재하는 basementmembrane생성

에 주요요소로 작용하고,이를 바탕으로 viralDNA에 암호화 된 LE

protein은 viralhostspecificity와 replication속도와도 관련이 있을 것이

라 추정된다 (Do etal.,2005).또한 cell-to-cellspread에 관여하여

antibody등의 host면역반응으로부터 progenyvirus를 보호하면서 viral

replication을 할 수 있기 때문에 이는 viralpathogenicity와도 연관된

gene으로 생각된다.따라서 이리도 바이러스의 ORF-2gene의 말단에

존재하는 repeatregion인 K2의 polymorphism 현상을 통한 진화적 변이

에 대한 연구는 상당히 중요하다고 할 수 있다.

현재까지는 repeatingsequence의 polymorphism 현상이 나타나는 원

인에 대한 정확한 원인은 밝혀진 바가 없지만,환경적 변화에 따라

virus는 그에 빠르게 적응하기 위해 geneticregulation이 필요하고 그

결과로 polymorphism이 나타나는 것으로 가정하였다.그래서 host

defense system에 초점을 두어 바이러스를 단기간에 다른 환경에서

replication유도 했을 때,polymorphism pattern의 변화가 나타나는 지,

또한 그 변화로 인해 병원성의 차이를 보이는 지를 분석하기 위해 in
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vivo와 invitropassage실험을 실시하였다.먼저 넙치와는 다른 host

defencesystem을 갖는 돌돔에 대해 invivo교차감염실험을 진행하였고

그 결과 돌돔에 대한 FLIV-1의 감염성을 확인하였다 (Table5).그리고

polymorphism pattern의 변화와 병원성의 변화를 보고자 3회의 passage

실험을 실시했고,마지막 passage실험에서 분리된 바이러스에 대해

sequencing을 실시하여 염기서열변화도 분석하였다. 그 결과

polymorphism pattern의 변화는 나타나지 않았고,염기서열도 변화 없이

처음과 동일함을 확인할 수 있었으며 모든 실험어는 폐사를 보이지 않았

다.그리고 감염실험을 실제 현장에서의 감염경로와 동일하게 실험하기

위해 cohabitationtest를 실시하였다 (Table6).그 결과,넙치와 돌돔

recipients에서 각각 80%,30%의 감염율을 확인하였고,1stPCR에서 검

출되지 않은 검체는 모두 nestedPCR에서 확인되었다.Polymorphism

pattern은 넙치,돌돔 recipients에서 분리된 바이러스 모두 동일한 패턴

을 나타냈으며 nestedPCR에서 검출된 검체 역시 동일한 패턴을 확인할

수 있었다 (Fig.14).실험 중,해수 중에 release된 바이러스를 검출하기

위해 3일마다 sampling을 실시하고 PCR을 통해 확인하였는데 접종 후

12일부터 18일까지 검출이 됨을 확인하였고,그 이후에는 검출할 수 없

었다.이는 감염 후 약 12일부터 해수 중에 많은 양의 virus가 release되

기 시작하고 약 21일부터는 어느 정도 host가 면역적으로 극복해낸 것으

로 파악되며,21일부터 24일까지 recipients의 어체는 감염이 되었는데

해수에서 detection이 안되는 것으로 보아 약 24일 까지는 바이러스가

감염부터 많은 양의 virus를 release하기까지 시기적으로 미치지 못했던

것으로 추정된다.한편,양식 현장에서 폐사를 일으켰던 FLIV-1을 실험

적 환경에서 넙치에 접종하였지만 특이하게도 모든 실험에서 폐사가 전
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혀 나타나지 않았는데,이러한 실험적 환경에서 넙치가 폐사하지 않는

현상에 대해서는 다른 논문에서도 보고한 바 있으며 (Kim etal.,2005),

이에 대해선 추가적인 연구가 필요할 것이다.추정하건데,FLIV 감염은

넙치의 어체를 면역적으로 상당히 약화시키고,거기에 밀식 등의 양식

현장 환경에서 가해지는 스트레스 또는 다른 병원체의 2차 감염과 같은

2차적인 요인으로 인해 폐사가 일어나는 것으로 보여진다.

또한 본 연구는 hostdefensesystem이 제거된 invitro환경에서의

감염 시 polymorphism pattern의 변화가 나타나는지에 대해 분석하기

위해 돌돔자어초대배양세포 (RBEcell)에 접종실험을 진행하였고 그 결

과 FLIV-1의 감염성을 확인할 수 있었으며 (Fig.15),배양액을

sampling하여 K2region에 대해 PCR한 결과 polymorphism pattern은

동일한 appearancerate를 보이며 증가함을 확인하였다 (Fig.16).이어

polymorphism pattern의 변화를 분석하기 위해 3회의 passage실험을

진행하였고 이도 또한 invivopassage실험과 동일하게 polymorphism

pattern변화와 염기서열의 변화 모두 나타나지 않았다 (Table7).In

vivo,invitro접종 실험결과를 종합해서 분석한 결과,hostdefence

system과 같은 바이러스의 환경적 변화는 단기적으로 polymorphism에

큰 영향을 미치지 못하는 것으로 확인이 되었고,이러한 polymorphism

현상은 virus에 의존적이며,각 virus의 특성인 것으로 추정된다.

본 연구에서는 이러한 이리도바이러스의 polymorphism 현상이 나타나

는 이유와 기능을 분석하기 위해 Megalocytivirus의 전체로 확장시켜

subgroup별 K2region의 repeatingsequence와 polymorphism pattern을

비교 분석하였다 (Fig. 9). 본 연구실에서 분리한 다양한

Megalocytivirusisolates에 대해 분석한 결과,RSIV isolates(subgroup
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I)과 RBIV isolates(subgroupII)에 대해 분석한 결과 모두 single

bandpattern을 나타내는 것을 확인하였지만,(Datanotshown)PGIV

isolates(subgroupIII)에서는 앞서 보고된 결과와 동일하게 아주 다양

한 multipleband pattern을 나타내는 것을 확인할 수 있었다.PGIV

isolates의 polymorphism은 본 연구에서 확인한 FLIV isolates와

multiplemajorband가 나타난다는 점에서는 동일하지만 multiplemajor

band가 아주 다양한 패턴으로 나타난다는 점에서는 차이가 있었고 이는

virus에서의 LE protein 기능과 함께 추정했을 때, 아마도 host

specificity에 대한 진화 발전적인 측면에서 생성된 각 subgroup의 특징

으로 추정된다.이러한 MegalocytivirusK2region의 polymorphism 현

상의 특징을 subgroup별로 분류할 수가 있는데,크게 Single band

pattern을 보이는 subgroupI,II를 Low VariousPolymorphism (LVP)

type으로,multipleband pattern을 보이는 subgroup III,IV를 High

VariousPolymorphism (HVP)type으로 나눌 수가 있다.말단에 위치하

는 K2region을 제외한 ORF-2generegion의 homology는 LVPtype인

RSIV와 RBIV가 95.42%로,다른 subgroup간의 homology가 82~85% 내

외인 것을 보았을 때 굉장히 서로간의 유사성이 높은데 이러한

subgroup간의 차이는 subgroup별 MCPgene간의 homology가 96~98%

정도로 약 2%의 차이를 보이는 것과 비교해 보았을 때 다소 큰 차이라

할 수 있다 (Table3).이에 따라 LVPtype에 속하는 RSIV와 RBIV는

hostspecificity의 측면에서 굉장히 유사하고,HVPtype에 속하는 PGIV

와 FLIV의 감염 가능 숙주와는 크게 차이가 있다는 것을 보아 이러한

polymorphism 현상은 ORF-2gene의 기능과 연관성이 있을 것이라 추

정한다.
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담수관상어는 세계적으로 매우 다양한 어종이 존재하며 종간의 차이가

상당히 크며 판매를 위해 서로 집하되거나 사육수가 혼합되게 되는데,

이 과정에서 바이러스는 다양한 종의 담수관상어를 오랜 기간 동안 옮겨

다니며 replication할 수 있게 된다.Subgroup III virus가 다양한

polymorphism pattern을 보이는 이유는 바이러스가 광범위한 종에 대한

hostspecificity에 적응하기 위해,또는 hostdefensesystem을 보다 빠

르게 이겨내기 위해 생성된 viralgene의 진화적 변화라 추정된다.

SubgroupIV virus는 자연 상태에서 flatfish종에만 병원성을 나타내는

제한적인 hostspecificity와 pathogenicity를 보이는 데,이도 항상 동일

하고 일정한 polymorphism pattern을 보이는 현상과 연관이 있을 것이

라 추정된다.

Repeatingsequence를 분석한 결과에서 Megalocytivirus의 subgroup

모두 majorRSmoiety가 정확히 동일하게 반복되어 연결되고 있는 것은

아니라 조금씩의 아미노산 배열 차이가 있는 것으로 확인되고,minor

RS moiety는 동일하게 반복되나 T,P와 같은 아미노산이 삽입되거나

손실되어 다양한 크기의 fragment가 생성되는 것으로 보인다.그리고 직

접적으로 알 수는 없지만 FLIV isolates에서 pp1과 pp2,pp3와의 양적차

이를 보이는 결과를 보아 repeatingsequences의 반복 횟수는 replication

또는 cell-to-cellspread속도와 연관성이 있을 가능성도 있다.

항상 동일한 polymorphism pattern을 보이는 viralreplication특성에

대해 몇 가지 의문점이 들었고,이에 본 연구는 i)모든 variants가 일

정한 비율로써 함께 particlesgroup을 이루어 존재하다가 host에 전부

동시에 감염이 된다는 가설,ii)다양한 polymorphicvariants가 각각

viralparticle로 존재하며 이들이 host에 복합감염이 되어 나타난 결과라
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는 가설,그리고 iii)하나 또는 둘 이상의 polymorphicvariants가 host

에 감염이 되어 replication을 할 때,addition과 deletion에 의해 모든

variants의 progenyvirus가 항상 일정한 비율을 이루며 생성된다는 가

설,총 3가지의 가설을 설정했다.본 연구에서는 패류에서 검출된 virus

중 single또는 doublepattern의 polymorphism을 보이는 5가지 시료의

결과를 확인할 수 있었고 (Fig.11)이를 통해 FLIV polymorphic

variants는 particlesgroup을 형성하지 않고 각각이 따로 host를 감염시

킬 수 있음을 확인할 수 있었으며,감염어 검체에서 분리한 모든 FLIV

isolates가 동일한 polymorphism pattern을 나타내는 것으로 보아,

polymorphism 현상을 설명하는데 제 3가설이 논리적으로 적합하다고 추

론할 수 있었다.왜냐하면 모든 polymorphicvariants가 한꺼번에 동일한

비율을 보이면서 하나의 host에 감염되는 것은 사실상 불가능하기 때문

이다.Kim etal(2011)은 PGIV (subgroupIII)에서 polymorphism을 보

이는 현상에 대해 본 논문에서 제시한 제 2가설로 추정한 바 있다.하지

만 PGIV는 제한적인 hostspecificity를 보이는 FLIV와는 달리 광범위한

담수어 종에 감염성을 보이며,또한 전 세계적으로 수출되며 혼합 집하

가 되기 때문에 다양한 종에 감염이 활발히 이루어졌을 것이며,이로 인

해 아주 다양한 변이를 보이게 되는 것으로 추정된다.

제 3가설을 확정짓기에는 다소 실험적 근거가 부족하였기 때문에,추

가적인 실험을 진행하였다. Single 과 double band pattern의

polymorphism을 보이는 FLIV isolates가 detection되는 패류의 midgut

gland조직을 이용하여 RBE cell에 직접 inoculation을 한 후 배양하여

polymorphism pattern을 분석하려 했으나 low viralcopy값과 오랜 보관

기간 탓에 바이러스 배양을 성공하지 못했다.(datanotshown)따라서
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이 가설을 명확하게 확정짓기 위해서는 새로운 시료확보와 추가적인 연

구가 필수적이다.

본 연구는 i)FLIV에서 나타나는 polymorphism에 대해 분석하였고 ii)

몇 년 에 걸친 상당한 기간 동안의 바이러스 monitoring을 통해 MCP

gene에 대한 계통수 분석과 K2region에 대한 연도별,지역별 그리고

host별 polymotphism pattern분석 ,iii)이들의 변이를 관찰하기 위해

host의 면역 inhibition에 초점을 두어 invivo,invitropassage를 진행

하여 변화를 분석하였으며,iv)MegalocytivirusK2region에서 보이는

특이적인 subgroup별 polymorphism 현상에 대해 분석하고 이를 바탕으

로 논리적인 추론을 통해 새로운 이론을 제시하였다.하지만 추가적인

연구를 통해 가설을 확립할 필요가 있으며,ORF-2gene에 대한 정확한

기능과 그 말단부에서 나타나는 polymorphism의 기능 또한 추가적인 연

구가 필요할 것이다.또한 장기간의 passage연구를 통해 이리도 바이러

스에 대한 진화 발전적 분석연구가 필요할 것이다.본 연구에서는 패류

의 방역산업의 bioindicator로서의 가능성을 제시하였고,polymorphism

pattern을 이용해 검역에 활용할 수 있음을 시사하였다.또한 본 연구에

서 제시한 가설은 바이러스 repeatregion의 분석연구에서 아직 알려진

바 없는 이론이며 이를 통해 앞으로 이리도바이러스를 진화적 연구모델

로 하여 바이러스의 진화적 연구 방향을 제시할 수 있을 것으로 기대된

다.
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V.요 약

FamilyIridoviridaeGenusMegalocytivirus에 속하는 FLIV(flounder

iridovirus,subgroupIV)는 ORF-2gene의 말단부에 위치한 K2region

에서 multi-lengthband가 나타나는 특이한 polymorphism 현상을 보인

다.먼저 이를 검증한 결과 detection한 multi-lengthband모두 각각

viralparticles를 이루고 있는 polymorphicvariants임을 확인하였다.많

은 시료를 통해서 이러한 polymorphism현상을 확인하기 위해 국내외 해

산양식어류와 패류에 대해 monitoring을 실시하였고,분리된 30종의

FLIV에 대해 MCPgene의 계통수 분석과 repeatingsequence분석,그

리고polymorphism분석을 실시하였다.그 결과 연도별로 지역적인 유의

성을 보였으며 MCPgene에 대해 6가지 sub-subgroup으로 나눌 수 있

었고 또한 pp1의 repeatingsequence의 반복 패턴에 따라 3가지 type으

로 나눌 수 있었으며 polymorphism pattern은 모든 검체에서 3개의

visible band를 보이는 것을 확인하였다. 접종 실험을 통한

polymorphism 변화를 확인하기 위해 invivo에서의 교차감염 passage

실험과 invitropassage실험을 시행하였다.FLIV-1을 넙치와 돌돔에 대

해 총 3회의 passage실험을 한 결과,패턴의 변화는 없음을 확인하였

고,cohabitation을 통한 교차감염실험에서도 같은 결과를 나타냈다.

RBE(Rockbream embryo)cell을 이용한 invitropassage에서도 3회의

passage모두 패턴의 변화 없이 동일한 결과를 나타내는 것을 확인할

수 있었다.
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본 연구는 모든 결과를 종합하여 분석하였을 때,항상 동일한 band

density비율을 보이는 polymorphism을 확인할 수 있었지만,특이적으로

패류에서는 single또는 doublepattern을 보이는 것을 확인할 수 있었

다.이를 통해 어떤 하나 또는 두 가지 polymorphicvariants가 감염되더

라도 항상 일정한 progenypolymorphicvariants를 생성한다는 가설을

제시할 수 있었다.
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던 것 같습니다.이렇게 열정적으로 연구를 할 수 있었던 건,우리 락밴드 매니

아 덕분인 것 같습니다.락 스피릿이 항상 저에게 든든한 힘이 됩니다.그리고

우리 밴드 RUN멤버들 재승햄,규동햄,임또햄,거의 해체단계지만 꼭 다시 합

쳤으면 좋겠네요.보고싶습니다.햄들.

우리 약국개업하신 석문이,영국 롤스로이스에서 일만하고 있는 지훈이,대기

업 때려치고 나온 홍진,미국 갔다온 형준이,미국인 여친이랑 결혼할 정진이

모두 다 각자의 자리에서 최고가 되길 바랄게.친구들아.

마지막으로 저에게 제일 조언을 가장 아낌없이 퍼부어주시는 사랑하는 지은

이에게 매일 조언 퍼부어주셔서 감사하다고 전하고 싶습니다.서로에게 가장 큰

힘이 되어주었고,혼자였으면 할 수 없었던 일도 많이 이루어낸 것 같습니다.

오랜 기간 동안 곁에 있어줘서 감사했고,앞으로 더 성숙하자.

앞으로도 모두의 조언과 격려에 힘입어 더욱 더 발전하는 인간이 되겠습니다.

감사합니다.



- 75 -

VII.참 고 문 헌

A.Sauerbrei.,R.Zell.,P.Wutzler.,2007.Analysisofrepeatunitsin

theR2regionamongdifferentOkaVaricella-Zostervirusvaccine

strainsandwild-typestrainsinGermany.Virol,5,40-44.

Bahr,U.,Springfeld,C.,Tidona,C.A.,Darai,G.,1999.Structural

organizationofaconservedgeneclusterofTupaiaherpesvirus

encoding the DNA polymerase, glycoprotein B, a peobable

processing and transportprotein,and the majorDNA binding

protein.VirusRE60,123-135.

Bugert,J.J.,Raab,K.,Rosen-Wolff,A.,Janssen,W.andDarai,G.,

1993.Determinationofthepositionoftheboundariesofterminal

repetitivesequenceswithinthegenomeofmolluscum contagiosum

virustypeⅠbyDNAnucleotideanalysis.Virol.192,391-396.

Chao,C.-B.,ChenC.-Y.,Lai,Y.-Y.,Lin,C.-S.,Huang,H.-T.,2004.

Histological,ultrastructural,and in situ hybridization study on

enlargedcellsingrouperEpinephelushybridsinfectedbygrouper

iridovirusinTaiwan(TGIV).Dis.Aqua.Org.58,127-142.

Chen,X.H.,Lin,K.B.and Wang,X.W.,2003.Outbreaks ofan

iridovirus disease in maricultured large yellow croaker,

Larimichthys crocea (Richardson),in China.J.Fish Dis.26,

615-619(Shortcommunication).

Chinchar,G.,Essbauer,S.,He,J.G.,Hyatt,A.,Miyazaki,T.,2005.



- 76 -

Familyiridoviridae.In:Fauquet,C.M.,Mayo,M.A.,Maniloff,J.,

Desselberger,U.,Ball,L.A.,editors.Virustaxonomyclassification

and nomeclature of viruses eightreportofthe international

committee on the taxonomy ofviruses.San Diego:Academic

Press,145-161.

Chua,F.H.C.,Ng,M.L.,Ng,K.L.,Loo,J.J.,Wee,J.Y.,1994.

Investigation ofoutbreaksofa noveldisease,'sleepy grouper

disease',affectingthebrown-spottedgrouper,Epinephelustauvina

Forskal.J.FishDis.17,417-427.

Dieu,B.T.M.,Marks,H.,Siebenga,J.J.,Goldbach,R.W.,Zuidema,D.,

Duong,T.P.,Vlak,J.M.,2004.Molecularepidemiology ofwhite

spotsyndromeviruswithinVietnam,JournalofGeneralVirology

,85,3607–3618

Do,J.W.,Moon,C.H.,Kim,H.J.,Ko,M.S.,Kim,S.B.,Son,J.H.,Kim,

J.S.,An,E.J.,Kim,M.K.,Lee,S.K.,Han,M.S.,Cha,S.J.,Park,

M.S.,Park,M.A.,Kim,Y.C.,Kim,J.W.,Park,J.W.,2004.

CompletegenomicDNA sequenceofrockbream iridovirus.Virol.

325,351-363.

Do,J.W.,Cha,S.J.,Kim,J.S.,An,E.J.,Lee,N.S.,Choi,J.H.,Lee,

C.H.,Park,M.S.,Kim,J.W.,Kim,Y.C.,Park,J.W.,2005.

Phylogenetic analysis of the major capsid protein gene of

iridovirusisolatesfrom culturedfloundersParalichthysolivaceus

inKorea.Dis.Aqua.Org.64,193-200

Fischer,M.,Schnitzler,P.,Scholz,J.,Rosen-Wolff,A.,Delius,H.,



- 77 -

Darai,G.,1988.DNA nucleotidesequenceanalysisofthePvuⅡ

DNA fragmentLofthegenomeofinsectiridescetvirustype6

revealsa complix clusterofmultipletandem,overlapping and

interdigitatedrepetitiveDNAelements,Virology291,126-139.

Goldberg,T.L.,Coleman,D.A.,Grant,E.C.,Inendino,K.R.,Philipp,

D.P., 2003. Strain variation in an emerging iridovirus of

warm-waterfishes.J.Virol.77,8812-8818.

He,J.G.,Deng,M.,Weng,S.P.,Li,Z.,Zhou,S.Y.,Long,Q.X.,Wang,

X.Z., Chan, S.M., 2001. Complete genome analysis of the

mandarinfishinfectiousspleenandkidneynecrosisiridovirus.

He,J.G.,Zeng,K.,Weng,S.P.,Chan,S.M.,2002.Experimental

transmission,pathogenicity and physical-chemicalproperties of

infectiousspleenandkidneynecrosisvirus(ISKNV).Aquaculture.

204,11-24.

Inouye,K.,Yamano,K.,Maeno,Y.,Nakajima,K.,Matsuoka,M.,

Wada,Y.,Sorimachi,M.,1992.Iridovirusinfectionofculturedred

seabream,Pagrusmajor.Fish Pathol.27,19-27(in Japanese

withEnglishabstract).

Jeffrey,Go,,Malcolm,Lancaster.,Kylie,Deece.,Om,Dhungyel.,

Richard, Whittington., 2005. The molecular epidemiology of

iridovirusinMurraycod(Maccullochellapeeliipeelii)anddwarf

gourami (Colisa lalia) from distant biogeographical regions

suggestsalinkbetweentradeinornamentalfishandemerging

iridoviraldiseases.



- 78 -

Jeong,J.B.,Kim,H.Y.,Kim,K.H.,Chung,J.K.,Komisar,J.L.,Jeong,

H.D.,2006.Molecularcomparison ofiridoviruses isolated from

marine fish cultured in Korea and imported from China.

Aquaculture.255,105-116.

Jun,L.J.,Jeong,J.B.,Kim,J.H.,Nam,J.H.,Shin,K.W.,Kim,J.K.,

Kang,J.C.,Jeong,H.D.,2009.Influenceoftemperatureshiftson

theonsetanddevelopmentofredseabream iridoviraldiseasein

rockbream Oplegnathusfasciatus.Dis.Aqua.Org.,84,201-208.

Jung,SJ.,Oh,MJ.,2000.Iridovirus-likeinfectionassociatedwithhigh

mortalitiesofstripedbeakperchOplegnathusfasciatus(Temminck

etSchlegel)insoutherncoastalareasoftheKoreanPeninsula.J

FishDis23,223–226.

Kim,W.S.,Oh,M.J.,Jung,S.J.,Kim,Y.J.,Kitamura,S.I.,2005.

Characterization ofan iridovirus detected from cultured turbot

ScophthalmusmaximusinKorea,Dis.Aqua.Org.,64,175-180.

Kim,K.I.,Nam,J.H.,Jeong,J.B.,Jin,J.W.,Kim,D.H.,Jun,L.J.,Kim,

J.K.,Jeong,H.D.,2011.Polymorphism inanopenreadingframe,

ORF-2,intheMegalocytivirusoffreshwaterornamentalfishes,

Aquaculture,317,20-26.

Lancaster, M.J., Williamson, M.M., Schroen, C.J., 2003.

Iridovirus-associated mortality in farmed Murray cod

(Maccullochellapeeliipeelii).Aust.Vet.J.81,633-634(Short

contributions).

Lei,J.,Ma,A.,Chen.C,,Zhuang.Z.,2005.Thepresentstatusand



- 79 -

sustainable developmentofturbot(Scophthalmus maximus L)

culturedinChina,Eng,Sci,(CHN)7(5),30-35.

Lu,L.,Zhou,SY.,Chen,C.,Weng,SP.,Chan,SM.,etal.,2005.

Completegenomesequenceanalysisofaniridovirusisolatedfrom

theorange-spottedgrouper,Epinepheluscoioides.Virol339,81–

00.

Nagendra,N.,Thakur.,Susanne,E.G.,Beatrix.S.,Klaus.F.,Andreas.

W., Heiko, A., 2007. A gammagerpesviral internal repeat

contributestolatencyamplification.Pros.10,1371-1372

Nakajima,K.,Sorimachi,M.,1994.Biologicalandphysico-chemical

propertiesoftheiridovirusisolatedfrom culturedredseabream,

Pagrusmajor.FishPathol.29,29-33.

Nerland,A.H.,Skaar,C.,Eriksen,T.B.,Bleie,H.,2007.Detectionof

nodavirusinseawaterfrom rearingfacilitiesforAtlantichalibut

Hippoglossushippoglossuslarvae.Dis.Aqua.Org.73,201-205.

Moffat,J.F.,Zerboni,L.,Kinchington,P.R.,Grose,C.,Kaneshima,H.,

Arvin A.M..,1998.Attenuation ofthe vaccine Oka strain of

varicella-zoster virus virulence demonstrated in the SCIDhu

mouse.JVirol,72,965-974.

Oshima,S.,Hata,J.,Hirasawa,N.,Ohtaka,T.,Hirono,I.,Aoki,T.,

Yamashita,S.,1998.Rapiddiagnosisofredseabream iridovirus

infectionusingthepolymerasechainreaction.Dis.Aquat.Org.32,

87-90.

Pallister,J.,Gould,A.,Harrison,D.,Hyatt,A.,Jancovich,J.,Heine,



- 80 -

H.,2007.Developmentofreal-timePCR assaysforthedetection

anddifferentiationofAustralianandEuropeanranaviruses.J.Fish

Dis.30,427-438.

Paperna,I.,Vilenkin,M.,deMatos,A.P.,2001.Iridovirusinfectionsin

farm-rearedtropicalornamentalfish.Dis.Aquat.Org.48,17-25.

Pickup,D.J.,Bastia,D.,Stone,H.O.,Joklik,W.K.,1982.Sequenceof

terminalregionsofcowpoxvirusDNA;arrangementofrepeated

anduniquesequenceelements.Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.79,

7112-7116.

Qi-Ya,Zhang.,Feng,X.,Jian,X.,Zheng-Qiu,L.,Jian-Fang,G.,2004.

Completegenomesequenceoflymphocystisdiseasevirusisolated

from China.Virol,13,6982-6994.

Reddy,E.P.,Smith,M.J.,Canaani,E.,Robbins,K.C.,Tronick,S.R.,

Zain,S.,Aaronson,S.A.,1980.Nucleotidesequenceanalysisofthe

transformingregionandlargeterminalredundanciesofMoloney

murine sarcomavirus.Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.77,

5234-5238.

RobinL.,Stingley.,WayneL.,Gray.,2000.Transcriptionalregulation

ofthechannelcatfishvirusgenomedirectrepeatregion.Virol,81,

2005-2010.

RitaG.,MarceloD,V.,MarthieuL.,KevinJ.V.,2010.Variabletandem

repeatsaccelerateevolutionofcodingandregulatorysequences,

Annu,Rev,Genet,44,445-77

Samalecos,C.P.,1986.Analysisofthestructureoffishlymphocystis



- 81 -

diseasevirionsfrom skintumorsofPleuronectes.Arch.Virol,91,

1-10.

Schnizler,P.,Delius,H.,Scholz,J.,Touray,M.,Orth,E.andDarai,

G.,1987.Identification and nucleotidesequenceanalysisofthe

repetitive DNA elementin the genome offish lymphocystis

diseasevirus.Virol,161,570-578.

ShiCY,WangYG,YangSL,HuangJ,WangQY ,2004.Thefirst

reportofan iridovirus-like agentinfection in farmed turbot

ScophthalmusmaximusinChina.Aquaculture,236,11–25

Sudthongkong,C.,Miyata,M.,Miyazaki,T.,2002a.Iridovirusdisease

intwoornamentaltropicalfreshwaterfishes:Africanlampeyeand

dwarfgourami.Dis.Aquat.Org.48,163-173.

TamaiT.,TsujimuraK.,ShiragataS.,OdaH.,NoguchiT.,Kusuda

R.,SatoN.,Kimura S.,Katakura Y.,and MurakamiH.,1997.

DevelopmentofDNA diagnosticmethodsforthedetectionofnew

fishiridoviraldisease.Cytotechnology.23,211-220.

TsaiC-T.,TingJ-W.,WuM-H.,WuM-F.,GuoI-C.andChang

C-Y.,2004.CompleteGenomeSequenceoftheGrouperIridovirus

and comparison ofgenomic organization with those ofother

Iridoviruses.13,2010-2023.

Wadsworth,S.,Jacob,R,J.,Roizman,B.,1975.Anatomy ofherpes

virusDNA.Size,compositionandarrangementinvertedterminal

repetition.J.Virol.15,1487-1497.

Walker,D.P.,andB.J.Hill.1980. Studiesonthecultureassayof



- 82 -

infectivity and somein vitro properties lymphocystisvirus.J.

Gen.Virol,51,385-395.

Wang,X.-W.,Ao,J.-Q.,Li,Q.-G.,Chen,X.-H.,2006.Quantitative

detectionofamarinefishiridovirusisolatedfrom largeyellow

croaker,Pseudosciaenacrocea,usingamolecularbeacon.J.Virol.

Methods.133,76-81.

Wang,Y.Q.,Lu,L.,Weng,S.P.,Huang,J.N.,Chan,S.-M.,He,J.G.,

2007.Molecular epidemiology and phylogenetic analysis of a

marine fish infectious spleen and kidney necrosis virus-like

(ISKNV-like)virus.Arch.Virol.152,763-773.

Weng,S.P.,He,J.G.,Zeng,K.,Huang,Z.J.,1998.Infectiousspleen

and kidney necrosis virus infection in Siniperca chuatsi

(Basileusky)-histopathologyandrelationshipwithHB,RBC,and

WB C.Journalof South China NormalUniversity,Natural

Science,Suppl.82,71-79(inChinese,withEnglishabstract).

Won,K.M.,Cho,M.Y.,Jee,B.Y.,Myeong,J.I.,Kim,J.W.,2013.The

firstreportofMegalocytivirusinfectiononfarmedstarryflounder,

Platichthysstellatus,inKorea

조혜진,2008.해산어와 담수 관상어에 대한 iridoviruses의 교차 감염성

및 정량적 분석.부경대학교 대학원 이학석사 학위논문.

남정희,2009.담수 관상어에서 분리한 iridoviruses의 분자생물학적

인 특성,부경대학교 대학원 이학석사 학위논문.


	Ⅰ. 서론
	Ⅱ. 재료 및 방법
	1. 바이러스 분석
	1.1 바이러스 검출 및 분석
	1.1.1 Megalocytivirus subgroup별 virus
	1.1.2 검출 시료

	1.2. 바이러스의 핵산 분리
	1.3. PCR
	1.3.1. Primers
	1.3.2. PCR amplification

	1.4. Cloning
	1.5. 염기서열 분석 및 계통수 제작
	1.6. Real-time PCR

	2. PCR amplification 검증
	2.1 각 polymorphic variant에 대한 PCR test
	2.2. Polymorphic variants간의 concentration 차이 검증
	2.3. Polymorphic variants에 대한 stability test

	3. in vivo 공격실험
	3.1. 실험어 및 virus
	3.2. 교차공격실험과 passage 실험
	3.3. Cohabitation 실험

	4. in vitro 접종실험
	4.1. 돌돔자어세포의 초대배양
	4.2. Inoculation


	III. 결  과
	1. 이리도 바이러스의 반복서열 분석
	1.1. Megalocytivirus의 polymorphism pattern 분석
	1.2. 각 polymorphic variant에 대한 PCR test
	1.3. Polymorphic variant간의 concentration 차이 검증
	1.4. Polymorphic variants에 대한 stability test

	2. Repeating sequence 및 Polymorphism 분석
	3. 모니터링을 통한 FLIV isolates 분석
	3.1. 국내외 양식해산어에서 분리된 FLIV isolates의 분석
	3.2. 국내산 패류에서 분리된 FLIV isolates 분석
	3.3. 계통수 분석

	4. in vivo 공격실험
	4.1. 교차공격 passage 실험
	4.2. Cohabitation 실험

	5. in vitro 접종실험
	5.1. in vitro passage 실험


	IV. 고  찰
	V. 요  약
	VI. 감사의 글
	VII. 참고문헌


