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Echovirus 30 is one of the distinct serotypes of enteroviruses and commonly isolated agent causing sporadic to large 

outbreaks with aseptic meningitis in many regions over the world. Recently, an outbreak of echovirus 30 associated with 

aseptic meningitis occurred in Korea in 2008. In order to analyze echovirus 30 in Korea, the virus was isolated from 

cerebrospinal fluid samples of a male patient with aseptic meningitis and its genome sequence was determined. The 

sequence of Korean echovirus 30 isolate was compared with those of reference strains (Bastianni, FDJS03-84, 

zhejiang-17-03, 14916net87). At the nucleotide level, the P1 region (84.8~89.0%) had the highest identity value; at the 

amino acid level, the P3 region (97.0~98.5%) showed the highest value. When the cleavage sites were compared, most 

sites were identical except those between VP1 and 2A; the Bastianni stain had TT/GA, whereas the other four strains 

contained NT/GA. The China strains (FDJS03-84 and zhejiang-17-03) were grouped together and the other strains were 

distinct from each branch in the phylogenetic tree based on the complete genome sequences. 
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서 론 

 

에코바이러스 30형은 분류학적으로 Picornaviridae과의 

장바이러스(Enterovirus)속에 속하며, 27~30 nm 크기의 외

막을 갖지 않는 정이십면체의 바이러스이다. 현재까지 장

바이러스에는 80여종 이상의 혈청형이 존재한다. 이것들

은 다시 유연관계에 따라 A~D 그룹으로 나뉘고, 이 중 

에코바이러스 30형은 B 그룹에 속한다 (1~3). 

에코바이러스 30형을 포함하는 장바이러스는 분변-구

강 경로를 통하여 사람에게 전파된다. 임상증상은 감기 

등의 가벼운 증상부터 심각한 마비까지 매우 다양한데, 

대표적인 증상은 무균성수막염, 수족구병, 포진성구협염 

등이다. 유행은 주로 하절기에 발생하며, 주요 감염 연령

층은 영 · 유아이다 (4, 5). 에코바이러스 30형은 무균성수

막염의 대유행을 일으키는 주요 혈청형의 하나로써, 국내

에서는 1997년과 2008년에 크게 유행하였다 (6, 7). 

장바이러스의 게놈은 약 7.2~7.5 kb 크기의 단일 가닥

으로 된 양성(positive sense) RNA를 유전물질로 가지고 

있다. 하나의 open reading frame (ORF)과 5' 및 3' 말단에 

단백질로 발현되지 않는 non-coding region (NCR)으로 구

성되어 있는데, ORF는 전체 유전자의 약 90%를 차지한

다 (8). ORF로부터 만들어지는 polyprotein은 바이러스의 

단백질 분해효소에 의해서 여러 개의 작은 단백질로 나

누어진다. 하나의 polyprotein은 P1, P2, P3로 구분되는데, 

P1 부분은 바이러스의 캡시드 단백질의 구성요소인 VP4, 

VP2, VP3, VP1을 순서대로 암호화 하고 있다. P2 부분은 

2Apro 단백질 분해효소와 현재까지 기능이 정확하게 알

려지지 않은 단백질들을 암호화하고 있으며, P3 부분은 

VPg와 3Cpro 단백질 분해효소 및 RNA dependent RNA 

polymerase (RdRp)가 암호화 되어 있다. VPg는 primer로
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서 3'에 작용하여, 음성가닥(negative sense strand)의 게놈 

형성에 관여한다 (9). 

현재까지 국내에서 유행하는 장바이러스 중 전체 염기

서열이 분석되어 있는 것은 엔테로바이러스 71형, 에코바

이러스 5형, 에코바이러스 18형 등 몇몇 혈청형에 불과하

다 (10, 11). 또한 장바이러스는 동일 혈청형 내에서도 염

기서열의 변이가 많이 일어난다고 알려져 있지만, 국내 

분리주와 원형주와의 유전자 염기서열의 비교는 거의 이

루어지지 않고 있다. 이에 본 연구에서는 국내에서 분리

된 에코바이러스 30형에 대한 전체 염기서열을 분석하고, 

원형주를 포함한 참조주들과 비교함으로써 국내 유행 에

코바이러스 30형에 대한 유전적 차이를 규명하고자 하

였다. 

 

재료 및 방법 

바이러스의 분리 및 동정 

바이러스는 2008년 순천향대학교 천안병원 소아과에 

무균성수막염으로 내원한 7세 남아의 뇌척수액으로부

터 분리하였다. Buffalo green monkey kidney 세포를 사용

하여 바이러스를 증식하였는데, Dulbecco's modified eagle 

medium (JBI, Daegu, Korea)에 0.01% penicillin-streptomycin 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)과 56℃에서 30분간 불활성

화 시킨 fetal bovine serum (FBS, JBI)을 5%의 농도로 첨가

하여 37℃ CO2 항온배양기에서 배양하였다. 24 well plate

에 세포를 2 × 104 cells/well로 24시간 단층배양 후, 밀

도가 약 70% 정도로 되었을 때, phosphate buffered saline 

(PBS)로 세척한 후 뇌척수액 100 μl를 2개의 well에 이중

으로 접종하였다. 약 2시간 정도 세포에 바이러스를 흡착

시키고, 2%의 FBS가 포함된 배양액을 추가한 후 일주일 

정도 배양하여 위상차현미경(IX70-S8F2, Olympus, Tokyo, 

Japan)에서 세포병변 효과를 확인하였다. 바이러스의 혈

청형은 VP1 부분의 염기서열을 대상으로 Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST)을 수행하였을 때 가장 높

은 상동성을 보이는 혈청형인 에코바이러스 30형으로 동

정하였다 (3). 

RNA 추출 및 cDNA 합성 

RNA 추출은 Viral RNA Purification kit (Toyobo, Osaka, 

Japan)를 사용하여 추출장비인 MagExtractor (Toyobo)에서 

이루어졌다. Magnetic bead에 결합된 RNA는 diethylpyro- 

carbonate가 포함된 증류수 50 μl에 녹여 cDNA 합성을 

위한 RNA 주형으로 사용하였다. cDNA 합성은 추출된 

RNA를 주형으로 10 mM dNTP (Bioneer, Daejeon, Korea) 

4 μl, 5 × RTase 완충용액(Invitrogen) 4 μl, MMLV RNA 

Reverse Transcriptase (Invitrogen) 200 U, Oligo-dT(15) (Applied 

Biosystems, Foster city, CA, USA) 1 μl, RNA 5 μl에 최종 부

피가 20 μl가 되도록 증류수를 첨가한 후, 20℃에서 10분, 

37℃에서 90분, 95℃에서 5분간 Gene Amp PCR system 

2700 (Applied Biosystems, Foster, CA, USA)에서 반응시

켰다. 

5' 말단의 염기서열 결정 

바이러스 게놈의 5' 말단에 대한 염기서열 분석을 위해

서 5' RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends 

Kit (Invitrogen)를 이용하였다. 합성된 cDNA 5' 말단에 TdT 

tailing 반응을 수행하였고, 추가된 염기서열 부분에 대하

여 AUAP primer (5'-ggccacgcgtcgactagtac-3')를 sense primer

로 이용하고, Ent-R (Table 1)을 anti-sense primer로 사용하

여 kit에 제시된 조건에 따라 PCR을 실시하였다. 그 후 

바이러스에 특이적인 primers를 제작하여 nested PCR을 

수행하였다. 

PCR 및 염기서열 결정 

5' 말단을 제외한 나머지 부분의 염기서열을 결정하기 

위하여, GenBank 데이터베이스에 등록되어 있는 동일 혈

청형의 염기서열을 바탕으로 전체 게놈에 대한 부분적인 

primers를 제작하고(Table 1) PCR을 수행하였다. 제작된 

primer sets들은 공통적으로 다음의 과정을 거쳐 PCR을 

수행하였다. 합성된 cDNA를 주형으로 10 mM의 dNTP 

(Bioneer) 6 μl, 10X Taq DNA polymerase buffer (Bioneer) 5 

μl, 10 pM의 sense와 anti-sense primer를 각각 1 μl씩 추가

하고, Taq DNA polymerase (Bioneer) 2 U, cDNA 5 μl를 첨

가하였다. 그 후 증류수를 이용하여 최종 부피가 50 μl

가 되도록 한 후 94℃에서 5분간 초기 변성과정을 거치

고, 다시 94℃에서 45초, 54℃에서 45초, 72℃에서 90초

의 과정을 35회 반복하고 마지막으로 72℃에서 7분 동

안 Gene Amp PCR system 2700 (Applied Biosystems)에서 

반응하였다. PCR 산물은 QIAquick PCR purification kit 

(Qiagen, Germany)를 이용하여 정제과정을 수행하였고, 회

수된 DNA를 주형으로 1 pM의 sense와 anti-sense primer

를 각각의 염기서열 결정에 이용하였다. ABI PRISM 
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Dye terminator (Applied Biosystems)를 사용하여 96℃ 10초, 

50℃ 5초, 60℃에서 4분 동안 25회 반복하였다. 반응 후 

산물은 3 M sodium acetate (pH 5.8)와 에탄올로 침전한 후 

ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)를 이용하

여 염기서열을 결정하였다. 결정된 염기서열은 Lasergene 

(DNASTAR, Madison, WI, USA) 프로그램에 포함되어 있는 

Seqman을 이용하여 contig를 구성하였다. 

원형주와의 염기서열 비교 및 계통 분석 

결정된 에코바이러스 30형의 염기서열은 여러 가지 프

로그램들을 이용하여 비교하였다. 대상은 1958년 미국에

서 분리된 Bastianni (Accession no. AF311938) 원형주와 보

고되어 있는 3개의 참조주, 즉 중국에서 1984년에 분리된 

FDJS03-84 (Accession no. AY948442)주, 2003년에 분리된 

zhejiang-17-03 (Accession no. DQ246620)주, 1987년 네덜란

드에서 분리된 14916net87 (Accession no. DQ534205)주를 

이용하였다 (12~14). 먼저 분석된 염기서열은 Lasergene 

(DNASTAR)에 포함된 EditSeq을 이용하여 아미노산 서열

로 변환되었다. 추론된 아미노산 서열은 각각의 cleavage 

site에 따라 나누었는데, 즉 P1, P2, P3 부분으로 나누어

진 염기서열과 아미노산 서열은 MegAlign (DNASTAR)

을 이용하여 상동성을 비교하였다. 추가적으로 Clustal 

X 2.1 (European Molecular Biology Laboratory, Heidelberg, 

Germany)를 이용하여 다중정렬을 수행하고, 정렬된 자료

는 MEGA 5.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, 

Tempe, AZ, USA) 프로그램을 이용하여 계통도를 작성하

였다 (15, 16). 

 

결과 및 고찰 

 

일반적으로 RNA 바이러스들은 돌연변이가 빈번하게 

발생하여 변종 바이러스의 출현 가능성이 높고, 특히 장

바이러스는 환경에서 오랫동안 생존 가능하여 외부 환경

의 영향으로 인한 새로운 돌연변이체가 출현할 수도 있

다 (17). 또한 폴리오바이러스에 대한 백신주와 다른 장

바이러스의 유전자 재조합으로 인한 새로운 바이러스의 

출현 가능성이 재기되고 있다 (18, 19). 그에 따라 국내에

서 주로 유행하는 장바이러스들에 대한 전체 염기서열을 

Table 1. Specific primer sets for PCR and sequencing of Echovirus 30 

Primer set Sequence Position Region 

Ent-F 5'-AAGCACTTCTGTTTCCCCGG-3' 161-181 5'NCR 
1 

Ent-R 5'-ATTGTCACCATAAGCAGCCA-3' 596-577 5'NCR 

457-F 5'-CCCCTGAATGCGGCTAATC-3' 457-475 5'NCR 
2 

1431-R 5'-CACTGAACTCCATTGCCTGAC-3' 1431-1411 VP2 

1313-F 5'-CCACCAAGGATGTCTGCTCG-3' 1313-1332 VP2 
3 

2473-R 5'-CCTTCGGGGTCATTTTGGTAT-3' 2473-2453 VP1 

2343-F 5'-ACGCCACCAGATATACCTACAACA-3' 2343-2366 VP3 
4 

3479-R 5'-GTGCGCTGTGGTGGTACTAACTAA-3' 3479-3456 2A 

3260-F 5'-TGATGTGCAAGGCGTGACC-3' 3260-3278 VP1 
5 

4439-R 5'-ACGGCATTTGGACTTGAACTGTA-3' 4439-4417 2C 

4245-F 5'-CTATTGGAGAGTCAGATTGCTACC-3' 4245-4268 2C 
6 

5382-R 5'-AGGTTGGCACTTTGGATTTTTG-3' 5382-5361 3B 

5155-F 5'-TGGACAGTGAGGCAGTTAGAGAAT-3' 5155-5178 3A 
7 

6463-R 5'-CCTTTGGCCACTTTCTCTGC-3' 6463-6444 3D 

6225-F 5'-ACAGAGCCCATGAAACTTGAG-3' 6225-6246 3D 
8 

7195-R 5'-ACGTGGTCTTGAGTGTTTTTAGGA-3' 7172-7195 3D 

7009-F 5'-TGATAATGACACCGGCTGATAAAG-3' 7009-7032 3D 
9 

3’NCR-R 5'-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTCC-3' 7465-7445 3'NCR 
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결정하고 이를 보고하는 것은 앞으로 신 · 변종 바이러스

의 출현에 대한 대비로써 매우 중요한 의미를 갖는다. 그

러나 현재까지 국내에서 유행하고 있는 장바이러스 혈청

형 중 전체 염기서열이 분석되어 보고된 것은 엔테로바

이러스 71형, 에코바이러스 5형과 18형에 불과한 실정이

다 (10, 11). 에코바이러스 30형은 다른 장바이러스들에 비

해 상대적으로 유행 빈도가 높은데, 2001년 대만, 2003년

과 2004년 미국과 중국, 2004년과 2006년에는 일본 등 세

계 여러 나라에서 유행이 보고되어 있고 (20~22), 국내에

서도 1997년과 2008년에 크게 유행하였다 (6, 7). 이에 본 

연구에서는 무균성수막염 증상의 7세 남아에서 추출한 뇌 

척수액으로부터 에코바이러스 30형을 분리하여 전체 염

기서열을 분석하여 GenBank에 등록하였고(Accession no. 

JN704615), 보고되어 있는 외국의 참조주들과 비교하였

다. 이 혈청형의 원형주는 1958년 무균성수막염 환자의 

뇌척수액으로 처음 분리된 Bastianni 주이고 (12), 그 외에 

GenBank 데이터베이스에 중국과 대만 그리고 네덜란드

에서 분리된 에코바이러스 30형의 전체 염기서열이 보고

되어 있다 (23~25). 우리나라 에코바이러스 30형의 전체 

게놈의 염기서열은 7,432개의 염기로 구성되었고, 7,445

개의 염기로 구성된 Bastianni 주와 13개 차이를 보였다. 

분석에 이용된 모든 에코바이러스 30형들은 공통적으로 

2,194개의 아미노산으로 구성되어 있었다(Table 2). 전체 

게놈을 5'NCR, P1, P2, P3, 3'NCR로 나누어 국내 분리주와 

상동성을 비교하였다. 전체 염기서열에 대한 비교에서 

83.3~83.9%의 상동성을 나타내었고, 세부적으로 5'NCR

은 84.8~88.7%, P1 부분은 84.8~89.0%, P2 부분은 81.0~ 

82.7%, P3 부분은 78.7~83.2%, 3'NCR은 83.7~86.8%의 상

동성을 나타내었다. 아미노산 서열에 대한 비교에서 P1 

부분은 96.3~98.8%, P2 부분은 95.3~96.9%, P3 부분은 

97.0~98.5%의 상동성을 보였다(Table 3). 장바이러스를 포

함하는 RNA 바이러스들은 동일 혈청형 안에서 유전자 

변이가 존재한다 (26). 복제과정에서의 오류로 인한 염기

서열의 변이가 동일 혈청형 안에서도 여러 부위 발견되

며, 구조단백질 부위의 변이는 동일 혈청형 내에서 항원

성의 변이를 일으킨다. 일반적으로 장바이러스의 경우 동

Table 2. Genome components of Korean Echovirus 30 isolate

Nucleotide sequence Amino acid sequence
Region 

Start End Length 
 

Start End Length

5'NCR 1 744 744  - - - 

Polyprotein 745 7,329 6,585  1 2,194 2,194

P1 745 3,324 2,580  1 860 860

P2 3,325 5,058 1,734  861 1,438 578

P3 5,059 7,326 2,268  1,439 2,194 756

VP4 745 951 207  1 69 69

VP2 952 1,734 783  70 330 261

VP3 1,735 2,448 714  331 568 238

VP1 2,449 3,324 876  569 860 292

2A 3,325 3,774 450  861 1,010 150

2B 3,775 4,071 297  1,011 1,109 99

2C 4,072 5,058 987  1,110 1,438 329

3A 5,059 5,325 267  1,439 1,527 89

3B 5,326 5,391 66  1,528 1,549 22

3C 5,392 5,940 549  1,550 1,732 183

3D 5,941 7,326 1,386  1,733 2,194 462

3'NCR 7,327 7,432 106  - - - 

Table 3. The percentage of identities in nucleotide and amino acid sequence between the Korean Echovirus 30 and Bastianni strain 

Strain  Complete 5'NCR P1 P2 P3 3'NCR 

Nucleotide 83.9 84.8 84.8 82.7 83.2 86.8 
Bastianni 

Amino Acid - - 96.3 96.7 98.5 - 

Nucleotide 83.7 88.7 89.0 81.2 78.7 83.7 
14916net87 

Amino Acid - - 98.8 96.5 97.1 - 

Nucleotide 83.3 87.6 87.1 81.8 79.3 86.4 
FDJS03-84 

Amino Acid - - 97.2 95.3 97.0 - 

Nucleotide 83.6 87.8 87.0 81.0 79.1 85.4 
zhejiang-17-03 

Amino Acid - - 97.9 96.9 97.2 - 
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일 혈청형 내의 염기서열 변이는 NCR이나 비구조단백질

을 암호화하는 부위가 구조단백질을 암호화하는 부위보

다 낮은 비율의 변이를 보인다 (27, 28). 그러나 이번 결

과에서는 구조단백질인 P1이 비구조단백질인 P2와 P3에 

비해 높은 상동성을 보여 염기서열의 변이가 영역에 관

계없이 일어나고 있는 것으로 확인되었다. 국내 분리주와 

3개의 참조주와의 cleavage site를 비교한 결과, 원형주인 

Bastianni 주의 VP1/2A 부분은 TT/GA이고, 국내 분리주

Table 4. Predicted N-terminal cleavage sites of Korean Echovirus 30 and reference strains 

 Kor-ECV30 Bastianni 14916net87 FDJS03-84 zhejiang-17-03 

VP4 - - - - - 

VP2 LN/SP LN/SP LN/SP LN/SP LN/SP 

VP3 HQ/GL HQ/GL HQ/GL HQ/GL HQ/GL 
P1 

VP1 YQ/ND YQ/ND YQ/ND YQ/ND YQ/ND 

2A NT/GA TT/GA NT/GV NT/GV NT/GV 

2B EQ/GV EQ/GV EQ/GV EQ/GV EQ/GV P2 

2C RQ/NN RQ/NN RQ/NN RQ/NN RQ/NN 

3A FQ/GP FQ/GP FQ/GP FQ/GP FQ/GP 

3B FQ/GA FQ/GA FQ/GA FQ/GA FQ/GA 

3C VQ/GP VQ/GP VQ/GP VQ/GP VQ/GP 
P3 

3D EQ/GE EQ/GE EQ/GE EQ/GE EQ/GE 

Figure 1. Phylogenetic analysis based on the complete genome sequence of Korean echovirus 30 and reference strains. Nucleotide 
sequences were analyzed using the neighbor-joining method. 
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를 포함한 나머지 참조주들은 NT/GA로 구성되어 있었다

(Table 4). VP1/2A 부분은 보고된 장바이러스의 cleavage 

site에서 가장 빈번하게 나타나는 변이 부분이다 (10). 또

한 보고되어 있는 에코바이러스 30형의 4개의 분리주를 

포함하여 계통 분석을 실시한 결과, 중국의 분리주들은 

98.8%의 상동성을 보이며 같은 클러스터를 형성하고 있

었지만, 나머지는 14.1~19.2%의 높은 유전적 변이를 보

이며 독립적인 가지를 형성하고 있었다(Fig. 1). 본 연구

에서는 국내 장바이러스의 주요 유행 혈청형인 에코바이

러스 30형을 대상으로 전체 게놈의 염기서열을 밝히고, 

이들을 보고되어 있는 참조주들과 비교하였다. 국내의 장

바이러스 유행이 증가함에도 불구하고 국내에서 유행하

고 있는 장바이러스에 대한 유전정보는 매우 빈약하다. 

그러므로 장바이러스에 대한 역학조사와 더불어 이러한 

유전학적 데이터를 축적하여 공유하는 것은 매우 중요한 

일이라 할 수 있다. 
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