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The nonstructural protein 4 (NSP4) of rotavirus encoded by gene 10, plays an important role in rotavirus pathogenicity. 
In this study, NSP4 gene sequences of human rotaviruses circulating in Seoul, Korea between March 2004 and April 
2005 were determined. The nucleotide sequence data indicated that the NSP4 genes of human rotavirus Korean isolates 
were 750 or 751 bases in length and encoded one open reading frame of 175 amino acids with two glycosylation sites. 
The NSP4 of Korean isolates exhibited amino acid sequence homologies between 59.4% and 98.9%. The NSP4 of 
CAU4 and CAU15 showed a high degree of amino acid sequence homologies with NSP4 genotype A viruses, but the 
NSP4 of CAU5, CAU6, CAU11, CAU14, CAU16 and CAU22 exhibited a high degree of amino acid sequence 
homologies with NSP4 genotype B viruses. Interestingly, CAU3 and CAU7 showed low degree of amino acid sequence 
homology with those of currently described NSP4 genotypes A to D and belonged a distinct lineage on the phylogenetic 
tree. These findings suggests that distinct NSP4 type was circulating among human rotavirus strains in the local community 
of Seoul and raising intriguing questions regarding possible explanations for new genotype. 
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서  론 

 
로타바이러스 (Rotavirus)는 영 · 유아 설사의 가장 흔한 원

인체이다 (17). 미국 질병관리본부의 보고에 의하면 세계적으

로 매년 1억 1천 1백만 명이 로타바이러스에 감염되어 44만 
명의 5세 이하 영 · 유아가 사망한다고 하였으며, 미국에서도 
소요되는 의료비만도 1년에 1천만 달러에 이르고 있다. 따라

서 세계보건기구는 로타바이러스 발생감소와 백신개발을 최
우선 연구과제로 지정하고 있다 (5). 국내에서도 로타바이러

스는 급성 장염으로 종합병원에 입원하는 영 · 유아 환자의 

70%의 원인체로 보고 되고 있다 (6). 
Reoviridae과에 속하는 로타바이러스는 피막이 없는 직경 

75 nm의 정이십면체 형태로 외부 캡시드, 내부 캡시드 및 
핵심 등 3겹의 캡시드 단백으로 구성되어 있다 (9). 게놈은 
11개 분절의 dsRNA로서 구성되며 각각의 분절은 6개의 구
조단백 (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6, VP7)과 5개의 비 구조단

백 (NSP1~5)을 지배한다 (8,9). 
로타바이러스에 의한 설사는 보통 장 상피세포의 파괴로 

인한 이차적인 흡수불량과 상피세포 간 세포액 균형 변화 
그리고 국소적인 융모성 허혈 등에 의해 유도된다고 알려져 
왔다. 그러나 최근 비 구조단백 중의 하나인 NSP4가 로타바

이러스의 병원성에 중요한 역할을 한다는 것이 보고 되었다 
(16,18). NSP4는 세균의 장관독소처럼 장관 내에 존재하는 
특이 수용체와 결합하여 cAMP 또는 cGMP를 증가시키고 
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cyclic nucleotide 신호 전달경로를 활성화하여 Cl-의 분비를 
증가시키는 반면 Na+와 물의 흡수는 감소시키는 기전으로 
설사를 일으킨다. 특히 순수 분리한 NSP4 또는 in vitro에서 
합성된 22개의 아미노산으로 구성된 펩타이드 (114~135 aa)
는 6~10일령 마우스에서 설사를 유발한다 (2). 이와 같이 
NSP4는 로타바이러스 감염에서 중요한 역할을 하고 있지만 
아직 우리나라에서는 사람 로타바이러스 NSP4 유전자형에 
대한 체계적인 보고가 거의 없다. 

본 연구에서는 중앙대학교 용산병원에 급성 위장관염으로 
내원한 환아에서 검출된 로타바이러스를 대상으로 NSP4 유

전자의 염기서열을 분석하고 유전적 다양성을 조사하였다. 
 

재료 및 방법 

1. 분변 시료 

2004년 3월부터 2005년 4월까지 중앙대학교 용산병원 소
아과에 급성 위장관염으로 입원한 환아의 분변을 대상으로 
SERODIRECT Rota kit (Eiken, Tokyo, Japan)를 이용한 역수동

적혈구응집반응으로 로타바이러스 항원의 존재 유무를 조사

하였다. 

2. 바이러스 RNA 분리 

바이러스 RNA의 분리는 로타바이러스 양성 분변 시료로

부터 TRI Reagent (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, 
USA)를 사용하여 실시하였다. 분리한 RNA는 DEPC water
에 용해하여 -20℃에 보관하면서 실험에 사용하였다. 

3. G 혈청형과 P 유전자형 분석 

로타바이러스 G형 분석은 Gouvea 등 (11)의 방법에 따라 
RT-PCR과 일련의 multiplex PCR로 수행하였다. 

4. RT-PCR에 의한 NSP4 유전자 증폭 

로타바이러스의 NSP4 유전자 증폭을 위한 sense primer 
(5'-GGCTTTTAAAAGTTCTGTTC-3')와 antisense primer (5'-
GGTCACACTAAGACCATTCC-3')는 사람 로타바이러스 Wa
의 염기서열 (AF093199)을 기초로 750 bp 크기의 NSP4 유
전자 전체를 증폭할 수 있도록 제작하였으며 (주)제노텍 
(Taejeon, Korea)에 의뢰하여 합성하였다. 

NSP4 유전자는 분리한 50 ng의 로타바이러스 RNA에 7% 
dimethyl sulfoxide를 가하여 100℃에서 5분간 변성시킨 다음 
10 x Taq buffer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 1 µM forward 
primer, 1 µM reverse primer 및 4 U AMV reverse transcriptase 
(Promega, Madison, WI, USA)와 2.5 U Taq polymerase (Pro- 
mega)를 가하여 DNA thermal cycler (Model 480, Perkin Elmer, 

Norwalk, CT, USA)에서 42℃에서 30분간 반응하여 first strand 
cDNA를 합성한 후 94℃에서 45초, 43℃에서 45초, 72℃에

서 1분 반응을 25회 반복한 다음 마지막으로 72℃에서 7분
간 반응하여 증폭하였다. 증폭한 PCR 산물은 전기 영동하

여 크기와 증폭 유무를 관찰하였다. 

5. NSP4 유전자 염기서열 분석 

국내 환자들로부터 검출된 로타바이러스 CAU3, CAU4, 
CAU5, CAU6, CAU7, CAU11, CAU14, CAU15, CAU16 및 
CAU22의 NSP4 PCR 반응산물은 pGEMⓡ T easy vector sys- 
tem (Promega)를 이용하여 제조사의 방법에 따라 클로닝 하
고 BigDye Terminatior Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA)와 ABI PRISM 310 Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems)를 이용하여 염기서열을 분석하였다. 분
석한 NSP4 유전자 염기서열은 Lazergene software (DNASTAR 
Inc., Milwaukee, WI, USA)를 이용하여 아미노산으로 번역한 
후 Clustal_X (1.7) program (15)을 이용하여 미국 NCBI Gen- 
Bank에 등록된 외국 로타바이러스 Wa (AF093199 Human; 
G1), DS-1 (AF174305 Human; G2), AU1 (D89873 Human; G3), 
SA11 (AF087678 Simian; G3), H-2 (AF14480 Equine; G3), BAP-2 
(AF144795 Lapine; G3), CU-1 (AF144806 Canine; G3), FRV64 
(D88833 Feline; G3), EW (AB003805 Murine; G3), EHP (U96336 
Murine; G3), ST3 (U59110 Human; G4), OSU (D88831 Porcine; 
G5), UK (M21885 Bovine, G6), AU32 (D88830 Human; G9), 
B223 (AF144805 Bovine; G10), YM (X69485 Porcine; G11) 및 
L26 (AJ311732 Human; G12)들의 NSP4 아미노산서열과 다
중 정렬하여 유사성 행렬을 구하였다. 다중 정렬한 아미노산

서열은 PHYLIP package (10)를 이용하여 계통수를 작성하였

다. Unrooted tree는 neighbour-joining algorithm (14)을 이용하

여 추론하였으며, 진화적 거리 행렬은 Jukes와 Cantor (12)의 
distance model을 이용하여 계산하였다. 작성한 tree의 위상은 
PHYLIP package의 SEQBOOT과 CONSENSE option을 이용

하여 neighbour-joining method의 1,000회 resampling을 통한 
bootstrap 분석으로 평가하였다. 

 
결  과 

1. 로타바이러스 G 혈청형과 P 유전자형 

10례의 국내 검출 사람 로타바이러스의 G 혈청형과 P 유
전자형을 조사한 결과는 Table 1과 같다. G 혈청형 분석결과 
G1은 CAU11과 CAU15, G2는 CAU4과 CAU6, G3는 CAU3, 
CAU7과 CAU16, G4는 CAU5와 CAU14 그리고 G9은 CAU- 
22로 나타났다. P 유전자형 분석결과 P[4]는 CAU4, P[6]은 
CAU6, CAU14 및 CAU16, P[9]는 CAU5 그리고 CAU3, CAU- 
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7, CAU11, CAU15 및 CAU22는 형을 결정할 수 없었다. 

2. NSP4 유전자 아미노산서열 분석 

국내 환자로부터 검출된 로타바이러스의 NSP4 유전자 염
기서열을 분석한 결과 CAU3, CAU5, CAU6, CAU7, CAU11, 
CAU14 및 CAU22는 750개의 염기를 가지고 있었으나 CAU- 
4, CAU15 및 CAU16는 751개의 염기로 구성되어 있었다. 
NSP4 유전자들은 모두 175개의 아미노산을 코딩하는 1개의 
open reading frame을 가지고 있었으며 2 부위 (63~71 nt, 
93~101 nt)의 glycosylation site가 존재하였다. NSP4 단백의 
N 말단부위, VP4 결합부위 (VP4-binding region: 112~148 aa) 
및 double-layered particle 결합부위 (DLP-binding region: 161~ 

175 aa)에서는 각 바이러스 간 아미노산서열의 상이한 부분

이 많이 관찰되었으며, 소수성 도메인 H2와 H3 부위에서는 
상이한 부분이 적어 아미노산서열이 잘 보존되어 있음을 알 
수 있었다 (Fig. 1). 

국내 로타바이러스 NSP4의 아미노산서열을 GenBank에 
보고 된 외국 로타바이러스 NSP4와 다중 정렬하여 비교한 
결과 국내 로타바이러스 NSP4 아미노산서열 상동성의 범위

는 59.4~98.9%로 나타났다. 가장 낮은 상동성은 CAU3과 
CAU4 사이에서 나타난 59.4%이었으며, CAU11과 CAU22
에서는 가장 높은 98.9%의 상동성이 관찰되었다. 가장 높

은 상동성은 CAU3과 CAU7에서는 관찰된 96.0%로 나타났

다. 외국 대표 로타바이러스들과의 비교한 결과 유전자형 B 
그룹에 속하는 대표적인 사람 로타바이러스 Wa와 CAU5, 
CAU6 및 CAU14는 99.4%, CAU11은 97.1%, CAU22는 96.0% 
그리고 CAU16은 90.9%의 높은 상동성을 보였다. 유전자형 
A 그룹에서는 가장 높은 상동성이 DS-1는 CAU4와의 96.0%, 

H-2는 CAU15와의 91.4%로 나타났다. 반면 CAU3와 CAU7
은 외국유래 사람 로타바이러스들과 모두 70% 이하의 낮은 
상동성을 보였다. 

3. NSP4 유전자 계통수 분석 

국내 로타바이러스와 외국 분리주의 NSP4에 대한 유전적 
상관성을 조사하기 위하여 작성한 계통수는 Fig. 2와 같다. 
국내 로타바이러스들은 크게 3 그룹으로 분류되었다. CAU4
와 CAU15는 유전자형 A로 분류되었으며, CAU5, CAU6, 
CAU11, CAU14, CAU16 및 CAU22는 유전자형 B에 속하였

다. 반면, 특이하게도 CAU3과 CAU7은 기존에 알려진 A, B, 
C 및 D 유전자형과는 다른 신규의 독립그룹을 형성하였다. 
국내 검출 로타바이러스 간에는 CAU4와 CAU15는 사람 G2 
혈청형 DS-1, 원숭이 G3 혈청형 SA11 및 사람 G12 혈청

형 L26 등과 밀접한 연관성을 보였으며, CAU5, CAU6 및 
CAU14는 G1 혈청형인 사람 로타바이러스인 Wa와 가장 유
전적인 근연관계를 보였다. CAU11, CAU16 및 CAU22는 사
람 G9 혈청형 AU32와 연관성이 있었다. CAU3과 CAU7은 
서로 같은 그룹을 형성하였으나 현재까지 보고 된 어떠한 
외국 로타바이러스들과도 유사성이 관찰되지 않았다. 

 
고  찰 

 
로타바이러스 NSP4는 현재 세계적으로 A, B 및 C의 3개

의 유전자형이 존재한다고 보고 되고 있다 (13). 유전자형 
A는 751개의 염기로 구성되고 서로간의 상동성이 91% 이

상으로 G2 혈청형의 사람 로타바이러스인 RV5, S2, 1076, 
E201, E210과 G3 혈청형의 원숭이 로타바이러스인 SA11 및 
G6 혈청형의 소 로타바이러스인 UK 등이 여기에 속한다. 
유전자형 B는 750개의 염기로 구성되고 상호간 상동성이 
93% 이상으로 사람 로타바이러스인 Wa (G1), ST3 (G4), AU32 
(G9)와 돼지 로타바이러스 OSU (G5), YM (G11) 등이 여기

에 속한다. 원숭이 로타바이러스인 RRV (G3), 고양이 로타바

이러스 (G3) 등은 유전자형 A와 같이 751개의 염기로 구성

되지만 염기서열 상동성이 81~85%밖에 되지 않아 NSP4 유
전자형 C로 구별되며, 쥐 로타바이러스는 사람 및 동물 로

타바이러스와 비교할 때 60~65%의 낮은 상동성을 보여 유
전자형인 NSP4 유전자형 D로 분류되고 있다 (3,7). 

국내에서 검출된 사람 로타바이러스의 NSP4 유전자 염기

서열을 분석한 결과 NSP4 유전자는 750개의 염기 (CAU3-
G3, CAU5-G4, CAU6-G2, CAU7-G3, CAU11-G1, CAU14- 
G4, CAU22-G9) 또는 751개의 염기 (CAU4-G2, CAU15-G1, 
CAU16-G3)로 구성되어 있었다. 이러한 결과는 G1, G3, G4 
혈청형에 속하는 로타바이러스의 NSP4 유전자의 혐기가 751 

Table 1. Combination of G, P and NSP4 genotype of rotavirus
Korean isolates 

 G type P type NSP4 type 

CAU3 3 NT E 

CAU4 2 4 A 

CAU5 4 9 A 

CAU6 2 6 B 

CAU7 3 NT E 

CAU11 1 NT B 

CAU14 4 6 B 

CAU15 1 NT B 

CAU16 3 6 B 

CAU22 9 NT B 
a NT, not typeable 
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Figure 1. Comparison of the deduced amino acid sequences of the NSP4 gene of rotavirus Korean isolates and representative foreign 
rotaviruses. The hydrophobic domains are indicated as H1, H2, H3. The NSP4 amino acid sequences of foreign rotaviruses were obtained 
from GenBank database. 
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개로 구성되어 있는 반면 G2 혈청형 로타바이러스의 NSP4
유전자는 750개의 염기로 구성되어 있다는 기존의 보고와는 
차이점을 보여 앞으로 지속적인 연구가 필요하다고 생각 된

다. 그러나 NSP4 유전자형이 G 혈청형과는 상관성이 없다는 
보고와는 일치하는 결과를 보였다. 또한 국내 사람 로타바

이러스의 NSP4는 모두 175개의 아미노산을 지배하는 1개

Figure 2. Neighbour-joining tree based on NSP4 gene of rotavirus Korean isolates and representative foreign rotaviruses. The numbers
at the nodes indicate the level of bootstrap support based on a neighbour-joining analysis of 1,000 resampled datasets; only values above 
50% are given. The scale bar indicates 0.1 substitutions per nucleotide position. 
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의 open reading frame과 2개의 당화 부위가 존재하여 이는 
Zang 등 (18)의 보고와 일치하였다. 

국내에서 검출된 사람 로타바이러스들의 NSP4 아미노산

서열을 대표적인 외국 로타바이러스들과 다중 정렬한 결과, 
상이부위는 N 말단부위, VP4 결합부위 (112~148 aa)와 DLP 
결합부위 (161~175 aa)에 집중되어 있었으며 hydrophobic 
domain인 H1 (7~21 aa), H2 (28~47 aa) 및 H3 (67~85 aa)에
서는 차이가 별로 나타나지 않아 매우 보전적인 부위임을 
알 수 있었다. 

VP4 결합부위에서의 아미노산서열의 차이는 이 부위에서 
일어나는 VP4와 NSP4 간의 상호작용에 기인하는 것으로 알
려지고 있다 (1). 또한 이 부위는 로타바이러스의 병원성에 
관련되어 있는 부분인 114~135 aa 부위를 포함하고 있기 때
문에 변이가 발생하는 것으로 추론되고 있다 (4,18). 아미노

산서열의 차이가 집중된 N 말단부위는 NSP4 단백이 소포

체에 부착하는 과정에 작용하는 hydrophobic domain H1을 
포함하는 것으로 알려지고 있으며 transmembrane domain과 
cytoplasm-binding domain으로 기능적으로 중요하다고 알려

져 있는 H2와 H3는 사람 로타바이러스 간에는 비교적 아미

노산서열이 잘 보존되어 있는 것으로 확인되었다 (Bergmann 
등, 1989). 

국내 로타바이러스들은 기존에 보고 된 NSP4 유전자형 A 
(CAU4, CAU15)와 유전자형 B (CAU5, CAU6, CAU11, CAU- 
14, CAU16, CAU22)에 속하였다 (7,13). 그러나 특이하게도 
CAU3과 CAU7은 현재까지 알려진 어느 그룹에 모두 속하

지 않아 새로운 NSP4 유전자형의 바이러스임이 규명되었다. 
이 연구에서 실험한 시료들은 2004년 3월부터 2005년 4월

까지 서울지역에서 국한된 지역에서만 수집되었으므로 국내 
로타바이러스의 NSP4 유전자의 분자역학적인 예로서 설명

하기에는 부족함이 있다. 그러나 현재까지 보고 되지 않은 
새로운 유전자형이 검출되었으므로 지속적인 규명과 아울러 
병원성과 관련된 특성을 규명하기 위한 연구가 수행되어야 
할 것이다. 
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