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Abstract

A Study on Hepatitis C Virus (HCV) Genotypes 

Occurred in Jeju Residents by Analysis of  

5'-UTR  Base Sequences

In this study one-tube RT-PCR technique was applied to detection of 

HCV RNA, and the data were comparatively analyzed with those obtained 

through enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Analysis of 

RT-PCR for a total of 81 samples identified as HCV positives by ELISA 

test revealed that only 54 samples (approx. 66.7%) were identified as HCV 

positive, suggesting high rate of inconsistency between ELISA and 

RT-PCR results. In order to determine HCV genotypes by polymerase 

chain reaction - restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 

technique, 54 cDNA products of HCV 5'-untranslated region obtained 

through RT-PCR were digested using 4 different restriction enzymes 

(BstUI, HaeIII, NciI, RsaI), revealing that HCV subtypes from Jeju were 

1b (50.0 %), 2a (42.6 %), 1a (5.6 %), and 2b (1.8 %). 

Sequence analyses of 54 HCV RNAs samples used for PCR-RFLP 

revealed that HCV genotypes were divided into 9 groups using the 

Lasergene MegAlign, each designated as G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, 

and G9. G1 and G2 demonstrated significant homology in RNA sequences 

with 1b subtypes of HCV; G3, G4, and G5, 1a subtypes; G6, G7, and G8, 

2a subtypes; G9, 2b subtype. G1 and G2 (putative 1b subtypes of HCV) 
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were the groups containing most abundant clones, each occupying approx 

26% and 24 % of total clones analyzed, respectively. Each clone of G3, G4, 

and G5 (putative 1a subtypes) occurred in the frequency of 1.8 %, 

respectively. G6, G7, and G8 (putative 2a subtypes) occurred in the 

frequency of 9.2 %, 18.5 %, and 14.8 %. And, approx 1.8% clone was 

placed into G9 (putative 2b subtype). These results were consistent with 

data obtained through RFLP analysis of the PCR products of HCV 5'-UTR 

region. However, some clones from Jeju demonstrated high divergence in 

the RNA sequences of 5'-UTR region. For G3, G4, and G5 that were 

placed into 1a subtypes, clones JHCV10 (G4) and JHCV48 (G5) shared 100 

% identity in RNA sequences with H90 and H77 of HCV 1a subtypes, 

respectively. However, clone JHCV24 (G3) was found to have the 

substituted sequences in some locations of 5'-UTR, even though it shared 

extensive homology with the subtype, HCV-1 of HCV 1a. Substitution of 

some sequences were also observed in most abundant groups, G1 and G2 

that were closest in RNA sequences to FR21 and HCV-J of 1b subtypes, 

suggesting some HCVs from Jeju have unique genotypes with high 

reliability and confidence in that all clones consisting G1 or G2 showed 

100% identity in their RNA sequences. For G6, G7, and G8 that were 

assumed 2a subtypes, all the clones in G8 shared 100% similarity with 

E-B9 of HCV 2a subtype, whereas substitutions of some bases were 

observed in G6 and G7. Besides, clone JHCV19 in G9 that was a putative 

HCV 2b subtype was found to have different RNA sequences from known 

2b subtype sequences. These results suggested that some HCV subtypes 

cannot be distinguished by RFLP, warranting sequence analysis for 

identification of a specific subtype of HCV.  
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In conclusion, sequence analysis of HCV 5'-UTR region in this study 

revealed that 9 groups of HCV from Jeju were divided into 4 subtypes (1a, 

1b, 2a, 2b), of which HCV gentopyes closest to 1b and 2a subtypes were 

most abundant. Some clones from each subtype were found to have unique 

RNA sequences that have never been found, suggesting the importance of 

sequence analysis for detection of a specific HCV.
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Ⅰ. 서    론    

   1.  연  구  배  경

한국인의 질병 부담률을 보면 청년과 중장년층에서는 만성간염이 가장 큰 

요인으로 작용하고 있으며 진단과 치료에 소요되는 비용이 연간 약 1조원에 

달하고 있다. 만성간염이란 피로, 오심, 식욕부진, 황달 등의  증상이 6개월 이

상 계속되는 전반적인 간의 염증상태를 말하는데 원인에 따라 바이러스성 간

염, 알콜성 간염 중독성 간염으로 나누는데 이중 한국에서는 C형과 B형 간염

바이러스에 의한 만성간염이 흔하다.

사람의 간염 바이러스는 B형(Hepatitis B virus: HBV)이 처음 발견

(Blumberg 등, 1965)되었으며, A형(Hepatitis A virus: HAV) (Feinstone 등, 

1973), D형(Hepatitis D virus: HDV) (Rizzetto 등, 1977), C형(Hepatitis C 

virus: HCV) (Choo 등, 1989), E형(Hepatitis E virus: HEV) (Tam 등, 1991)

그리고 최근의 G형(Hepatitis G virus: HGV) (Linnen 등, 1996)이 차례로 발

견되었다. 이중 HAV와 HEV는 급성 간염만을 일으키지만 HBV, HCV, HDV, 

및 HGV는 급성 및 만성 간염을 일으키는 것으로 보고되어 있다 (Desmet 등, 

1994). 그리고 HBV와 HCV에 의한 만성간염은 간경변으로 발전되고 이어서 

간암으로의 진행을 유발시키는 것으로 나타나 있다 (Di Bisceglie 등, 1994).

C형 간염 바이러스(HCV)는 급성간염에서 만성간염, 간경변 및 간암으로 진

행되는 심각한 질병을 일으키는 요인이며 (Choo 등, 1990) 주로 수혈과 체액 

및 불분명한 감염 경로에 의해 발생되는 것으로 알려져 있다 (Saito 등, 1990). 

HCV는 편중된 감염분포를 보이는 HBV와는 달리 미국, 유럽, 일본등 선진국

을 포함한 전세계에 널리 분포되어 있으며 실제로 미국에서는 HCV가 간이식

수술의 가장 큰 직접적인 원인이며, 해마다 5만명의 새로운 감염환자가 보고

되고 있으며 전 세계적으로 약 4억명이 감염되어있다(Sherlock 등, 1992; Di 
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Bisceglie 등, 1994).   일본에서는 HCV가 모든 전염병 중 가장 심각한 병원

체로 인식되어 국가적 연구 노력이 집중되고 있다. 한국에서는 전 인구의 

1.6%인 약 80만 명이 HCV에 감염되어 있으며 (Park 등, 1995) 이들 중 대다

수가 급만성 간염의 증상과 간경변이나 간암까지 진행되는 경우도 적지 않아 

그 중 17%인 14만 명 정도가 사망에 이르고 있는 것으로 보고되어 있다. 

(Lee 등, 1993).

이러한 배경으로 HCV치료제 및 백신은 유전공학 및 제약계에서 중요한 과

제로 대두되고 있다. 만성 간염 후에는 증상의 강약과는 무관하게 20-30%가 

간경변으로 발전하게 되며 (Di Bisceglie 등, 1991) 간경변이 진행되면 보통 

간암으로 발전하게 되는데 일본과 남부 유럽에서는 간암환자의 50-75%가 

HCV에 의하여 발생된 것으로 보고되었으며 (Abacioglu 등, 1995; Alter 등, 

1989; Nishioka 등, 1991), 한국에서도 간암 환자의 15% 내외가 HCV에 의하

여 발생하는 것으로 알려져 있다 (Lee 등, 1993; Park 등, 1995). 

간암 (간세포암; hepatocellular carcinoma; HCC) 발생은 바이러스에 의한 

원인이 가장 높으며, 이밖에 aflatoxin B1에 감염된 음식물의 섭취, 알코올의 

남용, 유전적 요인 등을 들 수 있다 (Bressac 등, 1991; Simonetti 등, 1991). 

만성간염 환자의 간에서 염증 유발과 회복의 단계가 반복되는 동안 간 세포 

생성의 단계에서 유전자에 이상이 발생하여 정상적인 세포가 생성되지 못하고 

간암으로 진행되는 것으로 추정하고 있다(Di Bisceglie 등, 1994).

감염경로는 일반적으로 혈액이 주 감염원이며 체액으로도 감염되는 것으로 

보고되고 있다 (Alter 등, 1982). HCV의 스크리닝 검사가 개발된 1990년 이전

에는 전체 감염자의 90% 이상이 수혈에 의해 감염되었다고 보고되었으나 현

재는 수혈에 의한 감염률이 5% 정도로 낮아졌다 (Shakil 등, 1995). 그리고 드

물게 임신 중인 산모로부터 태아에게 전염되기도 하나 이러한 수직 감염률은 

10% 이하로 추정되며, 주사기나 성관계에 의해 전염되나, 아직도 감염자의 반

수 정도의 감염경로가 불분명하여 감염의 위험은 계속 남아있다 (Houghton 



- 3 -

등, 1991). 

잠복기는 평균 7 주 (3-20 주)이며 일단 감염이 된 후 혈청내 HCV RNA는 

1-3 주 사이에 측정이 가능하며 이때 바이러스의 양은 106-108 copy/mL까지 

올라간다. 일반적으로 7 주를 전 후하여 (2-20주) 혈청내 ALT의 수치가 증가

하고 간염 증상이 나타나며 대부분의 HCV 간염 환자가 간세포의 손상을 받

게된다고 한다 (Farci 등, 1991).  만성 간염으로 전환된 후에는 급성 간염의 

증상은 사라지지만 혈청 내 ALT는 상승하며 이때 혈액내의 HCV RNA도 측

정 가능하다 (Zanetti 등, 1990).  

 항 바이러스제인 인터페론-알파 (interferon-α; IFN-α)를 일반적인 치료제

로 사용하고 있는데, 치료 효과로서 혈청내 ALT의 수치가 정상화되고 HCV 

RNA도 소실이 되기는 한다 (Ko 등, 2001). 하지만 치료를 중단하면 대부분의 

환자에서 염증이 재발되고, 25% 정도만이 치료 후에도 정상적인 ALT 수치를 

보여 주고 있다 (Chayama 등, 1991). 그럼에도 불구하고 IFN-α는 매우 고가

여서 환자들이 충분히 사용할 수 없으며 반면에 환자에 대한 부작용 또한 커

서 이중 삼중으로 치료에 어려움을 겪고 있는 실정이다. 치료 효과가 비교적 

높은 경우로는 HCV 유전자형이 2와 3형일 때 양호하며, 아직 간경변으로 발

전하지 않았을 때로 보고되고 있으나, 이에 관하여 아직까지 정확한 기전은 

확인되지 않고 있다 (Ballardini 등, 1997; Hino 등, 1994).  백신 개발은 HCV

의 가장 큰 특징인 유전적 변이 때문에 현재의 기술로는 거의 불가능하다

(Kuo 등, 1989; Ogata 등, 1991). 
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   2.  연  구  목  적

일반적으로 간염의 원인 바이러스를 진단하는 검사법으로는 항원 검사와 항

체검사로 나눌 수 있다. 간염 바이러스가 간세포 내에서 증식하는 과정에서 

생성되는 바이러스를 직접 확인하는 항원 검사와, 바이러스 단백질이 항원으

로 작용 우리 몸에서 반응하여 만들어진 항체를 검출하는 방법이 있다 (Alter 

등, 1989). 

처음 상업적으로 개발된 HCV ELISA 법은 NS4 region의 c100-3 (human 

superoxide dismutase recombinant protein)을 이용하여 환자의 혈청 내에 존

재하는 항체를 진단하는 것이었다. 이 방법은 1990년 캐나다에서 처음 수혈자

를 감별하는 데 사용되었는데 수혈을 통한 감염의 예방에 매우 효과적인 것으

로 판명되었다. 그 후 민감도가 더욱 높아진 2세대 방법이 등장했는데 core 

region (c22-3)과 NS3와 NS4의 유전자 재조합 단백질 (c200)이 사용되었다. 

Core와 NS3의 사용으로 민감도가 현저하게 증가하였고 항체를 진단할 수 없

는 잠복기에는 검출률이 낮아지지만 여전히 특이성은 높아지지 못했다. 현재

는 NS5 region을 첨가하는 제3세대 ELISA가 높은 민감도와 특이성을 나타내

어 널리 사용되고 있다. 제3세대 ELISA 검사가 개발됨에 따라 간염 환자의 

screening test에서는 높은 민감도와 정확도를 나타내고 있으나 아직까지도 혈

액 공여자 등의 저 위험 군에 대하여는 적당한 검사방법을 찾지 못하고 있으

며 여전히 상대적으로 높은 간질환 환자들이 앓고 있는 고 감마 글로블린 혈

증과 같은 위양성인 경우 확증을 위한 부가적인 시험이 꼭 필요하다. 1998년

부터 유럽에서 널리 사용되고 있는 확증 시험방법으로는 RIBA-3 (Chiron사, 

U.S.A.)가 있다. 이것은 c100, c-22에서의 합성 펩타이드와 유전자 재조합 단

백질인 c33c와 NS5를 이용한 것으로 전체 검체에서 intermediate의 검체비율

을 6.7%에서 0.5%로 줄일 만큼 우수한 방법이다 (Urdea 등, 1997). 또한 

Chiron사에서는 type specific epitopes를 구별할 수 있는 serotyping assay kit



- 5 -

를 개발하였는데 이것은 NS4에 대하여 5개의 합성 펩타이드와 core에 대하여 

3개의 합성 펩타이드를 사용하여 HCV 유전자형 1, 2 와 3을 구별할 수 있게 

고안된 것이다 (Dixit 등, 1995; Keeffe 등, 1999). 이와 같이 HCV 항체를 진

단하는 방법에 수많은 진보가 이루어 졌지만 여전히 저 위험군에서 

intermediates로 구분되는 검체가  상당량 존재하고 있다. 그러므로 이러한 문

제점을 극복하기 위해서는  HCV RNA 항원 자체를 진단하는 좀 더 우수한 

방법을 개발하는 것이 무엇보다 필요한 상황이다.  

환자의 혈청으로부터 RT-PCR에 의하여 직접 HCV RNA를 검출하는 방법

을 사용할 수 있다 (Garson 등, 1990a). 이것은 HCV의 감염여부를 조기에 진

단할 수 있고, 불확실한 검체에 대한 확증시험과 interferon 치료 경과를 검색

하는 데 매우 중요한 방법으로 등장했다 (Houghton 등, 1991; Garson 등, 

1990b; Kaneko 등, 1990). 그리고 ELISA 진단에서 여전히 높은 위양성 비율

의 한계를 극복하는 등 그 효용성이 입증되어 점차로 관심이 높아지고 있다 

(Choi 등, 1994). 전 세계적으로 직접 HCV RNA를 검출하고자 여러 가지 방

법들이 고안되어 사용되고 있지만 유럽에서도 16%만이 표준화된 panel를 보

유하고 있는 실정이며, 실험실마다 표준화된 방법의 설정이 부족한 상태이다. 

HCV를 직접 검출하기 위한 작업을 할 때는 특히 주의할 점이 많이 있다. 즉 

감염된 검체를 다루는 방법, 혈청의 보관조건, primer선정, 반응조건과 오염 

등에 의하여 각기 다양한 PCR의 결과가 보고되고 있다. 그럼에도 불구하고 

HCV RNA의 검출 그 자체는 임상적 중요성이 입증되어지고 있으며 민감도가 

매우 높은 것으로 ( < 100 copy/mL) 보고되어 있다 (Damen 등, 1999). 1995

년부터 Roche Molecular Diagnostics사에서는 RT-PCR 방법을 이용한 

amplicor test kit를 개발하여 판매할 정도로 널리 사용되고 있지만 몇까지 문

제점도 함께 보고되고 있다 (Nolte 등, 1995). 일반적으로 RT-PCR test kit를 

사용하는 방법은 재현성이 높고 민감도와 특이성이 있는 것으로 나타나 있지

만 그 객관적인 평가는 아직 속단할 수 없으며, 전문적이고 고유한 HCV 연구
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실의 결과보다는 민감도가 낮은 것으로 보고 된 바도 있다 (Nolte 등, 1995). 

그러므로 현 시점에서는 방법의 우수성은 인정되지만 수많은 변수들을 해결해

야 하는 문제를 안고 있다. 

HCV는 1989년 처음으로 Choo 등에 의해 침팬지의 혈장에서 얻은 non-A, 

non-B (NANB) 형 간염의 바이러스로부터 밝혀졌는데, 크기는 50 nm 정도이

다 ( Shimizu 등, 1996). 이 바이러스는 유전자의 구조와 특성으로 볼 때 

flavivirus와 가장 가까운 성질을 지니고 있으며 pestivirus의 유전자와 유사한 

부분도 가지고 있어, 현재는 Flaviviridae로 분류하고 있으며 hepacivirus로도 

나타내고 있다 (Miller 등, 1990; Weiner 등, 1991a). 

HCV RNA는 core, nucleocapsid, 및 envelope glycoprotein과 같은 3개의 구

조 단백질과 helicase, viral protease, RNA-dependent RNA polymerase, 

transcriptase, 및 regulatory peptide 같은 6개의 비구조 단백질을 생성하는 하

나의 open reading frame (ORF)으로 이루어져 있으며(Kato 등, 1990; Chou 

등, 1991) 이것은 전체가 하나의 단백질로 합성된 후에 숙주와 바이러스의 단

백질 분해효소 (protease) 등에 의해 기능 단백질로 분절된다. ORF의 양쪽 끝

에는 단백질을 코딩하고 있지 않은 5'-untranslated region (5'UTR)과 3'UTR

이 존재하는데 (Han 등, 1991), 5'UTR은 약 340 bp로 HCV genome에서 가장 

보존이 잘 되어 있는 부위로서 stem-loop 구조로 되어 있으며 internal 

ribosomal entry site (IRES)를 지니고 있고 (Tsukiyama-Kohara 등, 1992), 

3'-UTR도 2차 구조로 형성될 것으로 추측된다. ORF에서 가장 보존이 잘 되

어 있는 부위는 capsid 부위이며 많은 다형성을 보이는 부위는 envelope 부위

인데, 이중에서 E2 유전자의 90 bp 는 매우 높은 다형성을 나타내고 있다 

(Kuma 등, 1993) (Figure1). 이로 인하여 HCV의 가장 중요한 특성인 높은 유

전자 다형성을 보이고 있는데, 현재까지 크게 6가지의 형으로 분류하고 이에 

따른 아형도 50여 개 이상 발견되고 있다 (Choo 등, 1991; Simmonds 등, 

1993a).  HCV는 수많은 유전적 변이를 일으킬 수 있고 그에 따른 유전적 이



- 7 -

C E1 E2 p
7 2 3 4A 4B 5A 5B5’ 3’

Structural protein Nonstructural (NS) proteins

C E1 E2 p
7 2 3 4A 4B 5A 5B5’ 3’

Structural protein Nonstructural (NS) proteins

Figure 1. HCV genome organization. A schematic represe- ntation of 

theHCV genome indicating the positions of the structural and the 

nonstructural proteins within the polyprotein as well as the 5' and 3'- 

UTRs (thick lines). The polyprotein cleavage products are marked as 

arrows. Cleavage sites for host cell signalases(↓), the NS2-3 

proteinase(⇕), the NS3 proteinase(⇩) and an unknown cellurar 

proteinase( ) are marked. C is core or nucleocapsid protein. E1 

and E2 are envelope proteins that are highly glycosylated type 1 

transmembrane proteins. E2 was also known to interact with the 

interferon(IFN)-induced double-standed RNA-activated protein 

kinase PKR. Protein p7 is a highly hydrophobic polypeptide of 

unknown function. Most of the nonstructural (NS) protein 2-5B are 

requird for replication of the viral RNA. NS2 and the amino-terminal 

domain of NS3 constitute the NS2-3 proteinase, catalyzing celavage 

at he NS2/3 site. NS3 is a bifunctional molecule carrying a 

serine-type proteinase responsible for cleavage at the NS3/4A, 

NS4A/B, NS4B/5A and NS5A/B sities, and In the carboxy-terminal 

remainder, NTP/helicase activities essential for translation and 

replication of the HCV genome. NS4A is an essential cofactor of the 

NS3 proteinase and is required for efficient polyprotein processing. 

The function of hydrophobic NS4B is so far unknown. NS5A is a 

highly phosphorylated protein, and the level of phosphorylation is 

influenced by NS4A via direct interaction with NS5A.NS5B is the 

RNA-dependent RNA polymerse(Bartenschlager et al., 2000).
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질성이 존재하는 바이러스로 최소한 6개의 유전자형과 수많은 아형들이 존재

하고 있다. 이러한 HCV 유전자형을 검사하고 결정하는 이유는 인터페론의 치

료에 따른 효과가 유전자형에 의하여 다르게 나타나는 것으로 보고되어 있어 

매우 중요한 방법으로 인식되어지고 있기 때문이다 (Zein 등, 2000). 1998년부

터 Innogenetics사에서 6가지 유전자형을 결정할 수 있는 LiPA HCV assay 

kit를 판매하고 있으나 다른 PCR 방법과 마찬가지로 표준화 되어있지 않았고 

효용성이 아직 검증되어 있지 않은 상태이다. 판매되고 있는 kit를 사용하는 

방법은 비교적 간단하지만 실험실내에서 오차가 생기기 쉽고 제한된 primer의 

사용으로 정확한 검사를 하기는 매우 어려운 실정이다. 그러므로 HCV 유전자

검사는 널리 사용되기에는 시기상조라 할 수 있고 보완되고 개발되어야 할 많

은 문제점을 안고있는 것이 현실이다. 

이러한 여러 가지 문제점을 극복하기 위하여, 본 연구에서는 HCV RNA를 

측정하는 데 기존의 RT-PCR법을 개선한 one-tube RT-PCR법을 이용하였으

며 이 방법을 응용한 HCV 유전자형 분석법을 이용하여 HCV 감염자의 혈액

내에 존재하는 바이러스 유전자형을  분석함으로써, HCV의 조기 진단은 물론 

항바이러스제의 치료 효과와 감염 경로 등을 판단하고 백신 개발에 유용하게 

활용할 수 있는 기초자료를 제공하고자 다음과 같은 연구를 수행하였다.

첫째, 혈액 내에서 HCV RNA를 측정하기 위해 하나의 PCR 튜브 내에서 

간단하게 RT-PCR을 시행하는 one-tube RT-PCR법을 사용하였고, 이를 

ELISA (enzyme linked immunosorbent  assay) 법과 비교 분석하였다. 

둘째, HCV는 매우 많은 유전자 변이를 가지고 있어 국가와 인종마다 이들 

유전자형의 분포가 다르므로 HCV 유전자형을 분석하는 polymerase chain 

reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) 법을 사용하

여 제주 지역에서 HCV 유전자형의 분포를 분석하였으며 정확성을 확인하기 

위하여 direct-sequencing방법을 사용하여 염기서열을 분석하였다.



- 9 -

II.   재 료 및 방 법

 

   1.  공 시 혈 청

1999년 1월부터 2001년 12월까지 약 3년간 제주도내 지역의 종합병원에 내

원한 HCV의 감염이 의심된 사람 중에서 anti-HCV ELISA법에서 양성으로 

확인된 81명의 혈청을 대상으로 하였다. PCR을 하는 데 오염을 방지하기 위

해 멸균된 진공 튜브를 사용하였으며, 5 mL의 혈액을 2,500 rpm에서 10분간 

원심분리하여 상층으로 분리된 혈청을 -70℃에서 보관하여 사용하였다. 

   2.  Primer의 선정 및 합성

One-tube RT-PCR과 PCR-RFLP법에 사용한 primer는 HCV-1 (GenBank 

accession number M62321), HCV-J (D90208), HC-J6 (D00944)와 HC-J8 

(D01221)의 염기서열을 이용하여 Okamoto 등 (1990b)이 발표한 것을 참조로 

하여 5'UTR에서 선택하였으며, Hitachi  소프트웨어사 (Japan)의 DNAsis 프

로그램을 이용하여 분석하고, 이를 다시 BLAST로 분석하여 HCV만을 증폭할 

수 있는 primer의 적합성 여부를 확인하였다 (Table 1).

Primer 합성은 MWG(Germany)사에 의뢰 합성하여 사용하였다. 합성된 

primer는 100 pmol의 농도로 diethyl pyrocarbonate (DEPC) 처리된 증류수에 

녹여서 사용할 때까지 -20℃에 보관하였다. 
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Table 1. Sequence of PCR primers for detection of HCV-RNA       

 by one-tube RT-PCR

Primer name Sequence (5' → 3') %GC TM(℃)

 Outer sense

 Outer antisense

 CTGTG AGGAA CTACT GTCTT

 ACTCG CAAGC ACCCT ATCAG G

45.0

57.1

50.0

50.0

 Inner sense

 Inner antisense

 TTCAC GCAGA AAGCG TCTAG

 TATCA GGCAG TACCA CAAGG

52.2

60.3

56.1

54.9

The primers used in this study were designed based on the conserved 

sequences 5'- untranslated region (UTR) of HCVs, and synthesized in 

MWG(Germany).
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3. HCV RNA의 추출

HCV RNA는 RNA STAT (Tel-Test Inc., Friendswood, TX, USA)를 사용

하여 추출하였다. 혈청 150 μL를 RNA STAT 750 μLl와 잘 혼합한 후 

chloroform 150 μL를 넣어 실온에서 5분간 반응시켰다. 이것을 4℃에서 15분

간 13,000 rpm으로 원심분리하고 상징액 500 μL를 튜브에 옮긴 후 

isopropanol 375 μL를 넣고 잘 혼합하였다. 이를 4℃에서 30분 간 방치시키고 

나서 4℃에서 10분간 13,000rpm으로 원심분리하였다. 상징액을 버리고 침전되

어 있는  RNA를 75% 에탄올 1 mL로 세척 한 후 DEPC로 처리된 증류수 30 

μL에 녹여서 PCR에 사용하였다.

   4.  One-tube RT1차 PCR

추출한 HCV RNA 5 μL를 0.5 mL PCR tube에 넣고, 이것에 1X RT-PCR 

buffer (10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 50 mM KCl, 0.1% Triton X-100, 1.5 mM 

MgCl2, 0.1 mM DTT), 0.2 mM dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP), 10 

pmol의 외측 primer와 15 unit의 RNasin, 3 unit의 AMV reverse 

transcriptase, 0.5 unit의 Taq DNA polymerase (Promega, U.S.A)를 넣어 반

응액의 총량을 30 μL로 되게 하였다. one-tube RT-PCR의 조건은 42℃에서 

45분간 cDNA를 합성하게 하고 95℃에서 5분간 가열하여 AMV reverse 

transcriptase를 불활성화시켰다. 이것을 바로 94℃에서 1분간 변성반응, 52℃

에서 1분간 결합반응, 72℃에서 1분간 중합반응을 1단계로 하여 30회 실시하

였으며 맨 마지막 단계는 72℃에서 5분간 연장 시간을 주어 DNA가 충분히 

증폭되도록 하였다. 이 모든 과정은 GeneAmp PCR system 9600 thermal 

cycler (Perkin Elmer Cetus, U.S.A.)에서 연속적으로 수행하였다.
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   5.  2차 PCR 및 전기영동

2차 PCR은 1차 PCR의 산물 2 μL를 주형으로 내측 primer를 사용하여 94℃

에서 1분, 56℃에서 1분, 72℃에서 1분을 1단계로 하여 25회 반복하였다. 2차 

PCR이 끝난 산물 5 μL에 gel loading buffer (0.25% bromophenol blue, 

0.25% xylene cyanol FF, 15% Ficoll 400)를 넣고 1 μg/mL ethidium bromide 

(EtBr)가 함유된 2% agarose gel에서 100 volt로 30분 동안 전기영동한 후 

UV transilluminator(UVP, U.S.A.)에서 특정 밴드를 확인하였다. 전기영동의 

결과는 UV transilluminator가 부착된 화상분석기 (Image analyzer; Vilber 

Lourmat, France)에서 PCR 밴드를 확인하였다.

 6. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 방법

HCV 항체 검사는 녹십자 (한국)의 anti-HCV ELISA 3.0 kit를 이용하여 지

시서에 따라서 수행하였다. 이 kit는 HCV core, NS3, NS4, NS5 유전자재조합 

항원을 이용한 제 3세대 항체진단 효소면역측정 시약으로 혈청이나 혈장 중에 

HCV 항체가 존재하면 플레이트에 흡착된 유전자 재조합 항원과 반응하고 이

어 산양유래 항 인간감마글로불린/과산화효소 반응 및 기질액 반응을 통하여 

발색반응이 나타나게 한 것이다. 음성대조액 양성대조액 및 검체에 반응 정지

액을 넣고 30분 내에 450nm에서 흡광도를 측정하여 결과를 판정하였다.
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   7.  RFLP를 위한 RT-PCR

RFLP를 위한 RT-PCR은 one-tube RT-PCR법을 유전자형 분석 조건에 맞

게  변형시켜 수행하였다. 즉, RT-1차 PCR은 위에서 언급한 방법과 동일한 

조건으로 하여 0.5 mL PCR 튜브에서 실시하였으며, 2차 PCR은 제한효소를 

처리하기 위하여 전체량을 50 μL로 증가시켜 0.2 mL thin-wall PCR tube에서 

실시하였다. 즉 1X PCR buffer (50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 

0.1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl2)에 1차 PCR 산물을 3 μL, 2 mM의 

dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)를 4 μL, 10 pmole의 내측 primer를 4 μ

L, 5 unit의 Taq DNA polymerase를 0.2 μL를 넣어 반응액의 총량을 50 μL로 

하여 GeneAmp PCR system 9600 thermal cycler (Perkin Elmer Cetus, 

U.S.A.)에서 반응시켰다. 반응 조건은 95℃에서 5분간 가열한 후, 94℃에서 1

분, 55℃에서 1분, 72℃에서 1분30초를 1 주기로 하여 33회를 반복하고 72℃에

서 10분간 연장 반응시켜 완전한 이중 구조를 형성하도록 하였다.

이렇게 하여 생성된 PCR 산물 5 μL를 1 μg/mL ethidium bromide (EtBr)이 

함유된 2% agarose gel에서 전기영동한 후 UV transilluminator (UVP, 

U.S.A.)에서 특정 밴드를 확인하였다.
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   8.  제한 효소의 선택 및 처리

제한효소는 BstUI, HaeIII, NciI, 및 RsaI 등 (NEB, U.S.A.)을 사용하였으며 

primer는 one-tube RT-PCR에 사용한 것과 동일한 것을 사용하였다. 

제한효소의 선택을 위하여 HCV 유전자들을 DNAsis program (Hitachi, 

Japan)으로 분석하고, 반응액과 반응 조건은 총 부피 20 μL에 10X buffer를 2 

μL, 제한효소를 10 unit, PCR 산물을 7 μL를 넣고 제조회사의 지침에 따라 

BstUI은 60℃에서, HaeIII와 NciI와 RsaI은 37℃에서 3시간 이상 반응시켰다. 

   9.  Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

제한효소 반응 산물을 polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)를 하기 

위하여 13% polyacrylamide gel (10X TBE buffer 5 ml, 30% acrylamide 22 

mL, 10% ammonium persulfate 0.25 mL, TEMED 0.02 mL, 증류수 2.73 mL)

을 제조하고, 100 volt에서 3시간 동안 수직형 미니 전기 영동기 (MGV-202, 

CBS scientific, USA)에서 전기영동을 하였다. 반응산물 10 μL에 gel loading 

buffer (0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol FF, 15% Ficoll 400) 2 

μL를 혼합하고 전기영동을 실시한 후 특정 band들을 UV transilluminator가 

부착된 화상분석기 (Image analyzer; Vilber Lourmat, France)에서 확인하였

다.
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   10. PCR 산물의 염기서열 분석

2차 PCR 산물을 PCR purification kit (QIAquick PCR purification kit; 

Qiagen, Germany)로 정제하였다. 즉, PCR 산물 50 μL와 PB buffer 250 μl를 

잘 혼합한 후 spin column에 주입하고 13,000 rpm에서 45초 동안 원심분리하

였다. 다시 이 spin column에 750 μL의 PB buffer를 주입하여 13,000 rpm에

서 45초 동안 원심분리하였다. 그리고 새로운 1.5 mL tube에 이 spin column

을 장착하고, EB buffer (Tris-Cl, pH 8.5) 50 μL를 주입한 후 13,000 rpm에서 

60초 동안 원심분리하여 PCR 산물을 분리 정제하였다.

이렇게 정제시킨 PCR 산물을 big dye terminator cycle sequencing kit (PE 

Biosystems, USA)를 이용하여 0.5 mL의 PCR tube에서 제조회사의 지침에 

따라서 수행하였다. 즉, 정제된 PCR 산물을 5μL, PCR에서 사용한 것과 동일

한 4 pmole의 primer를 1 μL, DMSO를 1 μL를 넣고 증류수로 1 μL를 채워서 

전체량을 12 μL로 하여 잘 혼합하였다. 여기에 8 μL의 big dye sequencing 

reagent mixture와 잘 혼합한 후 PCR 기기 (GeneAmp PCR system 9600 

thermal cycler; Perkin Elmer Cetus, U.S.A.)에서 96℃에서 5분 동안 가열한 

후에 96℃에서 30초, 50℃에서 15초, 60℃에서 4분간을 1 주기로 하여 25회 반

복하였다. 염기 서열 분석은 ABI 310 genetic analyzer (PE Biosystems, 

USA)로 Sequencing을 실시하여 얻은 결과를 이용 HCV 5'-UTR 에서의 유

전자 상관관계를 분석하기 위하여 phylogenetic tree를 이용하였다. 이때 사용

한 프로그램은 DNA STAR version 4.05 (Madision. Wisconsin. U.S.A.)를 이

용하였다. 염기서열 분석의 정확성을 기하기 위해 sense primer와 antisense 

primer를 이용하여 결과를 비교하여 정확성을 기하였다.



- 16 -

III.   결    과

   1.  ELISA에 의한 anti-HCV 항체의 검출

ELISA시험결과에 따른 양성의 판정기준치 (Cut Off Value) 계산은 제조회

사의 지침서에 따라서 음성 대조액의 평균 흡광도에 0.3을 더 한 값으로 하였

다. 판정기준치 이상의 흡광도 값을 갖는 검체를 양성으로 판정하고 미만의 

흡광도 값을 갖는 검체는 음성으로 판정하였다. 이리하여 양성으로 확인된 81

명의 anti-HCV 양성 혈청을 확보하였다.

   2.  RT-PCR에 의한 HCV RNA의 검출

본 연구를 위하여 -70℃에 보관중인 HCV 항체가 확인된 81명의 혈청을 이

용하여 RT-PCR을 수행하고 이를 확인하기 위해 2% agarose gel에 전기영동

한 결과 Figure 2 와 같이 236 bp 크기의 HCV RNA 밴드가 확인되었다. 이 

결과 anti-HCV 항체 양성인 81명 중에서 54명이 HCV RT-PCR에서 양성으

로 나타났다.

   3.  RT-PCR과 ELISA의 비교

HCV 항체 양성인 81 명중에서 RT-PCR 양성이 54명으로 66.7%의 양성률

을 나타내어 불일치율은 33.3% 였다 (Table 2).



- 17 -

            

Figure 2. Amplified 5´-UTR region of HCV RNA by one-tube       

RT-PCR. HCV RNAs were amplified by one-tube RT-PCR from 

5'UTR. The PCR products were separated by 2% agarose gel and 

visualized by staining with ethidium bromide. 

M: φX174/HaeIII molecular weight marker; 

P: positive control; PCR preparation with HCV RNA

N: negative control; PCR preparation without HCV samples

lane 1, 2, and 4: HCV positive samples; 

lane 3 and 5: HCV negative samples.
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Table 2. Comparison of HCV RNA by one-tube RT-PCR and       

anti-HCV by ELISA

    

One-tube RT-PCR

Total
Positive Negative

Number 

Percent

54

66.7%

27

33.3% 

81

100%

A total of 81 samples identified as HCV positives by ELISA test were 

used for RT-PCR using the primers based on the conserved sequences of 

5'-UTR of HCVs.
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4. HCV 5'-UTR 염기서열의 분석

기존에 알려져 있는 HCV 5‘-UTR염기서열 분석에 의한 HCV유전자형은  

HCV 1a는 5개 type, HCV 1b는 8개 type, HCV 2a는 4개 type, HCV 2b는 3

개 type, HCV 3a는 4개 type, HCV 3b는 2개 type, HCV 4a는 2개 type, 

HCV 5a는 2개 type, HCV 6a는 3개 type등 총 33개 아형의 HCV 유전자가 

각기 다른 polymorphic region이 있음이 확인되었다 (Table 3, Figure 3). 

HCV 5'-UTR부위는 4종류의 제한효소 BstUⅠ, HaeⅢ, NciⅠ, 및 RsaⅠ에 

의해 절단되는 부위가 달라, HCV유전자형에 따라 서로 다른 제한효소 지도가 

형성됨을 알 수 있다(Figure 4). HCV 5'-UTR부위를 증폭한 PCR 생성물을 

제한효소로 처리하였을 때 나타날 것으로 예상되는 DNA의 크기는 Table 4에 

나타내었다. 이것을 살펴보면 1a에서는 BstUI과 RsaI에  의해 같은 유전자형 

내에 존재하는 3개의 다른 형태가 나타났으며, lb에서는 RsaI에 의해 같은 유

전자형 내에 존재하는 두 개의 다른 형태가 나타났다. 또한 2a에서는 HaeIII

와 RsaI에 의해 같은 유전자형 내에 존재하는 3개의 다른 형태가 나타났으며, 

2b에서는 NciI에 의해 같은 유전자형 내에 존재하는 두 개의 다른 형태가 나

타났다. 그리고 3a에서는 HaeIII에 의해 같은 유전자형 내에 존재하는 두 개

의 다른 형태가 나타났으며, 6a에서는 BstIUI와 NciI에 의해 서로 차이가 다

소 나는 같은 유전자형 내에 존재하는  2개의 다른 형태가 나타났다.

   5.  PCR-RFLP법에 의한 HCV 유전자형의 분석

HCV 유전자형의 분석을 위해 실시한 PCR 생성물을 agarose gel에서 확인

한 결과 Figure 5에서 나타난 것과 같이 236 bp의 밴드가 관찰되었다. 이것을 

각각의 제한효소로 처리하고 13% polyacrylamide gel에서 전기영동한 결과 
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Table 3. Sources and references of HCV 5'-UTR sequence          

used in this study

HCV genotype HCV 

1a HCV-1 (M62321), PT-1 (Nakao et al., 1991), H77 (AF009606),

H90 (M62382), HC-J1 (D10749)

1b HCV-J (D90208), HCV-BK (M58335), HCV-J4/83 (D13558), 

HCV-China (L02836), HCV-J4/91 (D10750), 

HCV-JT (D11355), HCV-L2 (U01214), FR21 (U51766)

2a HC-J6 (D00944), K2A (D12507), Eb-9 (Chan et al., 1992), 

FR5 (L38334)

2b HC-J8 (D01221), MA (AB030907), K2B-1 (D12509)

3a HCV-K3a (D28917), NZL1 (D17763), Eb-1 (D10123), 

CB (AF046866)

3b HCV-Tr (D26556), TR-KJ (D49374)

4a GB358 (L29608), ED43 (Y11604)

5a BE96 (L29585), EUH1480 (Y13184)

6a QC26 (U33431), HK2 (M84827), EUHK2 (Y12083)

Sequence sources and references for analysis of 5'-UTR sequences from 

Jeju were within brackets. Numberㄴ of the brackets indicate accession 

numbers of the Genbank.
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1a    HCV-1      ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      PT-1       ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      H77        ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      H90        ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HC-J1      ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

             

1b    HCV-J      ggcgttagta tgagtgttgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HCV-BK     ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HC-J4/83   ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HCV-China  ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HCV-J4/91  ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HCV-JT     ggcgttagta tgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HCV-L2     ggcgttagta tgagtgtcgt gcaacctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      FR21       ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

2a    HC-J6      ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      K2A        ggcgttagta tgagtgtcat gcagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      E-B9       ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      FR5        ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

             

2b    HC-J8      ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      MA         ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      K2B-1      ggcgttagta tgagtgtcat gcagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

             

3a    K3A        ggcgttagta cgagtgtcgt gcagcctcca ggactccccc tcccgggaga gccatagtgg

      NZL1       ggcgttagta cgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      E-B1       ggcgttagta cgagtgtcgt gcagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      CB         ggcgttagta cgagtgtcgt gcagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

             

3b    TR         ggcgttagta cgagtgtcgt gcagcctcca ggcccccccc ttccgggaga gccatagtgg

      TR-KJ      ggcgttagta cgagtgtcgt gcagcctcca ggcccccccc ttccgggaga gccatagtgg

             

4a    GB358      ggcgttagta tgagtgttgt acagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      ED43       ggcgttagta tgagtgttgt acagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

             

5a    BE96       ggcgttagta tgagtgtcga acagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      EUH1480    ggcgttagta tgagtgtcga acagcctcca ggaccccccc tcccgggaga gccatagtgg

             

6a    QC26       ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      HK2        ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgggaga gccatagtgg

      EUHK2      ggcgttagta tgagtgtcgt acagcctcca ggcccccccc tcccgcgaga gccatagtgg

 Figure 3. Polymorphic region of HCV 5'-UTR for HCV 

genotyping. The position is from -265 to -62 in the 5'-UTR of 

HCV. The polymorphic region were indicated by black box.
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1a    HCV-1      tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      PT-1       tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggataaa

      H77        tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggataaa

      H90        tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      HC-J1      tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggataaa

             

1b    HCV-J      tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      HCV-BK     tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      HC-J4/83   tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      HCV-China  tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      HCV-J4/91  tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      HCV-JT     tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      HCV-L2     tctgcggaac cggtgagtac accgaaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

      FR21       tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggacgac cgggtccttt cttggatcaa

2a    HC-J6      tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccgggaagac tgggtccttt cttggataaa

      K2A        tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccgggaagac tgggtccttt cttggataaa

      E-B9       tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccgggaagac tgggtccttt cttggataaa

      FR5        tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccgggaagac tgggtccttt cttggataaa 

             

2b    HC-J8      tctgcggaac cggtgagtac accggaatta ccggaaagac tgggtccttt cttggataaa

      MA         tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccggaaagac tgggtccttt cttggataaa

      K2B-1      tctgcggaac cggtgagtac accggaatta ccgggaagac tgggtccttt cttggataaa

             

3a    K3A        tctgcggaac cggtgagtac accggaatcg ctggggtgac cgggtccttt cttggagcaa

      NZL1       tctgcggaac cggtgagtac accggaatcg ctggggtgac cgggtccttt cttggagcaa

      E-B1       tctgcggaac cggtgagtac accggaatcg ctggggtgac cgggtccttt cttggaacaa

      CB         tctgcggaac cggtgagtac accggaatcg ctggggtgac cgggtccttt cttggaacaa

             

3b    TR         tctgcggaac cggtgagtac accggaatcg ccgggatgac cgggtccttt cttggaacaa

      TR-KJ      tctgcggaac cggtgagtac accggaatcg ccgggatgac cgggtccttt cttggaacaa

             

4a    GB358      tctgcggaac cggtgagtac accggaatcg ccgggatgac cgggtccttt cttggataaa

      ED43       tcttcggaac cggtgagtac accggaatcg ccgggatgac cgggtccttt cttggattaa

             

5a    BE96       tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccgggacgac cgggtccttt cttggataaa

      EUH1480    tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccgggatgac cgggtccttt cttggataaa

              

6a    QC26       tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggatgac cgggtccttt ccattggatcaa

      HK2        tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggatgac cgggtccttt ccattggatcaaa

      EUHK2      tctgcggaac cggtgagtac accggaattg ccaggatgac cgggtccttt ccattggatcaaa

(Figure 3. Continued)
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1a    HCV-1      cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

      PT-1       cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

      H77        cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

      H90        cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

      HC-J1      cccgctcaat gcctggagat ttgggcgcgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

             

1b    HCV-J      cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      HCV-BK     cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      HC-J4/83   cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      HCV-China  cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      HCV-J4/91  cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      HCV-JT     cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      HCV-L2     cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      FR21       cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

2a    HC-J6      cccactctat gcccggtcat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

      K2A        cccactctat gcccggtcat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

      E-B9       cccactctat gcccggccat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

      FR5        cccactctat gcccggccat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

             

2b    HC-J8      cccactctat gtccggtcat ttgggcacgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

      MA         cccactctat gtccggtcat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

      K2B-1      cccactctat gtccggtcat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

             

3a    K3A        cccgctcaat acccagaaat ttgggcgtgc ccccgcgaga tcactagccg agtagtgttg

      NZL1       cccgctcaat acccagaaat ttgggcgtgc ccccgcgaga tcactagccg agtagtgttg

      E-B1       cccgctcaat acccagaaat ttgggcgtgc ccccgcgaga tcactagccg agtagtgttg

      CB         cccgctcaat acccagaaat ttgggcgtgc ccccgcgaga tcactagccg agtagtgttg

             

3b    TR         cccgctcaat gcccggaaat ttgggcgtgc ccccgcgaga tcactagccg agtagtgttg

      TR-KJ      cccgctcaat gcccggaaat ttgggcgtgc ccccgcgaga tcactagccg agtagtgttg

             

4a    GB358      cccgctcaat gcccggaaat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

      ED43       cccgctcaat gcccggaaat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagtgttg

             

5a    BE96       cccgctcaat gcccggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

      EUH1480    cccgctcaat gcccggagat ttgggcgtgc ccccgcgaga ctgctagccg agtagtgttg

             

6a    QC26       cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

      HK2        cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

      EUHK2      cccgctcaat gcctggagat ttgggcgtgc ccccgcaaga ctgctagccg agtagcgttg

(Figure 3. Continued)
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    Reference

1a    HCV-1      ggtcgcgaaa ggcc        (Choo et al., 1991)       

      PT-1       ggtcgcgaaa ggcc        (Nakao et al.,1991) 

      H77        ggtcgcgaaa ggcc        (Kolykalov et al., 1997)

      H90        ggtcgcgaaa ggcc        (Ogata et al., 1991)

      HC-J1      ggtcgcgaaa ggcc        (D10740)

             

1b    HCV-J      ggtcgcgaaa ggcc         (Kato et al., 1990)

      HCV-BK     ggtcgcgaaa ggcc         (Takamizawa et al., 1991)

      HC-J4/83   ggtcgcgaaa ggcc         (D13558)

      HCV-China  ggtcgcgaaa ggcc         (LO236)

      HCV-J4/91  ggtcgcgaaa ggcc         (D10750)

      HCV-JT     ggtcgcgaaa ggcc         (D11355)

      HCV-L2     ggtcgcgaaa ggcc         (Cho et al., 1993)

      FR21       ggtcgcgaaa ggcc         (U51766)

2a    HC-J6      ggttgcgaaa ggcc         (Okamoto et al., 1991)

      K2A        ggttgcgaaa ggcc         (Enomoto et al., 1990)

      E-B9       ggttgcgaaa ggcc         (Chan et al., 1992)

      FR5        ggttgcgaaa ggcc         (L38334)

           

2b    HC-J8      ggttgcgaaa ggcc         (Okamoto et al., 1992)

      MA         ggttgcgaaa ggcc         (AB030907)

      K2B-1      ggttgcgaaa ggcc         (D12509)

             

3a    K3A        ggtcgcgaaa ggcc         (Yamada et al., 1994)

      NZL1       ggtcgcgaaa ggcc         (Sakamoto et al., 1994)

      E-B1       ggtcgcgaaa ggcc         (Chan et al., 1992)

      CB         ggtcgcgaaa ggcc         (AF046866)

             

3b    TR         ggtcgcgaaa ggcc         (D26556) 

      TR-KJ      ggtcgcgaaa ggcc         (Chayama et al., 1994)

             

4a    GB358      ggtcgcgaaca ggcc        (L29608)

      ED43       ggtcgcgaaa  ggcc        (Chamberlain et al., 1997a)   

             

5a    BE96       ggtcgcgaaa ggcc         (L29585)

      EUH1480    ggtcgcgaaa ggcc         (Chamberlain et al., 1997b)   

        

6a    QC26       ggttgcgaaa ggcc         (Bernier et al., 1996)

      HK2        ggttgcgaaa ggcc         (Bukh et al., 1992)

      EUHK2      ggttgcgaaa ggcc         (Y12083)                     

(Figure 3. Continued)
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       Size

 
 Type 

         1    25   50   75   100  125  150  175  200  225 

(bp)  

         :    :    :    :    :    :    :    :    :    :    

1a

 HCV-1   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ   

 H90     ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ  

 HC-J1   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓ꠏ-ꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ  

1b
 HCV-J   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓ꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ   

 FR21    ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓ꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ   

2a

 HC-J6   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏꠏ   

 K2A     ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ--↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏꠏ   

 E-B9    ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†↑ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏꠏ   

2b
 HC-J8   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏꠏ   

 K2B-1   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏꠏ   

3a
 K3A     ꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓ꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ   

 CB      ꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓ꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ 

3b  TR      ꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏ††ꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏ↓ꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ   

4a  GB358   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏ††ꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ   

5a  Be96    ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏ††ꠏꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏ↓ꠏꠏꠏꠏ↓↑ꠏꠏ   

6a
 QC26    ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡↑ꠏ†ꠏꠏꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏꠏ   

 EUHK2   ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ‡↑-↓ꠏ-ꠏꠏ‡ꠏꠏꠏ†ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ↑ꠏꠏ  

Figure 4. Restriction maps predicted from 5'-UTR for HCV genotyping

.The size from position -280 to -44 in the 5'UTR of HCV is 236 bp. 

Type 1a and 1b have specific band with BstUI; type 2a with HaeIII 

and NciI; type 2b with no BstUI; type 3a with HaeIII and RsaI; 

type 3b with NciI and RsaI. These  unique restriction site for HCV 

types and subtypes can make distinction between type and type, or 

subtype and subtype. Restriction site ↓: BstUI; ↑: HaeIII; †: 

NciI; ‡: RsaI.
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Table 4. DNA fragment sizes for HCV genotyping by

restriction enzymes

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠇꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  Type    ꠐ Subtype   BstUI         HaeⅢ              NciI                RsaI
          ꠐ           CG/CG         GG/CC              CC/C(G)GG           GT/AC  
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ HCV-1 ①   209, 27       216, 20           111, 68, 57         134, 102
          ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 Type 1a  ꠐ H90       209, 27       216, 20,          111, 68, 57         134, 58,44  
          ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ HC-J1     171, 38, 27   216, 20,          111, 68, 57         134, 102    
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ HCV-J ②  179, 30, 27   216, 20,          111, 68, 57         134, 102    
 Type 1b  ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ FR21      179, 30, 27   216, 20,          111, 68, 57         134, 58, 44 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ HC-J6     236           160, 56, 20       79, 68, 48, 41      134, 58, 44 
          ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ K2A       236           160, 56, 20       79, 68, 48, 41      134, 102    
 Type 2a  ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ E-B9  ③  236           104, 56, 56, 20   79, 68, 48, 41      134, 58, 44 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ HC-J8 ④  236           160, 56, 20       168, 68             134, 58, 44
 Type 2b  ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ K2B-1     236           160, 56, 20       120, 68, 48         134, 102    
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ K3A   ⑤  179, 30, 27   216, 20,          111, 68, 57         134, 69, 33 
 Type 3a  ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ CB        179, 30, 27   160, 56, 20       111, 68, 57         134, 69, 33 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 Type 3b  ꠐ TR    ⑥  179, 30, 27   160, 56, 20       79, 68, 48, 32, 9   134, 69, 33 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 Type 4a  ꠐ GB358 ⑦  209, 27       216, 20           79, 68, 48, 32, 9   134, 58, 44 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 Type 5a  ꠐ BE96  ⑧  179, 30, 27   216, 20           79, 68, 48, 32, 9   134, 102    
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠊꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ QC26  ⑨  236           160, 56, 20       111, 68, 57         134, 58, 44 
 Type 6a  ꠉꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
          ꠐ EUHK2     167, 69       160, 56, 20       125, 111            134, 58, 44 
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠍꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

The head subtypes represent the others.

①: HCV-1; HCV-1, PT-1, H77

②: HCV-J; HCV-J, HCV-BK, HC-J4/83, HCV-China, HCV-J4/91, 

    HCV-JT, HCV-L2

③: E-B9; E-B9, FR5

④: HC-J8; JC-J8, MA

⑤: K3A; K3A, NZL1, E-B1

⑥: TR; TR, TR-KJ

⑦: GB358; GB358, ED43

⑧: BE96; BE96, EUH1480

⑨: QC26; QC26, HK2
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Figure 5. Amplified 5'-UTR region of HCV RNAs forHCV genotyping. 

Analysis in this study 5'-UTR region of HCV RNAs were amplified 

by RT-PCR from HCV 5'UTR for genotyping. The PCR products 

were  separated by 2% agarose gel and visualized by staining with 

ethidium bromide. 

  M: φX174/HaeIII molecular weight marker; 

P: positive control; PCR preparation with HCV RNA

N: negative control; PCR preparation without HCV samples

lane 1 to 8: HCV positive samples for genotyping.
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Figure 6에서 Figure 9까지의 RFLP pattern을 보여주었다. Figure 6은 

HCV 1a형과 가장 가까운 클론의 제한 패턴을 보여주는 것으로, BstUI에서 

209 및 27 bp의 특이 밴드와 NciI에서 111, 68, 및 57 bp의 특이 밴드가 나타

나므로 다른 유전자형과 구분이 가능하였으며, H90과 H77 혹은HCV-1 형으

로 판명되었다.

Figure 7은 HCV 1b형과 가장 가까운 클론의 제한 패턴을 보여주는 것으로, 

BstUI에서 179, 30, 및 27 bp의 특이 밴드와 NciI에서 111, 68, 및 57 bp의 특

이 밴드와 RsaI에서 134 및 102 bp의 특이 밴드가 관측되어 다른 유전자형과 

구분이 가능하였으며, HCV-J 형으로 판명되었다.

Figure 8은 HCV 2a형과 가장 가까운 클론의 제한 패턴을 보여주는 것으로, 

BstUI에서 239 bp의 특이 밴드와 NciI에서 79, 68, 48, 및 41 bp의 특이 밴드

가 형성되어 다른 유전자형과 구분이 가능하였으며, HaeIII에 의해 HC-J6 형

과 E-B9 형으로 구분이 되어 판명되었다.

Figure 9는 HCV 2b형과 가장 가까운 클론의 제한 패턴을 보여주는 것으로, 

BstUI에서 236 bp의 특이 밴드와 NciI에서 168, 68 bp의 특이 밴드가 관찰되

어 다른 유전자형과 구분이 가능하였으며, HC-J8아형과 계통학적 관계가 가

장 가까운 것으로 판명되었다.
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Figure 6. RFLP patterns of HCVs found in Jeju, which were assumed 

subtype 1a. 5'-UTR region of HCV RNA was amplified and digested 

with four restriction enzymes. The HCV subtype 1a produceㄴ two 

restriction fragments by RsaⅠ, and two fragments of 209 bp and 27 

bp by BstUI, and specific pattern of 111 bp, 68 bp and 57 bp by 

NciI. The digested products of JHCV 10(A) and JHCV 48(B) were 

separated by 13% polyacrylamide gel and visualized by staining with 

ethidium bromide. M: φX174/HaeIII molecular weight marker; B: 

BstUI digested; H: HaeIII digested; N: NciI digested; R: RsaI 

digested.

A ; A representative of G4(JHCV10)  

B ; A representative of G5(JHCV48)
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Figure 7. RFLP patterns  of the HCVs found in Jeju, which was 

assumed subtype 1b (JHCV 7). 5'-UTR region of HCV RNA was 

amplified and digested with four restriction enzymes. The HCV 

subtype 1b produces 111 bp, 68 bp and 57 bp when digested by NciI, 

and specific pattern of 134 bp and 102 bp by RsaI. The digested 

products of JHCV 7 were separated by 13% polyacrylamide gel and 

visualized by staining with ethidium bromide. 

M: φX174/HaeIII molecular weight marker; 

B: BstUI digested; H: HaeIII digested; N: NciI digested; R: RsaI 

digested.
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´

Figure 8. RFLP patterns of HCVs found in Jeju, which were assumed

subtype 2a. 5′- UTR region HCV RNA was amplified and digested 

with four restriction enzymes. HCV 2a produces two restriction 

fragments when digested by HaeIII, and four fragments of 79, 68, 48, 

and 41 bp by NciI. The digested products of JHCV 1(A) and JHCV 

2(B) were separated by 13% polyacrylamide gel and visualized by 

staining with ethidium bromide.

M : φX174/HaeIII molecular weight marker; 

B : BstUI digested; H: HaeIII digested; N: NciI digested; R : RsaI 

digested.

A ; A representative of G7 (JHCV 1)

B ; A representative of G8 (JHCV 2)
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Figure 9. RFLP patterns of the HCVs found in Jeju, which was

assumed subtype 2b (JHCV19). 5´-UTR region of HCV RNA was 

amplified and digested with four restriction enzymes. The HCV 

subtype 2b produces specific pattern of 236 bp by BstUI, and two 

fragments of 168 and 68 bp by NciI. The digested products of 

JHCV19 was separated by 13% polyacrylamide gel and visualized by 

staining with ethidium bromide.

M : φX174/HaeIII molecular weight marker; 

B : BstUI digested; H: HaeIII digested; N: NciI digested; R : RsaI 

digested.
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   6.  제주지역의 HCV 1a, 1b, 2a, 2b 염기서열의 확인

제주지역의 HCV에 감염된 환자의 유전자형을 나타내고 있는 54개 sample

의 결과를 염기서열 분석을 하여, PCR-RFLP법에 의한 HCV 유전자형을 확

인하였다.  자동 유전자 분석기 ABI 310으로 direct-sequencing을 하여 염기

서열을 분석하였다. 

총 54명의 양성 환자에서 분석한 염기서열을 DNA STAR Version 

4.05(Madision. Wisconsin. USA)을 사용하여 분석한 결과 Figure 10과 같은 

phylogenetic tree를 얻을 수가 있었다. 54개의 염기서열을 분석해 본 결과 대

표성을 나타내는 것이 9개의 group으로 구분되어졌고 각 group을 G1, G2, 

G3, G4, G5, G6, G7, G8, 그리고 G9으로 명명하였다. G1에는 14, G2에는 13, 

G7에는 10, G8에는 8, G6에는 5개가 포함되어 있었다. 그리고 G4, G9, G3 및 

G5는 각각 1개의 대표성을 나타내었다. 이들 중에서 G1, G2, G3, G4 및 G5는 

HCV 1형에 속하는 것으로 나타났으며, G6, G7, G8, 및 G9은 HCV 2형에 속

하는 것으로 나타났다.

   7.  제주 지역의 HCV 유전자형 분포

HCV에 감염된 54명의 HCV 유전자형을 분석한 결과는 1b가 27명으로 

50.0%를 차지하고 2a가 23명으로 42.6%를 차지하여 두형의 합이 92.6%로 주

된 HCV 형으로 확인되었다. 또한 1a가 3명으로 5.6%를 차지하고 있었으며, 

2b가 1명으로 1.8%를 나타내었다. 그러나 3a, 3b, 4a, 5a 및 6a는 발견되지 않

았다.

좀더 세분화하여 분석하여 보면 1b의 HCV-J 형이 가장 많은 형으로 27명 

(50%)을 차지하고 있었으며, 다음으로 2a의 E-B9으로 15명 (27.8%)과 HC-J6

형으로 8명 (14.8%)을 나타내었다.
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Figure 10. Divergence of the HCV clone originated from Jeju based 

on RNA sequence of 5´-UTR region of HCV genes. Fifty four 

sequences each originated from 54 HCV positive samples were used 

for phylogenetic analysis, and the phylogenetic tree was drawn 

(using the Lasergene MegAlign program) based on 198-bp sequences 

of the RT-PCR products. The bold letters indicate the representive 

of each HCV group used for RFLP.
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IV.  고    찰

HCV는 주로 수혈에 의한 혈액이 주감염원이며 체액에 의해 감염되는 바이

러스로 (Alter 등, 1982) 약 9,500개의 염기로 이루어져 있다 (Cho 등, 1993; 

Choo 등, 1989). 이 HCV 유전자의 일부를 유전공학적으로 발현시켜 얻은 

polypeptide C100-3에 대한 환자의 혈청내에 존재하는 항체의 검출이  가능하

게 되었고 non-A, non-B (NANB) 간염의 약 80%가 C100-3 항체에 양성으

로 나타났다 (Choo 등, 1990; Miyamura 등, 1990). 그러나 C100-3 항체 음성

인 경우에도 HCV의 감염이 확인되고 있으며, 수혈을 할 경우 공여자의 혈액

으로 부터 HCV 감염이 문제시되고 있다 (Alter 등, 1989; Wang 등, 1994; 

Zanetti 등, 1990).

HCV는 혈액에서 바이러스 농도가 낮아 면역학적 방법으로는 HCV 항원을 

검출할 수가 없고, 숙주 세포에 감염되었을 경우에는 면역 체계를 빠져나가 

HCV에 대한 중화 항체를 형성하지 못하게 된다(Taniguchi 등, 1993). 환자의 

혈청내에 나타나는 HCV 항체 검사는 간접적인 측정법으로서 정확도가 떨어

지나, 분자생물학적 기법인 RT-PCR법을 이용한 HCV RNA의 검출방법은 

HCV 감염의 직접적인 증명이 된다 (Choi 등, 1994; Garson 등, 1990a; 

Weiner 등, 1990). 그러나, 이 방법은 특이도와 민감도가 높다는 장점이 있지

만, 검사 과정에 있어 고도의 기술이 필요하고, 시간과 노동력이 많이 들뿐만 

아니라 너무 예민도가 뛰어나  오히려 오염에 의한 위양성을 나타내며, 실험 

과정의 복잡성 때문에 위음성의 결과를 초래할수 있다 (Kwok 등, 1989). 혈청

으로부터 proteinase K-phenol를 사용하거나 guanidinium thiocyanate- 

phenol-chloroform (Chomczynski 등, 1987)을 사용하여 HCV RNA를 추출하

고 이것의 일부분을 사용하여 RT-PCR을 실시한다. 이렇게 하여 합성된 

cDNA를 이용하여 1차 PCR을 시행한 다음 2차 PCR을 시행하는데 많은 시간

과 고도의 기술 및 노동력이 요구된다. 
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본 연구에서는 복잡한 기존의 RT-PCR법을 개선하여 추출한 HCV RNA를 

RT와 PCR 반응을 하나의 튜브에서 연속적으로 시행하는 one-tube RT-PCR

법을 이용 HCV 감염 의심자를 대상으로 하여 Enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA) 방법 (Bresters 등, 1992)과 비교하여 보았다.  ELISA법을 이

용한 항체 검사와 one- tube RT- PCR에 의한 HCV RNA 검사의 비교에서 

서로가 33.3%의 높은 오차율을 나타내고 있었다. 이는 보통 급성 간염 증상이 

발생하고 HCV 항체가  나타난 후에 만성간염으로 전환되지 않고 회복되는 

경우에도 항체가 오랜 기간동안 혈액내에 남아 있게 되므로 차이가 나타나는 

것으로 판단된다. 

HCV는 변이가 심해 종에 따라 30% 이상의 불일치를 나타내고 있으나, 

5'UTR은 매우 보존이 잘된 부분으로 모든 종에서 85-95%의 RNA 염기서열

의 상동성을 보이고 있어 RT-PCR에 의한 진단시 주로 이부위를 이용 하고 

있다 (Karachristos 등, 1995; Okamoto 등, 1990a). 

HCV 유전자의 구성은 5'-UTR, core, envelope, nonstructure, 및 3'-UTR 

부분으로 구성되어 있다 (Okamoto 등, 1991). 돌연변이율이 매우 높아 대략 1

년에 (1.44-1.92) x 10
-3
 bp 정도의 염기 치환이 발생하는데 (Ogata 등, 1991; 

Okamoto 등, 1992a), HCV 유전자 중에서 5'UTR과 capsid가 가장 보존이 잘 

되어 있고 E1과 E2에서 변이가 가장 많이 나타나고 있다 (Kuma 등, 1993; 

Hada 등, 1993; Stuyver 등, 1994). 이런 높은 변이율로 인하여 HCV는 유전

자 다양성을 나타내고 있는데 현재까지 크게 6 개의 형으로 분류를 하고 그 

속에 속하는 아형도 50여개 이상 발견되고 있다.(Choo 등, 1991; Cha 등, 

1992; Simmonds 등, 1993a; Weiner 등, 1991b). 아직까지 이들 형을 분류하는 

데 표준화된 방법이 없어 연구자마다 서로 다른 명명법을 사용하고 있으나 

(Table 5), 현재는 Simmonds 등 (1993a)이 제안한 분류법이 가장 일반적으로 

사용되고 있다. 이 분류법은 유전자형에 숫자 (1, 2, 3 등)를 붙이고 아형에 문
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Table 5. Comparative analysis of Hepatitis C virus (HCV)            

types identified over the world

  

Simmonds① Okamoto② Enomoto③ Prototype
principal          

 loation(s)

1a I K-PT HCV-1 Europe, USA

1b II KI HCV-J Global

2a III K-2a HC-J6 Korea, Japan

2b IV K-2b HC-J8 Japan

3a V - E-b1 Thailand

3b VI - Tr Thailand

4a VI - GB358 Egypt, Zaire 

5a - - BE96 South Africa 

6a - - QC26 Hong Kong

  ①, Simmonds et al., 1993a

  ②, Okamoto et al., 1992b

  ③, Enomoto et al., 1990
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자 (a, b, c 등)를 붙이는 방법이다. 이들 분류법에 따르면 HCV는 유전자형간

에는 31-35%의 차이가 있고 아형에서는 20-23%의 차이를 나타내고 있으며, 

같은 아형 내에서도 1-10%의 차이를 보이고 있다 (Bukh 등, 1994; Simmonds 

등, 1993b).

HCV는 다양한 유전자 다형성을 나타내고 있어 이들 유전자형의 분포는 지

역과 민족에 따라 다른 분포를 보이고 있다 (Kato 등, 1989; Mellor 등, 1996; 

Wu 등, 1997; Zein 등, 1996). 한국에서의 HCV 유전자형은 1b형이 51.2%, 2a

형이 41.8%로 1b와 2a가 전체의 93%를 나타내는 것으로 보고되었고 (Park 

등, 1998), 일본에서는 1b형이 82.3%를 (Okamoto 등, 1991) 차지하고 있고, 태

국에서는 1a형이 20%, 3a형이 39,1%를 (Kanistannon 등, 1997) 나타내며, 동

양에서는 1b 와 2a가 주종을 이루고 있다 (Reid 등, 1999; Widell 등, 2000). 

미국에서는 1a형과 1b형이 74.1% (Vargas 등, 1997)를 차지하는 것으로 나타

났고, 유럽에서는 주로 3a 형이 각 나라마다 20%이상을 나타내었다 

(Castelian 등, 1997; Davidson 등, 1995; Viazov 등, 1997). 특징적으로 남아프

리카에서는 다른 나라에서는 보기 드문 5a 형이 58.7%로 나타났다 (Davidson 

등, 1995). 북아프리카 지역에서 주로 발견되는 4a가 미국과 유럽에서 나타나

는 것은 이곳 국가에 아프리카 민족이 많이 살고 있기 때문일 것이다. 그러나 

아직도 많은 지역에서의 HCV 유전자형이 분석되어 있지 않고 있기 때문에 

앞으로도 많은 연구가 필요할 것이며, 이에 따라 더 많은 형과 아형이 나타날 

것으로 추측된다 (Table 6). 또한 염기서열에서 한국형 HCV는 일본형 HCV

와는 5.9%정도가 다르며, 미국형 HCV와는 23%의 커다란 차이를 나타내고 있

다. 그러므로 다른 국가단위에서 감염된 HCV의 유전정보와 그로 인하여 코드 

되는 항원 단백질은 상당부분 이질성을 나타내며, 한국인에서의 HCV 또한 특

이적인 염기서열을 나타내고 있음이 확인되었다 (Cho 등, 1993). 

HCV 유전자형의 분석은 HCV 감염의 확인, 감염 경로, 및 IFN-α의 치료 

효과를 예측하는 등에 이용되고 있다 (Ballardini 등, 1997; Hino 등, 1994; 
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  Table 6. Distribution of HCV genotypes in 16 countries

  

Continent Country
No. of 

sample

Percent of HCV genotype 
 References

1a 1b 2a 2b 3a 3b 4a 5a 6a other

Asia
Korea

(Jeju)
54 5.6 50.0 42.6 1.8 - - - - - - This study

Korea 256 2.0 51.2 41.8 2.0 - - - - - 3.0
Park

et al. (1998)

Korea 138 2.2 71.0 23.9 1.4 - - - - - 1.4
Lee

et al. (1996a)

Japan 159 3.8 82.3 10.1 3.8 - - - - - -
Okamoto

et al. (1992b)

China

(Beijing)
63 - 52.4 28.6 - - - - - - 19.0

Wang

et al. (1994)

China 

(Yangtze)
41 - 85.4 7.3  - - - - - - 7.3

Yao 

et al. (1994)

Taiwan 505 0.4 60.1 15.5 11.9 2.0 - - - - 10.1
Wu 

et al. (1997)

Thailand 220 9.1 20.0 - - 39.1 - - - 18.2 13.8
Kanistanon 

et al. (1997)

Europe
Soviet 

Union
131 4.6  81.7 3.8 - 9.9 - - - -

Viazov 

et al. (1997)

Finland 264 14.1 23.9 - 20.1 40.9 - - - - 1.0
Pohjanpelto 

et al. (1996)

Scotland 144 38.9 7.6 11.1 3.5 38.9 - - - - -
Davidson

et al. (1995)

Germany 379 14.0 55.9 4.0 - 26.1 - - - - -
Berg 

et al. (1997)

France 134 16.4 46.3 7.5 - 20.9 - 4.5 0.7 - 3.7
Castelain 

et al. (1997)

Turkey 89 19.1 75.3 3.4 - - - 2.2 - - -
Abacioglu 

et al. (1995)

Sweden 25 24.0 52.0 - 16.0 8.0 - - - - -
Widell 

et al. (2000)

Africa Morocco 105 2.8 47.6 37.1 - - - - - - 12.5
Benani 

et al. (1997)

South 

Africa
63 4.8 25.4 1.6 - 3.2 - 6.3 58.7 - -

Davidson 

et al. (1995)

America U.S.A. 185 46.0 28.1 1.1 7.6 2.7 - 7.0 - - 7.5
Vargas 

et al. (1997)

Brazil 83 24.1 38.6 3.6 21.7 12.0
Silva 

et al. (2000)
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Nolte 등, 2001; Zein 등, 1996). 또한 지역과 민족에 따라 다른 분포를 보이고

있기 때문에 (Greene 등, 1995; McOmish 등, 1994; Takada 등, 1993), 분포도 

조사 및 백신 개발에도 이용되고 있다. 대개 치료자의 50% 이상이 반응을 보

이기는 하지만 25% 정도만이 간의 작용이 정상적으로 돌아오고 혈청내 HCV

가 사라진다고 한다. 이때 IFN-α 치료 효과와 HCV형과 관련성이 보고되고 

있는데, 유전자형 1a, 2, 3, 및 5형에서는 치료 효과가 뛰어나지만, 1b형과 4형

에서는 효과가 떨어진다고 한다 (Takada 등, 1992; Yoshioka 등, 1992 ). 또한 

1b형과 4형은 만성간염으로의 전환이 빠른데 반하여 1a형과 2a형은 증상 호전

이 훨씬 좋다고도 나타나 있다 (Lopez-Labrador, 1997). Enomoto 등 (1995)은 

HCV 1b형  중 IFN-α에 민감하게 반응하는 아형과 반응하지 않는 아형의 유

전자를 비교하여 보았는데, IFN-α 민감성 유전자형의 NS5A 부위에 있는 

codon 2154-2383에 돌연변이가 발견되어 이를 IFN 민감성 부위라고 하였다. 

그러나 IFN-α의 작용과 HCV 유전자형과의 본질적인 상관관계는 아직정확하

게 밝혀지지 않고 있다. 

HCV 유전자형을 분석하는 방법은 크게 다섯 가지 방법이 있다. 첫째는 

HCV 유전자형에 특이성을 지닌 primer를 사용하는 sequence specific primer 

(SSP) PCR 방법이다 (Dusheiko, 1994). 이 방법은 core 부위에서 여러 유전자

형에 특이한 primer를 조합 RT-PCR을 실시하는 하여 바로 결과를 얻을 수 

있으나 primer 인식 부위에 돌연변이가 발생하거나 새로운 형에 대하여서는 

결정을 못하는 단점이 있다. 둘째는 5'-UTR 부위를 RT-PCR로 증폭하여 유

전자형에 특이한 oligonucleotide probe로 결합시키는 것인데, probe의 종류에 

따라 정확한 결과를 얻을 수 있으나 시간과 노동력이 많이 소요된다. 셋째는 

5'-UTR 부위를 RT-PCR로 증폭하고 제한효소를 사용하는 RFLP법인데 

(McOmish 등, 1993; Park 등, 1998; Thiers, 1997), 간단하고 쉽게 정확한 결

과를 얻을 수 있으나 사용하는 제한효소가 변이 부분을 인식하지 못하면 분석

하지 못하는 단점이 있다. 그러나 RFLP법은 손쉽게 실험실에서 이용할 수가 
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있어 암 유전자의 변이를 찾아낼 수 있고 유전자 다형성의 형태 분류가 가능

하여 많은 곳에서 사용되고 있다 (Lee 등, 1997; Oh 등, 1997). 넷째는 셋째 

방법과 유사한 방법으로 PCR과정 중에 동위원소 32P를 사용하고 제한효소로 

처리한 후 sequencing용과 같은 큰 gel을 이용하여 X-ray film에 현상하는 것

이다 (McOmish 등, 1993). 다섯째는 최근에 HCV 유전자형을 분석하는 데 

5'-UTR을 PCR로 증폭하고 형에 따라 다르게 나타나는 염기를 분석하는 방

법을 사용하고 있는데 (Halfon 등, 2001; Simmonds 등, 1993b). 이는 5'-UTR 

내의 염기 변화가 특정 부위에 국한되어 있어 primer 선택에 용이하고 돌연변

이나 새로운 형에 대하여도 RT-PCR을 시행할 수 있는 장점이 있으며 

(Germer 등, 1999; Okamoto 등, 1990a), 또한 이곳에서의 결과가 core, NS3, 

및 NS5의 결과와 같기 때문이다 (Karachristos 등, 1995; Stuyver 등, 1994).

본 연구에서는 HCV 유전자형을 쉽고 간단하게 결정하기 위하여 중합효소 

연쇄반응-제한효소 절편길이 다양성 (polymerase chain reaction-restriction 

fragment length polymorphism; PCR-RFLP) 법을 사용하여 제주주민의 HCV 

양성환자 54명을 대상으로 유전자형을 분석하였다. 즉, one-tube RT-PCR 법

으로 HCV 5'-UTR부위의 RNA를 증폭하고, 이를 선택한 4개의 제한효소 

(Table 7)를 처리하여 HCV 유전자형을 결정하였다. 본방법을 이용하여 제주

도 주민의 HCV RT-PCR 양성자 54명의 유전자형을 조사한 결과 Table 8과 

같이 HCV 1a, 1b, 2a, 및 2b 등 4개의 형이 나타났는데 이중 1b가 50.0%와 

2a가 42.6%로 대부분을 차지하고 있었다. 이것은 Park 등 (1998)이 발표한 1b 

(51.2%)와 2a (41.8%)와는 매우 유사하였으며, Lee 등 (1996)이 발표한 1b 

(71.0%)와 2a (23.9%)와는 다소 차이가 있었으나 이들 두형을 합산하여 보면 

90% 이상으로 유사한 확률을 보이고 있었다.  

본 연구에서는 PCR-RFLP법으로 제주주민에서 나타나는 HCV 유전자형을 

분석하고 그결과의 신뢰도를 확인하고자 direct-sequencing 방법을 사용하여 

염기서열을 분석하였다. DNA STAR Version 4.05 (Madision. Wisconsin. 
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Table 7. Four Restriction enzymes for HCV genotyping

Name Recognition sequence
Incubation 

temperature
Source

BstUI

▼

CGCG

GCGC

▲

60℃ NEB, U.S.A.

HaeIII

▼

GGCC

CCGG

▲

37℃ NEB, U.S.A.

NciI

         ▼

CC(C/G)GG

GG(G/C)CC

                 ▲

37℃ NEB, U.S.A.

RsaI

▼

GTAC

CATG

▲

37℃ NEB, U.S.A.

The sites for four restriction enzymes used in this study have been often 

found in 5'-UTR of Hepatitis C virus gene, and different restriction 

fragment can be produced according to the virus types.
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Table 8. Distribution of HCV genotypes from Jeju residents         

based on PCR-RFLP

Genotype   1a      1b       2a         2b Total

  Cases   3      27        23         1 54

Percent (%)   5.6      50.0       42.6      1.8 100

The RT-PCR products were cut and analyzed restriction endoncleases    

(BusUⅠHaeIII NciI RsaI) for genotyping of HCVs obtained in this study.
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USA) program 를 사용하여 54개의 염기서열을 분석해 본 결과 대표성을 나

타내는 것이 9개 group으로 구분되었고 각 group을 G1, G2, G3, G4, G5, G6, 

G7, G8, G9으로 명명하였다. 9개의 대표성을 나타내 것을 기존에 발표된 

HCV 형과 비교하여 phylogenetic tree로 표시한 결과 HCV 1a 형에 속하는 

것으로 추정되는 G3, G4, G5는 각각 아형 HCV-1, H90, 그리고 H77과 가장 

가까운 것으로 나타났다. HCV 1b 형에 속하는 G1과 G2는 FR21 또는 

HCV-J로 추정된다.  HCV 2a 형에 속하는 G6와 G7은 HC-J6에, G8은 E-B9

에 가장 가까운 것으로 나타났으며, HCV 2b 형에 속하는 것으로 추정되는 

G9은 HC-J8에 가장 가까운 것으로 나타났다(Figure 11, Figure 12).  

본 연구에서 얻어진 제주주민의 HCV군인 G4와 G5는 G3에 비하여 기존의 

HCV 1a형과 더 가까운 염기서열을 나타냄을 알 수가 있었다(Figure 13). 그

러나 PCR-RFLP 법으로는 HCV-1과 H77을 구분할 수가 없게 나타났지만 현

재 국제적으로 통용되고 있는 아형을 나타내는 기준까지의 형인 1a에 모두 속

함을 확인할 수가 있었다. G1과 G2는 하나의 염기서열에서 차이가 나지만 모

두가 HCV 1b의 아형인 HCV-J라는 대표적인 형과 계통학적 관계가 가장 가

까운 것으로 나타났다(Figure 14). 이들 형이 총 27개로 제주도의 대표적인 형

임을 확인할 수가 있었다. HCV 2a 형으로 추정되는 G7은 아형 HC-J6와 일

치하였으며, G8은 E-B9과 일치하였다. 그러나 G6는 HC-J6와는 한 개의 염기

서열이 차이가 있었고, E-B9과는 두 개의 염기서열이 차이가 있음을 보여주

었다 (Figure 15). HCV 2b 형으로 추정되는 G9은 HC-J8보다 MA에 가까운 

형으로 나타났는데(Figure 16), PCR-RFLP 법으로는 HC-J8과 MA를 구분할 

수가 없었다. 이와같이 본 연구에서 얻어진 자료를 종합하여 보면 PCR-RFLP 

법은 PCR-direct sequencing 방법에 비교하여 간단하고 저렴하게 일반 실험

실에서 아형까지 분석할 수 있는 장점이 있으나 아형보다도 세부적인 종까지

는 분석하지 못하는 것이 확인되었다. PCR-RFLP 법을 사용하여 분석한 이들 

HCV 형을 참고로 하여 항바이러스제 치료에 사용하게 될 시에는, 아형 상태  
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Figure 11. Dendrogram showing the phylogenetic relationship of 

HCVs from Jeju based on RNA sequences of 5'-UTR region. 

Numbers on the scale bar indicate the number of base substitutions. 

Similarity searches were performed with the BLAST program and 

the NCBI databases.
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ACCGGAATTGCCGGGAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGA81 G7
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GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGG

AGTGTCGTACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTAC1 1a (H90)
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTAC1 1a (HC-J1)
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Figure 12. Comparative analysis of 5'-UTR region of HCV genes 

from Jeju and other areas. Nucleotide sequence alignments were 

done by using Clustal method of the Lasergene program MegAlign 

(DNA star version 4.05). One representative of each HCV group 

found in Jeju residents was compared with 5'-UTR sequences of 

HCV 1 or 2 types.
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Figure 13. Phylogenetic tree(A) and multialignment(B) of hepatitis C 

viruses from Jeju which are close to 1a subtypes based on RNA 

sequences of 5´-UTR conserved region. Numbers on the scale bar 

indicate the number of base substitutions.

0

1.6

1a (HC-J1)G5
1a (H77)
1a (H90)
G4

1a (HCV-1)
G3

G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HCV-1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (H77)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (H90)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HC-J1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G4
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G5
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A T C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G3

T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (HCV-1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (H77)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (H90)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (HC-J1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G4
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 G5
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A T G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G3

C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HCV-1)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H77)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H90)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G C G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HC-J1)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G4
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G5
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G3

G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HCV-1)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (H77)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (H90)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HC-J1)
G G T C G C G A A A G G C C181 G4
G G T C G C G A A A G G C C181 G5
G G T C G C G A A A G G C C181 G3

0

1.6

1a (HC-J1)G5
1a (H77)
1a (H90)
G4

1a (HCV-1)
G3

0

1.6

1a (HC-J1)G5
1a (H77)
1a (H90)
G4

1a (HCV-1)
G3

G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HCV-1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (H77)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (H90)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HC-J1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G4
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G5
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A T C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G3

T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (HCV-1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (H77)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (H90)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (HC-J1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G4
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 G5
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A T G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G3

C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HCV-1)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H77)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H90)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G C G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HC-J1)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G4
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G5
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G3

G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HCV-1)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (H77)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (H90)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HC-J1)
G G T C G C G A A A G G C C181 G4
G G T C G C G A A A G G C C181 G5
G G T C G C G A A A G G C C181 G3

G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HCV-1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (H77)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G

G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HCV-1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (H77)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (H90)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HC-J1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G4
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G5
G G C G T

T G G1 1a (H90)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 1a (HC-J1)
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T A C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G4
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A C C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G5
G G C G T T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A T C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G3T A G T A T G A G T G T C G T G C A G C C T C C A G G A T C C C C C C T C C C G G G A G A G C C A T A G T G G1 G3

T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (HCV-1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (H77)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (HCV-1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (H77)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (H90)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (HC-J1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G4
T C T G C G G A A C C

T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 1a (H90)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 1a (HC-J1)
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G4
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 G5
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A T G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G3

G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A C G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T A A A61 G5
T C T G C G G A A C C G G T G A G T A C A C C G G A A T T G C C A G G A T G A C C G G G T C C T T T C T T G G A T C A A61 G3

C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HCV-1)
C C C
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HCV-1)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H77)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H90)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G C G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HC-J1)
C C C G C T C A A T G C C T

G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H77)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (H90)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G C G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 1a (HC-J1)
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G4
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G5
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G3

G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G4
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G5
C C C G C T C A A T G C C T G G A G A T T T G G G C G T G C C C C C G C A A G A C T G C T A G C C G A G T A G T G T T G121 G3

G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HCV-1)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (H77)
G

G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HCV-1)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (H77)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (H90)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HC-J1)
G G T C G C G A A A G G C C181 G4
G G T C G C G A A A G G

G T C G C G A A A G G C C181 1a (H90)
G G T C G C G A A A G G C C181 1a (HC-J1)
G G T C G C G A A A G G C C181 G4
G G T C G C G A A A G G C C181 G5
G G T C G C G A A A G G C C181 G3

a

b

A    B    A    B    A    B    A    B    A     B   

 A    B



- 48 -

Figure 14. Phylogenetic tree(A) and multialignment(B) of hepatitis 

C viruses from Jeju which are close to 1b subtypes based on RNA 

sequences of 5´-UTR conserved region.  Numbers on the scale bar 

indicate the number of base substitutions.
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Figure 15. Phylogenetic tree(A) and multialignment(B) of hepatitis 

C viruses from Jeju which are close to 2a subtypes based on RNA 

sequences of 5´-UTR conserved region.  Numbers on the scale bar 

indicate the number of base substitutions.
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Figure 16. Phylogenetic tree(A) and multialignment(B) of hepatitis C 

viruses from Jeju which are close to 2b subtypes based on RNA 

sequences of 5´-UTR conserved region. Numbers on the scale bar 

indicate the number of base substitutions.
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CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTG121 2b (K2B-1)
CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTG121 2b (MA)

GGTTGCGAAAGGCC181 G9
GGTTGCGAAAGGCC181 2b (HC-J8)
GGTTGCGAAAGGCC181 2b (K2B-1)
GGTTGCGAAAGGCC181 2b (MA)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 G9
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 2b (HC-J8)
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGCCC

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 G9
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 2b (HC-J8)
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 2b (K2B-1)
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 2b (MA)

CCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 2b (K2B-1)
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGG1 2b (MA)

TCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 G9
TCTGCGGA
TCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 G9
TCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 2b (HC-J8)
TCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGGAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 2b (K2B-1)
TCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 2b (MA)

ACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 2b (HC-J8)
TCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGGAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 2b (K2B-1)
TCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGAAAGACTGGGTCCTTTCTTGGATAAA61 2b (MA)

CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTG121 G9
CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCACGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTG121 2b (HC-J8)
CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGC

CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTG121 G9
CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCACGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTG121 2b (HC-J8)
CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTG121 2b (K2B-1)
CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTG121 2b (MA)

GGTTGCGAAAGGCC181 G9
GGTTGCGAAAG

GTTG121 2b (K2B-1)
CCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTG121 2b (MA)

GGTTGCGAAAGGCC181 G9
GGTTGCGAAAGGCC181 2b (HC-J8)
GGTTGCGAAAGGCC181 2b (K2B-1)
GGTTGCGAAAGGCC181 2b (MA)

a

b
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에서의 치료 효과와 일치하지 않을 경우에는 더욱 정확한 염기서열 분석이 

필요할 것으로 여겨진다.

제주 주민에서 나타나는 HCV 1형에 속하는 클론들의 염기서열에 대한 제

한부위를 분석한 결과, G3, G4, G5는 1a형에, 그리고 G1과 G2는 1b형에 속함

을 알 수 있었다 (Figure 17). G4와 G5는 서로다른 제한효소 부위를 갖고 있

었지만 기존의 HCV 1a형인 아형 H90 및 H77 제한 부위와 각각 동등함을 알 

수 있었다. 반면, G3는 G5와 같은 제한 부위를 갖고 있음에도 불구하고 염기

서열이 몇군데서 치환되어 있음을 알 수 있었다. HCV 2형에 속하는 것으로 

추정되는 G6, G7, G8, 그리고 2b형에 속하는 G9에 대한 제한부위를 분석한 

결과, G6와 G7은 한 개의 염기서열에서 차이가 나타났으나 제한효소 지도상

에서는 E-B9으로 나타났으며, G8은 HaeIII 부위가 존재함으로써 HC-J6로 분

류되었다 (Figure 18). 기존의 HCV 유전자형과 본 논문에서 분석한 제주주민 

에서 나타난 9개의 HCV 유전자 형의 염기서열을 비교 분석하여 보면 HCV는 

매우 다양한 염기서열의 차이를 나타남을 확인할 수가 있었다. 이로써 현재 

일반적으로 사용하는 PCR-RFLP 법이나 PCR-hybridization 법보다는 

PCR-direct sequencing 법이 정확하게 분석을 할 수가 있을 것으로 여겨진다. 

결론적으로, 본 연구를 통하여 첫째, HCV 5'-UTR부위의 RNA 서열분석을 

통해 제주주민에서 나타나는 9개 group의 HCV가 4개의 아형인 1a, 1b, 2a, 

2b형으로 나누어짐을 밝혔고, 

둘째, 1b와 2a 아형과 가장 가까운 HCV 유전자형이 제주주민에서 가장 흔

하게 나타남을 확인할 수가 있었다.

셋째, 제주주민에서 나타나는 몇몇 HCV 클론은 현재까지 전혀 알려져 있지 

않았던 독특한 RNA 서열을 가지고 있음을 규명하여 특정 HCV의 탐지를 위

해서는 RNA서열 분석의 중요성을 제시해 주었다.
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GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

RsaI
NciI

NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

1a   G4(JHCV10)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGATCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGATGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

1a   G3(JHCV24)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

1a   G5(JHCV48)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGTCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI BstUI HaeIII

1b   G2(JHCV4)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATTAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI BstUI HaeIII

1b   G1(JHCV7)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

RsaI
NciI

NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

RsaI
NciI

NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

1a   G4(JHCV10)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGATCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGATGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGATCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGATGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGATCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGATGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

1a   G3(JHCV24)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI HaeIII

1a   G5(JHCV48)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGTCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI BstUI HaeIII

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGTCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGTCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATCAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI BstUI HaeIII

1b   G2(JHCV4)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATTAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI BstUI HaeIII
GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTGCAGCCTCCAGGACCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCAGGACGAC 100

NciI
NciI RsaI

CGGGTCCTTTCTTGGATTAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI BstUI HaeIII
CGGGTCCTTTCTTGGATTAACCCGCTCAATGCCTGGAGATTTGGGCGTGCCCCCGCGAGACTGCTAGCCGAGTAGTGTTGGGTCGCGAAAGGCC 194

NciI BstUI BstUI HaeIII

1b   G1(JHCV7)

Figure 17. Comparative analysis of restriction enzyme maps of 

hepatitis C viruses obtained from Jeju resident which are assumed 

1a or 1b subtypes.

The restriction sites for four enzymes, BstuⅠ, HaeⅢ, NciⅠ, and 

RsaⅠ, used for PCR-RFLP analyses were indicatded in the maps.
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GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

NciI HaeIII

2a  G7(JHCV1)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

HaeIII

2b   G9(JHCV19)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGCCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

NciIHaeIII HaeIII

2a   G8(JHCV2)

GGCGTTAGTATGAGTGCCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC
194

NciI HaeIII

2a  G6(JHCV5)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

NciI HaeIII

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

NciI HaeIII

2a  G7(JHCV1)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

HaeIII

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTACCGGAAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGTCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

HaeIII

2b   G9(JHCV19)

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGCCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

NciIHaeIII HaeIII

GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGTCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGCCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC 194

NciIHaeIII HaeIII

2a   G8(JHCV2)

GGCGTTAGTATGAGTGCCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC
194

NciI HaeIII

GGCGTTAGTATGAGTGCCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100GGCGTTAGTATGAGTGCCGTACAGCCTCCAGGCCCCCCCCTCCCGGGAGAGCCATAGTGGTCTGCGGAACCGGTGAGTACACCGGAATTGCCGGGAAGAC 100

RsaI HaeIII
NciI
NciI RsaI NciI

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC
194

NciI HaeIII

TGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCACTCTATGCCCGGTCATTTGGGCGTGCCCCCGCAAGACTGCTAGCCGAGTAGCGTTGGGTTGCGAAAGGCC
194

NciI HaeIII

2a  G6(JHCV5)

Figure 18. Comparative analysis of restriction enzyme maps of 

hepatitis C viruses obtained from Jeju residents which are assumed 

2a or 2b subtypes.

The restriction sites for four enzymes, BstuⅠ, HaeⅢ, NciⅠ, and 

RsaⅠ, used for PCR-RFLP analyses were indicated in the maps.
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요     약

본 연구에서는 HCV RNA를 측정하는 데 있어 기존의 RT-PCR법을 개선한 

one-tube RT-PCR법을 이용하고, 이를 enzyme linked  immunosorbent 

assay (ELISA)법과 비교하여 보았다. 총 81명이 ELISA 법에서 양성 으로 나

타났으나, one-tube RT-PCR법에서는 54명 (66.7%)이 양성을 나타내어, 

33.3%의 높은 불일치율을 보였다.

Polymerase chain  reaction-restriction fragment length polymorphism 

(PCR-RFLP) 법으로 HCV의 유전자형을 결정하기 위하여, RT-PCR을 통해 

얻어진 54개의 HCV의 5'UTR 부위 cDNA 산물을 4개의 제한효소 (BstUI, 

HaeIII, NciI,  RsaI)를 이용하여 절단한 결과, HCV 1a형이 5.6%, 1b형이 

50.0%, 2a형이 42.6%, 2b형이 1.8%로 나타났다. 

RT-PCR법에 의해 양성으로 밝혀진 총 54명의 HCV환자의 혈액에서 얻은 

RNA의 염기서열을 분석해본 결과 제주지역의 HCV 유전자형은 모두 9개의 

group으로 구분되었고, 각 group을 G1, G2, G3, G4, G5, G6, G7, G8, 그리고 

G9으로 명명하였다. HCV 1b 아형으로 추정되는 G1과 G2는 가장 흔하게 나

타나는 클론이었으며, 본 연구에서 분석한 전체 클론 중 각각 약 26%와 24%

의 빈도로 나타났다. 1a 아형으로 추정되는 G3, G4, 그리고 G5는 모두 1.8%

의 출현빈도를 보였으며, 2a 아형으로 추정되는 G6, G7, 그리고 G8은 각각 

9.2%, 18.5%, 그리고 14.8%의 빈도로 나타났다. 마지막으로, 2b 아형인 G9이 

약 1.8%의 빈도로 나타났다. 이러한 결과는 HCV 5'-UTR부위의 PCR 산물에 

대한 RFLP 분석을 통해 얻어진 결과와 일치함을 보여주었다. 그렇지만, 제주

지역에서 나타난 몇몇 클론은 5'-UTR부위의 RNA 서열에 있어 높은 다양성

을 보여주었다. 1a 아형에 속하는 group, G3, G4, G5의 경우, G4에 속하는 클

론 JHCV10과 G5에 속하는 클론 JHCV48은 각각 기존에 알려져 있는 HCV 

1a 아형인 H90 및 H77과 100% 상동성을 보여주었다. 하지만, G3에 속하는 
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클론 JHCV24는 1a 아형인 HCV-1과 가장 높은 상동성을 나타내었지만 

5'-UTR부위의 몇몇 군데의 염기가 치환되어 있음을 확인할 수 있었다.  몇몇 

염기의 치환은 가장 흔하게 나타난 group, G1과 G2에서도 확인되었는데, G1 

혹은 G2에 속하는 여러 개의 클론의 RNA서열이 100% 상동성과 일치성을 보

여주는 실험상의 신뢰도를 고려해 볼 때 제주주민에서 나타난 HCV가 독특한 

유전자형을 가지고 있음을 제시해 주었다. 2a 아형에 속하는 G6, G7, 그리고 

G8의 경우, G8에 속하는 모든 클론이 기존의 2a형인 E-B9과 100% 상동성을 

보여주었지만, G6와 G7에 속하는 클론들에서는 군데군데 염기가 치환되어 있

음을 확인할 수가 있었다. 그리고, 2b형으로 추정되는 G9에 속하는 유일한 클

론 JHCV19 또한 기존의 알려져 있는 RNA의 염기서열과는 다른 염기배열을 

하고 있음을 본 연구에서 규명하였다. 이러한 사실은 몇몇 HCV 아형들이 

RFLP에 의해서는 구분되어 질 수 없으며 따라서 특정 HCV 아형들을 동정하

기 위해서는 RNA 염기서열 분석이 필요함을 제시해 주었다.
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  주님의 은총으로 오늘의 결실을 맺게 됨을 감사 드립니다.  

  그동안 저에게 도움을 주신 분들게 일일이 찾아 뵙고 고마움을 전하여야겠지만 

먼저 지면으로 인사드립니다.

  부족함이 많은 저에게 따뜻한 격려와 자상한 지도 편달을 아끼지 않으신 오덕

철 교수님께 진심으로 감사드립니다. 논문이 완성될수 있도록 세심한 지도를 하
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두헌 교수님 내외분께 감사의 말씀과 항상 건강하시길 빕니다. 미처 생각지 못한 

부분까지 상세히 지적하고 보완해 주신 강형일 박사님께 감사의 마음을 드리며 

많은 도음을 준 미생물 실험실 식구들, 조교선생들에게 고마움을 전합니다.

  늘 마음으로 위로와 도움을 주신 임상병리과 문인경 교수님, 김인환 교수님, 박

신영 교수님, 박지은 조교에게 고마움을 표합니다

  평생 자식을 위해 헌신하시고 인내와 염려로 끝까지 보살펴주신 사랑하는 부모

님께 정말 고마움을 전하고 싶습니다. 묵묵히 지켜보면서 응원하여주신 장인 장
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