
Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a major 
pathogen that may be one of the main reasons for 
economic losses in the livestock industry. BVDV is 
a well-characterized member of Flaviviridae family 
with plus-stranded RNA viruses. Non-structural NS5B 
protein is RNA-dependent RNA polymerase, which is 
responsible for viral RNA synthesis and genome rep-
lication of BVDV. Therefore, the NS5B polymerase is 
a key target for the discovery of anti-BVDV drugs. A 
number of small-molecule inhibitors against the NS5B 
polymerase have been reported in literature of which 
we collected series molecules having various scaffold 
with their biological data determined by evident ex-
perimental conditions, methods and procedures. Then, 
we constructed database of 655 small-molecule NS5B 
inhibitors having definitive activity values, structural 
parameters, and physicochemical properties (such as 
molecular hydrophobicity, hydrophilicity, polarity, H-
bond donors and H-bond acceptors) associated with 
their absorption and permeability through a chemin-
formatics approach. The database was opened to pro-
vide insight for allosteric NS5B inhibitors of BVDV 
with an accessible platform on the web (http://nabic.
rda.go.kr/chemical genomic database/BVDV RNA 
dependent RNA polymerase inhibitors). This molecu-
lar information in the database would be useful in at-
tempting to identify features and decision factors that 
enhance anti-BVDV activity or increase selectivity of 
the allosteric inhibitor. These anti-BVDV molecules 
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Introduction

could also be screening for the purpose of exploiting 
potent NS5B inhibitors in the same family (e.g., HCV, 
CSFV, YFV, WNV, and DENV).

Key words: BVDV, NS5B polymerase, allosteric inhibitor, 
cheminformatics, database

 가축 바이러스성설사병은 2017년 국제수역사무국(OIE)에

서 정하는 사회 및 국가 내 공중보건의 중요성이 인지된 116

개 가축질병리스트에 포함되어 있다[1]. 소에서 바이러스

성설사병을 일으키는 주요병원체는 소바이러스성설사병 바

이러스(Bovine Viral Diarrhea Virus, BVDV)이다. 특히 

BVDV에 감염된 소에서는 감염시기와 바이러스 유전자형에 

따라 유산등과 같은 번식문제, 우유생산량과 유품질 저하, 

성장지체, 2차 세균감염, 송아지 폐사 등 매우 넓은 임상증

상이 나타난다. 또한, BVDV를 지속적으로 배출하는 지속감

염 송아지 발생과 면역저하에 따른 점막형 소바이러스설사

병 악화로 인하여 축산농가의 경제적 손실은 더 증폭된다. 현

재, BVDV의 근본적 치료제는 개발이 되어 있지 않으며, 축

산농가의 사양관리개선, 면역학적 예방관리(초유급여에 의

한 수동면역이나 사독혼합백신을 접종하여 능동면역 확보)

와 소바이러스설사병 조기발견 등 지속적인 예방 및 질병관

리가 최우선이다. 

 BVDV가 숙주세포에 부착 및 침투하여 바이러스 복제하는 

과정은 10시간에서 20시간이 걸리지만, 백신에 의한 항체

가 생성되기 위해서는 최소한 10일에서 14일이 소요된다
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[2-4]. 백신에 있는 BVDV 유전자형과 다른 변이유전자

형에 감염되면 예방효과가 낮아질 수 있기 때문에, 백신 단

독으로 예방하기보다는 직간접적으로 능동면역반응의 효과

를 더 증가시킬 수 있는 면역증강제가 병용요법(combina-

tion therapy)으로 적용되고 있다[5-7]. BVDV는 동일한 

플라비바이러스과(Flaviviriridae)에 속하는 인간C형간염

바이러스(HCV)의 모델바이러스[8]로 숙주세포에서 감염

기전 및 공통된 분자적 특성을 가지는 단일가락의 RNA바이

러스(12.6kb의 유전자크기를 가지는 plus-stranded RNA 

genome)이다[3]. BVDV의 5개 구조단백질(뉴클레오캡시

드; C, BVDV-피막의 당단백질; Erns, E1, E2와 P7; 이온

채널관련 단백질)은 N-말단영역에 존재하는 반면에, 6개 

비구조단백질(NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B)

은 C-말단영역에 위치한다[9]. 즉, BVDV 단백질서열은 

NH2-Npro-C-Erns-E1-E2-P7-NS2-NS3-NS4A-

NS4B-NS5A-NS5B-COOH를 가진다(Fig. 1). 

 BVDV 제시(processing)과정은 N-말단영역의 Npro 

(autoprotease)에 의해 구조/비구조단백질 분해과정부터 

시작된다. 숙주감염세포에서 BVDV 증식은 바이러스 부착

(attachment), 침입(penetration), 합성(biosynthesis), 

조립(assembly and packing)의 과정을 거쳐 복제된 바

이러스를 방출(release)한다. 위와 같은 일련의 바이러스 

증식과정을 상세하게 살펴본다면, BVDV 피막의 당단백질

(Erns, E1, E2)이 숙주세포표면의 항원제시 수용체(CD46, 

CD81)에 결합하여 숙주세포로 침입한다[10-13]. 숙주 

내 단백질분해효소에 의해 뉴클레오캡시드(단백질 성분)

가 분해되어 바이러스 RNA는 감염세포로 방출된다. 숙주

세포 내로 방출된 BVDV의 단일가락 RNA(plus-strand-

ed RNA)는 NS5B 리보핵산합성효소(RNA-dependent 

RNA polymerase, RdRp)가 상보적인 RNA가락(minus-

strand)을 합성할 때 주형(template)로 작용한다. 주형에 

상보적인 RNA 가락(minus-strand)은 바이러스의 mRNA

로 작용하여 새로운 plus-stranded RNA를 합성하게 한다. 

이 과정에서 minus-strand RNA는 double-strands RNA 

중간체(intermediate)에만 존재하는 상보적인 RNA 가락

이다[30]. 동시에, 뉴클레오캡시드(숙주의 세포질에서)와 

바이러스 피막에 삽입되는 당단백질(숙주의 소포체에서)이 

합성된다. 합성된 BVDV 피막의 당단백질이 숙주의 소포를 

통하여 세포막으로 운반되면, 뉴클레오캡시드가 조립되면서 

새로 생성된 바이러스 RNA를 둘러싼다. 이렇게 뉴클레오캡

시드에 둘러싸인 바이러스 RNA는 숙주감염세포에서 분리

되어 나오면서, 바이러스 피막의 당단백질은 숙주의 소포체

에서 유래한 막에 삽입된다[13].

 숙주 내, BVDV에 대한 면역방어반응은 바이러스 RNA를 

인지하는 톨-유사수용체(TLR3, TLR7/TLR8) 매개 제1

형 인터페론(IFN-β)과 염증성사이토카인 NF-κB을 활

성화한다[14-17]. 특히, 비구조단백질의 변이는 숙주감

염세포의 세포변성효과(cytopathic effect, CPE)를 나타

나게 하는 중요한 원인으로 알려져 있다[18-20]. NS4B

는 integral membrane protein으로 숙주감염세포 내 골지

체와 미토콘드리아 막에 결합하여 숙주유래 단백질의 재배

열을 유도하거나 BVDV의 NS5A와 NS5B를 membrane-

bound RNA replication complex로 조립하는 데 관여한다

[21]. NS5A는 숙주감염세포의 소포체에서 단백질 이동과 

Fig. 1. The BVDV genome is translated into a single polyprotein, which is processed into at least five structural and six 
nonstructural proteins for BVDV viral assembly and replication. 
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NF-κB 신호전달에 관여하는 NIBP(NIK- and IKKβ-

binding protein)와 상호작용을 하는 데, 과발현된 NS5A

는 NIBP에 의한 NF-κB 활성화를 억제시킨다[22-23]. 숙

주의 감염세포의 변성을 유도하는 NS4B와 NS5A와 달리, 

NS5B 리보핵산합성효소는 바이러스 RNA를 합성할 때 자

체적으로 오류를 교정하는 기능이 없어 많은 변이를 유발한

다[24-25]. 더 나아가서, BVDV는 바이러스 유래 단백질

분해효소와 숙주 내 단백질분해효소를 이용하여 비구조단백

질를 분해할 수 있는데, 이때 다양한 바이러스 변이(viral or 

cellular insertion, deletion, single point mutation 등)가 

생성된다. 예를 들어, 바이러스 유래 단백질분해효소 NS2 

(cysteine-autoprotease)는 바이러스 감염초기에 NS2/

NS3 연결부위의 결합을 분해하여 NS3의 발현에 직접적 영

향을 준다[62]. NS3 (helicase and protease)의 serine 

protease domain은 NS3/NS4A, NS4B/NS5A, NS5A/

NS5B 연결부위의 Leu-Ser결합을 자르고 NS4A/NS4B

에서는 Leu-Ala결합을 분해한다. 이와 같이, 바이러스 유

래 단백질분해효소 NS2 와 NS3는 특정한 비구조단백질의 

연결부위를 인식하여 cysteine 또는 serine 결합을 분해하

지만, 숙주 유래 단백질분해효소를 이용하면 비특이적으로 

비구조단백질의 연결부위를 분해하도록 유도한다. 숙주세포 

변성효과와 바이러스 자체의 변이를 통하여, BVDV의 비구

조단백질은 염증성사이토카인 NF-κB 활성화를 억제시키

지만, 구조단백질 Npro와 Erns, E2는 주로 제1형 인터페론 

분비를 억제시킴으로써 숙주세포의 면역반응을 방해하는 것

으로 알려져 있다[61]. 

 실험적으로 단백질 3차-구조가 결정된 BVDV의 피막 

당단백질 중 Erns (PDB ID code: 4DVK, 4DVL, 4DVN, 

4DW3, 4DW4, 4DW5, 4DW7, 4DWA)[27] 와 E2 (PDB 

ID code: 4JNT, 4ILD, 4DVK) [28], 그리고 NS5B 리보

핵산합성효소(PDB ID code: 1S48, 1S49, 1S4F, 2CJQ)

[9,29-30]는 anti-BVDV효과를 가지는 후보물질을 탐

색하는 데 목표단백질이다(Fig. 1). 특히, NS5B 리보핵산

합성효소는 바이러스 RNA 합성과정에 직접적으로 관여하

고 있으며 동일한 플라비바이러스과에 속하는 HCV[31-

33], 뎅기열 바이러스(DENV)[34-35], 일본뇌염바이러

스(JEN)[36]에서도 NS5 리보핵산합성효소의 단백질 3

차-구조가 알려져 있기 때문에, RNA 바이러스의 저감물

질(inhibitor) 개발에 주요연구대상이다. 알려진 NS5 리보

핵산합성효소의 단백질 3차-구조 기반 저감물질(struc-

ture-based drug design)을 탐색하여, 플라비바이러스과

에 속하는 RNA 바이러스에 공통적으로 작용할 수 있는 비

특이적 [37-41] 또는 BVDV에만 특이적으로 작용할 수 

있는 allosteric inhibitors를 발굴하는 연구가 많이 진행되

고 있다[42-55]. 그 중에서 BVDV의 NS5B 리보핵산합

성효소에 대한 저감물질은 염기성을 가지는 방향족 유도체

(arylazoenamine[42-43], imidazopyridine[44-45], 

benzimidazole[46], acridine[47]등)에서 연구되고 있다. 

또한, 발굴된 저감물질은 비특이적 항바이러스제를 개발하

는 데, NS5B 리보핵산합성효소의 작용점(active site) 유

사성 정도에 따라 선도물질(lead compound)이 될 수 있

다. 한 예로, Arylazoenamine계열의 저해물질은 BVDV 이

외에도, 콕삭키바이러스-B2(CVB-2), 호흡기세포융합바

이러스(RSV)에도 항바이러스 효과를 가진다[42]. 다른 측

면에서, BVDV 저감물질들은 숙주 내 BVDV의 면역방어를 

고려하여 톨-유사 수용체(TLR3, TLR7/TLR8)의 길항제

(agonists)로 작용할 수 있는 지를 탐색한다[48]. 

 본 연구에서는 문헌 등에서 보고된 BVDV의 NS5B 리보

핵산합성효소에 대한 저감물질(분자량1300이하) 정보를 

수집하였고, 이중에서 동일한 MTT 실험방법(measuring 

cell viability/cytotoxicity of compounds by tetrazolium 

dye)으로 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소에 대한 저해활

성(EC50, effective concentration in μM to achieve 50% 

protection of MDBK cells from BVDV-induced cyto-

pathogenicity)이 측정된 후보물질만을 선별하였다. 이렇게 

선별된 후보물질들은 정확한 저감활성(EC50)값을 가지고 있

으며 다양한 유도체(basic aromatic scaffolds 이외 indole 

derivatives[49], γ-carboline derivatives[50], thios-

emicabarzone[51], diphenylmethane[52-53], aro-

matic cationic molecules[54-55])를 가진 655개의 화

합물이다. 655개의 후보물질을 대상으로 3차원으로 분자구

조화와 3차원-분자구조로부터 신체 내 흡수(absorption)

와 세포막 투과(permeability)에 관련된 물리화학적 성질

들(분자의 크기, 분자의 소수성, 분자의 친수성, 수소결합 주

개수, 수소결합 받개수)을 계산하였다. 그리고, 실험적으로 

측정된 저감활성값을 pEC50 (-logEC50)로 전환하여, 이를 

Activity bin값으로 분류하였으며, Activity bin값이 클수록 

저감활성이 큰 후보물질이다. 부가적으로, 후보물질이 발표

된 참고문헌정보(pubmed ID 등)도 포함하여 데이터베이스

를 구축하였다(http://nabic.rda.go.kr/chemical genomic 

database/ BVDV RNA dependent RNA polymerase in-

hibitors). 위와 같은 정보를 담은 데이터베이스를 사용자가 

웹에서 특정한 범위 내에서 해당 데이터를 검색할 수 있도

록 하였으며, 검색된 결과 내에서 추가 검색(‘and’검색)

이 가능하도록 구현하였다. 이를 통해 655개 후보물질들이 

공통적으로 가지고 있는 substructure 기반 물리화학적 성

질들의 상세정보를 제공한다.

 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소에 대한 저감물질의 특성

을 해석하기 위하여 선별된 655개의 후보물질에 대한 분자

구조를 Accerlys사의 Drug discovery studio (DS) 프로그

램의 visualizer 모듈을 사용하여 3차원으로 분자구조화 및 

이를 SD파일(각원자의 위치좌표 및 결합형태 등 정보포함)

로 저장하였다. 이는 후보물질의 3차원-구조로부터 분자표

현자(molecular descriptor, 화학구조의 특징을 수치로 표

현함)를 계산하기 위함이다. 동시에 사용자가 웹에서 분자

구조 정보를 쉽게 볼 수 있도록, 각각의 후보물질마다 2차

원-분자구조로 변환하여 이미지파일(PNG파일형태)로 저

장하였다. 같은 분자량을 가진 후보물질이라도 다른 분자식

(molecular formula)을 가질 수 있기 때문에, 각 후보물질

마다 ID를 부여하면서(NMID0001부터 NMID0655까지), 

해당 후보물질의 분자식 정보도 추가하였다. 다음단계로, 각 

후보물질마다 분자의 구조적 특성으로부터 신체 내 흡수와 

세포막 투과에 관련된 물리화학적 특성들을 DS의 calculate 

molecular properties 모듈에서 6개의 분자표현자(분자량, 

Database of allosteric inhibitors against BVDV NS5B polymerase
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AlogP, AlogP-MR, Molecular polar surface area, Num 

H-acceptors Lipinski, Num H-donors Lipinski)로 수

치화하였다. 계산된 분자표현자중에서 AlogP와 AlogP-

MR[56]은 분자의 소수성(hydrophobicity)를 측정하는 척

도이다. AlogP는 두 용매(옥탄올과 물)로 구성된 한 개의 시

스템에서 분자의 분배계수(logP(octanol-water))를 적용한다. 

logP(octanol-water)= ∑niai (식1) 

 여기서 ni는 I형태의 원자개수이고, ai는 I형태의 원자가 기

여하는 소수성 값이다. AlogP (atomic level hydropho-

bicity as log of the octanol-water partition coefficient)

는 분자의 소수성 측정을 서로 혼합되지 않는 한 개의 용

매시스템에서 상대적 분배계수로 친수성/소수성에 해당하

는 지를 나타내는 반면에, 아래의 식2에 따라 AlogP-MR 

(hydrophobicity with molar refractivity)은 AlogP에 분

자의 부피(molecular volume)와 편극성(molecular po-

larizability)에 대한 정보를 부여한 것이다. 

AlogP-MR= ∑nibi (식2) 

 한 개의 분자 내에서 ni는 I형태의 원자개수이고, bi는 I형

태의 원자가 기여하는 molar refractivity값인데, molar 

refractivity=4пNα/3 이고 여기서 N은 Avogadro수 이

며, α는 편극성이다. 만일 분자가 구형의 형태를 가진다

면, 편극성은 분자반지름의 세제곱(α=r3)과 같아서, mo-

lar refractivity=4пr3/3로 분자의 부피와 같다. 예를 들

어, 한 개의 분자 내에서 편극성을 띤 영역이 넓으면 molar 

refractivity도 커지고 AlogP-MR값도 증가한다. AlogP-

MR와 같이, 분자의 편극성과 연관성이 있는 molecular 

polar surface area(PSA) 분자표현자는 3차원-분자구조

에서 극성을 가지는 작용기(functional group)가 물에 노출

된 표면적의 합이다[57].

3D PSA=∑i
ntypes ni·c(fragmenti) (식3)

 여기서 ntypes는 극성을 가지는 작용기 종류의 수이고, 

c(fragmenti)는 분자 내 I형태의 작용기가 기여하는 물에 노

출된 표면적에 상수 c의 곱이며, ni는 분자 내 I형태의 작용

기 빈도수이다. 이는 분자의 극성표면적이 크면 클수록, 신

체 내 물과 상호작용을 더 잘하여 친수성(hydrophilicity)도 

커진다. 다른 측면에서 신체 내 흡수에는 물과 수소결합 할 

수 있는 분자의 특징도 중요하기 때문에, 후보물질에서 수소

결합 주개(Num H-donors Lipinski, 수소를 줄 수 있는 질

소와 산소에 결합되어 있는 수소원자 개수의 합)와 수소결

합 받개(Num H-acceptors Lipinski, 수소를 받을 수 있는 

비공유 전자쌍을 가지는 질소와 산소원자 개수의 합)로 수

소결합과 관련된 2개의 분자표현자를 계산하였다. BVDV 

NS5B 리보핵산합성효소의 저해물질을 데이터베이스로 구

축하는 단계와 제공되는 655개 후보물질의 상세정보를 Fig. 

2에서 도식화하였다. 

 위와 같이 구축된 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소에 대

한 저해물질의 상세정보를 사용자가 웹 인터페이스에서 볼 

수 있도록 공개하였다. 웹인터페이스를 구현하는데 Java 프

로그래밍 언어와 JSP (JavaServer Pages)웹프레임워크가 

사용되었다. 사용자는 메인메뉴를 통해 테이블 형태의 요약

정보를 확인하거나, 돋보기모양의 아이콘을 클릭하여 후보

물질마다 분자구조가 포함된 10개의 상세정보를 확인할 수 

있다. 또한, 특정범위 내에 존재하는 후보물질의 물리화학적 

특성 등을 조건검색 할 수 있도록 구현하였다[Fig. 4참조].

NS5B 리보핵산합성효소의 저감물질 특성

 선별된 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소에 대한 655개 저

감물질들 중 85%이상은 분자량이 500이하(632개)인 분자

들이고, 소수성의 물리화학적 특성이 AlogP≤5.0, AlogP-

MR ≤100 범위에 해당하는 분자는 573개이다. 또한, 574

개 후보물질들은 분자 내 극성표면적이 25.0 Å2≤3D PSA 

≤ 100.0 Å2범위에 존재하며, 수소결합 주개(≤5개)와 수

소결합 받개(≤10개)를 만족하는 후보물질도 640여개가 넘

는다. 아래의 Fig. 3은 655개 후보물질이 갖고 있는 물리화

학적 특성들에 대한 6개 분자표현자 값의 분포를 나타낸 것

Results

Data collection of BVDV NS5B inhibitors
(Exp. Values & Structures) 

Generation of 2D, 3D-molecular structures

Calculation of molecular descriptors 
from molecular structures 

Building DB of BVDV NS5B inhibitors

Visualization and search in Web interface 
(using Java and Jsp)  

Step 1

Step 2

Step 3

Step 4

Step 5

Molecular ID
Activity bin

Molecule Formula
Molecular weight_

AlogP
Alop MR

Num H Acceptors Lipinski
Num H Donors Lipinski

Molecular Polar surface area
Pubmed ID
Reference

Fig. 2. Schematic diagram of database for 655 inhibitors against NS5B RNA polymerase of BVDV and its detail infor-
mation of an inhibitor provided in the database.
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Fig. 3. Distribution of anti-BVDV NS5B molecules characterized with the molecular discriptors.

①

②

③

④ ⑤

Fig. 4. Searching data in BVDV RdRp inhibitors and viewing result by inputting a query entry (10 ≤Activity bin≤11) in 
search box. The result was displayed in a separate table.  
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이다.

 위에서 언급한 6개 분자표현자는 작은 분자량(1300이하)

을 가지는 유효물질이 세포막(친수성/소수성 특성을 가짐)

을 통과하여 신체 내에 흡수되는 정도를 설명하는 물리화학

적 특성과 관련성이 있다. 이런 특성들은 화이자제약의 부

사장이였던 Lipinski 박사가 임상시험후보물질들의 drug-

like properties을 제시한 ‘Lipinski's rule of five’를 반

영한 것이다[58-60]. 예를 들어, 후보물질의 AlogP값이 너

무 크면 지질에는 잘 녹을 수 있지만, 경구 흡수가 어렵다. 

반대로, 분자의 극성표면적(3D PSA)또는 AlogP-MR값이 

너무 크면, 위와 장의 세포벽 통과가 안되고 더욱이 간의 

대사과정시스템에 의해 분해되어 유효성이 감소하게 된다. 

‘Lipinski's rule of five’에 따라[58-59], 구축된 NS5B 

리보핵산합성효소의 저해물질 42.4%이상(277개)은 경구

흡수(orally absorption)와 세포막통과(permeability)와 

밀접한 관계가 있는 6개 분자표현자의 범위(분자량이 500

이하, AlogP≤5.0, AlogP-MR ≤100, 25.0 Å2≤3D PSA 

≤ 100.0 Å2, H-donors ≤5, H-acceptors ≤10)를 동시

에 만족시킨다. 이로부터 분자표현자의 범위를 만족시키는 

42.4%이상의 후보물질들이 모두 선도물질이 될 수 있는 것

은 아니지만, NS5B 리보핵산합성효소의 작용점 특성과 저

감물질의 구조- 활성간의 관계(structure-activity rela-

tionship)정보와 함께 후보물질의 우선순위를 정렬(scor-

ing)하는데 filtering 기준이 될 수 있다. 

 한편, 물리화학적 특성을 고려하지 않고 저감활성이 높은 

후보물질들을 검색하고자 한다면, Fig. 4와 같이 Activity 

bin값을 10에서 11까지 범위를 정하여 조건검색으로 11개

의 후보물질을 확인할 수 있다. 그 중에서 저감활성이 높

은 후보물질(Activity bin값이 11임)은 NMID0346[66]과 

NMID0416[63]이다. 

NS5B 리보핵산합성효소의 저감물질 정보분석 예시: 저감활성이 

큰 NMID0346 

 경구흡수와 세포막통과와 연관된 6개의 분자표현자

의 범위를 모두 만족시키면서 BVDV의 NS5B 리보핵

산합성효소에 대한 저감활성이 가장 높은 후보물질은 

NMID0416 (EC50 (μM)=0.02, Activity bin값이 11임)

이다. NMID0416은 VP32947로 잘 알려진 BVDV의 저

해물질로서 3-[((2-dipropylamino)ethyl)thio]-5H-

1,2,4-triazino[5,6-b]indole이고, 또 다른 저감활성이 

큰 NMID0346은 2,5-disubstituted imidazo[4,5-c]

pyridine계열의 후보물질이다. NMID0416은 BVDV에 대

한 특이적으로 작용하는 저해물질인 반면에 NMID0346와 

같은 imidazo[4,5-c]pyridine계열의 후보물질들은 BVDV

이외에 CSFV(classical swine fever virus)의 NS5B 리

보핵산합성효소에도 저감활성을 가지고 있다[68]. 구축

된 anti-BVDV 후보물질의 데이터베이스의 활용예제로서 

NMID0346처럼 Imidazo[4,5-c]pyridine 유도체의 구조

를 가지고 있으면서 2,5-위치에서 다른 작용기가 존재하

는 89개 후보물질들(NMID0327~NMID0415)을 이용하

여 저감활성에 영향을 미치는 치환기 효과를 분석하고자 한

다[Fig. 5참조]. Imidazo[4,5-c]pyridine에서 2번위치에 

18

Fig. 5. Structure activity relationship of the anti-BVDV NS5B polymerase of 5-[4-bromobenzyl]-2-subsituted-5H-
imidazo[4,5-c]pyridines compared with NMID0327. The EC50 is the 50% effective concentration against BVDV-induced 
cytopathic effect [66-68]. 
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Finger
domain

Palm 
domain

Thumb 
domain

fingertip

N-terminal

GTP

GDD
motif

GTP

Fig. 6. The structure of BVDV NS5B polymerase-GTP complex and the GTP-binding site. The N-terminal (residues 
92-138), finger (residues 139-313 and 351-410), palm (residues 314-350 and 411-500), and thumb (residues 501-674) do-
mains are colored by yellow, blue, green, and red, respectively. The fingertip region (residues 260-288) is shown in cyan.

phenyl ring이 도입이 되고, 동시에 5번 위치에 benzyl로 

치환이 되면(5-benzyl-2-phenyl-5H-imidazo[4,5-

c]pyridine, EC50 (μM)=0.25) BVDV의 NS5B 리보핵

산합성효소 저감활성이 더 커진다[69]. 더 나아가서 5번

위치에 4-bromobenzyl 치환(NMID0327)하면 저감활

성(EC50 (μM)=0.07, Activity bin값이 10임)이 증가한

다. NMID0327(5-[4-bromobenzyl]-2-phenyl-5H-

imidazo[4,5-c]pyridine)에서 2번위치에 2-halophenyl

기로 치환하면(NMID0331~NMID338) 저감활성은 약간 

감소된다(EC50 (μM)=0.12~0.5, Activity bin값의 범위는 

7~10를 가짐). 2번위치의 phenyl기 대신에 2-naphthyl기

(NMID0346, EC50 (μM)=0.03, Activity bin값이 11임)가 

도입되면 저감활성이 NMID0327보다 약간 증가한다. 그러

나 2번위치의 phenyl기 대신에 benzyl기(NMID0352, EC50 

(μM)=33 Activity bin값이 3임) 또는 2-phenylethyl기

(NMID0353, EC50 (μM)=16, Activity bin값이 4임)로 치

환되면 저감활성이 많이 줄어든다. 이는 imidazo[4,5-c]

pyridine계열의 후보물질들이 결합하는 BVDV의 NS5B 리

보핵산합성효소의 작용점의 크기와 상호작용하는 아미노산

의 물리화학적 특성이 간접적으로 반영이 된 것이다.

 

NS5B 리보핵산합성효소의 작용점

 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소는 720개 아미노산으로 

구성되어 있지만, 3차원-단백질구조는 Val92부터 Leu679

까지 영역에서만 X-ray 실험방법으로 결정되었다. NS5B 

리보핵산합성효소의 3차원-단백질구조는 N-말단영역의 

일부분(Val92-Gln138)을 포함하여 right-hand 형태로 

배열된 3개 도메인(Finger, Palm, and Thumb domains)

이 작용점을 둘러쌓고 있다(Fig. 6참조). 특히, fingertip 

(Ala260-Gln288)와 N-terminal 영역(Val92-Gln138), 

Thumb 도메인의 C-말단영역 loop(GLN670-Leu679)은 

작용점의 출구역할을 하며, NS5B 리보핵산합성효소가 새로

운 상보적인 바이러스 RNA가락(임시적으로 존재하는 mi-

nus-stranded RNA 중간체로부터 새로운 plus-stranded 

RNA)을 합성할 때 이들의 conformer가 유동적으로 바뀌

어서 더 커진 작용점의 공간(cavity)을 제공하게 된다. 특히, 

이 영역은 BVDV와 HCV의 NS5B 리보핵산합성효소의 3

차-단백질 구조에서 작용점의 크기와 상호작용하는 아미노

산 특성의 차이를 나타내게 한다. 다만, fingertip은 Finger

와 Thumb 도메인을 연결하는 영역으로 conformer가 바뀌

어도 작용점의 공간은 제한적일 수 밖에 없다. NS5B 리보

핵산합성효소는 주형이 되는 plus-stand RNA이외에 기질

(substrate)인 GTP(Guanosine-5'-triphosphate)와 새

로 합성된 바이러스 RNA의 triphosphate를 안정화 시킬 

수 있는 양이온(Mg2+ 또는 Mn2+)과 Palm도메인에 있는 

Gly447-Asp448-Asp449(GDD) motif와의 상호작용을 

필요로 한다. NS5B 리보핵산합성효소의 기질인 GTP-결합

부위(GDD motif의 6Å내)는 Lys266, Thr320, Pro321, 

Leu322, Cys446, Cys497, Ser498, His499, Arg517, 

Lys525, Arg529, Tyr581, Leu677로 구성되어 있다. 

NS5B 리보핵산합성효소 작용점 내에 있는 GTP-결합부위

와 상호작용하는 아미노산의 정보를 Fig. 6에서 나타냈다. 

 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소에서 주형인 plus-stand 

RNA 가락은 작용점에서 GDD motif에서 약 4Å내 인접해서 

위치[10,29-30]하여 Palm 도메인과 상호작용(Ala341-

Asp345, Asp448-Leu452, Ala463, Lys486-Ala488, 
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and Glu495-His499)을 하는 반면에, 상보적인 minus-

stand RNA 가락은 GTP의 위쪽에 있어 N-말단영역

(Asn136)과 Thumb 도메인(Arg 517, Val521-Ile522, 

Lys525-Arg529, Phe549, 그리고 Thr580)과 상호작용

을 하게 된다. 현재까지 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소

와 주형인 바이러스 RNA 또는 저감물질간의 결합구조는 알

려져 있지 않다. 655개의 후보물질들 중에서는 allosteric 

inhibitor로 작용한다면, 작용점 이외에 다른 영역에 결합

하여 NS5B 리보핵산합성효소를 저감할 수 있다. 알려져 있

는 allosteric inhibitor인 NMID0436경우에는 NS5B 리보

핵산합성효소의 작용점에서 약 20Å 떨어진 Finger 도메인

의 Phe224를 중심으로 Ile390, Ala392, 그리고 Leu225

와 상호작용을 하면서 Finger 도메인과 fingertip 영역의 

유동성을 제한하면서 저감하는 것으로 알려져 있다[63]. 

NMID0436와 유사하게 NMID0346도 Phe224를 중심으

로 Ala221, Ala222와도 상호작용[64]을 하는 반면에, 또 

다른 CF02334 allosteric inhibitor인 3-(imidazo[1,2-

a:5,4-b']dipyridin-2-yl)aniline은 Asn264를 중심으로 

fingertip 영역에 있는 Arg157과 상호작용을 하는 것으로 

알려져 있다[65]. 본 연구에서 구축한 데이터베이스 내에 있

는 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소 저감물질의 상세정보

에 allosteric inhibitors들이 결합할 수 있는 부위와 GTP기

질이 인접해 있는 작용점의 특성을 고려하여 후보물질들에

서 요구되는 물리화학적 특성들에 얼마나 부합되는 지에 대

한 적합도 계산은 향후에 진행될 예정이다. 

 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소에 대한 저감물질의 정

보를 수집하여 동일한 MTT 실험방법으로 저감활성이 측정

된 655개 후보물질을 선별하였고, 선별된 후보물질의 저감

활성, 2차원-분자구조, 분자식, 신체 내 흡수와 세포막 투과

에 관련된 6개 물리화학적 성질들(분자의 크기, 분자의 소

수성, 분자의 친수성, 수소결합 주개수, 수소결합 받개수), 

참고문헌 정보 등을 포함하여 데이터베이스로 구축하였다. 

구축된 정보는 웹페이지(http://nabic.rda.go.kr/chemical 

genomic database/BVDV RNA dependent RNA poly-

merase inhibitors)에서 조건검색이 가능하도록 하였고, 조

건검색의 결과를 테이블 형태의 간단한 정보 또는 1개의 후

보물질에 대한 상세정보를 확인할 수 있도록 하였다. 본 연

구에서 구축된 655개의 후보물질의 정보로부터 일차적인 

구조-활성간의 관계분석을 할 수 있지만, 추가적으로 알려

진 BVDV의 NS5B 리보핵산합성효소의 3차원-단백질구조 

(PDB ID code: 1S48, 1S49, 1S4F, 2CJQ)정보를 이용

하여 작용점의 정보로부터 결합력에 영향을 주는 decision 

factors을 더 고려해야 한다. 동시에 저감활성이 높은 분

자들의 공통된 물리화학적 특성정보 분석도 더 진행되어야 

할 것이다. 이번 연구를 통하여 구축된 데이터베이스로부터 

655개 후보물질의 분자구조와 BVDV의 NS5B 리보핵산합

성효소에 대한 저감활성간의 관계정보는 BVDV에 대한 숙

주면역반응을 고려하여 톨-유사수용체 8을 활성화할 수 있

는 유용물질을 탐색하는 데 활용된 적이 있다. 더 나아가서, 

BVDV이외에 동일한 플라비바이러스과에 속하는 다른 바이

러스(HCV, CVB-2, RSV, CSFV등)에도 비특이적으로 작

용하는 저감물질을 디자인 하는 데 응용될 예정이다.
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