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서 론

Coronavirus disease 2019 (COVID-19)는 coronaviridae에 속하는 

RNA virus로 병원체는 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

(SARS-CoV-2)이다(Figure 1). 이 바이러스는 감염자의 비말을 통해 

전파되어 감염 시 경증에서 중증까지 다양한 호흡기 감염증이 나타

나며 폐렴 및 급성 호흡곤란 증후군으로 진행할 수 있다.1) 급성 호

흡곤란 증후군은 사이토카인 폭풍에 의해 촉발되며 다발성 장기부
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Recurrent Neural Network Based Drug Repurposing to Address SARS-CoV-2 (COVID-19), and the 
in vitro Antiviral Efficacy of Peroxisome Proliferator-Activated Receptors-Gamma Agonist
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Background: Acute respiratory distress syndrome resulting from coronavirus (COVID-19) infection is triggered by cytokine storms, so activation of 
inhibitory modulators of inflammatory pathways has become a new candidate modality for COVID-19 treatment. This study utilized artificial 
intelligence (A.I.) to search databases, and compiled a list of 50 drugs deemed plausible candidates for COVID-19 treatment. We then designed a cell-
based in vitro assay to evaluate the efficacy of PPAR-γ agonists against viral induced inflammation.

Methods: We applied RNN screening to Drugbank and CORD-19 databases, and selected as the top 50 drug candidates those compounds that have 
the highest docking energy with the main protease produced by SARS-CoV-2 infected cells. We then designed an in vitro study including 
chloroquine, lopinavir, and remdesivir treated cells as controls, and cells treated with two PPAR-γ agonists as experimental groups. SARS-CoV-2 
infected cells were administered a range of concentrations of each drug, and inhibition-normalized infection ratios were derived using an 
immunofluorescence method.

Results: The positive control groups’ SI’s were >1 (chloroquine SI=9.28, remdesivir SI=4.56, lopinavir SI=3.5), confirming their inhibitory effects against 
SARS-CoV-2 infection. However, chloroquine and lopinavir displayed high cytotoxicity, and Remdesivir displayed low cytotoxicity. The two PPAR-γ 
agonist SIs indicated that they possess no inhibitory effect against SARS-CoV-2 infection, but are clinically safe.

Conclusion: The PPAR-γ agonists did not reduce numbers of SARS-CoV-2 infected cells. Nevertheless, this study has significance in that we introduced 
the use of A.I. for rapid new drug development during the COVID pandemic.
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전, 패혈성 쇼크 등으로 악화될 수 있다. 사이토카인 폭풍은 염증성 

사이토카인의 비정상적인 과다 생산에 의해 발생하는데 이는 인플

루엔자 감염으로 인한 폐의 중증 손상을 일으키는 치명적인 매개자

로 알려져 있으며, COVID-19에서도 같은 작용을 할 것으로 예상된

다.2) 따라서 과활성화된 염증성 사이토카인을 억제하는 면역 조절

자를 활성화하여 사이토카인 폭풍을 억제하는 방법이 새로운 

COVID-19 치료제로 떠오르고 있다.3)

기존 신약개발에는 수년 이상의 시간이 소요되는 단점이 있어, 

현재와 같은 신종 전염병의 세계적 유행(pandemic) 사태에 인공지능

을 활용하여 신약 개발에 소요되는 시간을 줄이고자 하는 시도가 

많이 진행되고 있다. 본연구에서는 COVID-19 치료제를 선정하기 위

해 공개 database인 Pubchem (약 1억 1천만개의 화합물), Drugbank 

(약 59,000여종 약물 정보), COVID-19 Open Research Dataset 

(COVID-19 치료에 임상시험 진입 혹은 진입 대기중인 400여종의 약

물에 관한 database)를 활용하여 약물 구조 기반의 인공 지능 분류 

모델을 사용하였다.4-6) Pubchem에 등록되어 있는 화합물을 대상으

로 분류처리속도를 향상시키기 위해 1차원 약물 구조 표현 모델인 

simplified molecular-input line-entry system (SMILEs)을 입력 값으로 

하여 recurrent neural network (RNN) 기법을 이용해 스크리닝을 진

행하였다(Figure 2).7)

위와 같은 스크리닝 과정을 거쳐 Peroxisome proliferator-activated 

receptors gamma agonist 2종을 선정하여 COVID-19 치료 효과를 증

명하기 위한 세포 실험을 계획하였다.8) Peroxisome proliferator-

activated receptors (PPARs)은 alpha, delta/beta, gamma 세 개의 동형 

핵 수용체로 이루어진 핵 전사체 그룹으로 peroxisome proliferator-

activated receptors response element에 결합하여 특정 유전자의 전사

를 억제한다. PPAR-γ는 염증반응시 대식세포에서 분비되는 사이토

카인인 TNF-α, IL-6, IL-1β 등의 유전자 전사를 억제하여 염증 반응

을 감소시킨다.9) 그 예로 PPAR-γ가 인플루엔자 A, RSV 감염 시 폐 

실질에서 일어나는 대식세포의 염증 반응을 억제하여 폐렴의 회복

을 촉진하는 것을 2019년 발표된 논문에서 증명하였다.10)

본 논문에서는 PPAR-γ agonist의 항염증 메커니즘에 착안하여, 

SARS-CoV-2에 대한 PPAR-γ agonist 화합물의 항바이러스 효과를 평

가하는 세포 실험을 설계하였다. SARS-CoV-2 감염 세포에 상기 화

합물 및 기준 화합물을 처리하여 각 화합물의 바이러스 감염 저해 

효과를 면역형광법을 이용하여 용량반응곡선(dose response curve; 

DRC) 실험으로 도출하였다. 

Original 
Article

Korean Journal of Family Practice

Spike protein S1

S2

Cell membrane

Cytoplasm

N

S

E

M

Mature virion

New

SARS-CoV-2

Replication

complex

Translation in ERmembrane

Membrane fusion

Release of viral

genome

SARS-CoV-2

Receptor

Figure 1. Exposure of cell membrane 

protein of SARS-CoV-2 infected cell 
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방 법

1. 바이러스 및 세포주

COVID-19 감염 세포주인 Vero 세포는 ATCC (ATCC-CCL81)로부

터 구입하여 배양하였고 감염원인 SARS-CoV-2는 한국질병관리본

부(KCDC)에서 제공받았다.

2. 인공지능을 이용한 화합물의 선정

Pubchem과 Drugbank에 등록되어 있는 화합물을 SMILEs를 입력 

값으로 하여 RNN 기법을 이용해 스크리닝하여 일반 화합물과 의

료 화합물의 차이점을 분석하여 학습한 1차 사전학습모델(pre-

trained model)을 개발하였다.11) 이를 CORD-19 (COVID-19 Open 

Research Dataset)에 등록되어 있는 400여 종의 약물과 Drugbank에 

등록되어 있는 약물에 적용하여 2차 전이학습(fine tuning)을 시행

하였다.12) Antudock vina를 이용해 화합물과 SARS-CoV-2 감염 세포

에서 발현되는 main protease 사이의 docking simulation을 시행하여 

결합 에너지 값이 큰 상위 50개의 약물을 선정하였고, PPAR-γ 

agonist의 2종이 포함되었다(Figure 3). 

3. 세포 실험의 설계 

PPAR-γ agonist의 효과를 비교하기 위해 기존에 COVID-19에 치료 

효과가 있다고 알려진 chloroquine과 lopinavir, remdesivir를 기준 화

합물로 이용하였으며 시약은 각각 Sigma-Aldrich, SelleckChem, 

MedChemExpress에서 구입하였다.13) SARS-CoV-2 감염 세포에서 발

현되는 단백질에 결합하는 Anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid (N) 항체를 

처리하여 세포의 감염 유무 및 바이러스 발현 억제도를 계산하였으
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Figure 2. Process of data conversion by simplified molecular-input line-entry system (SMILES). EOS, end of stream; LSTM, long short term memory.
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Figure 3. Molecular docking simulation 

between SARS-CoV-2 main protease 

and RNA-dependent RNA polymerase 

using autodock vina. (A) Binding site of 

SARS-CoV-2 main protease. (B) Bind-

ing site of RNA-dependent RNA poly-

merase.
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며 nucleocapsid에 결합하는 1차 항체는 Sino Biological, 2차 항체인 

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG와 Hoechst 33342는 Molecular 

Probes에서 구입하였다.

384-조직배양 plate에 well당 1.2×104개의 Vero 세포를 배양하였다. 

배양 24시간 후, 각 화합물을 DMSO에 2배 연속 희석하여 10포인트

씩 최대 50 μM을 최고 농도로 하여 세포에 처리하였다. Chloroquine

은 충분한 효과를 얻기 위해 예외적으로 150 μM까지의 농도로 처

리하였다. 화합물 처리 약 1시간 후, 세포에 SARS-CoV-2 (0.0125 

Mole)를 감염시키고 37℃에서 24시간 동안 배양하였다. 이후 4% 

paraformaldehyde로 세포를 고정하여 투과성을 확립하였다. 그 후 

anti-SARS-CoV-2 nucleocapsid (N) 1차 항체를 처리하고, Alexa Fluor 

488-conjugated goat anti-rabbit IgG 2차 항체와 Hoechst 33342를 처리

하여 세포를 면역 형광 염색하였다. 

4. 면역 형광법에 의한 이미지 분석 및 용량반응곡선 분석

감염 세포의 형광 이미지는 대용량 이미지 분석 기기인 Operetta 

(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)를 이용하여 획득하였고 이미지 

분석은 Columbus 소프트웨어를 이용하였다. Well당 총 세포수는 

Hoechst로 염색된 핵의 개수로 산출하였고, 감염된 세포수는 SARS-

CoV-2 nucleocapsid (N)를 발현하는 세포수로 산출하였다. 감염도

(infection ratio)는 N 단백질을 발현하는 세포수/총 세포수로 계산하

였다. 각 well당 감염도는 동일한 plate에서 감염되지 않은 세포를 포

함한 well의 평균 감염도와 0.5% DMSO가 처리된 감염세포를 포함

한 well들의 평균 감염도로 표준화하였다. 화합물의 세포 독성은 각 

well의 세포수를 감염되지 않은 세포 그룹 well의 평균 세포수로 표

준화하여 그래프에 ‘cell number to mock’으로 표기하였다. IC50은 

전체 세포의 50%가 반응을 나타내는 약물의 농도, CC50은 전체 세

포의 50%에서 세포 독성이 나타나는 약물의 농도이며, 약물 농도에 

따른 반응 곡선과 IC50, CC50 값은 XLFit 4 (IDBS) 소프트웨어의 

Y=Bottom+(Top-Bottom)/(1+(IC50/X)Hillslope) 수식을 활용해 도출

하였다. 모든 IC50, CC50 값은 두 번의 반복 실험을 거쳐 얻은 결과

로 적합용량반응곡선(fitted dose-response curve)에 대입하여 산출하

였고, 선택 지수(selectivity index; SI) 값은 CC50/IC50으로 계산하였

다.

결 과

1. RNN (Recurrent Neural Network) 기법을 이용해 도출한 

COVID-19 치료제의 선정

RNN 기법으로 산출된 약물 중 vina score의 절대값이 7 이상을 

기준으로 약물을 선정하였고, 결합 에너지 값이 클수록 치료 효과

가 높을 것이라 판단하였다. PPAR-γ agonist는 현재 임상에서 혈당강

하제로 사용되고 있는 thiazolidinediones의 구조물로 안정성이 확립

되어 있어 치료 효과가 확인될 경우 빠르게 임상 적용이 가능하다

는 장점이 있어 실험군으로 선정되었다(Figure 4).14) 실험에 사용한 2

가지 PPAR-γ agonist의 vina score는 각각 GSK-376501가 -6.8, 

2-{5-[3-(6-BENZOYL-1-PROPYLNAPHTHALEN-2-YLOXY)PROPOXY]

INDOL-1-YL}ETHANOIC ACID가 -7.8이다. Autodock vina의 docking 
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CH3
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H C3
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Figure 4. Chemical structure of peroxisome proliferator-activated receptors-gamma agonist. (A) GSK-376501 (DB12654). (B) 2-{5-[3-(6-BENZOYL-

1-PROPYLNAPHTHALEN-2-YLOXY)PROPOXY]INDOL-1-YL}ETHANOIC ACID (DB04689).
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energy 값의 신뢰도를 확인하기 위해 다른 docking tool인 GOLD를 

이용해 CHEMPLP score를 함께 계산하였다(Appendix 1).

2. 세포 실험을 이용한 화합물의 용량반응곡선(DRC) 분석

SARS-CoV-2 감염 세포에 5가지의 화합물을 처리하였으며 각 화

합물의 농도별 SARS-CoV-2 감염저해율(inhibition-normalized 

infection ratio) 및 표준화한 세포독성(cell number to mock), IC50, 

CC50, SI 값은 다음 표와 같다(Tables 1, 2). 실험 결과 값을 용량반

응곡선으로 도식화하였으며, 파란색 그래프는 해당 화합물의 

SARS-CoV-2의 감염저해율을 나타내며, 붉은색 그래프는 해당 화합

물의 세포독성을 의미한다(Figure 5). 선택 지수(SI) 값은 CC50/IC50

으로 계산하였고 선택지수가 1 이상일 때 해당 화합물이 효과가 있

는 것으로 판단하였다. PPAR-γ agonist의 효과를 비교하기 위해 선정

된 기준 화합물인 chloroquine (SI=9.28), remdesivir (SI=4.56), lopinavir 

(SI=3.5) 모두 SARS-CoV-2 감염 저해 효과가 있는 것으로 확인되었

다. Chloroquine은 기준 화합물 중에서 SI 값이 가장 높지만 SARS-

CoV-2 감염 저해 효과가 보이는 농도에서 CC50 값이 크게 증가하여 

세포독성이 높아 실제 임상에서 사용하기에 부적합한 약물로 판단

된다. Lopinavir는 SI 값이 1 이상으로 SARS-CoV-2 감염 저해에 효과

적이나 CC50 값이 높아 chloroquine과 마찬가지로 임상 적용에는 제

한적이다. 반면 실제 COVID-19 치료제로 사용중인 remdesivir의 경

우 SI=4.56으로 바이러스 감염 저해 효과가 높으면서 적정 치료 약

물 농도에서 CC50 값이 증가하지 않아 임상적으로 사용하기에 안정

적인 약물임을 확인할 수 있었다. 

실험군으로 쓰인 PPAR-γ agonist 2종 모두 IC50>50, CC50>50, SI=1

로 코로나 바이러스 감염 저해 효과는 적고 약물 농도 증가에 따른 

세포 독성은 증가하지 않는 것이 확인되었다.

Table 1. Inhibition effect of SARS-CoV-2 and survival cell ratio by concentration in comparison group

Substance
Concentration

(µM)

Inhibition-normalized infection ratio Cell number to mock (%)
IC50 CC50 SI

1st 2nd 1st 2nd

Chloroquine 150.00 100.19 99.06 2.00 2.34 9.38 87.04 9.28

75.00 99.75 100.19 78.24 78.12

37.50 100.16 99.87 91.32 90.90

18.75 99.84 98.05 97.63 98.61

9.38 42.77 55.77 99.33 102.68

4.69 3.45 6.65 95.49 95.49

2.34 -0.41 1.70 95.02 94.94

1.17 -0.26 -0.36 93.64 94.33

0.59 0.23 0.15 96.10 93.39

0.29 -0.31 -1.60 94.77 92.36

Remdesivir 50.00 98.08 98.04 105.93 107.88 10.96 >50 4.56

25.00 91.62 96.11 107.21 107.78

12.50 61.28 63.00 106.05 105.44

6.25 12.27 8.18 104.53 99.62

3.13 2.63 6.05 97.68 98.74

1.56 0.69 2.51 97.33 98.93

0.78 0.61 2.76 98.34 98.24

0.39 1.50 2.36 98.00 93.02

0.20 2.97 0.18 99.67 98.42

0.10 -0.83 1.26 97.83 98.59

Lopinavir 50.00 100.19 100.14 50.55 52.03 14.27 >50 3.50

25.00 100.13 100.19 86.30 82.65

12.50 4.74 12.55 89.97 88.78

6.25 -1.76 1.09 94.89 90.31

3.13 0.24 0.14 96.77 92.41

1.56 -0.40 -0.27 95.66 94.55

0.78 -0.19 0.99 93.47 97.55

0.39 -0.58 0.22 91.59 94.82

0.20 1.63 0.63 94.23 90.85

0.10 0.59 0.12 94.23 91.57

IC, inhibitory concentration; CC, cytotoxic concentration; SI, selectivity index.
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Table 2. Inhibition effect of SARS-CoV-2 and survival cell ratio by concentration in experimental group

Substance
Concentration

(µM)

Inhibition-normalized infection ratio Cell number to mock (%)
IC50 CC50 SI

1st 2nd 1st 2nd

PPAR-γ agonist-1 50.00 0.07 -0.36 101.20 101.37 >50 >50 1.0

25.00 -1.42 1.80 101.18 101.57

12.50 -1.27 2.14 102.75 102.43

6.25 0.33 1.29 104.11 99.55

3.13 1.85 0.29 101.00 98.76

1.56 1.09 0.41 103.81 98.93

0.78 0.02 -0.22 103.12 96.27

0.39 1.16 1.26 100.88 101.20

0.20 1.03 -0.52 100.12 101.42

0.10 0.82 -0.93 102.26 100.86

PPAR-γ agonist-2 50.00 3.19 13.50 102.75 108.47 >50 >50 1.0

25.00 1.57 3.98 106.69 104.77

12.50 3.00 4.83 107.19 108.02

6.25 0.56 3.59 106.33 109.06

3.13 0.86 5.18 105.61 105.93

1.56 2.34 1.92 106.87 107.80

0.78 4.01 4.17 109.95 107.04

0.39 1.15 1.46 106.69 105.91

0.20 2.76 0.50 105.49 107.14

PPAR-γ, peroxisome proliferator-activated receptors-gamma; IC, inhibitory concentration; CC, cytotoxic concentration; SI, selectivity index.

Concentration (log M)

IC50=9.38 M; CC50=87.04 M; SI=9.28
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Figure 5. Results of inhibition of SARS-CoV-2 and cell cytotoxicity. IC, inhibitory concentration; CC, cytotoxic concentration; SI, selectivity index; 

PPAR-γ, peroxisome proliferator-activated receptors-gamma.
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고 찰

본 연구는 COVID-19 치료제를 개발하기 위해 인공지능을 활용

하여 세포 실험에 사용할 화합물을 선정하였다는 점에 의의가 있

다. 금번 인공지능을 이용해 실험군을 선정하는 데는 약 5주의 시간

이 소요되어 기존 방식과 비교하여 시간이 크게 단축되었다. 또한 

인공지능 활용 시 네트워크를 통해 누구나 자유롭게 database를 얻

을 수 있어 신약 개발이 특정 집단에서만 이루어지던 단점을 보완할 

수 있다. 인공지능을 이용하여 COVID-19뿐만 아니라 새로운 질병

이 발생했을 때에도 빠르게 치료 약물을 개발할 수 있을 것이다.

세포실험 결과 대조군인 chloroquine, remdesivir, lopinavir는 항바

이러스 효과가 확인되었으나 chloroquine, lopinavir는 세포독성도 함

께 증가하여 임상에 적용하기에는 제한적이었다. 그에 반해 

remdesivir는 FDA에서 COVID-19 치료제로 최초로 승인을 받은 의

약품으로, 본 실험에서도 적정 치료 약물 농도에서 세포독성이 증

가하지 않아 임상에서 안전함을 확인할 수 있었다.15) 실험군으로 쓰

인 PPAR-γ agonist 2종은 세포 독성은 없으나 SI 값이 1로 COVID-19 

치료제로서는 한계가 있음을 확인할 수 있었다. 

세포 실험을 통해 실험군의 유의미한 결과값을 얻지는 못했으나 

COVID-19 치료제로서 새로운 화합물인 PPAR-γ agonist를 감염 세

포 모델을 이용하여 치료 효과를 입증하려는 시도를 했다는 데에 

본 연구의 의의가 있다. PPAR-γ는 다양한 구조 화합물을 가지며, 본 

실험에 사용된 것은 그중 2가지로 다른 구조물의 항바이러스 효과

를 확인하지 못해 다른 PPAR-γ의 아형이 치료 효과가 있을 가능성

을 배제하지 못하는 한계점이 있다. 또한 세포에 처리된 PPAR-γ 

agonist의 최고 농도는 50 μM로, 실험 화합물의 적정 치료 농도에 

충분히 미치지 못했을 가능성이 있다. 따라서 PPAR-γ agonist를 50 

μM보다 고농도로 처리했을 시 SARS-CoV-2 감염 저해 효과가 나타

날 수 있는 가능성을 완전히 배제할 수 없다. 이번 실험은 in vitro 

cell model로 진행하여 생체 내 환경과 차이가 있는 실험 모델로서의 

한계점도 있다. 세포 단위에서는 PPAR-γ agonist가 뚜렷한 항바이러

스 효과를 나타내지 못했으나 생체 내에서는 사이토카인 폭풍을 억

제하여 SARS-CoV-2의 증식을 억제하는 효과를 나타낼 가능성이 있

다. 

결론적으로 본 연구에서는 인공지능의 RNN screening을 통해 

COVID-19 치료 후보군을 선정하고, SARS-CoV-2 감염 세포를 이용

해 해당 화합물의 효과를 증명하는 세포 실험을 진행하였다. 

PPAR-γ agonist 2종은 유의미한 SARS-CoV-2 감염 세포수의 저해 효

과가 없고 세포 독성도 증가하지 않아 COVID-19에 효과적인 치료

제로 개발되기에는 제한적임을 확인할 수 있었다.

요 약

연구배경: Coronavirus disease 2019 (COVID-19) 감염 시 발병하는 급

성 호흡곤란 증후군은 사이토카인 폭풍에 의해 촉발되며 이를 억

제하는 면역 조절자를 활성화하는 방법이 COVID-19의 새로운 치료

제로 떠오르고 있다. 본 연구에서는 인공지능 을 이용하여 

COVID-19 치료 가능성이 있는 약물 50가지를 선정하였고 이중 염

증반응을 억제하는 역할을 하는 PPAR-γ agonist 2종의 항바이러스 

효과를 평가하는 세포 실험을 설계하였다.

방법: Drugbank와 CORD-19 database에 RNN 스크리닝을 적용하여 

화합물과 SARS-CoV-2 감염 세포에서 발현되는 main protease 구조

물 사이의 결합 에너지 값이 높은 상위 50개의 치료제 후보군을 선

정하였다. 세포 실험은 chloroquine, lopinavir, remdesivir를 처리한 대

조군과 PPAR-γ agonist 2종을 처리한 실험군으로 나누어 진행하였으

며 각 약물을 농도별로 처리하여 SARS-CoV-2 감염 세포 저해율을 

면역 형광법을 이용하여 구했다.

결과: 기준 화합물로 사용된 chloroquine (SI=9.28), remdesivir 

(SI=4.56), lopinavir (SI=3.5) 모두 SI 값이 1 이상으로 항바이러스 효과

가 확인되었다. Chloroquine, lopinavir는 SARS-CoV-2 감염 저해 효과

를 보이는 농도에서 세포독성이 크게 증가하였고 remdesivir는 세포

독성이 증가하지 않았다. 반면 실험군으로 쓰인 PPAR-γ agonist 2종 

모두 SI=1로 SARS-CoV-2 감염 저해 효과가 미미하고 세포 독성도 증

가하지 않는 것이 확인되었다.

결론: PPAR-γ agonist는 유의미한 SARS-CoV-2 감염 세포수의 저해를 

보이지 않아 COVID-19 치료제로는 한계가 있으나 인공지능을 신약 

개발에 활용하였다는 점에 본 연구의 의의가 있다.

중심단어: 코로나바이러스감염증-19; 인공지능; Peroxisome Pro

liferator-Activated Receptors; 시험관내 실험
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