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합포체 분석을 위해 R 펩타이드가 결여된 형광 표지 Moloney 

마우스레트로바이러스 Molecular Clone 제조

이용진·박진우·이규준·배은혜·박성한·임지현·김새로미·정용태* 

단국대학교 첨단과학대학 미생물학과

레트로바이러스는 바이러스 외막과 숙주세포막의 융합에 의해 세포내로 들어간다. Moloney 마우스레트로바이

러스(murine leukemia virus)의 외막 단백질은 표면단백질(SU)과 막단백질(TM)을 포함하는 85 kDa의 전구체로

합성되는데 바이러스의 성숙과정에 막단백질의 카르복시 말단 16개의 아미노산(R-peptide)이 바이러스의 프로

티아제에 의해 절단된다. R 펩타이드가 절단된 막단백질은 Moloney 마우스레트로바이러스에 대한 수용체를 가

진 NIH3T3 세포주에서 합포체(syncytium)를 형성한다. R 펩타이드가 절단된 막단백질의 합포체 형성 기작 연구

를 위해 R 펩타이드가 절단되어 있으며 표면단백질의 PRR (proline rich region) 부위가 EGFP로 삽입되어진

Moloney full length molecular clone을 만들었다. 이 clone은 NIH3T3 세포에서 합포체를 형성하였으며 형광이 세

포질과 세포막에서 관찰되었으나 핵은 염색이 되지 않고 검게 보여 신속·정확하게 합포체 관찰이 가능하였다.

흥미롭게도 절단된 막단백질을 가진 비리온이 NIH3T3 세포에서 광학현미경으로 관찰하였을때는 합포체를 형

성하였으나 형광현미경에서는 형광이 관찰되지 않아서 비리온이 세포감염 없이 바이러스-세포 융합 방식으로

합포체를 형성한 것으로 생각되었다. 본 연구에서는 형광의 발현 여부로 합포체 형성을 신속·정확하게 관찰할

수 있는 방법을 개발하였으며 R 펩타이드가 절단된 비리온이 세포 감염 없이 세포와 세포 사이의 융합을 매개할

수 있음을 밝혔다.
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레트로바이러스의 침입은 바이러스 표면의 당단백질이 숙주세포

막과 바이러스막 사이의 융합을 중재함으로 일어난다(1, 12, 26).

레트로바이러스의 외막 당단백질은 전구체(precursor molecule)로

합성이 되며 이형이합체(heterodimer)가 3합체(trimer)로 존재한다.

외막 당단백질 전구체가 세포내의 프로티아제에 의해 표면 단백

질(SU: surface protein)과 막단백질(TM: transmembrane protein)로

나누어진다. SU는 수용체와 결합하는 부위고 TM은 당단백질을

외막에 고정 시키는 역할을 한다(2, 7).

외막 바이러스의 서로 다른 융합 기전이 밝혀졌는데 인플루엔

자 바이러스 같은 경우는 낮은 pH가 융합을 촉진 시키는 인자

이다. 레트로바이러스는 중성 pH에서 융합이 일어나는데 가장

주요한 촉진인자는 수용체와의 결합이다. 수용체와의 결합은 외

막 당단백질의 구조를 변화 시킴으로 숨어 있던 fusion peptide

를 바깥쪽으로 노출 시켜 막 융합이 일어나도록 유도한다(4). 

바이러스 막 표면에 존재하는 단백질에 의한 막 융합은 바이

러스의 침입을 허용할 뿐만 아니라 다양한 조건하에서 세포-세포

간의 융합을 매개하여 합포체(syncytium: multinucleated giant

cell)를 형성한다(6, 18, 20). 마우스 레트로바이러스인 Moloney

murine leukemia 바이러스와 Friend murine leukemia 바이러스의

당단백질부위 중 S84, D86, W102의 3개 아미노산이 수용체와

결합하는 것으로 밝혀졌으며 지금까지의 연구 결과 Friend

murine leukemia 바이러스의 S84와 W102의 아미노산 변화가 합

포체 형성에 관여하는 것으로 보고 되었으며, 외막 당단백질의

돌연변이 뿐만 아니라 수용체의 농도가 합포체 형성에 영향을

미친다고 알려져 있다(3, 8, 9, 24, 27). 

합포체 형성은 2가지 기작에 의하여 일어나는 것으로 알려져

있는데 하나의 비리온이 2개의 세포와 동시에 융합을 하거나

(fusion from without) 바이러스에 감염되어 바이러스 외막당단백

질을 세포표면에 발현하는 세포가 감염되지 않은 이웃 세포와

융합하는(fusion from within) 경우이다(21). 즉 fusion from

without은 바이러스의 복제가 필요 없는 반면에 fusion from

within 기작은 바이러스의 Env 유전자가 발현되어야 한다.

어떤 레트로바이러스에서는 융합기작을 수용체와의 결합으로만

설명하기에는 충분하지 않다. 마우스레트로바이러스인 경우 수용

체와 결합하기에 앞서 R 펩타이드가 분열되어야 한다(14, 22).

R 펩타이드는 마우스레트로바이러스에서 처음 관찰되었으며 바

이러스 프로티아제에 의해 절단되는 TM의 카르복시 말단 16개

아미노산을 지칭한다. 절단되는 부위에 정지 코돈을 삽입함으로

써 생성되는 R 펩타이드가 없는 재조합 MLV 외막 단백질을 다

른 바이러스 단백질 없이 수용체를 가진 세포에서 발현하면 큰

합포체를 형성한다. 이것으로 R 펩타이드가 없는 외막 단백질은

R 펩타이드를 가진 외막 단백질보다 막 융합능력이 증가되어 있

다는 것을 알 수 있다. 즉 R 펩타이드가 막 융합을 방해하는데
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(15), 융합능력이 있는 외막 단백질이 합포체를 형성하여 바이러

스를 생산하는 세포를 사멸시키기 때문에 바이러스는 감염된 세

포를 떠날때까지 막 융합 능력을 지연시키는 것이 유익하다고

할 수 있다. R 펩타이드는 바이러스의 성숙 과정 동안 50% 이

하의 효율로 절단되는데 절단된 TM은 MuLV의 비리온에서 발

견되고 R 펩타이드는 core 복합체와 결합되어 세포에서 발견되

는 것으로 알려져 있으며 D-type 레트로바이러스인 Mason-Pfizer

monkey virus, equine anemia virus, gibbon ape leukemia virus,

spleen necrosis virus, porcine endogenous retrovirus 등의 외막

단백질에서도 R 펩타이드 분열이 융합을 촉진 시키는 것으로 밝

혀졌다(22). 

합포체 형성과정과 외막 단백질이 바이러스 입자에 끼어들어

갈 때의 R 펩타이드 절단 부위에 존재하는 아미노산의 기능을

밝히기 위해 돌연변이된 외막 단백질을 만들거나 R 펩타이드가

절단되고 난 후의 막 인접 세포질쪽 부위에 대한 연구가 이루어

지고 있다(13, 23). 최근의 연구에서는 R 펩타이드 절단이 SU-

TM 복합체의 S-S 결합 이성체화를 촉진하여 바이러스의 외막과

숙주세포막의 융합에 관여하는 것으로 보고 되었다(16, 25). 

세포-세포간의 융합을 측정하는 고전적인 방법은 합포체를 발

견하는 것이나 이 방법은 융합 pore가 충분히 커야 하며 염색을

해야 하는 등 여러 가지 단점이 있다. 따라서 본 연구에서는 합

포체 형성 기작과 바이러스의 침입 기작을 쉽고 빠르게 측정하

기 위해 SU의 PRR 부위에 EGFP (Enhanced Green Fluores-

cence Protein)를 가지고 있고 R 펩타이드가 없는 full length

molecular clone을 만들었으며 R 펩타이드가 없는 외막 단백질을

가진 비리온이 어떤 방식으로 합포체를 형성할 수 있는지를 밝

히고자 하였다. 

재료 및 방법

Plasmid

MoMLV full length molecular cone을 가진 pMoMLV와 R 펩

타이드가 절단된 Moloney envelope 단백질 발현 플라스미드인

pCEETR은 Dr. J. Silver (NIAID, USA)로부터 분양받았다.

pCEETR의 PRR (proline rich region)에 EGFP를 삽입하는 것은

pEGFP-N1 (Clontech) 벡터에서 EGFP 유전자를 증폭한 후

pCEETR의 SgrAI 위치에 클로닝하였다(5). 

EGFP를 가진 full length molecular clone 제조 

pBR322 벡터에 클로닝된 MoMLV full length clone의

envelope에 EGFP 유전자를 삽입하기 위해 먼저 pcDNA3.1(-) 벡

터(Invitrogen)에 MoMLV의 pol 일부와 env 유전자를 포함하는

Hind-Hind 조각을 클로닝하였다.

pCEETR 벡터의 MoMLV env PRR에 EGFP를 삽입한 후

(pCEETR-EGFP) HpaI을 처리하여 EGFP를 포함하는 HpaI-HpaI

조각을 pcDNA3.1(-)에 클로닝된 env 유전자의 조각과 바꾸어 주

었다. 이 plasmid를 SacII와 EcoRI을 이용하여 full length

molecular clone을 가진 pBR322의 같은 제한효소 부위와 대치하

였다(pBR322MLV-EGFP). 

레트로바이러스의 프로모터 보다 강력한 CMV 프로모터를 가

진 full length molecular clone을 만들기 위해 레트로바이러스 벡

터인 pCLXSN (Imgenex)을 EagI을 처리한 후 packaging 시그날

을 가지고 있는 Moloney 바이러스의 EagI 조각으로 바꾸어 주었

다. 이 plasmid를 SalI과 NheI을 처리하여 EGFP를 가진 envelope

으로 대치하여 CMV 프로모터를 가진 replication competent

molecular clone (pCLXSN-MLV-EGFP)을 제조 하였다. 

R-peptide가 절단된 full length molecular clone의 제조 

합포체 관찰을 위해 pCLXSN-MLV-EGFP의 envelope에서 R

펩타이드를 제거하고자 하였다. pCEETR-EGFP의 R 펩타이드가

제거된 부분(R(-))을 pCLXSN-MLV-EGFP에 삽입하기 위해

pCEETR-EGFP를 EcoRI-BglII를 처리하였고 EcoRI-BglII 조각을

pIRES2-EGFP 벡터(Clontech)에 삽입하였다. 이 plsamid를 NsiI과

NheI을 처리한 후 pCLXSN-MLV-EGFP의 NheI-NsiI 조각과 교

체 하였다(pCLXSN-MLV-EGFP-R(-)). 

Syncytium 형성

완성된 DNA의 발현에 따른 합포체를 관찰하기 위하여

transfection 전 날 6 well plate에 NIH3T3 세포를(1×105 cells/

dish) 배양한 후 CalPhosTM mammalian transfection kit

(Clontech)와 polyfect (Qiagen)를 사용하여 transfection을 실시하

였다. 2일이 지난 후 매일 dish를 꺼내어 합포체 형성 여부를 관

찰 하였으며 transfection에 의해 형성된 비리온에 의한 합포체

형성 여부는 293 세포주에 transfection한 후 2일째에 상층액을

얻어 상층액 1 ml과 polybrene (Hexadimethrine bromide, Sigma)

20 µl (10 µg/ml)를 새로운 NIH3T3 세포에 감염 시켜 광학 현미

경과 형광 현미경을 사용하여 합포체 생성 유무를 관찰 하였다. 

결과 및 고찰

바이러스의 외막 당단백질은 수용체에 부착하여 숙주 세포막

과 융합하는데 필수적인 역할을 하고 있으며 바이러스의 침입과

정에서의 당단백질의 역할은 비교적 자세하게 밝혀졌다(11). 그

러나 에너지학적으로 불리한 반응인 숙주 막과 바이러스 막 사

이의 지질 혼합 기작은 중요한 의문으로 남아 있다. MoMLV

TM의 카르복시 말단 16개 아미노산(617-632번; 외막 단백질 전

체 아미노산 갯수는 632 개)은 R 펩타이드로 알려져 있는데 R

펩타이드의 절단이 외막 당단백질에 의한 바이러스의 침입에 필

수적이다. R 펩타이드가 막융합을 억제하는 기작은 잘 알려져

있지 않으며 616번 아미노산(leucine)과 617번 아미노산(valine)이

R 펩타이드 절단 위치이다. 이 절단 위치 주변에 있는 아미노산

중 어떤 아미노산이 막융합 억제에 관여하는지 밝히기 위해 특

정 아미노산을 돌연변이 시키는 연구와 R 펩타이드가 절단된 후

남아 있는 TM의 막 가까운 세포질쪽 부위(598-616번 아미노산)

의 역할에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다(23). 최근 연구에

서는 SU-TM 복합체의 내부소단위 간 이황화 결합의 이성질체화
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(isomerization)에 의해 융합이 조절될 수 있으며 R 펩타이드가

in vitro와 in vivo 분석 시험에서 이성질체화 반응을 억제하는

것으로 밝혀졌다(16). 또한 R(-)에 의한 막융합 정도와 형질도입

(transduction) 효율에 있어서 R(+) 외막 단백질의 영향을 분석한

결과 바이러스 외막에 R(-)와 R(+)가 혼합되어 있으면 R(-)만 포

함하는 바이러스보다 낮은 융합성과 낮은 형질 도입 효율을 나

타내는 것으로 알려졌다(13). R(-)는 R 펩타이드가 절단되어 존

재하지 않는 것을 나타내며 R(+)는 R 펩타이드가 존재한다는 것

을 의미한다. 

기존 연구에서는 막융합 정도를 알아보기 위해 단순히 광학

현미경을 사용하여 눈으로 합포체를 관찰하거나 염색을 하여 관

찰하였는데 이러한 방법은 정상 상태에서도 관찰되는 합포체와

의 구분이 어렵고 염색하는데도 시간이 걸리는 등 관찰에 어려

움이 있었다. 이러한 문제를 해결하고자 본 연구에서는 합포체를

신속하고 정확하게 관찰할 수 있는 방법을 개발하고자 EGFP를

가진 R(-) envelope을 만들었다. EGFP를 바이러스의 외막 당단

백질에 삽입하거나 수용체에 융합시켜 외막 당단백질과 수용체

의 결합 기작을 밝히고자 하는 연구 방법은 기존에 확립되어 있

다(5, 10, 17, 19). 따라서 본 연구에서는 envelope의 PRR

(proline rich region)에 위치한 EGFP가 안정하게 발현이 되어 합

포체 형성을 쉽게 관찰할 수 있는지 알아보기 위해 Fig. 1에서

보는 바와 같이 NIH3T3 세포주에 pCEETR-EGFP를 transfection

하여 48시간 후에 관찰하였다. 관찰 결과 세포질은 형광을 띄나

핵은 형광을 나타내지 않아 합포체 관찰이 기존의 방법보다 신

속 정확하게 관찰 가능하다는 것을 밝혔으며 EGFP를 가진 env

유전자가 안정되게 발현되고 있음을 알 수 있었다. 위 결과를 바

탕으로 바이러스가 침입하는 과정에서 R 펩타이드가 합포체 형

성에 관여하는 기작을 연구하기 위해 EGFP와 R(-)를 포함하는

replication competent full length molecular clone을 만들었으며

이 clone을 NIH3T3 세포주에 transfection 하였을 때 시간이 지

나면서 합포체 형성 숫자가 늘어났고 더 많은 수의 핵이 합포체

형성에 관여 하였다(Fig. 2). 이러한 현상은 이 clone이 복제를

하면서 더 많은 바이러스를 만들어 합포체 형성에 관여하기 때

문일 것으로 생각된다. 처음에는 replication competent full

length molecular clone으로 pBR322MLV-EGFP를 사용하였으나

형광을 약하게 띄어 CMV 프로모터를 가진 pCLXSN-MLV-

EGFP를 제조하였다. 

합포체(syncytium) 형성이 바이러스-세포간 융합(fusion from

without) 때문인지 세포-세포간 융합(fusion from within) 때문인

지 알아보기 위해 replication competent full length molecular

clone (pCLXSN-MLV-EGFP)을 293 세포주에 transfection을 하여

48시간 후에 상층액을 얻었으며 이 상층액으로 NIH3T3 세포주

를 감염 시켰을 때 광학 현미경으로 합포체를 형성하는 것은 관

찰 하였으나(Fig. 3A) 이 세포주를 형광 현미경으로 관찰 하였을

때는 형광을 띄지 않았다(Fig. 3B). 이러한 연구 결과는 바이러

스-세포간 융합(fusion from without)에 의해서 합포체가 형성되

는 것으로 R(-) envelope을 가진 바이러스 입자가 감염을 일으키

Fig. 1. Syncytium formation in murine NIH3T3 cells. NIH3T3 cells

were transfected with an envelope expression vector encoding the

truncated ecotropic envelope (pCEETR-EGFP). Cells were photo

graphed under a fluorescence microscope. Objective lens magnification

was × 20.

Fig. 2. Generation of replication-competent GFP-Env(R-) bearing viruses. NIH3T3 cells were transfected with pCLXSN-MLV-EGFP-R(-)

encoding GFP in its truncated envelope. Transfected NIH3T3 cells showed multi nucleated giant cells (A). In passage 3, more extensive syncytia

were observed (B). Cells were photographed under a fluorescence microscope. Objective lens magnification was × 20.
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지 않으면서 세포들을 끌어 모으는 중재 역할을 한 것으로 생각

된다. 합포체 형성 숫자가 많지 않은 것은 R(-) envelope 단백질

이 R(+) envelope 단백질과는 달리 바이러스 입자 내에 삽입되

는 효율이 낮기 때문이다. 

이상의 연구결과 EGFP와 R(-)를 포함하는 replication

competent full length molecular clone이 신속 정확하게 합포체

형성 여부를 판단할 수 있게 하여 이 clone이 합포체 형성기작

연구에 유용하며 R(-) envelope을 가진 바이러스 입자는 감염을

일으키지 않으면서 합포체를 형성할 수 있음을 밝혔다. 
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ABSTRACT : Construction of a Fluorescently Labeled Infectious R Peptide-Less Moloney MLV Molec-

ular Clone for Analysis of Syncytium

Yong Jin Lee, Jin Woo Park, Kyu Jun Lee, Eun Hye Bae, Sung-Han Park, Ji Hyun Lim,

Sae Ro Mi Kim, and Yong-Tae Jung* (Department of Microbiology and Institute of Basic Sci-

ence, College of Advanced Science, Dankook University, Cheonan 330-714, Republic of Korea)

Retroviruses enter host cells by membrane fusion between the viral Env proteins on the virus membrane and a

virus receptor on the cellular membrane. The envelope protein of the ecotropic Moloney murine leukemia virus

is synthesized as a gp85 precursor and is proteolytically cleaved into an extracellular surface unit (SU) and the

transmembrane protein (TM). The cytoplasmic tail (16 amino acid; R peptide) of the TM protein is further

cleaved by the viral protease during virion maturation. Unlike the wild type Env protrin bearing the R peptide, R

peptide-truncated Envelope induces syncytia in susceptible cells. To understand the mechanism of R peptide-

truncated Env in syncytium formation, R peptide-truncated Env expressing full-length molecular clone con-

taining EGFP in PRR (proline rich region) of Env was constructed. This molecular clone induced syncytia in

transfected NIH3T3 cells, fluorescence was detected in the cytoplasm and at the plasma membrane, while the

nuclei did not stain and appeared black by fluorescence microscopy. Interestingly, virions with truncated enve-

lope produced from transfected NIH3T3 cells induced syncytia in NIH3T3 cells, but fluorescence was not

detected in the same infected cells. It is believed that cell-free viruses direct the fusion of neighboring cells with-

out infection. Our data suggests that use of EGFP-tagged envelope for monitoring syncytium is a sensitive and

convenient method. We also found that virion incorporated the R peptide-truncated Env is able to induce the for-

mation of syncytia by fusion from without.


