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The structure of coxsackievirus and adenovirus receptor's CAR is similar to adhesion molecules. In the adult heart, 
the majority of CAR localizes at the intercalated disc. Germ line CAR deletion induces embryonic lethality at E11.5 
with evidence of a cardiac abnormality. The CAR role as a viral receptor is well known; however, its precise function in 
the heart for enterovirus infection is not clear. To understand the role of CAR in the cardiac myocyte, we generated 
cardiac-specific CAR knockout mice using a CAR floxed allele and alpha-MHC-Mer CRE Mer mice. Western blot 
analysis and immunofluorescent stain of ventricles at 6 weeks after 2 weeks tamoxifen administration, CAR expression 
was significantly decreased in CARf/f MCM mice but not in CARf/f mice heart. Enterovirus was intraperitoneally infected 
into CARf/f MCM and CARf/f mice (n=10 each). CAR disruption was dramatically reduced virus infection and replication 
in the heart but not different in liver, spleen, and pancreas. Cardiac myocyte damage was significantly reduced in the 
CARf/f MCM mutant mice by evans blue dye stain. In addition, the CARf/f MCM mutant mice heart inflammation and 
fibrosis were decreased in H&E and trichrome stain compare to CARf/f control mice. CAR expression was required for 
normal ventricular function, but it is the cause of enterovirus infection. In the adult mice heart, CAR deletion was 
significantly reduced viral infection, proliferation, and myocarditis. These results suggested that CAR deletion could be 
useful therapeutic strategy to prevent viral myocarditis. 
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서 론 

 

Coxsackievirus and Adenovirus receptor (CAR)는 바이러

스의 세포 내 감염을 위한 receptor로서 급성 심근염과 

소아들의 수족구를 유발하는 엔테로바이러스와 눈병을 

일으키는 아데노바이러스의 주요 수용체로 여러 세포와 

기관에 걸쳐 폭 넓게 발현되고 있다 (1, 2). 특히 심근염을 

일으키는 Coxsackievirus type B3 (CVB3)의 주 수용체로서 

심장으로의 바이러스 감염과 매우 밀접한 관계가 있을 

것으로 생각되었고 심장에서 높은 수준으로 발현을 하고 

있어 심장에서의 고유한 생리학적 기능에 대한 의문을 

갖게 한다 (3~6). 이전의 CAR에 대한 연구에서 CAR가 

뇌의 신경세포 발달 단계에서 세포와 세포 간의 결합에 

중요한 역할을 함을 발견하였으며 발달 시기에 CAR는 

생쥐의 태아 분화 시 신경관의 형성 및 심근세포의 발생

에 중요한 역할을 하고 있으며 CAR를 몸 전체에서 제거

한 돌연변이 생쥐는 혈관이 파괴되어 혈액의 유출이 관
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찰되었고 흉부가 확대되어 태아 발생 9일에서 12일 사이

에 모두 사망하였다. 이를 통해 CAR가 배아 발생 단계에

서 필수적임을 확인하였다 (7, 8). 

성체 심장에서 CAR는 심근세포 간의 물리적인 연결

을 매개하며 이러한 세포간 결합은 지속적인 심장 기능

의 항상성에 중요함을 발견하였다. CAR 단백질은 심근

세포 간의 결합 부위인 intercalated disc와 심장의 박동을 

일정하게 만들어 주는 Atrioventricular (AV)-node의 세포

와 세포 junction에서 발현되며 AV-node의 주요 단백질 

connexin45와 간접적인 상호결합을 통해 connexin45의 안

정적 발현을 유지한다 (2, 9~11). 이러한 단백질의 유지는 

정상적인 심장 기능을 위해 매우 중요하며 intercalated 

discs에서의 CAR 단백질 제거는 지속적으로 심근세포에 

물리적 스트레스를 가해 심근병증을 유발하고 급속한 심

장기능저하를 유도하였다. 돌연변이 생쥐 심장은 심근세

포의 파괴로 염증세포의 침투와 근섬유화의 병리학적 변

화가 관찰되었다. 또한 CAR 단백질이 제거된 심장의 면

역형광염색을 통해 CAR 단백질의 발현이 β-catenin과 같

은 구조단백질의 유지에 매우 중요한 역할을 함을 확인

하였다. 특히 심근세포 특이적 CAR 단백질 제거 돌연변

이 생쥐는 비정상적인 심장 전기박동을 보이며 시간이 

흐름에 따라 심장 기능의 이상을 유발하여 심장의 불안

정한 박동의 원인임을 보여주었다 (2, 12, 13). 

엔테로바이러스에 속하는 CVB3는 사람의 심근염을 일

으키는 바이러스로 심각한 염증과 면역작용을 유도하고 

종종 급성 사망에 이르게 한다. 또한 만성 심근염을 유발

하여 최종에는 심근병증을 일으킨다 (3, 14~17). 비교적 

작은 7.4 kb의 양성 RNA 바이러스로 하나의 RNA에서 

하나의 거대 단백질을 만들고 자신의 단백질 절단효소를 

사용하여 각각의 기능 단백질을 만들어 증식하게 된다. 

CVB3가 심근세포에 감염되기 위해 사용하는 주 수용체

가 CAR이며 이전의 세포 실험에서 CAR의 결핍은 CVB3 

감염을 억제함을 보여주었다. 특히 CAR의 항체 이중구조

를 사용한 엔테로바이러스 감염 억제 실험은 CAR가 특

이적으로 엔테로바이러스와 결합하여 세포로의 감염 유

도함을 증명하였다 (4, 18). 

본 연구에서는 심근특이적으로 CAR 단백질을 제거한 

Balb/C inbred 마우스를 제작하여 실제 사람에서 심근염을 

일으키는 병원성 바이러스인 coxsackievirus B3의 심근세

포로의 감염과 CAR 단백질과의 관계를 연구하고 이를 

통한 엔테로바이러스 감염 억제 및 치료 방법 개발을 위

한 기반 지식을 제공하고자 한다. 

 

재료 및 방법 

심근특이적 CAR 제거 마우스 제작 

성체의 원하는 성장 시기에 심근특이적으로 CAR 단백

질을 제거한 마우스의 제작을 위해 CAR 유전자의 Exon 

2번의 앞뒤에 Cre recombinase의 작용 부위인 loxP site

를 삽입한 CAR conditional knock out 마우스를 미국 

University of California, San Diego 대학 Dr. Knowlton 교

수에게 분양 받았다 (2). 6주령의 마우스 심근세포에서 

CAR 유전자의 발현을 제거하기 위해 Cre recombinase의 

발현을 tamoxifen의 주사로 조절할 수 있는 돌연변이 

oestrogen 수용체를 가진 alpha-MHC Mer-Cre-Mer 마우스

와 교미하여 CARf/f MCM 돌연변이 마우스와 MCM이 

없는 CARf/f 마우스를 얻어 대조군으로 사용한다. 각각 

10마리 이상의 유사한 연령의 돌연변이와 대조군 마우스

를 확보하여 4주부터 CAR 단백질의 제거를 위해 40 mg/ 

kg의 tamoxifen을 연속하여 5일 동안 2주간 복강 주사하

여 전달한다. 2주 후 마우스의 심장을 적출하여 CAR 단

백질의 발현을 확인한다 (19). 

Western blot analysis 

CAR 제거 돌연변이 마우스의 심근세포에서의 CAR 

단백질 발현 변화를 관찰하기 위해 lysis buffer (50 mM 

Tris, pH 8.0, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0.5% NP40, 0.5 

mM PMSF, 0.5 mM DTT)로 심장을 파쇄하여 단백질을 

분리한다. 분리된 단백질은 2x loading buffer (0.125 M Tris, 

pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 0.2 bromophenol blue, 200 

mM DTT) 섞은 후 10% acrylamide gel에 loading 하여 100 

Volt로 약 3시간 전기영동 후 nitrocellulose membrane에 

220 mA로 상온에서 1시간 동안 transfer 한다. Transfer 후 

5% non-fat milk blocking buffer에 1시간 동안 반응하여 비 

특이적인 항체반응을 제거하였다. 1차 항체 anti-CAR와 

GAPDH를 사용하여 4도에서 over night 배양하고 2차 항

체로 horse radish peroxidase (HRP)가 tagging된 항체를 사

용하여 ECL (Intron Biotech, Seoul, Korea) 방법으로 각각

의 단백질 발현 변화를 관찰한다. 

면역형광염색 

Tamoxifen 주입 2주 후 대조군과 돌연변이 마우스의 
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심장을 적출하여 25% Sucrose 용액에 넣어 4도에서 18

시간 동안 반응시킨다. 고정된 심장은 OCT compound 

(Sacura, Japan)에 넣어 빠르게 동결한다. 동결한 조직은 

Cryo-sector를 사용하여 7 μm로 절편을 만들고 1% Triton 

x-100과 10% goat serum으로 상온에서 1시간 처리하여 조

직의 항체 투과를 높인다. 이 후 3% bovine serum albumin

으로 30분간 blocking한 후 1차 항체(anti-CAR)를 4도에

서 overnight 하여 반응하고 2차 항체(anti-rabbit Alexa 488)

로 반응하여 CAR 단백질 제거 후 심근세포에서 CAR 

단백질의 발현여부와 위치 변화를 형광현미경(Olympus, 

USA)을 사용하여 관찰한다. 

마우스 엔테로바이러스 감염 

Tamoxifen 주입으로 CAR 단백질을 제거한 생후 6주

된 Balb/c strain의 CARf/f MCM 돌연변이와 CARf/f 대조군 

마우스를 2*103 PFU의 엔테로바이러스로 각각 10마리씩 

복강 주사하여 감염시키고 감염 후 각각 4, 7, 10일에 혈

액을 채취하고 간, 심장, 비장, 췌장을 적출하여 일부는 

바이러스 정량을 위해 보관하고, 일부는 4% paraformal- 

dehyde로 고정하여 paraffin 절편을 만들어 병리소견을 관

찰한다 (20). 

바이러스 역가 측정 

저장된 심장의 심방 부위 일부와 간, 비장, 췌장의 일

부분 무게를 측정한 후 1 ml DMEM (GIBC0-BRL, USA) 

배지에 넣고 polytron homogenizer로 15,000~20,000 rpm에

서 3~5분간 homogenize 시킨 후 1,500 g로 10분간 원심

분리하고 상층액을 220 nm filter로 여과한다. 이 상등액을 

6 well plate에 70%로 배양된 HeLa 세포에 30분간 감염시

킨 후 3% Difco agar/DMEM을 3 mm로 덮고 37도 CO2 

배양기에서 이틀간 배양하여 plaque forming unit (PFU) 

assay로 바이러스 역가를 측정한다. 

조직병리학적 검사 

4% paraformaldehyde에 고정하여 paraffin 절편을 만들

어 놓은 조직을 5 μm의 두께로 자른 후 hematoxylin and 

eosin (H&E)으로 염색을 하여 심근염의 정도를 광학현

미경상에서 관찰하고 Mason Trichrome 염색으로 섬유화

(fibrosis)의 정도를 CARf/f MCM 돌연변이와 CARf/f 대조

군 마우스 심장에서 관찰한다. 

 

결 과 

성체 시기 심근특이적 CAR 단백질 제거 

모든 마우스는 엔테로바이러스의 감염 실험이 가능한 

Balb/c inbred strain으로 제작하여 사용하였다. 6주령 마우

스 심근세포에서 CAR 단백질을 제거하기 위해 4주령 

CARf/f MCM 돌연변이와 CARf/f 대조군 마우스에 각각 

주 5회로 2주간 매일 40 mg/kg로 tamoxifen을 복강에 

주사하였다. 약물 주사 2주 후 6주령 마우스에서 심장을 

적출하여 CAR 단백질의 발현을 western blot analysis와 

면역형광염색으로 확인하였다. CAR 단백질의 발현은 

tamoxifen 주입에 의해 80% 이상의 유의한 제거가 확인

되었다(Fig. 1A). 특히 면역형광염색을 통해 심근세포의 

연결 부위인 intercalate discs에서 CAR 단백질 발현의 유

의한 감소를 관찰할 수 있었다(Fig. 1B). 이렇게 제작된 

CAR 단백질 제거 마우스를 엔테로바이러스 감염 실험에 

사용하였다. 

 

A 

B 

Figure 1. Generation of Mice with Cardiac-Specific Deletion of
CAR. After 2 weeks tamoxifen administration CAR expression 
was observed. CAR expression in CARf/f (control) and CARf/f

MCM (Mutant) mice were measured by western blot analysis (A),
and immunofluorescent staining (B) using an antibody specific 
for CAR (Green). The typical intercalated disc staining for CAR 
was observed in the CARf/f mice, but not in the CARf/f MCM mice.
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CAR 단백질 제거 마우스 엔테로바이러스 감염 

2주 간의 tamoxifen 주입을 통해 CAR 단백질을 제거

한 6주령 마우스에 CVB3 엔테로바이러스를 2*103 PFU

로 CARf/f와 CARf/f MCM 마우스 각각 10마리에 복강 주

사를 통하여 감염하였다. 바이러스 감염 후 각각 4, 7, 10

일에 마우스를 희생하여 heart, liver, spleen, pancreas와 혈

액을 적출하여 CAR 제거 돌연변이 마우스의 바이러스 

감염을 확인하였다(Fig. 2A). 엔테로바이러스 감염 후 

tissue에서 생 바이러스의 역가를 PFU assay를 통해 측정

하였으며 Liver, spleen, pancreas의 장기에서 엔테로바이러

스 감염은 대조군(CARf/f, WT)과 돌연변이(CARf/f MCM, 

Mut) 마우스 간의 큰 차이가 없이 일정한 바이러스 역가

가 검출되었다. 그러나 심장의 경우 CAR 단백질이 제거

된 돌연변이(Mut)가 대조군(WT) 마우스의 약 100배 이

하로 낮은 생 바이러스의 역가가 검출되어 심근특이적인 

CAR 단백질의 제거가 엔테로바이러스 감염을 특이적으

로 억제하고 바이러스의 심장에서의 증식을 효과적으로 

저해함을 관찰하였다(Fig. 2B). 

엔테로바이러스 감염에 따른 심근세포 파괴 억제 

엔테로바이러스 감염에 의한 심근세포의 파괴 정도를 

확인하기 위해 엔테바이러스 감염 4일 후 마우스를 희생

하기 18시간 전 evans blue dye (1 mg/ml)을 복강에 주사하

였다. 마우스를 희생하여 심장을 적출하고 cryo-section을 

만들어 조직을 슬라이드글라스에 고정 후 형광현미경으

로 심근세포의 파괴를 확인하였다. Fig. 3A에서 보는 것

과 같이 CARf/f MCM 마우스의 심장에서는 파괴된 적색

으로 염색된 심근세포가 관찰되지 않았으나 CARf/f 마우

스에서는 적색으로 염색된 심근세포가 다수 확인되어 많

은 바이러스의 감염으로 인한 심근세포의 파괴가 관찰되

었다. 실제 파괴된 심근세포는 CARf/f 마우스 1.4 ± 0.5%

와 CARf/f MCM 마우스 0.2 ± 0.1%로 통계적으로 유의한 

차이를 보여주었다(Fig. 3B). 

심근특이적 CAR 단백질의 제거와 심장의 염증세포 

감소 

엔테로바이러스 감염에 따른 심근세포의 파괴와 염증

세포 침윤을 확인하기 위하여 병리학적 염색을 수행하

였다. 심장의 염증세포를 H&E 염색으로 근섬유세포를 

trichrome 염색으로 확인하였으며 CARf/f 마우스의 심장에

서 더 많은 염증세포와 근섬유세포가 관찰되어 엔테로바

이러스 심근세포 감염으로 인한 심근세포의 파괴를 확인

할 수 있었다. 그러나 CARf/f MCM 마우스는 CAR 단백

질의 제거로 엔테로바이러스의 감염이 억제되어 일부분

에서 몇몇 심근세포만의 파괴가 관찰되었다(Fig. 4). 본 병

리학적 결과는 실제 엔테로바이러스의 수용체로 알려진 

CAR 단백질의 제거가 바이러스의 심근세포로의 감염을 

억제하여 심근세포의 파괴를 최소화하고 염증세포와 근

섬유세포의 형성을 효과적으로 억제함을 확인하였다. 

 

고 찰 

 

성체 심장에서 CAR는 심근세포 간의 물리적인 연결

을 매개하며 이러한 세포간 결합은 지속적인 심장 기능

의 유지에 매우 중요하다. CAR 단백질은 심근세포 간의 

결합 부위인 intercalated disc와 심장의 박동을 일정하게 

Figure 2. Enterovirus infection in cardiac-specific CAR deletion
mice. (A) Scheme of animal study for CAR deletion and entero-
virus infection. Enterovirus was infected after 2 weeks tamoxifen
administration. (B) Tissue virus titer was measured by PFU assay.
In the CARf/f MCM mutant mice (Mut) heart virus titer was
significantly reduced compare to CARf/f control mice (WT) heart
4 days following enterovirus infection. (Mean ± S.E.M, **p < 0.01,
each data point is represented on graphs). 

A 

B 
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만들어 주는 atrioventricular (AV)-node의 세포와 세포 

junction에서 발현되며 심근세포에서의 CAR 단백질 제거

는 지속적으로 심근세포에 물리적 스트레스를 가해 심근

병증을 유발하고 급속한 심장기능 저하를 유도한다. 또

한 CAR 단백질이 제거된 심장의 면역형광염색을 통해 

CAR 단백질의 발현이 β-catenin과 같은 구조 단백질의 유

지에 매우 중요한 역할을 함이 확인되어 실질적인 심장

의 구조 유지에도 물리적으로 중요 기능을 하고 있다. 특

히 심근세포 특이적 CAR 단백질 제거 돌연변이 생쥐는 

비정상적인 심장 전기박동을 보이며 시간이 흐름에 따라 

심장 기능의 이상을 유발하여 심장의 박동 조절의 중요

한 역할을 한다 (2, 13). 

이렇게 CAR 단백질은 심장에서 심장의 항상성과 심장 

박동 유지의 매우 중요한 역할을 담당하고 있다. 하지만 

다른 한편으로 CAR 단백질은 coxsackievirus와 adenovirus

의 수용체로 알려졌으며 많은 연구가 진행되었다 (1, 6, 

18). 특히 급성 심근염의 원인 바이러스인 엔테로바이러

스 중 coxsackievirus B3 (CVB3)의 주요 수용체로 CVB3

의 특이적 목표세포로의 감염에 사용된다. 그렇다면 이러

한 CAR 단백질의 제거가 여러 질병의 원인 바이러스로 

알려진 adenovirus와 coxsackievirus의 감염을 저해하고 감

염으로 인한 질병의 발병을 억제할 수 있을 것인가에 대

해 생각하게 되었다. 하지만 CAR 단백질은 발생과정 중 

뇌의 신경세포와 심근세포의 발생에 매우 중요하며 CAR 

단백질이 제거된 배아는 배아의 발생 시기 10~12일 사이

에 모두 사망하였다. 이러한 문제를 해결하고 CAR 단백

질 제거의 효과를 성체 마우스에서 확인하기 위해 심근

세포에서 단백질 제거 시기의 조절이 가능한 conditional 

CAR knock out 마우스를 제작하여 엔테로바이러스 감염

과 심근염 유발을 실험하였으며 심근세포에서의 CAR 단

Figure 3. Decrease cardiac myocyte damage. (A) Evans blue dye (EBD) uptake was significantly decreased in the heart of CARf/f MCM
mutant mice 4 days following enterovirus infection compare to CARf/f control mice. (B) EBD uptake was measured in CARf/f mice (1.4 
± 0.5%) and CARf/f MCM mice (0.2 ± 0.1%). (Mean ± S.E.M, ***p < 0.001, each data point is represented on graphs). 

A B 

Figure 4. Decrease inflammation and fibrosis. CAR deletion
was effectively blocked enterovirus infection and proliferation in
the heart. Inflammation and fibrosis were significantly reduced in
CARf/f MCM mutant mice heart compare to CARf/f mice heart 10
days following enterovirus infection. Without CAR expression
enterovirus was not able to infect into cardiac myocyte. 
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백질 제거가 효과적으로 심근세포로의 바이러스 감염을 

억제함을 검증하였다. 

본 연구에서 성체 마우스의 심근세포에서 특이적으로 

CAR 단백질을 80% 이상 성공적으로 제거하였으며 CAR 

단백질의 제거로 엔테로바이러스의 심근세포로의 감염을 

유의하게 억제하였다. 바이러스 감염 억제를 통해 심근세

포의 파괴와 이에 따른 심근염의 발병을 효과적으로 막

을 수 있었다. 이러한 결과를 통해 CAR 단백질의 부분

적인 발현 억제는 CAR 단백질을 수용체로 사용하는 바

이러스의 감염 억제를 위한 치료 방법으로 사용될 수 있

을 것으로 생각된다. 
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