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Kaposi's sarcoma associated herpesvirus (KSHV) is subdivided into gamma-herpesvirus and causes Kaposi's sarcoma 
in human immunodeficiency virus (HIV)-infected patients. A defining feature of herpesviral biology is the presence of 

two alternative genetic lifestyles - a latent infection and a lytic replicative cycle. Almost all herpesviruses examined so 

far have been shown to express viral miRNAs in latently and/or productively infected cells. KSHV encodes an array of 
15 distinct miRNAs, all of which are expressed at readily detectable levels in latently KSHV infected cells. The expression 

of an array of these viral miRNAs in KSHV-infected cells suggests that down-regulation of host cell mRNAs by 

miRNA-mediated RNA interference may represent a critical step in the establishment and/or maintenance of latent 
infections by KSHV. To investigate KSHV miRNAs that are expressed in KSHV-infected cells, KSHV-infected human 

umbilical cord vein endothelial cells (HUVECs) and BCBL-1 cells were used and their miRNAs were analyzed by a 

modified real-time PCR method. Some KSHV miRNAs were detected in KSHV-infected HUVECs and their expression 
was affected by genetic life cycles. In addition, KSHV miRNAs were also detected in BCBL-1 and their expression was 

not related to treatment of sodium butyrate. These results indicate that KSHV infection in cells inducing KSHV miRNAs 

expression would be increased upon entry into latent replication. 
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서 론 

 

RNA는 그 종류가 다양하여 단백질을 합성하는데 필

요한 rRNA와 tRNA 외에도 단백질 합성과 관련이 없

는 다양한 종류의 RNA가 세포 내에서 전사된다. 단백질 

합성에 직접 관여하지 않는 이러한 종류의 RNA로는 

small nuclear RNA (snRNA), small nucleolar RNA (snoRNA), 

micro RNA (miRNA), short interfering RNA (siRNA) 등이 있

다 (1). miRNA는 전사(transcription)와 해독(translation) 수

준에서 유전자 발현을 조절할 수 있는 20~22 nucleotide 

single-stranded non-coding RNA로 messenger RNA (mRNA)

의 3' untranslated region (3'UTR)에 결합하여 그 mRNA의 

유전암호 해독을 억제하거나 mRNA 자체를 파괴하여 유

전자의 기능을 억제함으로써 생체 내 효과를 나타낸다 (2, 

3). 숙주 miRNA는 세포주기, 분화, 발열, 대사, patterning 

및 노화와 같은 근본적인 생물학적 과정에 관여한다. 

miRNA의 발현 이상은 여러 종류의 암이나 심장비대, 부

정맥과 같은 심혈관 질환 등의 발병에 중요한 역할을 함

이 알려져 종양학이나 순환기학 등의 분야에서도 활발한 
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연구가 이루어지고 있다 (4). 

숙주와 마찬가지로 herpesvirus를 비롯한 일부 virus들

도 miRNA를 encoding하고 있다. 최근에 γ-herpesvirus인 

Epstein-Barr virus (EBV)에 감염된 사람 B 림프구에서 

viral miRNA가 생성된다는 사실이 밝혀졌고, 뒤이어 다

른 herpesvirus에 의해서도 miRNA가 발현된다는 사실이 

밝혀짐에 따라 virus의 숙주 감염 중 miRNA의 역할에 

대한 중요성이 인식되어 가고 있다 (5, 6). 바이러스의 

miRNA가 자신이나 숙주의 mRNA를 억제하는 방법은 

2가지이다. 첫째는 바이러스의 miRNA가 자신의 DNA에

서 전사된 상보적인 mRNA에 결합하여 그 발현을 저해

하는 것이고, 둘째는 바이러스의 miRNA가 숙주 mRNA

의 3'UTR에 결합하여 숙주의 mRNA가 발현되는 것을 억

제하는 것이다 (7, 8). 특히 바이러스 miRNA는 면역에 관

련된 유전자를 억제시켜 면역 회피작용을 일으키거나 혹

은 cell cycle을 조절하여 감염된 세포의 수명을 연장시킴

으로써 숙주의 발병을 촉진시킨다 (9~14). 

KSHV는 감마 herpes 바이러스의 하나로서, 후천성 면

역 결핍증 환자에게서 발생한 카포시육종에서 분자생물

학적 방법을 통해 처음 발견되었다. KSHV는 카포시육종 

외에도 pleural effusion lymphoma (PEL), 다발성 Castleman 

disease 등의 발생에 중요한 역할을 한다는 사실이 밝혀졌

다 (15~17). KSHV는 lytic phase와 latent phase의 두 가지 

생활사로 구성되어 있다. Latent phase에서는 viral genome

이 세포 내 존재하지만 유전자 발현이 제한되고 숙주가 

인식하지 못한다. Lytic phase에서는 모든 바이러스 유전

자들이 발현되고 세포 사멸과 progeny virus의 생산을 유

도한다 (18~24). 

KSHV도 miRNA를 발현하는데 이들은 숙주세포의 

mRNA나 바이러스 자체의 mRNA 발현을 억제함으로써 

KSHV 감염을 유지시키고 확립시키는 중요한 역할을 하

는 것으로 여겨지고 있다. 예를 들어 miR-K12-5와 miR- 

K12-9는 apoptosis를 유발하는 transcriptional repressor인 

Bcl-2-associated factor 1 (BCLAF1)의 발현을 억제시켜 세

포사멸 과정(apoptosis pathway)을 조절하고, miR-K12-1은 

cell cycle과 관련 있는 Thrombospondin 1 (THBS1)과 p21

의 발현을 억제시켜 감염세포의 성장과 증식에 관여한다 

(25, 26). 또한 최근에는 KSHV miRNA가 latent phase에서 

lytic phase로의 전환을 매개하는 replication and transcription 

activator (RTA)가 발현하는 것을 억제시켜 latent phase를 

유지시킴으로써 바이러스의 life cycle을 조절할 것이라

는 가설이 제기되고 있다 (27). KSHV의 miRNA는 latent 

replication 시 발현되는 유전자로 알려져 있으나 실제 바

이러스 감염 후, 혹은 lytic replication 유도 후 각각의 

miRNA의 발현 변화에 대한 분석은 아직까지 보고된 바

가 없다. 본 연구에서는 사람제대혈정맥내피세포(human 

umbilical cord vein endothelial cells, HUVECs)과 BCBL-1 세

포를 사용하여 KSHV의 life cycle에 따른 miRNA의 발현 

변화를 측정하여 KSHV의 생명 활동에 대한 이해를 증진

시키고 KSHV 감염과 이로 인한 종양의 발병을 억제시

키는 치료 방법의 개발에 대한 기반 지식을 제공하고자 

한다. 

 

재료 및 방법 

HUVECs 및 BCBL-1 세포 배양 

HUVECs (Clonetics, Walkersville, MD, USA)은 human 

endothelial growth factor, human fibroblast growth factor B, 

vascular endothelial growth factor, ascorbic acid, hydrocortisone, 

long R3-IGF-1, 그리고 heparin을 포함하는 endothelial cell 

growth medium (BulletKit; Clonetics)에 배양하였다. 사람 

임파종 세포주인 BCBL-1 세포는 10% fetal bovine serum 

(FBS; Sigma, St. Lowis, MO, USA), 50 μg/ml의 gentamicin, 

2 mM의 glutamine을 포함하는 RPMI 1640 배지에 배양

하여 37℃, 5% CO2 항온항습 배양기에서 세포를 유지시

켰다. 

HUVECs에 KSHV 감염 

재조합 KSHV인 KSHV-BAC36를 지닌 BCBL-1 세포를 

hygromycin으로 선별하여 배양한 후, sodium butyrate를 사

용하여 KSHV 용원성 복제를 유도하였다. 72시간 동안 

sodium butyrate 처리 후, 바이러스를 농축하였다. 바이러

스 농축을 위해 sodium butyrate가 처리된 세포 배양액을 

5,000 ×g로 10분간 원심 분리하여 세포 및 부산물을 모

두 제거하고 상청액만을 모았다. 상청액을 20% sucrose 

용액을 사용하여 100,000 ×g로 1시간 동안 초고속 원심 

분리 후, pellet을 phosphate buffered saline (PBS)에 녹여 

-70℃에 보관하였다. HUVECs을 6-well plate에 1 × 106 

cell/well로 동일하게 접종한다. 24시간 배양 후에 5 μg/ml

의 polybrene을 첨가한 바이러스 상청액을 1 ml/well씩 처

리한 뒤 2,500 ×g로 60분간 원심 분리하여 감염시켰다. 

바이러스 상청액을 heparin free media로 교환한 뒤 세포
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를 항온항습 배양기에서 배양하였다. 감염 후 0, 24, 48, 

72, 96시간 후에 형광현미경으로 GFP 발현 정도를 관찰

하여 감염 정도를 확인하였다. 

BCBL-1에 sodium butyrate 처리 

BCBL-1을 T-75 Flask에 2.1 × 106 cell/flask로 동일하게 

접종한 후 sodium butyrate를 처리하고 0, 24, 48시간 동안 

항온항습 배양기에서 배양하였다. 

RNA 추출 및 poly(A) tailing 

KSHV 감염 후 0, 24, 72, 96시간 배양시킨 HUVECs과 

sodium butyrate와 함께 0, 24, 48시간 배양시킨 BCBL-1

에서 RNA를 추출하였다. RNA 추출은 RNA isolation kit 

(MACHERY-NAGEL, Germany)를 이용하였다. 추출한 

RNA는 poly(A) tailing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA)를 사용하여 37℃에서 1시간 동안 polyadenylation

하였고, 반응이 끝난 뒤 -20℃에 보관하였다. 

cDNA 합성 및 Real-time RT PCR 

Universal adaptor인 3' rapid amplification of complementary 

DNA ends (RACE) adaptor와 poly(T)를 포함하는 RT primer 

(2 μl)를 poly(A) miRNA (18 μl)와 혼합하고 85℃에서 2

분간 반응시켰다. 실온에서 10분간 식힌 뒤 First strand 

cDNA synthesis kit (TOYOBO, Osaka, Japan)를 사용하여 역

전사 중합효소반응을 통해 cDNA를 합성하였다. KSHV 

miRNA specific forward primer와 universal adaptor에 상보적

인 reverse primer (RACE primer)를 사용하여 real-time RT 

PCR을 시행하였으며, PCR 반응의 조성 (25 μl)은 다음과 

같다: SYBR Green Realtime PCR Master Mix (TOYOBO, 

Osaka, Japan) 10 μl, forward and reverse primer 10 μM, cDNA 

template 0.5 μl. PCR cycle은 역전사 과정을 37℃ 5분, 45℃ 

5분으로 5 cycle 시행한 후 70℃, 10분으로 시행하였다. 

그 후 PCR 증폭을 95℃, 2분으로 시행한 후 94℃ 20초, 

60℃ 20초, 72℃ 20초로 45 cycle을 시행하여 증폭한 뒤 

Figure 1. miRNA detection by SYBRpolyA-based techniques. Step 1: polyadenylation of total RNA giving rise to polyadenylated 
miRNA. Step 2: reverse transcription of poly(A) miRNA using a poly(T) primer that contains a universal adaptor (RACE). Step 3: qPCR
amplification using a miRNA-specific forward primer, reverse primer complementary to the universal adaptor. 
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melting curve 분석을 시행하였다. 1 cycle의 melting curve 

program은 65℃에서 95℃까지 1초당 0.2℃씩 증가하는 

방식으로 구성하였다(Fig. 1). 모든 sample은 각각의 primer 

쌍마다 triplicate로 진행하였으며 각각의 실험은 non-

templete control (NTC)과 internal glyceraldehydes 3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) amplification control을 같이 시행

하였다. 이 실험에 사용된 모든 primer는 GENOTECH 

(Daejeon, Korea)에서 설계 주문하였다(Tables 1 and 2). 

 

결 과 

HUVECs에 KSHV-BAC36 감염 

재조합 KSHV인 KSHV-BAC36는 숙주세포에 감염될 

때 green fluorescence가 발현되도록 설계되었기 때문에 감

염된 HUVEC에서 GFP 발현을 측정함으로써 감염력을 

확인하였다(Fig. 2A). GFP 발현은 감염 후 24, 48, 72, 96시

간 후 각각 측정하였고 전 시간대에서 발현을 확인할 수 

있었다. 감염 후 24시간에서는 70% 이상의 cell에서 GFP

를 발현을 확인할 수 있었지만 시간이 지남에 따라 GFP 

Table 1. Primers used for reverse transcription and qRT-PCR reactions. 

Primer Sequence 

RT1 5'-GCGAGCACAGAATTAATACGACTCCTGGGCAATTTTTTTTTTTTVN*-3' 

RACE1 5'-GCGAGCACAGAATTAATACGAC-3' 

RT2 5'-TGTCAGGCAACCGTATTCACCTCCTGCGCAATTTTTTTTTTTTVN*-3' 

RACE2 5'-TGTCAGGCAACCGTATTCACC-3' 

GAPDHF 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3' 

GAPDHR 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3' 

*V=A, G, C; N=A, T, G, C. 

Table 2. KSHV miRNA forward primers. 

KSHV miRNA KSHV miRNA-specific primer 

KSHV-miR-K12-1 5'-ATTACAGGAAACTGGGTGTAAGC-3' 

KSHV-miR-K12-2 5'-AACTGTAGTCCGGGTCGATCTG-3' 

KSHV-miR-K12-3 5'-TCACATTCTGAGGACGGCAGCGA-3' 

KSHV-miR-K12-4-3p 5'-TAGAATACTGAGGCCTAGCTGA-3' 

KSHV-miR-K12-4-5p 5'-AGCTAAACCGCAGTACTCTAG-3' 

KSHV-miR-K12-5 5'-TAGGATGCCTGGAACTTGCCGG-3' 

KSHV-miR-K12-6-3p 5'-TGATGGTTTTCGGGCTGTTGAG-3' 

KSHV-miR-K12-6-5p 5'-CCAGCAGCACCTAATCCATCGG-3' 

KSHV-miR-K12-7-3p 5'-TGATCCCATGTTGCTGGCGCT-3' 

KSHV-miR-K12-7-5p 5'-AGCGCCACCGGACGGGGATTTATG-3' 

KSHV-miR-K12-8-3p 5'-CTAGGCGCGACTGAGAGAG-3' 

KSHV-miR-K12-8-5p 5'-CTCCCTCACTAACGCCCCGC-3' 

KSHV-miR-K12-9-3p 5'-CTGGGTATACGCAGCTGCGTA-3' 

KSHV-miR-K12-9-5p 5'-ACCCAGCTGCGTAAACCCCGCT-3' 

KSHV-miR-K12-10 5'-TAGTGTTGTCCCCCCGAGTGGC-3' 
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발현 세포의 수는 점점 줄어드는 양상을 보였다. 한편 똑

같은 수로 배양한 HUVEC은 감염시킨 후 시간이 지남에 

따라 점점 줄어드는 양상을 보였다(Fig. 2B and 2C). 한

편 KSHV-BAC36에 감염된 HUVEC은 방추형 모양으로 

형태학적 변화를 나타내었다. 

KSHV-BAC36에 감염된 HUVEC에서의 KSHV 

miRNAs 발현 양상 

KSHV-BAC36에 감염된 HUVEC에서 KSHV miRNAs의 

발현 양상을 reverse transcription quantitative real-time PCR

을 통해 확인하였다. 감염 후 각각 0, 24, 48, 72, 96시간 

후 총 15종류의 KSHV miRNAs의 발현 변화를 관찰하였

다. 전반적으로 감염 후 72시간까지는 낮은 수준에서 발

현되다가 72~96시간에서 발현이 급격히 증가되는 것을 

볼 수 있었다(Fig. 3). miR-K12-9-3p는 발현을 확인할 수 

없었다. Melting curve 분석을 통해 봤을 때 동일한 melting 

peak가 관찰되었고 2% (wt/vol) agarose gel 전기영동을 

통해 PCR 증폭 산물을 다시 확인했을 때 100 bp 미만에

서 동일한 밴드가 형성되는 것을 볼 수 있었다(data not 

shown). 

Sodium butyrate를 처리한 BCBL-1에서의 KSHV 

miRNAs 발현 양상 

Sodium butyrate를 처리하여 용원성 복제를 유도한 

BCBL-1에서 KSHV miRNAs의 발현 양상을 reverse tran- 

scription quantitative real-time PCR을 통해 확인하였다. 처

리 후 각각 0, 24, 48시간 후 총 15종류의 KSHV miRNAs

의 발현 변화를 관찰하였다. Fig. 3에서 HUVEC에 감염시

키는 경우는 KSHV 감염 후 lytic replication을 유도한 후 

latent로 넘어가는 변화를 보기 위해 96시간까지 관찰하

였으나, BCBL-1의 경우 이미 KSHV가 감염되어 latent 

replication 상태를 유지하고 있는 상태에서 lytic replication 

A 

B C 

Figure 2. KSHV-BAC36 infection of HUVECs. KSHV-BAC36 infected to each cell by low speed centrifugation with 5 μg/ml of 
polybrene. After incubation, GFP expression under a fluorescence inverted microscope was evaluated to monitor infection. (A) GFP 
expression of KSHV-BAC36 infected HUVECs. (B) Cell numbers of HUVECs after KSHV-BAC36 infection were counted. (C) Percentage
of GFP expressing cell of remaining cells. 
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Figure 3. Expression kinetics of KSHV miRNAs after infection of HUVECs with KSHV. The expression levels of KSHV miRNAs at
each time points were measured by quantitative real-time RT-PCR method. The graphs show relative amounts of KSHV miRNAs expression
at each time points compared with their maximum expression amounts. KSHV miRNAs were detected in KSHV-infected HUVECs and
their expression was affected by genetic life cycle. 
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Figure 4. Expression kinetics of KSHV miRNAs after treatment of sodium butylate on BCBL-1. The expression levels of KSHV 
miRNAs at each time points were tested by quantitative real-time RT-PCR method. The graphs show relative amounts of KSHV miRNAs 
expression at each time points compared with their maximum expression amounts. KSHV miRNAs were detected in BCBL-1 and their 
expression has no relationship to the treatment of sodium butylate. 
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을 유도하는 것이기 때문에 48시간까지만 관찰하였다. 

Sodium butyrate 처리 유무와 관계없이 KSHV miRNA가 

높은 수준으로 발현되었고 시간 별 추이도 일관성을 보

이지 않았다(Fig. 4). miR-K12-9-3p는 발현을 확인할 수 없

었다. Melting curve 분석을 통해 봤을 때 동일한 melting 

peak가 관찰되었고 2% (wt/vol) agarose gel 전기영동을 

통해 PCR 증폭 산물을 다시 확인했을 때 100 bp 미만에

서 동일한 밴드가 형성됨을 알 수 있었다(data not shown). 

 

고 찰 

 

본 연구에서 KSHV에 감염된 HUVECs에서 감염 후 

시간에 따른 KSHV miRNA의 발현 양상과 KSHV에 잠

복 감염된 BCBL-1에서 용혈성 복제 유도제인 sodium 

butyrate 처리 후 시간에 따른 KSHV miRNA의 발현 양상

을 확인하였다. HUVEC에 KSHV 감염 후 miR-K12-1, -3, 

-7, -8, 9, -10은 48시간까지 발현이 낮은 상태를 유지하다

가 96시간에 증가하는 패턴을 보인 반면, 나머지 miRNA

들은 48시간까지 발현이 증가하다가 72시간에 낮아진 후 

다시 96시간에 증가하는 패턴을 나타내었다. 초기에 48

시간까지는 lytic replication이 점차적으로 증가하는 시기

이므로 miR-12-2, -6, -8, -9와 같이 초기에 발현이 증가되

는 miRNA들은 lytic replication의 영향을 받는 것으로 보

인다. 그러나 KSHV에 감염된 HUVECs에서 모든 miRNA

들이 72~96시간대에서 급격히 발현이 증가되었다. 이 시

간대는 lytic phase에서 latent phase로 넘어가는 시점으로 

결과적으로 KSHV miRNA가 latent phase에서 높게 발현

된다고 볼 수 있다. KSHV에 잠복 감염된 BCBL-1에서 

sodium butyrate 처리 유무와 상관없이 KSHV miRNA가 

높게 발현된다는 사실이 이를 다시 한번 입증한다. 이처

럼 latent phase에서 KSHV miRNA의 발현이 높게 나타나

고 이는 곧 KSHV miRNA가 latent phase에서 뭔가 역할을 

할 것이라는 추측을 가능케 한다. 실제로 최근에 다양한 

herpesvirus의 viral miRNA들이 latent-lytic switch를 조절

한다는 연구 결과들이 나오고 있다 (28). 예를 들어 HSV

와 HCMV에 관한 연구에서 viral miRNA가 lytic replication

에 필요한 immediate-early gene의 발현을 조절한다는 결

과를 얻어, viral miRNA와 생활사의 연관성을 뒷받침하

였다. 하지만 다루기 쉬운 세포 감염 모델이 없어 이들의 

기능적인 역할을 알기가 쉽지 않다. 반면 KSHV는 감염 

모델이 확립되어 있어 miRNA에 관한 다양한 연구들이 

수행되고 있다. 예를 들어 KSHV의 miR-K5가 숙주의 

BCLAF-1 유전자의 발현을 조절하여 latent-lytic switch에 

영향을 준다는 연구 결과와 miR-K9는 latent에서 lytic으

로 reactivation을 조절하는 major lytic switch protein (RTA)

를 targeting하여 발현을 억제함으로써 latent phase를 유지

시킨다는 결과도 있다 (27). 이는 KSHV miRNA가 viral 

miRNA를 조절함으로써 궁극적으로는 숙주의 면역반응

을 조절하기 위한 것으로 보인다. 즉 latent phase 상태를 

유지시킴으로써 숙주의 면역반응을 회피하고자 하는 것

이다. HUVECs에서와는 달리 BCBL-1에서 lytic replication

을 유도시킨 이후에 miRNA의 발현은 각각의 miRNA에 

따라 다르게 이루어졌다. miR12-1, -4, -5, -10은 점차적으

로 증가하고, -2, -7, -8, -9는 증가 후 감소, -3, -6은 감소 

후 증가하는 패턴을 나타내었다. 이는 각각의 miRNA가 

lytic replication에서 각각 다른 역할을 할 가능성을 보여

주고 있으며, 혈관내피세포와 림프구에서 miRNA에 의한 

KSHV 감염 조절이 다른 방식으로 이루어질 가능성을 시

사해 준다. 이러한 가설을 보다 확고히 하기 위해 앞으로 

miRNA deletion mutant virus, 동물 실험모델 등을 사용한 

추가적인 연구가 이루어져야 할 것으로 생각된다. 
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