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 The integrins αvβ1, αvβ3, αvβ6, and αvβ8 are known to be the natural receptors of 

foot-and-mouth disease virus (FMDV). Among them, integrin αvβ6 is considered a 

major receptor for FMDV. We performed protein expression of full-length bovine 

integrins αv, β3, and β6 and confirmed the high efficiency of bovine αvβ6 as the 

FMDV receptor in FMDV non-permissive SW 480 cells. Next, we established the 

black goat kidney (BGK) cell line, stably expressing bovine integrin β6 (BGK-β6-4). 

We observed that BGK-β6-4 cells had significantly enhanced sensitivity to FMDV 

compared with that of BGK cells (P<0.05). In addition, BGK-β6-4 cells had equal 

or higher sensitivity to several serotypes of FMDV compared with that of other 

FMDV permissive cell lines, such as BHK-21 and IBRS-2. In conclusion, we 

established a promising novel goat cell line, BGK-β6-4, which can be used to 

isolate or culture FMDV. Furthermore, the BGK-β6-4 cell line may serve as a 

promising tool for studying integrin αvβ6 receptor functions. 
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INTRODUCTION 

구제역(Foot-and-mouth disease)은 소, 돼지, 양을 포함한 우제류 동물에 감염되는 전

파속도가 매우 빠른 질병이다 (1). 원인체인 구제역바이러스(Foot-and-mouth disease 

virus) 는 O, A, Asia1, South African Territories 1, 2, and 3 (SAT1, SAT2, and SAT3)

의 7가지 혈청형을 가지고 있으며, 각 혈청형별로 다양한 바이러스 주(strain)가 존재한

다 (2). 구제역 바이러스의 VP1 유전자 부분의 G-H loop는 수용체와 결합하는 리간드

(ligand)로서의 역할을 하고, 구제역 바이러스는 세포의 인테그린(Integrin) heterodimer

수용체와 결합하게 된다 (3, 4). 구제역 바이러스의 분리 및 배양에 사용되는 BTY 

(primary bovine thyroid) 세포주는 인테그린 αvβ6가, IBRS-2 (swine kidney) 세포주는

인테그린 αvβ8가, BHK-21(baby hamster kidney) 세포주는 인테그린 α5β1, αvβ1, 

αvβ3가 수용체로 사용되는 것으로 알려져 있다 (5-8). 이 중에서 인테그린 αvβ6가 소, 

돼지와 같은 자연숙주 감염 시에 사용되는 수용체로 알려져 있으며, 구제역 바이러스의

세포 감염 시에도 인테그린 αvβ6에 대한 높은 의존도가 확인된 바 있다 (9, 10). 뿐만

아니라, 인테그린 αvβ6 를 BHK-21 또는 LFBK (porcine kidney) 세포주에 발현하여 구

제역 바이러스에 대한 세포 감수성을 높이는 연구가 보고되었다 (10-12). 우리는 이전

에 확립되어 있던 대한민국 재래 산양 유래의 BKG (black goat kidney) 세포에서 구제

역 바이러스 감염이 가능함을 확인한 바 있다 (13). 재래 산양 유래의 구제역 감수

성 세포로서의 가치가 있으나 구제역 바이러스에 대한 감수성이 높지 않아 민감도를
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높이기 위한 조치가 필요하였다. 이 연구에서는 소 인테그린(bovine integrin) αv, β3, β6의 전체 유전자를 클로닝하여 발현하고 구

제역 바이러스의 수용체로서의 역할을 시험하였다. 뿐만 아니라, 소 인테그린 β6 발현 플라즈미드를 이용하여 BGK-β6 세포주를 

제작하고 구제역 바이러스에 대한 감수성을 비교하여 가장 우수한 세포주를 선발하였다. 이를 통해 구제역 바이러스에 대한 감수

성이 우수한 재래산양 세포주를 확보함으로써 구제역 바이러스의 분리와 배양에 효율적으로 사용하고자 하였다. 또한, 향후 소 인

테그린 β6를 비롯한 구제역 바이러스의 수용체와 리간드(ligand) 관련에 활용될 단백질을 확보함으로써 해당 연구의 토대를 마련

하고자 하였다. 

MATERIALS AND METHODS 

세포 및 바이러스 

SW480 (Human colon carcinoma) 세포주는 한국 세포주 은행(Seoul, Republic of Korea)에서 분양 받았으며, RPMI 1640 배지 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하여 유지 및 배양하였다. BHK-21 (Baby hamster kidney-21), IBRS-2 

(swine kidney) 세포주는 Dulbecco’s modified Eagle’s (D-MEM) 배지(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하

여 유지 및 배양하였다. BGK (black goat kidney) 세포주는 대한민국 재래산양에서 유래한 세포주로서 농림축산검역본부(Republic 

of Korea)에서 확립하였고, D-MEM 배지를 사용하여 유지 및 배양하였다 (13). 모든 배지는 10% FBS (Fetal bovine serum, pH 

7.4, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 첨가하였으며, 37°C, 5% CO2 조건에서 세포 배양하였다. 연구에 사용된 

구제역 바이러스 O/SKR/2002 (GenBank Accession Number AH012984), O/Andong/SKR/2010 (GenBank Accession 

Number KC503937), A/SKR/Pocheon/2010 (GenBank Accession Number KC588943)은 농림축산검역본부에서 분리하였다. 

구제역 바이러스 Asia1/MOG/05 (GenBank Accession Number EF614458)은 몽골중앙수의연구소(the State Central Veterinary 

Laboratory, Mongolia)에서 야외시료를 도입하여 농림축산검역본부에서 분리하였고, A22/IRQ 24/64 (GenBank Accession 

Number AY593763), Asia 1 Shamir (GenBank Accession Number JF739177), C3/Resende (GenBank Accession Number 

AY593807), SAT2/ZIM 5/81 (GenBank Accession Number EF134951), SAT3/ZIM 4/81 (GenBank Accession Number 

KX375417)은 OIE/FAO 구제역 표준연구소인 영국 퍼브라이트 연구소(Pirbright Institute, Woking, UK)에서 도입하였다. 이 연구

에 사용된 구제역 바이러스의 계대 이력은 Table 1과 같으며, 바이러스의 역가는 Reed and Muench 방법을 이용하여 TCID50로 

측정하였다 (14). 모든 구제역 바이러스 접종시험은 농림축산검역본부의 생물안전3등급(Bio-safety level 3) 시설에서 수행되었다. 

 

 
Table 1. Passage history of FMDV strains used in this study 

FMDV strain Passage  history 

O/SKR/2002 1 BHK21, 7 IBRS-2 

A22/IRQ 24/64 2 BTY, 2 BHK-21, 1 BTY, 1IBRS-2 

A/Pocheon/SKR/2010 1 IBRS-2, 4 BHK-21 

Asia 1/MOG/05 2 BHK-21, 2 IBRS-2 

C3/ Resende 2 BTY, 2 IBRS-2 

SAT2/ZIM 5/81 3 BTY, 3 BHK-21 

SAT3/ZIM 4/81 3 IBRS-2, 4 BHK-21 

소 인테그린 αv, β3, β6의 클로닝 

Signal peptide sequence를 포함하는 소 인테그린(bovine integrin) αv의 cDNA는 GenBank의 유전정보(Accession Number 

NM_174367)를 기반으로 유전자 합성을 의뢰하여 (Bioneer Corporation, Daejeon, Republic of Korea) 얻었으며, pEF5/ 

FRT/V5/D-TOPO vector (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에 클로닝하고 pEF-αv로 지칭하였다. 소 인테그린 β3와 

β6 유전자는 검역본부에서 구축된 bovine primary epithelial cell에서 유전자를 추출하여 reverse transcriptase-polymerase chain 

reaction (RT-PCR)하는 방법으로 얻었다. RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)를 사용하여 total RNA를 추출하고, 

oligo-(dT)18 프라이머, Superscript II reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 넣어 cDNA 를 제
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작한 뒤 Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 PCR을 실시하였다. 

PCR에 사용된 프라이머는 EcoR I (sense primer)과 Xho I (antisense primer)를 포함하고 있으며, 소 인테그린 β3와 β6의 signal 

peptide가 포함되어 증폭되도록 디자인하여 제작의뢰하였다(Bioneer Corporation, Daejeon, Republic of Korea). 사용한 프라이

머들의 염기서열은 Table 2와 같다. PCR product에 Taq polymerase를 넣어 72℃에서 10분간 반응시켜 A tail을 추가한 뒤 

pcDNA3.1/CT-GFP-Topo vector (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)에 클로닝하고, pcDNA-β3와 pcDNA-β6로 지칭

하였다. pcDNA-β3와 pcDNA-β6의 클로닝된 유전자는 염기서열분석을 통하여 확인하였다(MACROGEN, Seoul, Republic of 

Korea). 

 
Table 2. Primer sequences used for PCR 

Primer name Primer sequence  (5’ to 3’) 

β3 sense CTAGCCTTTGAATTCATGCGAGCGCGGCGGCTCTGGGCAGC 

β3 antisense AGTTGCATCTCGAGCTAAGTGCCCCTGTAGGTGATGTTG 

β6 sense CTAGCCTTTGAATTCATGGGGATTGAACTGCTTTGCCTGT 

β6 antisense AGTTGCATCTCGAGCTATCCATCCGTGGAAAGATCAACC 

Bold letters represent restriction enzyme sites (EcoRI site in sense primers and Xho I site in antisense primers) 

인테그린 αv, β3, β6 단백질의 발현 확인 

소 인테그린 αv가 클로닝된 플라즈미드(pEF-αv)와 소 인테그린 β3 또는 β6가 클로닝된 플라즈미드(pcDNA-β3, pcDNA-β6)를 

Lipofectamine
TM

 LTX and PLUS
TM

 reagents (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA)를 사용하여 SW-480 세포에 transfection 하

였다. 96 well 플레이트에 well 당 4×10
4
개의 SW-480 세포를 넣어 배양한 후, 다음날 200 ng의 pEF-αv와 200 ng의 pcDNA-β3 

또는 pcDNA-β6를 co-transfection하였다. IFA (Indirect immunofluorescence assay) 방법으로 단백질을 확인하기 위하여, 

Transfection 48시간 후 70% (v/v) 아세톤(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)으로 20분간 세포를 고정한 뒤 20분간 건조한다. 

PBS로 세포를 세척하고, 1:1000으로 희석한 1차 항체와 37°C 에서 1시간 동안 반응시킨다. 소 인테그린 αvβ6를 확인하기 위한 

1차 항체로 mouse anti-human integrin β6 monoclonal antibody (CSβ6, Merck Millipore, Darmstadt, Germany)를 사용하였고, 

αvβ3를 확인하기 위한 1차 항체로 mouse anti-human integrin αvβ3 monoclonal antibody (LM609, Merck Millipore, Darmstadt, 

Germany)를 사용하였다. 1차 항체 반응이 끝난 뒤 세포를 PBS로 세척하고 1:200으로 희석한 2차 항체를 넣어 37°C에서 1시간

동안 반응시켰다. 2차 항체는 1:200으로 희석한 secondary fluorescent-conjugated goat IgG fraction antibody against mouse 

IgG (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA)를 사용하였다. 형광이미지는 Olympus IX70 inverted microscope (Olympus Life 

Science, Tokyo, Japan)와 Olympus U-TVO. 5xC-3 카메라(Olympus, Tokyo, Japan)를 이용하여 관찰하고 촬영하였다. 

소 인테그린 αvβ6와 αvβ3를 발현시킨 SW480 세포에서 구제역바이러스 증식 비교 

96 well 플레이트에 well 당 4×10
4
개의 구제역 바이러스에 감수성이 없는 세포인(non-permissive cell) SW-480 세포를 넣고 

12시간 이상 배양한 후, 150 ng의 pEF-αv와 150 ng의 pcDNA-β3 또는 pcDNA-β6을 co-transfection하였다. transfection 24시

간 후 세포에 10
5.5 

TCID50/ml의 구제역 바이러스 O/SKR/2002, Asia 1/MOG/05, A22/IRQ24/64를 well 당 100 ul씩 접종하였

다. 바이러스 접종 8일 후 상층액을 수집하여 viral RNA를 추출 후 real-time RT-PCR를 실시하였다. Viral RNA는 the MagNA 

Pure 96 automation system (Roche, Basel, Switzerland)와 MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume Kit (Roche, Basel, 

Switzerland)를 이용하여 추축하였고, real-time RT-PCR은 이전 연구의 방법을 따랐다 (15). 

소 인테그린 β6를 보유한 BGK 세포주 제작 

96 well 플레이트에 well 당 3×10
4
개의 BGK 세포를 넣어 배양하고, 다음날 부착된 세포가 70% 가량 되었을 때 25 ng의 

pcDNA-β6 를 transfection하였다. 5 mg/ml의 Geneticin, G418 antibiotics (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 넣은 배지

를 사용하여 소 인테그린 β6를 보유한 세포만을 선택하였다. 선택된 세포를 5 mg/ml의 Geneticin, G418 antibiotics 포함 배

지로 10배 단계 희석하여 1개의 세포를 얻고, 다시 증식시켜 최종 4개의 세포주를 획득하였다. 
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의 subunit가 복합체를 이루는 특성을 고려하여 conformational epitope을 인지하는 항체를 이용하여 IFA 방법으로 단백질을 

확인하였다 (Fig. 1). 

 

인테그린 αvβ6와 αvβ3를 SW 480 세포에 transfection한 뒤 구제역 바이러스를 접종함으로써 제작한 단백질이 기능적으로 잘 

작동하는지 확인하였다(Fig. 2). 이전의 보고와 같이 O, A, Asia 1 혈청형의 구제역 바이러스 모두에서 인테그린 αvβ6에 대한 선

호도가 인테그린 αvβ3에 대한 선호도 보다 높았으나, 그 정도는 바이러스마다 다르게 나타났다 (9). SW480 세포는 구제역에 

감수성이 없기 때문에(non-permissive) 바이러스 접종 후 접종액을 제거하고 3일 이내에 결과를 분석했을 경우 구제역 바이러

스 copy number가 지나치게 낮게 측정되어 인테그린 간의 효율 비교가 어려웠다. 따라서 구제역 바이러스 접종 후 상층액을 

그대로 두고 8일간 배양하여 결과를 얻게 되었다. 

 

BGK 세포는 대한민국 재래산양에서 유래한 세포로서 다양한 동물종의 세포주를 이용하고자 할 때 유용하기는 하나, 다른 구제

역 증식용 세포보다 감수성이 낮은 경향을 보였다 (13). 이 연구에서는 바이러스 민감도가 낮은 BGK 세포에 인테그린 αvβ6가 

발현하도록 세포주를 제작하였다. 먼저 BGK 세포에 hygromycin과 Geneticin(G418)의 2가지 항생제를 사용하여 pEF-αv와 

pcDNA-β6를 모두 보유한 세포주를 선택하고자 시도하였으나, 2가지 항생제를 적용하여 세포주화 되지 않는 현상이 관찰되었다. 

이후 BGK 세포에 pcDNA-β6만을 transfection하고 G418 항생제를 이용하여 세포주를 제작하였고, 민감도가 향상된 세포주 

BGK-β6-4를 확립하였다. 소 인테그린 β6의 발현만으로 구제역 바이러스에 대한 민감도가 향상된 것은 BGK 세포의 산양 인테

그린 αv가 소 인테그린 β6와 정상적으로 heterodimer를 이루어 수용체로서의 역할을 한 것으로 예상된다. 이전의 연구에서 사

람의 인테그린 αv subunit와 소의 인테그린 β3 subunit는 효율의 차이를 보이기는 하지만 정상적으로 heterodimer를 이루는 것이 

보고된 바 있으며 (21), 서로 다른 종 유래의 인테그린 αv subunit와 β6 subunit의 heterodimer 형성도 문제없이 일어날 것으

로 예상한다. 현재까지 인테그린 αv와 β6를 함께 세포에 발현시키는 방법으로 세포주의 민감도를 높이는 연구가 보고된 바가 있으

나 (10-12). 이 연구에서는 인테그린 β6의 도입만으로도 인테그린 αvβ6 수용체를 형성시켜 민감도를 향상시킬 수 있었다. 

 

2가지 혈청형의 구제역 바이러스를 이용하여 역가를 측정한 결과로 BGK-β6-4 세포주를 민감도가 가장 우수한 세포주로 결정하

였다(Fig. 3). Fig. 3과 Fig. 4에서 관찰되듯이 BGK-β6-3, BGK, BHK-21에서와 같이 세포주별로 다양한 구제역 바이러스에 대한 

민감도가 다르게 나타났는데, 이것은 구제역 바이러스의 혈청형, 세포계대 이력, 동물종에 대한 선호도 등 바이러스 특성에 따른 

수용체 선호도 차이로 해석된다 (9). 그럼에도 불구하고, BGK-β6-4 세포주는 다양한 구제역 바이러스마다 차이를 크게 보이지 

않는 우수한 민감도를 보여주었다(Fig. 4). 다만 구제역 바이러스 SAT 3/ZIM 4/81는 세포별로 역가 차이를 보이지 않았다. SAT 

3/ZIM 4/81는 세포 적응된 구제역 바이러스가 획득하는 Heparan sulphate 수용체 보유 실험에서는 음성 결과를 보였으므로 

(data not shown), 세포주에 공통으로 존재하는 새로운 수용체 획득에 의한 것이 아닌 바이러스의 고유특성에 의한 것으로 예상

된다 (22). BGK-β6-4를 야외 구제역 바이러스의 분리시에 활용하기 위해 향후 다양한 야외 시료에 대한 감염 실험이 필요할 것

으로 생각된다. 

 

이 연구에서는 소 인테그린 단백질을 발현시켜 감수성을 높인 새로운 산양세포 BGK-β6-4를 확립하였다. 우리가 확립한 새로운 

세포는 다양한 구제역 바이러스의 감염과 배양 실험에 사용될 수 있으며, 뿐만 아니라 인테그린 수용체에 대한 연구에도 적극 

활용될 수 있을 것으로 기대된다. 
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