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돼지생식기호흡기증후군 바이러스의 RNA 자가복제에 
필수적인 5' 및 3' 시스-작용 RNA 인자 
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Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), a member of the genus Arterivirus in the family 
Arteriviridae, is the most important viral pathogens in swine industry worldwide. Here, we have investigated 5' and 3' 
cis-acting RNA elements required for PRRSV genome replication. Using the infectious PRRSV cDNA, we have 
manipulated the genomic RNA to generate mutant genomic RNAs, transfected these mutants into susceptible MARC-145 
cells, and examined the competence of RNA replication. We found three genetic factors that were essential for viral 
replication. First, the cap structure present at the 5'-end of the genome was absolutely required for RNA replication. 
Secondly, polyadenylation of the genomic RNA at the 3'-end was also essential for RNA replication. Thirdly, 
approximately 100-nucleotide region just upstream of the N protein-coding region was crucial for genomic RNA 
replication. Taken together, our findings indicate that replication of PRRSV genomic RNA requires three important 
cis-acting RNA elements: 5' cap structure, 3' poly(A) motif, and an internal sequence of about 100 nucleotides. Further 
investigation is needed to elucidate the molecular mechanism(s) of how these elements act on PRRSV genome replication. 
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서  론 

 
돼지생식기호흡기증후군 (porcine reproductive and re- 

spiratory syndrome; PRRS)는 1987년 미국에서 처음으로 

인지되었으며, 이어서 캐나다로 급속히 전파되었다 (7). 
유럽에서는 1990년 독일에서 최초로 발병하였으며, 이어

서 네덜란드, 스페인, 영국, 및 덴마크로 전파되었다 (32, 
33). 현재 이 질병을 일으키는 바이러스로 밝혀진 PRRSV 
감염은 아시아, 유럽, 및 북미와 남미를 포함한 전 세계

의 거의 모든 지역에서 발견할 수 있다. 유전학적으로 
PRRSV는 크게 2개의 유전형 (genotype)으로 분류된다. 
Lelystad을 포함하는 유럽주 (33)와 VR-2332을 포함하는 
북미주 (2,7). 이 두 유전형에 포함되는 바이러스들 사이

에는 약 50~70% 정도의 매우 낮은 염기서열 상동성을 
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나타낸다 (10,14,16~18,20,21,23). 분류학적으로 PRRSV는 
equine arteritis virus (EAV), lactate dehydrogenase-elevating 
virus (LDV), simian hemorrhagic fever virus (SHFV)를 포함

하는 Arterivirus genus (속), Arteriviridae family (과)에 속한

다 (4,29). 
PRRSV는 작은 엔벨롭바이러스 (enveloped virus)이며, 

바이러스의 게놈은 단일가닥의 양성-극성 RNA이다. 다
른 arterivirus와 마찬가지로, PRRSV 게놈은 약 15 kb 정
도이며, nucleocapsid 단백질 내에 싸여져 있다 (7). 게놈

의 5'-말단에는 타입 I 캡 구조 (type I cap structure)를 가
지고 있으며, 3'-말단에는 poly(A) tail를 가지고 있다 (25). 
PRRSV의 경우, 현재까지 약 20여 개의 분리주의 전체-

게놈의 염기서열이 밝혀져 있다 (5). 바이러스의 자가복

제에 필요한 효소들로 구성되어진 것으로 믿어지는 비
구조단백질 (nonstructural protein)들은 바이러스 게놈의 
5'-말단으로부터 대략 4/5를 차지하며, 서로 중첩되는 
ORF1a와 ORF1b에 의해서 만들어진다. ORF1b 유전자의 
경우는 ribosomal frameshift에 의해서 발현된다 (3). 바이

러스의 구조단백질 (structural protein)들은 게놈의 3'-말
단으로부터 약 1/5를 차지하며, ORF2a, ORF2b에서부터 
ORF7까지 7개의 유전자로부터 발현된다. ORF2b는 ORF2a 
내에 완전히 중첩되어 있다. 이들 바이러스 단백질들은 
감염된 세포 내에서 subgenomic mRNA의 5'-말단으로부

터 발현된다 (19,30). 최근 PRRSV의 역상유전자 시스템 
(reverse genetics system)이 3이상의 독립된 연구그룹으로

부터 개발되었으므로, 앞으로 이들의 기능 및 분자생물

학적 특성에 대한 연구에 많은 진전이 있을 것으로 기

대된다. 
본 연구논문에서는 PRRSV가 세포에 감염된 후, 이들

의 전체-게놈 RNA가 복제되는 데에 필요한 cis-acting 
RNA elements에 대해서 알아보고자 하였다. 최근 국내

에서 감염된 돼지로부터 분리된 PRRSV의 국내분리주 
PL97-1/LP1에 대한 분자생물학적 특성이 분석되었으며, 
또한 이를 주형으로 사용하여 infectious cDNA molecular 
clone이 합성되었다 (5,13). 본 연구에서는 이 infectious 
PRRSV cDNA를 사용하여 PRRSV의 게놈 RNA를 유전

학적으로 조작함으로써, PRRSV genome replication에 절대

적으로 필요한 5' 및 3' cis-acting RNA elements를 동정하

였다. 이들은 PRRSV에 민감성을 나타내는 MARC-145 
세포에 바이러스의 자가복제에 절대적으로 필요하다는 
것을 알 수 있었다. 이들 3개의 cis-acting elements 중에서, 

특히 PRRSV N 유전자 바로 앞부위에 중요한 cis-acting 
element가 자리잡고 있다는 것을 발견하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 세포배양 

MARC-145 세포는 minimal essential medium (MEM) 배
지에 5% 우태아혈청 (fetal bovine serum)과 nonessential 
amino acids, sodium pyruvate, 페니실린/스트렙토마이신을 
첨가하여 완전한 배양액으로 사용하였다. MARC-145 세
포는 37℃, 5% CO2에서 배양하였으며, 3~4일 마다 계대

배양함으로써 유지하였다. 세포배양시 사용한 모든 재료

들은 GIBCO-Invitrogen (Gaithersburg, MD, USA)으로부터 
구입하였다. 

2. 플라스미드 제작 

본 실험에서는 일반적인 분자생물학적 실험기법을 사
용하여 모든 플라스미드를 제작하였다 (26). 본 연구논문

에서 재조합된 모든 PRRSV mutant cDNA들은 PRRSV 
국내분리주 PL97-1/LP1 (GenBank Accession No. AY612613)
으로부터 합성된 infectious PRRSV cDNA, pBAC/PRRSV/ 
FL/AclIMBN (5)를 주형으로 사용하여 제작하였다. 클로

닝된 재조합 PRRSV mutant cDNA 플라스미드는 CsCl 
density gradient에 의해서 순수 분리되었다. 모든 연구에

서 제작된 돌연변이들은 PCR를 통해서 infectious cDNA
에 삽입하였다. PCR로 증폭된 부위는 염기서열 분석을 
통해서 원하는 돌연변이가 엔지니어링되었는 지를 확인

하였으며, restriction digestion analysis를 통해서 각각의 재
조합 PRRSV mutant cDNA 플라스미드의 구조학적인 분
석을 심도있게 실시하였다. Mutagenesis에 사용된 올리고

뉴클레오타이드는 Table 1에 요약하였다. 
본 실험에 사용된 infectious PRRSV cDNA에 클로닝된 

전체-게놈에 존재하는 poly(A) tail의 길이는 58개인 것을 
사용하였다. 이 58개의 poly(A)를 모두 제거한 Mutant/ 
NPA을 제작하기 위해서 다음과 같은 실험을 수행하였

다. 먼저, PRRSV 게놈의 3'-말단 부위에 해당하는 2765-
nucleotide 단편을 PR-F와 PRnpa-R 프라이머를 사용하여 
pBAC/PRRSV/FL/AclIMBN을 주형으로부터 PCR 증폭하였

다. PCR amplicon으로부터 절단된 2713-nucleotide BsrG 
I-Not I 단편을 pBAC/PRRSV/FL/AclIMBN으로부터 절단된 
2개의 단편 (7603-nucleotide Not I-Pac I 단편과 12843-
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nucleotide Pac I-BsrG I 단편)과 접합시켰다. 이렇게 만들

어진 재조합 PRRSV cDNA 플라스미드는 Mutant/NPA라

고 명명하였다. 
지난 연구에서 우리들은 PRRSV 게놈 RNA의 3'-말단

으로부터 911 뉴클레오타이드가 바이러스의 자가복제에 
결정적인 유전인자로 작용한다는 것을 알 수 있었다 (5). 
본 연구에서는 911 뉴클레오타이드 중에서 어떠한 염기

서열이 바이러스의 자가복제에 중요한 역할을 하는 지

를 보다 심도있게 분석하기 위해서 5개의 재조합 cDNA 
(Mutant/nt14500, Mutant/nt14600, Mutant/nt14700, Mutant/ 
nt14800, Mutant/nt14900)를 합성하였다. Mutant/nt14500는 
기존에 수행된 연구에서 합성된 pBAC/PRRSV/Repluc S8
과 동일하나, 단지 논의의 편의를 위해서 본 연구논문

에서 Mutant/nt14500라 명명하였다. 본 실험에서 사용된 
Mutant/nt14500는 PRRSV의 염기서열이 결절된 (deleted)
부위에 encephalomyocarditis virus (EMCV)의 internal ribo- 
some entry site (IRES)로부터 발현되는 루시퍼레이즈 유전

자를 삽입하여, 바이러스의 자가복제를 효소활성의 정도

로 쉽게 분석할 수 있게 하였다. Mutant/nt14600 플라스

미드를 제조하기 위해서 다음과 같은 실험을 수행하였다. 
먼저, PR14600-F와 PR-R 프라이머를 사용하여 pBAC/ 
PRRSV/FL/AclIMBN을 주형으로부터 해당 단편을 PCR 증
폭하였다. 증폭된 단편으로부터 886-nucleotide Mlu I-Not I 
단편을 절단하여, Mutant/nt14500으로부터 절단된 2개의 
단편 (17584-nucleotide Not I-Rsr II 단편과 4642-nucleotide 
Rsr II-Mlu I 단편)과 접합함으로써, Mutant/nt14600 플

라스미드를 제작하였다. 이와 같은 방법으로 Mutant/ 
nt14700, Mutant/nt14800, 그리고 Mutant/nt14900 플라스미

드를 제작하였다. 이때 사용된 각각의 프라이머의 쌍은 
다음과 같다: Mutant/nt14700, PR14700-F/PR-R; Mutant/ 

nt14800, PR14800-F/PR-R; Mutant/nt14900, PR14900-F/PR-R. 

3. PCR 증폭 

PCR 반응은 10 mM Tris, pH 8.3, 1.5 mM MgCl2, 50 mM 
KCl, 0.01% gelatin, 200 µM dNTPs, 0.4 µM primers, 2.5 unit 
Pyrobest polymerase (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)를 포함하

는 100 µl 반응액에서 이루어졌다. PCR 증폭은 denatura- 
tion (94℃, 30초), annealing (60℃, 30초), extension (72℃, 5
분)으로 총 30 cycle을 실행하였으며, 마지막 extension 단
계는 72℃에서 10분 동안 진행하였다. 

4. 시험관 내 전사반응 (In vitro transcription reaction) 

1~2 µg의 cDNA 플라스미드를 Acl I 또는 Xba I (Mutant/ 
NPA의 경우)으로 처리하여 절단함으로써, 시험관 내 전
사반응시 필요한 run-off site를 만들었다. 그 이후, 제한효

소 반응액은 phenol-chloroform으로 추출하고 ethanol로 침
전시킨 후, 20 µl nuclease-free dH2O에 녹임으로써 RNase-
free DNA 주형을 준비하였다. 전사는 7.5 mM dNTPs, T7 
RNA polymerase (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)
들이 들어있는 20 µl 반응액을 37℃에서 1시간 동안 배

양하였다. 이렇게 생성된 synthetic RNA는 2.5 M LiCl를 
사용하여 -20℃에서 1시간 동안 침전시키고, 14,000 rpm
에서 10분 동안 원심분리하였다. 분리된 RNA는 20 µl 
nuclease-free dH2O에 녹여서 준비하여 필요할 때까지 
-80℃에서 보관하였다. 

5. RNA 형질전환 (RNA transfection) 및 특이적 감염도 

(specific infectivity) 측정 

BHK 세포 (1×107)에 시험관 내 전사반응으로 얻어진 
synthetic RNA를 형질전환하였다. 형질전환된 세포는 세

Table 1. Oligonucleotides used for mutagenesis in this study. 

Oligo-nucleotides Sequencea Polarity 

PR-F 5'-TCCCGGCCAAAGCTTCATGATTTT sense 

PRnpa-R 5'-AGGGCGGCCGCAACGTCTAGAATTTCGGCCGCATGGTT antisense 

PR14600-F 5'-GCAGACGCGTGGAGCAGTAGTTGCACTCCTTTGG sense 

PR14700-F 5'-GCAGACGCGTTTCTGGCCCCTGCCCACCACGTTG sense 

PR14800-F 5'-GCAGACGCGTGGTCAACGGCACATTGGTGCCCGG sense 

PR14900-F 5'-GCAGACGCGTCAACGGCAAGCAGCAGAAGAGAAA sense 

PR-R 5'-CCTGCAGGGCGGCCGCAACGTTTTTTTTTTTTTT antisense 
a Restriction endonuclease recognition sites used for cDNA cloning are underlined 
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포배양액과 섞은 다음, 10배씩 희석된 세포들을 6-well 
plate의 각각의 well에 넣어서 배양하였다. 이때, 6-well 
plate에는 이미 1~2시간 전에 3×105의 MARC-145 세포

가 각각의 well에 미리 준비되어 있다. 배양을 시작한지 
4~6시간이 지나서 0.5% 아가로오스와 10% 우태아 혈

청이 들어있는 배지로 덮어서 37℃, 5% CO2에서 배양하

였다. 72시간이 경과한 다음, 바이러스의 복제로 인한 
plaque을 가시적으로 확인하기 위해서 7.5% 포름알데하

이드 고정액으로 고정시킨 후, 5% crystal violet으로 염색

하였다. BHK 세포는 다른 세포에 비해서 RNA 형질전

환 효율이 높으므로 본 실험에서와 같이 감염성이 낮은 
mutant에 대한 분석이 비교적 용이하다. 본 실험은 2번 
이상 반복하였으며, 같은 실험결과를 얻었다. 

6. 루시퍼레이즈 활성도 (luciferase activity)측정 

PRRSV의 RNA 자가복제로 인해서 유도되는 루시퍼레

이즈의 발현정도를 측정하기 위해서 효소 활성도를 측정

하였다. 각각의 synthetic RNA로 형질전환된 세포 (3×105)
를 생리식염수로 washing한 후, 직접 200 µl의 lysis buffer 
(25 mM Tris-HCl, pH 7.8, 2 mM DTT, 2 mM EGTA, 1% [v/v] 

Triton X-100)를 사용하여 lysis시켰다. 상온에서 20분 동

안 배양한 다음, cell debris를 제거하기 위해서 cell lysate
을 2분간 12,000 rpm에서 원심분리하여 상층액를 얻었다. 
10~20 µl의 세포 추출액을 100 µl의 luciferase assay reagent 
[20 mM Tricine, 1.07 mM (MgCO3)4Mg(OH)2 · 5H2O, 2.67 
mM MgSO4, 0.1 mM EDTA, 33.3 mM DTT, 270 µM 
coenzyme A (Sigma St. Louis, MO,. USA), 470 µM luciferin 
(Promega, Madison, WI, USA), 530 µM ATP]와 섞어서 곧 
바로 루시퍼레이즈 활성도를 Luminometer로 사용하여 측
정하였다. 

 
결  과 

1. PRRSV 게놈의 5'-말단 캡 구조의 필요성 

PRRSV의 게놈 RNA는 세포의 mRNA와 마찬가지로 
5'-말단에 캡 구조를 지니고 있다. 또한 PRRSV 뿐 만 아
니라, 이 바이러스를 포함하는 여러 종류의 많은 Arteri- 
virus도 마찬가지이다 (24). 하지만 지금까지 캡 구조가 
Arterivirus의 자가복제에 어떠한 기능을 하는지 연구된 

Virus 5’-CAP-ATGACGTAT … … 

WT/GAcap 5’-m7G(5’)ppp(5’)ATGACGTAT … … 

WT/GGcap 5’- m7G(5’)ppp(5’)GATGACGTAT … …

WT/cap- 5’-ATGACGTAT … … 

A 

B 

Figure 1. Requirement of the cap structure for PRRSV RNA 
replication. (A) Schematic presentation of the 5'-end region of 
three synthetic RNA transcripts derived from WT/GAcap, WT/
GGcap, and WT/cap- cDNAs. (B) Determination of the specific 
infectivity of synthetic RNAs transcribed from the corresponding 
constructs. N.D, not detected. 

WT … … GCGGCCGAAATTAAAA … … AAAA-3

Mutant/NPA … … GCGGCCGAAATT-3’ 

58
A 

B 

Figure 2. Requirement of the poly(A) tract for PRRSV RNA 
replication. (A) Schematic presentation of the 3'-end region of WT
and Mutant/NPA that does not contain the poly(A) tail. (B) Deter-
mination of the specific infectivity of synthetic RNAs transcribed 
from WT and Mutant/NPA constructs. N.D, not detected. 
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바 없다. 따라서 본 연구에서는 PRRSV의 자가복제 시스

템을 이용하여, 바이러스의 게놈 5'-말단에 존재하는 캡 
구조의 기능을 알아보고자 하였다. 

Fig. 1에 나타낸 것과 같이 PRRSV의 infectious cDNA
를 주형으로 사용하여 시험관 내 전사반응을 통해서 syn- 
thetic genome-length RNA를 합성할 때, m7G(5')ppp(5')A 
또는 m7G(5')ppp(5')G 캡 유사체를 반응액에 첨가하거나, 
혹은 전혀 유사체를 첨가하지 않음으로써, WT/GAcap, 
WT/GGcap, 또는 WT/cap- 라고 명명된 RNA를 각각 합

성하였다 (Fig. 1A). 합성된 RNA가 스스로 자가복제를 
할 수 있는 지를 분석하기 위해서, BHK 세포에 형질전

환시킨 후, 이들의 특이적 감염도를 정량적으로 분석하

였다. 실험결과, m7G(5')ppp(5')A를 첨가하여 합성된 WT/ 
GAcap RNA는 5.3×105 PFU/µg의 감염도를 나타냈으며 
(Fig. 1B). 이 수치는 지난 논문에서 밝힌 바와 동일한 결
과이다 (5). m7G(5')ppp(5')G를 첨가하여 합성된 WT/GGcap 
RNA의 경우, WT/GAcap와 유사하게 4.9×105 PFU/µg의 
감염도를 나타내었다 (Fig. 1B). m7G(5')ppp(5')G 캡 유사

체를 첨가하여 RNA를 합성할 경우, 바이러스의 게놈 
5'-말단에 바이러스의 염기 이외에 추가로 한 개의 G 염
기를 삽입하게 된다 (Fig. 1A). 따라서 본 실험결과 우리

는 PRRSV 5'-말단에 추가된 하나의 G 염기는 RNA의 
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7

1a 

1bSP6 Promoter
Run-off site 

(A)54 

WT (A)54 

12163 14500 

EMCV IRES
LucMutant/nt14500 (A)54 

12163 14600 

EMCV IRES
LucMutant/nt14600 (A)54 

12163 14700 

EMCV IRES
LucMutant/nt14700 (A)54 

12163 14800 

EMCV IRES
LucMutant/nt14800 (A)54 

12163 14900 
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LucMutant/nt14900 (A)54 

Figure 3. Schematic depiction of luciferase-expressing PRRSV viral replicons. The five viral replicons Mutant/nt14500, Mutant/nt14600,
Mutant/nt14700, Mutant/nt14800, and Mutant/nt14900 have large internal deletions of nt 12163~14500, nt 12163~14600, nt 12163~ 
14700, nt 12163~14800, and nt 12163~14900, respectively. An expression cassette consisting of the EMCV IRES-driven LUC gene was 
inserted at the deletion site to facilitate the monitoring of viral replication. 
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특이적 감염도에 영향을 미치지 않는다는 것을 알 수 있
었다. 또한, 시험관 내 전사반응시 캡 유사체를 전혀 첨
가하지 않았을 경우 합성되는 WT/cap-의 RNA 경우, 본 
실험에서 감염성을 탐지할 수 없었다 (Fig. 1B). 이 실험

결과, PRRSV 게놈 RNA의 5'-말단에 존재하는 캡 구조는 
바이러스의 RNA 자가복제에 필수적인 인자임을 알 수 
있었다. 

2. PRRSV 게놈의 3'-말단 poly(A) tail의 필요성 

PRRSV의 RNA 자가복제시 바이러스 게놈의 3'-말단에 
존재하는 poly(A) tail이 중요한 역할을 하는지를 알아보

기 위해서, poly(A) tail을 완전히 제거한 synthetic RNA를 
위에서 기술한 시험관 내 전사반응을 통해서 합성하고자 
하였다. 이를 위해서 full-length infectious PRRSV cDNA 
(wild-type, WT)을 엔지니어링하여 바이러스 게놈 3'-말
단에 존재하는 54개의 A 염기를 완전히 제거한 Mutant/ 
NPA cDNA 플라스미드를 재료 및 방법에 기술한 것과 
같이 제작하였다 (Fig. 2A). Mutant/NPA cDNA를 주형으로 
사용하여 시험관 내 전사반응을 통해서 다량의 unpolya- 
denylated RNA를 합성하였다 (data not shown). 합성된 
Mutant/NPA RNA를 BHK 세포에 형질전환시킨 후, 이것

의 측정된 감염도를 WT와 비교하였다. 
Fig. 2B에 나타낸 것과 같이, WT RNA의 경우 예상한 

것과 같이 5.1×105 PFU/µg의 감염도를 나타낸 반면, 
Mutant/NPA RNA의 경우 전혀 감염도가 탐지되지 않았다 
(Fig. 2B). 본 실험을 통해서 우리는 PRRSV 게놈 RNA의 
3'-말단에 존재하는 poly(A) tail이 바이러스의 RNA 자가

복제에 중요한 역할을 한다는 것을 알 수 있었다. 

3. PRRSV 게놈의 3'-말단부위에 존재하는 100 뉴클레

오타이드의 중요성 

지난 연구결과를 토대로 우리는 PRRSV 게놈의 3'-말
단으로부터 약 911 뉴클레오타이드는 바이러스의 자가

복제에 필수적인 요소라는 것을 알 수 있었다 (5). 본 연
구에서는 911 뉴클레오타이드 내에 존재하는 cis-acting 
element를 더욱 세부적으로 동정하고자 하였다. 본 연구

를 위해서 자가복제가 가능한 Mutant/nt14500 cDNA 플

라스미드로부터 추가로 4개의 PRRSV cDNA 플라스미드 
(Mutant/nt14600, Mutant/nt14700, Mutant/nt14800, 그리고 
Mutant/nt14900)를 제작하였다 (Fig. 3). 각각의 mutant 플
라스미드는 PRRSV 게놈의 3'-말단쪽 방향으로 100 뉴클

레오타이드의 추가 염기결절 (nucleotide deletion)을 가지

고 있는 것이 특징이다. 또한, 이들 mutant cDNA들은 바
이러스의 구조단백질에 염기결절을 가지고 있음으로, 감
염성이 있는 바이러스는 생성되지 않는다. 따라서 각각

의 mutant cDNA로부터 합성된 RNA의 자가복제 능력을 
쉽게 분석하고자 EMCV IRES로부터 발현이 유도되는 
루시퍼레이즈 유전자 발현 카세트를 염기결절 부위에 삽
입하였다. 이렇게 엔지니어링된 루시퍼레이즈 유전자는 
세포에 형질전환된 RNA의 자가복제에 의존적으로 발현

된다. 
이렇게 제작된 5개의 cDNA 플라스미드를 주형으로 

사용하여 각각의 mutant RNA를 시험관 내 전사반응으로 
합성하였다 (data not shown). 합성된 RNA를 BHK 세포에 
형질전환시킨 후 36시간이 경과한 다음, 각각의 형질전

환된 세포의 lysate에 포함된 루시퍼레이즈의 활성도를 
측정하였다. Fig. 4에 나타낸 것과 같이 Mutant/nt14900을 
제외한 나머지 4개의 mutant RNA로부터 1.5~5×104 RLU
의 루시퍼레이즈의 활성을 관찰하였다. 그러나, Mutant/ 
nt14900 RNA로부터 얻어진 루시퍼레이즈의 활성도는 10 
이하로 나타났으며, 이것은 형질전환되지 않은 BHK 세

포로부터 얻어진 활성도와 유사하였다. 그러므로, 본 실
험을 통해서 Mutant/nt14900 RNA는 RNA 자가복제를 
하지 않는다는 것을 알 수 있다. 다시 말해서 Mutant/ 

Figure 4. Expression of LUC gene. Naïve BHK-21 cells were 
transfected with the PRRSV RNAs transcribed from each cDNA 
template and seeded on 6-well plates at a density of 4×105 cells 
per well. After 36 hr incubation, cell lysates were prepared for 
LUC assays. The experiments were performed in duplicate; mean 
values are shown. 
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nt14800와 Mutant/nt14900사이에 추가로 결절된 100개의 
뉴클레오타이드가 바이러스의 RNA 자가복제에 중요한 
역할을 한다는 것을 의미한다. 

 
고  찰 

 
본 연구에서는 PRRSV의 자가복제에 필수적인 cis-

acting RNA elements를 동정하였다. PRRSV의 역전사유전

자 시스템을 이용하여 바이러스의 게놈 RNA를 조작함

으로써, 1) 게놈 5'-말단에 존재하는 캡 구조, 2) 게놈 3'-
말단에 존재하는 poly(A) tail, 그리고 3) 게놈의 3'-말단부

위인 N 유전자 바로 앞부위에 존재하는 약 100개의 염
기가 바이러스의 RNA 게놈 자가복제에 절대적으로 필

요하다는 것을 알 수 있었다. PRRSV 이외에 다른 많은 
RNA 바이러스의 게놈의 5'과 3' 말단에 각각 캡 구조와 
poly(A) tail을 가지고 있음으로, 본 연구결과를 통해서 
밝혀진 사실은 이들 바이러스의 자가복제을 이해하는데 
많은 도움이 될 것으로 기대된다. 더 나아가 앞으로 이

들 게놈의 구조 및 염기들이 바이러스의 자가복제에 어
떻게 관여하는 지에 대한 분자생물학적 메커니즘에 관

한 연구가 절실히 필요하다. 
RNA의 5'-말단에 존재하는 캡 구조는 mRNA부터 단

백질의 발현에 중요한 역할을 한다 (6). 즉 이들은 cap-
dependent translation에 관여함으로써, 효과적으로 ribosome
을 mRNA의 5'-말단에 recruit하는데 도움을 준다. 이와 
마찬가지로 PRRSV 게놈 5'-말단에 존재하는 캡 구조

는 바이러스의 단백질을 발현하는데 결정적인 요인으로 
작용한다는 것을 알 수 있었다 (Yun SI and Lee YM, 
unpublished). 하지만 이러한 번역 (translation)과 관련된 
5' 캡 기능만으로는 본 실험에서 관찰한 uncapped RNA
의 감염도를 모두 설명할 수 없다. 그러므로, 바이러스 
게놈의 5'-말단에 존재하는 캡 구조는 직접 또는 간접적

으로 RNA의 합성에 관여할 것으로 생각된다. 앞으로 이
것과 관련된 분자생물학적 연구가 더욱 필요할 것으로 
생각된다. 

Poly(A) tail의 존재는 피코나바이러스의 RNA 폴리머레

이즈가 바이러스의 3'-말단에 결합하는데 필수적이며 (8), 
코로나바이러스의 경우 음성-가닥의 RNA 합성에 중요

한 역할을 한다 (15). 또한 poly(A) tail을 가지고 있는 많
은 바이러스의 음성-가닥은 이들의 5'-말단에 poly(U) tail
을 가지고 있으며 (9,11,28,31), poly(U) sequence는 시험관 

내에서 피코나바이러스의 음성-가닥 RNA 합성에 관여

한다 (1,27). 이러한 설명이 PRRSV에도 적용될지는 앞으

로 더 많은 연구가 필요하다. 
Beet necrotic yellow vein virus RNA 3의 경우, poly(A) tract

이 제거된 RNA 전사체에 poly(A) tract이 첨가되어진다

고 보고된 바 있다 (12). 그러나, nonviral U-rich sequence
가 바이러스의 3'-말단과 poly(A) tail사이에 추가되어진다. 
비록 poly(A) tail이 다시 획득되는 것은 바이러스의 폴리

머레이즈 혹은 세포의 poly(A) polymerase에 의해서 이루

어질 것으로 제안되었지만, 다른 메커니즘이 segmented 
genome을 가진 바이러스에서 제안되기도 하였다. Turnip 
crinkle virus sat-RNA의 경우, RNA 1 또는 2에 의해서 만
들어진 poly(A)-RNA polymerase complex에 의해서 3'-말단

이 수리될 수 있다는 가능성과 유사한 방법도 가능할 것
으로 생각된다 (22). 

마지막으로, PRRSV 게놈 RNA의 자가복제에는 바이러

스의 게놈 내부에 존재하는 sequence가 절대적으로 필요

하다는 것을 알 수 있었다. 이 sequence는 바이러스의 N 
유전자의 바로 앞부위에 위치하며, 컴퓨터 RNA 이차구

조 예상 프로그램을 적용한 결과, 여러 개의 stem-loop 
구조를 가지고 있다는 것을 알 수 있었다 (24). 이러한 
stem-loop 구조가 PRRSV의 RNA replication 뿐 만 아니

라, RNA transcription 및 subgenomic RNA의 합성에 어떠

한 역할을 하는지 앞으로 많은 연구가 필요할 것으로 
생각된다. 이러한 염기서열 특이적인 구조는 앞으로 항

바이러스 제재의 개발에 매우 중요한 기초자료를 제공

하리라 기대된다. 
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