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Murine norovirus (MNV) is a non-enveloped virus with a positive-sense RNA genome and causes lethal infection in 
mice. MNV has been used as a model virus for human norovirus (NV) whose in vitro cell culture system has not been 
available to date since MNV and NV are genetically related. In this study, the genome replication of MNV was 
investigated using strand-specific RT-PCR in RAW264.7 cells. Reverse transcription (RT) using a sense primer followed 
by PCR showed that negative-sense RNAs were first detected in RAW264.7 cells between 6 and 9 [3 and 6] hours post 
infection (h.p.i.). However, these negative-sense RNAs were not detected when cells were treated with a translation 
inhibitor cycloheximide. Then, RT with an antisense primer followed by PCR was performed to detect positive-sense 
RNAs. RT-PCR results revealed that the amount of positive-sense RNAs began to increase from 9 [6] h.p.i., indicating 
the accumulation of the newly synthesized (+)RNA genome. Furthermore, cycloheximide abrogated the increase of 
newly made RNAs during MNV infection. In conclusion, strand-specific RT-PCR using a sense or antisense primer, in 
combination with cycloheximide treatment, enabled us to detect positive-sense and negative-sense RNAs selectively 
and provided a useful tool to understand the replication cycle of MNV. 
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서 론 

 

장염(gastroenteritis)은 공중보건학적으로 매우 중요한 

질병이며, 노로바이러스는 비세균성 급성 장염의 가장 

많은 요인이다. 미국, 유럽, 일본 등 선진국에서는 모든 

장염 집단 발병의 60~85%가 노로바이러스에 의해 일어

난다고 보고된 바 있다 (1~3). 노로바이러스는 매우 전염

성이 강하고 오염된 물, 음식을 섭취하거나 감염된 사람

과 가까이 접촉한 사람들에게 나이를 불문하고 감염될 

수 있다 (4, 5). 

노로바이러스는 1968년 미국 오하이오주 노워크

(Norwalk)에서 처음으로 집단 발병이 보고되었고 (6), 이

후 이 지역 이름을 따서 노워크바이러스로 불리우기도 

한다. 노로바이러스는 1972년에 분리되었고 (7), 1990년 

게놈 구조가 밝혀진 후 (8) 분자생물학적 연구 및 검출이 

가능하게 되었다. 그러나 아직까지 노로바이러스를 증식

할 수 있는 세포 배양 시스템이 개발되어 있지 않기 때

문에 보다 의미 있는 생물학적 연구가 불가능한 실정이

다 (9, 10). 따라서 노로바이러스 연구를 위한 실험 모델 

바이러스 시스템이 필요하다. 

현재 사람 이외에도 소, 돼지, 생쥐 등에서 노로바이러

스가 발견되었으나, 뮤린 노로바이러스(murine norovirus: 
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MNV)만이 세포 배양과 작은 실험 동물에서 증식이 가능

하다 (11, 12). 뮤린 노로바이러스는 2003년 처음 보고되

었으며 (13), 약 7.4 kb의 단일 양성 가닥 RNA [(+)RNA]

를 게놈으로 가진다. 게놈의 5' 쪽은 ORF1을 암호화하

며, 여기에서 하나의 폴리프로테인이 만들어지고, 이는 

나중에 p48, NTPase, p22, Vpg, protease 그리고 RNA- 

dependent RNA polymerase (RdRp)로 절단된다. 게놈의 3' 

쪽은 두 개의 구조단백질인 VP1과 VP2를 만드는 ORF2

와 ORF3가 위치한다 (12). 뮤린 노로바이러스의 대표적 

참고주인 MNV-1 clone CW1 (GenBank accession number 

DQ28562.9)은 7,382 염기로 구성되어 있으며, ORF1은 

6-5,069, ORF2는 5,056-6,681, 그리고 ORF3은 6,681-7,307

에 위치한다. 

세포 배양에서 뮤린 노로바이러스의 증식은 현재까지 

많은 연구가 되어 있지 않다. 특히 뮤린 노로바이러스의 

RNA 합성에 대해서는 다른 Calicivirus처럼 subgenomic 

RNA도 만들어진다는 보고 (11) 이외에는 보고된 바 없다. 

본 연구에서는 strand-specific RT-PCR 실험기법을 이용하

여 세포 배양에서의 뮤린 노로바이러스 RNA 합성에 대

해 보고하고자 한다. 

 

재료 및 방법 

세포 및 바이러스 배양 

뮤린 노로바이러스의 증식을 알아보고자 murine mono- 

cytic 세포주인 RAW264.7을 사용하였다. RAW264.7 세

포는 Herbert W. Virgin 박사(Washington University School 

of Medicine, MO, USA)로부터 얻은 것으로 DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)에 10% fetal bovine serum (FBS)을 첨가한 배지

를 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 실험

에 사용할 바이러스 stock을 얻기 위해 완전히 자라 단층

을 형성한 RAW264.7 세포에 바이러스를 MOI (multiplicity 

of infection)가 0.1 plaque forming unit (pfu)/ml이 되게 감염

시켰다. 감염 후 2% FBS가 포함된 DMEM을 첨가하여 

48시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 바이

러스 stock은 감염된 세포를 -70℃에서의 얼림과 37℃에

서의 녹임을 세 번 반복한 것을 초음파 처리하여 얻었다. 

바이러스 titer는 plaque assay에 의해 pfu/ml로 결정하였다. 

실험에 사용할 세포는 12 well plate에 5 × 105 cells/well

이 되도록 분주하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 하루 정도 

배양하였다. 

Strand-specific RT-PCR 

RAW264.7 세포에 뮤린 노로바이러스를 감염시키고, 일

정한 시간이 경과한 후 감염된 세포에서 QIAmp RNeasy 

[Viral RNA Mini] kit (Qiagen, Hilden, Germany)을 사용하여 

RNA를 추출하였다. 시료 140 μl을 lysis solution 560 μl과 

섞어주고 에탄올 560 μl을 넣어 침전시켰다. QIAamp spin 

column과 buffer AW1, AW2를 이용하여 RNA를 정제하고 

농축하였다. 마지막으로 buffer AVE 60 μl로 RNA를 elution

하여 -70℃ 이하에서 보관하였다. Strand-specific RT-PCR

을 위해 RT 과정에서 음성 가닥 RNA [(-)RNA]는 sense 

primer인 MNV-1pol5F (5'-TCTTCGCAAGACACGCCAAT- 

TTCAG-3')을, (+)RNA는 antisense primer인 MNV-1pol5R 

(5'-GCATCACAATGTCAGGGTCAACTC-3')을 각각 따로 

넣어 cDNA를 신장시켰다. 

RT 반응을 위해 추출된 주형 RNA 3 μl, 5 mM dNTP, 

0.1 M primer, 40 U RNase inhibitor, 4 U Sensiscript RTase 

(Qiagen)를 넣은 후 RNase-free water로 최종 부피를 20 μl

로 맞추었다. 이 혼합용액을 37℃에서 1시간 동안 반응시

킨 뒤 94℃에서 3분간 반응하여 RTase의 활성을 제거한 

후 4℃에서 10분간 식힌 뒤 PCR을 수행하였다. 

PCR을 위해 앞서 생성시킨 cDNA 5 μl를 넣고 primer 

pair 10 pmol짜리 각 5 μl씩, 0.2 mM의 각각의 dNTP, 5 U/ 

μl Taq polymerase (iNtRON Biotechnology, Seongnam, Korea)

를 넣은 후에 최종 부피를 증류수로 50 μl로 맞춘 후 

T-Gradient Thermocycler (Biometra, Gottingen, Germany)를 

사용하여 다음의 조건으로 PCR을 수행하였다. 94℃에서 

3분간 denaturation시킨 후 94℃ 1분, 63℃ 1분, 72℃ 1분

의 조건으로 40 cycle을 반복 수행한 후 72℃에서 7분

간 최종 반응시켰다. 증폭된 시료는 1.5% agarose gel에

서 전기영동을 한 후 ethidium bromide로 염색하여 UV 

transilluminator로 확인하였다. 확인된 결과는 디지털 카메

라로 찍어 보관하였다. 전기영동 상의 밴드 두께는 Scion 

Image program (version Beta 4.02, http://www.scioncorp.com, 

Released 5/05/2000)으로 정량화하여 비교하였다. 

 

결 과 

뮤린 노로바이러스 RNA 검출을 위한 조건 확립 

RAW264.7 세포에 뮤린 노로바이러스를 M.O.I = 1로 
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감염시켜 배양한 후 시간대별로 RNA를 추출하여 strand-

specific RT-PCR을 수행한 결과를 보면, (-)RNA는 시간이 

지날수록 검출량이 증가하는 것을 볼 수 있으나, 감염 직

후인 0시간부터 검출되는 것을 볼 수 있었다(Fig. 1). 여러 

번 실험을 반복하였어도 동일한 결과를 얻었고, 그 이유

는 사용한 바이러스 원액 속에 바이러스 입자 뿐 아니라 

RNA도 존재하고, 그 중 (-)RNA가 검출되는 것으로 밝

혀졌다. 따라서 보다 명확한 결과를 얻기 위해서는 뮤린 

노로바이러스 원액에 존재하는 RNA를 제거하거나 또는 

영향을 최소화하는 방안이 필요했다. 

따라서 원액의 (-)RNA를 제거시키기 위한 방법으로 

RNase 처리와 PEG 처리를 실시하였다. 먼저, (-)RNA를 

제거하기 위한 방법으로 RNase를 사용하여 소량으로 불

완전하게 존재하는 (-)RNA를 제거하고자 하였다. 그러나 

RNase의 농도에 따라 바이러스의 genomic RNA [(+)RNA]

도 제거될 수 있으므로 (-)RNA가 효과적으로 제거되면

서 (+)RNA가 보존되는 처리 농도를 찾는 실험을 선행하

였다. 선행 실험 결과 RNase 처리 농도로 500 μg/ml의 

농도가 적합하다고 판단하여 이 농도를 사용하였고 원액 

속의 (-)RNA를 효율적으로 제거하는 것을 볼 수 있었다

(Fig. 2). 두 번째 방법으로 PEG 처리를 통해 (-)RNA가 

제거되도록 하였다. 7% PEG를 바이러스 원액과 섞어 

15,000 rpm에서 바이러스를 회수하였다. PEG를 처리하였

을 때에는 RNase 처리에 비해 (-)RNA를 더 효과적으로 

제거하는 것을 볼 수 있었다(Fig. 2). RNase나 PEG 처리 

결과 모두 (+)RNA 양은 조금 감소하였지만 (-)RNA 감

소 효과가 더욱 크기 때문에 앞으로의 실험에서는 PEG

를 처리하여 (-)RNA를 제거시킨 바이러스 원액을 사용

하기로 하였다. 

뮤린 노로바이러스에 감염된 RAW264.7 세포에서의 

(-)RNA와 (+)RNA 검출 

바이러스 원액에 PEG를 처리하여 얻은 바이러스 원액

을 RAW264.7 세포에 감염시켜 시간대별로 추출한 RNA

를 가지고 실험을 진행하였다. 감염된 세포에서 추출한 

RNA를 가지고 (-)RNA를 검출한 결과 감염 후 6시간

부터 gel 상에 밴드가 확인됨에 따라 뮤린 노로바이러

스 (-)RNA는 감염 후 3시간과 6시간 사이부터 생성된

다고 생각된다. 또한 (-)RNA는 감염 후 6시간 이후에 

점차 증가되는 양상을 보였다. 더불어 antisense primer

로 검출한 (+)RNA는 감염 후 0시간부터 검출되었으며, 

감염 후 시간이 경과함에 따라 점차 증가되는 것을 알 

수 있었다(Fig. 3A). 검출된 (-)RNA와 (+)RNA가 뮤린 

노로바이러스의 증식에 의한 결과인지 확인하기 위해 

cycloheximide (CHX)를 처리하였다. CHX는 단백질 합성 

저해제로 (+)RNA를 genome으로 가지는 뮤린 노로바이

러스는 RdRp를 이용하여 증식할 것이므로 RdRp의 합성

을 저해하여 RNA 증식을 억제시킬 것으로 예상되었다. 

CHX 처리 결과 (-)RNA는 바이러스 감염 후 0시간부터 

12시간까지 검출되지 않았으며, (+)RNA는 감염 후 0시간

부터 검출되었으나, 이후에도 일정한 양으로 검출되었다

(Fig. 3B). 전기영동 상의 PCR 산물에 해당하는 밴드의 

Figure 2. Removal of free (-)RNA from murine norovirus 
stock. Virus stock was pre-treated with RNase at a concentration 
of 500 μg/ml or 7% polyethylene glycol (PEG) overnight. Virus 
stock treated with RNase or PEG was used for strand-specific 
RT-PCR. STO, virus stock. -, negative control. Figure 1. Detection of murine norovirus RNA in RAW264.7 

cells by strand-specific RT-PCR. RAW264.7 cells were infected
with murine norovirus at MOI of 1. RNAs were extracted at 3 hrs 
time interval and cDNAs were synthesized using either sense
primer or antisense primer. Resulting cDNAs were subjected to
PCR using both sense and antisense primers. M, Mock-infected. 
NC: negative control without primer. 
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두께를 측정하여 대략적으로 상대적인 양을 그래프로 나

타내 보았다(Fig. 3C). 여기에서 (-)RNA는 감염 초기에

는 거의 검출되지 않다가 감염 3시간과 6시간 사이에 검

출되는 것을 볼 수 있다. 반면 (+)RNA는 감염 초기부터 

검출되고, 감염 6시간부터 증가하는 것으로 나타났다. 

CHX를 처리하였을 때에는 (-)RNA는 거의 검출되지 않

았으며, (+)RNA는 검출되지만 양적 증가는 보이지 않았

다(Fig. 3C). 

앞의 실험에서 RAW264.7 세포에서 뮤린 노로바이러

스의 (-)RNA는 감염 3시간과 6시간 사이에 합성되기 

시작한다는 것을 알 수 있었다. 합성된 (-)RNA는 다시 

(+)RNA 합성의 주형으로 사용되므로 바이러스 감염 이

후에 (+)RNA의 양적 증가가 수반된다. 따라서 바이러스

가 증식하면서 증가되는 (+)RNA 량을 정량적으로 분석

하기 위하여 semi-quantitative RT-PCR을 시행하였다. 바

이러스 감염 3, 6, 9시간째에 RNA를 추출하고, antisense 

primer로 cDNA를 합성한 뒤 이를 10진 희석한 뒤 RT-

PCR을 수행하였다. 그 결과, 감염 3시간에는 10-3에서 희

미한 밴드가 관찰되었고, 6시간째에는 10-3에서 비교적 

뚜렷하게 밴드가 관찰되어 감염 6시간 전에 (+)RNA 합

성이 시작되는 것을 알 수 있다. 이 후 RNA 합성은 계

속 증가하여 감염 9시간째에는 10-4까지 검출되었다(Fig. 

4). 반면 CHX를 처리하였을 때에는 감염 후 9시간까지 

(+)RNA 양이 증가하지 않는 것을 알 수 있었다. 따라서 

(-)RNA로부터 (+)RNA로의 전사는 바이러스 감염 후 6

시간 이전에 시작한다고 생각된다. 

뮤린 노로바이러스의 세포외 방출 

세포 증식 과정에 의해 세포 내에서 증식한 바이러스

Figure 3. Synthesis of murine norovirus (-)RNA and (+)RNA in RAW264.7 cells. Cells were infected with murine norovirus in the 
presence of absence of CHX (10 μM). Cycloheximide was present in the culture medium prior [before], during and after virus infection. 
At the indicated times after virus infection, RNAs were extracted and RT reactions were performed using only sense primer for detection 
of (-)RNAs or antisense primer for detection of (+)RNAs. (A) In the absence of CHX. (B) In the presence of CHX. (C) The intensities of 
the gel bands of the PCR products were converted to numerical forms using Scion Image program and plotted against time after virus 
infection. , (-)RNA in the absence of CHX; ○, (+)RNA in the absence of CHX; , (-)RNA in the presence of CHX; , (+)RNA in 
the presence of CHX. 

Figure 4. Semi-quantitative RT-PCR of murine norovirus.
RAW264.7 cells were infected with murine norovirus. RNA was
extracted at 3, 6, 9 h.p.i. and RT reaction was performed using
antisense primer only. The resulting cDNAs were serially diluted
1:10 and subjected to PCR using both sense and antisense primers.
Cycloheximide treated sample was included at 9 h.p.i. 

C A B 
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는 세포 밖으로 방출될 것이기 때문에 언제 세포 밖으로 

방출되는지 알아보고자 하였다. 바이러스 감염 후 0, 3, 6, 

9, 12, 24, 48시간에 세포 배양액을 수확하여 이 속의 바

이러스를 (+)RNA로서 검출하였다. 그 결과 세포 배양액

속의 뮤린 노로바이러스는 감염 후 9시간까지 소량 검출

되었으나 감염 12시간부터 많은 양이 검출되었고, 이후 

24, 48시간까지 점차 증가되는 양상으로 나타났다(Fig. 5). 

따라서 RAW264.7 세포에서 증식한 뮤린 노로바이러스

는 감염 후 9시간과 12시간 사이에 세포 밖으로 방출된

다고 생각된다. 

 

고 찰 

 

본 연구결과, 뮤린 노로바이러스는 RAW264.7 세포에 

감염하였을 때 감염 6시간 경에 (-)RNA와 (+)RNA가 만

들어지고, 완성된 바이러스 입자의 세포 밖 방출은 감염 

후 9시간과 12시간 사이에 이루어진다고 생각된다. 

뮤린 노로바이러스와 같이 (+)RNA를 게놈으로 가지는 

바이러스에서 (-)RNA 합성은 증식에서 매우 중요한 단

계이다. 그러나 전통적으로 (-)RNA를 (+)RNA와 구분되

게 검출하는 것은 (+) 또는 (-) 극성을 가지는 단일 가닥 

DNA 또는 RNA 탐침을 필요로 하기 때문에 기술적으로 

매우 까다롭고 어렵다고 생각되어 왔다. 이를 극복하기 

위해 역전사(RT) 과정에서 cDNA를 합성할 때 sense 또

는 antisense primer만 사용하는 strand-specific RT-PCR 방

법이 개발되었다. 이 기술을 이용하여 뎅기 바이러스나 

C형 간염바이러스 같은 (+)RNA 바이러스의 replicative 

intermediate 또는 (-)RNA를 검출하였으며 (14~17), 본 연

구실에서도 최근 아스트로바이러스의 RNA 합성을 연구

하는데 이용한 바 있다 (18). 

본 연구에서는 3시간 단위로 RNA 합성을 살펴보았

는데, (-)RNA와 (+)RNA 모두 감염 3시간과 6시간 사

이에 생성되는 것이 관찰되었다. 일반적으로 (+)RNA는 

(-)RNA가 생성되고, 이를 주형으로 만들어지게 되는데 

본 연구에서는 시간적인 차이를 볼 수 없었다. 그 이유는 

두 가지로 생각된다. 첫째는 3시간 보다 짧은 시간 단위

로 분석하였으면 차이를 볼 수 있었을 것으로 생각된다. 

두 번째 이유는 피코르나바이러스, 플라비바이러스 그리

고 구제역바이러스와 같은 (+)RNA 바이러스처럼 뮤린 

노로바이러스의 경우에도 (+)RNA 합성이 (-)RNA 합성 

직후에 이루어져 사실상 시간 차이가 거의 나지 않는 

것이다 (19~23). 최근 본 연구실에서 수행한 아스트로

바이러스의 RNA 합성 연구에서도 (+)RNA와 (-)RNA가 

거의 동시간 대에 검출되는 것을 보고한 바 있다 (18). 

또한 Northern blot 기술을 이용한 Wobus 등(2004)의 뮤

린 노로바이러스 연구에서도 (+)RNA가 감염 6시간째

에 검출되는 것이 보고되었다. 따라서 본 연구-결과는 

(+)RNA 바이러스의 (+)RNA 합성이 (-)RNA 합성과 거

의 동시에 일어난다는 일반적인 견해와 다르지 않다. 
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