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Regulation of microRNA-7-5p and LRP6 by Epstein-Barr 
Virus-Encoded RNAs in Burkitt's Lymphoma Cell Line Akata 
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Epstein-Barr virus (EBV)-encoded small non-coding RNAs (EBERs) are abundantly expressed in various EBV-
associated malignancies, and play critical roles in cell proliferation, tumorigenesis, and apoptosis resistance. However, 
the mechanism how EBERs regulate cell function awaits further clarification. In this study, we investigated the effect of 
EBERs on the expression of cellular microRNA (miRNA) and mRNA expression. To test the effect of EBERs while 
unaffected by other EBV genes, we used EBERs-deleted recombinant EBV infected Burkitt's lymphoma cell line 
(Akata(+)EBERs(-)) as well as EBV-infected (Akata(+)) and EBV uninfected (Akata(-)) cell lines. They all have the 
same genetic backgrounds. First, 15 different cellular miRNAs which have reverse complementary sequences to EBERs 
and have reported targets were selected by bioinformatics analysis. When RT-PCR was carried out for the 16 miRNAs 
using RNAs from Akata(+), Akata(-), and Akata(+)EBERs(-) cells, hsa-miR-7-5p was the only one showing down-
regulated expression in Akata(+) than in Akata(-) and Akata(+)EBERs(-) cells. Bioinformatics and mRNA microarray 
analyses for Akata(+), Akata(-), and Akata(+)EBERs(-) cell lines were then carried out to predict putative targets of 
hsa-miR-7-5p. Among the 6 predicted targets of hsa-miR-7-5p, only low density lipoprotein receptor-related protein 6 
(LRP6) was up-regulated in EBERs-expressing cells when tested by RT-PCR and Western blot. However, luciferase 
reporter assay showed that the 3'-UTR of LRP6 was not directly targeted by hsa-miR-7-5p. Our data suggest that both 
hsa-miR-7-5p and LRP6 are regulated by EBERs in Akata cells, and these genes may partly mediate the tumorigenic 
function of EBERs in Burkitt's lymphoma. 
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INTRODUCTION 

 

Epstein-Barr virus (EBV)는 172 kbp의 이중 나선 DNA

를 게놈으로 가지고 있는 감마 허피스바이러스로 전세계 

90% 이상의 인구에 감염되어 있다. EBV는 대부분의 사

람들에게 무증상의 잠복감염을 일으키나 버키트 림프종, 

호즈킨 림프종, 비인강암, 위암과 같은 여러 악성 종양 

발생과 관련이 있다고 알려져 있다 (1, 2). EBV는 잠복감

염 시 6종의 EBV nuclear antigen (EBNA-1, -2, -3A, -3B, 

-3C, -LP)과 3종의 latent membrane protein (LMP1, 2A, 2B), 

2종의 EBV-encoded small non-coding RNA (EBER1, 

EBER2) 및 BamHI A rightward transcripts (BARTs) 등이 발

현될 수 있으며, EBV 유전자의 발현 양상에 따라 3가지
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의 잠복감염 상태(latency I, II, III)로 나뉘어진다. 

EBER1 (167 nt)과 EBER2 (172 nt)는 RNA polymerase 

III에 의해 만들어지는 헤어핀 구조의 non-translated RNA

로서 (3), EBV에 잠복감염된 모든 세포들에서 매우 높게 

발현된다(106 copies/cell) (4). EBER1과 EBER2는 서열상으

로는 유사성이 높지 않으나 구조적으로는 매우 높은 유

사성을 보인다 (3). 여러 다른 EBV strain에서 EBER1과 

EBER2 서열이 잘 보존되어 있어서 (5), 이들이 EBV 생

활사에 중요한 역할을 할 가능성을 보여준다. 

MicroRNA (miRNA)는 세포 내에서 만들어지는 19~25 

nt 길이의 작은 단일 가닥 RNA이다 (6). RNA polymerase 

II에 의해 전사된 primary microRNA (pri-miRNA)는 

Drosha와 Dicer 효소에 의해 잘려 약 21 nt 길이의 성

숙한 miRNA로 만들어지게 된다 (7). 성숙한 miRNA는 

RNA-induced silencing complex (RISC)와 결합한 후 (8), 타

겟 유전자 mRNA의 3'-untranslated region (3'-UTR)에 상보

적으로 결합하여 번역과정을 억제하거나 타겟 RNA의 

분해를 유도한다 (9). miRNA는 성장, 분화 (10), 증식, 사

멸 (11) 같은 다양한 세포 기능을 조절하며, 일부 miRNA

는 종양 유전자 (12, 13) 또는 종양억제자 (14, 15)로 기능

하기도 한다. 

최근 miRNA와 결합할 수 있는 상보적인 서열을 가지

는 non-coding RNA가 miRNA의 타겟 mRNA와 경쟁하여 

sponge와 같이 작용함으로써, miRNA를 모두 격리시키고 

miRNA의 기능을 저해할 수 있다는 사실이 보고되었다 

(16). 예를 들어, EBV와 같은 감마 허피스바이러스에 

속하는 Herpesvirus saimiri (HSV)에서 발현되는 7종의 

Herpesvirus saimiri U-rich RNA (HSUR) 중 하나인 HSUR1

은 miR-27과 서열 상보적으로 결합하여 분해시킴으로써, 

miR-27의 타겟 유전자인 Forkhead box O 1 (FOXO1) 단백

질의 발현을 증가시키는 miRNA sponge 기능을 한다 (17). 

HSUR들은 small non-coding RNA로 헤어핀 형태의 RNA

로 만들어지며 (18), in vitro에서 바이러스의 복제와 세포

의 형질전환에는 필수적이지 않은 것으로 보고되었다 

또한, 잠복감염 상태의 세포에서 다량 발현되고 서열이 

strain 간에 매우 잘 보존되어 있다는 특징을 가지고 있다 

(18, 19). 이러한 HSUR의 특징은 EBER의 특징과 매우 

유사한 것으로 확인된다 (3~5). 

본 연구에서는 EBV 연관 종양 세포에서 항상 다량으

로 발현되는 EBER의 발현 여부에 따른 세포 miRNA 

발현 변화를 조사하여, EBER에 의해 발현이 저해되는 

miRNA와 그 예상 타겟 유전자를 찾고, EBER 발현이 세

포의 생장 및 세포 사멸을 변화시켜 종양 발생을 촉진하

는 기전을 이해하고자 하였다. 

 

MATERIALS AND METHODS 

세포 배양 

EBV 음성 버키트 림프종 세포인 Akata(-)와 EBV 양성 

버키트 림프종 세포인 Akata(+) (20)는 10% 우태아 혈청

(Fetal Bovine Serum, Hyclon, Logan, USA), 항생제(100 unit 

/ml penicillin 및 100 μg/ml streptomycin, Gibco BRL, Grand 

Island, NY, USA), fungizone (250 μg/ml, Gibco BRL)이 포

함된 RPMI 1640 배지(Gibco BRL)로, 37℃, 5% CO2가 유

지되는 세포배양기에서 배양하였다. 자궁경부암 세포인 

HeLa (ATCC CCL-2)는 DMEM 배지(Gibco BRL)로 배양

하였다. 본 연구에서는 EBV가 발현하는 다른 단백질이나 

RNA의 영향 없이 EBER에 의한 miRNA 조절 가능성을 

조사하기 위해, EBER 서열만 결손되어 있는 재조합 EBV

를 Akata(-) 세포에 감염시켜 생성된 Akata(+)EBERs(-)도 

함께 이용하였다 (21). Akata(+)EBERs(-)는 Akata(+) 세

포와 같은 조건의 RPMI 1640 배지에 G418 (900 μg/ml, 

Gibco BRL)을 첨가하여 배양하였다. 

Quantitative RT-PCR 

Akata(-)와 Akata(+), Akata(+)EBERs(-) 세포를 수확한 후 

RNAzolTM B reagent (Tel-Test, Friendswood, TX, USA)를 

사용하여 RNA를 추출하였다. miRNA 확인에 필요한 

cDNA는 Mir-X miRNA First Strand Synthesis Kit (Takara, 

Tokyo, Japan)를 사용하여 합성하였고, mRNA 확인에 필

요한 cDNA는 oligo (dT) (Ahram Biosystems, Seoul, Korea)

와 M-MLV reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA)를 사용하여 합성하였다. Real-time PCR은 SYBR 

green Premix Ex TaqTM II (Takara)와 Mx3000PTM Real-Time 

PCR System (Stratagene, La Jolla, CA, USA)을 이용해서 확

인하였다. miRNA 발현 확인을 위한 PCR 과정은 95℃에

서 10초 반응 후 95℃에서 5초, 60℃에서 20초를 35회 

반복하고, 해리곡선(dissociation curve) 분석을 위해 95℃

에서 1분, 55℃에서 30초, 95℃에서 30초로 반응을 진행

하였다. EBV DNA의 존재나 세포 mRNA 발현 확인을 

위한 PCR 과정은 95℃에서 5분 반응 후 95℃에서 30초, 

60℃에서 30초, 72℃에서 30초를 35회 반복하고, 해리곡 
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선 분석을 위해 95℃에서 1분, 55℃에서 30초, 95℃에서 

30초로 반응을 진행하였다. PCR 반응에 사용한 primer 

서열들은 Table 1에 정리하였으며, 상대적인 miRNA와 

mRNA 발현량은 각각 U6 (miRNA)와 GAPDH (mRNA)의 

Ct 값과 비교 정량하여 계산하였다. 

Northern blotting 

Akata(+)EBERs(-)에서 EBER의 결손을 확인하기 위하

여, Akata(-), Akata(+), Akata(+)EBERs(-)에서 RNA를 추출

한 후에 1 μg RNA를 15% polyacrylamide-urea 겔에 전기

영동하고 Zeta-Probe blotting membrane (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA)으로 transfer하였다. 확인하고자 하는 

probe 5' 말단에 [γ-32P] ATP로 표식하였으며, ExpressHyb 

hybridization solution (Clontech, Palo Alto, CA, USA)을 사

용하여 hybridization을 수행하고 X-ray 필름에 감광시켜 

현상하였다. 실험에 사용한 probe 서열은 EBER1: 5'- 

CCAGCTGGTACTTGACCCAAGAC-3', EBER2: 5'-ATTA- 

GAGAATCCTGACTTGCAAATGCTCT-3', U6: 5'-GCAGG- 

GGCCATGCTAATCTTCTCTGTATCG-3'이며, 내부 대조군

으로 U6 snRNA를 사용하였다. 

Western blotting 

Low density lipoprotein receptor-related protein 6 (LRP6) 

단백질을 검출하기 위해, Akata(-)와 Akata(+), Akata(+)- 

EBERs(-) 세포를 수확한 후 세포 용해액(20 mM Tris [pH 

8.0], 137 mM NaCl, 10% glycerol, 2 mM EDTA, 1% Triton 

X-100)과 protease inhibitor를 사용하여 단백질을 추출하

였다. 단백질을 50 μg씩 8% polyacrylamide 겔에 전기영

Table 1. Continued 

Gene Primer sequence (5' - 3') 

hsa-miR-365a-5p AGGGACUUUUGGGGGCAGAUGUG 

hsa-miR-365b-5p AGGGACUUUCAGGGGCAGCUGU 

hsa-miR-378a-5p CUCCUGACUCCAGGUCCUGUGU 

hsa-miR-449b-3p CAGCCACAACUACCCUGCCACU 

hsa-miR-497-3p CAAACCACACUGUGGUGUUAGA 

hsa-miR-629-3p GUUCUCCCAACGUAAGCCCAGC 

hsa-miR-885-3p AGGCAGCGGGGUGUAGUGGAUA 

hsa-miR-1226-3p UCACCAGCCCUGUGUUCCCUAG 

Table 1. Primer sequences. 

Gene Primer sequence (5' - 3') 

EBER1 TTTGCTAGGGAGGAGACGTGTGT 
(F) 

 AAGCAGAGTCTGGGAAGACAACCA 
(R) 

EBER2 AGGACAGCCGTTGCCCTAGTGGTT
TCGGA (F) 

 AAAACAGCGGACAAGCCGAATACC 
(R) 

EBNA2 AAAACAGCGGACAAGCCGAATACC 
(F) 

 GCCACCTGGCAGCCCTAAAG (R) 

EBNA3B CCCTTGCGGATGCAGCCAAT (F) 

 GGCTGATATGGAATGTGCCC (R) 

EBNA3C AGAAGGGGAGCGTGTGT (F) 

 CGGCTCGTTTTTGACGTC (R) 

ARL15 TTTGCTAGGGAGGAGACGTGTGT 
(F) 

 AAGCAGAGTCTGGGAAGACAACCA 
(R) 

EXOSC2 TTGCACACGAGGAGCCTGAAA (F)

 GAGGCACCACATGGCAAATCA (R)

LRP6 GCTTGGGCTCAACCGTGAAGT (F) 

 TGAATGATGGTGCGGTTT (R) 

TAPBP GCTGCAACTCCTGGGCTGAAT (F) 

 AGAAGGTCCCATTTCCGGTCC (R) 

TMEM48 AATGGGAATGGTGATGGCCTG (F)

 AATGGGAATGGTGATGGCCTG (R)

VPS13D ATATGGAAATGTCGGGGGCCT (F) 

 CCGATTGTCCATCGTCTTCCC (R) 

GAPDH ATGCCATCACTGCCACCCAG (F) 

 GTCGTTGAGGGCAATGCCAG (R) 

miRNA Primer sequence (5' - 3') 

hsa-miR-7-5p UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGU

hsa-miR-92b-5p AGGGACGGGACGCGGUGCAGUG 

hsa-miR-106b-3p CCGCACUGUGGGUACUUGCUGC 

hsa-miR-140-3p UACCACAGGGUAGAACCACGG 

hsa-miR-197-3p UUCACCACCUUCUCCACCCAGC 

hsa-miR-204-3p GCUGGGAAGGCAAAGGGACGU 

hsa-miR-337-5p GAACGGCUUCAUACAGGAGUU 
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동한 후, nitrocellulose membrane (Invitrogen)으로 transfer하

고 5% skim milk로 blocking 하였다. 항체 처리는 rabbit 

anti-LRP6 (1:1,000, Cell Signaling Technologies, Danvers, 

MA, USA)을 4℃에서 24시간 반응시켰으며, 2차 항체로 

horseradish peroxidase (HRP)가 결합된 goat anti-rabbit (1: 

3,000, Santa Cruz Biotechnology)을 사용하여 상온에서 2시

간 반응시켰다. 단백질 확인을 위해 ECL Western blotting 

analysis system 용액(Amersham Life Sciences, Bucking- 

hamshire, UK)을 처리하여 X-ray 필름에 감광시키고 현

상하였다. 동량의 단백질이 겔에 loading 되었는지 확인

하기 위해 동일 membrane을 anti-β-actin 항체(1:2,000, Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, USA)와도 반응시켜 

정량하였으며, 감광하여 얻은 결과는 FUJIFILM Multi 

Gauge 프로그램을 이용하여 정량 분석하였다 (22). 

Plasmid construction 

Akata(+) 세포에서 DNA를 추출한 후 hsa-miR-7-5p seed 

서열과 상보적인 LRP6 3'-UTR (5,104 base pairs)의 세 부

위 중, 첫 번째와 두 번째 부위 혹은 두 번째와 세 번째 

부위가 포함되도록 각각 증폭하였다. 그 다음 이들을 

psiCHECK-2 reporter 벡터(Promega, Madison, WI)에 있는 

Renilla luciferase 코딩 서열과 poly(A) 사이의 XhoI/NotI 위

치에 클로닝하여 psiC-LRP6(1-2)과 psiC-LRP6(2-3)를 제작

하였다(Fig. 4A). 증폭에 사용한 primer 서열은 LRP6(1-2): 

5'-TCGACTCGAGAGCTCCATTCCCCAGTAGGCTT-3'; 5'- 

GGCCGCGGCCGCCCATTTTGTCTGACACTGTGGGC-3', 

LRP6(2-3): 5'-TCGACTCGAGTGTTGGAGACTGTAAGA- 

ATCAGGTGC-3'; 5'-GGCCGCGGCCGCTGGCAGAAAGT- 

GCCAAAGGC-3'이다. 

Luciferase reporter assay 

HEK293T 세포를 96-well plate에 5 × 103 cells/well로 

24시간 배양 후 hsa-miR-7-5p mimic과 함께 psiC-LRP6 

(1-2)나 psiC-LRP6(2-3)를 co-transtection 하였다. Renilla 

luciferase 활성은 48시간 후에 Dual-Glo luciferase reporter 

assay system (Promega)을 이용하여 측정하였으며, 내부 

대조군으로 psiC-LRP6(1-2)나 psic-LRP6(2-3)에 내재된 

firefly luciferase 활성을 측정하여 사용하였다. 

 

RESULTS 

Akata(+)EBERs(-) 세포에서 EBER 발현 확인 

실험에 사용한 Akata(+)EBERs(-) 세포에 EBER만 결손

되어 있는지 확인하기 위해, EBER1, EBER2 및 EBV 잠

복 유전자(EBNA2, EBNA3B, EBNA3C)의 존재 여부를 

PCR로 조사하였다. 실험 결과 Akata(+)EBERs(-)에서는 

Akata(-)와 동일하게 EBER1과 EBER2 유전자가 모두 

존재하지 않았으나, EBV 잠복유전자와 GAPDH 유전자

의 존재는 명확히 확인되었다(Fig. 1A). 또한, Akata(+)- 

EBERs(-)에서 EBER1, EBER2 및 몇몇 EBV miRNA (ebv-

miR-BART1-3p, ebv-miR-BART7-3p)의 발현도 Northern 

blot으로 조사하였다(Fig. 1B). 실험 결과, Akata(+)EBERs(-)

에서 예상대로 EBER1과 EBER2는 발현되지 않았으며, 

EBV miRNA들은 Akata(+) 세포에서와 유사한 수준으로 

발현되었다. Akata(-)와 Akata(+), Akata(+)EBERs(-)에서 

cellular miRNA인 hsa-miR-16도 정도에 큰 차이 없이 잘 

발현되었다. 이로써 Akata(+)EBERs(-) 세포는 EBER1과 

EBER2의 결손이 있는 것을 제외하고 Akata(+)와 유사한 

특징을 나타냄을 확인할 수 있었다(Fig. 1B). 

 

A B 

Figure 1. Verification of EBER deletion in Akata(+)EBERs(-) 
cell line. (A) PCR analysis was carried out to examine the absence 
of EBER (EBER1, 2) sequences in the EBV genome of Akata(+)-
EBERs(-). For comparison, Akata(-) and Akata(+) cells were used.
The presence of EBV latent genes (EBNA2, 3B, and 3C) was also
examined. GAPDH was used as an internal control. (B) Expression
of EBERs and two EBV BART miRNAs in Akata(-), Akata(+), 
and Akata(+)EBERs(-) cells were analyzed by Northern blot 
analysis. The expression of human miR-16 (hsa-miR-16) was also 
assessed as a reference. The quality and quantity of the loaded 
RNA were examined by reprobing the blot for U6 snRNA. 
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EBER와 결합하여 발현이 조절될 것으로 예상되는 

human cellular miRNA 선정 

EBER가 cellular miRNA에 sponge로 작용하여 발현을 

억제시킬 가능성이 있는지 PITA 예측 프로그램(http:// 

bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/rnahybrid/)을 사용하여 조

사하였다. 본 연구에서는 EBER가 cellular miRNA에 결

합함으로써 miRNA의 기능을 억제할 것으로 가정하고, 

EBER1이나 EBER2와 결합 가능성이 높은 cellular miRNA 

(Version 11.0)를 각각 25개씩 찾은 후 문헌조사를 통해 

이들 중 타겟이 보고된 바 있는 15종의 miRNA를 선별

하였다(Table 2). 

EBER와 결합 가능성이 있는 cellular miRNA의 발현 

분석 

선별된 15종의 human cellular miRNA (Table 2)들이 

EBER에 의해 발현이 감소될 가능성을 확인하기 위해, 

Akata(-)와 Akata(+), Akata(+)EBERs(-) 세포에서 정제한 

RNA를 사용하여 quantitative real-time PCR (qRT-PCR)을 

실시하였다. 내부 대조군으로 U6 snRNA를 사용하였고, 

독립적인 3번의 실험을 수행하였다. 실험 결과, 15종의 

miRNA 중 3종의 miRNA (hsa-miR-7-5p, hsa-miR-92b-5p, 

and hsa-miR-365b-5p)가 Akata(+)에서 Akata(-)에 비해 발

현이 감소하는 것으로 나타났으나(p < 0.05), 이 중 hsa-

miR-7-5p만이 Akata(+)EBERs(-)에서 Akata(+)에 비해 유

의적으로 발현이 증가된 양상을 보여주었다(p < 0.01). 

즉, EBER와 서열 상보성이 있는 15종의 miRNA 중 hsa-

miR-7-5p가 EBER에 의한 sponge 작용을 받을 가능성이 

있다고 생각되었다(Fig. 2). 

Hsa-miR-7-5p에 의해 조절될 것으로 예상되는 

타겟 mRNA 후보군 선정 

EBER 발현과 반비례하여 발현이 변화되었던 hsa-

miR-7-5p가 타겟할 가능성이 있는 유전자들을 TarBase 

program (Version 6.0)을 이용하여 검색하였다. 검색된 

415개의 유전자들 중 mRNA 마이크로어레이 실험 결과, 

Table 2. Cellular miRNAs which are expected to be targeted by EBERs. 

EBERs microRNA Positiona Seedb ΔdGduplexc 

EBER 1 hsa-miR-7-5p  91 7:0:0 -15.40 

 hsa-miR-92b-5p  47 7:0:0 -32.90 

 hsa-miR-140-3p  83 7:0:0 -18.90 

 hsa-miR-197-3p  67 8:0:0 -22.00 

 hsa-miR-204-3p  93 8:0:0 -31.00 

 hsa-miR-365a-5p  38 7:0:0 -28.30 

 hsa-miR-365b-5p  46 7:0:0 -29.30 

 hsa-miR-449b-3p  20 7:0:0 -27.60 

 hsa-miR-885-3p   1 7:0:0 -24.40 

 hsa-miR-1226-3p 131 7:0:0 -14.20 

EBER 2 hsa-miR-105-5p  75 8:0:0 -25.20 

 hsa-miR-106b-3p   4 8:0:0 -24.90 

 hsa-miR-337-5p   2 7:0:0 -16.60 

 hsa-miR-378a-5p 104 8:0:0 -22.00 

 hsa-miR-497-3p   2 7:0:0 -18.50 

 hsa-miR-629-3p 139 7:0:0 -18.70 

aDistance in base pairs from the beginning of EBER1 or EBER2. 
bPITA's "X:Y:Z" notation for describing the seed represents the size of the seed (X), the number of mismatches (Y) and the number of 
G:U wobble pairs (Z). 

cThe binding energy of the microRNA-EBER duplex. 
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Akata(+) 세포에서 Akata(-)나 Akata(+)EBERs(-) 세포에서 

발현이 증가된 유전자를 조사하여, 총 6종 LRP6, (ADP-

ribosylation factor-like 15 (ARL15), exosome component 2 

(EXOSC2), TAP binding protein (TAPBP), transmembrane 

protein 48 (TMEM48), vacuolar protein sorting 13 homolog D 

(VPS13D))의 hsa-miR-7-5p 후보 유전자를 최종 선별하였

다(Table 3). 

EBER의 발현이 hsa-miR-7-5p의 타겟 후보유전

자 발현에 미치는 영향 

EBER가 발현될 때 선별된 6종의 hsa-miR-7-5p 잠재 타

겟 mRNA의 발현이 증가할 가능성을 Akata(-)와 Akata(+), 

Akata(+)EBERs(-)의 RNA로 qRT-PCR을 실시하여 조사하

였다. 내부 대조군으로 GAPDH를 사용하였으며 독립적

인 3번의 실험을 수행한 결과, 6종의 유전자 중 LRP6와 

TMEM48 mRNA가 Akata(+)에서 Akata(-)에 비해 유의적

으로 증가하였으나(p < 0.01), LRP6 mRNA만이 Akata(+)에

서 Akata(+)EBERs(-)에 비해 유의적으로 증가되는 양상

을 보였다(p < 0.01) (Fig. 3A). LRP6가 단백질 수준에서도 

EBER 발현 시 증가하는 양상을 보이는지 알아보기 위

해 Western blot을 수행하였다. LRP6 항체에 대한 양성 대

조군으로 자궁경부암 세포인 HeLa를 사용하였고 loading 

control로 β-actin을 사용하였다. 실험 결과, mRNA의 결

과와 마찬가지로, Akata(-)나 Akata(+)EBERs(-)에 비해 

Table 3. Putative target genes of hsa-miR-7-5p 

miRNA microarray 

Akata(+)/Akata(-) Akata(+)/Akata(+)EBERs(-)Gene 
Fold 

change P-value
 Fold 

change P-value 

ARL15 1.842 0.013  1.838 0.029 

EXOSC2 1.522 0.017  1.168 0.062 

LRP6 3.745 0.025  3.649 0.032 

TAPBP 1.339 0.068  1.376 0.055 

TMEM48 3.236 0.001  1.589 0.036 

VPS13D 1.264 0.026  1.193 0.063 

Figure 2. Down-regulated hsa-miR-7-5p expression by EBERs in Akata cells. Real-time RT-PCR was performed for 15 different 
cellular miRNAs to test whether EBERs can affect the expression of them. Total RNA was extracted from Akata(-), Akata(+), and 
Akata(+)EBERs(-) cells, and miRNA qRT-PCR was conducted using Mir-X miRNA First Strand Synthesis and SYBR qRT-PCR Kit. 
Relative gene expression was calculated according to the comparative CT method using U6 snRNA as a loading control. The ratio of each 
miRNA to U6 in Akata(+) cells was arbitrarily set as 1. (n=3, †; p < 0.01, *; p < 0.05) 
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Akata(+) 세포에서 LRP6 단백질의 발현이 증가하는 것으

로 확인되었다(Fig. 3B). 3번의 독립적인 실험 결과에 대

해 Multi Gauge 프로그램을 이용하여 정량 분석을 실시한 

결과 Akata(+)에서 Akata(-)에 비해 약 99% (p < 0.01)의 증

가를 보였으며, Akata(+)에서는 Akata(+)EBERs(-)에서보다 

약 96%(p < 0.01) 증가하였다(Fig. 3C). 결과적으로 hsa-

miR-7-5p의 타겟 mRNA 후보군 6종 중 LRP6가 EBER가 

발현할 때 증가되는 발현 양상을 보임으로써, EBER 발현 

시 감소되는 hsa-miR-7-5p에 의해 영향을 받을 가능성이 

있는 타겟 후보로 최종 선별되었다. 

Hsa-miR-7-5p가 LRP6의 3'-UTR과 직접 결합하

여 발현을 조절하는지 확인 

EBER 발현 시 증가되는 양상을 보인 LRP6가 hsa- 
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Figure 3. Up-regulated LRP6 expression by EBERs in Akata cells. (A) Real-tizme RT-PCR was performed for six different genes to 
test whether EBERs can affect the expression of them. Total RNA was extracted from Akata(-), Akata(+), and Akata(+)EBERs(-) cells and 
quantitative real-time RT-PCR were carried out using SYBR Premix Ex Taq. Relative gene expression was calculated according to the 
comparative CT method using GAPDH as a loading control. The ratio of each mRNA to GAPDH in Akata(+) cells was arbitrarily set as 1.
(B) The effect of EBERs on the expression of LRP6 at protein level was analyzed. Western blot analysis was carried out using cell lysate 
from in Akata(-), Akata(+), and Akata(+)EBERs(-) cells. β-actin was used as a loading control and HeLa cell line was used as a positive 
control for LRP6 expression. (C) Results similar to those in panel B were obtained in two more independent experiments, and the means 
and standard deviation (SD) from all three independent experiments are plotted. (n=3, †; p < 0.01) 
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miR-7-5p의 직접적인 타겟인지 확인하기 위해, 우선 PITA 

예측 프로그램을 사용하여 hsa-miR-7-5p seed 부분과 

LRP6 3'-UTR의 상보적 결합 예상 부위를 조사하였으며, 

그 결과 LRP6 3'-UTR에서 3 개(site1, site2, site3)의 예상 

부위가 존재함을 확인하였다(Fig. 4). 확인된 3개의 결합 

부위 중 각각 두 곳씩이 포함하도록 psiCHECK-2 reporter 

벡터에 클로닝한 psiC-LRP6(1-2)과 psiC-LRP6(2-3) 각각

을 HEK293T 세포에 hsa-miR-7-5p mimic과 co-transfection 

시켜 luciferase activity를 측정하였다. Luciferase reporter 

assay 결과에 대한 내부 대조군으로 firefly luciferase 활성

을 사용하였으며, 독립적인 3번의 실험을 수행하였다. 실

험 결과, psiC-LRP6(1-2)와 psiC-LRP6(2-3) 모두 hsa-miR-

7-5p mimic에 의해 luciferase 활성에 변화를 보이지 않는 

것으로 확인되었다(p < 0.05). 

EBER의 발현이 LRP6 발현을 증가시키는 유전자 발

현에 어떠한 영향을 주는지 확인 

EBER 발현 시 증가되는 양상을 보인 LRP6가 miRNA

가 아닌 다른 요인에 의해 조절될 수 있는 가능성을 

확인하기 위하여, LRP6 발현을 증가시킴으로써 Wnt/ 

β-catenin 신호전달을 활성화시키는 것으로 보고된 유전자

들을 조사하였다. 그 결과 3종의 유전자(Transmembrane 

198 (TMEM198), β-arrestin 2 (ARRB2), APC membrane 

recruitment protein 1 (AMER1))가 LRP6의 발현을 증가시

키는 것으로 보고되었다 (23~25). 보고된 3종의 유전자가 

Akata 세포에서 EBER 발현 시 LRP6 발현 조절자로 기

능을 할 가능성을 확인하기 위해, Akata mRNA 마이크로

어레이 결과를 분석하니 이들 3종의 유전자 모두 EBER

가 있을 때 발현이 증가하는 경향을 보였으나 통계적 유

의성은 보이지 않았다(Fig. 5). 

 

DISCUSSION 

 

본 논문에서 사용한 Akata 세포는 latency I을 보이는 

버킷트 림프종 세포이다 (26). 버킷트 림프종 세포에서 

EBER의 발현은 interferon regulatory factor 3 (IRF-3) 신호

전달을 조절하는 RIG-I을 활성화시켜 interferon (27)과 

IL-10 (28)의 발현을 유도하고, PKR의 인산화를 억제하여 

세포 사멸 감소와 (29, 30) 세포성장, 세포 골격 재구성에 

관여하는 유전자들을 조절하는 것으로 알려져 있다 (31, 

A 

B 

Figure 4. No direct targeting of has-miR-7 for the 3'-UTR of 
LRP6. (A) Three seed-matched regions in the 3'-UTR of LRP6 
for the has-miR-7 are shown. To test whether LRP6 expression is 
directly regulated by has-miR-7, the 3'-UTR fragments containing 
the first two or last two seed matched regions were cloned into a 
luciferase reporter (psiCHECK-2) vector to product psiC-LRP6
(1-2) and psiC-LRP6(2-3), respectively. (B) HEK293T cells were 
co-transfected with has-miR-7-5p mimic, and psiC-LRP6(1-2) or 
psiC-LRP6(2-3). Renillar luciferase activity was analyzed 48 h 
after transfection and normalized using firefly luciferase activity. 
Error bars indicate SD. (n=3, †; p < 0.01, *; p < 0.05). 
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32). 또한 EBV에 감염되지 않은 버킷트 림프종 세포에 

EBER를 발현시킬 경우 세포 증식이 증가되며 종양 형성, 

세포 사멸 내성을 증가시키는 것으로 보고되었다 (29). 하

지만 이러한 EBER와 관련된 세포 기능 조절의 상세한 

기전에 대해서는 아직 명확하게 밝혀지지 않았다. 

본 논문에서는 EBER1과 EBER2만 제거된 recombinant 

EBV에 감염된 Akata(+)EBERs(-)를 Akata(-)와 Akata(+) 

세포와 함께 사용하여 다른 EBV 유전자의 존재나 발현 

여부와 상관없이 EBER 발현에 따른 세포 miRNA와 유

전자 발현의 변화를 조사하였다. 여러 암세포에서 다양한 

종양 형성유전자를 억제하는 것으로 알려져 있는 hsa-

miR-7-5p (33~36)의 발현이 EBER 발현에 의해 크게 감

소한 우리의 결과는(Fig. 2), EBV 연관 버킷트 림프종 세

포에서 EBER 발현에 의해 hsa-miR-7-5p 발현이 감소되

고, 이에 의해 종양 형성 유도와 증식 촉진이 일어날 가

능성을 제시한다. 

LRP6는 Wnt/β-catenin 신호전달에서 Wnt와 결합하는 

frizzled (37)와 같은 공수용체로써, LRP6를 과발현시킬 

경우 Wnt/β-catenin 신호전달이 활성화되고 세포 증식과 

종양 형성이 일어난다 (38, 39). 따라서 EBER에 의한 

LRP6의 발현 증가(Fig. 3)는 β-catenin의 분해를 막고 Wnt/ 

β-catenin 신호전달을 활성화시켜, 결과적으로 EBER에 

의해 세포 증식이 증가되는 기전에서 중요한 역할을 할 

가능성을 보여준다. 

본 연구에서 우리는 B 세포주인 Akata 세포에서 EBER

가 발현될 경우 hsa-miR-7-5p의 발현이 감소되는 것을 확

인하였다. Hsa-miR-7-5p는 여러 암세포에서 다양한 종양 

형성 유전자를 억제하는 것으로 알려져 있다 (33~36). 역

으로 LRP6는 EBER를 발현하는 Akata(+) 세포에서 그렇

지 않은 Akata(-) 및 Akata(+)EBERs(-) 세포에 비해 발

현이 크게 증가하는 것을 확인하였다. LRP6의 3'-UTR

에 hsa-miR-7-5p와 seed match 가능한 서열이 있으나 

luciferase assay 결과 예상했던 것과는 달리 LRP6의 발현

이 hsa-miR-7-5p에 의해서 직접적으로 조절되지는 않았

다. 따라서 LRP6와 hsa-miR-7-5p는 EBER에 의해 각각 

독립적인 기전에 의해 조절되는 것으로 생각된다. 

최근, 여러 논문에서 다양한 유전자들이 LRP6의 발현 

및 인산화를 촉진시킴으로써 Wnt/β-catenin 신호전달을 

활성화시키는 것으로 보고되었다 (23~25). 예를 들어, Ras 

GTPase family인 RAB8B는 LRP6와 결합하여 RAB8B가 

감소할 경우 인산화된 LRP6와 세포질 내 β-catenin 축

적을 감소시키며, 과발현할 경우 LRP6 발현과 inter- 

nalization을 촉진시켜 Wnt/β-catenin 신호전달의 활성화를 

증가시킨다. Transmembrane 198 (TMEM198)은 LRP6와 

특이적으로 결합하여 인산화와 발현을 촉진시키며 (25), 

β-arrestin 2 (ARRB2)는 APC membrane recruitment protein 1 

(AMER1)과의 상호작용을 통해 LRP6의 인산화를 촉진시

킨다 (23). 따라서 Akata 세포에서 EBER가 발현될 경우 

RAB8B, TMEM198, ARRB2의 발현 증가(Fig. 5)는 LRP6

의 발현과 인산화를 촉진시킴으로써, β-catenin의 인산화 

억제와 안정화를 유도하고 Wnt/β-catenin 신호전달의 활

성화를 돕는 것으로 보여진다. EBER가 어떤 기전에 의

해 hsa-miR-7-5p의 발현을 감소시키는지와 EBER가 hsa-

miR-7-5p에 대해 sponge로 작용하는지에 관해서 보다 상

세한 연구가 필요할 것이다. 

본 연구의 결과 EBER에 의한 hsa-miR-7-5p와 LRP6의 

조절을 확인하였으며, 향후 그에 따른 세포 내 여러 생리

학적 조절 기전에 대한 추가적인 연구가 필요하다. EBER

와 관련된 EBV 감염 세포의 성장 기전을 밝힌다면 EBV 

양성 관련 질병들에 대한 치료에 도움을 줄, 효과적인 대

안책을 제시할 수 있게 될 것으로 기대된다. 
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