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C형 돼지 내인성 레트로바이러스(PERV)의 C-말단 

외막당단백질에 의한 재조합 PERV-A/C의 감염력 조절 
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Xenotransplantation of pig organs is complicated by the existence of polytropic replication-competent 

porcine endogenous retroviruses (PERV) capable of infecting human cells. Two classes of infectious 

human-tropic replication-competent PERVs (PERV-A and PERV-B) and one class of ecotropic 

PERV-C are known. The potential for recombination between ecotropic PERV-C and human-tropic 

PERVs adds another level of infectious risk. A recombinant PERV-A/C (PERV-A14/220) virus is 

500-fold more infectious than PERV-A. Two determinants of this high infectivity was identified; one 

was isoleucine-to-valine substitution at position 140 in RBD (receptor binding domain), and the other 

lies within the PRR (proline rich region) of the envelope protein. To examine whether the effects of 

the cytoplasmic tail of the PERV-C Env on fusogenesity also influences infectivity, we constructed a 

pseudotype retroviral vectors containing MoMLV core protein and PERV envelopes. Pseudotyping 

experiments with the PERV envelope glycoproteins indicated that recombinant PERV-A/C virus is 

10-fold more infectious than PERV-A by lacZ staining. This result supports the suggestion that viral 

transduction of PERV-A/C is enhanced by a membrane-proximal cytoplasmic amphiphilic α-helix in 

PERV-C Env tail. 

Keywords: amphiphilic, porcine endogenous retrovirus, recombinant envelope, xenotransplantation

이종 간 이식(xenotransplantation)은 다른 동물의 살아있는 

장기나 조직 또는 세포를 이종 간에 이식하는 것을 말하는데 

침팬지나 비비원숭이 등의 영장류가 인간과 유전적 구조가 거

의 일치하여 장기 공급원으로 사용 되었으나 장기 크기가 인체

구조에 적합하지 않고 무균사육의 문제점, 인수공통전염병의 

문제 등으로 무균돼지가 대안으로 떠올랐다(21). 무균돼지의 

장기 크기와 생리해부학적 소견이 사람의 장기와 유사하고 다

산성(6-12 마리), 114일의 짧은 임신기간, 대규모 사육 가능성 

등의 장점으로 인해 돼지가 이종 간 장기이식을 위해 각광받고 

있다(5, 7, 9). 돼지의 장기를 사람에게 이식하기 위해서는 아
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직도 해결해야 할 어려운 문제들이 있는데 가장 문제시 되는 

부분은 돼지만이 가지고 있는 바이러스가 기관(organ) 이식을 

통해 사람에게 감염될 위험이 있고 알려지지 않은 세균감염의 

위험성이 내포되어 있다. 또한 초급성 거부 반응이나 세포매개

성 및 만성거부 반응 등의 면역학적인 문제도 극복되어야 한

다. 현재 형질전환 돼지 생산 기술의 발달로 이종이식 거부반

응을 제어할 수 있을 가능성이 높으며 앞으로 면역이식관련 유

전자들의 기능이 밝혀진다면 좀 더 많은 연구 성과를 얻을 수 

있을 것이다.  

대부분의 외인성 병원균은 무균 사육이나 특정 병원균 부재 

SPF (Specific Pathogen Free) 상태의 위생조건에서 생산하면 

유해 미생물체를 조기에 탐지하거나 모니터링을 통해 어느 정
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도 제어가 가능하나, 모든 종류의 돼지 게놈상에 multi-copy 

상태로 provirus 형태 또는 바이러스 입자로 존재하고 germ line

을 통해 전파되는 돼지 내인성 레트로바이러스(PERV: Porcine 

Endogenous Retrovirus)는 제어하기가 힘들다(17, 18, 19, 25). 

모든 척추동물의 게놈에는 내인성 레트로바이러스가 존재하는

데 외인성 레트로바이러스와 유전자 구성이 매우 흡사하다. 외

인성 레트로바이러스의 게놈이 돼지 숙주에 삽입되어 돼지 내

인성 레트로바이러스가 생겨났는데 대부분은 돌연변이나 결실

에 의해 복제 능력이 없다. 그러나 몇몇 내인성 레트로바이러

스 유전자는 양쪽에 LTR (Long Terminal Repeat)을 가지고 

완벽한 gag, pro/pol, env를 가지고 있어 복제가능한 감염성바

이러스 입자를 생성할 수 있다. PERV는 약 8.8 kb single strand 

RNA 바이러스로 돼지 게놈에 약 10-100 copy 존재하는데 대

부분 부모로부터 자손으로 provirus 형태로 전달되나 몇몇 돼

지 내인성 레트로바이러스는 외인성 바이러스로 존재하여 수

평적 전파가 가능하다(1, 12). 돼지 게놈은 적어도 13종의 내인

성 레트로바이러스를 포함하고 있는데 γ-레트로바이러스(C-type)

와 β-레트로바이러스(B- or D-type)와 연관이 있다. γ-레트로바

이러스 그룹 중 감염 능력이 있는 3가지 서브그룹(PERV-A, 

PERV-B, PERV-C)이 밝혀졌는데 PERV-A와 PERV-B는 인

간 세포주와 돼지 세포주를 동시에 감염시킬 수 있으나 PERV- 

C는 단지 돼지 세포주만 감염시킬 수 있다(12, 13, 15, 23). 

PERV-C가 인간 세포주를 감염 시키지 못하는 이유는 외막 표

면 당단백질(SU; surface protein)의 C-말단 부위가 인간 세포

주의 수용체에 결합하는 것을 방해하는 것으로 알려져 있으며 

PERV-C의 인간 세포주에 결합하는 능력이나 감염능력을 변화 

시키는데 관여하는 SU의 C-말단 부위를 PERV-A와 비교 하

였을때 단지 9개의 아미노산만이 다르다. 이 부위에서의 돌연

변이는 PERV-C가 인간 세포주를 감염 가능하게 할 수 있다. 

In vivo 상에서 PERV의 감염 여부를 측정하기 위해 동물모델

을 개발하려는 여러 시도들이 있어 왔다(14, 22). PERV는 아

직까지 in vivo 상에서 사람을 감염시키지는 않는 것으로 알려

져 있으나 PERV와 PERV 사이 또는 인간 내인성 레트로바이

러스(HERV: Human Endogenous Retrovirus)와 재조합을 일

으킴으로써 사람에게 치명적인 질병을 일으킬 수 있는 새로운 

바이러스를 만들 가능성이 있다(8). 이미 PERV-A와 PERV-C

간에 다양한 재조합 바이러스가 만들어진다고 알려져 있으며 

이러한 바이러스들의 인체 세포 감염 기작 규명은 인간에 치명

적인 질병의 발생 가능성을 차단하는데 기여할 것이다. 최초로 

PERV-A와 PERV-C의 재조합 바이러스로 알려진 PERV-A14/ 

220는 대부분 PERV-C의 유전자로 구성되어 있으며 수용체와 

결합하는 부위만 PERV-A의 외막 유전자로 재조합에 되어 있

는데 PERV-A보다 인간 세포주에서 높은 감염가를 가진다(11). 

본 연구에서는 기존에 확립된 pseudotype assay 방법을 활용하

여(24) PERV-A14/220와 같은 재조합 바이러스의 어느 부위가 

PERV-A보다 높은 감염가를 나타내는데 관여하는지를 밝히고

자 하였다.

재료 및 방법

PERV 외막 유전자 증폭  

PERV-A와 PERV-C 외막 유전자를 증폭하기 위하여 스스

로 PERV를 분비하는 것으로 알려진 PK15 세포주와 MPK 세

포주, PERV에 감염된 293 세포주의 게놈 DNA를 사용하였다. 

Sense (5′-ACC TCG AGACTC GGT GGA AG-3′), antisense 

(5′-CTT TCA TTC CCC ACT TCT TCT CT-3′)의 primer를 

사용하여 약 2-2.5 kb 정도의 증폭 산물을 얻었다. PCR 반응

에 사용된 reaction mixture는 3 mM MgCl2, 0.1 mM dNTP, 

1 unit Taq (Solgent, Korea), 1× Taq buffer, 1 pmole primer, 

1 μg DNA template, DW 8.8 μl 등 모두 20 μl를 사용하였다. 

Mj Research (PTC-150)를 사용하여 94°C에서 5분간 hot-start

를 1 cycle 수행, 94°C에서 1분간 denaturation 반응, 58°C에

서 1분간 annealing 반응, 그리고 72°C에서 2분간 extension 

반응을 30 cycle 반복한 후, 72°C에서 7분간 반응시켜 반응을 

종결시켰다. 증폭산물은 1% 아가로스젤에서 전기영동을 통하

여 확인하였다. 

Cloning 및 RFLP 양상 분석 

전기영동을 통하여 확인된 약 2-2.5 kb의 PCR 산물을 gel 

extraction kit (Solgent)를 이용하여 1% 아가로스젤로부터 분

리 정제하고 정제된 PCR 산물을 pCR2.1-TOPO TA cloning 

kit (Invitrogen, USA)를 이용하여 클로닝을 수행하고 EcoRI을 

처리 하여 PCR 산물만을 분리하였다. 분리된 PCR 산물을 각

각의 PERV에 특이적인 KpnI, Bsu36I, AvaI을 처리하여 절편

의 크기로 PERV-A, B, C 중 어느 형에 속하는지 비교하였다.

재조합 외막 당단백질의 제조

Murine leukemia virus (MuLV)를 이용한 pseudotype 바이

러스를 제조하기 위해 클로닝된 PERV-A와 PERV-C 외막 유

전자(KasI-EcoRI fragment)의 양 말단에 BamHI과 KasI을 가

지는 linker (PERV-1: 5′-GAT CCT CTA GAC CAC CAT 

GCA TCC CAC GTT AAG CTG-3′, PERV-2: 5′-GCG CCA 

GCT TAA CGT GGG ATG CAT GGT GGT CTA GAG-3′)
와 함께 pBluescript II SK vector의 BamHI-EcoRI 부위에 클

로닝하였다. pVPack-Eco vector에 제한효소 부위가 존재하지 

않아 SacI과 EcoRI을 처리하여 pIRES2-EGFP vector에 옮긴 

후 NotI과 PstI을 처리하여 pVPack-Eco vector (Stratagene, 

USA)에 클로닝하였다. 인간 세포주를 감염시킬 수 있는 돼지 

내인성 레트로 바이러스 PERV-A와 돼지 세포주만 감염시키

는 PERV-C 외막 유전자를 재조합 시켰는데 transmembrane (TM) 

부위에 존재하는 BsmI을 이용하여 PERV-A/C를 만들었으며 

pBluescript II SK vector에 옮긴 후 pVPack-Eco vector에 클

로닝하였다(Fig. 1). 

Pseudotype virus 제작

MuLV packaging 세포주(TELCeB6)는 Moloney leukemia 

virus의 gag와 pol을 갖고 있으며 동시에 lacZ 유전자도 갖고 
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Fig. 1. Schematic representation of PERV-A, PERV-C, and PERV-A/C. KasI-EcoRI fragments of amplified PERV-C env PCR product and a 
synthetic double strand linker with BamHI and KasI sticky ends were cloned into the pBluescript II SK vector at the BamHI-EcoRI sites 
(pBlueScript-PERV-C). To prepare the pVPack-Eco-PERV-C, NotI-EcoRI env fragment of pBlueScript-PERV-C was ligated into the 
NotI-EcoRI cloning site of the pVPack-Eco retrovirus packaging vector (Stratagene). The recombinant PERV-A/C was constructed by 
replacing the BsmI/EcoRI fragment of pBlueScript-PERV-A with the corresponding fragment of the PERV-C env PCR product.

있기 때문에 이 세포주에 각 subtype의 PERV 외막 유전자를 

QIAGEN PolyFect transfection kit (Q1AGEN, USA)를 사용하

여 transfection 시켰다. 세포주는 Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM; Hyclone, USA)에 10% fetal bovine serum 

(FBS; Hyclone), penicillin/streptomycin (100 U/ml)을 첨가하

여 37°C, 5% CO2가 유지되는 배양기에서 배양하였다.

1.5×105개의 세포를 6-well 배양접시에서 배양한 후 8 μg/ml

의 polybrene 하에 transfection을 통하여 획득한 1 ml의 바이

러스로 3시간 동안 감염시켰다. 3시간 후 2 ml의 새로운 배지

를 첨가하여 24시간 배양하였다. 배양한 세포는 0.5% glutaral-

dehyde 용액으로 고정하고 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D- 

galactopyranoside (X-gal, 2 mg/ml; ICN Biomedicals, USA)

을 기질로 사용하여 β-galactosidase 활성을 측정하였다. 감염가

는 바이러스 상층액 1 ml 당 blue colony 갯수로 나타내었다. 

결과 및 고찰

PERV와 같은 레트로바이러스의 침입은 바이러스 표면의 

외막 당단백질이 숙주세포 표면에 있는 수용체에 결합함으로

써 시작된다(2, 3). 레트로바이러스의 막 당단백질은 전구체(pre-

cursor molecule)로 합성이 되며 골지체에서 세포내의 프로티아

제에 의해 surface (SU) protein과 transmembrane (TM) protein

으로 나누어진다(3). Surface (SU) protein은 oligomer를 형성

하며 glycosylation되는데 바이러스 막의 바깥쪽에 위치하기 때

문에 숙주 면역 반응의 표적이 된다. TM 부위에는 막 융합을 

매개하는 ‘fusion peptide'가 존재하며 초기 막 융합 과정에서 

숙주 세포막과 결합하게 된다. PERV-A, B, C형도 모두 외막 

단백질의 차이에 의해 3가지 형으로 나누어진다. PERV-A와 

B형은 인간 세포주를 감염시킬 수 있으나 PERV-C형은 돼지 

세포주만 감염시킬 수 있는 것으로 알려져 있다(23, 24). 현재

까지 PERV의 외막 당단백질 중 어느 부위가 human tropism

에 관여하는지에 대해서는 제한적인 연구만 이루어지고 있다

(10). 돼지 내인성 레트로바이러스 사이에서도 재조합이 일어

나 높은 감염가를 나타내는 새로운 바이러스(PERV-A14/220)

가 형성되고 PERV-C의 외막 유전자가 PERV-A의 외막 유전

자와 재조합하여 PERV-C/A 재조합 외막 바이러스가 만들어

지면 돼지 세포주만 감염시킬 수 있던 바이러스가 인간 세포주

도 감염할 수 있는 것으로 보고 되었다(16). 이처럼 새로운 재

조합 바이러스의 형성은 기존에 존재하고 있는 바이러스와 함

께 돼지 장기를 이용한 이종 간 장기 이식시 고려해야 할 중요한 

안전성 문제로 대두되고 있으나 인체 세포 감염기전에 대한 연구

는 미진한 실정이다. PERV-A와 PERV-C의 재조합 외막 당단

백질을 가진 PERV-A14/220는 대부분 PERV-C의 유전자로 

구성되어 있으며 수용체와 결합하는 부위만 PERV-A의 외막 

유전자로 재조합에 되어 있는데(Fig. 1) PERV-A보다 인간 세

포주에서 높은 감염가를 가진다. PERV-A14/220의 PERV-A 

외막 단백질 140번 아미노산과 PERV-C 외막 PRR 부위가 높

은 감염가에 관여하는 것으로 알려져 있으며 최근 연구에 의하

면 PERV-C의 역전사 효율도 재조합 바이러스인 PERV-A14/ 

220의 역가 증가에 관여하는 것으로 밝혀졌다(4, 10, 11). 

본 연구에서는 PERV-A14/220의 TM 부위도 PERV-C로부

터 유래되었기 때문에 TM 부위가 PERV-A와 PERV-C 외막 

재조합 바이러스에 어떤 영향을 미치는지 조사하였다. Pseu-

dotype 바이러스를 만들기 위하여 PK15, MPK, PERV에 감염

된 293 세포주로부터 PERV-A와 C 2가지 subtype의 외막 당

단백질을 모두 증폭할 수 있는 primer를 사용하여 약 2-2.5 kb 

PCR 산물을 얻었다. 각 subtype에 특이적인 3가지 제한효소인 

KpnI, Bsu36I, AvaI을 처리하여 PCR 산물이 PERV-A와 

PERV-C 외막 단백질임을 확인 하였으며 PERV-A, PERV-C, 

PERV-A/C 외막 재조합 단백질 유전자를 각각 pVPack-Eco 

벡터에 클로닝하였다(Fig. 1).

마우스 레트로바이러스(MuLV: murine leukemia virus) 

packaging cell line (TELCeB6)은 MoMLV (Moloney murine 

leukemia virus)의 gag와 pol을 갖고 있으며 동시에 lacZ 유전

자도 갖고 있기 때문에 이 세포주에 각 subtype의 PERV 외막 

유전자를 QIAGEN PolyFect transfection kit를 사용하여 trans-
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(A)                              (B)

Fig. 3. Susceptibility of 293 cells to PERV-A and PERV-A/C pseudotype infection. 293 cells were inoculated with 1 ml of virus in the presence of 
8 μg/ml polybrene. Two days after infection with PERV-A (A) and PERV-A/C pseudotype (B), cells were fixed with 0.5% glutaraldehyde and stained 
to reveal the presence of β-galactosidase activity. Infectious titers were expressed as the number of blue CFU/ml of virus supernatant. 

Fig. 2. Susceptibility of PK-15 cells to PERV-C pseudotype 
infection. Supernatant of pVPack-PERV-C transfected TELCeB6 
cells was transferred onto PK-15 cells. Two days after infection 
with PERV-C env pseudotype, PK-15 cells were fixed with 0.5% 
glutaraldehyde and stained to reveal the presence of β-galactosidase 
activity. Infectious titers were expressed as the number of blue 
CFU/ml of virus supernatant.

fection 시켰으며 상층액을 모아 pseudotype assay에 사용하였

다. PERV-C 외막 유전자가 제대로 발현이 되어 돼지 세포주

를 감염하는지 알아보기 위해 돼지 세포주인 PK15을 감염시켰

으며 pseudotype 바이러스가 돼지 세포주를 감염한다는 것을 

확인하였다(Fig. 2). 

Pseudotype assay 결과 PERV-A 외막을 가진 pseudotype 

바이러스는 102 CFU/ml 정도의 낮은 감염가를 보였으나 PERV- 

A 외막의 TM 부위를 PERV-C 외막의 TM 부위로 재조합한 

PERV-A/C는 103 CFU/ml 정도로 PERV-A 외막보다 더 높은 

바이러스 감염가를 나타내었다(Fig. 3). 이러한 결과는 PERV-C

의 TM 부위가 재조합 외막 단백질을 비리온 내로 잘 삽입되

게 하였거나 세포로부터 바이러스의 출아(budding)를 증가 하

였을 것으로 생각된다. 또는 PERV-A/C 재조합 외막 단백질이 

PERV-A 단백질 보다 더 안정하여 높은 감염가를 나타냈을 수

도 있다. 

최근 돼지 내인성 레트로바이러스와 구조가 유사한 마우스 

레트로 바이러스의 경우 외막 당단백질 말단 부분을 돌연변이 

시킨 결과 말단 부위가 바이러스의 형질도입(transduction)에 

관여 한다는 사실이 밝혀졌다(20). 바이러스의 외막 당단백질

은 수용체에 부착하여 숙주 세포막과 융합하는데 필수적인 역

할을 하고 있으며 바이러스의 침입과정에서의 당단백질의 역

할은 이전 연구에서 비교적 자세하게 밝혀졌으나 에너지학적

으로 불리한 반응인 숙주 막과 바이러스 막 사이의 지질 혼합 

기작은 중요한 의문으로 남아 있다(2, 3). 마우스 레트로바이러

스인 경우 수용체와 결합하기에 앞서 R 펩타이드가 분리되어

야 하며 돼지 내인성 레트로바이러스의 외막 당단백질에서도 

R 펩타이드 분리가 융합을 촉진 시키는 것으로 밝혀졌다(6). R 

펩타이드는 마우스 레트로바이러스에서 처음 관찰되었으며 바

이러스 프로티아제에 의해 절단되는 TM의 카르복시 말단 16

개 아미노산을 지칭한다(617-632번; 외막 단백질 전체 아미노

산 갯수는 632개). R 펩타이드의 절단이 외막 당단백질에 의한 

바이러스의 침입에 필수적이다. 마우스 레트로바이러스인 경우 

R 펩타이드가 막융합을 억제하는 기작은 잘 알려져 있지 않으

며 616번 아미노산(leucine)과 617번 아미노산(valine)이 R 펩

타이드 절단 위치이다(Fig. 4). 이 절단 위치 주변에 있는 아미

노산 중 어떤 아미노산이 막융합 억제에 관여하는지 밝히기 위

해 특정 아미노산을 돌연변이 시키는 연구와 R 펩타이드가 절

단된 후 남아 있는 TM의 막 가까운 세포질쪽 부위(598-616번 

아미노산)의 역할에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다(18). 

Figure 4에서 보는 바와 같이 외막 당단백질의 TM 부위에 뒤

따르는 아미노산 서열들은 보통 양친매성(amphiphilicity)을 띄

는데 마우스 레트로바이러스인 경우는 R 펩타이드가 절단된 

후 남아 있는 아미노산의 양친매성이 바이러스막과 세포막사

이의 융합에 관여하는 것으로 알려져 있다(20). 돼지 내인성 

레트로바이러스인 경우도 R 펩타이드가 절단된 후 남아 있는 

아미노산이 양친매성을 띈다. PERV-A TM과 PERV-C TM의 
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R peptideTMD

GPCILN PFVAEVDRSVSAVQIM VLRQQYQGLLSQGETDL
---I-- KLI--I---I------ -------SPS-REAGR

GPCILN PLVQEVDRSISVVQAL VLTQQYHQLKPIEYEP

PERV-A
PERV-C

MLV

Fig. 4. Alignment of cytoplasmic tail sequences from MuLV (GenBank 
M 14702). PERV-A (Y12238) and PERV-C (MPK; minipig kidney cell 
line). The position of the transmembrane domain (TMD) and R peptide 
are indicated. The cytoplasmic tail of the PERV-A Env protein differs 
from that of PERV-C by 14 amino acid changes.  

세포질쪽 꼬리 부위는 14개의 아미노산 차이를 보이는데 이러

한 차이가 PERV-A/C 외막 재조합 바이러스의 감염가 증가에 

관여한 것으로 판단되며 각각의 아미노산을 돌연변이 시켜 구

체적으로 어느 아미노산이 PERV-A/C의 높은 감염가에 관여

하는지 밝혀내어야 할 것이다. 본 연구는 이종 간 장기 이식용 

미니돼지를 선택할 때 PERV-C를 발현하지 않는 돼지를 선택

하는 것이 높은 역가를 가지는 새로운 재조합 바이러스의 출현

을 억제할 수 있음을 시사한다.

적요

돼지를 이용한 이종간 장기이식은 인간 세포주를 감염시킬 

수 있는 것으로 알려진 돼지 내인성 레트로바이러스의 존재로 

인해 실제 적용에 어려움이 있다. PERV (Porcine Endogenous 

Retrovirus: PERV)-A와 PERV-B는 in vitro 상에서 인간 세포

주와 돼지 세포주를 동시에 감염시킬 수 있으나 PERV-C는 단

지 돼지 세포주만 감염시킬 수 있다. 또한 PERV-A와 PERV-B 

또는 PERV-A와 PERV-C사이에 재조합이 일어나 새로운 위험

한 바이러스가 출현할 가능성이 있다. 최초의 재조합 바이러스

인 PERV-A14/220은 대부분 PERV-C의 유전자로 구성 되어 

있으며 수용체와 결합하는 부위만 PERV-A의 외막 유전자로 

재조합이 되어 있는데 PERV-A보다 500배 이상 높은 감염가

를 가진다. PERV-A14/220의 경우 PERV-A 외막 단백질 140

번째 아미노산과 PERV-C 외막 PRR (proline rich region) 부

위가 높은 감염가에 관여하는 것으로 알려져 있다. 본 연구에

서는 막 융합에 관여하는 PERV-C의 세포질쪽 C-말단 부위 또

한 재조합 바이러스의 높은 감염가에 관여하는지 알아보기 위

해 PERV-A/C의 재조합 외막 당단백질을 가진 pseudotype 바

이러스를 만들어 사람 세포주에서 감염가를 측정하였는데 

PERV-A 보다 재조합 바이러스가 10배 이상 높은 감염가를 

나타내었다. 이러한 연구 결과는 PERV-C의 C-말단 막당단백

질에 존재하는 양친매성 부위가 재조합 바이러스의 높은 감염

가에 관여한 것으로 판단된다.  
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