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먼저 이 논문을 완성함에 있어 어려움이 있을 때마다 항상 저와 함께 하신 

하느님께 이 영광을 돌립니다. 

벌써 2년이라는 시간이 지나 제가 논문을 쓰게 된 제 모습을 보니 시간이 

정말 빠르다는 것을 새삼 느낍니다. 처음 학위를 시작하고 부족한 저에게 

연구자의 자세를 가르쳐 주시고, 세심한 배려로 지도해 주신 박전한 교수님

께 감사 드리며, 연구기간 중 과학적 사고와 학문적 충고로 이끌어 주신 이

재면 교수님께도 깊은 감사 드립니다. 바쁜 와중에도 격려와 심사를 해 주

신 윤채옥 교수님께도 감사 드립니다. 항상 자상한 배려와 관심으로 지켜봐 

주시는 김세종 교수님, 이원용 교수님, 김종선 교수님, 신전수 교수님과 늘 

격려해주시는 최인홍 교수님, 이봉기 교수님과 조상래 교수님께 감사 드립

니다. 그리고 여러 가지로 도움을 주시고 격려를 아끼지 않으신 국립 암 센

터의 동승명 선생님께 감사 드리며, 실험하는데 필요한 추진력과 지칠 줄 

모르는 인내를 가르쳐 주신 최용준 선생님께도 고마움을 전합니다.  

이 논문의 완성에 무엇보다 큰 힘이 된 미생물학 교실의 모든 선생님들과 

작은 것 하나까지도 신경 써 주신 최유정 선생님과 선배로서 따뜻한 충고 

 



 

를 해준 은정언니, 형란언니 그리고 수정이, 실험실에서 항상 함께한 정화

에게도 고마움을 전합니다. 

끝으로, 항상 딸을 위해 기도해 주시고 격려해 주시는 사랑하는 부모님과 

동생 현주와 이 기쁨을 함께 하고 싶습니다. 
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국문요약국문요약국문요약국문요약 

 

Epstein-Barr Virus에에에에 의한의한의한의한 B 세포세포세포세포 종양화과정에서종양화과정에서종양화과정에서종양화과정에서 IRF5 발현발현발현발현 조절조절조절조절 

 

Interferon regulatory factor(IRF)는 바이러스감염 시 빠른 시간 내에 

활성화되는 전사활성인자로, 바이러스감염 시 interferon(IFN) 생산 등, 

감염된 세포에서 선천면역반응을 조절한다. IRF1부터 IRF9까지 총 9개의 

유전자가 지금까지 밝혀졌으며, 그 중 IRF5는 p53, IFN, 바이러스 감염 등에 

의하여 발현이 조절되고, IRF5는 종양세포 성장 억제 기능이 있음이 

보고되었다. 이는 종양화과정에서 IRF5의 발현 및 기능이 조절되는 기전이 

존재할 것을 시사한다.  

IRF5는 바이러스감염에 대한 면역반응 조절과 더불어 바이러스 

잠복감염이후의 세포형질전환과정에서 종양억제 기능을 할 것이다. 따라서 

종양화 과정에서 바이러스의 특정 단백질 또는 바이러스 단백질에 의해 

활성화된 세포 단백질이 IRF5의 발현 및 기능을 억제할 것으로 예상된다. 

본 연구는 일련의 B 세포주에서 IRF5의 발현 양상의 차이가 유전자 발현 

조절기전 중에 프로모터의 메틸화에 의해 기인되는지를 알아보았다. 또한, 

EBV 감염에 의해 IRF5의 발현이 조절되는가를 알아보기 위하여 EBV 

negative B 림프아구 세포주인 Akata 세포에 EBV를 감염시키고 12주까지 

IRF5 mRNA의 발현 변화와 프로모터 메틸화 변화 및 EBV유전자 EBNA2, 

LMP1, LMP2A의 변화를 조사하였다.    
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Akata 세포에서 IRF5 유전자의 프로모터 A의 CpG섬에 메틸화되어 

있었고, Akata 세포에 5-aza-2’-deoxycytidine를 처리하면 IRF5의 발현이 

유도되었으므로 프로모터 A 메틸화가 IRF5 발현의 조절기전의 하나로 

여겨진다. EBV 감염 후 72시간부터 IRF5의 탈메틸화가 유도되었고, 이는 

12주까지 계속되었다. EBV 감염후 IRF5 발현 변화를 분석하기 위하여 

감염후 시간별로 IRF5의 RT-PCR을 실시한 결과, 72시간부터 IRF5의 발현이 

있었고 8주까지 계속되었다. 이때 IRF5의 variant form은 variant1과 

variant3이었다. EBV 잠복감염형은 EBNA2 발현이 24시간부터 8주까지 

지속되는 것으로 보아 24시간부터 8주까지 잠복감형 Ⅲ형이고, 12주 

이후로는 발현이 없어지고 잠복감형 Ⅱ형 또는 Ⅲ형의 유전자인 LMP1과 

LMP2A의 발현은 EBNA2 발현보다 늦은 72시간부터 8주까지 발현되어 8주 

이후 잠복감형 Ⅰ형 이나 Ⅱ형으로 유지되어 잠복감염이 지속됨을 추정할 

수 있었다.  

결론적으로 IRF5의 발현은 프로모터 메틸화에 의해 조절되며, EBV 

감염은 IRF5의 프로모터 A의 탈메틸화에 의하여 IRF5의 전사를 유도한다. 

EBV 감염은 초기 감염시 잠복감염 Ⅲ형일 때 IRF5의 발현이 유도되고, 

감염 시간이 지나면서 잠복감염 Ⅰ형으로 전환되어 IRF5의 발현이 

낮아진다. 이는 IRF5 발현 저하로 인해 면역감시회피가 유도되어 

잠복감염상태가 유지되고, 이후 종양이 형성될 가능성이 있음을 시사한다. 

 

핵심되는 말: IRF5, Interferon, 메틸화, EBV 
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Epstein-Barr Virus에에에에 의한의한의한의한 B 세포세포세포세포 종양화과정에서종양화과정에서종양화과정에서종양화과정에서 IRF5 발현발현발현발현 조절조절조절조절 

 

〈〈〈〈지도교수지도교수지도교수지도교수 박박박박 전전전전 한한한한〉〉〉〉 

 

연세대학교연세대학교연세대학교연세대학교 대학원대학원대학원대학원 의과학과의과학과의과학과의과학과 

 

권권권권 현현현현 진진진진 

 

ⅠⅠⅠⅠ. 서론서론서론서론 

 

바이러스감염에 대한 일차적인 방어는 선천면역반응의 활성화이다. 

바이러스에 감염된 세포에서 바이러스 증식을 저해하는 interferon(IFN)의 

합성과 분비가 유도되며, IFN은 바이러스 침입의 차단, 바이러스 외피 

단백질 합성의 차단 및 감염된 세포의 사멸을 유도한다. 또한 종양세포 

사멸에 대해서도 IFN에 의한 선천면역반응이 중요한 역할을 한다1,2. 

Interferon regulatory factor(IRF)는 바이러스감염시 빠른 시간 내에 

활성화되는 전사활성인자로, 바이러스감염시 IFN 생산 등으로, 면역반응을 

조절하고, 림프계통 세포의 성장을 조절하며3, Toll-like receptor(TLR) 

신호전달체계에도 관여한다4,5. IRF1부터 IRF9까지 총 9개의 유전자가 

지금까지 IRF계로 밝혀졌으며, 이들 단백질의 아미노 말단에 5개의 

트립토판을 포함한 DNA 결합부위를 가지고 있는 유사성을 보인다3,6. 이중 
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IRF1과 IRF2는 거의 모든 세포에서 발현되며, IRF1은 IFN 발현을 유도하는 

반면, IRF2는 IRF1과는 반대로 IFN의 전사 억제를 유도한다5,7. IRF3와 IRF5 

및 IRF7은 바이러스감염에 반응하여 type I IFN 발현을 조절한다. IRF3는 

모든 세포에서 발현되고, IRF5는 B 림프구, 단핵구, 수지상세포에서 

발현되며, IRF7은 림프계 세포에서 발현된다8. IRF3, IRF5, IRF7은 세포질에 

단량체(monomer)로 존재하고 있다가, 바이러스감염시 인산화되어, 이량체 

(homodimer) 및 이종체(heterodimer)를 형성하여 핵으로 이동하여, type I IFN 

유전자 프로모터의 interferon-stimulated response element(ISRE)에 결합하여 

IFN의 전사를 활성화시킨다5,9-11. IRF5는 바이러스감염시 IFN-α의 유전자 

전사를 활성화시키는데, IRF5 이량체 또는 IRF3와 함께 이종체를 형성하여 

IFN-α 발현을 증가시킨다9,10. 

IRF5의 기능에 대한 연구가 미비하다가 최근에 종양억제유전자로서의 

가능성이 보고되었다12. 그 증거로 IRF5의 발현이 p53, IFN, 바이러스감염 

등에 의하여 조절되고, IRF5가 p53에 독립적으로 p21WAF1의 발현을 유도하여 

세포주기 조절에 관여하고, 또한 IRF5가 세포사멸에 관여하는 Bax/Bak1, 

DAP-k2, caspase8의 발현을 조절하는 등 IRF5가 종양억제유전자로서 종양화 

과정에 관여함을 시사한다12,13. 

IRF3 및 IRF7은 alternative splicing을 통하여 여러 isoform이 생성됨이 

보고되었다14. IRF3의 alternative splicing form 중 IRF3a는 IRF3에 의한 IFN-

β의 전사활성을 저해하는 기능을 가지고 있으며, 특정 종양세포에서 

IRF3a의 발현이 증가하는 것이 보고되었다14-16. IRF7은 4개의 splicing 
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variant들(IRF7A, IRF7B, IRF7C, IRF7H)이 있으며, IRF7A 및 IRF7H만 IFN 

유전자의 전사 활성을 유도한다6,17-19. IRF5도 alternative splicing을 통한 

isoform이 세포의 종류에 따라 다르게 발현하며, 각각의 기능에 대한 

연구가 진행되고 있다20. 

종양화과정에서 종양억제유전자는 유전자의 돌연변이, 결실 및 프로모터의 

CpG섬의 메틸화에 의한 전사활성인자 결합방해 등에 의하여 발현이 

억제된다23. IRF5 유전자는 프로모터 A와 B, 2개의 프로모터가 존재하며, 

프로모터 A부위와 첫번째 exon 부위에 CG염기서열이 밀집되어 있는 

CpG섬이 존재한다20. 이는 IRF5 프로모터의 메틸화가 IRF5 발현을 

조절하는 기전의 하나일 가능성을 시사한다. CpG섬이란 DNA 염기 CG가 

10~20회 정도로 계속적으로 반복되는 곳으로, CpG섬의 시토신이 세포내 

메틸효소의 활성화로 메틸화가 유도되고, 이로 인하여 프로모터 부분에 

전사활성인자들이 결합하지 못하여 유전자의 전사가 억제되므로 

종양억제유전자로서의 기능을 하지 못하게 되고, 이로 인하여 세포고사 

유도 등이 억제됨으로써 종양형성에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다. 

이런 CpG섬 메틸화는 정상세포에서는 바이러스감염 및 트랜스포손 등 

외부에서 유입되는 이동성 유전자들의 기능을 무력화시키는 방어기전이 

되기도 하나24-27, 종양에서는 CpG섬의 메틸화가 종양억제유전자의 발현을 

유전자의 결실 없이 조절하는 기전 중의 하나이다25,28,29. DNA가 메틸화되면 

이 부위에 메틸기 결합단백질이 결합되며, 이들은 히스톤탈아세틸효소와 

결합하여 복합체를 형성해서 히스톤변형 혹은 염색체 리모델링에 의해 
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전사과정을 억제한다29. 

Epstein-Barr Virus(EBV)는 DNA 종양바이러스로 Herpesviridae에 속하며, 

전세계 인구의 90%이상이 잠복 감염되어 있다21. EBV 감염은 발현되는 

유전자에 따라 세 가지 잠복 유형으로 분류된다. 잠복감염 Ⅰ형에서는 

바이러스 유전자 중 EBNA1과 EBER만 발현되며, Ⅱ형에서는 EBNA1, EBER, 

LMP1, LMP2가 발현된다. Ⅰ형과 Ⅱ형에서는 바이러스의 Q 프로모터를 

이용하여 EBNA1이 발현되고, Ⅲ형에서는 12개의 모든 바이러스 잠복감염 

단백질이 발현되며, 이때 바이러스의 C 또는 W 프로모터에 의해서 

바이러스 유전자의 전사가 조절된다21,22. EBV 초기감염과정에서 바이러스 

단백질에 대한 면역반응이 유도되고, 특히 typeⅠIFN이 초기감염시 

면역반응에 중요한 역할을 할 것으로 추정된다10. IRF5는 바이러스감염에 

대한 면역반응의 조절을 위한 IFN 발현 조절 및 바이러스 잠복감염에 의한 

세포 형질전환 과정에서 종양억제유전자로서 역할을 함으로 종양유도를 

억제할 것이므로, 종양바이러스인 EBV는 종양화과정에서 바이러스 단백질 

또는 바이러스 단백질에 의해 활성화된 세포단백질이 IRF5의 발현 및 

기능을 억제할 것으로 예상된다. 

본 연구는 일련의 B 세포주에서 IRF5 발현 양상의 차이가 IRF5의 발현 

조절기전 중에 프로모터의 메틸화에 의한 조절 기전에 기인하는지 

알아보았고, EBV 감염으로 IRF5의 발현에 영향을 주는지 알아보기 위하여 

EBV negative B 림프아구 세포주인 Akata 세포에 EBV를 감염시키고 

12주까지 IRF5 mRNA의 발현 변화와 프로모터 메틸화 변화 및 EBV유전자 
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EBNA2, LMP1, LMP2A의 발현 변화를 조사하였다 

IRF5의 발현은 프로모터 메틸화에 의해 조절되며, EBV 감염은 IRF5의 

프로모터 A의 탈메틸화에 의하여 IRF5의 전사가 유도되었다. EBV 감염으 

로 초기 감염시 잠복감염 Ⅲ형일 때 IRF5의 발현이 강하게 나타나고, 

시간이 지날수록 IRF5의 발현이 낮아지고 잠복감염 Ⅰ형으로 전환되어 

잠복감염 상태가 유지될 것으로 생각되어진다. 
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ⅡⅡⅡⅡ. 재료재료재료재료 및및및및 방법방법방법방법 

 

1. 세포배양세포배양세포배양세포배양 

 

EBV positive 암세포주로 잠복감염 Ⅰ형 버키트 림프종(BL) 세포주인 

Akata와 MutuⅠ을, 잠복감염 Ⅲ형 세포주로는 MutuⅢ를 사용하였고, EBV 

negative B 림프아구 세포주로는 BJAB, Ramos를 사용했다. 

세포들은 10% 우태아 혈청(Gibco BRL, Grand Island, NY, USA)과 100 U/㎖의 

penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin이 첨가된 RPMI1640(Gibco BRL) 배양액을 

사용하여 5% CO2, 37℃ 배양기에서 배양했다.  

 

2. Genomic DNA 분리분리분리분리 

 

Genomic DNA를 분리하기 위해 세포를 수거한 후, 1,000 rpm에서 5분간 원심 

분리했다. 상층액을 버린 후 phosphate buffered saline(PBS)으로 1회 세척했다. 

Lysis buffer(10 mM Tris-Cl, pH 9.0, 10 mM EDTA, 1% SDS)에 50℃에서 16시간 

반응시켜 세포를 용해시키고, proteinase K(100 ㎍/㎖)를 넣고 4시간 반응시킨 

후 phenol:choloroform:isoamylalcohol(25:24:1)을 이용하여 단백질을 추출한 후 

에탄올 침전법을 이용하여 DNA를 침전시켰다37. 70% 에탄올로 1회 세척한 

후 증류수 100 ㎕에 녹였다. 분리한 DNA는 spectrophotometer(Beckman, Palo 

Alto, CA, USA)를 이용하여 260 ㎚에서 흡광도를 측정하여 농도를 결정했다.  

 



9 

 

3. Sodium bisulfite 변형변형변형변형 

 

분리한 DNA 2 ㎍에 NaOH(최종농도 0.3 M)를 첨가하고, 50℃에서 20분동안 

반응시킨 후, 30 ㎕ 10 mM hydroquinone(Sigma, St. Louis, MO, USA)와 520 ㎕ 

3 M sodium bisulfite(Sigma), pH 5.0를 넣고 50℃에서 16시간 반응시켰다38,39. 

변형된 DNA를 DNA wizard purification resin(Promega, Madison, WI, USA)을 

이용하여 분리한 후에 에탄올침전법을 이용하여 DNA를 침전시킨 후 

증류수 50 ㎕에 녹였다. 변형된 DNA는 바로 MSP에 사용하거나 -20℃에 

보관했다. 

 

4. Methylation-sensitive PCR(MSP)  

 

Sodium bisulfite로 변형된 DNA 100 ng을 주형으로 0.2 ㎕ 2.5 mM dNTP와 1 

unit Taq polymerase(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 증폭하고자 하는 유전자에 

합당한 primer 10 p㏖씩 넣어 중합효소연쇄반응을 했다. Sodium bisulfite 처리 

후 CpG섬의 시토신이 티민으로 바뀌었다고 가정하고, 이러한 염기서열에 

특정한 primer를 만들고(unmethylation set), 메틸화에 의해서 CpG섬의 

시토신이 티민으로 변화가 안 일어난 경우만 결합할 수 있는 primer set를 

만들었다(methylation set)38. 중합효소연쇄반응 조건 및 사용한 primer는 

다음과 같다. IRF5 methylation specific primer 5’-GGTATCGCGTCGTTTGGTAT-3’, 5’-

GAACACTTCCGCGTCTTACC-3’(95℃ 30초, 60℃ 30 초, 72℃ 30초; 35cycles), IRF5 
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unmethylation specific primer 5’-AGTAGTAGTTGTTTAGGGGTGG-3’, 5’-CCTA 

AACTTAAAAACAATAACCAAC-3’(95 ℃ 30초, 57℃ 30 초, 72℃ 30초; 35 

cycles). 중합효소연쇄반응 산물은 8% 아크릴아마이드 젤에서 전기영동 후 

ethidiumbromide(EtBr)로 염색하여 UV transilluminator로 관찰했다.  

 

5. EBV 감염감염감염감염 

 

EBV positive Akata 세포주에서 면역글로블린 cross-link법을 이용하여 

바이러스를 만들었다40. Akata 세포(1ⅹ107)에 항사람 IgG항체(100 ㎕; Cappel 

ICN, Aurora, OH, USA)를 넣어서 바이러스 용해주기를 유도했고, 5일 후에 

배양액을 수거했다. 수거한 배양액을 0.4 ㎛ filter(Milipore, France)를 

이용하여 바이러스만 수확했다. EBV 감염시 IRF의 발현 변화 실험은 EBV 

negative Akata 세포를 이용했다. EBV negative Akata 세포(3ⅹ106)에 위에서 

생산한 EBV를 넣어주고, 3시간 동안 흡착시킨 후 배양액 3 ㎖을 첨가한 후 

5% CO2, 37℃에서 배양했다. EBV에 감염된 세포를 1일, 2일, 3일, 1주, 2주, 4주, 

8주, 12주 후 수거하여 DNA와 RNA를 추출하여 IRF5의 발현과 프로모터 

메틸화를 조사했다.  

 

6. Reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR) 

 

RNeasy mini kit(Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA)를 사용하여 총 RNA를 
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회사에서 추천하는 방법대로 추출했다. RNA를 oligo(dT)12-18(Invitrogen)와, 

SuperscriptTMⅡ reverse transcriptase(Invitrogen)를 이용하여 cDNA를 합성했다. 

이 cDNA를 주형으로 IRF5 특이 primer를 이용하여 중합효소연쇄반응을 

시행했다. 바이러스 유전자 발현을 조사하기 위하여 EBNA2, LMP1, LMP2A 

특이 primer를 이용하여 중합효소연쇄반응을 했다. 중합효소연쇄반응 

산물은 2% 아가로스 젤에서 전기영동한 후 EtBr로 염색하여 UV 

transilluminator로 관찰했다. 

사용한 primer는 다음과 같다. IRF5-F:AATTATTCTGCATCCCCTGG, IRF5-

R:GCTCCAGGACCTCAGAGAGA, EBNA2-F:AGAGGAGGTGGTAAGCGGTTC, 

EBNA2-R:TGACGGGTTTCCAAGACTATCC, LMP1-F:GTGATTCTGACGAAGC 

CAGAG, LMP1-R:CGTGGGGCGCCCCAGGCACCA, LMP2A-F:ATGACTCATCT 

CAACACATA, LMP2A-R:CATGTTAGGCAAATTGCAAA, 

 

7. 염기서열염기서열염기서열염기서열 분석분석분석분석 

 

IRF5의 프로모터 MSP와 IRF5의 RT-PCR 산물을 TA cloning vector 

(Invitrogen)를 이용하여 클로닝했고, Big dye terminater 방법을 사용하여 ABI 

Prism automatic DNA sequencer(ABI, Fostor City, CA, USA)로 염기서열을 

결정했다. IRF5의 variant form은 GenBank data와 비교하였다. 
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ⅢⅢⅢⅢ. 결과결과결과결과 

 

1. B 세포세포세포세포주주주주에서에서에서에서 IRF5의의의의 전사체전사체전사체전사체 발현발현발현발현 

 

EBV로 형질전환된 B 세포주에서 IRF5의 전사 발현을 알아보기 위해, 

EBV positive 세포주인 Akata, AkataBX1과 EBV 잠복감염 І형인 MutuІ과 

EBV 잠복감염 Ⅲ형인 MutuⅢ와 EBV negative B 림프아구 세포주인 BJAB과 

Daudi, EBV negative Akata와 EBV positive type I Burkitt's lymphoma인 Rael에서 

RT-PCR로 IRF5의 전사 발현을 조사하였다.  IRF5는 EBV negative 세포주인 

BJAB, Daudi와 EBV 잠복감염 Ⅲ형인 MutuⅢ에서 발현양이 높았고, EBV 

잠복감염 І형인 MutuI과 Rael에서 상대적으로 발현양도 적었고, 적은 수의 

variant form들이 관찰되었다. EBV positive Akata, Akata BX1, EBV negative Akata 

세포에서는 IRF5의 발현이 없었다(그림1). 
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M     DW  Akata(-)  Akata(+)   BJAB  AkataBX1 Daudi   MutuІІІІ MutuⅢⅢⅢⅢ Rael

IRF5

GAPDH

M     DW  Akata(-)  Akata(+)   BJAB  AkataBX1 Daudi   MutuІІІІ MutuⅢⅢⅢⅢ Rael

IRF5

GAPDH

 

 

그림그림그림그림1. B 세포주에서세포주에서세포주에서세포주에서 IRF5 전전전전사체사체사체사체 발현발현발현발현. 

일련의 B 세포주에서 RNA를 분리하여 IRF5의 역전사중합효소연쇄반응 

을 수행하여 아가로오스 젤에서 전기영동을 하였다. M; DNA size marker, DW; 

중합효소 음성 대조군. GAPDH; internal control. 
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2. B 세포주에서세포주에서세포주에서세포주에서 IRF5의의의의 메틸화메틸화메틸화메틸화 분석분석분석분석  

 

B 세포주에서 IRF5의 발현과 프로모터의 CpG섬 부분의 메틸화와의 

관계를 비교하기 위해 EBV positive Akata, AkataBX1 세포와 EBV 잠복감염 

І형인 MutuІ과 EBV 잠복감염 Ⅲ형인 MutuⅢ와 BJAB, Daudi, Rael 세포의 

genomic DNA를 이용하여 MSP를 실시하였다. IRF5가 발현되지 않는 Akata, 

AkataBX1 세포에서 IRF5 프로모터 A가 메틸화되어 있었다. MutuI과 Rael은 

비메틸화 상태에서 IRF5가 약하게 관찰되었고, IRF5가 강하게 발현되는 

BJAB, Daudi, MutuⅢ 세포에서는 IRF5 프로모터 A의 메틸화를 발견할 수 

없었다(그림2). 
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그림그림그림그림2. B 세포주에서세포주에서세포주에서세포주에서 IRF5의의의의 메틸화메틸화메틸화메틸화 분석분석분석분석. 

일련의 B 세포주로부터 genomic DNA를 분리하여 sodium bisulfite를 

처리하여 MSP를 실시하였다. M; DNA size marker, DW; 중합효소 음성 

대조군. methyl; genomic DNA를 sodium bisulfite 처리후 methylation primer 

set으로 PCR.  unmethyl; genomic DNA를 sodium bisulfite 처리후 unmethylation 

primer set으로 PCR. 
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3. IRF5의의의의 mRNA 발현과발현과발현과발현과 프로모터프로모터프로모터프로모터 메틸화와메틸화와메틸화와메틸화와의의의의 관계관계관계관계 

 

그림1, 2의 결과로 IRF5의 발현과 프로모터 메틸화와의 관계를 분석하여 

보면, IRF5 프로모터 A가 메틸화되어 있는 Akata, AkataBX1 세포에서 

IRF5의 발현이 없었으며, 메틸화되어 있지 않은 BJAB, Daudi 등에서 강하게 

발현되어, IRF5 프로모터 A의 메틸화 여부가 IRF5의 발현과 관계가 있는 

것을 확인할 수 있었다. 특기할 만한 것으로, 모세포가 동일하면서 EBV 

잠복감염형만 다른 MutuI, MutuⅢ 세포주에서, EBV 잠복감염 Ⅰ형인 MutuI 

세포에서는 일부 비메틸화로 인해 IRF5의 발현이 약하게 있는 반면, 

잠복감염 Ⅲ형인 MutuⅢ 세포에서는 IRF5의 발현이 강하게 나타나면서 

프로모터의 메틸화를 관찰할 수 없었다는 점이었다. 

프로모터 메틸화와 IRF5의 발현과의 관계를 확인하기 위하여, 

프로모터가 메틸화되어 있고, IRF5의 발현이 안된 세포에 DNA 메틸화 

저해제인 5-aza-2’-deoxycytidine를 처리하여 IRF5의 mRNA 발현과 프로모터 

메틸화와의 관계를 알아보았다. 5-aza-2’-deoxycytidine 처리시 EBV negative 

Akata와 MutuI 세포에서 IRF5 발현양이 증가한 반면, MutuⅢ 세포에서는 5-

aza-2’-deoxycytidine 처리에 관계없이 IRF5의 발현양에는 차이가 없었다. 

따라서 IRF5의 발현 조절에 프로모터 메틸화가 중요한 역할을 함을 알 수 

있었다(그림3). 
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AZA - +              - +              - +       - +

GAPDH

M       DW             293     Akata(-)            MutuІ MutuⅢ

IRF5

AZA - +              - +              - +       - +

GAPDH

M       DW             293     Akata(-)            MutuІ MutuⅢ

IRF5

 

 

그림그림그림그림3. IRF5의의의의 mRNA 발현과발현과발현과발현과 프로모터프로모터프로모터프로모터 메틸화와의메틸화와의메틸화와의메틸화와의 관계관계관계관계.    

IRF5를 발현하지 않는 293세포와 일련의 B 세포주에 DNA 메틸화 

저해제인 5-aza-2’-deoxycytidine를 처리한 후 RNA를 분리하여 역전사 

중합효소연쇄반응을 하고 아가로오스 젤에서 전기영동하여 확인하였다.  

M; DNA size marker, DW; 중합효소 음성 대조군. (-)는 5-aza-2’-deoxycytidine를 

처리하지 않은 군, (+)는 5-aza-2’-deoxycytidine를 처리한 군이다.  GAPDH; 

internal control. 
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4. Akata 세포에서세포에서세포에서세포에서 IRF5 프로모터프로모터프로모터프로모터 메틸화메틸화메틸화메틸화 분석분석분석분석 

 

IRF5가 발현되지 않고 MSP 양성인 Akata 세포에서 IRF5 유전자의 CpG섬 

의 메틸화정도를 조사하기 위하여 Akata 세포에 sodium bisulfite 처리한 

MSP 산물의 염기서열을 분석하였다. 그림 4A는 IRF5의 프로모터 A 

염기서열로 box는 중합효소연쇄반응 타깃 염기서열이며, box 안의 밑줄 친 

부분이 MSP 특이 primer이다. MSP 산물 10개 clone의 염기서열을 분석하여 

CpG섬의 메틸화 유무를 조사했다. 10개의 clone중 clone a1은 89.5% 

메틸화되어 있고, clone a2, a8, a10은 100% 메틸화되어 있었다. clone a3, a5, 

a6은 70%이상, clone a4, a7은 80%이상, clone a9은 50% 메틸화되어 있어, 

Akata 세포의 IRF5 프로모터의 CG염기서열 대부분이 메틸화되어 있음을 

알 수 있었다(그림4). 
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A) 

AAGAGCAAGAGTTACCAAGCGAAGAACATTCCATGAGAAGGAACAGGAGGTGTGTGAAGG

TGGAGGTTCTGGGGTGAGGTTCTTTATGGAATCGAAAACGGTTCAGAACCACAGGTCGAC

GGTCAAGGTAGTAGTGAGAGGAGGTGGGACAGGCGACCACGCCGCTGCCCCTGGGATGAC

TGGAAGGCGACTTAGGGGAGCTGGGGCGAGACAGGTGCAGGGTTTGAGGATGAGAAAGGC

ACAGAGTGACTAGAGGATTCCCGCCTGCAAGCACATCTGGAAGGGGTGTCTGGATCCTGG

GGGCAGCGACTGTGTTCTAGGGCGAGAGCCACCCTCGCCAGGGGTGTAGGCAGGCGAGAG

GAGGGCCTGGAGCTGTGGGTCGGCCACACTGCGCCCTCATTTGTGTGCAGCCCCGGAGGA

CCAGAGTGGGGAAGCACCCCACCCTCTCCCAGGGCCCAACTGAGCACTGCAGCGGGAGGT

ACGGGGTTGTCAAATGACAGTTTTGCCATTCCAGATTGCCAAAAGAGCCAGTGGCCAGTC

TAGGGCAC1CG2CGC3CGTCTGGCATCTCCCTGGAGGCCCTGGGCCTGGCC4CGAGGCTCAGCC

5CGGATCTGCAGTTGCCAGGTCAGTG6CGGGGCC7CGGAGTGGATT8CG9CGGGG10CGGGG11CG 
GGGCACTGCC12CG13CGCC14CGGAGCTCAGCAGCAGCTGCCCAGG15CGGGGG16CGGCAAGA

17CG  18CGGA AGTGCC19CGGCAGGTTGGCGGACCGGCGGGAGGCGCAGCCTGGGCAGAGCTC

AGCTTGGTCCCGCCGCCCGGCCGGTGCTCCCTGGCGCAGCCACGCAGGCGCACCGCAGACA

GGTGGGTCCCGGCCGCCGCGCTCTCCTCTCTGCGTCCGCGCCCGGCGCGCCCCGAGGGTGG

CGGGAGCGGTGCCGGCTACTGCCCCCAAGTCTAGGCCTAGACTGGGCCCCGCGCCCCCCAG

GCACCTGCGGGCGGCGGGATGAAGACTGGAGTAGGGCGGGGTCCGC  

B) 

1111 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 100%100%100%100%

2222 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 100%100%100%100%

3333 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 100%100%100%100%

4444 oooo oooo oooo oooo oooo 50%50%50%50%

5555 oooo oooo oooo oooo oooo 50%50%50%50%

6666 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 100%100%100%100%

7777 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 70%70%70%70%

8888 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 80%80%80%80%

9999 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 90%90%90%90%

10101010 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 90%90%90%90%

11111111 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 100%100%100%100%

12121212 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 80%80%80%80%

13131313 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 90%90%90%90%

14141414 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 80%80%80%80%

15151515 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 90%90%90%90%

16161616 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 100%100%100%100%

17171717 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 90%90%90%90%

18181818 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 90%90%90%90%

19191919 oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo oooo 100%100%100%100%

89.5%89.5%89.5%89.5% 100%100%100%100% 78.9%78.9%78.9%78.9% 94.7%94.7%94.7%94.7% 84.2%84.2%84.2%84.2% 73.7%73.7%73.7%73.7% 94.7%94.7%94.7%94.7% 100%100%100%100% 57.9%57.9%57.9%57.9% 100%100%100%100%

a8 a9 a10a4 a5 a6 a7a1 a2CpG    CloneCpG    CloneCpG    CloneCpG    Clone a3

 

 

그림그림그림그림4. Akata 세포에서세포에서세포에서세포에서 IRF5 프로모터프로모터프로모터프로모터 CpG섬의섬의섬의섬의 메틸화메틸화메틸화메틸화 분석분석분석분석. 

EBV negative Akata 세포의 genomic DNA를 이용한 IRF5의 MSP 산물을 

클로닝하여 염기서열을 확인했다. A. IRF5 프로모터 A의 염기서열이고, 

box안의 밑줄 친 부분이 MSP 특이 primer를 나타낸다. B. MSP 산물 10개 

클론의 염기서열을 결정하여 CpG섬 메틸화를 조사했다. 
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5. EBV 감염에감염에감염에감염에 따른따른따른따른 EBV negative Akata 세포에서세포에서세포에서세포에서 IRF5 발현발현발현발현 변화변화변화변화 분석분석분석분석 

 

EBV 감염에 따른 IRF 발현 변화를 분석하기 위하여 EBV negative Akata 

세포에 EBV를 감염시켜 시간별로 IRF5 발현과 프로모터의 CpG섬 부분의 

메틸화를 조사하였다.  

IRF5 mRNA 발현에서 EBV를 감염시키지 않은 Akata negative 세포에서 

IRF5 mRNA는 발현되지 않았고, EBV 감염후 72시간부터 IRF5의 발현이 

있었고, 8주까지 계속되었다. 이때 IRF5의 variants를 알아보기 위하여 PCR 

산물 7개 클론의  염기서열을 분석한 결과 그 중 4개가 IRF5 variant1 

(GenBank accession number, gi:38683857)이었고, 3개가 variant3(GenBank 

accession number, gi:40792575) 였다. 

Akata 세포에 EBV를 감염시켜 시간별로 genomic DNA를 수거하여 MSP로 

프로모터 메틸화를 확인한 결과, EBV 감염 후 72시간부터 IRF5의 

탈메틸화가 유도되었고, 12주까지 계속되어 IRF5 프로모터 메틸화와 IRF5 

mRNA 발현 관계를 확인할 수 있었다(그림5). 
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M   DW   A(-)    1d     2d     3d     1w     2w     4w    8w    12w  A(+)   293

M   DW   A(-)   1d    2d     3d      1w    2w     4w      8w     12w  293  MutuIII

methylation

unmethylation

IRF5RT-PCR

GAPDH

M    DW     A(-)    1d      2d      3d     1w      2w     4w     8w    12w   Ramos

M   DW   A(-)    1d     2d     3d     1w     2w     4w    8w    12w  A(+)   293

M   DW   A(-)   1d    2d     3d      1w    2w     4w      8w     12w  293  MutuIII

methylation

unmethylation

IRF5RT-PCR

GAPDH

M    DW     A(-)    1d      2d      3d     1w      2w     4w     8w    12w   Ramos

 

 

그림그림그림그림5. EBV를를를를 감염시킨감염시킨감염시킨감염시킨 EBV negative Akata 세포에서세포에서세포에서세포에서 IRF5의의의의 RT-PCR 및및및및 

MSP. 

EBV를 감염시켜 24시간부터 12주 되는 날까지 각각 DNA와 RNA를 

분리하여 IRF5 MSP와 RT-PCR을 수행하였다. M; DNA size marker, DW; 

중합효소 음성 대조군. A(-); EBV negative Akata로 감염시키지 않은 세포, 

A(+); EBV positive Akata, 293; IRF5 메틸화 양성 대조군, MutuⅢ; 비메틸화 

양성 대조군,  Ramos; IRF5가 발현되는 양성 대조군.  GAPDH; internal 

control. 
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6. EBV 감염후의감염후의감염후의감염후의 EBNA2,  LMP1,  LMP2A의의의의 mRNA 발현발현발현발현 변화변화변화변화 

 

EBV 감염시 시간에 따른 EBV 잠복감염형과 IRF5 발현과 관계가 

있는지를 알아보기 위하여, Akata 세포에 EBV를 감염시킨 후에 시간별로 

EBNA2, LMP1, LMP2A mRNA 발현을 RT-PCR을 통하여 확인하였다. B 

세포의 EBV 감염후 처음으로 발현하는 단백질이 EBNA2이고, 이는 다른 

바이러스 단백질의 전사를 활성화시킨다33,34. EBNA2는 잠복감형 Ⅲ형에서 

발현하는 유전자로 24시간부터 발현해서 8주까지 발현하였고, 8주 이후에 

EBNA2의 발현이 관찰되지 않았다. 잠복감형 Ⅱ형 및 Ⅲ형에 발현하는 

유전자인 LMP1, LMP2A는 72시간부터 발현하였고 이들의 발현은 시간이 

갈수록 점차 약해졌고, IRF5의 발현도 72시간부터 발현하여 1,2주에서 가장 

강하게 발현하고, 시간이 지남에 따라 IRF5 발현양도 감소하였다. 초기 

EBV 감염시 잠복감염 Ⅲ형 상태를 유지하다가 8주 이후에 EBNA2의 

발현이 관찰되지 않는 것으로 미루어, EBV 잠복감형 Ⅰ형 또는 Ⅱ형으로 

전환하는 것으로 예측할 수 있었다(그림6).   
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M      DW    A(-)    1d      2d       3d      1w      2w      4w      8w     12w

EBNA2

LMP2A

GAPDH

LMP1

M      DW    A(-)    1d      2d       3d      1w      2w      4w      8w     12w

EBNA2

LMP2A

GAPDH

LMP1

 

 

그림그림그림그림6. EBV를를를를 감염시킨감염시킨감염시킨감염시킨 EBV negative Akata 세포에서세포에서세포에서세포에서 EBNA2, LMP1, 

LMP2A의의의의 mRNA 발현발현발현발현 분석분석분석분석. 

EBV negative Akata 세포에 EBV를 감염시키고 시간별로 RNA를 추출하여 

RT-PCR을 시행하였다. M; DNA size marker, DW; 중합효소 음성 대조군. A(-); 

EBV를 감염시키지 않은 EBV negative Akata 세포, GAPDH; internal control. 
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IV. 고찰고찰고찰고찰 

 

바이러스에 감염되면 IFN에 의해 사이토카인 유전자 등이 활성화되어 

면역반응을 유도하게 된다. IFN은 크게 typeⅠ, type II로 구별되며, typeⅠ 

IFN은 바이러스의 증식을 방해하는 단백질로서, 바이러스의 증식을 

억제하는 작용 이외에도 종양세포 증식 억제와 자연살 세포의 세포독성을 

증가시키고, 주조직적합복합체 제일항원의 발현을 증가시킨다1. Type II 

IFN에는 IFN-γ가 있으며, T 림프구에서 생산되고 면역반응을 조절한다. IFN-

γ는 T 림프구, B 림프구, 호중구, 자연살 세포, 혈관내피세포에 작용하여 

면역반응을 활성화시키며, 대식세포의 활성화 요소로 작용하여 주조직적합 

복합체 제일항원과 제이항원의 세포표면 발현을 증가시킨다. IFN-γ도 

typeⅠIFN처럼 바이러스의 증식을 억제할 수 있다30. EBV 감염시 TypeⅠ 

IFN은 EBNA2가 발현되는 잠복감염 Ⅲ형 세포보다 EBNA2가 발현되지 

않는 잠복감염Ⅰ형 또는 Ⅱ형 세포에서 세포주기 억제와 세포고사 등 항 

바이러스 효과를 나타낸다31. 즉, EBV 감염이 IFN을 활성화시키지만  

바이러스 단백질인 EBNA2가 감염 후 6시간이내 발현하여 IFN에 의한 

전사활성을 억제한다31, 33 . 

IRF들은 바이러스 감염에 의해 인산화되어 활성화된다. 바이러스감염 

으로 활성화된 인산화효소 IKKε과 TBK1이 IRF3와 IRF7의 인산화를 

유도하고, 또한 IRF5도 IKK/TBK1에 의해 인산화와 dimerization이 

유도된다고 알려져 있다35. EBV는 자신의 목적을 위하여 IRF를 사용하기도 
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한다. 그 예가 IRF7과 LMP1과의 관계인데, LMP1은 NF-κB를 활성화하고, 

IRF7 프로모터에 NF-κB binding site가 있어서 LMP1이 IRF7의 발현을 

조절하며, 동시에 IRF7은 LMP1 프로모터의 ISRE에 결합하여 LMP1 발현을 

유도한다. 또한 LMP1은 IRF7의 인산화를 유도하여 활성화를 유도한다34.    

본 연구는 바이러스 감염에 의해 IRF5의 발현이 활성화되고, 이로 인한 

IFN의 활성을 EBV가 바이러스 유전자를 발현함으로써 조절할 것이라는 

가정에 시작하였고, 바이러스 유전자의 발현과 IRF5의 발현을 비교하면, 

바이러스의 EBNA2 또는 LMP1과 LMP2A가 IRF5와 동시에 발현되는 

것으로 보아서 EBV의 종양화에 중요한 바이러스 유전자들이 IRF5의 발현 

및 기능 조절에 관여할 것이라 생각된다. Akata 세포에 EBV를 감염시켜 

EBNA2의 mRNA 발현을 관찰해 본 결과, 24시간에서 8주까지 잠복감형 

Ⅲ형 상태로 EBNA2가 발현하고 12주 이상이 되면 EBNA2가 없어져 

잠복감형 Ⅰ형이나 Ⅱ형으로 전환되는 것을 확인할 수 있었고, 이후 

잠복감염상태가 유지되리라 예측된다. 

 IRF5 유전자는 2개의 프로모터를 가지며 프로모터 A의 CpG섬 부분의 

메틸화가 IRF5의 발현조절에 중요한 요소임을 본 연구에서 밝혔다. 본 

연구에서 IRF5의 발현과 프로모터 메틸화와의 관계를 분석하여 보면, 

IRF5의 프로모터가 메틸화되어 있는 Akata, 293 세포주에서 IRF5의 발현이 

없었으며, EBV 잠복감염 Ⅰ형인 MutuⅠ세포에서는 일부 비메틸화로 인해 

IRF5의 발현이 약하게 있는 반면, 잠복감염 Ⅲ형인 MutuⅢ에서는 

비메틸화로 IRF5의 발현이 강하게 나타났다는 것이다. DNA 메틸화 
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저해제인 5-aza-2’-deoxycytidine를 처리하여 IRF5의 mRNA 발현과 프로모터 

메틸화와의 관계를 확인한 실험에서도 5-aza-2’-deoxycytidine 처리시 EBV 

negative Akata와 MutuI세포에서 IRF5 발현양이 증가한 반면, MutuⅢ 

세포에서는 5-aza-2’-deoxycytidine 처리에 관계없이 IRF5의 발현 양의 

차이가 없음을 알 수 있었다. 따라서 IRF5의 발현 조절에 프로모터 

메틸화가 중요한 역할을 함을 알 수 있었고, 잠복 감형 I형과 비교해 잠복 

감형 Ⅲ형인 세포에서 IRF5의 발현이 높은 것을 알 수 있었다.  

프로모터 메틸화는 많은 종양억제유전자의 발현 조절에 중요한 역할을 

한다. 특히 IRF5의 프로모터 A의 CpG섬의 과메틸화에 의한 발현의 

epigenetic silencing은 IRF5가 종양억제유전자의 기능이 있고, 종양 형성시 

IRF5의 발현이 상실되는 경우가 특정 종양조직에서 나타나므로36, IRF5 발현 

상실이 종양형성의 중요한 과정임을 추측할 수 있다. 이는 정상세포에서는 

IRF5 유전자의 프로모터의 CpG섬 부분이 메틸화되어 있지 않지만, 종양 

형성시에는 CpG섬 부분이 메틸화되어 유전자의 전사가 억제되므로 

종양억제유전자로서의 기능을 하지 못하게 된다. IRF5의 발현이 p53, IFN, 

바이러스 감염 등에 의하여 조절되고, IRF5가 p53에 독립적으로 p21WAF1의 

발현을 유도하여 세포주기 조절에 관여하고, IRF5가 Bax/Bak1, DAP-k2, 

caspase8의 발현을 조절하여 세포사멸에 관여한다. 즉, IRF5가 종양억제 

유전자로서 종양화과정에 관여함을 시사하므로 DNA damage에 따른 

정상적인 DNA 수선 및 세포고사의 유도 등이 억제됨으로써 종양형성에 

중요한 역할을 할 것으로 생각되어진다. 특히 EBV에 의한 종양에서 
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잠복감형 I형인 B 림프종과 위암에서 IRF5의 발현 억제가 프로모터 

메틸화와 연관이 있는 것으로 보이고36, 이것이 관련 종양의 병인에 중요한 

부분일 가능성이 높음을 시사한다. 본 연구에서는 EBV 초기 감염시 IRF5 

프로모터의 비메틸화와 EBNA2가 발현되는 잠복감형 Ⅲ형에서 IRF5의 

발현이 강하게 나타나다가 시간이 지날수록 EBNA2가 없어져 잠복감염 

I형으로 전환되어 점차 IRF5의 발현이 줄어듬을 관찰할 수 있었다. 

아직까지 LMP1이 IRF5발현을 어떻게 조절하는지는 알려져 있지 않은데, 

바이러스 유전자인 LMP1, LMP2는 ENBA2에 의해 활성화되는 유전자로34 

EBV 감염시 72시간부터 발현되었다. 

IRF5에는 9개 이상의 variants가 존재하며 아직 variant간의 기능 차이 및 

발현 조절 기전은 밝혀지지 않았다. 단, 일부 variant들이 dominant 

negative기능이 있다고 알려져 있을 뿐이다20. 지금까지 IRF5의 기능연구 

에서 IRF5 variant3가 주로 연구되었고, 그 이유는 처음 클로닝된 isoform 

이고 정상세포에서 발현되는 isoform으로 생각된다. 본 연구에서도 Akata 

세포에 EBV를 감염시켰을 때 얻은 PCR 산물 7개의 클론중 4개가 IRF5 

variant1이었고 3개가 variant3이었다.  

 본 연구에서 IRF5의 CpG섬 메틸화에 의한 유전자 발현의 epigenetic 

silencing을 Akata 세포와 일부 세포주에서 확인할 수 있었고, 프로모터 

메틸화정도에 따라 IRF5의 전사 발현양이 조절되었다. 또한 EBV negative 

Akata 세포에 EBV를 감염시키면 72시간 이후로 IRF5 발현이 IRF5의 

프로모터 A의 비메틸화에 의하여 유도되었고,  12주까지도 계속되었다.  
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EBV 초기 감염시 잠복감염 Ⅲ형 일때 IRF5의 발현이 높게 나타나고, 

시간이 지나면서 잠복감염 Ⅰ형으로 전환되어 IRF5의 발현이 낮아졌으며, 

이는 면역감시회피로 잠복감염 상태 유지와 종양 형성에 기여하리라라는  

것을 예측할 수 있다.   
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ⅤⅤⅤⅤ. 결결결결 론론론론 

 

본 연구는 일련의 B 세포주에서 IRF5의 발현 양상의 차이가 유전자 발현 

조절기전 중에 프로모터의 메틸화에 의해 기인되는지를 알아보았고, EBV 

감염에 의해 IRF5의 발현이 조절되는가를 알아보기 위하여 EBV negative 

Akata 세포에 EBV를 감염시키고 12주까지 IRF5 mRNA의 발현 변화와 

프로모터 메틸화 변화 및 EBV유전자 EBNA2, LMP1, LMP2A의 mRNA의 

발현 변화를 조사하여 다음과 같은 결론을 얻었다. 

 

1. IRF5는 세포주마다 발현 양상이 다르고, IRF5 프로모터 A의 CpG섬의 

메틸화와 발현양상의 상관관계가 있었다.  

 

2. Akata 세포에 EBV를 감염시키면 IRF5 발현이 유도되었는데, 이때 IRF5의 

프로모터 A의 탈메틸화가 일어났고, EBV 감염으로 IRF5의 variant1과 3의 

발현이 유도되었다. 

 

3. Akata 세포에 EBV를 감염시켜 잠복감염 Ⅲ형에서 발현되는 EBNA2는 

24시간부터 8주까지 발현하고 12주가 되면 발현이 없어져서, 잠복감염 Ⅰ형 

또는 Ⅱ형으로 전환된다. EBNA2의 활성화로 유도되는 LMP1과 LMP2는 

72시간부터 발현하는 것을 확인할 수 있었고, IRF5의 발현도 72시간부터 

발현하였다.  
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4. EBV 초기 감염시 잠복감염 Ⅲ형에서 IRF5 발현이 높고 12주 이후로는 

발현이 낮아져서 잠복감형 Ⅰ형으로 유지되어 잠복감염상태가 지속됨을 

추정할 수 있었다.  

 

이상의 결과로, IRF5의 발현은 프로모터의 CpG섬의 메틸화에 의해 

조절되어 유전자의 전사가 억제되고, EBV 감염은 IRF5의 프로모터 A의 

탈메틸화에 의하여 IRF5의 전사를 활성화시킨다. EBV 감염은 초기감염시 

잠복감염 Ⅲ형일 때 IRF5의 발현이 높게 나타나고, 감염 시간이 지나면서 

잠복감염 Ⅰ형으로 전환되어 IRF5의 발현이 낮아지고, 이는 잠복감염상태 

유지와 면역감시회피로 종양 형성에 기여하리라는 것을 시사한다. 
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Transcription factors of interferon regulatory factor (IRF) family have been identified 

as having important roles in innate immunity by participating both in the immediate-

early response to infection and in the secondary response to cytokine. While playing 

an important role in the antiviral immune response, they also participate in cell growth 

regulation and apoptosis. IRF5 is the most recently characterized member of the IRF 

family. It was originally identified as a regulator of type Ⅰ IFN gene expression; 

however, recent studies have indicated that it has roles not only in anti-viral defense, 

but also in cell cycle arrest and apoptotic pathways. Therefore, loss of IRF5 function 

can lead to cell proliferation and tumorigenesis. 

The Epstein-Barr virus-assocoated tumorigenesis is a multi-step process involving 
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various factors including infections and host defense processes, and accumulation of 

epigenetic and genetic alterations. To maintain latent infection and contribute to 

tumorigenesis, EBV controls host innate immune response. Our preliminary study 

shows that IRF5 transcripts are expressed in an EBV lantency type-specific manner, 

thus, we hypothesize that the IRF5 transcripts are expressed according to the  

alternate biological functions that are dependent on both of the EBV viral protein 

expression and the method of virus induction. It has been shown that IRF5 has 2 

promoters, and promoter is a TATAless and has several CpG sites, indicating that 

methylation is one of the regulatory mechanisms for the controlled suppression of 

IRF5 expression. To determine IRF5 epigenetic alterations in EBV associated B cell 

lines, methylation specific PCR (MSP) was performed. We found that the CpG islands 

in the promoter A of IRF5 were methylated in EBV positive Akata cells and treatment 

of the Akata cells with 5-aza-2’-deoxycytidine reversed the downregulated IRF5 

expression. To investigate the relationship between IRF5 transcripts expression and 

promoter methylation, we also performed MSP. There are positive correlation between 

the demethylation of promoter A and IRF5 transcripts expression. To evaluate the 

potential interactions between EBV infection and the interferon system, we performed 

in vitro EBV infection time courses and RT-PCR analyses of IRF expression. EBV 

induced the expression of specific splice variants of IRF5 variant1 and variant3 during 

early EBV infection in EBV negative Akata cells. IRF5 was expressed at higher levels 

in latency Ⅲ cell lines when compared to latencyⅠ cell lines. EBV latency Ⅲ had 
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high level of IRF5 expression in early phase.  

In conclusion, IRF5 expression is regulated by promoter methylation, and EBV 

infection influences the IRF5 being expressed. EBV infection induces the transcription 

of IRF5 by the demethylation of IRF5 promoter A during early phase of infection and 

in latency Ⅲ B cell lines. In EBV infection to Akata cells, level of IRF5 expression is 

high during early phase of infection, and converts to low after 8 weeks of infection. 

EBV latency pattern also converts from latency Ⅲ to latencyⅠor Ⅱ in keeping 

with IRF5 expression change. These results suggest that low level of IRF5 expression 

may hinder host immune surveillance system and that help to maintain EBV latent 

infection. 
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