
Abstract : Among potential genetic targets for intervention of HIV-1
replication, the tat gene product is a key target. In this study, two permanent cell
lines, HeLa-LT2 and CCRF-CEM-LT1, have been developed for screening of Tat

inhibitors. pcDNA3-LT1 and pcDNA3-LT2 plasmids that contain the firefly

luciferase and HIV-1 tat genes were constructed to this end. The luciferase
reporter gene is under the control of the HIV-1 long terminal repeat (LTR) and

the HIV-1 tat gene is expressed constitutively from the cytomegalovirus (CMV)
promoter. These plasmids were stably transfected into HeLa and CCRF-CEM cell

lines and maintained under stable selection. G418-selected cell lines were assayed

for luciferase activity, identified by polymerase chain reaction (PCR), and further

analyzed for expression of the HIV-1 tat gene by RT-PCR. The inhibitory activity
of Tat inhibitors is assessed by measuring suppressed expression of the luciferase

gene. This in vitro assay system can be a useful tool for screening of new Tat
inhibitors such as tat antisense and TAR decoy.    

Key words :: HIV-1, Permanent cell line, Tat inhibitor

HIV-1 성장억제제 발굴을 위한 영구 세포주 개발

계명대학교 의과대학 의학유전공학교실

Development of Permanent Cell Lines for  
HIV-1 Tat Inhibitor Screening

Jong-Gu Park, Ph.D.

Department of Medical Genetic Engineering, 

Keimyung University School of Medicine, Taegu, Korea

박종구

啓明醫大學術誌 第22券 1號
Keimyung Med J
Vol. 22, No. 1, June, 2003



HIV-1 성장억제제발굴을위한영구세포주개발 105

서 론

Human immunodeficiency virus type-

1(HIV-1)은 lentivirus의 대표 종으로 약 9.2

kb인 두개의 동일한 단가닥 RNA 유전자로 구성

되어 있는 AIDS의 원인 병원체이다[1]. 다양한

길이의 mRNA로부터 바이러스 증식에 필수적인

단백질(Gag, Pol, Env)과 적어도 6개의 조절

단백질(Tat, Rev, Vif, Vpr, Vpu, Nef)이 발현

된다[2]. HIV-1의 복제는 주로 바이러스에서 발

현되는 Tat와 세포 내 전사요소인 nuclear

factor-κB(NF-κB)에 의해 조절된다. AIDS 바

이러스에 감염된 세포가 다양한 외부 신호에 의해

자극되면 NF-κB가 활성화되면서 바이러스 유전

자의 발현을 유도하게 된다[3-5]. 이때 Tat가 발

현되면서 급격한 바이러스 생산이 시작되어

CD4+ T- 세포를 죽이게 된다.

Tat는 모든 알려진 lentivirus에 존재하고,

전사 초기에 RNA에 결합하는 단백질로서 바이러

스 증식에 절대적으로 필요하다[6]. HIV-1 Tat

는 86개의 아미노산으로 이루어져 있으며 두 개

의 엑손으로부터 만들어진다. 이 중에 첫 번째 엑

손으로부터 코딩되는 72개의 아미노산이 전체

trans-activation 활성을 나타내는 것으로 알려

져 있다[7]. Tat의 작용은 바이러스 RNA의 5’

말단에 있는 trans-activation response

element(TAR)를 필요로 한다[8]. TAR은 59개

의 nucleotide RNA로 되어있으며 stem-loop

구조를 하고 있다 . TAR은 HIV-1 core

promoter element에 속하는 Sp1 결합 부위,

TATA box 부위들과 함께 바이러스 mRNA의 기

본적인 전사 조절 기능을 가진다[9]. TAR의 2차

구조 부위는 Tat과 결합할 수 있음이 in vivo

[10-12]와 in vitro[9] 연구에서 확인되었다.

따라서 Tat나 TAR가 없는 HIV-1은 효과적으로

복제를 할 수 없어서 CD4+ T-세포를 파괴하지

못하게 된다. 이를 고려해 볼 때 Tat 단백질의 효

과적인 저해는 AIDS 치료제 개발에 중요한 목표

가 된다. 

현재까지 HIV-1 바이러스 생성을 억제하기

위해 Tat-TAR 상호작용의 저해가 다양하게 시도

되었다. 한 예는 Tat 단백질이 TAR 자리에 효과

적으로 잘 결합하지 못하도록 TAR decoy[13-

15] 또는 Tat 단백질의 유사체를 사용하여 Tat

의 결합력을 경쟁적으로 저해하는 방법이다

[16,17]. 또 다른 방법으로는 antisense를 이용

하여 tat나 tar 유전자가 발현되지 못하도록 하는

것이다[18]. 이러한 저해제를 찾기 위해서는 in

vitro 분석시스템이 필요하다. 지금까지 사용되고

있는 세포주는 tat 유전자를 따로 세포 내로 도입

해야하는 불편함이 있거나 분석이 민감하지 못하

다는 단점을 가지고 있다[19]. 또한 현재까지 여

러 가지 Tat 저해제를 찾았지만 좁은 치료범위와

세포독성 등의 이유로 임상에 적용되고 있는 약물

은 없는 실정이다.  

이 실험에서는 여러 가지 단점들을 보완하여

in vitro에서 Tat 단백질의 저해제를 효과적으로

탐색할 수 있는 새로운 세포주의 개발을 목적으로

하였다. 이들 세포주는 tat과 tar 유전자를 모두

가지고 있고, TAR 부분을 포함하고 있는 long

terminal repeat(LTR) 말단에 luciferase 유전자

를 연결하여 빠르고 정확하게 tat-tar 상호작용

의 저해를 조사하는데 사용할 수 있다. 

재료및방법

1. 세포주 배양

자궁경부암 세포주인 HeLa와 CD4+ T-세포

주인 CCRF-CEM은 각각 가온 처리한 fetal

bovine serum(FBS, JBI사, 한국)을 10% 포

함한 DMEM과 RPMI1640(JBI사, 한국) 배양

액으로 37℃에서 5% 농도의 CO2 배양기

(Forma Scientific사, 미국)에서 배양하였다.

Geneticin G418(Life Technologies사, 미국)

으로 선별한 세포주는 G418을 500 g/mL 농도

로 배양액에 첨가해서 배양하였다. 
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2. 플라스미드 제작

먼저 LTR-1과 LTR-2 primers(Table 1)를

이용하여 pHXBc2-pBR322로부터 HIV-1의

LTR 부분을 증폭하여 pBS-SK(+)에 클로닝

(pBS-SK(+)-LTR)하고, pBS-SK(+)-LTR의

LTR 부분을 pGEM-luc벡터에 다시 클로닝

(pGEM-luc-LTR)하였다. 또한 pBS-SK(+)에

먼저 클로닝 되어 있는 TKpA 부위를 pGEM-

luc-LTR 벡터에 클로닝(pGEM-luc-LTR-

TKpA)하였다. 한편 pGEX-2T-TAT72의

TAT72 부분을 pcDNA3 벡터에 클로닝(pcDNA3-

TAT72)하였다. 끝으로 pGEM-luc-LTR-TKpA

벡터를 PstⅠ과 SalⅠ으로 절단한 후 LTR-luc-

TKpA 부분을 pcDNA3-TAT72 벡터를 BglⅡ로

절단한 벡터에 클로닝(pcDNA3-LT1 또는

pcDNA3-LT2)하였다. 

3. Transfection

앞에서 제작한 플라스미드가 세포 내에서 바르

게 발현하여 luciferase를 만들어 내는지 확인하

기 위하여 transfection을 실시하였다. HeLa세

포를 transfection 하기 하루 전에 24-well

plate의 well 당 7×104개씩의 세포를 분주하였

다 . Transfection은 양 이 온 liposomes

(Lipofectamine Plus Reagent, Life

Technologies사, 미국)을 이용하였고, 제작자가

제시한 방법에 따라 수행하였다. luciferase 활성

을 분석하기 까지 24시간 동안 37℃, 5% CO2

조건에서 배양하였다.

4. 영구적인 세포주 개발

HeLa세포를 transfection 하기 하루 전에

12-well plate의 한 well 당 1×105개씩 분주하

였다. CCRF-CEM세포는 24-well plate의 한

well 당 2.5 × 105 개 씩 분 주 하 였 다 .

Transfection은 cationic liposomes을 이용하

여 수행하였다. 다음 날 transfection 한 HeLa

세포를 10 cm dish로 옮기고, 2일 후부터 G418

이 500  g/mL 농도로 들어있는 DMEM배양액

으로 배양하였다. 일주일에 두 번씩 배양액을 교

체해 주면서 2주 동안 배양하였다. 이 때 영구적

으로 플라스미드 DNA가 세포 내로 도입된 세포

는 G418에 대한 저항성을 나타내며 세포 군집을

형성하였다. 세포 군집을 각각 떼어내어 24-well

plate로 옮기고, 세포가 well에 90% 정도 자라

면 24-well plate에 2개로 나누어 키운 후, 그

중 하나만 luciferase 활성을 조사하였다.

CCRF-CEM세포는 10 cm dish로 옮긴 후 일주

일에 두 번씩 subculture를 하였고, 3주 후에

luciferase 활성을 조사하였다. Luciferase 활성

분 석 은 relative light units(RLU)를

luciferase assay system kit(Promega사, 미

국)을 사용하여 제작자가 제시한 방법에 따라 수

행하였다. 상대적으로 높은 luciferase 활성을 나

타내는 세포를 HeLa세포와 CCRF-CEM세포에

Primer1

＊LTR: long terminal repeat.

Sequence

LTR＊-1 (sense)

LTR-2 (antisense)    

Tat-1 (sense)

Tat-2 (antisense) 

5' TGGAAGGGCTAATTCACTCC 3'

5' CCCTGTTCGGGCGCCACTGCT 3'

5' ATGGAGCCAGTAGATCCTAG 3'

5' ACTTGATGAGTCTGACTGCC 3'

Table 1. Nucleotide sequences of primers for polymerase chain reactions



HIV-1 성장억제제발굴을위한영구세포주개발 107

서 각각 하나씩 선별하였다.  

5. 중합효소 연쇄반응(PCR)

Transfection 후에 선별된 세포의 지놈에 플

라스미드 DNA가 도입되어 있는지 확인하기 위하

여 선별한 HeLa세포와 CCRF-CEM세포(이하

HeLa-LT2, CCRF-CEM-LT1이라 함)의

genomic DNA를 분리하였다. 세포를 차가운

PBS로 두 번 씻 어 낸 후 에 digestion

buffer{100 mM NaCl, 10 mM Tris·HCl,

pH 8.0, 25 mM EDTA, pH 8.0, 0.5%

(w/v) SDS, 0.1 mg/mL proteinase K} 1

mL을 첨가한 후 16시간 동안 반응시켰다. 그 후

페놀과 클로로포름으로 각각 한번씩 정제 추출하

였다.  중합효소 연쇄반응은 PCR kit(Neurotics

사,한국)과 thermal cycler(PTC-100TM, MJ

Research사,미국)를 이용하여 수행하였다. PCR

반응은 94℃에서 30초, 57℃에서 40초, 72℃,

1분간의 DNA 합성과정을 35회 반복하였다. 증

폭된 PCR 산물은 1% agarose gel에서 전기영

동하여 genomic DNA 내의 tat 유전자 존재여

부를 확인하였다.  

6.역전사 중합효소 연쇄반응(RT-PCR)

전체 RNA는 Tri-Reagent(Molecular

Research Center, USA)를 이용하여 분리하였

고, 분리된 RNA는 RNase-free DNase Ⅰ(5

units/μL, Takara Shuzo사., 일본) 1 μL로 37

℃에서 10분간 반응시킨 후 페놀과 클로로포름으

로 추출하였다. 역전사 중합효소 연쇄반응은 RT-

PCR kit(Promega사, 미국)과 thermal cycler

를 이용하여 수행하였다. cDNA 합성은 48℃에

서 45분간 수행하였고, PCR 반응은 94℃에서

30초, 57℃에서 1분, 68℃ 2분간의 DNA 합성

과정을 35회 반복하였다. 증폭된 PCR 산물은

1% agarose gel에서 전기영동하여 tat mRNA

의 존재여부를 확인하였다.  

성 적

1. 플라스미드 제작 및 세포 내 발현 확인

LTR의 TAR RNA와 Tat 단백질의 상호작용

을 저해하는 저해제를 탐색하기 위한 세포주를 개

발하기 위해 LTR과 tat 유전자를 둘 다 포함하는

플라스미드를 제작하였다. pGEM-luc- LTR-

TKpA벡 터 의 LTR-luc-TKpA 부 분 을

pcDNA3-TAT72벡터에 클로닝 한 결과

pcDNA3-LT1과 pcDNA3-LT2의 두 가지 형태

의 플라스미드를 제작하였다(Fig. 1). 

제작한 플라스미드를 제한 효소와 DNA

sequencing으로 확인한 후, 세포 내에서 정상적

으로 tat 유전자를 발현하는지 조사하기 위해

HeLa 세포에서 일시적 transfection을 수행하

였다. tat 유전자를 포함하고 있지 않는 플라스미

드(pGEM-luc-LTR-TKpA)에 비해 tat 유전자

를 포함하는 pcDNA3-LT1과 pcDNA3-LT2의

경우 각각 7배와 12배 높은 luciferase 활성을

나타내었다. 즉, tat 유전자가 발현되어 LTR의

TAR 부위에 결합함으로 luciferase 유전자의 발

현이 증가한 것을 관찰하였다. 이러한 결과로서,

제작된 플라스미드에서 Tat 단백질이 세포 내에

서 정상적으로 발현되며 TAR sequence에 결합

함을 알 수 있었다(Fig. 2).  

2. HeLa-LT2와 CCRF-CEM-LT1 세포주

개발

다음 단계로 세포 내에서 정상적으로 발현이

확인된 두 종류의 플라스미드를 세포 내에서 영구

적으로 발현하도록 하기 위한 transfection을 수

행하였다. HeLa 세포의 경우는 transfection 이

후 일주일 정도 지나서 G418 저항 세포 군집이

나타나기 시작했다. 2주 후에 세포 클론을 24-

well plate에 옮기고, 일주일 동안 더 키운 후에

luciferase 활성을 조사하였다. CCRF-CEM 세

포의 경우는 3주 동안 계속 subculture 해 줌으
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로 G418에 대해 저항성이 있는 세포만 남도록

하였다. 여러 개의 세포 클론 중에서 luciferase

활성을 높게 나타내는 세포를 선별하였다. HeLa

세포의 경우 pcDNA3-LT2로 transfection한

세포주(HeLa-LT2)에서 지속적으로 높은

luciferase 활성을 나타내었고, CCRF-CEM세

포는 pcDNA3-LT1으로 transfection한 세포주

(CCRF-CEM-LT1)에서 높은 luciferase 활성

을 나타내었다. 그리고, CCRF-CEM-LT1세포

주가 HeLa-LT2세포주보다 일반적으로 약 2배

정도 더 높은 luciferase 활성을 나타내었다

(Fig. 3).   

3. HeLa-LT2와 CCRF-CEM-LT1 세포주

확인

Luciferase 활성을 조사하여 선별한 각각의

세포주가 정상적으로 만들어 졌는지 확인하기 위

해 DNA와 RNA를 분리하여 조사하였다. 각 세

포에서 genomic DNA를 분리하여 PCR로 확인

한 결과 HeLa와 CCRF-CEM 세포의 DNA에서

는 나타나지 않는 200 bp 크기의 tat DNA 띠가

Fig. 1. Schematic diagram for the construction of pcDNA3-LT1 and pcDNA3-LT2. The LTR region amplified

by polymerase chain reaction (PCR) was subcloned at the 5' end of the luciferase reporter gene in the

pGEM-luc vector. The TKpA region was  inserted at  the 3' end of  the  luciferase gene. The HIV-1  tat

gene from pGEX-2T-TAT72 plasmid was subcloned  into  the pcDNA3 plasmid. The pGEM-luc-LTR-

TKpA was digested with PstⅠ and SalⅠ and blunted. The LTR-luc-TKpA expression cassette was

subcloned into the pcDNA3-TAT72.
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에서 확인되었다. 한편 두 종류의 플라스미드

DNA에서도 동일한 크기의 tat 띠를 볼 수 있었

다(Fig. 4). 따라서 외부에서 세포 내로 도입한

pcDNA3-LT2 또는 pcDNA3-LT1 플라스미드

가 HeLa와 CCRF-CEM 세포의 게놈에 안정적

Fig. 2. Luciferase activity  from HeLa cells  transfected with different plasmids. Lane 1: HeLa cells without

transfection were used as a negative control, lane 2: cells were transiently transfected with pGEM-luc-

LTR-TKpA,  lane 3: pGEM-luc-LTR-TKpA + pcDNA3-TAT72,  lane 4: pcDNA3-LT1, and  lane 5:

pcDNA3-LT2. The transfectants were assayed for luciferase activity 24 hr post transfection, and values

are represented as relative light units (RLU).

Fig. 3. Luciferase activity  in HeLa-LT2 and CCRF-CEM-LT1 cells. HeLa or CCRF-CEM cells without

transfection  (denoted as HeLa or CCRF-CEM) were assayed  for  luciferase activity as negative

controls. Cells with transfection and G418 selection (denoted as HeLa-LT2 or CCRF-CEM-LT1) were

assayed for luciferase activity, and values are represented as relative light units (RLU).
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으로 위치하고 있음을 확인하였다.

또한 이렇게 들어간 유전자가 mRNA로 전사

가 일어나는지 확인하기 위해 RNA를 분리하여

RT-PCR을 수행하였다. RT-PCR 결과 HeLa세

포와 CCRF-CEM세포의 RNA에서는 나타나지

않는 200 bp 크기의 tat 띠가 HeLa-LT2와

CCRF-CEM-LT1의 RNA에서 확인되었다

(Fig. 5). 즉 genome 상의 tat 유전자에서 정상

적으로 전사가 일어남을 확인하였다.  

고 찰

현재 AIDS 치료에 사용되고 있는 AZT, ddI,

D4T와 같은 약물은 모두 HIV-1 역전사 효소의

저해제이다. 이러한 역전사 효소 저해제는 HIV

감염의 초기에는 효과적이지만 후기에는 별 효과

가 없는 것으로 알려져 있다. 하지만 역전사 효소

저해제와는 다르게 Tat 저해제는 급성과 만성 감

염상태에서 모두 HIV-1 복제를 저해하는 것으로

알려져 있다. 그럼에도 불구하고 Tat 저해를 이용

한 효율적 치료제 개발이 이루어지지 않았다. 따

라서 이 실험에서는 Tat 저해제 개발을 위해 효

율적 분석을 가능하게 할 세포주를 개발하고자 하

였다.

Promoter의 방향이 다른 두 가지 종류의 플

라스미드를 세포 내로 도입하여 luciferase 유전

자의 발현 정도를 살펴 본 결과 pcDNA3-LT2가

더 높은 수준의 유전자 발현을(luciferase 활성)

나타내었다. 이는 하나의 벡터에 두개의 유전자

발현 cassettes가 있고 두개의 promoters 방향

이 같을 경우에는 서로 영향을 주어서 보강효과를

나타내는 것으로 보인다. 이 실험에서는 강력한

CMV promoter가 LTR에 영향을 주어

pcDNA3-LT2의 luciferase 활성이 향상된 것으

로 추측된다 . 또 한 pcDNA3-LT1 또 는

1                  2                 3                 4                 5                  6               7

← tat200 bp →

Fig. 4. PCR analysis of  the HIV-1  tat gene  in HeLa-LT2 and CCRF-CEM-LT1 cells. The HIV-1  tat gene  in

genomic DNA extracted  from HeLa-LT2 and   CCRF-CEM-LT1 cells was detected by PCR

amplification of 200 bp fragments. Genomic DNA from HeLa and CCRF-CEM cells were processed

as negative controls. Two different Plasmid DNA containing  the  tat gene were processed as positive

controls. Lane 1: size marker (100 bp ladder), lane 2: HeLa, lane 3: HeLa-LT2, lane 4: CCRF-CEM,

lane 5: CCRF-CEM-LT1, lane 6: pcDNA3-LT1, lane 7: pcDNA3-LT2.



pcDNA3-LT2를 HeLa 세포 내로 도입했을 때

pGEM-luc-LTR-TKpA에 비해 각각 7배와 12

배 높은 luciferase 활성을 나타내었다. 실제로

in vivo에서 HIV-1 전사는 Tat가 없을 때보다

존재할 때에 100배 이상 더 높게 나타나는 것으

로 보고 되었다[6]. 이 실험에서 개발된 세포주에

서 Tat가 상대적으로 낮은 비율로 유전자의 발현

을 증가시킨 것은 사용한 세포가 HIV-1이 감염

되지 않는 세포이고, HIV-1과는 상관이 없는

luciferase의 활성을 측정 한 것으로 설명할 수가

있다. 더불어 세포내에서 발현된 tat와 TAR

sequence의 비율이 최적화 되지 않았을 수도 있

을 것이다. 그럼에도 불구하고 10배 정도의

transactivation이 발생하였으므로 본연의 목적

으로 Tat 저해제를 발굴하는 데는 유용하게 사용

될 수 있다.   

이 실험에서 개발된 두 세포주 중에서 CCRF-

CEM-LT1이 pcDNA3-LT1 플라스미드를 가지

고 있는데 pcDNA3-LT2 플라스미드를 갖고 있

는 HeLa-LT2보다 더 높은 luciferase 활성을

나타내었다. 이것은 세포의 종류가 다르기 때문에

나타나는 현상으로 판단된다. 왜냐하면 LTR의

전사조절에 관여하는 단백질이 Tat 이외에도

NF-κB와 cyclin dependent kinase 9(Cdk9)

등을 포함한 여러 인자가 세포마다 다르게 존재하

기 때문이다[20]. 따라서 HIV-1이 잘 들어가서

증식하기에 좋은 조건을 가지고 있는 CCRF-

CEM 세포에서 LTR이 HeLa 세포에서보다 더

높은 전사 활성을 나타내는 것으로 추측된다. 이

러한 사실을 종합할 때 Tat 단백질만을 저해해서

는 AIDS 바이러스의 증식을 완전하게 억제하기

에 부족할 수 있다는 것이다. 하지만 이 세포주를

이용하여 일차적으로 저해제를 탐색하기에는 문

제가 없을 것으로 보인다. 

HeLa와 CCRF-CEM의 두 종류 세포를 사용

한 것은 서로의 부족한 점을 보충해 주기 위한 목

적이 있다. CCRF-CEM세포의 경우에는

liposomes을 이용하여 분자량이 큰 안티센스 계

통의 핵산을 세포 내로 도입하는데 어려움이 따른

다. 따라서 이때는 HeLa세포를 사용함으로

transfection을 효과적으로 수행할 수 있을 것이

라 생각된다. HeLa세포가 transfection 할 때

상당한 장점을 가지고 있는 반면에 생체 내에서는

HIV-1에 의해 감염이 되지 않으므로 Tat 저해제

1                  2                 3               4                 5  

← tat

← β-actin

200 bp →

Fig. 5. RT-PCR analysis of HIV-1  tat gene expression  in HeLa-LT2 and CCRF-CEM-LT1 cells. HIV-1  tat

mRNA extracted from HeLa-LT2 and CCRF-CEM-LT1 cells was detected by RT-PCR amplification of

200 bp cDNA  fragments. mRNA  from HeLa and CCRF-CEM cells were processed as negative

controls.  -Actin gene expression was used as an internal control. Lane 1: size marker (100 bp ladder);

lane 2: HeLa; lane 3: HeLa-LT2; lane 4: CCRF-CEM; lane 5: CCRF-CEM-LT1. 
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를 탐색할 때에 세포 내 다른 조절인자의 영향이

배제될 수 있는 약점을 지니고 있다. 따라서 두

세포주를 사용하여 서로의 단점을 보완해 줄 때

효과적으로 Tat 저해제를 탐색할 수 있을 것으로

판단된다. 리포터 유전자로 luciferase를 선택한

것은 민감성에 근거를 두고 있다. 일반적으로

luciferase를 이용한 분석에서는 picomolar 농

도까지 감지가 가능한 것으로 알려져 있다. 또한

이렇게 민감할 뿐만 아니라 분석하는데 시간이 적

게 걸리고 정량적으로 결과를 볼 수 있다는 장점

도 가지고 있다. 

이 실험에서는 AIDS 바이러스의 복제에 가장

중요한 조절인자로 알려진 Tat 단백질의 저해제

를 민감하게 정량적으로 탐색할 수 있는 in vitro

분석시스템이 HeLa세포와 CCRF-CEM세포에

서 개발되었다. Tat 저해제의 활성은 luciferase

의 발현이 감소됨을 살펴봄으로서 쉽게 알 수 있

다. 이들 세포주는 tat 유전자뿐만 아니라 LTR도

함께 포함하고 있으므로 TAR decoy의 작용을 조

사하는데도 유용하게 사용될 수 있을 것으로 생각

된다. 

요 약

HIV-1의 전사조절에 가장 중요한 역할을 하

는 단백질은 Tat이다. 이 실험에서는 이러한 Tat

과 TAR의 상호작용을 억제하는 억제제를 효율적

으로 찾기 위한 세포주인, Hela-LT2 와 CCRF-

CEM-LT1을 개발하였다. 세포주 제작 목적으로

반딧불의 luciferase(luc)와 HIV-1의 tat 유전

자를 함께 가지고 있는 pcDNA3-LT1 와

pcDNA3-LT2 플라스미드가 구축되었다. HIV-

1 LTR의 3 쪽에는 리포터 유전자로 luc를 결합

하여 분석을 용이하게 하였고, tat 유전자는

CMV promoter에 의해 계속적으로 발현되게 하

였다. 이렇게 제작된 플라스미드는 HeLa세포와

CCRF-CEM 세포에 도입된 후 영구세포

(permanebt cell line) 구축을 위해 제한 배지

에서 유지되었다. G418 처리에서 선별된 세포주

는 luciferase 활성으로 분석되었고 추가적으로

genomic DNA와 RNA를 분리하여 각각 PCR과

RT-PCR을 수행하여 genomic DNA 상에 편입

된 tat 유전자와 전사된 tat mRNA를 확인하였

다. Tat 억제제의 활성은 억제제 처리 후 발현된

luciferase의 감소를 측정하는 방식으로 수행되

었다. 개발된 세포주는 아주 민감하고 빠르게 Tat

저해제를 정량적으로 탐색할 수 있는 in vitro 분

석 시스템이므로 Tat antisense와 TAR decoy

를 이용한 실험 등에 사용될 수 있을 것이다
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