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Membrane-associated guanylate kinase inverted-3 (MAGI-3) is a member of the family of mem-
brane-associated guanylate kinases (MAGUKs). MAGI-3 modulates the kinase activity of protein kin-
ase B (PKB)/AKT through interactions with phosphatase and tensin homolog (PTEN)/MMAC. 
Coxsackievirus B3 (CVB3) is a common causative agent of acute myocarditis and chronic dilated 
cardiomyopathy. Activation of AKT and extracellular signal–regulated kinases 1/2 (ERK1/2) is essen-
tial for CVB3 replication, but the relation between MAGI-3 signaling and CVB3 replication is not well 
understood. This study investigated the role of MAGI-3 in CVB3 infection and replication. MAGI-3 
was overexpressed in HeLa cells by polyethylenimine (PEI) transfection. To optimize the transfection 
conditions, different ratios of plasmid DNA to PEI concentrations were used. MAGI-3 and empty plas-
mid DNA were transfected into the HeLa cells. MAGI-3 overexpression alone was not sufficient to 
efficiently activate AKT. However, expression of the CVB3 capsid protein VP1 dramatically increased 
in the HeLa cells overexpressing MAGI-3 24 h after CVB3 infection. In addition, the activities of AKT 
and ERK were significantly induced in the CVB3-infected MAGI-3 cells overexpressing HeLa. These 
results demonstrate that MAGI-3 expression upregulates CVB3 replication through AKT and ERK sig-
naling activation. MAGI-3 may be an important target to control CVB3 replication.

Key words : CAR, coxsackievirus, MAGI-3, replication  

*Corresponding author

*Tel : +82-43-830-8605, Fax : +82-43-830-8579

*E-mail : bklim@jwu.ac.kr

This is an Open-Access article distributed under the terms of   

the Creative Commons Attribution Non-Commercial License 

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0) which permits 

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction 

in any medium, provided the original work is properly cited.

ISSN (Print) 1225-9918
ISSN (Online) 2287-3406

Journal of Life Science 2016 Vol. 26. No. 10. 1182~1188 DOI : http://dx.doi.org/10.5352/JLS.2016.26.10.1182

서   론

Membrane-associated guanylate kinase Inverted-3 (MAGI- 

3)는 전문적으로 세포-세포 연접의 형성에 관여하는 말초 막 

단백질을 포함하는 membrane-associated guanylate kinases 

(MAGUKs)의 한 종류로 140 kDa 이다. MAGI-3는 크게 세 

가지 단백질-단백질 상호작용 모듈로 구성되어 있는데, 첫 번

째는 5가지의 PDZ 도메인들이며, 두 번째는 N-terminal gua-

nylate kinase (GK) 도메인 그리고 마지막 세 번째는 WW 도메

인이다. 두 개의 보존 된 트립토판 잔류의 이름을 딴 WW 도메

인은 짧은 프롤린이 많은 서열에 결합을 통해 단백질-단백질 

상호 작용을 매개한다. Membrane-Associated Guanylate 

Kinases (MAGUKs)는 다중 PDZ 도메인인 Src homology3 

(SH3)도메인, guanylate kinase (GUK) 도메인을 포함하는 

단백질의 종류이다[29]. MAGUKs는 몇몇의 수용체들과 다

양한 신호전달 물질들을 포함한 단백질 복합체들을 위해 세포

막에서 중요한 scaffolds처럼 작용하고 cell adhesion과 tight 

junction에서 중요한 역할을 한다[10]. MAGI-3는 세포-세

포 연접에서 골격 단백질처럼 행동하며 다양한 세포 및 신호 

전달 과정을 조절하는 역할을 한다[9]. PTEN과의 협동으로 

AKT kinase 활성을 조절하고[33], ERK와 RhoA 신호전달경

로를 활성 시키는 능력을 조절할 수 있다[13]. 또한 분극화 

된 상피 세포에서 세포 표면으로 TGF-a의 효율적인 수송에 

관여하며[9], JNK 신호전달 연쇄반응에도 관여한다[26].

Coxsackievirus (CV)는 엔테로바이러스 속에 picornavirus

과로 어린이와 어른에서 심근염과 심부전의 주요 원인 바이러

스로 잘 알려져 있다. Coxsackievirus type B (CVB)의 혈청형

은 6개가 있으며(CVB1 - 6) 바이러스 게놈은 일반적으로 단일 

가닥 (single-stranded) positive RNA이며 약 7,400 bp이다

[19]. 심근염 및 확장성 심근증 환자의 약 5~50% 정도에서 바

이러스 게놈이 확인되어 CVB3가 심근에 존재함이 밝혀졌다. 

또한 CVB3가 사람 및 생쥐를 감염 하면 급성기에는 심근염을 

유발하고 만성화되면 확장성 심근증이 유발 되는 것이 실험적

으로 증명 되어 CVB3가 심장 특이적 질환을 유발하는 것으로 

확인되었다. 현재 인구 10만 명당 5~8명이 CVB3 감염에 의해 

확장성 심근증에 걸릴 위험이 있으며 특히 유아기 때 감염되

면 사망률이 8%에 이르는 것으로 보고되었다[15, 27].

바이러스 감염 중 mitogen-activated kinases (MAPKs)와 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)를 포함한 신호전달경로

의 역할은 최근 들어 많은 관심을 끌고 있다. Bruce M. 

McManus에 의하면, coxsackievirus B3 (CVB3) 감염 중에, 
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MAPKs의 subfamily members인 extracellular signal-regu-

lated kinases (ERK1/2)의 활성은 CVB3 복제와 숙주세포에서 

바이러스 매개 변화에 중요한 역할을 한다[12]. 또한 protein 

kinase B (PBK)는 일반적으로 PI3K cascade를 통한 생존 신호

의 downstream 매개자로 CVB3 복제를 조절하거나 바이러스

성 apoptosis를 유도한다. CVB3 감염은 PI3K 의존적인 기작을 

통해 PKB/AKT의 인산화를 유도한다. 

본 연구에서는 MAGI-3 발현으로 PTEN과 협력하는 AKT 

신호와 MAPKs 신호전달경로의 ERK의 활성을 유도하고 바

이러스 감염 시 HeLa 세포에서의 바이러스 증식을 MAGI-3가 

증가시키는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 CVB3 증식과 

MAGI-3의 상관관계 규명과 더불어 아직 잘 밝혀지지 않은 

MAGI-3의 역할 연구에 대한 단서를 제공해 줄 것으로 기대된

다.

재료 및 방법

세포 배양

본 실험에서 바이러스 배양 및 역가 확인은 인체 유래의 

자궁경부암 세포인 HeLa cell을 사용하였다. Dullbecco’s 

Modified Eagles Medium (DMEM, WELGENE, KOR)에 불활

성화 시킨 fetal bovine serum (FBS, RMBIO, US) 5%와 pen-

icillin-streptomycin 10%를 첨가하여 37℃, 5% CO₂incuba-

tor에서 monolayer로 배양하였다. 세포는 3일에 한번씩 계대 

배양하며 유지하여 실험에 사용하였다.

바이러스 감염

세포 감염에 사용한 바이러스는 CVB3의 변이 형태인 H3주

를 삼성서울병원 전은석 교수님 연구실에서 분양 받아 사용하

였다. 12-Well plate에 105의 HeLa 세포를 배양하고 plasmid 

DNA를 transfection하여 전달하고 48시간 후에 105 PFU/ml

로 CVB3-H3를 감염 시켜 37℃, 5% CO₂incubator에서 배양

했다. MAGI-3가 발현된 세포는 바이러스의 감염 후 1, 4, 8, 

16시간에 각각 세포를 phosphate buffer saline lysis buffer 

(1X PBS, 0.1% Triton X-100)로 lysis하여 단백질을 분리하고 

western blot analysis에 사용하였으며 세포배양액을 모아 증

식한 바이러스의 역가 측정을 위해 -20℃에 보관하였다.

MAGI-3 plasmid DNA

MAGI-3를 동물 세포인 HeLa 세포에 transfection 하기 위

하여 MAGI-3 유전자를 p3xFlag-CMV10 (P3FC, Sigma, CA) 

plasmid의 제한효소 HindⅢ-BamHI에 삽입 하였다. plasmid 

DNA는 midi-prep kit (iNtRON co, Korea)으로 증폭하여 농

도를 확보하고 1 μg/μl 농도로 희석하여 보관하고 세포 전달 

후 발현 실험에 사용하였다.

HeLa cell transfection 

Transfection reagent는 양이온성 고분자 화합물 poly-

ethylenimine (PEI) 1 μg/ml stock을 사용하였다. 24-well 

plate의 HeLa 세포에서 reagent와 DNA의 최적의 비율을 설

정하기 위하여 GFP plasmid를 PEI reagent와 여러 비율로 사

용해 예비실험을 수행하였다. GFP가 잘 발현된 조건인 

DNA:PEI = 1:30 비율로 FBS free DMEM 100 μl에 혼합하여 

상온에서 15분간 반응시킨 후 HeLa 세포가 배양된 24-well 

plate에 넣어주고 48시간 동안 배양하여 유전자를 발현 시켰

다. 이후에 transfection된 세포에서 단백질을 추출하였다. 

Western blot analysis

MAGI-3의 발현과 바이러스의 감염으로 인한 세포 내 단백

질 발현 변화를 관찰하기 위해서 실험한 HeLa 세포에서 세포 

lysate를 얻어 PBS lysis buffer (1X PBS, 5 mM EDTA, 0.5% 

triton X-100)로 세포를 분해하여 단백질을 추출하였다. 추출

된 단백질은 6X SDS sample buffer (62.5 mM Tris-HCL(pH 

6.8), 2% w/v SDS, 10% glycerol, 50 mM DTT, 0.1% w/v 

bromophenol blue)를 섞은 후 10% acrylamide gel에 loading 

하여 120 Volt로 120분 전기영동 후 poly-vinyl difluoride 

(PVDF) membrane에 250 mA로 상온에서 1시간 동안 transfer 

하였다. Transfer 후 5% non-fat milk blocking buffer에 1시간 

동안 반응하여 비특이적인 항체 반응을 제거하였다. 1차 항체 

(pERK1/2, pAKT(S473), ERK, AKT, GAPDH (Cell signal, 

CA) and MAGI-3 (Thermo scientific, CA)를 사용하여 4℃에

서 over night 배양하고 2차 항체로 horse radish peroxidase 

(HRP)가 tagging된 항체를 사용하여 ECL (Intron Biotech, 

Seoul, Korea) 방법으로 각각의 단백질 발현 변화를 관찰하였

다.

Plaque Forming Unit (PFU) assay

36시간 동안 transfection하여 MAGI-3를 과발현한 HeLa 세

포에 감염된 바이러스의 증식을 세포배양 상등액에서 PFU as-

say로 검증하였다. 감염 세포 상등액으로 6-well plate에 배양

된 HeLa 세포에 30분간 감염시킨 후 media를 제거하고 3% 

Difco agar/DMEM을 3 mm로 덮고 37℃, 5% CO₂배양기에

서 이틀간 배양하였다. Methanol과 acetic acid를 3:1로 혼합하

여 plate에 넣어 세포를 고정시키고 agarose를 제거한다. 2% 

크리스탈 바이올렛으로 염색하여 plaque의 숫자를 세어 바이

러스 역가를 측정하였다.

통계 분석

모든 결과는 mean ± SEM으로 나타냈으며 Control과 MAGI- 

3 발현 그룹 간의 결과 분석은 Student t-test (GraphPad Prism 

3.0 for Windows; GraphPad Software, La Jolla, USA)를 이용

하였다. 통계적 유의성은 p<0.05로 정하였다.
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Fig. 1. Optimization of transfection conditions. HeLa cells were 

cultured in a 12-well plate (5×104 cells/well). Medium 

(100 μl serum-free DMEM + 5, 8, 10, or 30 μl PEI + 1 

μg GFP plasmid DNA) was added into each well. Cells 

were incubated at 5% CO2 and 37°C for 48 hr. The trans-

fection efficiency was determined by GFP expression un-

der a fluorescence microscope.

A B

Fig. 2. MAGI-3 overexpression. HeLa cells were transfected with the empty or MAGI-3-Flag plasmid, and AKT activity was assessed 

by western blot analysis. (A) HeLa cells were cultured and transfected for 48 hr. Western blotting was probed with anti-Flag, 

phospho-AKT, total AKT, and GAPDH antibodies. AKT activity was not different between MAGI-3 and empty plasmid 

control (mock). (B) Western blots were quantified by using Image J software. Data are presented as the mean plus or minus 

the standard error of the mean from 3 independent experiments (Mean ± S.E.M, **p<0.01, *p<0.05, each data point is represented 

on graphs).

결   과

Transfection 조건 설정 

MAGI-3 발현으로 인한 세포 신호 변화를 관찰하기 위해서 

MAGI-3 유전자를 P3FC plasmid에 삽입하였다. 최적의 trans-

fection 조건 결정을 위해 serum free DMEM에 GFP plasmid

와 transfection reagent인 polyethylenimine (PEI, 1 mg/ml)

을 DNA 1 μg에 3, 5, 8, 10, 20, 30 μl의 비율로 혼합해서 48시간 

배양하였다. 발현된 GFP의 양과 배양 시의 세포 독성을 관찰

하였다. Transfection의 최적 조건은 DNA 1 μg당 PEI (1 mg/ 

ml) 30 μl의 비율을 결정하였다(Fig. 1).

MAGI-3의 발현으로 유도된 AKT의 활성화

MAGI-3를 transfection하여 세포에 전달하여 48시간 배양

하였다. Transfection 한 세포를 protease inhibitor가 첨가된 

PBS lysis buffer로 분해하여 세포 단백질을 추출해 western 

blot analysis을 수행하였다. mouse anti-Flag-M2 항체를 사용

하여 MAGI-3에 표지 된 Flag을 검출하여 MAGI-3의 발현을 

확인하였다(Fig. 2A). Empty vector를 transfection한 control

과 비교하여 AKT 활성의(Ser473 phosphorylation) 유의한 증

가는 확인되지 않았다(Fig. 2B).

MAGI-3 발현 세포에 coxsackievirus B3 감염

HeLa 세포에 P3FC empty plasmid와 MAGI-3/P3FC를 

transfection하여 48시간 동안 배양하고 5×104 PFU의 coxsack-

ievirus B3 (CVB3)를 8시간동안 감염하였다. 바이러스의 증식

을 확인하기 위해 숙주세포 내부에서 CVB3가 자신을 복제하

면서 만드는 바이러스 막단백질 VP1을 mouse anti-VP1 항체

를 사용해 발현을 확인하였다(Fig. 3A). 이전의 연구에서 CVB3

의 감염 후 세포에서의 복제를 위해서는 세포 신호 물질 AKT

의 활성은 필수적이었다[22]. 결과에서 8시간 바이러스를 감염

한 후 MAGI-3가 발현 된 세포에서 AKT의 유의한 활성이 관

찰되었다. 그러나 empty plasmid control과 비교하여 MAGI-3 

발현세포에서 바이러스 증식에 의한 유의한 VP1의 증가는 확

인되지 않았다(Fig. 3). 이 결과는 AKT의 활성화가 CVB3의 

복제과정에서 필수적이지 않을 수도 있음을 시사한다. AKT의 

활성화는 단순히 MAGI-3의 발현으로 유도된 것이고 CVB3의 

증식에 크게 영향을 끼치지 않은 것으로 관찰되었다.
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A B

CVB3 post-infection (8 hr)

CVB3 post-infection (8 hr)

Fig. 3. MAGI-3 overexpression activates AKT in CVB3 infected HeLa cells. (A) MAGI-3 plasmid was transfected for 48hr and then 

infected by CVB3 (1.5×10
5 PFU/ml). For 24 hr CVB3 infection, CVB3 replication and AKT signal activation were performed 

by western blotting. CVB3 infection significantly increased AKT phosphorylation in MAGI-3 overexpressing cells (MAGI-3) 

compare to empty plasmid control (mock). (B) Western blots were quantified by using Image J software. Mean ± S.E.M, 

**p<0.01, each data point is represented on graphs.

Coxsackievirus 감염 시간에 따른 세포 신호 변화

CVB3는 숙주세포 내부로 침투하여 복제하고 성숙 및 방출

과정까지 6시간 이상 걸린다[3]. 바이러스 감염 시간에 따라 

세포 신호 변화를 관찰하기 위해 바이러스 감염 후 각각 1, 

4, 8, 24시간에 세포를 분해하여 단백질을 추출하였다. 바이러

스 감염 후 8시간에서부터 VP1의 발현이 관찰되었으며 감염 

8시간 이후부터 계속 증가하였다. 바이러스 감염 시간이 늘어

날수록 AKT와 ERK의 활성에 변화가 있었지만 MAGI-3의 발

현이 유도된 세포에서 empty plasmid가 transfection 된 con-

trol군과 비교하여 VP1의 발현은 유의한 증가를 보였다. 본 

결과를 통해 MAGI-3의 세포 신호 조절과 바이러스 증식과의 

관계를 확인 할 수 있었다(Fig. 4B).

고   찰

Coxsackievirus는 뉴욕주 coxsackie의 허드슨강 근처 마을

에서 열병을 앓고 있는 어린이로부터 최초로 분리되었으며, 

coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR)를 통해서 세

포 내로 감염되는 약 7,400 bp 단일 가닥 positive RNA 유전자 

바이러스이다[15]. CVB3 감염 중에 숙주세포에서의 AKT와 

ERK 활성은 바이러스로 매개된 세포 변화를 이끌며 바이러스

의 복제 과정을 위해 필수적이다. MAGI-3는 cell-cell junc-

tions에서 AKT와 ERK의 활성화에 관여하는 단백질로써 

CVB3 감염 이후 바이러스 증식에서 세포 신호 변화와 관련해 

공통점이 있기에 MAGI-3와 coxsakievirus B3의 상관관계를 

조사하고자 했다. 최근 바이러스 감염 중 세포 내 신호전달 

경로의 역할은 많은 연구가 진행 중에 있다. 

대부분의 바이러스는 바이러스 복제 및 숙주 유전자 반응을 

조절하는 숙주 신호 시스템을 조작하는 것으로 알려져 있다. 

이러한 경로는 다양한 세포 외 자극에 반응하고 핵 세포막에

서 신호를 형질 도입하는 mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs)를 포함한다. MAPK 경로는 일반적으로 3개의 모듈

로 구성되어 있는데 ERK1/2모듈은 세포 증식, 형질 전환, 분

화 그리고 특히 세포 생존 및 apoptosis를 포함한 세포 기능의 

넓은 범위를 규제하는 Raf, MEK1/2, ERK1/2를 포함한다. 최

근 ERK 경로는 바이러스 유전자 발현 및 인간 cytomegalovi-

rus, simian virus 40, human immunodeficiency virus type 

1 (HIV-1)과 influenza virus의 조절에 관여한다고 알려졌다. 

그러나 현재까지 CVB3로 매개된 심근염과 관련된 숙주 신호

전달 메커니즘은 여전히 대부분 불분명하다[12].

Protein kinase는 세포의 삶의 거의 모든 기능을 제어하는 

단백질의 인산화에 의해 다양한 세포 내 신호 전달 경로에서 

second messengers 등의 중요한 조절 역할을 한다. 이러한 하

나의 단백질 kinase인 protein kinase B (PKB)는 활발히 연구

되어왔는데, AKT라고도 불리는 PKB는 세포 과정의 다양한 

단백질에 대한 중요한 매개자로서의 아미노 말단에 작용하는 

pleckstrin homology 도메인을 함유하는 세포질 serine/ 

threonine kinase이다. AKT는 인산화 되면 세포의 생존, 증식, 

분화, 이동 및 apoptosis와 관련된 다양한 downstream 신호 

전달 경로를 조절한다[22]. 특히 수용체로 받은 신호를 세포막 

바로 아래에서 처음으로 신호를 받아 전달하는 signal cascade

의 시작점이기 때문에 세포 생존에 있어 가장 중요하게 여기
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CVB3 post-infection (hr) CVB3 post-infection (hr)

CVB3 post-infection (hr)

 Virus infection (hr)

Fig. 4. Overexpression of MAGI-3 stimulates CVB3 replication through activation of AKT and EKR1/2 signaling. (A) HeLa cells 

were transfected by MAGI-3 and then infected with CVB3 for 24 hr. CVB3-infected cells were harvested at 1, 4, 8, or 24 

hr after infection and analyzed by western blotting. GAPDH was used as an internal control. (B) Western blots were quantified 

by using Image J software. Mean ± S.E.M, *p<0.05, each data point is represented on graphs.

는 단백질 중에 하나이다.

막단백질로 존재하며 cell-cell junctions에서 외부의 신호에 

반응하여 다양한 세포 내 신호전달 과정을 조절하는 CAR와 

상호작용하는 MAGI-3의 기능을 보고자 했다. MAGI-3의 발

현으로 AKT와 ERK의 인산화를 유도하였는데 이것은 cox-

sackievirus B3가 숙주세포 내에서의 복제와 증식 단계에서 

필수적인 과정이다. 이미 Mitra Esfandiare [22]과 Honglin 

Luo [12] 등의 연구에서, HeLa cell에서 CVB3에 감염 6시간 

이후로 AKT와 ERK의 활성이 급격히 증가한다고 발표되어 

있다. 마찬가지로 우리의 실험에서도 CVB3 감염 8시간에서 

AKT와 ERK의 활성이 증가함을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 

본 연구에서 HeLa 세포에 MAGI-3 유전자의 발현을 유도

하여 AKT와 ERK의 인산화가 증가하는 것을 밝혔다. Cox-

sackievirus B3는 CAR를 통해 숙주세포 내로 침투하게 되는데 

CAR는 MAGI-3와 상호작용을 하므로 둘의 상관관계는 매우 

흥미롭다. 또한 Coxsackievirus B3 증식에 있어서 AKT와 ERK
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의 활성은 필수적인 요소이기 때문에 MAGI-3의 발현으로 

AKT와 ERK가 인산화 된 상태에서는 바이러스의 증식은 더욱 

이른 시간에 시작될 것으로 생각된다. 그러나 MAGI-3 발현으

로 유도된 AKT의 활성 증가와 동시에 바이러스 감염은 바이러

스의 증식을 유도함을 확인할 수 있었다. 결론적으로 MAGI- 

3의 발현과 CVB3의 감염으로 인한 각 각의 세포 신호 변화를 

포착하였고 이들의 결과를 통해 MAGI-3와 CVB3의 상관관계

를 규명하였고 enterovirus 증식에 있어서 MAGI-3의 상호작

용이 있는 것을 검증하였다. 이 결과는 enterovirus에 대한 an-

ti-viral drug 개발에 새로운 단서를 줄 수 있다고 사료된다.
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초록：Membrane associated guanylate kinase inverted-3의 AKT signaling을 통한 enterovirus 

replication 조절

박진호․남궁예나․임병관*

(중원대학교 의생명과학과)

Membrane associated guanylate kinase inverted-3 (MAGI-3)는 세포-세포 연접의 형성을 유도하는 막단백질인 

membrane associated guanylate kinases (MAGUKs)의 한 종류 단백질로 140 kDa 크기를 가진다. MAGI-3는 

PTEN/MMAC와 함께 협력하여 AKT/PKB의 kinase 활성을 조절하거나 MAPKs 신호전달경로로 ERK 활성을 조

절로 한다. Coxsackievirus B3 (CVB3)는 가장 일반적으로 감염된 심근 세포 사멸으로 인한 바이러스성 심근염을 

일으키는 enterovirus에 속하는 인간 병원체이다. 이전 연구에서 protein kinase B (PKB, 또는 AKT)와 ex-

tracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2)의 활성은 HeLa 세포에서 CVB3 복제를 위해 필수적임이 밝혀

졌다. 본 연구에서 enterovirus 복제와 AKT 신호 활성조절에서 MAGI-3의 역할을 검증하였다. MAGI-3-Flag의 발

현은 CVB3 감염 후에 AKT 신호 활성과 viral capsid protein VP1의 발현을 유도하였으며 이는 MAGI-3에 의한 

enterovirus 증식 조절을 보여주었다. AKT 신호는 MAGI-3 발현에 의해 enterovirus 감염과 함께 유의하게 증가하

고 이것은 감염 바이러스의 증식을 활발하게 유도함을 확인하였다. 이 결과는 MAGI-3의 발현은 AKT와 ERK의 

활성이 증가하고, 더 나아가 바이러스 증식과 연관이 있다는 것을 입증한다. MAGI-3는 아마도 AKT 신호 조절을 

통해 enterovirus 증식 조절에 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.
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