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Inordertocontrolharmfulalgalbloom thatcausesredtide,wemade

anattempttoexpressandpurifyviralcapsidproteingenesfrom viruses,

whichisolatedfrom harmfulalgae.TherecombinantlyexpressedVLPsof

HaRNAV (specifically infectand killthe flagellated H.akashiwo)is

consideredasalgaecide.TheHaRNAV isT-pseudo3icosahedronalshape,

whichconsistsofthreestructuralcapsidproteinssuchasvp1,vp2and

vp3.

ThestructuralgenesequencesthatencodingHaRNAV capsidproteins
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wereobtainedfrom Genebank(NCBI).Thesesequenceswaschemically

synthesizedwithE.colicodonpreferences,thenclonedintopUC57vector

andthenexpressedinE.coliBL21(DE3)host.TheVLP geneswere

cloned intovariousexpression vectorssuch aspET30a,pET30a-intein,

pTXB1,pGEX-4T-1,pMAL-c5x,pET-SUMO and pHCE-IA.These

expression vectors posses few drawbacks during cloning,expression,

purification and cleavage process. To avoid these problems, the

VLPs-TEV protease genes were cloned into pCOLD-TF expression

vector,which contains the following specialized genes such as 6xHis

(Ni-NTA purification), TF chaperone (increase proper folding and

increasingthesolubilityoftheVLPsonN-terminalend)andalsoother

proteasegenes(Thrombin,FactorXa,HRV3Cprotease).Aftercloning,the

expression vectoralso containing TEV proteasegene,which helpsto

cleavethedesiredVLPsfrom pCOLD-TFVLPs.Themaximum HaRNAV

capsidproductionwasobtainedat15℃ in24hincubation.AlltheVLPs

werepurifiedusing Ni-NTA affinitycolumnchromatography.From the

SDS-PAGE analysis,itwasrevealed thattheexpression systemsare

capabletoproducesignificantlevelofVLPs.Themolecularweightof

TF-vp1,TF-vp2 and TF-vp3 was found to be 82,72 and 77 kDa,

respectively.

Inaddition,TEVproteasewasproducedusingrecombinantE.coligrown

at37℃ andthen0.3mM IPTGinductionwasperformed.Thentheculture

was grown at16〫℃ for 20h.After incubation,the supernatantwas

collectedandusedforTEV proteasepurificationusingNi-NTA column

andFPLC.Thefractionsobtainedfrom FPLC wereanalyzedusing12%

SDS-PAGEandthemolecularweightofTEV proteasewasfoundtobe

27kDa.Finally,theproteasewasconcentratedto1mg/mlandstoredat
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-80℃ untilfurtheruse.

ToobtainthedesiredVLPs,thefusionprotein(1mg/ml)andTEV

protease(1mg/ml)optimum ratioforvp1,vp2andvp3wasfoundtobe

200:1,50:1and10:1,respectively.Thismixturewasincubatedat30〫℃ for

2h.Afterincubation,theproductswereanalyzedusing12% SDS-PAGE.

From theresults,itwasconfirmed thatthepCOLD-TF vp1wasnot

completelycleaved.However,thelattertwowascompletelycleavedunder

the optimum condition.In order to further purification,a number

purification techniques were used including Ni-NTA affinity, size

exclusion and ion exchangechromatography.Theeluted sampleswere

analyzedusing12% SDS-PAGE.From theresults,itwasobservedthat

nosignificantandcompletepurificationofVLP.

However,theNi-NTA affinity chromatographically purified pCold-TF

vp1,pCold-TFvp2andpCold-TFvp3fusionproteinselutedanddialysed

to remove imidazole.Allthree fusion proteins were mixed to induce

self-assembly ofvp1,vp2and vp3 undercontrolled conditions(fusion

protein:TEV protease- 10:1).Theformed fusion protein complex was

treatedwithTEV proteaseataforementionedconditions.Thenthecleaved

productswereseparatedbyFPLCusingsephacrylS-500packingcolumn.

Thehighmolecularweightfractionswerecollectedandanalysedusing

12% SDS-PAGE.Theseinducedself-assembled VLPsmorphology was

foundtobeamorphousstructuresunderTEM analysis. 

TofindoutthehostspecificitybindingefficiencyofVLPswithhost

recognition site with the individual vp-FITC and self assembled

VPLs-FITC were tested against various host species such as

Heterosigmaakashiwo(NEPCC102),Heterosigmaakashiwo(NEPCC522),

Chattonellamarina(KMMCC579)andGyrodinium aurelum (KMMCC978).
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ThehostspecificityofFITCfluorescencelabeledHaRNAV VLPswere

analysed underfluorescence microscopy.From the individualvp-FITC

hostspecificity analysis,thereisnosignificanthostbinding efficiency

wasfound.Inaddition,theinducedandself-assembledVLPs-FITC also

notfoundhostspecificbindingwiththeaforementionedalgalcells.
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제 1장 서 론

제 1 연구배경

1. 조 상

조 (redtide)란 해양에서 식물성 랑크톤이 번식하기에 알맞은 환경을 만나

량 번식한 결과 이들이 가지고 있는 다양한 색소로 인하여 해수의 색깔이 변화

하는 것을 말한다. 한 물색이 변화되지 않는 낮은 유기물 농도에서도 발생하여

수산생물과 사람에게 피해를 주는 조 상을 유해 조 증식 (Harmfulalgal

blooms,HABs)라고 한다[1].일반 으로 하나 는 소수의 식물성 랑크톤 종이

포함되어 있으며 일부 조는 색소 세포의 고 도화에 따른 물의 변색에 의해 인

식될 수 있다.흔히 녹색,갈색 는 색으로 변하게 될 때 녹조,갈조, 조라 부

르며 통칭 조라 부른다. 조를 일으키는 생물은 편모조류 (Flagellates)나 규조류

(Diatom)가 부분이나,유 나류 (Euglenoids)나 원생동물 (Protozoa)인 섬모충

류 (Cibtes)도 조를 유발한다.질소나 인과 같은 양염류의 유입,높은 일조량

그리고 잔잔한 물의 흐름 등에 의해 조류는 빠르게 증식한다. 조를 일으키는 조

류 특정 조류들은 다른 생물에 피해를 주는 독소를 생산하는 능력을 가지고 있

으며 (Table1.) 조로 인한 피해는 다양하다
[1-3]
. 조 생물들이 가지고 있는 독소

가 패류에 농축되어 이를 먹을 경우 마비 상이 나타나거나 심하면 사망하게 된다.

한 독을 가진 랑크톤에 의해 어류가 폐사하기도 하며, 조 생물의 액질이

어류의 아가미에 끼여 호흡장애를 유발하기도 한다.그리고 표층수에서 이상 증식

된 조 생물들의 사체는 해 로 침강하여 분해되면서 많은 양의 용존산소를 일시

에 소모하게 되므로 수온약층이 발달 한 여름철에는 층수의 산소 고갈을 래한

다.무산소 는 산소 환경은 어류와 서생물에게 치명 이므로 서생태계가

괴될 뿐만 아니라 우리나라와 같이 양식장이 집되어 있는 지역에서는 양식생
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물의 량 폐사를 래하기도 한다. 한 먹이사슬을 통해 동물성 랑크톤,갑각

류,물고기,조류,포유동물 그리고 심지어는 인간의 삶에 직·간 인 향을 주고

있다
[2]
.

Table1.Listofharmfulalgalspecies,syndromeandaffectedareas(datawere

collectedfrom statisticalanalysisofHABinvariouscountry)
[26]

CausativeOrganism Syndrome AffectedAreas

Alexandrium spp.
Paralyticshellfishpoisoning

(PSP)

U.S. west coast including Alaska, New

Englandcoastalstates,Canada,Chile,Brazil,

Europe,SouthAfrica, Asia,Australia,New

Zealand

Dinophysisspp.
Diarrheticshellfishpoisoning

(DSP)

Europe, Japan, Atlantic Canada, South

Africa, Chile, Thailand, New Zealand,

Australia

Gambierdiscustoxicus
Ciguaterafishpoisoning

(CFP)

Hawaii, Gulf of Mexico, Puerto Rico,

Caribbean,Australia,manyPacificislands

Gymnodinium catenatum
Paralyticshellfishpoisoning

(PSP)

U.S. west coast, New England coastal

states,Canada,Chile,Brazil,Europe,South

Africa,Asia,Australia,New Zealand

Kareniabrevisand

Kareniabrevisulcatum

Neurotoxicshellfishpoisoning

(NSP)
U.S.Gulfcoast,New Zealand

Karlodinium veneficum fishkills

U.S.midAtlanticcoast,USsoutheastcoast,

USGulfcoast,

Australia,SouthAfrica

Prorocentrum lima
Diarrheticshellfishpoisoning

(DSP)

Europe, Japan, Atlantic Canada, South

Africa, Chile, Thailand, New Zealand,

Australia

Protoperidinium crassipes
Azaspiracidshellfishpoisoning

(AZP)

England,Scotland,Ireland,France,Spain,

Morocco,Norway

Pyrodinium bahamensevar.

compressum

Paralyticshellfishpoisoning

(PSP)

U.S. west coast including Alaska, New

englandcoastalstates,Canada,Chile,Brazil,

Europe,SouthAfrica,Asia,Australia,New

Zealand

Heterosigmaakashiwo Fishkills

SouthKorea,PugetSound,BritishColumbia,

Chile, Scotland, Spain, Japan, China,

Tasmania,New Zealand

Karlondinium veneficum fishkills
U.S.midAtlanticcoast,USsoutheastcoast,

USGulfcoast,Australia,SouthAfrica
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2.국외 조 발생 피해 황

수십 년 에 상 으로 은 국가가 HABs에 의해 향을 받는 것으로 나타났

지만 지 은 부분의 국가들의 연안에 범 한 지역에 걸쳐 HABs에 한

을 받고 있다
[3]
.이들 해역에서 조를 일으키는 원인 생물을 보면 일본연안에서는

Karenia mikimotoi, Noctiluca scintillans, Chattonella antiqua 그리고

Heterosigmaakashiwo,동남아 연안수역에서는 Gymnodinium aureolum 그리고

북아메리카 연안에서는 Kareniabrewis,H.akashiwo등이 고 도 조를 일으킴

으로써 국가별 수산업 생태계에 막 한 피해를 발생시키고 있다.

1994년 남아 리카의 서쪽 해안에 있는 St.Helena Bay에서 Prorocentrum

micans와 Ceratium furca종의 량번식으로 인해 수 의 용존 산소량 하와 황

화수소의 생성으로 인한 어류의 폐사가 발생하 다.일본에서는 1960년 부터 세토

내해에서 조피해가 빈발하 고 1970년 와 1980년 에는 세토내해를 심으로

연간 200∼300여건의 조가 발생하 으며 90년 에는 100여건의 조가 발생하고

있다.수산피해를 가장 많이 일으키는 조생물은 편모조류인 Chattonella와

Gymnodinium종이며 Cochlodinium 종이 2000년 일본 구마모토 에서 39억 9천만

엔의 수산피해를 일으켰다.미국의 경우,캘리포니아 연안 멕시코만에서 여름철

에 조 상을 일으키는 주요 원인생물은 와편모조류 (Dinophyta)에 속하는

Gymnodinium spp.이다.특히 1988년부터 어류폐사와 함께 인체에 피해 (호흡기 장

애)를 일으키는 Pfiesteriapiscicida이 출 하여 사회 문제가 되었다. 국의 경

우 1990년 6월 후지안성 웨이토우만 연안에서 Cochlodinium sp.에 의한 조가 발

생하 으며 1988년 홍콩에서 k.mikimotoi의 발생으로 2000억원 이상의 규모 피

해가 발생한 것으로 보고되었다. 한 인도네시아와 말 이시아 등 동남아시아 국

가 연안에서도 패독 조생물에 의한 조 발생과 독사고가 발생하고 있으며,

2005년 이후부터는 필리핀 등 연안에서도 Cochlodinium polykrikoides에 의한 조

가 발생하여 수산피해를 일으키고 있는 실정이다.세계 연안 국가들은 연안환경과

수산생물 그리고 인간의 건강을 조 상과 패독 상으로부터 지키기 해 다양

한 조사와 연구를 실시하고 있으며 막 한 수산피해를 일으키는 조의 발생 기구
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구명과 방제기술 개발을 해 활발한 연구가 진행되고 있다.

3.국내 조 발생 피해 황

우리나라에서는 1960년 부터 시작된 산업 활동의 증가와 경제 발달에 따라 연

안 수역이 부 양화 됨으로써 1980년 이후로 식물 랑크톤의 량발생에 의한

조 상의 빈도가 두드러지게 증가해왔다
[4]
. 조는 연안 환경 생태계에 한

악 향,심미 불쾌감 등을 래할 뿐만 아니라,90년 이래로 조의 주원인생

물이 수산생물과 인간에 유해 유독한 와편모조류로 변화되면서 양식장 등 수산업

에 큰 피해를 입 왔다
[10]
(Fig2.)

지난 5년 동안 연평균 960만 톤의 어류가 양식되었는데 양식장 75%는 수상

양식장,25%는 내륙 양식장으로 구성되어 있고 주로 조피볼락 (rockfish),참돔

(redseabream),가자미 (flatfish),감성돔 (blackporgy)그리고 랑비늘돔 (돌돔,

parrotfish)가 양식되고 있다.1981년 HABs에 의한 첫 번째 어류 폐사가 보고되었

고 이 때 주 발생 종은 K.mikimotoi로 보고되었으며,약 18억 원의 손실을 입었고

뒤따라 1992년 Gyrodinium sp.에 의해 약 54억 원의 손실을 입었다.특히,1995년

C.polykrikoides에 의한 조는 그 해 양식되는 어류의 10%에 손실을 입혔고

764억원의 기록 인 수산피해를 입히면서,매년 여름 우리나라 남해안에서 발생하

고 있다.비록 2008∼ 20011년 까지 국내의 한 피해는 없었지만,무독성 와편

모조류인 Akashiwosanguinea는 2011년 11월 남동부 해안의 100km
2
면 에 3000

cells/㎖로 최 발생했다.A.sanguinea는 5월부터 12월에 걸쳐 주로 남해안에 발

생하며 2011년의 발생은 지난 10년간 최 로 기록되었다.다음 해인 2012년,7월

27일부터 통 시 미륵도 서남측 해역과 남 돌바다 북부해역에서 발생한 것을

시작으로 C.polykrikoides에 의한 조는 10월 24일까지 3달가량 확산되어 우리나

라 연안 양식업에 큰 피해를 입혔다.우리나라의 지역별 조발생 황을 살펴보면

주로 여수-통 -거제지역의 남해안에서 유해성 조가 발생하고 있다 (Fig1).남

해안은 바닷물이 잔잔하고 수 이 안정되었으며 낙동강 등의 지상에서 고농도의
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유기 물질이 유입돼 조가 발생하기 좋은 조건을 갖추고 있기 때문이다. 한 산

업공단이 많이 들어서 있으며 이로 인해 수질 오염 부 양화가 가속화되고 해

수 온도가 20℃ 정도에 이르며 수심이 얕고 섬들이 많아 해류의 향을 게 받기

때문에 조 상이 주로 발생한다.반면 동해안은 수심이 깊고 먼 바다의 물과 가

까운 바닷물의 교류가 빠른데다 수온이 낮은 이유로 남해안에 비해 자주 발생하지

않는 편이다.하지만,최근 해수온도 상승으로 간헐 으로 조 상이 나타난다.

Fig.1.TheareadamagedbyharmfulalgalbloominginSouthKorea(1983∼

2010)
[4]
.
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Fig.2.Economiclosses(fish/shellfishdeath)intheaquacultureindustrycaused

byHABsinKoreaoverthreedecades[4].
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제 2 연구목

조 상을 제어하기 한 방법으로 다양한 물리 ,화학 ,생물학 제어 기술

들이 존재한다[5-8](Table.2).우리나라에서는 용된 일부 조 완화 기술 에서

도 황토는 실용 인 최고의 방법으로 인식되어 1996년부터 황토 살포를 시작하

다.하지만 황토에는 여러 미량 속이 함유되어있어 오히려 조 증식을 진할

수 있다는 문제와 황토가 바다 에 쌓이면서 펄이 숨 쉬지 못해 산소 부족으로

인한 어패류의 폐사 가능성, 조류 다양한 유기물이 흡착된 황토가 침 되어

부패되는 등 2차 오염을 일으킬 수 있다는 문제가 제기되고 있다
[8-9]
.최근 와 같

은 유해조류제어 방법들에 한 다양한 한계를 극복하기 해 본 연구에서는 조류

에 감염하는 바이러스를 이용하여 담수 해양생태계에 향을 미치지 않으

면서 식물성 랑크톤 가운데 조를 유발하는 유해조류에만 선택 으로 흡착하여

살조시키는 생물학 방법을 이용해 유해조류를 효과 으로 제어하고자한다
[21]
.바

이러스의 capsid단백질만을 발 시켜 정제한 VLP는 바이러스의 유 정보가 제거

되어 숙주 내에서 분열이 불가능하기 때문에 지속 인 감염성을 갖지 못하고 질병

을 유발할 수 없다. VLP는 백신으로 응용 할 수 있고 VLP의 경우 genome이

제거된 형태이기 때문에 이 빈 공간에 다른 특정한 물질을 탑재 할 수 있어 drug

deliverycarrier로써의 기능을 할 수도 있다
[11-12]

.

본 연구에 사용한 조류 H.akashiwo는 Raphidophyceae(침편모조강)에 속하는 황

갈색의 소형 편모조류로 조를 일으키는 종이다
[12]
.우리나라에서는 자주 발생하지

않지만 성 는 만성 독성을 가지고 있어 어패류의 폐사를 야기하는 종이기에

연구가 필요하다.HeterosigmaakashiwoRNA virus는 유해조류 H.akashiwo에

특이 으로 감염하는 바이러스로 capsid단백질이 소단 인 vp1,vp2그리고 vp3

3개로 정20면체 구조를 이루고 있다
[14-17]

(Fig.4).본 연구는 HaRNAV의 capsid

단백질을 Escherichiacoli를 이용하여 발 정제하고 각 소단 의 숙주 인지 부

확인하고자 한다. 한 자가 조립 등 특성을 악하고 capsid단백질 내부에 화

학 물질을 탑재하는 drugdeliverycarrier로써의 역할을 할 수 있게 함으로써 유해
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조류를 제외한 다른 해양환경이나 생명체에 미치는 향을 최소화 하고 조 유발

유해조류에만 선택 으로 흡착하는 기술을 개발하는데 목 을 두고 있다.

Table2.Physical,chemicalandbiologicalmethodsandmechanismsforcontrol

ofHAB

method mechanism

physical

methods

removaloforganisms filtration,skimming,centrifugation

Ultrasound celllysis

electrolysis celllethality

Ozonation neutralization

clay

bentonite

flocculation,sedimentationkaolinite

zeolite

chemical

methods

algicides biocide

alum flocculation(phosphoruscontrol)

barleystraw releaseofinhibitorycompounds

polyaluminum chloride flocculation(phsphoruscontrol)

Biologic

al

methods

Bacterialpathogen
highhostspectificity,rapidproliferation

ofpathogen

parasite
highhostspectificity,rapidproliferation

ofpathogen

Grazers moderatespecificity,naturalpredator

algicidalbacteria
directphysicalcontact,leading to cell

lysisreleaseofalgicidalcompouds
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Fig.3.Nationwidedistribution ofH.akashiwocausing HABsin South

Korea(2001to2010)
[10]
.
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Table 3. Classificationof H.akashiwoRNA Virus

Group GroupⅣ (ssRNA positive-strandviruses)

Order Picornavirales

Family Marnaviridae

Genus Marnavirus

Species HeterosigmaakashiwoRNAvirus(HaRNAV)

Fig.4.Electron micrography ofHaRNAV particles(A),3D structureofH.

akashiwoRNA viral capsid proteins (B). 

(non-enveloped, T-pseudo3 icosahedral capsid, ∼25nm in diameter and

composedof60trimersofVP1-VP2-VP3proteins)
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제 2장 실험 재료 방법

제 1 HaRNAV VLP유 자 클로닝

1.HaRNAV VLP유 자 합성

본 연구에 사용된 HaRNAV 유 자는 유해조류인 H.akshiwo에 감염하는 H.

akashiwoRNA virus의 capsidprotein유 자로서 유 자 합성을 통해 확보하 다

(Genscript,USA).E.coli내의 재조합 단백질 발 을 향상시키기 해 염기서열을

변경하여 rarecodon을 최 화한 vp1(807bp),vp2(555bp)그리고 vp3(789bp)

capsidgene이 클로닝된 pUC57vp1,pUC57vp2그리고 pUC57vp3을 얻었다.

2. 라스미드 제한효소

유 자 클로닝을 해 사용한 제한효소는 10units의 XhoI,NdeI,XbaI그리고

EcoRI(Thermo,USA)을 사용하 고,클로닝을 한 vector로 pCR2.1 vector

(Invitrogen,USA)를 사용하 다. ,단백질 발 을 해 단백질 발 벡터

pCold-TF(TAKARA,JAPAN) 라스미드를 사용하 다.
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Table4.Listofplasmidusedinthisstudy

Description Genotype Source

pET30a(+)
Kmr;T7promotor,lacI,C-terminalHis-tag

codingsequence,pBR322origin
Novagen

pTXB1
Amp

r
; T7 promotor, lacI, C-terminal

Intein-tagcodingsequence,M13origin
Biolabs

pMAL-c5x

Amp
r
; Tac promotor, lacI, N-terminal

MBP-tag,Factor Xa protease site coding

sequence,pBR322origin

Biolabs

pGEX-4T-1
Amp

r
; Tac promotor, lacI, N-terminal

GST-tagcodingsequence,pBR322origin

GE

healthcare

pHCEIA
Amp

r
;T7promotor,lacI,C-terminalHis-tag

codingsequence
Bioleaders

pCold-TF

Amp
r
;cspA promotor,lacI,N-terminalTEE,

His-tag,TriggerFactor,HRV 3C,Thrombin,

Factor Xa protease site coding sequence,

ColE1origin

TAKARA

pCold-TFvp1
pCold-TF ::NdeI,XhoIfragmentcontaining

TEVproteasegene,HaRNAVvp1
Thisstudy

pCold-TFvp2
pCold-TF ::NdeI,XhoIfragmentcontaining

TEVproteasegene,HaRNAVvp2
Thisstudy

pCold-TFvp3
pCold-TF ::NdeI,XhoIfragmentcontaining

TEVproteasegene,HaRNAVvp3
Thisstudy
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3.사용 배지 균주 배양 조건

E.coli는 Luria-Bertani(LB)액체배지 는 1.5% agar를 첨가한 고체 배지를

사용하여 배양하 으며 고체배지는 37℃에서,액체배지는 37℃,200rpm 조건에서

배양하 다.항생제는 균주가 포함하는 plasmid에 따라 ampicillin(100㎍/㎖)을 사

용하 다.DNA 조작 형질 환을 해 사용된 숙주는 E.coliDH5α를 사용 하

고 단백질 발 을 해 E.coliBL21(DE3)를 사용하 다.

Table5.ListofE.colihoststrainusedin thisstudyanditsgenotypes

Description Genotype Source

E.coliDH5α

F- Φ80 Δ lacZM15 (lacZYA-orgF)

U169 deoR recA1 endA1 hsd R17

phoA supE44kλ-thi-1gyrA96relA1

Invitrogen

(USA)

E.coliBL21
F-ompT galdcm hsdSB(rB-mB-)λ

(DE3)

Novagen

(Germany)

4.Comepetentcell제조

Competentcell은 lnoue법에 따라 제조하 으며 제조과정은 다음과 같다
[23]
.5㎖

의 LBmedium에 E.coliBL21(DE3)단일 콜로니를 종하여 12시간 동안 37℃

에서 배양 하 으며 200㎖의 LBmedium에 배양액 1% (v/v)를 종한 후 600

nm의 장에서 흡 도가 0.6이 될 때 까지 동일한 조건에서 배양하 다.이후 배

양액을 ice상에 10분간 방치한 후 12,000×g에서 15분 동안 원심분리 하 다.

회수된 균체에 67㎖의 TBbuffer(10mM PIPES,15mM CaCl2,250mM KCl,

55mM MnCl그리고 pH6.8)를 첨가하여 재 탁 한 후 12,000×g에서 15분 동안

원심분리 하 다.최종 으로 16㎖의 TBbuffer와 1.2㎖의 DMSO를 첨가하여 혼

합한 후 E.colistrain으로 사용하 고 멸균된 eppendorftube에 200㎕ 씩 분주하

여 -80℃에 보 하 다.
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5.HaRNAV VLP유 자 클로닝

가.시약 기기

Ligation을 해 T4DNA ligase(Termofisherscientific,USA)를 사용하 고

PCR증폭을 해 Ex.taqpolymerase(1000units,TakaraJAPAN)를 사용하 다.

Primer는 Macrogen사에 의뢰하여 합성하 으며 유 자 증폭을 해 핵산 증폭기

GenePro(BioerTechnologyCO.,LTD,USA)를 이용하 다.

나.HaRNAV VLP유 자 증폭

클로닝에 필요한 DNA 단편을 획득하기 해 PCR을 수행하 다.주형 라스미

드로 pUC57vp1,pUC57vp2그리고 pUC57vp3을 사용하여 총 반응액을 20㎕로

유 자 증폭을 수행하 다.발 벡터인 pCold-TF의 값비싼 protease자리를 체

하고 직 정제 가능한 TEV protease를 사용하기 해 TEV proteasegene과

ggsglinkergene을 primer에 추가하여 제작하 다.반응 조건은 다음과 같다.94℃

에서 5분 동안 pre-annealing을 한 후,94℃에서 30 간,62℃에서 30 간,72℃

에서 40 간 20cycle를 실시하 고,72℃에서 5분 동안 finalextension반응을 수

행하 다.PCR 최종 반응 생산물은 기 동을 통해 얻은 gelextract를 P&C

MultipleElutionKit(Biosolution,Korea)을 사용하여 gel로부터 원하는 DNA 단편

을 정제하 다.
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Table6.Listofprimersusedinthisstudy

Oligonucleotide Nucleotidesequence(5'→3')

pCold-TFvp1-F
CATATGGGCGGCTCTGGCGAAAACTTGTATTTCCAGAGCATG

GAAATTATTAGCGAAAGTGGTGCG(NdeI)

pCold-TFvp1-R GCTCTAGAGCTTACGTCGGGGCCGGGGAGGCACC(XbaI)

pCold-TFvp2-F
CATATGGGCGGCTCTGGCGAAAACTTGTATTTCCAGAGCATG

GATGGCGACCTGGCAAGCATCCTG(NdeI)

pCold-TFvp2-R GCTCTAGAGCTTACGTCGAGGTCGGCAGGTACAG(XbaI)

pCold-TFvp3-F
CATATGGGCGGCTCTGGCGAAAACTTGTATTTCCAGAGCATG

CGCCCG(NdeI)

pCold-TFvp3-R GCTCTAGAGCTTAGGTTGACACAAAGCGATTTTCC(XbaI)

Table7.PCRmixturecompositionforamplificationofHaRNAVvp

PCRmixture

templateDNA 1㎕

forwardprimer(10pmol) 2㎕

reverseprimer(10pmol) 2㎕

10×buffer 2㎕

dNTP 1㎕

Ex.taqpolymerase 1㎕

dH2O 11㎕

Total 20㎕

다.유 자 단편 TA 클로닝

pCR 2.1vector와 insertDNA를 1:1몰수비로 넣어 주었고,10× ligation

buffer(300mM Tris-HCl,100mM MgCl2,100mM DTT,10mM ATP,pH7.8)

와 T4DNA ligase1unit을 첨가하여 총 반응액을 10㎕로 한 후 상온에서 4시

간 동안 반응시켜 ligation하 다.lnoue방법에 따라 제조한 DH5acompetentcell
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200㎕에 ligation한 DNA 10㎕를 첨가하여 30분 동안 얼음에 방치한 후 42℃에

서 70 동안 heatshock을 후,다시 3분 동안 얼음에 정치하 다.LB액체배

지 800㎕를 첨가한 뒤,37℃에서 30분 동안 배양하 다. 원심분리를 통해 상등액

800㎕를 제거하고 X-gal과 IPTG을 넣어 ampicillin(100㎍/㎖)이 첨가된 1.5%

LB고체배지에 평 도말 하 다.그리고 37℃에서 14시간 동안 배양한 후 생성된

whitecolony만을 선별하 다.

라. 라스미드 정제 염기서열 확인

라스미드 분리 정제는 alkalinelysis방법을 이용하 다
[24]
.지수성장기 말기

에 들어선 배양액 5㎖을 원심분리하여 상등액을 제거하고 침 물은 20㎎/㎖

RNaseI이 녹아있는 resuspension buffer(50mM Tris-HCl,10mM EDTA,

pH8.0)250㎕을 넣어 탁한 후 lysisbuffer(200mM NOH,1% SDS)250㎕을

첨가하여 5분 동안 상온에 방치하 다.그 후 precipitationbuffer(5M potassium

acetate60㎖,glacialaceticacid11.5㎖,distilledwater28.5㎖)350㎕을 첨가하

여 ,아래로 부드럽게 혼합시킨 후 15분간 12,000×g에서 원심분리 하 다.이

를 통해 얻은 상등액을 silicamembranecolumntube에 옮긴 후 1분 동안 12,000

×g에서 column에 binding시켰다.700㎕의 washingbuffer(95% ethanol)을 주

입하여 12,000×g에서 1분간 원심분리 후 membrane에 남아있는 ethanol을 제거

하기 해 2분간 다시 원심분리 하 다.최종 으로 50㎕의 TEbuffer(10mM

Tris-HCl,0.1mM EDTA pH8.0)를 주입 한 후 2분간 방치하고 12,000×g에서

2분간 원심분리를 통해 membranecolumn에 결합한 DNA 라스미드를 용리하

다.각각의 정제된 DNA는 EcoRI을 처리한 후 1% (w/v)agarosegel에서 기

동을 통하여 DNA를 확인한 다음 염기서열 분석을 의뢰하 다 (MacrogenInc,

Korea).

마.제한효소 처리와 DNA 단편의 분리

TA클로닝을 통해 선별된 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3 라스미드와 단백질
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발 vector인 pCold-TF에 제한효소 NdeI을 넣고 37℃에서 2시간 반응시켜 자른

후 Clean-upkit(Nucleogen)을 이용하여 순수한 DNA 편을 회수하 다. 한 다

시 XbaI제한효소를 처리하여 37℃에서 2시간 반응시켰다.각각의 제한효소로 처

리된 vector와 insertDNA를 1% (w/v)agarosegel에서 기 동 하 다.gel로부

터 vector와 insertDNA 부분을 잘라내어 P&C MultipleEutionKit를 이용하여

원하는 DNA단편을 회수하 다.

바.Ligation 형질 환

pCold-TFvector와 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3insertDNA를 1:3의 몰수비

로 넣어주고 10×ligationbuffer(300mM Tris-HCl,100mM MgCl2,100mM

DTT,10mM ATP,pH7.8)1unit과 T4DNA ligase1unit을 첨가하여 총 반응

액을 10㎕로 한 후 상온에서 4시간 동안 반응시켜 ligation하 다.lnoue방법에

따라 제조한 competentcell200㎕에 ligation된 DNA 10㎕를 첨가하고 얼음에 30

분 동안 방치한 후 42℃에서 70 동안 heatshock을 후,다시 3분 동안 얼음

에 정치하 다.LB 액체배지 800㎕를 첨가한 뒤,37℃에서 30분 동안 배양하

다.

사.형질 환된 균체로부터 라스미드 확인

Alkalinelysis방법으로 형질 환된 장균을 라스미드 분리 정제 후 제한

효소를 처리하여 특정 DNA를 확인하 다.pCold-TFvp1,pCold-TFvp2그리고

pCold-TFvp3 라스미드는 각각 제한효소 NdeI을 넣고 37℃에서 2시간 반응시

켜 자른 후 65℃에서 5분간 처리하여 제한효소 활성을 제거하고 다시 XbaI제한

효소를 처리하여 37℃에서 2시간 반응시켰다.제한효소로 처리된 DNA를 1%

(w/v)agarosegel에서 기 동하여 재조합 DNA를 확인하 다.재조합된 라스

미드 DNA를 선별하여 pCold-TFvp1,pCold-TFvp2,그리고 pCold-TFvp3로

명명하 다.
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아.균주의 보

형질 환이 확인된 균주는 한 항생제가 포함된 LB배지에 종하여 37℃에서

14시간 배양하 다.멸균한 stocktube에 균주배양액 700㎕와 40% (v/v)glycerol

700㎕을 넣은 후 vortexing하고 -80℃ deepfreezer에 보 하 다.

제 2 HaRNAV VLP단백질 발

1.HaRNAV VLP단백질의 발 정제를 한 최 벡터

선정

HaRNAV 캡시드 단백질을 이루는 vp1,vp2그리고 vp3의 발 정제를 해

다양한 벡터 (pHCE-IA, pET30a, pET30a-Intein, pTXB1, pGEX-4T-1,

pMAL-c5x,pET28a-SUMO,pCold-TF)를 사용하 다.pHCE-IA는 항시발 벡터

로 IPTG(isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside)(SIGMA,USA)같은 Inducer가

필요 없어 형질 환 된 장균을 37℃,200rpm에서 8시간 배양하 고 pET30a,

pET30a-Intein,pET28a-SUMO,pTXB1,ppMAL-c5x는 형질 환 된 장균을 3

7℃,200rpm에서 배양하여 600nm의 장에서 흡 도가 0.4∼ 0.6에 도달하면

0.3mM의 IPTG 를 첨가한 후 16℃에서 22시간 배양하 다. pGEX-4T-1은

Induction후 18℃에서 20시간 배양,pCold-TF는 Induction후 15℃에서 24시간 배

양하 다.여러 가지 벡터 단백질의 용해도와 정제과정을 고려하여 최 의 벡터

를 선정하 다.

2.배양온도에 따른 단백질 발 조건 탐색

pCold-TFHaRNAV 단백질의 최 발 조건을 찾기 해 배양 온도와 시간에

따른 단백질 발 을 찰하 다.먼 형질 환 된 장균을 37℃,200rpm에서 배

양하여 600nm의 장에서 흡 도가 0.4∼ 0.6에 도달하면 0.3mM의 IPTG



-19-

(isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside)(SIGMA,USA)를 첨가한 후 pCold-TF

벡터의 특성인 coldshock최 조건을 탐색하기 해 13℃에서 26시간,15℃에서

24시간,17℃에서 22시간,20℃에서 18시간 동안 발 을 유도하 다.단백질의

발 여부는 12% (w/v)SDS-PAGEanalysis를 통해 확인하 고 그 가장 안정

으로 발 이 확인되는 조건을 온도 배양 시간에 따른 최 의 단백질 발 조

건으로 결정하 다.

3.IPTG농도에 따른 단백질 발 조건 탐색

최 화된 배양 시간과 온도 조건에서 발 유도물질인 IPTG의 농도에 따른 발

양을 확인하 다.pCold-TFHaRNAV 라스미드를 포함한 장균을 37℃,200

rpm에서 배양하여 600nm의 장에서 흡 도가 0.4∼ 0.6에 도달하면 0.1mM,

0.2mM,0.3mM,0.4mM,0.5mM 의 IPTG를 각각 주입하여 발 을 유도하 다.

발 여부는 12% (W/V)SDS-PAGE분석을 통해 확인하 고 그 가장 효율

으로 발 된 조건을 IPTG농도에 따른 최 의 단백질 발 조건으로 결정하 다.

4.최 화 조건에서의 단백질 발 유도 cellfreeextract

제조

재조합 pCold-TF HaRNAV VLP는 100 ㎍/㎖의 ampicillin이 포함된 LB

medium에서 12 시간 동안 37 ℃,200 rpm에서 배양하 다.100 ㎍/㎖의

ampicillin이 포함된 1 ℓ의 LB 액체배지에서 1%의 배양액을 종 한 후

600nm의 장에서 흡 도가 0.4∼ 0.6로 도달할 때 까지 37℃,200rpm으로 배

양하 다.그리고 0.3mM의 IPTG를 첨가하여 15℃,200rpm에서 24시간 동안 발

을 유도한 후 15000rpm에서 30분간 원심분리 하 다.회수된 균체를 PBS

buffer로 2회 세척한 후 원심분리하여 다시 균체를 회수하 다.회수된 균체 3g에

10배 용량의 Lysisbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,pH 8.0)를 넣어 재

탁 시킨 후,1unitDNaseI와 1mM PMSF를 첨가하여 얼음에서 30분 방치한
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후 sonicator(SONIFIER250,Branson)를 이용하여 쇄하 다. 쇄용액은 원심분

리 (15000rpm,30분,4℃)한 후 얻어진 상등액을 cellfreeextract로 사용하 다.

5.SDS-PAGE를 이용한 단백질 발 확인

단백질의 발 확인과 정제 확인,단백질을 이용한 실험의 결과 확인을 하여

SDS-PAGE(sodium dodecylsulfatepolyacrylamidegelelectrophoresis)를 실시하

다.단백질의 정량을 하여 BSA (Bovineserum albumin)으로 표 곡선을 작성

하 고 측정하고자 하는 단백질 시료는 표 곡선 흡 도의 범주를 벗어나지 않도

록 희석한 후 595nm 장에서 흡 도를 측정하여 정량하 다.Bradford방법으로

정량한 단백질 sample에 5×samplebuffer를 섞어 주고 100℃에서 5분간 반응시

킨 후 3분 동안 얼음에 방치하 다.그리고 160V에서 1시간 15분 동안 기

동을 하 다.SDS-PAGE를 통해 개된 단백질은 Staining solution (0.1%

CoomassieblueR-250,45% Methanol,10% Glacialaceticacid)로 1∼2시간 염색

하 고 destainingsolution(30% Methanol,10% Glacialaceticacid,60% Distilled

water)으로 4시간 탈색한 후 단백질의 발 여부를 확인하 다.

제 3 HaRNAV VLP단백질 분리/정제

1.TEV protease정제

protease에 의한 Fusionprotein의 cleavage를 해 FPLC (AKTA)를 이용하여

TEV protease(Addgene)를 정제 하 다.TEV protease는 His6-tag를 가지고 있

기 때문에 affinitychromatography를 이용하 다.Opencolumn(Bio-Rad,USA)

에 20% (v/v)EtOH로 보 된 Ni-NTA resin(Qiazen,Germany)을 resinvolume

10배의 distilledH2O,lysisbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,pH8.0)

bindingbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,10mM Imidazole,pH8.0)로 안정

화 하 다.sonicator를 이용하여 cell을 쇄 후 원심분리 (15000rpm 30min)하여
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얻은 상등액을 gravity를 이용하여 3회 흘려주어 binding시키고 FPLC(BioRAD,

USA)를 이용하여 10 mM에서 500 mM 까지 Imidazole gradient를 이용하여

washing Elution하 다.그 후 Imidazole제거와 protease의 안정화를 해

Spectra/PorⓇ 2 Dialysis membrane (SpectrumⓇ Laboratories,USA)을 이용해

Dialysis(50mM Tris-HCl,1mM EDTA,5mM DTT,pH7.5)를 수행하 다.12

% (W/V)SDS-PAGE를 통해 TEV protease를 확인 고 단백질을 정량 으로 확

인하기 해 Bradfordreagent(Sigma,USA)를 이용해 595nm에서 농도를 측정하

다.보 을 해 최종농도 1㎎/㎖로 50mM TrisHCl,5mM DTT,50% (v/v)

glycerol,0.1% (v/v)TritonX100,pH7.5buffer에 -80℃에서 보 하 다.

2.Affinity chromatography를 이용한 HaRNAV 캡시드

단백질 정제

가.재조합 pCold-TFHaRNAV 캡시드 융합단백질 정제

pCold-TF vp1,pCold-TF vp2,pCold-TF vp3각각의 융합단백질을 affinity

chromatography법으로 정제하 다.20%(v/v)EtOH에 보 된 Ni-NTA resin을

resinvolume10배의 distilledH2O,lysisbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,

pH8.0) binding buffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,10mM Imidazole,

pH8.0)로 안정화 하 다.안정화 된 resin에 cellfreeextract를 gravity를 이용해 3

회 흘려주어 binding시키고 crudeextract를 제거하기 해 resinvolume의 10배

로 washingbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,20mM imidazole,pH8.0)를

흘려주었다.마지막으로 Elutionbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,250mM

imidazole,pH8.0)로 Elution하 다.그 후 12% (w/v)SDS-PAGE를 통해 각각

fusion단백질을 확인할 수 있었고 단백질을 정량 으로 확인하기 해 Bradford

reagent(Sigma,USA)를 이용해 595nm에서 농도를 측정하 다.

나.TEV protease를 이용한 순수 캡시드 단백질의 정제
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(1)TEV protease를 이용한 융합 단백질의 최 cleavage조건 탐색

융합단백질에서 캡시드 단백질을 분리하기 해 TEV protease를 이용하 다.

Protease에 의한 효율 인 cleavage조건을 찾기 해 반응 농도,시간,온도에 변

화를 주어 실험을 하 다.반응시킬 단백질의 농도를 1㎎/㎖로 맞추고 1㎖을 분

취하여,즉 1㎎의 단백질에 직 정제한 1㎎/㎖ TEV protease를 5,10,20,40,

60,80,100㎕ 첨가하여 4℃에서 1,2,4,8,20시간,25℃에서 1,2,4,8,20시

간,30℃에서 1,2,4,8,20시간,37℃에서 1,2,4,8,20시간으로 변화를 주어

최 조건을 확인하 다.

(2)TEV protease처리 후 Ni-NTA을 이용한 캡시드 단백질의 정제

융합단백질을 protease와 반응 시킨 후 12% (w/v)SDS-PAGE를 통해 cleavage

를 확인하 다.imidazole 제거를 한 Dialysis를 하기 처리 과정으로

Spectra/Por
Ⓡ
2Dialysismembrane을 distilledH2O에 15분간 2회 반응시키고

activation된 membrane에 sample을 주입하 다.그 후 Dialysisbuffer(50mM

Tris-HCl,0.3M NaCl,pH8.0)에 넣어 4시간,8시간,24시간 bufferchange를

해주었다.이 과정을 통해 imidazole을 제거하고 His6-tag가 달려있는 TF와 TEV

protease를 resin에 다시 흘려 으로써 Target단백질,즉 HaRNAV VLP단백질을

얻을 수 있었다.

3.Gelfiltration을 이용한 HaRNAV 캡시드 단백질 정제

pCold-TF벡터 시스템을 이용해 발 된 fusion단백질을 protease와 반응 시킨

후 혼합된 단백질을 분자 크기별로 분리정제 하기 해 FPLC (BioRAD,USA),

SephacrylS-100(GEhealthcare,England)컬럼을 사용 하 다.컬럼의 안정화를

해 distilledH2O를 1㎖/min의 유속으로 컬럼의 10배 volumewashing하고 lysis

buffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,pH8.0)로 컬럼의 3volume만큼 흘려주어

안정화 시켰다.injection후 처음 voidvolume30㎖을 흘려주고 Fractionsize를 3

㎖로 하여 120㎖까지 총 40개의 fraction을 받았다.각 peak의 단백질을 확인하기
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해 12% (w/v)SDS-PAGE를 통해 각 peak별 단백질을 확인할 수 있었고 단백

질을 정량 으로 확인하기 해 Bradfordreagent(Sigma,USA)를 이용해 595nm

에서 농도를 측정하 다.

제 4 HaRNAV VLP자가 조립

1.Dialysis를 통한 자가 조립 유도

캡시드 단백질을 이루는 소단 인 capsomer간 서로 상호작용하려는 성질을 이용

하여 VLP 형성을 유도하기 해 각 Elution한 Fusion단백질을 혼합 후 TEV

protease를 30℃에서 24hr반응시켰다
[17]
.12% (w/v)SDS-PAGE를 통해 Fusion

단백질의 cleavage를 확인하고 reassociation buffer(50mM Tris-HCl,0.3M

NaCl,2mM CaCl2,pH8.0)로 Dialysis(Spectra/Por
Ⓡ
2Dialysismembrane)를 수

행하 다
[22]
.Dialysis를 통해 자가 조립을 유도한 VLP단백질을 FPLC를 이용한

gelfiltration으로 분리하 다.20% (v/v)EtOH에 보 된 SephacrylS-500컬럼

(GE healthcareBio-sciencesAB,England)을 0.6㎖/min의 유속으로 컬럼의 5

volume만큼 distilledH2O로 washing하고 reassociationbuffer(50mM Tris-HCl,

0.3M NaCl,2mM CaCl2,pH8.0)로 컬럼 volume의 5배 흘려주어 안정화시켰다.

injection후 처음 voidvolume40㎖을 흘려주고 Fractionsize를 2㎖로 하여 180

㎖까지 총 70개의 fraction을 받았다.각 peak의 단백질을 확인하기 해 12%

(w/v)SDS-PAGE를 통해 각 peak별 단백질을 확인할 수 있었고 단백질을 정량

으로 확인하기 해 Bradfordreagent(Sigma,USA)를 이용해 595nm에서 농도를

측정하 다.

2.TEM 분석을 통한 HaRNAV VLP의 구조 확인

Dialysis를 통해 자가 조립을 유도한 HaRNAV 캡시드 단백질이 일정한 구조를

형성하는지 확인하기 해 TEM 분석을 의뢰하 다.TEM 분석은 Anthanum
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hexaboride(Lab6)gun이 갖춰진 TecnaiG2Spiritelectronmicroscope(FEICo.,

USA)를 사용하 ㅇ며 Ultrascan 4000 charge-coupled device (CCD)camera

(GatanInc.,USA)를 통해 이미지를 수집하 다 (한국기 과학연구원).

제 5 HaRNAV VLP의 숙주 특이성

1.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3단백질에 한 FITC 표

지

(1)HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3단백질 각각에 FITC표지

Affinitychromatography를 통해 정제한 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3각각의

단백질에 FITC(Fluoresceinisothiocyanate)(Sigma,USA)를 표지하기 해 1㎎/

㎖의 단백질과 100mM FITC100㎕를 주입하여 1시간 동안 상온에서 반응시켰

다.그 후 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3단백질에 표지되지 않은 FITC를 제거하

기 해 cutoff10k의 dialysis cassette를 이용하여 lysis buffer (50 mM

Tris-HCl,0.3M NaCl,pH8.0)로 4℃에서 2일 동안 dialysis통해 vp1,vp2그리

고 vp3단백질에 FITC를 표지하 다.반응이 끝난 후 남아있는 잔여 FITC제거를

해 10k centricon(PALL, USA)를 이용하여 농축하 다. FITC가 표지된

HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3단백질을 12%(w/v)SDS-PAGE 기 동 한 후

UV를 비춰 FITC의 형 을 확인하 다.

(2)HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3의 자가 조립 유도 후 FITC표지

Dialysis를 통해 자가 조립을 유도하고 TEM 분석으로 확인된 무정형의 VLP단

백질에 FITC를 표지하 다.1㎎/㎖의 단백질과 100mM FITC100㎕를 주입하여

1시간 동안 상온에서 반응시켰다.그 후 VLP단백질에 표지되지 않은 FITC를 제

거하기 해 cutoff10k의 dialysiscassette를 이용하여 lysisbuffer(50mM

Tris-HCl,0.3M NaCl,pH8.0)로 4℃에서 2일 동안 dialysis통해 VLP단백질에

FITC를 표지하 다.반응이 끝난 후 남아있는 잔여 FITC 제거를 해 10k
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centricon(PALL,USA)를 이용하여 농축하 다.FITC가 표지된 VLP 단백질을

12%(w/v)SDS-PAGE 기 동 한 후 UV를 비춰 FITC의 형 을 확인하 다.

2.형 미경을 이용한 FITC표지 HaRNAV VLP의 숙주

특이성 찰

가.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3단백질 각각의 숙주 특이성

찰

캡시드 단백질을 이루는 소단 인 vp1,vp2그리고 vp3가 각 소단 만으로 숙주

와 반응하는지,그 다면 숙주와 인지하는 소단 는 무엇인지 알아보기 해

Ni-NTA column을 이용해 정제한 각각의 FITC가 표지된 pCold-TF vp1,

pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3에 유해조류를 반응하여 숙주 특이성을 찰

하 다.H.akashiwo NEPCC 102,H.akashiwoNEPPCC 522숙주 조류와 C.

marinaKMMCC 579,G.aurelum KMMCC 978의 비 숙주 조류를 사용하 다.

FITC가 표지된 pCOld-TFvp1,vp2그리고 vp3을 각 조류와 1:4의 비율로 차

하에 교반기를 통해 을 유도하 다.상온에서 3시간 동안 반응시킨 후 1600×

g에서 3분간 원심분리를 통해 상등액을 제거한 다음 잔여 FITC를 제거하기 해

멸균된 F/2배지 500㎕를 사용하여 1600×g에서 3분간 2번 원심분리 후 상등

액을 제거하 다.마지막으로 F/2 배지 100 ㎕로 재 탁하여 형 미경

(OPTINITY,China)을 통해 숙주 특이성을 찰하 다.

나.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3의 자가 조립 유도 후 숙주

특이성 찰

TEM 분석을 통해 찰된 무정형의 입자가 숙주특이성을 가지는지 확인하기

해 FITC가 표지된 VLP단백질에 유해조류를 반응하여 숙주 특이성을 찰하 다.

H.akashiwo NEPCC 102,H.akashiwoNEPPCC 522숙주 조류와 C.marina

KMMCC579,G.aurelum KMMCC978의 비 숙주 조류를 사용하 다.FITC가 표
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지된 VLP단백질을 각 조류와 1:4의 비율로 차 하에 교반기를 통해 을 유

도하 다.상온에서 3시간 동안 반응시킨 후 1600×g에서 3분간 원심분리를 통

해 상등액을 제거한 다음 잔여 FITC를 제거하기 해 멸균된 F/2배지 500㎕를

사용하여 1600×g에서 3분간 2번 원심분리 후 상등액을 제거하 다.마지막으

로 F/2배지 100㎕로 재 탁하여 형 미경 (OPTINITY,China)을 통해 숙주

특이성을 찰하 다.
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Table8.CompositionofF/2algalculturemedium (㎎/ℓ)

Components Amounts

NaNO3

NaH2PO4·2H2O

Na2EDTA

FeCl3·6H2O

CuSO4·5H2O

ZnSO2·7H2O

CoCl2·6H2O

MnCl2·4H2O

Na2MoO4·2H2O

Cyanocobalaimin

ThiamineHCl

Biotin

75

5.65

4.16

3.15

0.01

0.022

0.01

180

0.006

0.0005

0.1

0.0005

Table9.Hostalgalspeciesusedinthisstudy

Strain Source

H.akashiwo

(NEPCC102)

NorthEastPacificCultureCollection

(UniversityofBritishColumbia,Canada)

C.marina

(KMMCC579)
KoreaMarineMicroalgaeCultureCenter

G.aurelum

(KMMCC978)
KoreaMarineMicroalgaeCultureCenter
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제 3장 결과 고찰

제 1 HaRNAV VLP유 자 합성

HaRNAV는 유해조류인 Heterosigma를 감염시키는 RNA 바이러스로 8.6kb

길이의 ssRNA 바이러스이다.이 유 자는 한 개의 polyprotein으로 발 되고

capsid protein gene (vp1,vp2 그리고 vp3)등을 암호화하고 있다.(Fig.5)

HaRNAV VLP는 3가지의 capsomer(vp1,vp2그리고 vp3)로 이루어져 있어

GenScript를 통해 장균에서 발 이 가능하도록 유 정보를 최 화 (Fig.6)하여

HaRNAVVLP단백질이 cloning된 pUC57vp1,vp2그리고 vp3를 확보하 다.

Fig.5.SchematicrepresentationofHaRNAV polyproteincontainingVP1,VP2

andVP3
[14]
.
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Fig.6.Multiplegenesequencealignmentoforiginalandcodonoptimized

HaRNAVvp1(A),vp2(B)andvp3(C).
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제 2 재조합 HaRNAV VLP유 자 클로닝

pCold-TFvector를 선택하기 이 에 pET30a(+),pET30a(+)-intein,pHCE-IA,

pMAL-c5x,pGEX-4T-1그리고 pTXB1등 많은 발 벡터를 사용해보았지만 단

백질이 발 되지 않거나,불용성 단백질로의 발 등 단백질 발 의 문제와 정제 /

분리의 문제로 인해 최종 으로 pCold-TFvector를 발 벡터로 이용하게 되었다

[18-19]
.유 자 클로닝을 해 pUC57vp1,pUC57vp2andpUC57vp3주형 라스

미드로부터 HaRNAV 캡시드 유 자를 증폭하기 해 PCR 반응을 수행하 다.

1% (w/v)agarosegel을 이용한 기 동으로 확인한 결과 vp1,vp2그리고 vp3

각각844bp,592bp,826bp의 유 자 단편을 확인하 다(Fig.7(A)).각각의 PCR

product를 gelextractin한 후 pCR2.1vector를 통해 TA 클로닝을 수행하 다.그

후 E.coliDH5α에 형질 환 시켜 white/bluecolony선별을 통해 ligation을 확

인하 고 plasmidprep을 이용하여 pCR2.1vp1,vp2그리고 vp3 라스미드를 얻

을 수 있었다.제한효소 EcoRI을 이용하여 유 자 단편을 재확인 하 고 염기서열

분석을 의뢰하여 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3의 유 자 서열을 확인하 다(Fig.

7(B)).

염기서열 분석을 통해 선별된 유 자는 제한효소 (5'NdeI,3'XbaI)를 처리한 후

발 벡터인 pCold-TF에 ligation하 다.이 게 재조합된 라스미드는 E.coli

strainBL21(DE3) 장균에 heatshock을 이용하여 형질 환을 수행하 으며 이를

pCold-TFvp1,pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3이라 명명하 다.(Fig.8)
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Fig.7.PCR amplifiedproductofcodonoptimizedcapsidgene(A)andcloned

productofpCold-TFvectorwithcapsidgene(B).Symbol:M,marker;lane1,

vp1;lane2,vp2;andlane3,vp3.

Fig.8.ConstructionofpCold-TFvp1,pCold-TFvp2andpCOld-TFvp3.
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제 3 재조합 HaRNAV VLP단백질 발

1.HaRNAV VLP단백질의 발 정제를 한 최 벡터

선정

HaRNAV 캡시드 단백질을 이루는 vp1,vp2그리고 vp3의 발 정제를 해

다양한 벡터 (pHCE-IA, pET30a, pET30a-Intein, pTXB1, pGEX-4T-1,

pMAL-c5x,pET-SUMO,pCold-TF)를 사용하 다.pHCE-IA는 항시발 벡터로

IPTG(isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside)(SIGMA,USA)같은 Inducer가 필

요없어 형질 환 된 장균을 37℃,200rpm에서 8시간 배양하 고 pET30a,

pET30a-Intein,pET28a-SUMO,pTXB1,ppMAL-c5x는 형질 환 된 장균을 3

7℃,200rpm에서 배양하여 600nm의 장에서 흡 도가 0.4∼ 0.6에 도달하면

0.3mM의 IPTG 를 첨가한 후 16℃에서 22시간 배양하 다. pGEX-4T-1은

Induction후 18℃에서 20시간 배양,pCold-TF는 Induction후 15℃에서 24시간 배

양하 다.

HaRNAV 캡시드를 구성하는 vp1,vp2그리고 vp3를 여러 가지 벡터에 클로닝하

여 발 정제 가능 여부를 확인한 결과 pTXB1은 vp1,vp2그리고 vp3가 모두

발 되지 않았다.pHCE-IA에서는 vp1을 제외한 vp2,vp3는 발 이 되지 않았고

vp1은 불용성 상태로 발 되어 pellet에 존재하 다.pET30a에서는 vp3는 발 이

되지 않았고 vp1,vp2가 발 되었으나 불용성 상태로 발 되어 1% (v/v)sarkosyl

을 사용하여 Ni-NTA resin을 통해 정제가 가능하 으나 강력한 계면활성제인

sarkosyl때문에 resin의 상태가 나빠져 pET30a을 사용할 수 없었다.pMAL-c5x에

서는 vp3만을 클로닝 하여 발 을 확인하고 정제를 시도하 으나 FactorXa를 이

용한 융합 단백질의 단 후 Target단백질의 분리정제가 되지 않아 이용할 수 없

었고 pET30a-Intein같은 경우 pET30a의 불용성 문제를 극복하고자 pET30a벡터

의 C말단에 Inteintaggene을 넣어 클로닝 하 다.여 히 vp3는 발 되지 않았

지만 pET30a와 달리 용해성이 증가하여 상등액에서 확인할 수 있었지만 정제 시

Elution된 단백질에 DTT 처리를 하여도 Target단백질과 Inteintag가 단되지 않
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아 이용할 수 없었다.pGEX-4T-1은 vp1,vp2그리고 vp3모두 발 이 확인되었

으나 불용성 상태로 pellet에서 확인되어 1% (v/v)sarkosyl을 이용하여 용해성을

증가시켜 정제하 으나 융합 단백질에 Thrombin처리 후 분리 정제가 되지 않아

사용할 수 없었다.pET-SUMO에서는 SUMO단백질을 이용하여 용해성의 증가시

키려고 하 으나 vp2,vp3경우에는 발 이 되지 않았고 발 된 vp1은 불용성 상

태로 확인되었다.마지막으로 pCold-TF를 이용하 을 때 vp1,vp2그리고 vp3모

두 발 이 되었고 매우 용해성이 높았으며 발 된 단백질의 양 한 매우 많았다.

여러 가지 벡터를 이용한 결과 최종 으로 pCold-TF벡터를 이용하여 vp1,vp2

그리고 vp3캡시드 단백질을 발 정제하 다.
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Fig.9.Expression ofrecombinantpHCE-IA vp1,vp2andvp3.Symbol:M.

molecularmarker;C,(control)BL21(DE3);lane1,vp1supernatant;lane2,vp1

pellet;lane3,vp2supernatant;lane4,vp2pellet;lane5,vp3supernatant;lane

6,vp3pellet.

Fig.10.ExpressionofrecombinantpET30a vp1,vp2andvp3.Symbol:M.

molecularmarker;C,(control)BL21(DE3);lane1,vp1lysate;lane2,vp2

lysate;lane3,vp3lysate.
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Fig.11.ExpressionofrecombinantpET30a-Inteinvp1,vp2andvp3.Symbol:

M.molecularmarker;C,(control)BL21(DE3);lane1,vp1supernatant;lane2,

vp1 pellet;lane3,vp2supernatant;lane4,vp2pellet.

Fig.12.ExpressionofrecombinantpGEX-4T-1vp1,vp2andvp3.Symbol:M.

molecularmarker;C,(control)BL21(DE3);lane1,vp1supernatant;lane2,vp1

pellet;lane3,vp2supernatant;lane4,vp2pellet;lane5,vp3supernatant;lane

6,vp3pellet.
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Fig.13.ExpressionofrecombinantpMAL-c5xvp1,vp2andvp3.Symbol:M.

molecularmarker;C,(control)BL21(DE3);lane1,vp3lysate.

Fig.14.ExpressionofrecombinantpET-SUMO vp1,vp2andvp3.Symbol:M.

molecularmarker;C,(control)BL21(DE3);lane1,vp1supernatant;lane2,vp1

pellet;lane3,vp2supernatant;lane4,vp2pellet;lane5,vp3supernatant;lane

6,vp3pellet.
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2.배양온도에 따른 최 의 단백질 발 조건 확립

재조합 라스미드를 포함한 장균에서 최 의 단백질 발 조건을 확립하기

해 다른 온도 조건에서 발 을 유도하 다.각각 pCold-TFvp1,pCold-TFvp2

그리고 pCold-TFvp3으로 형질 환 된 장균은 pCold-TF특성인 coldshock을

주기 해 induction후 15℃에서 24시간,20℃에서 18시간,25℃에서 9시간 동

안 비교 낮은 온도에서 발 을 유도하 다.먼 1%의 배양액을 종한 뒤 재

조합 pCold-TFHaRNAV VLP는 600nm의 장에서 흡 도가 0.4∼ 0.6이 될 때

0.3mM의 IPTG를 첨가하 다.단백질의 발 유무를 확인하기 해 sonicator를

이용해 단백질을 쇄한 후 원심분리를 통하여 얻은 cell free extract와

precipitation된 cell을 12% (W/V)SDS-PAGE를 통하여 확인하 다.그 결과

pCold-TFvp1,pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3각각 82kDa,72kDa,77

kDakDa로 발 함을 확인할 수 있었고 cell의 solubility와 properfolding을 해

최종 으로 15℃ 조건을 최 의 배양온도로 단하 다.(Fig.15)
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Fig.15.Effectoftemperatureontheexpressionleveloftherecombinant

pCold-TFvp1(A),vp2(B)andvp3(C).Symbol:M.molecularmarker;lane

1,(control)BL21(DE3);lane2,15℃ supernatant;lane3,15℃ pellet;lane4,2

0℃ supernatant;lane5,20℃ pellet;lane6,25℃ supernatant;lane7,25℃ pellet.
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3.IPTG농도에 따른 최 의 단백질 발 조건 확립

재조합 라스미드를 포함한 장균에서 최 화된 온도와 발 시간 조건에서 발

유도물질 IPTG의 농도에 따른 단백질 발 율을 비교하 다.각각 0.1mM,0.3

mM,0.5mM,1mM의 IPTG농도로 처리하 다.1%의 배양을 종한 배양액이

600nm의 장에서 흡 도가 0.4∼ 0.6이 될 때까지 배양한 다음 각각의 농도 조

건별로 IPTG를 종하여 최 화된 온도 15℃,200rpm에서 24시간동안 발 을

유도하 다. 12% (W/V) SDS-PAGE를 통해 확인한 결과 pCold-TF vp1,

pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3 각각 82kDa,72kDa,77kDa에서 발 을

확인할 수 있었고 발 율,경제성 등을 고려하여 0.1mM IPTG농도를 최 의 발

조건으로 결정하 다.(Fig.16)
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Fig.16.Effect of IPTG concentration on the expression of recombinant

pCold-TFvp1,vp2andvp3.Symbol:M,molecularmarker;lane1,(control)BL21

(DE3);lane,0.1mM IPTG supernatant;lane3,0.1mM IPTG pellet;lane4,0.3

mM IPTG supernatant;lane 5,0.3 mM IPTG pellet;lane 6,0.5 mM IPTG

supernatant;lane7,0.5mM IPTGpellet;lane8,1mM IPTGSupernatant;lane9,1

mM IPTGpellet.
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제 4 HaRNAV VLP단백질 분리/정제

1.TEV protease정제

protease에 의한 Fusion protein의 cleavage를 해 FPLC를 이용하여 TEV

protease(Addgene)를 정제 하 다.20% EtOH에 보 된 Ni-NTA resin을 resin

volume10배의 distilledH2O,lysisbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,pH

8.0) bindingbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,10mM Imidazole,pH 8.0)

로 안정화 하 다.sonicator를 이용하여 cell을 쇄 후 원심분리 (15000rpm

30min)하여 얻은 상등액을 gravity를 이용하여 3회 흘려주어 binding시키고 FPLC

(BioRAD,USA)를 이용하여 10mM에서 500mM 까지 Imidazolegradient를 이용

하여 washing Elution하 다.그 후 Imidazole제거와 protease의 안정화를

해 Spectra/Por
Ⓡ
2Dialysismembrane을 이용해 Dialysis(50mM Tris-HCl,1

mM EDTA,5mM DTT,pH 7.5)를 수행하 다.12% (W/V)SDS-PAGE를 통

해 TEV protease를 확인한 결과 약 27kDa의 TEV protease를 확인하 다.(Fig.

17)

Fig. 17. Purification of the TEV protease using Ni-NTA affinity

chromatography.Symbol:M,molecularweightmarker;lane1,Lysate;lane2,flow

throughafterresinbinding;lane3,TEV proteaseboundtoNi-NTA resin;lane4,

Elution.
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2.Affinity chromatography을 이용한 HaRNAV 캡시드

단백질 정제

가.재조합 pCold-TFHaRNAV 캡시드 융합 단백질 정제

최 의 단백질 발 조건에서 획득한 pCold-TFvp1,vp2그리고 vp3의 단백질

을 획득하여 sonication을 이용하여 쇄하고 원심분리를 통해 얻은 cellfree

extract를 affinitychromatographyresinNi-NTA agarose를 이용하여 정제하 다.

20% EtOH에 보 된 Ni-NTA resin을 resinvolume10배의 distilledH2O,lysis

buffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,pH 8.0) binding buffer(50mM

Tris-HCl,0.3M NaCl,10mM Imidazole,pH 8.0)로 안정화 하 다.안정화 된

resin에 cellfreeextract를 gravity를 이용해 3회 흘려주어 binding시키고 crude

extract를 제거하기 해 resin volume의 10배로 washing buffer (50 mM

Tris-HCl,0.3M NaCl,20mM imidazole,pH 8.0)를 흘려주었다.마지막으로

elutionbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,250mM imidazole,pH 8.0)로

elution하 다.그 후 12% (W/V)SDS-PAGE를 통해 pCold-TFvp1,pCold-TF

vp2그리고 pCold-TFvp3각각 85kDa,56kDa,81kDa크기의 융합 단백질을

확인하 다 (Fig.18).
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Fig.18.PurificationofthepCold-TFvp1(A),pCold-TFvp2(B)andpCold-TF

vp3(C)fusionprotein.Symbol:M,Molecularmaker;lane1,lysate;lane2,

resinbindingprotein;lane3,elutedprotein.

나.TEV protease를 이용한 순수 캡시드 단백질의 정제

(1)TEV protease를 이용한 융합 단백질의 최 단 조건 탐색

단백질 용액 내 단백질 농도를 1㎎/㎖로 맞추고 1㎖을 분취한 후 실험에서

직 정제한 1㎎/㎖ TEV protease를 각각 5,10,20,40,60,80,100㎕ 첨가하

다.각 반응용액을 14,30그리고 37℃에서 1,2,4,8,20시간으로 변화를 주면서

반응시킨 후 12% (W/V)SDS-PAGE를 이용해 융합 단백질의 cleavage를 확인하

다.Protease와 반응하며 일어나는 aggregation, cleavage율 등을 고려하여 최

조건으로 30℃에서 2시간동안 반응시키고,TEVprotease의 농도는 pCold-TFvp1

은 단백질 1㎎당 TEV protease5㎍ (g비율 200:1),pCold-TFvp2은 단백질 1

㎎당 TEV protease20㎍ (g비율 50:1),그리고 pCold-TFvp3은 단백질 1㎎당

TEV protease100㎍ (g비율 10:1)을 처리하는 것이 가장 좋은 것으로 확인하

다(Fig.19).
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Fig.19.SDS-PAGEofTEVprotease-cleavedproteinsfrom fusionprotein.

Symbol:M.molecularmarker;lane1,vp1;lane2,vp2;andlane3,vp3

(2)TEV protease처리 후 Ni-NTA을 이용한 VLP단백질의 정제

융합 단백질을 protease로 cleavage한 후 dialysis를 통해 imidazole을 제거하

고,His6-tag가 달려있는 TF와 TEV protease를 resin에 다시 흘려주었다.그리고

elution된 sample을 12 % (W/V) SDS-PAGE를 이용해 target 단백질,즉

HaRNAVcapsid단백질 vp1,vp2그리고 vp3을 얻을 수 있었다(Fig.20).
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Fig.20.SDS-PAGE analysisofTEV proteasetreated capsid proteinsafter

elutionthroughNi-NTA affinitychromatography.Symbol:M,molecularmaker;

lane1,vp1afterdialysis;lane2,vp1elution;lane3,vp1resinafterelution;

lane4,vp2afterdialysis;lane5,vp2elution;lane6,vp2resinafterelution;

lane7,vp3afterdialysis;lane8,vp3elution;lane9,vp3resinafterelution.

3.Gelfiltration을 이용한 HaRNAV 캡시드 단백질 정제

pCold-TFvp1,pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3각각의 발 된 융합 단백

질을 TEV protease로 단시킨 후 단백질 sample을 분자량 크기별로 분리정제 하

기 해 SephacrylS-100(GE healthcare,England)column을 사용하여 FPLC

(BioRAD,USA)하 다.Column의 안정화를 해 distilledH2O를 1㎖/min의 유

속으로 column의 10배 volume으로 washing하고,lysisbuffer(50mM Tris-HCl,

0.3M NaCl,pH 8.0)를 column의 3배 volume만큼 흘려주어 안정화 시켰다.

Injection후 처음 voidvolume30㎖을 흘려주고 fractionvolume을 3㎖로 하여

120㎖까지 총 40개의 fraction을 받았다.각 peak에 포함된 단백질 구성을 확인하
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기 해 12% (W/V)SDS-PAGE로 각 peak별 단백질을 확인할 수 있었고,단백

질을 정량 으로 확인하기 해 Bradfordreagent(Sigma,USA)를 이용해 595nm

에서 농도를 측정하 다.단백질 elutionpattern확인 결과 vp1,vp2그리고 vp3

모두 major한 peak가 2개 나타났는데 첫 번째 peak에서는 여러 단백질이 혼합된

형태,그리고 두 번째 peak에서는 TF단백질만이 확인되는 것으로 보아 vp만의 분

리가 이루어지지 않는 것을 확인하 다.(Fig.21.).
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Fig.21.Gelfiltrationchromatogram ofvp1(A),vp2(B)andvp3(C).
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제 5 자가 조립 유도를 통한 HaRNAV VLP의 구조

찰

1.Dialysis를 통한 자가 조립 유도

캡시드 단백질을 이루는 소단 인 capsomer간 서로 상호작용하려는 성질을 이용

하여 VLP 형성을 유도하기 해 각 Elution한 융합 단백질을 혼합 후 TEV

protease를 30℃에서 24hr반응시켰다.12% (w/v)SDS-PAGE를 통해 융합 단

백질의 cleavage를 확인하고 reassociationbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,

2mM CaCl2,pH 8.0)로 Dialysis(Spectra/Por
Ⓡ
2Dialysismembrane)를 수행하

다 (Fig.22).Dialysis를 통해 자가조립을 유도한 VLP단백질을 FPLC를 이용하여

gelfiltration으로 분리하 다.20% EtOH에 보 된 SephacrylS-500컬럼 (GE

healthcareBio-sciencesAB,England)을 0.6㎖/min의 유속으로 컬럼의 5volume

만큼 distilledH2O로 washing하고 reassociationbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M

NaCl,2 mM CaCl2,pH 8.0)로 컬럼 volume의 5배 흘려주어 안정화시켰다.

injection후 처음 voidvolume40㎖을 흘려주고 Fractionsize를 2㎖로 하여 180

㎖까지 총 70개의 fraction을 받았다.각 peak의 단백질을 확인하기 해 12%

(W/V)SDS-PAGE를 통해 각 peak별 단백질을 확인한 결과 첫 번째 peak에서

덜 잘린 pCold-TFvp1,vp2그리고 vp3,단백질이 확인되었다.FractionNo.11

∼ 15,16∼ 22을 각각 농축하 다.정량 으로 확인하기 해 Bradfordreagent

(Sigma,USA)를 이용해 595nm에서 농도를 측정하 다 (Fig.24).
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Fig. 22. SDS-PAGE analysis of individual fusion protein and mixture

(pCOLD-TFvp1,pCOLD-TFvp2andpCOLD-TFvp3)beforeandafterTEV

proteasetreatment.Symbol:M,Molecularmaker;lane1,pCold-TFvp1;lane2,

pCold-TF vp2;lane3,pCold-TF vp3;lane4,mixture;lane5,mixtureafter

TEVproteasetreatment.

Fig.23.Gelfiltrationchromatogram offusionproteinmixture(pCOLD-TFvp1,

pCOLD-TFvp2andpCOLD-TFvp3)afterTEVproteasetreatmentprocess.
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Fig.24.SDS-PAGE analysisofhighmolecularweightpeaksamplesobtained

from FPLCgelfiltrationchromatography(fractionNos.15-20).

Symbol:M,molecularmaker;lane1,vp1,vp2andvp3mixture.

2.TEM 분석을 통한 HaRNAV VLP구조 확인

Dialysis를 통해 자가 조립을 유도한 HaRNAV 캡시드 단백질이 일정한 구조를

형성하는지 확인하기 해 TEM 분석을 의뢰하 다.TEM 분석은 Anthanum

hexaboride(Lab6)gun이 갖춰진 TecnaiG2Spiritelectronmicroscope(FEICo.,

USA)를 사용하 ㅇ며 Ultrascan 4000 charge-coupled device (CCD)camera

(GatanInc.,USA)를 통해 이미지를 수집하 다 (한국기 과학연구원).

TEM 분석 결과 각각의 융합 단백질을 섞고 TEVprotease처리 후,dissociation/

reassociation과정을 통해 자가 조립을 유도한 sample에서 모양이 일정하지 않은

부정형의 particle이 형성됨을 찰되었고 reassociation과정만을 통해 자가 조립을

유도한 sample에서는 여러 단백질이 서로 붙어 연결되어있는 형태가 찰되었다

(Fig.25).
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Fig. 25. Transmission electron microscopic analysis of negative stained

HaRNAV VLPs. Self-assembled amorphous particles of HaRNAV VLPs.

reassociation(A),dissociation/reassociation(B).

제 6 HaRNAV VLP의 숙주 특이성

1.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3의 FITC표지

가.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3각각에 FITC표지

Affinitychromatography를 통해 정제한 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3각각의

단백질에 FITC를 표지하기 해 1㎎/㎖의 단백질과 100mM FITC100㎕를 주입

하여 1시간 동안 상온에서 반응시켰다.그 후 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3단

백질에 표지되지 않은 FITC를 제거하기 해 cutoff10k의 dialysiscassette를

이용하여 lysisbuffer(50mM Tris-HCl,0.3M NaCl,pH 8.0)로 4℃에서 2일

동안 dialysis통해 vp1,vp2그리고 vp3단백질에 FITC를 표지하 다.반응이 끝

난 후 남아있는 잔여 FITC제거를 해 10kcentricon(PALL,USA)를 이용하여

농축하 다.FITC가 표지된 HaRNAV vp1,vp2 그리고 vp3 단백질을 12 %
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SDS-PAGE 기 동 한 후 UV를 비춰 FITC의 형 을 확인하 다.그 결과

pCold-TFvp1,vp2그리고 vp3각각 34kDa,24kDa,29kDa의 단백질을 확인할

수 있었고 정제 시 분리가 되지 않은 다른 단백질들도 함께 녹색 형 이 찰되는

것을 확인되었다 (Fig.26).

Fig.26.SDS-PAGE (A)andSDS-PAGE -UV light(B)analysisofFITC

labelledindividualpCold-TFvp1,vp2andvp3.

Symbol:M,molecularmaker;lane1,vp1;lane2,vp2;lane3,vp3.

나.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3의 자가 조립 유도 후 FITC

표지

Dialysis를 통해 자가 조립을 유도하고 TEM 분석으로 확인된 무정형의 VLP단

백질에 FITC를 표지하 다.1㎎/㎖의 단백질과 100mM FITC100㎕를 주입하여

1시간 동안 상온에서 반응시켰다.그 후 VLP단백질에 표지되지 않은 FITC를 제

거하기 해 cutoff10k의 dialysiscassette를 이용하여 lysisbuffer(50mM

Tris-HCl,0.3M NaCl,pH8.0)로 4℃에서 2일 동안 dialysis통해 VLP단백질에

FITC를 표지하 다.반응이 끝난 후 남아있는 잔여 FITC 제거를 해 10k

centricon(PALL,USA)를 이용하여 농축하 다.FITC가 표지된 VLP 단백질을

12%(w/v)SDS-PAGE 기 동 한 후 UV를 비춰 FITC의 형 을 확인하 다.그
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결과 vp1,vp2그리고 vp3단백질에서 녹색 형 을 확인할 수 있었고 기타 다른

단백질들도 함께 확인되었다 (Fig.27).

Fig.27.SDS-PAGE and SDS-PAGE - UV lightanalysisofFITC labelled

pCold-TFvp1,vp2andvp3mixture.

Symbol:M,molecularmaker;lane1,SDS-PAGE;lane2,SDS-PAGE-UV.

2.형 미경을 통한 FITC가 표지된 HaRNAV VLP의 숙

주 특이성 찰

가.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3각각의 숙주 특이성 찰

캡시드 단백질을 이루는 소단 인 vp1,vp2그리고 vp3가 각 소단 만으로 숙주

와 반응하는지,그 다면 숙주와 인지하는 소단 는 무엇인지 알아보기 해

Ni-NTA column을 이용해 정제한 각각의 FITC가 표지된 pCold-TF vp1,

pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3에 유해조류를 반응하여 숙주 특이성을 찰
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하 다.H.akashiwo NEPCC 102,H.akashiwoNEPPCC 522숙주 조류와 C.

marinaKMMCC 579,G.aurelum KMMCC 978의 비 숙주 조류를 사용하 다.

FITC가 표지된 pCOld-TFvp1,vp2그리고 vp3을 각 조류와 1:4의 비율로 차

하에 교반기를 통해 을 유도하 다.상온에서 3시간 동안 반응시킨 후 1600×

g에서 3분간 원심분리를 통해 상등액을 제거한 다음 잔여 FITC를 제거하기 해

멸균된 F/2배지 500㎕를 사용하여 1600×g에서 3분간 2번 원심분리 후 상등

액을 제거하 다.마지막으로 F/2배지 100㎕로 재 탁하여 형 미경을 통해

숙주 특이성을 찰하 다.건강한 조류는 클로로필 a로 인해 redfilter에서 색

형 으로 확인할 수 있고 FITC가 결합된 vp1,vp2그리고 vp3는 각각이 숙주 특

이성이 있을 시 greenfilter에서 녹색 형 으로 발 하기 때문에 녹색 형 의 발

유/무에 따른 숙주 특이성을 확인하 다.greenfilter에서 각 소단 들의 숙주 특이

성 확인 결과 녹색 형 을 띄지 않아 각각의 소단 들은 숙주에 한 특이성을 가

지지 않는다는 것을 확인하 다 (Fig.28).
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(A) (B) (C)

vp1

vp2

vp3

Fig.28.HostspecificityanalysisofindividualFITClabelledvp1,vp2andvp3

againstH.akashiwo(NEPCC102)underfluorescencemicroscopy(a).Nofilter,

(b).Redfilterand(C).Greenfilter.

나.HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3의 자가 조립 유도 후 숙주 특

이성 찰

TEM 분석을 통해 찰된 무정형의 입자가 숙주특이성을 가지는지 확인하기

해 FITC가 표지된 VLP단백질에 유해조류를 반응하여 숙주 특이성을 찰하 다.

H.akashiwo NEPCC 102,H.akashiwoNEPPCC 522숙주 조류와 C.marina

KMMCC579,G.aurelum KMMCC978의 비 숙주 조류를 사용하 다.FITC가 표



-58-

지된 VLP단백질을 각 조류와 1:4의 비율로 차 하에 교반기를 통해 을 유

도하 다.상온에서 3시간 동안 반응시킨 후 1600×g에서 3분간 원심분리를 통

해 상등액을 제거한 다음 잔여 FITC를 제거하기 해 멸균된 F/2배지 500㎕를

사용하여 1600×g에서 3분간 2번 원심분리 후 상등액을 제거하 다.마지막으

로 F/2배지 100㎕로 재 탁하여 형 미경 (OPTINITY,China)을 통해 숙주

특이성을 찰하 다.그 결과 숙주 조류 H.akashiwoNEPCC102,H.akashiwo

NEPCC522를 포함한 비 숙주 조류 H.circularisquamaHU9433-P,C.marina모

두 녹색형 이 찰되지 않았다 (Fig.29).

(A) (B) (C)

VLP

Fig.29.Hostspecificity analysisofFITC labelled VLP againstH.akashiwo

(NEPCC 102)underfluorescencemicroscopy(a).Nofilter,(b).Redfilterand

(C).Greenfilter.
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제 4장 결 론

1.Genescript를 통해 확보한 HaRNAV vp1,vp2그리고 vp3의 유 자 정보를

장균 내에서 단백질 발 을 해 rarecodon을 최 화시켜 유 자 합성을 하

다.재조합에 필요한 유 자 증폭은 pUC57vp1,pUC57vp2그리고 pUC57vp3

를 주형 라스미드로 사용하 고 primer제작 시 각 단백질 염기서열의 N말단

에 TEV protease유 자를 넣어 합성하 다.그 이후 단백질 발 벡터인

pCold-TF에 클로닝 하여 발 정제하 다. 기에 pET30a,pET30a-Intein,

pGEX-4T-1,pMAL-c5x,pTXB1,pHCE-IA,pET-SUMO벡터를 이용하 으나

발 ,정제의 문제로 최종 으로 pCold-TF를 선택하 다.

2.재조합 pCold-TFvp1,pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3의 최 발 조건

탐색 결과 0.1mM의 IPTG 첨가한 후 15℃에서 24시간 배양하 을 때 각각

82,72,77kDa의 수용성 융합 단백질을 얻을 수 있었다.

3.재조합 pCold-TFvp1,pCold-TFvp2그리고 pCold-TFvp3에서 발 된 수용

성 융합 단백질은 Ni-NTA affinitychromatography를 이용하여 1차 정제 하

고 TEVprotease를 이용해 융합 단백질을 분리,Dialysis를 통한 Imidazole제거

후 Ni-NTA affinitychromatography로 2차 정제 하 다.SDS-PAGE확인 결

과 vp단백질과 TF,TEV protease가 서로 어떠한 상호작용을 하거나 단백질

구조상의 문제로 인해 여 히 분리가 되지 않았다.단백질을 분리/정제하기 한

다른 방법으로 gelfiltration(sephacrylS-100)을 이용하 으나 이 한 분리가

되지 않았다.

4.캡시드 단백질의 소단 인 vp1,vp2그리고 vp3의 자가 조립 가능성을 염두하여

pCold-TFvp1,pCOld-TFvp2그리고 pCold-TFvp3각각의 융합 단백질을 섞

은 후 TEV protease처리하고 Dissociation/Reassociationbuffer로 Dialysis하면
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서 자가 조립을 유도하 다.gelfiltration(sephacrylS-500)결과,VLP분자량

의 peak를 확인하 다.

5.자가 조립 유도한 단백질의 TEM 의뢰 결과 reassociation만을 거친 경우 단백

질들끼리 서로 엉킨 형태를 찰할 수 있었고 dissociation/reassociation을 한

경우 크기와 모양이 불규칙한 무정형의 입자들을 찰할 수 있었다.완벽한

VLP의 형성이 아닌 여러 contamination된 단백질들의 복합체라고 보여진다.

6.Ni-NTA affinitychromatography를 이용하여 캡시드 단백질 소단 인 vp1,vp2

그리고 vp3각각에 형 물질 FITC를 표지하여 숙주 특이성을 찰하 다.그

결과 vp1,vp2그리고 vp3모두 숙주인 H.akashiwoNEPCC102,H.akashiwo

NEPCC522에서 녹색 형 이 보이지 않는 것으로 보아 소단 만으로는 숙주 특

이성을 가지지 않는 것을 확인하 다.

7.자가 조립 유도 단백질의 FITC실험 결과,숙주인 H.akshiwoNEPCC102,H.

akashiwoNEPCC 522를 포함하여 비 숙주인 C.marina,G.aurelium에서도

FITC에 의한 녹색 형 이 찰되지 않았다.이 결과로 보아 정상 인 형태의

VLP가 만들어지지 않았거나,혹 VLP가 정상 으로 만들어졌어도 그 농도가

무 낮아 조류와 반응하여 녹색 형 이 찰되지 않았다고 단된다.

8.캡시드 단백질의 소단 인 vp1,vp2그리고 vp3를 이용해 정20면체의 VLP를 만

들기 해서는 각 소단 의 높은 정제도가 요구되어진다는 것을 확인하 다.그

기 때문에 다른 발 정제 시스템을 이용하여 vp1,vp2그리고 vp3를 정제

하고,VLP형성 살조물질 탑재 등 추가 인 실험이 필요하다고 단된다.
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