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ABSTRACT

Expression, purification, self assembly and host specific 

algicidal activity of virus like particle of 

Heterocapsa circularisquama HcRNAV34

                                         Ju Sun Yi

                                       Advisor : Prof. Kim, Si Wouk, Ph.D.

                                       Department of Environmental Engineering,

                                       Graduate School of Chosun University

  Virus-like particles (VLPs) have received considerable attention for vaccine, 

drug delivery, gene therapy and material science applications. Especially, 

recombinantly expressed VLPs of HcRNAV (a single-standard RNA virus 

specifically infecting the dinoflagellate, Heterocapsa circularisquama) is 

considered as a novel potent carrier for harmful algal bloom. In the present 

study, HcRNAV34 VLPs were expressed in E. coli BL21(DE3) host system and 

the VLPs were purified using chitin-binding affinity column chromatography. A 

novel organic synthesized algicidal substance, thiazolidinedione (TD49), was 

encapsulated into HcRNAV34 VLPs by dissociation and reassociation processes 

and its encapsulation was detected by HPLC analysis. HcRNAV34 VLPs 

encapsulating TD49 specifically attached and destroyed the cells of H.  

circularisquama HU9433-P, which is the host of HcRNAV34 virus, but not the 

cells of H. circularisquama  HY9423, which is the host of HcRNAV109 virus. 

These results indicate that HcRNAV34 VLPs have considerably high host 

specificity and is compatible with a common viral property of host specific 

infection. On the basis of above results, we suggest the possibility which to 

develop biological control method of harmful algal blooms using HcRNAV34 VLPs 

embedded with algicidal substances.
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제 1   

제 1 절 연 경 

  나라 해역에  생하  해  조 에 한 적조  1980년   해양 경 

염  생빈  간  어남에 라 가하고 , 그 생 역 또한 점차적

 어 ·경제적  문제  어 고 다. 적조  해수에 ,  등

과 같  양염  과 공 , 량, 수  등  경 조건  적조  생물  식

하  적합한 조건   해 조 들  량 식  하여 생하  다. 적조 

생물  한 량 식  적조생물들  흡과 들  체 해시 수  많  양  

존  비함  다  수 생물  생존  어 게 하고, 적조  해  조

 해물    등  비 어 어·패   수  식 생물들  폐 시키  

결과  래한다. 또한 러한 해물    포함한 어·패  람  취하게 

, 비 ㆍ   키  등 람  건강  하  심각한 적 

문제  한다 [1-3].

  1961년 동만에  생한 적조  나라에  견   적조 , 1963년  

 경제개  5개년  시  격한 업 동 가   시들  집

  해 업  시폐수가 적  가 어 나라 근해  많  양

 폐수가 었다.  많  양  폐수  하여 나라 해역  양 가 

점차적  심 었 ,  한 양  녹조  뿐만 아 라 비 적 양식 

 어업양  많  나라 근해에  심각한 적조  하 다. 러한 적조

 1970년 만 해   해만에  비 적 수  높  여 철에 

 갖  않  규조 에 하여 적  나타났 , 생 간 또한 약 1주  단

적조  생하 다. 하 만, 1980년  생하  적조  전과  달   

갖  편 조 에 하여, 연  수  가  낮  겨 철  제 한 나  간  수

개월동안 넓  에  생하  적조  천하 다 (Table 1). 1980년 만 

해  적조 생   해만 에  한정적  생하 나, 1982년  

 , 양, , 가 만 그 고 천연안 등에  나라  전 해역에  

생하고 , 그 규  또한 점차 해 고 다 [4].
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  나라에  적조  키  적조생물  종  약 43종 ,  에  4종  

담수 내  수종 , 해수종  규조 가 13종, 라피 조 가 3종 그 고 편

조 가 20종  어져 다. 또한 편 조   3종  수 생물들  접적

 죽  수  강한  가 고 다. 들 적조생물  식물  플랑크  

습적  적조  키  원 생물  규조  편 조 가 , 나라  

적조  1980년 만 해   폐  내만에 만 규  적  생하

나, 1989년  강한  가  해조 에 한 적조 생  어·패  집단폐

가 생하여,  한 어·패  양식 들  규  피해   어졌다.

  나라 연  적조 생 건수  보  1980년  주   없  규조 에 

해 적조가 생 하 나, 1982년 에  규조 가 8건  38% 그 고 편 조 가 

7건  33% 고 나  합종에 해 적조가 생하 다. 그러나 1985년 에 들

어  규조 가 6건  17%, 편 조 가 22건  65%, 그 고 나  4건  합

종에 한 적조 , 점차  가  편 조  생건수  점 비  가하

, 1995년  Cochlodinium에 한 단 적조가 고  , 

역  특징  갖고 다 [5] (Fig. 1). 에  적조   빈 가 가하  경향

 가고 , 적조  키  종  점점 다양해 고  또한 강해 고 다. 

  차  나라에 적조  킬  조  맹  편 조  Heterocapsa 

circularisquama, Alexandrium spp.  고  생  어  량폐  시킬 수 

 Heterosigma akashiwo, Chattonella spp. 등 다.  에  특히 Heterocapsa 

circularisquama  근 본 해역에  적조  키  주  종 , 그  주

 갑각  과 조개  폐 시켜 양식업에 한 피해  주고 다. 아  나라 

해역에    않았 만 향   가  높  해조  고 

, 차  나라 해역에   적조  해조 에 한 제어 술 개  시

하다.
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year microalgal species 

Before 1980 Diatom

Chaetoceros curvisetus, Skeletonema cf 

costatum, Thalassiosira rotula, Pseudonitzchia 

pungens

1980-1990 Flagellates
Gymnodinium sp, Prorocentrum spp. 

Heterosigma akashiwo, Noctiluca miliaris

1990-2010 Dinoflagellates
Cochlodinium polykrikoides, Chattonella spp. 

Katodinium glaucum, Alexandrium spp

Table 1. The main microalgal species which cause red tide in korea



- 4 -

Fig. 1. Annual red tide incidents in korea caused by different algal species 

during 1980-2004 [5].
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제 2 절 연  적

  존에 연 어  적조  제하  술  물 · 학적  생물학적 제  

크게 3종   고 다 (Table 2). 그  적  물 적  제 술  

파  하여 적조 원 생물  포  파 하  과 적조 생 수역에 고압  

존  투 함  적조  한  시키   나    실

 단계에  아   한 실정 다. 그 고 적  학적  제 술  

학약   (CuSO4), 염  (ClO2), 시  (Simazine) 등  포하여 

포  파 하여 적조  조  제어하   나,  제어  적조 원  

생물 에 다  해양생물에게  향  끼쳐 수  다  생물에 한   식  

에  문제  킬 수 , 또한 과가 시적  문에 복적   

필 하 , 비 적 많  양  학약  투여에  높  투 비  다. 

 생물학적  제 술  주  천적 계  하여 해조  제어하  

 나, 적조  해 조 제어  동시에 천적   특정 종들  식 

 한 생태계 란  야 하  문제점  가 고 다. 러한 여러 가  제 

술  내에  90년   ‘  포 ’  실시해 고 다. 연에  생

 가 다  에 비해 경 적  나라 람들  에 한 높

  해 매년 나라 해역에  적조 생시 제  해 하고 만, 

담수나 다에 뿌   과량    (M2+)  포함하고 어 저 에 

적  생물학적 농 에 해 간  포함한 어·폐  등   하고, 해수  

pH  ( ) 그 고 빛  투과  저하  한 식물  플랑크 과 같  합  

생물들  생  저해 등  문제점들  나타내고 다. 또한,  함께 전  다양

한 적조  해조  포함한 생 체  물 등  패  한 제 2  경문

제들  생하고 다 [1]. 라  적조 제  한  술 개  절실히 필

한 시점 다. 

  근 러스  한 drug delivery system에 한 연 가 히 행 고 

,  러스  한 drug delivery system에 한 연  주  학적 

적  연 고 다 [6,7]. 본 연 에  러한 러스  한 drug delivery 

system  원  하여   적조 제 술  한 연 에 적 하 다. 
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Heterocapsa circularisquama RNA Virus34  적조  키  해 조  H. 

circularisquama HU9433-P  HA92-1에만 특 적  감염하  러스 다. 숙주 

특  나타내   capsid protein  균에  클 닝  시키고  

정제한  wild type 러스  양과 특  한 Virus-like-particle (VLP)  

하고 VLP 과정  미 개  당뇨병 료제   래하여 낮   갖

 학합  조 물  thiazolidinedione (TD49)  탑 하여 조  시험하

 과정  해 drug carrier  가  탐 하고 개 하고  한다. 게 개

어  VLP에 조 물  탑  복합체  숙주에 한 높  특  보  

량  처 만  특정 해조 만  시킬 수  점  가 다. 

  본 연  해조  제 한 다  담수  해양생 체에 미  향  하

고, 적조  해조 에만 택적  흡착하여 해조  조 시키  적  

 적조제어 술개 에 적  고 다. 
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method principle practice material

Physical 

methods

-isolation of HAB

-sonication

-ozone treatment

-removal of organisms

-electrolysis

-yellow soil treatment

-block

-cell lysis

-neutralization

-filtration,centrifugation

-cell lethality

-cohesion,sedimentation

-anti-HAB film

-supersonic waves  

(160-400kHz)

-ozone 

-centrifuge

-acidic water

sodiumhypochlorite

-yellow soil

Chemical 

methods

-chemicals treatment

-flocculant treatment

-lethality, destroy

-agglutination,

 sedimentation 

-copper sulfate,    

organic compound

-ion salt,surfactant

Biological 

methods

-a natural enemy 

-algicidal substance

-parasite

-biological enzyme

-grazer

-cytoclasis, lysis

-parasitism

-membrane lysis

-copepods, ciliate

-polyuronides

-cytophaga sp

-mannosidase

Table 2. Controlling methods and principles for harmful algal blooming 
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제 2  실험 료  

 제 1 절   시약

  전  조합  해 한 NdeI, SapI, EcoRI  제한  DNA ligase  

Takara  것  하 다. PCR  한 primer  Bionics 에 하여 합 하

다. 조합 균에   HcRNAV34 시드 단  정제  BioLabsⓇ  

chitin bead  Bio-Rad  open column에 하여 하 다. 

 제 2 절 균주  플라스미드

  본 연 에  한 HcRNAV34 전  Genbank  전  정보  탕  시

드 단 에 여하  orf-2 전  균에   가 하  rare codon 적

시켜 클 닝한 조합 플라스미드  전  폭  한 주  플라스미드  하

다. 또한 전  한 균  BL21(DE3)  DH5α  하 다. 그 고 

클 닝에  pCR2.1 vector (invitrogen)  단   한 pTXB1 vector 

(BioLabsⓇ)  하 다. 조합 플라스미드가  균  Ampicillin (100 ㎍/

㎖)  첨가  LB 액체 에  37℃  14~16 시간동안 양하 다. 
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 제 3 절 조합 DNA 제조

  1. 전  합

  Genbank[accession number; AB218608]  HcRNAV34 시드 단 에 여

하  orf-2 전  정보  탕  균에   가 하  rare codon  적

시킨 시드 전  (1.1kb)가 클 닝  pUC57-HcRNAV34  얻었다 (Genscript). 

 

  2. HcRNAV34 전  폭

  HcRNAV34 시드 단  전  폭하  해 5'-GGAATTCCATATGATGACCC

GCCCGCTGGCACTGAC-3’ (5’-NdeI froward)  5’-GGTGGTTGCTCTTCCGCAAGC 

AGCCATCAGAGCCGG-3’ (3’-SapI reverse)  primer  제 하 다. 주  플라스미

드  pUC57-HcRNAV34 하 ,  액  20 ㎕  전  폭  수행하

다.  조건  94℃에  5  동안 pre-annealing  한 , 94℃에  30 간, 6

2℃에  30 간, 72℃에  40 간 20 cycle  실시하 고, 72℃에  7  동안 

extension  수행하 다. 합액  조  10X PCR buffer (50 mM 

Tris-HCl, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, pH 9.0), 0.2 mM dNTPs (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP), 30~50 ng  주  플라스미드, 100 ng  5’-NdeI과 3’-SapI  

primer, 0.5 unit  EX taq polymerase  하 다. PCR  종  생 물  Gel 

extraction kit (Nucleogen)  하여 정제하 다.

 

  3. 전  단편 TA 클 닝

  pCR 2.1 Vector  insert DNA  1:1  수비  넣어 주었고, 10X ligation buffer 

(300 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7.8)  T4 

DNA ligase 1 unit  첨가하여  액  10 ㎕  한  에  3 시간 동안 

시켜 ligation 하 다. Inoue 에 라 제조한 DH5α competent cell 200 ㎕에 

ligation 한 DNA 10 ㎕  첨가하여 30  동안 얼 에 한  42℃에  70  동

안 heat shock   , 다시 3  동안 얼 에 정 하 다. LB 액체  800 ㎕  

첨가한 , 37℃에  30  동안 양하 다. 게 전   균  X-gal과 
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IPTG가 포함 어  ampicillin (100 ㎍/㎖)  첨가  1.5% LB 고체 에 평판 말 

하여 37℃에  14~16 시간동안 양한 , 생  white colony만  하여 DNA 

열  하 다 (MACROGEN).

  4. 플라스미드 정제  염 열 

  Alkaline lysis  하여 플라스미드  하 다 
[8]. 수  말 에 들

어  양액 1 ㎖  micro centrifuge tube에 넣고 원심 한  등액  제거하

다. 전물  20 ㎎/㎖ RNase A가 녹아  resuspension buffer (50 mM Tris-HCl, 

10 mM EDTA, pH 8.0) 250 ㎕  넣어 탁하 다. 탁액에 lysis buffer (200 mM 

NaOH, 1% SDS) 250 ㎕  첨가한  에  5 간 하 다.  끝난   

precipitation buffer (5 M potassium acetate 60 ㎖, glacial acetic acid 11.5 ㎖, 

distilled water 28.5 ㎖) 350 ㎕  첨가하여 3~4  조심스럽게 흔들어 합시킨  

12,000 x g에  15  동안 원심 하 다. 원심 가 끝난 등액  silica 

membrane column에   12,000 x g에  1  동안 원심 하여 DNA  

column에 결합시켰다.   700 ㎕  washing buffer (95% ethanol)  주 하고 

에  1 간 한  12,000 x g에  1 간 원심  한  다시 12,000 x g

에  2 간 원심 하여 남아  에탄  전히 제거하 다. 35 ㎕  TE buffer 

(10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 8.0)  첨가하고 에  1  정  한 

에 column에 결합  플라스미드  하 다. 그  정제  플라스미드  DNA 염

열  하 다 (MACROGEN).

 

  5. 제한  처  DNA 단편 

  TA 클 닝  해  HcRNAV34 플라스미드  단  vector  pTXB1에 

제한  SapI  넣고 37℃에  2 시간 시켜   Clean-up Kit (Nucleogen)

 하여 순수한 DNA절편  수하 다. 또한 다시 NdeI 제한  처 하여 3

7℃에  2 시간 시켰다. 각각  제한  처  vector  insert DNA  1% 

(w/v) agarose gel에  전 동하 다. gel  vector  insert DNA  라

내어, Gel extraction kit (Nucleogen)  하여 gel  원하  DNA 단편  수

하 다.
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  6. Ligation  전

  pTXB1 vector  HcRNAV34 insert DNA  1:1  수비  넣어주고, 10X ligation 

buffer (300 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7.8) 1 

unit과 T4 DNA ligase 1 unit  첨가하여  액  10 ㎕  한  에  3 시

간 동안 시켜 ligation 하 다. Inoue 에 라 제조한 competent cell 200 ㎕

에 ligation  DNA 10 ㎕  첨가하고 얼 에 30 간 한  42℃에  70  동

안 heat shock   다  다시 얼  에  3 간 하 다. 여 에 800 ㎕ LB 

액체  넣어   37℃에  30 간 양한 다  원심 하여 등액 900 ㎕  

제거하 다. 전   cell 100 ㎕  ampicillin (100 ㎍/㎖)  첨가  1.5% LB 고

체 에 평판 말하여 37℃에  양한  전   균  하 다.

 

7. Competent cell 제조

  Competent cell  Inoue 에 라 제조하 다 [9]. 5 ㎖  LB 액체 에 균 

BL21(DE3) 단  콜  접종하여 37℃에  12~14 시간 동안 양하 다. 양  

균체  200 ㎖  LB 액체 에 0.1%  접종하 고, OD (optical density) 600 nm  

파 에  흡 가 0.4~0.6    양하 다.   양액  얼 에  10 

간 한  12,000 x g에  15 간 원심 하 다. 수한 균체에 67 ㎖  TB 

buffer (10 mM PIPES, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 55 mM MnCl2, pH 6.8)  첨가

하여 탁  같  조건  원심 하 다. 종적  16 ㎖  TB buffer  1.2 

㎖  DMSO  첨가하여 합한  200 ㎕씩 균  micro centrifuge tube에 넣어 

-70℃에 보 하 다. 

  8. 전   균체  조합 플라스미드 학

  조합 플라스미드   alkaline lysis  하여 하 다. 한 

조합 플라스미드  2 unit  제한  NdeI  37℃에  1 시간 시켜   

1% (w/v) agarose gel에  전 동하여 조합 DNA  크  하 다. 전  

 플라스미드 DNA  하여 pTXB1-HcRNAV34  하 다. 
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  9. SDS-PAGE  한 단   

  조합 단  여  하  해 12% SDS-PAGE (sodium dodecyl 

-sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)  하여 하 다.   

양액  원심 하여 등액  제거하 고 수  균체  7  량  column 

buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.5)  탁시킨  

sonicator (SONIFIER 250, Branson)  하여 파 하 다. 파 액  4℃에  

12,000 x g, 40 간 원심 하여 얻  등액  cell free extract  간주하고, 균체

 파  전에 넣었  동 량  buffer  탁시켜 pellet fraction  간주하 다. 

단  정량  해 BSA (Bovine serum albumin)   곡  하 고, 

곡  흡  주  어나  않  하고 하  단  시료  희 한  

595 nm에  흡  정하여 정량하 다. Bradford  정량한 sample  5

간 끓   12%  SDS-PAGE gel에 loading 하여 150 V에  1 시간 30  동안 전

동하 다. 전 동  끝난 gel  staining solution (0.1% coomassie blue 

R-250, 45% methanol, 10% glacial acetic acid)  염 하 고, destaining solution 

(30% methanol, 10% glacial acetic acid, 60% distilled water)  탈 한  단

 여  하 다. 
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 제 4 절 HcRNAV34 시드 단    정제

  1. HcRNAV34 시드 단  

  HcRNAV34 시드 단    정제  해  pTXB1-HcRNAV34 조

합 플라스미드  포함한 균 BL21(DE3)  ampicillin (100 ㎍/㎖)  포함  LB 액

체 에  전 양하 다. ampicillin (50 ㎍/㎖)  포함  500 ㎖ LB 액체 에  

전 양액  1% 접종하 고, 600 nm  파 에  흡 가 0.4~0.6    

양한 다  0.1 mM  isopropyl-2-d-thiogalactopyranoside (IPTG)  첨가하여, 1

6℃에  20 시간 동안 HcRNAV34 시드 단   하 다.

  2.  IPTG농 에  적  조건 탐

  HcRNAV34 시드 단  적  조건  찾  해  양시간  조

절하 다. pTXB1-HcRNAV34 조합 플라스미드  포함한 균  600 nm  파

에  흡 가 0.5    양한  0.1 mM  IPTG  첨가하여 30℃에  3 

시간, 25℃에  14 시간, 16℃에  20 시간동안 각각 양하 다. 단  여

 SDS-PAGE analysis  하여 하 다. 또한 적   보   조

건에  물  Isopropyl-2-d-thiogalactopyranoside  다양한 농  (0.1 

mM, 0.5 mM, 1 mM)  조절하여  한  SDS-PAGE analysis 해 하

고, 가적  western blot analysis  수행하여 여  하 다.

3. Western blot analysis

HcRNAV34  antibody  정제  HcRNAV34 시드 단  항원  하여 

rabbit에 주 하고, 정제  항체  (Younginfrontier co. korea) 하여 western blot 

analysis  수행하 다. 하고 하  단  12% SDS-PAGE gel  내   

Nylon membrane에 semi-dry transfer system (Southam Warwickshire CV33 0HP, 

ENGLAND)  하여 100 mA에  2 시간 동안 transfer하 다. western blot에  

TBS-T buffer (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 0.1% Tween20, pH 7.5)  하
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다. 단  transfer  membrane  blocking reagent (5% skim milk가 포함  

TBS-T)에  1 시간 동안 blocking한 , membrane  washing solution (TBS-T 

buffer)  30 씩 2  척하 다. 1차 항체 (HcRNAV34 polyclonal antibody)  

10 ㎖  TBS-T buffer에 1:5000  비  희 하여 membrane에 넣   1 시간 동

안 시켰다.   membrane  washing solution  30 간 2  척하 고, 

Anti-rabbit Alkaline phosphatase가 conjugation 어  2차 항체  10 ㎖  

TBS-T solution에 1:5000  비  희 하여 1 시간 동안 에  한 , 다시 

washing solution  30 간 2  척하 다. 척  membrane에 검 액 (BCIP 

250 ㎎/㎖, NBT 50 ㎎/㎖, 100 mM Tris-HCl, 5 mM MgCl2, pH 7.5) 5㎖  넣   

 찰하 다.

  4. Cell free extract  제조

  pTXB1-HcRNAV34 조합 플라스미드  포함하고  균  600 nm  파 에

 흡 가 0.5    양한  0.1 mM  IPTG  첨가하여 16℃에  20 시

간 동안 양한  원심 하 다. 수  균체  column buffer (20 mM Tris-HCl, 

500 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.5)  2  척한  원심 하여 다시 균체  

수하 다. 수  균체 5 g에 7  량  column buffer  넣어 탁 시킨 , 1 

unit DNaseI  1 mM PMSF  첨가하여 얼 에  1 시간 한  sonicator 

(SONIFIER 250, Branson)  하여 파 하 다. 파 액  원심  (15,000 x 

g, 1 시간 30 , 4℃)한  얻어  등액  cell free extract  하 다.

 

  5. Chitin column  한 HcRNAV34 시드 단  정제

  HcRNAV34 시드 단  정제  open column (5㎖, Bio-Rad)에 chitin bead 

(BioLabsⓇ)  하여 정제하 다. chitin column에 column  10  량  50 ㎖  

column buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.5)  1 ㎖/min

 흘 보내 column  평 하 다.   column에 20 ㎖  soluble fraction  

0.5 ㎖/min   흘 보내 fusion protein  chitin cloumn에 결합시켰고, 그  

2 ㎖/min   column  20  량  100 ㎖  column buffer  흘 주어 

washing 하 다. 종적  68 kDa  fusion protein  결합  chitin column에 50 
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mM DTT가 포함  column buffer  column  3  량  15 ㎖  3 ㎖/min  흘

  에  2  동안 정 하 다. 그  chitin cloumn에 column buffer  2 

㎖/min   흘 보내 주어 chitin column  38 kDa  HcRNAV34 시

드 단   정제하 다.

 

  6. N-terminal amino acid sequencing

   정제  38 kDa  HcRNAV34 시드 단  아미노  열  하  해 

12% SDS-PAGE gel  하여 전 동한 , semi-dry transfer system 

(Southam Warwick shire CV33 0HP, ENGLAND)  하여 PVDF membrane에 

transfer하 다. 그  PVDF membrane  Coomassie Blue Reagent (1.2 g 

coomassie brilliant blue R 250, 400 ㎖ methanol, 600 ㎖ distilled water)  염 하

여 38 kDa  시드 단  한  그  라내어 한  과학 원 연

원에 N-terminal amino acid sequencing  하 다. 한  Procise 

491 HT protein sequencer  하 다. 



- 16 -

 제 5 절 HcRNAV34 시드 단  조

  1. Dissociation  reassociation 과정  한 조  

   정제  HcRNAV34 시드 단  1 ㎎/㎖  2X dissociation buffer (20 mM 

Tris-HCl, 500 mM NaCl, 10 mM DTT, 20 mM EGTA, pH 8.0)  1:1  비  

에  1 시간 하여 HcRNAV34 시드 단  dissociation시켰다. 그  

dissociation  HcRNAV34 시드 단  cutoff 10 k dialysis cassette (thermo)

에 넣   reassociation buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20 mM CaCl2, 

pH 8.0)  4℃에  2  동안 dialysis과정  해 HcRNAV34 시드 단  조

시켜 HcRNAV34 VLPs  하 다.

  2. HcRNAV34 VLPs  조 

  정제  38 kDa  HcRNAV34 시드 단  1 ㎎/㎖  2X dissociation buffer (20 

mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 10 mM DTT, 20 mM EGTA, pH 8.0)  1:1  비  

에 1 시간 시킨  cutoff 10 k dialysis cassette (thermo)에 넣어 

reassociation buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20 mM CaCl2, pH 8.0)  

4℃에  2  동안 dialysis과정  해 HcRNAV34 VLPs  조 하 다. 조  

HcRNAV34 VLPs  한  과학 원 연 원 전 미경  경 님에게 TEM

 Cryo-EM  한 조  하 다. 
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 제 6 절 FITC  한 HcRNAV34 시드 단   

  HcRNAV34 시드 단  1 ㎎/㎖에 2X dissociation buffer (20 mM Tris-HCl, 

500 mM NaCl, 10 mM DTT, 20 mM EGTA, pH 8.0)  1:1  비  에  1 시

간 시킨 에 100 mM FITC 100 ㎕ 주 하 다. 그  3.5 K dialysis cassette 

(thermo)에 넣어 reassociation buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20 mM 

CaCl2, pH 8.0)  4℃에  2  동안 dialysis  해 HcRNAV34 VLPs에 FITC  

 하 다.  끝난  남아  여 FITC 제거  해 3.5 k centricon 

(sartorius)  하여 농 하 다. FITC가  HcRNAV34 VLPs  12% 

SDS-PAGE gel에 전 동 내   UV-visible  비  FITC   하 다. 

 

 제 7 절 HcRNAV34 VLP  숙주특  찰

  HcRNAV34 VLP  숙주 특  찰  해 숙주  H. circularisquama 

HU9433-P, HA92-1  숙주가 아닌 H. circularisquama HY9423, H. akashiwo, C. 

marina 등  5 종  조  하 다. FITC가  HcRNAV34 VLPs 100 ㎕  

조 양액 약 400 ㎕에 넣어주어 1:4  비  시켰다. FITC가  

HcRNAV34 VLPs  조  접 수   해  하여 3 시간 동안 

천천히 하 다.  끝난  1300 rpm에  3 간 원심 한  등액  제

거하고 f/2  500 ㎕  넣어 2  washing 과정  거쳐 여 FITC  제거하

다. 그  조  다시 f/2  100 ㎕에 탁하여 미경  해 숙주에 한 

HcRNAV34 VLPs  숙주특  찰하 다. 저 가시 역  해 조  양

 한  역  해 숙주에 FITC가  HcRNAV34 VLPs  녹  

나타내  찰하 다. 

실험에  해수조  f/2  조  다 과 같다. ( L 당); 75 mg 

NaNO3, 5.65 mg NaH2PO4·2H2O, 4.16 mg Na2 EDTA, 3.15 mg FeCl3·6H2O, 0.01 

mg CuSO4·5H2O, 0.022 mg ZnSO4·7H2O, 0.01 mg CoCl2·6H2O, 180 mg 

MnCl2·4H2O, 0.01 mg CuSO4·5H2O, 0.022 mg ZnSO4·7H2O, 0.01 mg CoCl2·6H2O, 

0.18 mg MnCl2·4H2O, 0.006 mg Na2MoO4·2H2O, 0.0005 mg Cyanocobalamin 

(Vitamin B12), 0.1 mg Thiamine HCl (Vitamin B1), 0.0005 mg Biotin [39].
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 제 8 절 HPLC  한 HcRNAV34 VLP에 탑  TD49       

           정량

  HcRNAV34 VLPs에 탑  합  조 물  thiazolidinedione (TD49)  정량

하 해 Agilent  1200 series HPLC  하여 하 다. Diode Array 

Detector (DAD)  Agilent Zorbax SB C-18 column  하 , 시 column 

 30℃  하 다. 동  (A) 10% ACN (acetonitrile), 0.1% TFA 

(trifluoroaceticacid)  (B) 100% ACN (acetonitrile), 0.1% TFA (trifluoroaceticacid)

 하여 linear gradient (0~3  A 100%, 3~33  A 100%→0%, 33~40  A 

0%)  걸어주었다. 량  1.0 ㎖/min  조절하 고, UV검  파  TD49  흡

 320 nm  조건에  하 다. 또한 TD49  탑 한 HcRNAV34 VLPs  

dissociation buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 5 mM DTT, 10 mM EDTA, 

pH 8.0)  dialysis 함  VLPs  해하여 TD49가 VLPs 안  탑  것  

VLPs 에 어  것  TD49농  해 해보았다.

 

제 9 절 숙주에 한 TD49가 탑  HcRNAV34 VLP          

조 과

  HcRNAV34 VLPs  숙주에 한 조 과 찰  해 숙주  H. circularisquama  

HU9433-P  숙주가 아닌 H. circularisquama HY9423  하 다. TD49가 탑  

HcRNAV34 VLPs 100 ㎕  조 양액 약 400 ㎕에 넣어주어 1:4  비  하

다. 그  조  TD49가 탑  HcRNAV34 VLPs  접  수   해 

 하여 3 시간 동안 천천히 하 다.  끝난  1300 rpm에  3 

간 원심 한  등액  제거하고 f/2  500 ㎕  넣어 2  washing 과정  

거   다시 f/2  100 ㎕에 탁하여 학 미경  해 숙주에 한 

HcRNAV34 VLPs  조 과  찰하 다.
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제 3  결과  고찰

 

 제 1 절 HcRNAV34 시드 단  전  합

  편 조  H. circularisquama에 감염하  RNA 러스  HcRNAV34  4.4 Kb

 genome  가 고 ,  개  ORF  RNA polymerase (orf-1)  시드 단

 (orf-2)  다. Genbank [accession number; AB218608]  그  

시드 단  암 하  orf-2 전  정보  탕  균에   가 하

 전체 전  약 10% 정  차 하  rare codon  Arginine (CGA, CGG, 

AGG, AGA), Glycine (GGA, GGG), Leucine (CUA), Proline (CCC) 각각  Arginine 

(CGT, CGC), Glycine (GGT, GGC), Leucine (CTG), Proline (CCG)  어 codon 

optimization 시킨  합 하 다. 합  1.1 kb  HcRNAV34 시드 전 가 클

닝  pUC57-HcRNAV34  Genscript  았다 (Fig. 2).
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Fig. 2. ORF-2 gene sequence of HcRNAV 34 capsid protein obtained from 

Genbank [accession number AB218608] and codon optimization for 

expression in E. coli.
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 제 2 절 HcRNAV34 전  클 닝   

  

  1. HcRNAV34 전  클 닝

  pUC57-HcRNAV34 플라스미드  주  플라스미드  PCR  수행하여 HcRNAV

34 시드 단  전  량 폭하 다. 1%  agarose gel에  1.1 kb  

HcRNAV34 시드 단  전  단편  하 다 (Fig. 3). Clean up  해  순

수하게 얻  1.1 kb  DNA 단편  pCR2.1 vector에 클 닝하여 얻어  조합 플라

스미드  염 열   (MACROGEN)하여 HcRNAV34 전  염 열  

하 다. 게  HcRNAV34 전  5’-NdeI 과 3’-SapI 말단에  

제한  하여   균에   가 하  intein tag가 포함  

pTXB1 vector에 ligation  수행하 다 (Fig. 4). 게 만들어  조합 플라스미드

 균 BL21(DE3)에 heat shock  하여 전 하 다. 
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Fig. 3. PCR product of codon optimized gene of HcRNAV34.
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Fig. 4. Construction of pTXB1-HcRNAV34.
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  2. HcRNAV34 시드 단  적  조건 

  pTXB1-HcRNAV34 조합 플라스미드가 포함  균 BL21(DE3)에  HcRNAV  

34 시드 단   하 다. 14~16 시간  양한 전 양액  1% 접종 

하여 600 nm  파 에  흡 가 0.5    양한 다  1 mM  IPTG  첨

가 한  적   하  하여 30℃에  3 시간, 25℃에  14 시간, 

16℃에  20 시간  조건  각각 양하 다. 게 얻어  양액  원심  하

여 균체  수하고 column buffer  하여 탁하 다. 탁액  Sonicator  

하여 파 한  원심  하여 cell debris  supernatant fraction  

하 다. 게 한 각 fraction  12% SDS-PAGE gel  해  무  

solubility  하 다. 그 결과 든 조건에   것  할 수 었고 

그 에 16℃에  양하   30℃  25℃에 비해   단  solubility

가 가  것  할 수 었다 (Fig. 5). 

  다  게 얻어   시간 조건에  물  IPTG 농 에  

HcRNAV34 시드 단   찰하 다. IPTG농  (각각, 0.1, 0.5, 1 mM)

 처 하여  한  12% SDS-PAGE gel  해 량  하 다 

(Fig. 6). 그 결과 0.1 mM  IPTG에  0.5 mM 나 1 mM  처 했   한 

량  하 다. 또한 IPTG 농 에  HcRNAV34 시드 단  량  

western blot analysis  수행하여  여  한 결과 IPTG  농 차 에 

 량  큰 차 가 나  않   할 수 었다 (Fig. 7).
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Fig. 5. SDS-PAGE analysis of the recombinant HcRNAV34 capsid protein 

expressed in E. coli at different temperature (A) 30°C, (B) 25°C and (C) 

16°C. Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, cell free extract; lane 2, 

soluble fraction; lane 3, pellet. 
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Fig. 6. Effect of IPTG concentration on recombinant HcRNAV34 capsid 

protein expressed in E. coli ; (A) 0.1 mM, (B) 0.5 mM and (C) 1 mM. 

Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, cell free extract; lane 2, soluble 

fraction; lane 3, pellet fraction.
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Fig. 7. Western blot analysis of recombinant HcRNAV34 capsid protein 

expressed in E. coli at different IPTG concentration. Symbol: M, molecular 

weight marker; lane 1, 0 mM IPTG; lane 2, 0.1 mM IPTG; lane 3, 0.5 mM 

IPTG; and lane 4, 1 mM IPTG.
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 제 3 절 HcRNAV34 시드 단  정제

  IPTG에 해   조합 균  득하여 cell free extract  제조하

다. 수  cell free extract  HcRNAV34 시드 단  정제하 해 open 

column (5㎖, Bio-Rad)에 chitin bead (BiolabsⓇ)  한  2 ㎖/min   

column buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.5)  흘 주어 

chitin column  평 하 다. 그  cell free extract  0.5 ㎖/min   흘

  column buffer  해 3 ㎖/min   washing하여 68 kDa  fusion 

protein  chitin column에 결합시켰다. 50 mM DTT가 포함  column buffer  흘

 다  에  2  동안 한  chitin column에 결합  38 kDa  HcRNAV34 

시드 단   정제하 다. 각각  단계  거쳐 정제  HcRNAV34 시드 단

 12% SDS-PAGE gel  하여 하 다 (Fig. 8). 

.
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Fig. 8. Purified HcRNAV34 capsid protein using chitin column 

chromatography. Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, cell free 

extract; lane 2, fusion protein bound to chitin resin; lane 3, purified 

HcRNA34 capsid protein (0.02㎎); lane 4, Western blot analysis of HcRNA34 

VLP antibody. 
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  2. N-terminal amino acid sequencing

   정제  38 kDa  HcRNAV34 시드 단  아미노  열  하  해 

12% SDS-PAGE gel  하여 전 동한 , semi-dry transfer system 

(Southam Warwick shire CV33 0HP, ENGLAND)  하여 PVDF membrane에 

transfer하 다. 그  PVDF membrane  Coomassie Blue Reagent (1.2 g 

coomassie brilliant blue R 250, 400 ㎖ methanol, 600 ㎖ distilled water)  염  

하여 38 kDa  시드 단  한  그  라내어 한 과학 원 연

원에 N-terminal amino acid sequencing  하 다. amino acid sequencing 

결과 첫 째 아미노  M: methionine,  째 T: threonine,  째 R: arginine, 

네 째 P: proline, 다  째 L: leucine, 여  째 A: alanine  N 말단  6개 

아미노  열  하  것  하 다 (Fig. 9).
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Fig. 9. N-terminal amino acid sequencing of HcRNAV34 capsid protein.
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 제 4 절 HcRNAV34 VLPs  조

  정제  38 kDa  HcRNAV34 시드 단  1 ㎎/㎖  2X dissociation buffer 

(20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 10 mM DTT, 20 mM EGTA, pH 8.0)  1:1  비

 에 1 시간 시킨  cutoff 10 k dialysis cassette (thermo)에 넣어 

reassociation buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 20 mM CaCl2, pH 8.0)  

4℃에  2  동안 dialysis과정  해 HcRNAV34 VLPs  조 하 다. 조  

HcRNAV34 VLPs  한  과학 원 연 원 전 미경  경 님에게 TEM

과 Cryo-EM 미경  한 조  하 다. 조  HcRNAV34 VLPs  

negative staining 하여 TEM  한 결과 규 적  양  VLPs들   것

 하 고, 정 한 조  하  해 negatively stained particles  

Cryo-EM  해 projection averages 하여 한 결과  체  규 적  

크  VLPs가  것  하 다 (Fig. 10). 
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Fig. 10. TEM analysis of reassociated HcRNAV34 VLPs visualized by 

negative staining (A) and Cryo-EM analysis from projection averages of 

negatively stained particles (B). 
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 제 5 절 FITC  한 HcRNAV34 시드 단  

  HcRNAV34 시드 단  1 ㎎/㎖에 2X dissociation buffer (20 mM Tris-HCl, 

500 mM NaCl, 10 mM DTT, 20 mM EGTA, pH 8.0)  1:1  비  첨가하여 

에  1 시간 시킨 에 100 mM FITC 100 ㎕ 주 하 다. 그  3.5 K dialysis 

cassette (thermo)에 넣어 reassociation buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 

20 mM CaCl2, pH 8.0)  4℃에  2  동안 dialysis  해 HcRNAV34 시드 단

에 FITC  하 다. FITC가  HcRNAV34 시드 단  12% 

SDS-PAGE gel  내   UV  비  FITC   한 결과 38 kDa  

HcRNAV34 시드 단 에  녹  찰  것  하 다 (Fig. 11). 



- 35 -

Fig. 11. SDS-PAGE analysis of HcRNAV34 capsid protein labeled with FITC. 

Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, purified HcRNAV34 capsid 

protein; lane 2, HcRNAV34 capsid protein labeled with FITC illuminated with 

UV lamp.
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 제 6 절 HcRNAV34 VLP  숙주 특  찰

  HcRNAV34 VLPs  숙주 특  찰  해 숙주  H. circularisquama 

HU9433-P, HA92-1  숙주가 아닌 H. akashiwo, C. marina, H. circularisquama 

HY9423등  5종  조  하 다 (Table 3). FITC가  HcRNAV34 VLPs 

100 ㎕  조 양액 약 400 ㎕에 넣어주어 1:4  비  시켜주었다. 

HcRNAV34 VLPs  조  접  수   해  하여 3 시간 동안 

천천히 하 다.  끝난  1300 rpm에  3 간 원심 한  등액  제

거하여 f/2  500 ㎕  넣어 2  washing 과정  거쳐 여 FITC  제거 하

다. 그  조  다시 f/2  100 ㎕에 탁하여 미경  해 숙주에 한 

HcRNAV34 VLPs  숙주특  찰하 다. 저 가시 역  해 조  양

 한  역  해 조 에 FITC가  HcRNAV34 VLPs가 녹   

나타내  찰하 다. 그 결과 숙주  H. circularisquama HU9433-P  HA92-1에

 녹  찰 었고, 숙주가 아닌 H. akashiwo, C. marina, H. circularisqua 

ma HY9423에  녹  찰  않았다 (Fig. 12, 13).
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Strain Viral infectivity References

H. circularisquama HU9433-P HcRNAV34 [14]

H. circularisquama HA92-1 HcRNAV34 [14]

H. circularisquama HY9423 HcRNAV109 [14]

H. akashiwoa -

Cattonella marinaa -

Table 3. Heterocapsa circularisquama strains used in this study

-not determined
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Fig. 12. Host specific binding of HcRNAV34 VLPs labeled with FITC to its 

host, H. circularisquama HU9433-P and HA92-1, under the observation with 

optical and fluorescent microscopy. Optical filter (A), red filter (B), and green 

filter (C).
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Fig. 13. Host specific binding of HcRNAV34 VLPs labeled with FITC to its 

non-host, H. akashiwo, C. marina and H. circularisquama HY9423, under the 

observation with optical and fluorescent microscopy. Optical filter (A), red 

filter (B), and green filter (C).
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 제 7 절 HPLC  한 HcRNAV34 VLP에 탑  TD49

        정량

  HcRNAV34 VLPs에 탑  합  조 물  thiazolidinedione (TD49)  정

량하  해 Agilent  1200 series HPLC  하여 하 다. Diode Array 

Detector (DAD)  Agilent Zorbax SB C-18 column  하 , column  

30℃, UV검  파  320 nm  조건  하 다. 동  (A) 10% 

acetonitrile, 0.1% trifluoroaceticacid  (B) 100% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic 

acid  하여 linear gradient (0~3  A 100%, 3~33  A 100%→0%, 33~40 

 A 0%)  걸어주었다. 량  1.0 ㎖/min  조절하 다 (Fig. 14). 그 결과 에 

넣어  TD49 농  비 약 44 % 정 가 HcRNAV34 VLPs에 탑  것  

었다. 또한 TD49  탑 한 HcRNAV34 VLPs  dissociation buffer (20 mM 

Tris-HCl, 500 mM NaCl, 5 mM DTT, 10 mM EGTA, pH 8.0)  하여 TD49가 

탑  VLPs  다시 해시킴  TD49가 VLPs  에 어  것  VLPs안

 탑  한 결과 탑  TD49  농  다시 해  TD49  농 가 

연한 차 가 나타남   TD49가 VLPs 안  탑  것  하 다 

(Table 4). 
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Fig. 14. Detection of TD49 encapsulated in reassociated VLPs and 

dissociated VLPs after reassociation process.
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Sample Concentration (μM) Recovery (%)

Only TD49 167μM (blank) ND 0

TD49 encapsulated in complete VLPs 73.7±2.7 44.1±1.6

TD49 attached in dissociated VLPs 10.2±1.1 6.1±0.7

Table 4. TD49 concentration encapsulated in reassociated and its 

concomitant dissociated VLPs
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 제 8 절 숙주에 한 TD49가 탑  HcRNAV34 VLP         

         조 과

  HcRNAV34 VLPs  숙주에 한 조 과 찰  해 숙주  H. circularisquama 

HU9433-P  숙주가 아닌 H. circularisquama HY9423  하 다. TD49가 탑  

HcRNAV34 VLPs 100 ㎕  조 양액 약 400 ㎕에 넣어주어 1:4  비  시켜 

주었다. 조  TD49가 탑  HcRNAV34 VLPs  접  수   해 

 하여 3 시간 동안 천천히 하 다.  끝난  1300 rpm에  3 간 

원심 한  등액  제거하고 f/2  500 ㎕  넣어 2  washing 과정  거

  다시 f/2  100 ㎕에 탁하여 학 미경  해 숙주에 한 

HcRNAV34 VLPs  조 과  찰하 다. 그 결과 숙주  H. circularisquama 

HU9433-P  HcRNAV34 VLPs에 탑  조 물  해  하  것  

찰 었고, 에 HcRNAV34 VLPs  숙주가 아닌 H. circularisquama HY9423에  

전  향  미  않  것  찰 었다 (Fig. 15).
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Fig. 15. Host specific algicidal effect of HcRNAV34 VLPs encapsulated with 

TD49 on its host H. circularisquama  HU9433-P (A) and its non-host 

HY9423 (B) at 20℃ for 2 hr and 3 hr.
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제 4  결

1. H. circularisquama RNA virus 34 전  정보  탕  균에  가  

하  전체 전 에 약 10%  rare codon 적 시켜 전  합  하 다. 

2. HcRNAV34 시드 단  적  조건  탐 한 결과 16℃에  0.1 mM  

IPTG  첨가하여  하   가  안정적  었다.

3. 조  HcRNAV34 VLPs  조  전  미경  해 찰한 결과 체  규

적  양  VLPs들   것  하 다.

4. FITC가  HcRNAV34 VLPs  하여 숙주 특  찰한 결과 숙주  H. 

circularisquama HU9433-P, HA92-1에 만 FITC   녹  찰  

HcRNAV34 VLPs가 숙주에 특  가  것  하 다.

5. Dissociation과 reassociation 과정  해  넣어  농  비 약 44%  

TD49가 HcRNAV34 VLPs에 탑  것  HPLC  해 하 다. 

6. TD49가 탑  VLPs  다시 dissociation buffer에 넣어 dialysis 함  

VLPs  해한  TD49  농  한 결과 10 μM  VLPs에 탑  TD49 

농  73 μM  큰 차  보 므   TD49  VLPs    

것  아닌 VLPs안  탑 다  것  하 다.

7. TD49가 탑  HcRNAV34 VLPs  조  시킨 결과, 숙주  H. circularis  

quama HU9433-P    것  찰 었고, 숙주가 아닌 H. 

circularisquama HY9423  전  향   않  것  찰 어 

HcRNAV34 VLPs  숙주만  택적  조 시키  것  하 다.
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8. 본 연  결과들  탕  해조 에 감염하  러스  하여 해조 만

 택적  조시켜 적조  제어하   생물학적 제 술  가  

 할 수 었다. 
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