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Abstract

Self assembly of HcRNAV109 and controlling of harmful 

microalgae, Heterocapsa circularisquama, by utilizing the 

host specific algicidal activity

 Oh Hye Gyung

     Advisor : Prof. Si Wouk Kim, Ph. D

     Department of Environmental Engineering,

 Graduate School of Chosun University

 Harmful algal blooms (HABs) are characterized by rapid and massive 

accumulation of certain types of microscopic algae and HABs are linked to 

significant socio-economic losses and can give extensive damages to the 

aquatic ecosystem, drinking water sources and human health by depleting the 

dissolved oxygen and blocking the sunlight, or producing toxins. 

Recombinantly expressed and purified VLPs of Heterocapsa circiularisquama 

RNA virus (HcRNAV) can be used as a potent carrier for harmful algal bloom 

suppression. The HcRNAV strains were divided in two types; HcRNAV109 

(CY-type) and HcRNAV34 (UA-type), based on their complementary 

strain-specific infectivity. Host specific attachment and cell destruction 

of HcRNAV109 VLPs against H. circularisquama strains were investigated under 

microscopy by encapsulating the particles with a novel algicidal substance, 

thiazolidinedione (TD49). The TD49 concentration was detected by HPLC 

analysis. The VLPs encapsidating TD49 specifically attached and destroyed 
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the cells of H. circularisquama HY9423, which are the hosts of the HcRNAV109 

strains, but not the cells of HU9433-P and HA92-1, which is known as a host 

of HcRNAV34 virus.  These results indicate that the recombinant VLPs have 

considerably high host specificity and are compatible with a common viral 

property of host specific infection. Therefore we suggest the possibility 

that VLPs encapsidated algicidal agents can be used as an alternative and 

highly effective bio-control tool to prevent a harmful algal blooming in the 

sea.
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제 1   

제 1 절 연 경

   난  해 남극과 극  빙하가 녹  해수  해수  가, 해수 

염 농  희   해수  수  승하게 다. 또한   공 에 

해 N, P 등   과다  해수    래 다. 

처럼 미 조 가 식하 에 적합한 경  갖 게  수 에 식하  미

조 가 다량 식하게 고 그   생 하  해 미 조 가 과다  

식하여  보   해수가 녹 , 갈  또  적  띄게   

해조  생 (Harmful Algal Blooms : HABs)라고 한다 [1-2]. 

  해조  생  해 나타나  피해  접적  피해  간접적  피해  

나  수 다 (Table 1). 히 수   고갈  해  식  할 

수 고  가미 착  한 흡 해, 조  내  비에 한 

패  집단 폐  등 수 원  폐  고 들  패  다시 경  

하여 해조  생  하  순  복  한다. 또한 해 균  조

과 포가 달라 고 물  과량  해   나   비  하여 

해저에 빈 (hypoxia) 또  무 (anoxia)  래하  등 해  생태계  

시킬 뿐만 라 다  하고 심한 취가 남  심미적 가  실

할 수  수 물 비 뿐만 라 폐  패  에 해 식

 할 수 다 [3]. 

 나라에  해조  생에 한 과학적  조  시 동만에  찰

 1961년 에  시 다. 1963년  경제개  5개년  시    

시폐수가 적  가  나라 근해  많   폐수가 다. 

1970년   주  해만 근에  규조  (diatom)에 하여 여 철에 

적  생하 다가  1주  에  하곤 하 나 1978년에   

갖  편 조  (flagellate)에 해 한 만과 거제만에   27  원  피해  

 등 해조 에 한 피해가 생하게 다. 수 과학원  적조 생 료

  1980년  해조  생  생해역과 원  종  한 결과 
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1981년에  고농  편 조  (dinoflagellate), 히 Gymnodinium T-′65 에 

해 해만, 만 등  심  7월  3개월간 적   17  

원  피해  게 다.  해만  포함한 염해역에  원  종에 한 

학적 연 , 생 학적 연  등  루 졌다. 처럼 1980년 에  7월  9월

 해만, 만등  심  Gymnodinium T-′65, Prorocentrum micans, 

Skeletonema costatum, Thalassiosira sp., Microcystis sp.  Chaetoceros 등에 

해 생하 다. 1990년 에  남해 과 동해  심  Heterosigma 

akasiwo, Cochlodinium polykrikoides, Ceratrium furca, Prorocentrum spp. 등에 

해 생하  히 1995년에  5월  10월  간 생하  그

 해 761  원  한 피해  다.  2000년 에  에 남해 과 

동해  심에  에  해  다. 주  원  종  C. 

polykrikoides, H. akasiwo  Chattonella sp. 등에 해 2003년에  215  원, 

2007년에  100  원  피해가 생하  등 수  피해가 히 생하 고 

2012년 에  7월   50  동  남해 과 동해 에 , 10월에  24  동

 해 에  생하  등 고  해조 가 적  생하  그 피해

 할 것  다 (Table 2). 처럼 1980년 에 들  연  수

 가  낮  겨 철  제 하고  매년  개월간 적  생하  1990

년 에  남해 과 동해 , 2000년 에  해  전 연 에  수시  

하게 천  수  원에 한 향  끼쳐 역 경제  피해   경  

란시키고 다 (Fig. 1). 또한 1982년에  30%  규조  33% 편 조  37%

 합종에 해 생하  등 1980년 에  원생동물 에  라피 , 남조 , 

규조 , 편 조   편 조  등 다 한 조 에 한 해조  생  

점종 합  (bloom of mixture of species) 할 수 다. 그러나 1990년

 편 조  편 조  비  가하게 고 2000년   편 조

 C. polykrikoides가 적  히 2012년 에  해조    1%  

편 조   98%  편 조 에 해 생하게 다. 처럼 내  해조

 생  점종 합종에  단  점종 (mono specific bloom)  종천 가 

생하   수 다 [4-9] (Fig. 2). 

  년에  또 다  편 조  Alexandrium spp.가 만과 해만에  7건 
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생하 다.  편 조  다 한 해 미  종에 한 해조  생  

가  할 수 다. 편 조  간 고  생하여 갑각  량 

폐 시킬 수  맹  갖 다. 그  1990년  본   해역에

 생하여 과 조개  량  폐  시키  매  강한  갖  편 조

 Heterocapsa circularisquama  생 가 에 점  고 다 
[10-11]. 근래에 

Chattonella spp.  Alexandrium spp.  가 등 내  해조  생  

내만 에   가 가 강하  문에 향   가  높  해

조  고 다.
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Division
Damage 

patterns
Damage cause Causing symptoms

Direct 

damage

Death from 

poisoning

Production of toxin of 

harmful microalgae

Production of 

biotoxin 

toxic material production by bacteria

Production of toxic ingredients such as  

organism decomposition of HABs algae

Toxicity breakdown 

product, DNA 

damages, cell damage

Suffocation

 Production of oxygen free radical
Enzymic 

transformation, 

Respiration of plankton
Consuming of 

dissolved oxygen

 Consumption of dissolved oxygen by 

organism debris respiration

Development of 

anoxia ringleader

breathing disorder by gil clogging
Fall of gas 

exchange roll 

physiological stress by increase of 

carbon and pH in seawater

Relative oxygen deficiency and 

deteriorating water quality

Gill damage
Gill damage by harmful 

microalgae salience

Indirect

damage

Productivity 

decline

migratory escape, depletion of 

resources and weak of reproduction

Poor of sea water exchange
biologic growth 

slowdown

organic matter 

→ exchange of benthic organism

shellfish, crustacea

→ Polychaeta

Change of environment quality  

(clay, turbidity)

photosynthesis 

slowdown

Secondary 

damage

Declining of sea food Halo effect

Food poisoning Health damage

Table 1. Damage of marine organism by HABs 
[3].



Year Sea area of occurrence Class Major harmful species (count)

1981

만, 가조 , 행 만, 동만, 남항, 당동만, 

동만
Dinoflagellate Gymnodinium T-‘65 (53), Prorocentrum spp (3)

만, 견내량, 고 만, 행 만, 당동만 Diatom Skeletonema costatum (21)

1985

신만, 만, 행 만, 고 만, 원문만, 동만 Dinoflagellate
Gymnodinium spleudens (7), Prorocentrum minimum (6), Nitzschia seriata 

Prorocentrum dentatum (2)

만, 행 만 Raphidophycea Thalassiosira sp.(2)

만, 고 만, 만, 행 만, 만, 고 만, 

해만, 원문만, 돌  만
Diatom Chaetoceros spp. (4), Skeletonema costatum (14)

1988

포, 청하 , 만, 행 만, 만, , 가조 , 

거제, 거제시 남 , 팔미
Dinoflagellate

Coclodinium (7), Prorocentrum micans (4), Prorocentrum minimum (2),

(1), Gymnodinium spleudens (1)   

만, 만, 다 Flagellate Heterosigma akasiwo (3)

동만, 만, 당동만, 동만, 고 만, 천수 , 

, 천 팔미
Diatom Skeletonema (7)

만, 남해  남 , 승  포만 Cyanophyta Microcystis sp. (3)

천 Ciliophora Mesodinium (1)

1993

, 동만, 신만, 해 , 해만, 거제, 행 만, 

, 전남 여천, 남해 미조 , 강 만, 량 , 비 Dinoflagellate
Cochlodinium polykrikoides (11), Noctiluca scintillans (5), Prorocentrum 

sp.(4), Ceratium furca (3)

원문만, 만 Flagellate Heterosigma akasiwo (3), Eurepiella sp. (1)

원문만 Diatom Skeletonema costatum (4)

1995

, 여 만, 고흥, 경주-포항, 척시- , 제주 , 

남해 남 , 돌 , 포항, , , 행 만, 좌

, 

Dinoflagellate
Cochlodinium polykrikoides (38), Ceratium furca (33), Noctiluca scitillans 

Gymnodinium sanguineum (3)

Table 2. History of HABs area, year, types of algae and number of harmful algal species identified in Korea seawater [8-9]. 



Year Sea area of occurrence Class Major harmful species (count)

, , 란만, 여수, 강 만, 량 , 동

만
Flagellate Heterosigma akasiwo (12). Eutrepriella gymnastica (1) 

강 Diatom Thalassioaira mala (1)

항 Ciliophora Mesodinium rubrum (1)

2001

수 강, 해만, , 거제시, 만, 동만, 

만, 행 만
Dinoflagellate

Cochlodinium polykrikoides (10), Prorocentrum micans (6), Eutrptiella 

(4), Ceratium furca (4)

강, 포항, , 만, , 행 만, 만, 

동만
Flagellate Heterosigma akasiwo (14), Cryptomonas sp. (1)

보 , 여수, 수 강 하 Diatom Thalassiosira sp. (1), Skeletonema sp. (7)

보 Ciliophora Mesodinium burum (1)

2007

, , 포항, 경주, 주, 미조 , 량 , 고

, 여수, 흥, , 고흥-여수, 고흥-보돌 다
Dinoflagellate Cochlodinium polykrikoides (16)

태 , 천수만-태 해역, 태 -남 , 비 만 Raphidophycea Chattonella globosa (4)

2010

수 만, 만, 동만, 해만, 행 만, , 여수-

, 고흥-여수, , 연
Dinoflagellate

Cochlodinium polykrikoides (10), Prorocentrum minimum (5), Gymnodinium 

Prorocentruam dentatum (3), Ceratium furca (2), Alexandrium 

Noctiluca scintillans (1)

천수만, 여수, 남해 Flagellate Heterosigma akasiwo (6)

천, 시, 남해 Diatom Chattonella antiqua (5), Chattonella curvisetus (2), Skeletonema costatum 

2012

흥- , 나 , 남 , 고흥 내나 동- 나

, 여여수 남 -돌 , 경남 거제-다 만, -연

, 해만, 포항, 남해, 미조 , 가조 , 남 태 -

보 - 천, 비 만, 비 만- , 

Dinoflagellate
Cochlodinium polykrikoides (72), Alenxandrium sp. (7), Prorocentrum 

Ceratium furca (2)

만, 해만, 거제, 비 만 Flagellate Heterosigma akawiso (4)

Table 2. Continous
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Fig 1. Annual HABs occurring marine areas in Korea [8-9].
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Fig 2. Microalgal transients in marine area of Korea from the year of 1980 

to 2012 [8-9].
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제 2 절 연 적

  내에  해조  생 빈 가 고  한 심각한 수 피해가 

 등 경과 간 건강에 해  끼 고 다. 또한  강한  

갖  해한 미 조 들  한 해조  생 가  볼   제 할 수 

 신적  술  시 히 다.  연  적  제 술  생물

학적 , 학적  물 적  다. 저 생물학적  제  해  

생물 간   한  적조  해조  제  동시에 천적

  정 종들  식  한 생태계 란  하  문제점  

가 고 다. 학적   (CuSO4), 시  (Simazine) 또   

합물 등  학  포하  다. 그  비  가  저 하여 널  

  다  무해 생물에 향  끼쳐 수  다  생물에 한   

식  에  문제가 래  수  규  포하  경   고 

해조  생시 수  높   경 조건하에  가 

정해  문에 비경제적  한계점  가 고 다.  물 적 

 해 미 조  흡착, 집하거나   에 해 수하  해  수 

 강 , 존  하여 해 미 조    시키  존 처 과 

파 (160-400 kHz)  적조원 생물  포  파 하  파 처  나 

다에   하 수적  많  다 생물에 험   수  

 실 단계에   하고  실정 다 [12-13]. 처럼 다 한 제 

술  내에   (점 ) 포  적 고 다. 1996년  시・

에  포에 한 과  보게   하고 다.   

  빈 공간  순물 ( 염물 )  흡착 해해   하게 하고 

원적  하   해조  생  키  해 미 조  가 

      공간  흡착해 다  가라  하  것

다. 해조  생시 에   다에 접적  량 하  문

에  포 과  고 비  가뿐만 라 저 에 많   

가 적  생태계에 향  미  수  다. 또한 수 피해가  해역

에만 포하  것  라 비 적 넓  다   포하고  그 문제
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  크다. 가  내  식 생물  폐  경 에  단시간 내에 패  

식생물  연 적  폐  2차 수 염 문제  한다. 그러므  단 시간 

내에 폐  가  제거해 만 하     수동  

루  문에 많  시간과   비  갖 다. 러한 들

 적  심각한 경적  문제  래할 수 다. 그러므  해조  

생  제하  한  술 개  절실히 필 하다 
[14].  

  본 연 에  해  생태계에 미   향  하고 2차 염   

연생태 조 , 경 적  택적  향  미   학 합  

조물  개 하고  택적   숙주에만 전달하  해 종  체

 VLP (Virus like particle)  하고  한다. 

  러스  전정보  담고  DNA/RNA  보 하  단  조체  러

스 시드에 한 연   많  에  그  연 가 행 에 다. 

러스 시드  정한 나노크  균 한 태, 견고한 조   연결

 나노 공  가  단  조체  루 져  핵  제거  러스 

시드 빈 내  공간  에 한  연 가 행 고 다.  보고에 

  러스들  포 에 과    수 체들에 해  적

 연적    문에 들 러스 래  시드  

량생 하여 물  수 체  하  택  시킬 수 다 [15-16]. 

 라   연  적  숙주 적  러스  시드 단  전  

균에  량 하여 나노 시드  생 한  조  시키  물  

주 한 나노 시드  하여 해조  제하  다. 적  해수 

1 ㎖에  100 만 개에  러스가 존 한다고 져 다. 또한 해  적

조 원  생물  하  간에 뚜  나타나   적조생물에 한 

러스  가가 찰  들 러스  한 적조퇴  가  열

놓 다. 히 플랑크  러스  생 (blooming)  나 생물량 

(biomass)  고조   숙주 포  해시  간접적  에너  물  그

고 물  흐  란하  한다. 처럼 러스에 한 조 술 연

  게 고 다. 내에  적조 제  에 한 다 한 접

근  시 고 나 러스  하  시   루 고  다. 
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2006년  보고  해  조  감염시키  20여종 미만  러스  맹  

갖   Heterocapsa circularisquama 미 조  숙주  감염하  러스 시

드 단  량생 하여 HcRNAV  VLP에 조물  (TD49)  탑 시  숙주에 

적  감염시  시키고 한다 [17] (Table 3).  해 뿐만 라 담수  

녹조   한 해생물체 제에   수  경생태  파 하  

 합 술 ( -나노- 경)  접 한 해조  생  제할 수  

술  개 하  것 다.
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Table 3. Viruses infectious to marine eukaryotic microalgae 
[17].

Virus Host Size (nm) Genome

BtV
Aureococcus 

anophagefferens
140 dsDNA

CbV
Chrysochromlina 

brevifilum
145-170 dsDNA

CeV Chrysochromlina ericina 160 dsDNA

EhV Emiliania huxleyi 170-200 dsDNA

HaNIV Heterosigma aakashiwo 30 not found

HaV Heterosigma akasiwo 202 dsDNA

HaRNAV Heterosigma akasiwo 25 ssRNA

HcRNAV
Heterocapsa 

circularisquama
30 ssRNA

HcV
Heterocapsa 

circularisquama
197 dsDNA

MpRNAV Micromonas pusilla 50-60 dsDNA

MpV Micromonas pusilla 115 dsDNA

PoV Pyramimonas orientalis 180-220 dsDNA

PpV Phaeocystis pouchetii 130-160 dsDNA

PgV Phaeocystis globosa not found dsDNA
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제 3 절 조물  TD49  HcRNAV VLP

1. 조물  TD49

  존에   조제 (algicide)  무 합물  copper sulfate (CuSO4)

 합물  diuron (N’-(3,4-Dichlorophenyl)-N,N-climethyl-Urea)   

해조 에 한 조  보 나 경 염문제  해조 에 한  택

 결여  합물 다[9-10]. 또한 적  학적 식  해조  생  

제  간  람 하  한 에 해 제한  수 다. 본 연 에  택적

 향  미  algicidal 학물  적 하여 학  제제  정  검

 당뇨병 료제   TD (Thiazolidinedione)계열 합물  합 하여 

학합  조물  TD49 

(5-(3-chloro-4-(cyclohexyloxy)benzylidene)thiazolidine-2,4-dione)  하

다 (Fig. 3). TD49  량  337.83 g/㏖  무극    낮고 0.8 

mg/㎖  낮  해  갖  난   DMSO에 녹 다 [18-20]. 난  고체

 TD49  해  향 시키  해 수  고  드  하 다. 

드  나노   연  에  적 고  학 , 물 달 

 여경 에   역할  검 고 다.  수많  가  

루  고  조  수  내  공간과 민  (-NH2)  한 수   

 가  나노  수  해 수 에 한 해 가 낮  물  

수   하여 해  개 시킬 수 다 (Fig. 4). 드  조

적  다  (multi-functional group)  가  심핵 (core), 가  단

（dendron) 그 고  그룹 물  (surface)  고  가  합 수에 라 

G0에  G7  할 수 다 [21]. 그  G2 드 가 incopration  TD49  

3.26 kDa  TD49-G2 complex  4% 탄  포함  수에 해  해 조

에 한 조물  보다  높   할 수 다. 
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    (A)                               (B)       

                     

  

                                     

Fig. 3. The chemical structure of TD derivative (A) and TD49 (B) [18-20].

Fig. 4. Graphical presentation of PAMAM dendrimers from core to generation 

G=7 showing the linear increas in diameter and exponential growth of the 

number of surface groups [21].
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2. HcRNAV VLP

  H. circularisquama  해조  생  원 종  져  들  생

하  에 해 조개 가 폐  수  식 에 한 해  히  편

조  (dinoflagellate)에 하  강한  가  해 미 조   하나 다. 

 미 조  러스에 해 감염  정 십 체  HcV  HcRNAV  

다. HcV  double strand DNA  게놈  하  HcRNAV  34 nm±2  single 

strand RNA  게놈  한다. 그  HcRNAV  H. circularisquama 개체  동태

 제할 수   숙주 적  감염  하   가 고 다. 

HcRNAV  숙주들  CY-type과 UA-type  나 다. 본 해 에  isolation  

CY-type strain, H. circularisquama HY9423  H. circularisquama HCLG-1  

적  감염하  러스  HcRNAV109  UA-type strain, H. circularisquama 

HU9433-P  H. circularisquama HA92-1  적  감염하  러스  

HcRNAV34 다 (Table 4) [21]. HcRNAV  핵  단   갖  4.4 kb  ssRNA 

게놈  HcRNAV109  HcRNAV34 게놈  염 열  97%  homology  갖 다 [22-24] 

(Fig. 5).  전 가 갖   개  orf  polyprotein  하  orf-1과 

major capsid protein  하  orf-2 다 . 든 러스  그들   물

 생 하게 하  전물  가 고  (DNA  RNA) 시드 (또  VLP)

라  단  피   (capsomer)라  단  복합체가 전물  

주 에 정한 열   것 다. 시드 전  클 닝  단  

 해 HcRNAV VLP 조  하  해 시드 단  전정보  갖  orf-2

 균에  시드 단   해 rare codon  제거하여 codon 

optimizaion하 다. HcRNAV VLP 단  33 nm  경  갖  한 trimer 

조 180개  루  정 십 체  조  경제적  정적  적  결

합 식 다 [25-26]. 그  HcRNAV109 시드 단  해 가 조  하여 

 HcRNAV109 VLP   조물  TD49  탑 하여 Heterocapsa 

circularisquama HY9423  숙주  적  감염하여 조 과  보 에 

한 연  수행하 다 [27-44].
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Strain
Origin

Location Isolation

Heterocapsa circularisquama  

HU9433-P

Uranouchi Bay (Kochi 

Prefecture)
Dec 1994

Heterocapsa circularisquama 

HA92-1
Ago Bay (Mie Prefecture) Jun 1992

Heterocapsa circularisquama 

HCLG-1
Gokasho Bay (Mie Prefecture) Aug 1999

Heterocapsa circularisquama 

HY9423

Yatsushiro Kai (Kumamoto 

Prefecture)
Sep 1994

Table 4. Harmfulal H. circularisquama strains, location and year of 

isolation in Japan seawater 
[23]. 
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Fig. 5. Schematic genome structure of HcRNAV34 and HcRNAV109 and the 

positions of the primers [24].
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제 2  실험 료  

제 1 절 HcRNAV109 VLP 전  클 닝

1. HcRNAV109 VLP 전  합

  본 연 에   HcRNAV109 [accession number; AB218609.1] 전  해

조   Heterocapsa circularisquama에 감염하  HcRNAV109 VLP 전  (orf-2)

 전  합  해 보하 다 (Genscript, USA). E. coli 내  조합 단

  향 시키  해 염 열  경하여 희   적  한 1.1 kb

 HcRANV109 VLP 시드 전 가 클 닝  pUC57 HcRNAV109  다. 

2. 플라스미드  제한

  전  클 닝  해 한 제한  10 units  Nde Ⅰ, sap Ⅰ(LguⅠ), 

Hind Ⅲ, Xho Ⅰ 그 고 EcoR Ⅰ (Thermo, USA)  하 고 클 닝  해 

pCR2.1  (Invitrogen®, USA)  하 다. 클 닝  pCR2.1  

하 , 단    pTXB1 (BioLabs®, England), pHCE IA (㈜

스 한 생 공학연 원, Korea) 그 고  pET-30a(+) (Novagen Inc, 

Germany) 플라스미드  하 다. 균 내  조합 플라스미드 pTXB1 

HcRNAV109  pHCE IA HcRNAV109  100 ㎍/㎖  ampicillin,  pET-30a(+) 

HcRNAV109-intein  50 ㎍/㎖  kanamycine  첨가  Luria-bertani (LB) medium

에  14 시간 동  37℃에  전 하 다.

3.  균주 

  DNA 조   전  해  숙주  E. coli DH5α   하 고 단

  해 E. coli BL21(DE3)  하 다. 조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 

단  E. coli strain에   비 하  해 BL21(DE3), TOP10, DH5

α, ER2566, XL1-Blue, MG1655  rpoS-[45]  하 다. 
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4. Competent cell 제조

  Competent cell  Inoue 에 라 제조하  제조과정  다 과 같다 
[46].

 5 

㎖  LB medium에 E. coli BL21(DE3) 단   접종하여 12 시간 동  37℃

에  전  하  200 ㎖   LB medium에  1%  접종한  600 nm  파

에  흡 가 0.6    동 한 조건에  하 다.   

ice 에 10 간 한  12,000 × g에  15  동  원심  하 다. 수

 균체에 67 ㎖  TB buffer (10 mM PIPES, 15 mM CaCl2, 250 mM KCl, 55 mM 

MnCl2, pH 6.8)  첨가하여 탁 한  12,000 × g에  15  동  원심  하

다. 종적  16 ㎖  TB buffer  1.2 ㎖  DMSO  첨가하여 합한  E. 

coli strain  하 고 균  eppendorf tube에 200 ㎕  주하여 –80℃

에 보 하 다.

5. HcRNAV109 VLP 전  클 닝

    가. 시   

  Ligation  해 T4 DNA ligase (Thermo fisher scientific, USA)  

하 고 PCR 폭  해 LA taq polymerase (5 units, Takara Inc, USA)  하

다. Primer  Bionics 에 하여 합 하 다. 그 고 전  폭에 하

 핵 폭  GenePro (Bioer Technology CO.,LTD, USA)  하 다.

    

    나. HcRNAV109 VLP 전  폭

  HcRNAV109 전  폭  한 주  플라스미드  7,800 bp  pUC57 HcRNAV109

 7,633 bp  조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP  하 다. 저 pUC57 HcRNAV109

 주  폭시킨 전  단    pTXB1과 pHCE IA과  조합  

한 주  플라스미드  pTXB1 HcRNAV109MF 주  폭시킨 전  단  

  pET30a(+)과  조합  한 주  플라스미드다. 전  폭  해 

제  primer  다 과 같다 (Table 5). 전  폭에   합  조
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No Construction Name Sequence (5´→ 3´)

1
pTXB1 

HcRNAV109 VLP

5´- Nde I forward

3´- Sap I reverse

5' GGA ATT CCA TAT GAT GAC CCG CCC   

    GCT GGC TCT GAC 3'

5' GGT GGT TGC TCT TCC GAC TCA GGC   

    AGC CAT CGC CGG 3'

2
pHCE IA

HcRNAV109 VLP

5´- Nde I forward

3´- Hind Ⅲ reverse

5'   C CAT ATG ACC CGC CCG CTG GC 3'

5' CCC AAG CTT TTA TGC AGC CAT CAA   

   TGC TGG 3'

3

pET30a(+)

HcRNAV109

-intein VLP

5´- Nde I forward

3´- Xho I reverse

5'  C CAT ATG ACC CGC CCG CTG GC  3'

5'  CTC GAG  AGC TTG GCT GAC GAA GTT  

    CGT G 3'

 10 × Taq
TM reaction 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 template DNA, 100 ng

 5'-forward  3'-reverse primer 그 고 2.5 units Taq
TM DNA polymerase (5 

units, Takara Inc, USA)  하 다. pTXB1  에 클 닝 할 HcRNAV109 

전  폭하  한  조건  94℃에  5  동  pre-heating  94℃에

 30 간, 56℃에  30 간, 72℃에  40 간 30 cycles  행하 고 72℃에

 5  동  final extension 과정  수행하 다.   20 ㎕에  수행하

다. pHCE IA  에 클 닝 할 HcRNAV109 전  폭하  한  조

건  94℃에  5  동  pre-heating , 94℃에  30 간, 62℃에  30 간, 

72℃에  40 간 25 cycles 행한  final extention 과정  72℃에  5  동

 20 cycles  행하    20 ㎕에  수행하 다. 또한 pET30a(+) 

 에 클 닝할 HcRNAV109-intein 전  폭  한  조건  94℃

에  5  동  pre-heating   94℃에  30 간 62℃에  30 간 72℃에  40 

간 25 cycles  행한  72℃에  5  동  final extension 과정  수행하

다.   20 ㎕에  수행하 다. PCR 종  생 물  gel extract 

kit (Nucleogen, Korea)  하여 gel  원하  DNA 단편  정제하 다.

Table 5. Primers used in this study.
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     다. 전  단편 TA 클 닝

  TA 클 닝  해 pCR2.1  insert DNA  1 : 1  수비  첨가하  

1 unit  T4 DNA ligase  10 × ligation buffer (300 mM Tris-HCl buffer, 100 

mM MgCl2, 100 mM, 20 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7.8)  첨가하여   10 ㎕  

14℃에  20 시간 동  시  ligation 하 다. Target gene  하  해 

미  제조한 200 ㎕  E. coli DH5α  ligation  행  10 ㎕  gene fragment

 첨가한  ice 에 30  동  정 하 다. 그  42℃에  45  동  heat 

shock  다시 2  동  ice 에 정 하 다. 1,000 ㎕  LB medium  첨가하여 

37℃에  30  동  shacking incubation하 다. 전  gene  하  

해 Incubation  cell  ampicillin (100 ㎍/㎖) 과 kanamycine (50 ㎍/㎖)  첨

가  1.5% (W/V) LB agar plate에 말하여 37℃에  14 시간 동  하 다.

라. 플라스미드 정제  염 열 

  플라스미드   정제  alkaline lysis  하 다 [47]. 수  

말 에 들   5 ㎖  eppendorf tube에 넣고 원심  한  등  

제거하고, 전물  20 ㎎/㎖  RNase I  녹  resuspension buffer (50 mM 

Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8.0) 200 ㎕  하여 탁한  lysis buffer (200 

mM NaOH, 1% SDS) 250 ㎕  첨가하여 5  동  에 하 다. 그  

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

㎖, distilled water 28.5 ㎖) 350 ㎕  첨가하여 , 래  드럽게 합시킨 

 15 간 12,000 × g에  원심  하 다.  해  등  silica 

membrane column tube에   1  동  12,000 × g에  column에 binding 시

다. 700 ㎕  washing buffer (95% ethanol)  주 하여 12,000 × g에  1 

간 원심   membrane에 남  ethanol  제거하  해 2 간 다시 원심

 하 다. 종적  30 ㎕  TE buffer (10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 

8.0)  주  한  3 간 하고 12,000 × g에  3 간 원심  해 

membrane column에 결합한 DNA 플라스미드  하 다. 정제  DNA  EcoR I  

하여 1.5% (W/V) agarose gel에  전 동  하여 각 DNA  한  염

열  하 다 (Macrogen Inc, Korea). 
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. 제한  처  DNA 

  TA 클 닝  해  HcRNAV109 VLP 플라스미드   종    

각각  제한  처 하 다. 저   pTXB1 플라스미드   

HcRNAV109 VLP 플라스미드  SapⅠ(LguⅠ)  하 고   pHCE IA 플라

스미드   HcRNAV109 VLP 플라스미드  Hind Ⅲ  하    

pET30a(+) 플라스미드   HcRNAV109 VLP 플라스미드  XhoⅠ  제한  

처 하  해 37℃에  2 시간 동  시 다. 1.5% (W/V) agarose gel  한 

전 동    DNA  clean-up kit (Nucleogen, Korea)  하여 순수한 

DNA 절편  수하 다. 그   종     HcRNAV109 VLP 플라

스미드  NdeⅠ  처 하  해 37℃에  2 시간 동  시 다. 1.5% (W/V) 

agarose gel  한 전 동    insert DNA   HcRNAV109 

VLP 플라스미드  하 다. pTXB1, pHCE IA, pET30a(+) 플라스미드  clean-up 

kit (Nuclegen Biotechnology, USA)  해 순수한 DNA 단편  수하 고 insert 

DNA  gel  insert DNA 만  라 Gel extraction kit (Biosolution, 

Korea)  하여 원하  DNA 단편  수하 다.

. Ligation  전  

  Ligation  하여  insert DNA  1 : 2  수비  넣 주고 1 unit  

T4 DNA ligase  10 × ligation buffer (300 mM Tris-HCl buffer, 100 mM MgCl2, 

100 mM , 20 mM DTT, 10 mM ATP, pH 7.8)  첨가한   10 ㎕  4℃에  20 

시간 동  시  ligation 하 다. 그  전  해 미  제조한 200 ㎕

 E. coli BL21(DE3) competent cell에 ligation 한 DNA 10 ㎕  첨가한  ice

에 30 간 하 다. 그다  42℃에  45  동  heat shock   다  다

시 ice 에 2  동  하 다. 여 에 1000 ㎕ LB medium  넣   37℃에

 30 간 한 다  원심 하여 등  1000 ㎕  제거하 다.  전  

cell  1.5% (W/V) LB agar medium에 말한  37℃에  14 시간 동  하

다.  전  균주  하  해  가 저항  갖  항생제  agar 

medium에 첨가하 다. 저 pTXB1 플라스미드  50 ㎍/㎖  ampicillin, pHCE IA 

플라스미드  100 ㎍/㎖  ampicillin 그 고 pET30a(+) 플라스미드  50 ㎍/㎖  
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kanamycine  첨가하 다.

.  전  균체  플라스미드 

  Alkaline lysis   전  균  플 스미드   정제  제

한  처 하여 정 DNA  하 다. pTXB1 HcRNAV109 플라스미드  NdeⅠ

과 SapⅠ(LguⅠ), pHCE IA HcRNAV109 플라스미드  NdeⅠ과 Hind Ⅲ 그 고 

pET30a(+)-intein HcRNAV109 플라스미드  NdeⅠ과 XhoⅠ  합한  37℃에  2 

시간 동  시킨 다  1.5% (W/V) agarose gel  한 전 동  플라스

미드  하 다.  과정  해  전  플라스미드 DNA  하여 

pTXB1 HcRNAV109 VLP, pHCE IA HcRNAV109 VLP 그 고 pET30a(+) HcRNAV109-intein 

VLP  하 다.

제 2 절 HcRNAV109 VLP 단  

1. 시   

  단   물  isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG) 

(SIGMA, USA)  하 고 단  파  해 sonicator (SONIFIER250, Branson 

 SONICS, Vibracell)  하 다. Western blot  semi-dry transfer system 

(Southam Warwickshire CV33 OHP, ENGLAND)  하 고 1차 항체  HcRNAV109  

orf-2 전 가 91%  homology  갖  HcRNAV34 VLP 항체  하 다. 단  

정제  득한 HcRNAV34 VLP 단  항원  한  rabbit에 주 하여 정

제  항체  하 다 (Youngin frontier co. Korea). 2차 antibody  

Anti-Rabbit lgG (SIGMA, USA)  하 다. 정 단  하  해 BCIPⓇ

/NBT-Blue liquid (100 mM Tris-HCl, BCIP 250 ㎎/㎖, NBT 50 ㎎/㎖, 5 mM MgCl2, 

pH 7.5)  하 다.

2. SDS-PAGE  한 단    
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  조합 VLP 단  과  여  12% (W/V) SDS-PAGE (sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) gel  해 하   

   해 원심  해 등  제거한  PBS  해 

순 단  제거했다. 그  단  파  해 조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP 단

 column buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)  

하 고 조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  buffer A (50 mM Tris-HCl, 300 

mM NaCl, 8 M Urea, pH 8.0)  해 denaturation 시  조합 pET30a(+) 

HcRNAV109-intein VLP 단  lysis buffer (20 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 

8.0)  하 다. 각각  퍼  해 균체  탁 시킨  ice 에 30  간 

  sonicator  해 파  하 다.  pTXB1 HcRNAV109 VLP 단 과 

pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  SONIFIER250  하 고 pET30a(+) 

HcRNAV109-intein VLP 단  SONICS  하 다. 파   12,000 × g

에  30  동  원심 하여  등  cell free extract  간주하고 cell 

down  균체  파  전에 넣  동량  buffer  탁시  insoluble fraction

 판단하 다. 단  정량  하여 BSA (Bovine serum albumin)   

곡  하 고 정하고  하  단  시료  곡  흡  주  

나   희 한  595 nm 파 에  흡  정하여 정량하 다. 

Bradford  정량한 단  5 간 끓   160 V에  1 시간 15  동  

전 동 하 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. 

    3. Western blot  한 단   

  저 단  하  해 12% (W/V) SDS-PAGE gel  내 다. Semi-dry 

transfer system에  transfer buffer (20 mM Glycine, 25 mM Tris, 20% Methanol)

가 흡수  3M paper    nylon membrane  고 SDS-PAGE gel    

3M paper  gel  다. 100 mA에  2 시간 동  transfer 한 다  membrane  

blocking reagent (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 0.1% Tween 20, 5% skim milk, 
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pH 7.5)  1 시간 동  에  시킨  washing solution  TBS-T buffer 

(20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5)  15  동  3  척

하 다. 1차 항체  HcRNAV34 polyclonal antibody  TBS-T buffer  1 : 5,000  

비  희 하여 1 시간 동  에  시 다. Washing solution  해 15 

 동  3  척한  Anti-rabbit Alkaline phosphate가 conjugation  

2차 항체  TBS-T solution  1 : 5,000  비  희 하여 4 시간 동  에  

한  다시 washing solution  15 간 3  척했다.  검

 BCIPⓇ/NBT-Blue liquid 4 ㎖  척  membrane에  시  정 단   

여   하 다. 

    4. 에  적  단   조건 탐

  HcRNAV109 VLP 단  적  조건  찾  해   시간에 

 단   찰하 다. 저 조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP  조합 

pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP  포함한 균  37℃에  하여 600 nm  

파 에  흡 가 0.5에 달하  0.2 mM  isopropyl-1-thio-β

-D-galactopyranoside (IPTG)  첨가한  조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP  30℃에

 7 시간, 25℃에  12 시간, 16℃에  22 시간 동  각각  하  

pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP  30℃에  7 시간, 25℃에  12 시간, 18℃에  

18 시간 동   하 다. 한편 pHCE IA HcRNAV109 VLP  시  하  

 에 해 40℃에  5 시간, 37℃에  7 시간, 30℃에  9 시간 동  각

각  하 다. 단   여  12% (W/V) SDS-PAGE gel  Western 

blot  해 하 고 그  가  정적    조건    

 시간에  적  단   조건  결정하 다.

    5. IPTG 농 에  적  단   조건 탐

  적   시간과  조건에  물  IPTG  해 농 에 

  하 다. 시   pHCE IA에 조합  HcRNAV109 VLP  

제 한 조합 pTXB1 HcRNAV109  pET30a(+) HcRNAV109 플라스미드  포함한 
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균에  37℃에  하여 600 nm  파 에  흡 가 0.5  달할  IPTG 

농  0.05 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 그 고 0.3 mM  주 한   한다. 

 여  12% (W/V) SDS-PAGE gel  Western blot  해 하 고 그  

가  적   조건  IPTG 농 에  적  단   조건  

결정하 다.

    6. E. coli strain에  적  단   조건 탐

  물    pHCE IA  한 조합 pHCE IA 

HcRNAV109 플라스미드  포함한 균에  다  종  E. coli strain에  

 하 다. BL21(DE3),TOP10, DH5α, ER2566, XL1-Blue, MG1655  

rpoS-  하  각각  E. coli strain  해 전  한  단  

 해 37℃에  7 시간 동  각각 한  12% (W/V) SDS-PAGE gel  

Western blot  해 하 고 그  가  적   조건  E. coli 

strain에  적  단   조건  결정하 다.

    7. 적  조건에  단     cell free 

extract 제조

  전  클 닝  해  조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP  100 ㎍/㎖  

ampicillin  포함  LB medium에  12 시간 동  37℃에  전  하 다. 50 ㎍

/㎖  ampicillin  포함  500 ㎖  LB 체 에  1%  전  접종 한 

 600 nm  파 에  흡 가 0.5  달할   37℃에  200 rpm (LAB 

PARTNERS, USA, 하 동)  한  0.1 mM  IPTG  첨가하여 16℃, 180 

rpm에  22 시간 동   하 다. 조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP  100 

㎍/㎖  ampicillin  포함  LB medium에  12 시간 동  37℃에  전  하

다. 100 ㎍/㎖  ampicillin  포함  500 ㎖ LB 체 에  1%   접

종 한  600 nm  파 에  흡 가 2.8-3.0  달할  37℃에  200 

rpm  하 다.  조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP  50 ㎍

/㎖  kanamycin  포함  LB medium에  10 시간 동  37℃에  전  하 다. 
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그  50 ㎍/㎖  Kanamycin  포함  LB medium에  1%  전  접종 한  

600 nm  파 에  흡 가 0.5  달할   37℃에  220 rpm  한 

 0.2 mM  IPTG  첨가하여 18℃, 180 rpm에  18 시간 동   하

다.

제 3 절 HcRNAV109 VLP 단  정제

    1.  시   

  단  정제  해 Chitin bead (New england biolabs Inc, England), Ni 

sepharoseTM high performance (GE healthcare Bio-sciences AB, England), Ni 

sepharoseⓇ CL-6B (incospharm, Korea)  Open column (Bio-Rad, USA )  하

다. 또한 DTT (SIGMA, USA)  정제  단  dialysis  해 Slide-A-LyzerⓇ 

Dialysis Cassette G2 (Thermo, USA)  하 다.

   

    2. Chitin affinity column  한 조합 HcRNAV109 VLP 

단  정제

  pTXB1 HcRNAV109 VLP 단  chitin affinity column chromatography  

해 정제하 다. 저 chitin bead  10 ㎖  open column에  한  column 

buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl,1 mM EDTA, pH 8.0)  해 정 하

다. 그  cell free extract  0.5 ㎖/min   흘 주  binding 시 다. 

Washing  해 column  30  량  column buffer  해 2 ㎖/min  

 흘 주 다.  HcRNAV109 fusion protein  binding  resin에 50 mM 

Dithiothreitol (DTT)가 포함  column buffer  해 column  3  량  3 

㎖/min  흘   에  30 시간 동  정 하 다. 종적  50 mM DTT에 

해 cleavage  HcRNVA109 VLP 단  column buffer  해 2 ㎖/min  

 흘 보내주   정제하 다. 
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  3. Ni-NTA affinity column  한 HcRNAV109 VLP 단  정

제

      가. 조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP 단  정제 

  pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP 단  Ni-NTA column chromatography  

해 정제하 다. 저 Ni-NTA resin (Ni sepharose
Ⓡ CL-6B)  5 ㎖  open 

column에  한  resin  10  량  distilled water  lysis buffer (50 

mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0)  해 정  하 다. 정  resin에 

cell free extract  흘 주  binding 시 다. 그  crude extract  제거하  

해 column  10  량  distilled water  흘   HcRNAV109 fusion 

protein   해 동량  washing buffer (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 20 

mM Imidazole, pH 8.0)  해 흘 주 다.  elution buffer (50 mM 

Tris-HCl, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazole, pH 8.0)  흘 보내주  column에 

binding  HcRNA109 fusion protein  정제한   종  tag (intein  his 

tag)  cleavage하  해 100 mM DTT  첨가하여 21℃에  11 시간 동  정 하

다. 12% (W/V) SDS-PAGE gel  해 단 과 tag  cleavage   한  DTT 

 imidazole  제거하  해 cut off 3.5 k dialysis cassette에 넣   lysis 

buffer  해 dialysis 과정  수행하 다. 종적  Ni-NTA column에 흘

주  resin에 affinity  갖  tag  resin에 binding 고 HcRNAV109 VLP 단

  정제 하 다.  

      나. 조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  정제 

  조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  Ni-NTA affinity chromatography  

해 정제하 다. 8M Urea가 포함  buffer A (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 8 M 

Urea, pH 8.0)  탁하여 denaturation  한  파  하 다. 5 ㎖  open 

column에 Ni-NTA resin (Ni sepharoseTM high performance)   한  lysis 

buffer  해 정 하 다. 정  column에 cell free extract  흘 주  

binding 시 다. Washing  해 column  10  량  buffer B (50 mM 

Tris-HCl, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazle, pH 8.0)  흘 주 다. 종적  
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buffer C (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazole, pH 8.0)  흘 보내

주  column에 binding  pHCE IA HcRNAV109 VLP 단   정제하 다. 

제 4 절 조합 HcRNAV109 VLP  가 조

  1. Dialysis  한 가 조  

  조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP 단  컬럼 정제  해 HcRNAV109 

VLP 단  득 한  고농  imidazole  제거하고 가 조  하  

해 cutoff 3.5 k  dialysis cassette에 넣  lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 

300 mM NaCl, pH 8.0)  4℃에  3  동  dialysis 과정  수행하 다. 조합 

pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  8 M  Urea가 포함  buffer에 해 

denaturation  단  태  갖 고 다. 컬럼 정제  득한 HcRNAV109 

VLP 단  refolding  하  해 cut off 7 k  dialysis cassette  

하여 dialysis buffer (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl) solution에 Urea 농  

4 M → 2 M → 0.5 M → 0 M  제조한 pH 8.0  buffer에  dialysis 과정  수행

하 다. 

  2. TEM  한 HcRNAV109 VLPs 조 

   정제  38 kDa  HcRNAV109 VLP 단  조건에  dialysis 과정  

해 가 조  하 다. HcRNAV109 VLP  정한 VLP 조  하  

하  해 TEM  하 다. TEM  Anthanum hexaboride (Lab6) gun  

갖  Tecnai G2 Spirit electron microscope (FEI Co., USA)  하  

Ultrascan 4000 charge-coupled device (CCD) camera (Gatan Inc., USA)  해 

미  수집하 다 (한 과학연 원).
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제 5 절 HcRNAV109 VLP  숙주 

  1. 시   

  물  Fluorescein isothiocyanate (FITC) (Sigma, USA)가  HcRNAV109 

VLP 단  숙주 적  하  해  미경 (OPTINITY, China)

 하 고 centricon (Thermo, USA)  해 FITC가  단  농 시키

 해 Mega17R centrifuge (HANIL, Korea)  하 다. 

  2. HcRNAV109 VLP 단  물  FITC 

  정제 과정  해  pTXB1 HcRNAV109 VLP 단 에 FITC  하  해 1 

㎎/㎖  VLP 단 과 2 x dissociation buffer (20 mM Tris-HCl, 0.3 mM NaCl, 

10 mM DTT, 20 mM EGTA, pH 8.0)  1 : 1  비  에  1 시간 동  locking 

한  100 mM FITC 100 ㎕  주 하 다. 그  HcRNAV109 VLP에   

FITC  제거하  해 cut off 3.5 k dialysis cassette  하여 

re-association buffer (20 mM Tris-HCl, 0.5 mM NaCl, 20 mM CaCl2, pH 8.5)  

4℃에  3  동  dialysis 하 다. 그  제거   여 FITC  해결하  

해 3.5 k  centricon  하여 Mega17R에  12,000 rpm  4℃에  12  

동  농 하 다.  단 에 FITC   여  하  해 

HcRNAV109 VLP  12% (W/V) SDS-PAGE gel에 내   UV-visible lamp  비  

 하 다. 

  2.  미경  한 FITC-labeled HcRNAV109 VLP  숙주 

 찰

  HcRNAV109 VLP  숙주 적  하  해 FITC가  HcRNAV109 

VLP에 숙주  비(非)숙주  각각 시 다. 저 HcRNAV109  숙주  H. 

circularisquama HY9423과 HcRNAV34  숙주  H. circularisquama HU9433-P  

HA92-1과 H. akasiwo, Chattonella marina  비(非)숙주  하 다.  미
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경  해 하  전 조  태  한  FITC가  HcRNAV109 VLP  

각 조  1 : 4  비  차  하에  해 접  하 다. 에  

3 시간 동  시킨  1,660 × g에  3 간 원심  해 등  제거

한 다  여 FITC  제거하  해 균  f/2  500 ㎕  하여 1,660 × 

g에  3 간 2  원심   등  제거하 다. 종적   각각  조

 f/2  100 ㎕  탁하여  미경  해 숙주  찰하

다. 

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

㎎ NaNO3, 5.65 ㎎ NaH2PO4·2H20, 4.16 ㎎ Na2EDTA, 3.15 ㎎ FeCl3·6H20, 0.01 ㎎ 

CuSO4·5H2O, 0.022 ㎎ ZnSO2·7H20, 0.01 ㎎ CoCl2·6H20, 180 ㎎ MnCl2·4H20, 

0.006 ㎎ Na2MoO4·2H20, 0.0005 ㎎ Cyanocobalaimin (VitamnB12), 0.1 ㎎ 

ThiamineHCl (VitamineB1), 0.0005 ㎎ Biotin [48].

제 6 절 TD49 탑   숙주 적 조

  1. 시   

  TD49  정량  해 1200 series HPLC (Agiletnt, USA)  하 고 단  

숙주 적 조 과  찰하  해 학   미경 (OPTINITY, China)

 하 다.

 

  2. HPLC 에 한 cell free extract에 해  TD49 

탑  HcRNAV109 VLP 단  정량 

  pET30a(+) HcRNAV109 플라스미드가 포함  균     cell free 

extract에 탑  합  조물  TD49  정량하  해 1200 series HPLC  

하여 하 다. Control  pET30a(+) vector   한   cell free 

extract  하 다. TD49  시킨  cut off 10 k dialysis cassette  

해 4℃에  2  동  dialysis하 다. Diode Array Detector (DAD)  Agilent 
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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%)  걸 주 다. 

량  1.0 ㎖/min  조절하 고, UV 검  파  TD49  흡  340 nm  조건

에  dialysis 과정  TD49 농  하 다. 

  3. Cell free extract에 해   TD49 탑  HcRNAV109 

VLP 단  숙주 적 조 과

  정제   HcRNAV109 VLP 수  단  숙주에 적  조 과  

보  찰하  해 조물  TD49  탑 한  HcRNAV109 VLP  숙주  비

(非)숙주  시  찰하 다.  여  다  조  숙주  갖  HcRNAV34 VLP 

단  또한 적 조 과  보  비  실험  해 동시에 찰하 다. 

 pET30a(+) HcRNAV109 VLP 단  파 하여  cell free extract에  

TD49  처 하여  래   해  하 다. 그  10 k  

dialysis cassette에 주 하여 re-association buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM 

NaCl, 20 mM CaCl2, pH 8.5)  차  하에 4℃에  3  동  dialysis 하 다. 그 

다  pET30a(+) HcRNAV34 VLP  pET30a(+) HcRNAV109 VLP 각각 200 ㎕  해 조

가   200 ㎕  주 하여 1 : 1  비  하 다. 실험에 

 해조  HcRNAV109 VLP  숙주  H. circularisquama HY9423  비(非)숙주

 H. circularisquama HU9433-P  H. akasiwo  하  HcRNAV34 VLP  

숙주  H. circularisquama HU9433-P  비(非)숙주  H. circularisquama HY9423

과 H. akasiwo  하 다.   1 시간 간격  샘플 하여 학 미경  

해 숙주 적 조 과  찰하 다.
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제 7 절 량

  1.  시   

  조합 HcRANV109 VLP  량  하  해 KF 5 ℓ fermentor 

(KoBiotech, Korea)  하 고 tryptone  첨가  M9 에  시

 CaCl2 (Junsei, Japan), Na2HPO4, KH2PO4, NaCl, NH4Cl, MgSO4, Glucose 

(DAEJUNG, Korea)  trypton (BD, USA)  하 다.

  

  2.  량

  조합 pHCE IA HcRNAV109 플라스미드가 포함  균  량  하  

해 5 ℓ 량   하 다.  조  M9  에 0.01% trypton  

첨가하 다. 저 100 ㎍/㎖  ampicillin  주 한  1%  전  접종하

다. 그  37℃에  200 rpm  24 시간동  정  공  주 하  연  

하 다. 2 시간 간격  샘플 하여 600 nm  파 에  흡  하 고 단

  여  하  해 12% (W/V) SDS-PAGE gel  Western blot  해 

하 다. 또한 조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 플라스미드  하  해 플

라스미드  정제  한  1 시간 동  Nde I  한  1.5% (W/V) agarose 

gel  한 전 동  플라스미드  하 다.
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제 3  결과  고찰

제 1 절 HcRNAV109 VLP 전  합

  HcRNAV109  종  편 조  H. circularisquama  감염시키  RNA 러

스  4.4 kb  genome  ssRNA 전  하 다.  전 가 갖   개  

ORF  polyprotein   하  orf-1과 major capsid protein  하  

orf-2 다.   orf-2 전  정보  Genbank [accesion number; AB2186089.01]

 해 보하여 균에   가 하  전 정보  적 시 다. 희  

 염 열  Arginine (CGA, CGG, AGG, AGA), Glycine (GGA, GGG), 

Isoleucine (AUA), Leucine (CUA), Proline (CCC)  전체 전   10%  차

한다. 들  Arginine (CGT, CGC), Glycine (GGT, GGC), Leucine (CTG), 

Proline (CCG), Threonine (ACG)  염 열  경하여 합 함   

적  하 다. 적  1.1 kb  합  HcRNAV109 VLP  Genescript  클

닝  pUC57 HcRNAV109  보하 다 (Fig. 6.).
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Fig. 6. Codon optimization of HcRNAV109 orf-2  gene sequence from Genbank 

for expression in E. coli. 
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제 2 절 조합 HcRNAV109 VLP 전  클 닝

  전  클 닝  해 pUC57 HcRNAV109 주  플라스미드  pTXB1 HcRNAV109 주

 플라스미드  HcRNAV109 시드 전  폭하  해 PCR  수행

하 다. 수  단    단  정제  향 시키  하여 HcRNAV에 

intein tag가 결합  전  보하  하여 조합 pTXB1 HcRNAV109 플라스미

드  주  하여 PCR  수행하 다.

 그 결과 1.5% (W/V) agarose gel  한 전 동  한 결과 1,085 bp  

HcRNAV109 전  1,679 bp  HcRNAV109 전  단편  하 다 (Fig. 7.). 

각각  PCR product  clean up 한  DNA 단편  pCR 2.1  해 TA 클 닝

 수행하 다. 그  염 열  하여 HcRNAV109  HcRNAV109-intein 

전  열  하 다. 

  염 열  해  전  균에   가 한  종  

 하 다. 폭  1,085 bp  HcRNAV109 주  플라스미드  클 닝 할 

pTXB1 플라스미드 (5′-NdeⅠ, 3′-SapⅠ)  pHCE IA 플라스미드 (5′-NdeⅠ, 3′

-Hind Ⅲ)  하 고 1,679 bp  HcRNAV109  주  플라스미드  클 닝 할 

pET30a(+) 플라스미드 (5′-NdeⅠ, 3′-xhoⅠ)  하 다. 염  열  한 

pCR2.1 에 클 닝  HcRNAV109   종    제한  처 한 

 각각    HcRNAV109 VLP 전  ligation 하 다. 게 조합

 플라스미드  E. coli strain BL21(DE3) 균에 heat shock  하여 

전  수행하   pTXB1 HcRNAV109 VLP, pET30a(+) HcRNAV109 VLP, 

pHCE IA HcRNAV109 VLP  하 다 (Fig. 8.).  
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Fig.7. PCR product of codon optimized  gene of HcRNAV109 (A) and fused gene 

of HcRNAV109-intein (B).
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Fig. 8. Construction of pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP (Ⅰ), pTXB1 HcRNAV109 

VLP (Ⅱ) and pHCE IA  HcRNAV109 VLP (Ⅲ).
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제 3 절 조합 HcRNAV109 VLP 단  

   1. 에  적  단   조건 

  조합 플라스미드  포함한 균에  적  단   조건  하  

해 다   조건에   하 다. 저 균 BL21(DE3)내  조합 

pTXB1 HcRNAV109 VLP에  30℃에  8 시간, 18℃에  18 시간, 16℃에  20 시

간, 조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein에  30℃에  8 시간, 25℃에  12 시

간, 18℃에  18 시간, 조합 pHCE IA HcRNAV109에  40℃에  4 시간, 37℃에

 8 시간, 30℃에  6 시간  조건  각각  하 다. 저 1%  전

 접종한  조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP  pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP

 600 nm  파 에  흡 가 0.5가   2 mM  IPTG  첨가하 고 조합 

pHCE IA HcRNAV109 VLP  가  가 한  에 해 단  

물  첨가하  다. 

  단   무  하  해 단  파  한  원심  하여 

 cell free extract  soluble fraction  간주하고 down  cell  

insoluble fraction  간주한  12% (W/V) SDS-PAGE gel  Western blot  

해 하 다 (Fig. 9-10). 

  그 결과 66 kDa  pTXB1 HcRNAV109 VLP 단  든 에  함  

할 수 나, 그  수  단  태  16℃  조건에  할 수 

다. 61.5 kDa  pET30a(+) HcRNAV109 VLP 단  역시 든  조건에  

함  할 수 다. 그  16℃  18℃  조건에  수  단  태

 할 수 고   조건에   차 가  판단하여 18℃

 적   판단하 다. 그 고 38 kDa  pHCE IA HcRNAV109 VLP 단

 37℃  조건에  단  함   할 수 나   단

 태  다.  
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Fig. 9. SDS-PAGE analysis of recombinant pTXB1 HcRNAV109 VLP (A), pET30a(+) 

HcRNAV109-intein VLP (B) and pHCE IA HcRNAV109 VLP (C) protein expressed in 

E. coli BL21(DE3) at different temperatures 16℃ (Ⅰ), 18℃ (Ⅱ), 25℃ (Ⅲ), 

30℃ (Ⅳ), 37℃ (Ⅴ) and 40℃ (Ⅵ). Symbol: M, molecular weight marker; lane 

1, only BL21(DE3), lane 2, before induction, lane 3, insoluble fraction, 

lane 4, soluble fraction.
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Fig. 10. Western blot analysis of recombinant pTXB1 HcRNAV109 VLP (A), 

pET30a(+)  HcRNAV109-intein VLP (B) and pHCE IA HcRNAV109 VLP (C) protein 

expressed in E. coli BL21(DE3) at different temperatures 16℃ (Ⅰ), 18℃ 

(Ⅱ), 25℃ (Ⅲ), 30℃ (Ⅳ), 37℃ (Ⅴ) and 40℃ (Ⅵ). Symbol: M, molecular 

weight marker; lane 1, only BL21(DE3), lane 2, before induction, lane 3, 

insoluble fraction, lane 4, soluble fraction.
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   2. IPTG 농 에  적  단   조건 

  조합 플라스미드  포함한 균에  적   시간 조건에  

물  IPTG  농 에  단   비 할 수 다. E. coli 

BL21(DE3)내  조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP  pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP  

0.05 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM  IPTG  처 하여  하 다. 1%  전

 접종한  600 nm  파 에  흡 가 0.5    한 다

 각각  농  IPTG  접종한 다  pTXB1 HcRNAV109 VLP  16℃에  21 시간동

 pET30a(+) HcRNAV109 VLP  18℃에  18 시간  수행하 다. 

 12% (W/V) SDS-PAGE gel  해 한 결과 66 kDa  pTXB1 HcRNAV109 VLP 단

 든 IPTG 농 에   할 수 고 0.1 mM  IPTG  적   

조건  결정하 다. 61.5 kDa  pET30a(+) HcRNAV109 VLP 단  든 IPTG 

농 에   할 수  0.2 mM  IPTG  적   조건  결정

하 다.  Western blot  해 IPTG 농  가에    수 다 

(Fig. 11-12).
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Fig. 11. Expression level of the recombinant pTXB1 HcRNAV109 VLP (A) and 

pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP (B) protein expressed in E. coli BL21(DE3) at 

different IPTG concentrations. Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, 

only BL21(DE3), lane 2, before induction, lane 3, 0.05 mM, lane 4, 0.1 mM, 

lane 5, 0.2 mM, 0.3 mM . 
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Fig. 12. Western blot analysis of the recombinant pTXB1 HcRNAV109 VLP (A) 

and pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP (B) protein expressed in E. coli 

BL21(DE3) at different IPTG concentrations. Symbol: M, molecular weight 

marker; lane 1, only BL21(DE3), lane 2, before induction, lane 3, 0.05 mM, 

lane 4, 0.1 mM, lane 5, 0.2 mM, 0.3 mM . 
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   3. E. coli strain 종 에  적  단   조건 

  가   pHCE IA  한 조합 플라스미드 pHCE IA HcRNAV109 VLP

 포함한 균에  다  종  E. coli strain에  전   단  

 해  비 할 수 다. E. coli strain  BL21(DE3), DH5α, 

TOP10, ER2566, XL1-Blue, MG1655 그 고 rpoS-  하 다. 저 전  

해 각각  E. coli strain competent cell 200 ㎕에 조합 플라스미드 1 ㎕  

주 하여 ampicillin (100 ㎍/㎖)  포함  1.5% (W/V) LB agar medium에 말한 

 생   전  하 다. 단   해 1% 전  접종한  

37℃에  7 시간 동  단   하 다. 

  12% (W/V) SDS-PAGE gel  해 한 결과 단   DH5α, TOP10, 

MG1655  rpoS-  E. coli strain에   할 수 나 BL21(DE3), 

XL1-BLUE  ER2566에   할 수 다. 그  BL21(DE3)에 한 

 가  높   수 고 Western blot  해  할 수 

다 (Fig. 13).
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Fig. 13. Expression level of recombinant pHCE IA HcRNAV109 VLP protein in E. 

coli by SDS-PAGE (A) and Western blot (B) analysis with different E. coli 

strains. Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, only BL21(DE3), lane 2, 

before induction, lane 3, BL21(DE3), lane 4, XL1-Blue, lane 5, ER2566, lane 

6, MG1655, lane 7, rpoS-.
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제 4 절 각 affinity chromatography  한 HcRNAV109 

VLP 단  정제

  1. Chitin affinity column  한 조합 HcRNAV109 VLP 단

 정제

  적  단   조건에  득한 pTXB1 HcRNAV109 VLP 단  파 하여 

 cell free extract  수하여 chitin affinity column chromatography  

해 정제하 다. 10 ㎖  chitin bead가  open column  column buffer (20 

mM Tris-HCl, 500 mM NaCl,1 mM EDTA, pH 8.0)  해 정 하 다. 정   

column에 단  binding  해 cell free extract  0.5 ㎖/min   

흘    단  히 column에 binding 할 수  4℃에  12 시간 동

 locking하 다. 2 ㎖/min   300 ㎖  washing buffer  흘   

chitin bead에  66 kDa  fusion protein   수 다. Fusion protein에 

chitin affinity  갖  intein tag  하  해 50 mM  DTT 30 ㎖  3 ㎖

/min   흘   30 시간 동  에 정 하 다. 그  column 

buffer  해 38 kDa  HcRNAV109 VLP 단   정제하 다. 

  그 결과 단  파 하여 66 kDa  수  단  할 수 고 column

에 washing buffer  흘  fusion protein  binding   수 

다. 또한 50 mM  DTT  처 한  30 시간 동  한 결과 intein tag가 제

거  38 kDa  단  정제  12% (W/V) SDS-PAGE gel과 Western blot  해 

하 다 (Fig. 14). 
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Fig. 14. Purification of the pTXB1 HcRNAV109 VLP protein using chitin 

affinity column chromatography. Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, 

only BL21(DE3), lane 2, soluble fraction, lane 3, fusion protein bound to 

chitin resin, lane 4, purified HcRNAV109 VLP protein by 50 mM DTT treatment, 

lane 5, Western blot analysis of purified HcRNAV109.  
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  2. Ni-NTA affinity column  한 HcRNAV109 VLP 단  정

제

가. 조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP 단  정제 

  적  단   조건에  득한 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP 단  

파 하여  cell free extract  수하여 Ni-NTA affinity column 

chromatography  해 정제하 다. 5 ㎖  Ni-NTA resin   open column  

lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0)  해 정 하 다. 그 

 cell free extract  히 binding 시키  해 4℃에  3 시간 동  

locking하 다. cell free extract  흘   column에 존 하  crude extract

 제거하  해 100 ㎖  distilled water  흘   61.5 kDa  fusion 

protein   해 50 ㎖  washing buffer (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, 25 

mM Imidazole, pH 8.0)  흘 주 다. Elution buffer (50 mM Tris-HCl, 300 mM 

NaCl, 200 mM Imidazole, pH 8.0)  해 column에 binding  61.5 kDa  

HcRNAV109-intein VLP 단   정제하 다. 그  38 kDa  HcRNAV109 VLP 

단   해   정제  샘플에 100 mM  DTT  첨가하여 21℃에  11 

시간 동  정 하 다.

  그 결과 38 kDa  HcRNAV109 VLP 단 과 28 kDa  tag (intein  his tag)가 

cleavage  하 고 DTT  imidazole  제거하  해 cut off 3.5 k 

dialysis cassette  해 4℃에  12 시간 동  dialysis 한 다  cleavage  

tag (intein  his tag)  제거하  해 Ni-NTA column에 흘   한 결

과 38 kDa  단  정제  12% (W/V) SDS-PAGE gel과 Western blot  해 

하 다 (Fig. 15-16).
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Fig. 15. Purification of the pET30a(+) HcRNAV109-intein fused VLP protein 

using Ni-NTA affinity chromatography. Symbol: M, molecular weight marker; 

lane 1, only BL21(DE3), lane 2, soluble fraction, lane 3, purified 

HcRNAV109-intein fused VLP protein, lane 4, HcRNAV109 VLP protein after 100 

mM DTT treatment for 11 h at 21℃, lane 5, Western blot analysis of purified 

HcRNAV109-intein VLP protein, lane 6, Western blot analysis of HcRNAV109 VLP 

protein after 100 mM DTT treatment. 
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Fig. 16. Purification of the pET30a(+) HcRNAV109 VLP dissociated from fused 

protein through Ni-NTA affinity chromatography. Symbol: M, molecular weight 

marker; lane 1, SDS-PAGE analysis of only BL21(DE3), lane 2, SDS-PAGE 

analysis of HcRNAV109 after Ni-NTA column pass, lane 3, SDS-PAGE analysis of 

his-intein tag bound to Ni-NTA resin, lane 4, Western blot analysis of only 

BL21(DE3), lane 5,  Western blot analysis of HcRNAV109 after Ni-NTA column 

pass, lane 6,   Western blot analysis of his-intein tag bound to Ni-NTA 

resin.
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나. 조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  정제 

  적  단   조건에  득한 pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  수  

  단  정제  해 8M Urea가 포함  lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 

300 mM NaCl, 8 M Urea, pH 8.0)  탁하여 denaturation  한  파 하여 

 cell free extract  수하 고 Ni-NTA affinity column chromatography  

해 정제하 다. 5 ㎖  Ni-NTA resin   open column  lysis buffer (50 

mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0)  해 정 하 다. 정  column에 

cell free extract  흘   column에 히 binding 할 수  4℃에  

14 시간 동  하 다. 38 kDa  단   해 50 ㎖  buffer B (50 mM 

Tris-HCl, 300 mM NaCl, 5 mM Imidazle, pH 8.0)  해 washing 한  buffer C 

(50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 200 mM Imidazole)  흘 보내주  

column에 binding  38 kDa  HcRNAV109 VLP 단   정제하 다.

  그 결과 38 kDa  수  단  득하 고 250 mM  imidazole  한 단

 정제  해 38 kDa  단   수  12% (W/V) SDS-PAGE gel과 

Western blot  해 하 다 (Fig. 17).
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Fig. 17. Purification of the pHCE IA HcRNAV109 VLP protein using Ni-NTA 

column chromatography. Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, only 

BL21(DE3), lane 2, total protein expressed in E. coli BL21(DE3), lane 3, 

purified HcRNAV109 VLP protein, lane 4, Western blot of purified HcRNAV109 

VLP protein.
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제 5 절 가 조   한 HcRNAV109 VLP  조 찰

  조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP 단   정제 과정  해 득

한 38 kDa  HcRNAV109 VLP가 가 조  해 정한 VLP가  하

 해 dialysis  수행하 다. Cut off 3.5 k  dialysis cassette에 정제  샘

플  넣   lysis buffer (50 mM Tris-HCl, 300 mM NaCl, pH 8.0)  해 4℃

에  3  동  dialysis  행하 다. 그 고 조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 단

  정제 과정  해 득한 38 kDa  HcRNAV109 VLP가 가 조  

해 정한 VLP가  하  해 dialysis  수행하 다. 8M Urea에 

해 denaturation  단  refolding  하  해 8 M  고농  Urea가 포

함  퍼에  4 M → 2 M → 0.5 M  희 한  종적  Urea가 포함  

 lysis buffer  dialysis 하 다. Cut off 7 k  dialysis cassette  하

여 dialysis 과정  수행하여 조  한 VLP  하 다. 

  TEM  해 샘플  negative staining  한 결과 33 nm  HcRNAV109 

VLP가  것  하 다 (Fig. 18). 
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Fig. 18. The transmission electron micrograph of negative stained HcRNAV109 

VLPs. The self-assembled HcRNAV109 VLPs are show as the homogenous spherical 

particles with 33 nm diameter. The VLPs were expressed using pET30a(+) 

HcRNAV109 VLP (A) and pHCE IA HcRNAV109 VLP (B) protein.
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제 6 절 HcRNAV109 VLP  숙주 

  1.  물  FITC가  HcRNAV109 VLP 단  

  조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP 단  정제 하여  1 ㎎/㎖  HcRNAV109 VLP 

단 에 5 mM DTT  첨가하여 에  1 시간 동  dissociation  하

다. 100 mM  FITC 100 ㎕  주 하여 30  동  locking  해 단 과  

 하 다. 그 다  Cut off 3.5 k  dialysis cassette  해 4℃에  

3  동  차 하에 buffer (20 mM Tris-HCl, 500 mM NaCl, pH 8.5)  dialysis 

하 다. Dialysis  3.5 k  centricon    FITC  제거하고 정제

 HcRNAV109 VLP  농 한  FITC가  하  해 12% (W/V) 

SDS-PAGE gel  내   UV-visible lamp  해 찰하 다. 그 결과 38 kDa  

HcRNAV109 VLP 단 에  녹  찰  것  하 다 (Fig. 19). 
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Fig. 19. SDS-PAGE analysis of the pTXB1 HcRNAV109 VLP protein labeled with 

FITC. Symbol: M, molecular weight marker; lane 1, purified HcRNAV109 VLP 

protein, lane 2, HcRNAV109 VLP protein labeled with FITC illuminated with 

UV-visible lamp.
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  2.  미경  한 FITC-labeled HcRNAV09 VLP  숙주 

 찰    

  HcRNAV109 VLP가 숙주에 적  감염하  하  해 조합 FITC가 

 pTXB1 HcRNAV109 VLP에 해 미 조   하여 숙주에 한  

보 에 한 실험  하 다. 저 H. circularisquama HY9423 숙주 미 조

 H. circularisquama HU9433-P, HA92-1, H. akashiwo  C. marina  비(非)숙

주 미 조  해 하 다 (Table 6). FITC가  pET30a(+) HcRNAV109 

VLP 단 과 각각  해 미 조   시킨  조  f/2  하여 

  FITC  제거한 다   미경  찰하 다. 

  그 결과 저 가시  역에  건강한 조 가 가  클 필  해 red 

filter에  적  띠  것  함  실험에  해 미 조  태

 할 수 다. 물  FITC  에 해 나타나  green filter에  

HcRNAV109 VLP  숙주  H. circularisquama HY9423  녹   띄  비

(非)숙주  H. circularisquama HU9433-P  HA92-1, H. akashiwo  C. marina에

 녹   띄   찰할 수 다. 물  FITC가  

찰   해 HcRNAV109 VLP  숙주에 적  감염하  것  할 

수 다 (Fig. 20).
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Strain Viral infectivity Reference

H. circularisquama 

HY9423
HcRNAV109 [17]

H. circularisquama 

HU9433-P
HcRNAV34 [17]

H. circularisquama 

HA92-1
HcRNAV34 [17]

Heterosigma akasiwo - [40]

Chattonella marina -

Table 6. Heterocapsa circularisquama and the other algal strains used in 
this study.

- not determined
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Fig. 20. Host specific binding of pTXB1 HcRNAV109 VLPs to its host, H. 

circularisquama HY9423, and its non-host, H. circularisquama HU9433-P, 

HA92-1, H. akasiwo and C. marina. Optical filter (A) and fluorescent 

micrographics red filter (B) and green (C). After incubation HcRNAV109 VLPs 

labeled with FITC at R/T for 3 h, the microalgae were washed 2 times with 

f/2 medium and visualized by fluorescent microscopy.                         
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제 7 절 Cell free extract에 해   TD49 탑  

HcRNAV109 VLP 단  숙주 적 조 과

  단   pET30a(+) HcRNAV109 VLP에 조물  탑 하여 숙주에 적

 조 과  찰하 다. 저 HPLC  해 TD49 농  정량한  미

조  한 결과 HcRNAV109 VLP  숙주  H. circularisquama HY9423  시간  

경과함에 라 조   히 가하다가 5 시간   격히 

가하  8 시간 경과 에  90%   하 다. 비(非)숙주  

H. circularisquama HU9433-P에  8 시간 경과 에  전체 조   10%  조

가 하  것  찰할 수 나 H. akasiwo  8 시간 경과 에  조  

 찰  다 (Fig. 21).

  또한, pET30a(+) HcRNAV34 VLP  동 한  조물  탑 한  숙주 

적 조 과  찰한 결과 HcRNAV34 VLP  숙주  H. circularisquama 

HU9433-P에  1 시간  격하게  가하다가 7 시간  전 하

다. 비(非)숙주  H. circularisquama HY9423에   찰  다가  

6 시간  8 시간 경과 에  전체조   5%가 하  것  찰할 수 

다. H. akasiwo  8 시간 경과 에  조   찰  다.  

해 숙주에 적  조 과가  할 수 다 (Fig. 22).  
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Fig. 21. Host specific algicidal activity of HcRNAV109 VLPs dissolved in the 

cell free extract and encapsidated with TD49 on its host H. circularisquama 

HY9423 (A) and its non-host H. circularisquama HU9433-P (B) and H. akasiwo 

at 21℃ for 7 h.
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Fig. 22. Host specific algicidal activity of HcRNAV34 VLPs used as a 

control, dissolved in cel free extract and encapsidated with TD49 on its 

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

HY9423 (B) and H. akasiwo at 21℃ for 7 h.
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제 8 절 량

  pHCE IA HcRNAV109 VLP 단  량생  시스  하  해 M9 

에 0.01% trypton  첨가한 5 ℓ  에 1%  전  접종한 다  200 rpm, 

37℃에  정  공  주 하  24 시간 동  하 다. 샘플  2 시간 

간격  행하 다.

  그 결과  2 시간  600 nm 파 에  흡  0.17  나타내 고 8 시간 

에  2.7  흡  나타내  등 24 시간 동  적  흡  값  가하

 종적   24 시간에  4.4  흡  보 다 (Fig. 23-B). 단

  하  해 12% (W/V) SDS-PAGE gel과 Western blot  해 할 

수 고 플라스미드  존  여  하  해 4 시간 간격  샘플 하여 

플라스미드   정제  수행한  1.5% (W/V) agarose gel  한 전 동

 해 하 다 (Fig. 23-A) (Fig. 24).

  그 결과  시간  경과할수  흡  값  가하 고 단    

 8 시간  경과하     할 수 다. 그러나  14 

시간   격하게 감 하 다. 그  하  해 플라스미드 

 정제  해 한 결과 시간  경과함  플라스미드  농  동 하

게 ,   저하게 감 하게  원  플라스미드  실

에 한 것  님  할 수 다. 
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Fig. 23. Plasmid activity (A) of E. coli BL21(DE3) harboring recombinant 

HcRNAV109 VLP gene depending on the cell growth (B) cultivated in a 5 L 

fermenter. The culture conditions were as follows: incubation temperature at 

37℃, agitation speed 200 rpm.
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Fig. 24. Expression level of recombinant pHCE IA HcRNAV109 VLP gene in E. 

coli  BL21(DE3) cultivated in a 5 L fermenter by time course. SDS-PAGE (A) 

and Western blot (B) analysis. Symbol: M, molecular weight marker; control, 

BL21(DE3).
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제 4  결 

1.   Genbank  해 보한 HcRNAV 109  orf-2 전  정보  균 내에  단

  해 10%  rare codon   적  시  전  합  하 다. 

조합에 필 한 전  폭  pUC57 HcRNAV109  pTXB1 HcRNAV109  주  플

라스미드  하  단    pTXB1, pET30a(+), pHCE IA에 클

닝 하 다. 그  pBAD, pTYB21, pGEX 등  다 한  시스  

하 나 종적  pTXB1 HcRNAV109 VLP, pET30a(+) HcRNAV109 VLP 그 고 

pHCE IA HcRNAV109 VLP    정제에 적합함  하 다.

2.   조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP  0.1 mM  IPTG  첨가한  16℃에  22 시간 

동  단   한 결과 66 kDa  수  pTXB1 HcRNAV109 VLP 단

  수 고, 조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP  0.2 mM IPTG  

첨가한  18℃에  18 시간 동  단   한 결과 61.5 kDa  수

 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP 단   수 다. 또한 조합 

pHCE IA HcRNAV109 VLP  37℃에  7 시간 단   한 결과 38 kDa

  pHCE IA HcRNAV109 VLP 단   수 다.

3.  조합 pTXB1 HcRNAV109 VLP에   수  단  chitin affinity 

chromatography  해 정제 하 고, 조합 pET30a(+) HcRNAV109-intein VLP

에   수  단   조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP에   

 단  Ni-NTA affinity chromatography  해 정제하 다. 그  pHCE 

IA HcRNAV109 VLP  단  denaturation  하여 정제하 다.

4.   조합 pET30a(+) HcRANV109 VLP 단   정제 한  dialysis  해 

정한 가 조  한 VLP  하 고 전  미경  해 찰한 결과 

 33 nm  경  갖  VLP들   하 다.

5.   조합 pHCE IA HcRNAV109 VLP 단   하여  정제 한  
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dialysis  해 단계적  Urea 농  낮  refolding  하 다. 

그  전  미경  해 찰한 결과  33 nm  경  갖  VLP들  

 하 다.

6.   조합 pET30a(+) HcRNAV109 VLP 단   정제 한  5 mM  DTT  해 

dissociation  한  물  FITC  하여 숙주  찰한 결

과 숙주  Heterocapsa circularisquama HY9423에 만 물  에 한 

녹  찰  HcRNAV109 VLP가 숙주에  가  것  

하 다. 

7.  조합 pET30a(+) HcRNA109 VLP 플라스미드가 포함  균   한  

수한 cell free extract에 조물  TD49  탑 하여 숙주 적 조  

찰한 결과 숙주  Heterocapsa circualrisquama HY9423  7 시간  전 하

다. 비(非)숙주  Heterocapsa circualrisquama HU9433-P  8 시간 경과  

10%   찰하 고 Heterosigma akasiwo  향    것  

하 다. 또한 control  조합 pET30a(+) HcRNA34 VLP 플라스미드가 포함

 균   한  수한 cell free extract에 조물  TD49  탑

하여 숙주 적 조  찰한 결과 숙주  Heterocapsa circualrisquama 

HU9433-P  7 시간  전 하 다. 비(非) 숙주  Heterocapsa 

circualrisquama HY9423  8 시간 경과  5%   찰하 고 

Heterosigma akasiwo  향    것  하 다.

8.   가  가 한 조합 pHCE IA HcRNAV109  HcRNAV109 VLP 단  

량생  한  조건  하  하여 0.01% trypton  첨가  M9 

 5 ℓ  하여 하 다. 정한 공  주 하  200 rpm, 37℃에

 단   한 결과   8 시간  경과하   적  단  

 할 수 다.
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감  

 학  논문  무 하  짧게나  감   합 다.

 저  수님 신  시  수님께 감 드 다. 연 에  다 수

님께  보여주시  열정   노 해 겠다  원동  고  책 감  갖

고 할 수  것 같습 다. 신 에  학 논문 심    해주

신   수님과  경 수님 감 합 다.  경 수님께  해주신 말

  고 열심히 하겠습 다. 많  격  가 습 다. 그 고  원

 님, 고 종 님과 겁게 할 수 게 해주  평  님께  

감   전합 다. 년  동  히 에  하나하나 가 쳐 주시

 스스  생각하고 고민할 수  주   주 님께 감 드

다. 년  동  제나   생각해  했  저에게 묵묵히 또  다

 해해주시  님 에 히 해나갈 수 습 다. 

 조  님  비 하여 격 해주신 연 실 님들 감 합 다.  

고 연   학생들  노 하  만큼 과가  좋겠고   연

원   것 같  것 같  근 빠, 빠 감 드 다. 많  힘  

   미  고맙고 끝  힘내라  원해  라  , 민 , 보

미, 여미, 정 , 크, 에게  고맙다고 전하고 싶습 다. 에  많  힘  

습 다.  가  큰 가   그 고  하시 만 

쓰러워 하시  묵묵히 다 주신 님 감 합 다.        

 나  감   할 수  다행 다. 결과에  

  감   쓸 수 걸 보  년 라  시간  헛  보내

  것 같습 다.  노 한 만큼 돌  거라  생각 하나  과정  

보내  히 스스 에게   경험   것 고 에 그것  좋  경험

 남  수  책 감  갖고 노 하  연 원  고 싶습 다.

  감 합 다. 
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