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Characterization and expression of immune genes in fishes, red sea 

bream and rock bream 

Ji Woong Jin

Department of Aquatic Life Medicine, The Graduate school, 

Pukyong National University

Abstract

  The type I interferon (IFN) system is one of the most important 

mechanisms for antiviral defence. In the type I IFN response, many 

IFN-related proteins are induced for establishing an antiviral state. As a 

one of the IFN-related protein, Mx protein have been shown to inhibit 

virus replication. While interleukin-1 is a important pro-inflammatory 

cytokines often used as markers of an activated inflammatory response. 

One of the genes regulated by IL-1 is IL-8, which is a member of the 

CXC chemokine family. Also increased IL-1 has been attributed to the 

induction of novel Cyclooxygenase (COX) isoform (COX-2), distinct from 

the well characterized constitutive activity (COX-1) and playing an 

important role in immune regulation. COX-2 enzyme is induced by 
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various inflammatory signals, including cytokines, growth factors, and 

lipopolysaccharide. 

  Iridovirus is a major fish pathogen in marine aquaculture of Asian 

countries including Korea. Despite of many species affected by this 

pathogenesis, little is known interaction between iridovirus and the fish 

immune system. Therefore, three important immune genes, Mx, IL-8 and 

COX-2 genes were cloned and sequenced in red sea bream and rock 

bream. Using degenerated primers designed from known sequences, a 

cDNA fragment was amplified by PCR and elongated by 5'- and 3'- 

RACE-PCR to give the full-length coding sequence. The length of cDNA 

of rsbMx1, rsbMx2, rsbIL8, rbIL8 and rsbCOX2 genes are 2381bp, 

2889bp, 865bp, 888bp and 2528bp respectively and that translates into 

628, 637, 100, 99 and 608 amino acids respectively. The rsbMx1 and 

rsbMx2 genomic sequence were found to span 12 exons separated by 

11 introns. The rsbIL8 and rbIL8 genomic sequence were found to span 

4 exons separated by 3 introns. The rsbCOX-2 genomic sequence were 

found to span 10 exons separated by 9 introns. Also we studied if the 

experimental infection of red sea bream and rock bream with iridovirus 

could affect the expression of inflammatory cytokines, such as IL-8, 

COX-2 and IL-1β and an interferon-induced Mx genes. When injected 

with poly I:C, the Mx gene peak level of expressed immune genes in 

red sea bream and rock bream was day 1 post injection and the 

expression level of rsbMx1, rsbMx2 and rock bream Mx genes was 

similar about 22fold. While, when injected with iridovirus, the rsbMx1 

and rsbMx2 genes reponse was peaking on day 3 and the expression 

level was about 88-fold and 208-fold respectively. However, rock bream 

Mx gene was peaking on day 7 and the level was about 33-fold 



- v -

compared to β-actin. But, inflammatory cytokines, such as IL-8, COX-2 

and IL-1β genes expression was low compared with control. 

  Cloned and analyzed various immune genes in rock bream and red sea 

bream will help to understand defence mechanisms in fish after viral 

infection and will also support the development of the measures for 

treatment and prevention against viral infection.
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I.서 론

  어류는 척추동물로서 대식세포의 탐식작용, 라이소자임 그리고 인터페

론과 같은 비특이적인 면역과 항체와 같은 특이적인 면역의 조화에 의해 

병원체의 침입을 막는다. 하지만 고등척추동물인 포유동물과는 달리 특

이적인 면역 보다는 주로 비특이적인 면역에 더욱 많이 의존한다. 

  비특이적인 면역 단백질인 인터페론 (interferon, IFN)은 바이러스에 

감염 시 분비되며 바이러스 감염을 막는데 중요한 역할을 한다 (C.E. 

Samuel, 2001). 인터페론은 3가지의 타입으로 나누어져 있으며 유전자 

형태, 단백질 형태 그리고 기능에 의해 분류하였다. IFN-α와 IFN-β로 

구성된 type I 인터페론은 대부분의 세포에서 분비되며 바이러스 감염을 

막는 중요한 역할을 하는 반면, IFN-γ인 type II 인터페론은 natural 

killer cell과 helper T cell에 의해 분비되며 interleukin-12 (IL-12), 

IL-18, mitogens 또는 항원에 의해 유도되어 대식세포의 활성을 촉진시

킨다. 바이러스 감염에 대한 인터페론의 항바이러스 작용기전은 바이러

스에 감염된 세포는 인터페론을 분비하게 되며 인접한 세포는 protein 

kinase R (PKR)을 생성하여 세포가 단백질을 생성하지 못하게 하거나 

RNAse L을 생성하여 RNA의 합성을 하지 못하게 함으로써 감염세포가 

바이러스를 생산하지 못하도록 한다. 또한 인터페론은 인접세포에 Mx 

protein을 생성을 유도하여 항바이러스 작용을 한다 (Stephanie 

Johanna Dewitte-orr, 2006; Børre Robertsen, 2006).

  type I 인터페론에 의해 유도되는 Mx protein은 항바이러스 단백질이

다. Mx protein은 쥐의 influenza resistant line (A2G)에서 처음으로 
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발견 되었으며, 이름은 orthomyxovirus influenza A에 저항성이 있다고 

해서 지어졌다 (J. Lindenmann, 1962). Mx protein은 high-molecular 

-weight GTPase 의 dynamin superfamily에 속한다. 최근에는 Mx 

gene의 sequence 분석을 통해 Mx protein이 3개로 이루어진 

GTP-binding domain과 dynamin family signature가 있다는 것을 확인 

할 수 있었으며, 이것들은 강한 항바이러스 활성을 나타낸다. 또한 카르

복시 말단에 존재하는 leucine zipper motif는 Mx protein의 

oligomerization 역할을 한다. 현재 어류에서 보고된 Mx gene은 

European perch (Perca fluviatilis)를 처음으로 수년간 많은 연구를 통

해서 rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), Atlantic salmon (Salmo 

salar), bastard halibut (Paralichthys olivaceus), gilthead seabream 

(Sparus aurata), channel catfish (Ictalurus punctatus), turbot 

(Psetta maxima), barred knifejaw (Oplegnathus fasciatus) 등의 많은 

어류에서 보고되어 그 특징을 확인할 수 있다 (P Staeheli et al., 1989; 

Trobridge GD & Leong JA, 1995; Trobridge GD et al., 1997; 

Robertsen B et al., 1997;  Lee JY et al., 2000; Tafalla C et al., 

2004; Plant KP & Thune RL, 2004; Abollo E et al., 2005;  Zenke 

K & Kim KH, 2008). 또한 최근 넙치에서 유래된 세포를 이용하여 in 

vitro 상에서 Mx protein은 hirame rhabdovirus (HRRV) 와 viral 

hemorrhagic septicemia (VHS)의 복제를 억제한다는 연구(Christopher 

Marlowe A. Caipanga et al., 2003)와 Atlantic salmon에서 Mx 

isoform 중 Mx1은 infectious salmon anaemia virus (ISAV)와 

infectious pancreatic necrosis virus (IPNV)의 복제를 억제한다는 연

구가 발표되었다 (R. Larsen et al., 2004). 
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  앞서 언급한 인터페론 외에도 비특이적 면역에 중요한 역할을 하는 

interleukin은 대부분 염증을 유도하는 사이토카인(cytokine)으로 그 중

에서 IL-1은 염증의 중요한 매개자로서 일반적으로 염증이 일어나는 동

안 특징적으로 발현되는 다양한 유전자들을 지시하고 증가시킨다. 그리

고 그것은 미생물의 침입, 염증, 면역학적 반응, 조직 상해 등에 대한 신

체반응을 매개하는 중요한 역할을 한다. 또한 생물학적인 효과로는 열의 

유도, 혈청에서 corticosteron levels의 증가 cytokine network의 활동

을 유도하고 간에서 급성 반응을 유인하며 혈관의 endothelium의 활동

을 일으킨다. 또한 다른 염증 cytokine인 IL-8은 IL-1에 의해 유도되는 

여러 CXC chemokine 중 하나로서 다양한 세포에 의해 분비되며, 감염

과 염증부위에 백혈구를 유도하여 외부침입을 방어하는 중요한 역할을 

한다 (Laing & Secombes, 2004). 포유류의 IL-8 gene은 

Glu-Leu-Arg로 이루어진 ELR motif를 가지며, 이것은 receptor를 인

식하고 신호를 보내는데 꼭 필요하다 (Clark-Lewis et al., 1991). 흥미

롭게도 ELR motif는 백혈구를 유인하고 활성화시키는 다른 CXC 

chemokine의 거의 대부분에 존재하지만, 다른 기능을 하는 chemokine

에는 전혀 존재하지 않는다. 어류에서는 haddoc IL-8과 Atlantic cod 

IL-8을 제외한 대부분의 경골어류에서 incomplete ELR motif로 존재한

다. 현재 어류에서 보고된 IL-8 gene은 haddoc (Melanogrammus 

aeglefinus), Atlantic cod (Gadus morhua), black porgy 

(Acanthopagrus schlegelii), bastard halibut, Japanese sea perch 

(Lateolabrax japonicus), Atlantic salmon, rainbow trout, common 

carp (Cyprinus carpio), Fugu rubripes (Takifugu rubripes)등의 많은 

어류에서 보고되어 그 특징을 확인할 수 있다 (Corripio-Miyar et al., 



- 4 -

2007; Seppola M. et al., 2008; Zhonghua C. et al., 2008; Lee et 

al., 2001; Fujiki et al., 2003; Abdelkhalek NK et al., 2009; Chen 

et al., 2005;  Laing et al., 2002).

  Prostanoids는 Cyclooxygease (COX)라고 더 잘 알려진 PGHS에 의

해 형성되며, arachidonic acid을 prostaglandin H2로 변환시키는 촉매 

작용을 한다 (Herschman, 2003). COX enzyme에는 COX-1, COX-2 

그리고 COX-3 3가지가 알려져 있으며, COX-3는 COX-1의 splice 

variant로  frameshift mutation으로 인해 생겨 COX-1b 또는 COX-1 

variant (COX-1v)라고 불리기도 한다 (Chandrasekharan NV et al., 

2002). 기본적으로 사람의 경우 COX-1과 COX-2는 amino acid가 서

로 약 60-65% 일치하며 enzyme의 활성은 비슷하지만 조직에 따라 

COX-1과 COX-2의 발현량은 다르다. COX-1은 위장관, 신장, 혈소판, 

혈관내피세포 등 모든 조직에 항상 내재적으로 존재하는 constitutive 

enzyme이지만, COX-2는 정상세포에서는 존재하지 않다가 대식세포나 

다른 염증부위에서 growth factor, cytokines 그리고 endotoxine 등과 

같은 inflammation mediator에 의해서 합성이 유도되는 inducible 

enzyme이다 (B. Francesco et al., 2005).  어류에서는 최근 rainbow 

trout 와  brook trout (Salvelinus fontinalis), Atlantic croaker 

(Micropogonias undulatus), mummichog (Fundulus heteroclitus), 

longhorn sculpin (Myoxocephalus octodecemspinosus), 

zebrafish(Danio rerio)등 몇몇 어류에서 COX-1과 COX-2 gene이 밝

혀졌고 COX-2의 경우 사람과 같이 염증반응을 매개하는 유전자라고 보

고되고 있다 (Ishikawa TO & Herschman HR., 2007; Roberts SB et 

al., 2000; Havird JC et al., 2008; Choe KP et al., 2006; Havird JC 
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et al., 2008).

  어류에서 비특이적인 방어 기작은 감염에 대한 저항성에 있어서 결정

적인 역할을 하는 것으로 보여 진다. 그리고 long-time의 저항성은 

CHNV와 VHSV에 감염된 어류에서 특이적인 cytotoxic T cells이 존재

하는 것으로 증명되었기 때문에 (Boudinot P et al., 2001; Somamoto 

T et al., 2002) 항체보다도 세포성 factors에 의해 매개될 수 있을 것

이다. 그러나 감염 후 짧게 유도되는 비특이적인 방어 기작이 감염의 결

과를 결정한다. 그러므로 어떠한 비특이적인 방어기작이 바이러스의 감

염으로 개시되는가를 결정하는 것은 바이러스에 대한 저항성에 있어 중

요한 factor들을 이해하는 데에 중요하다고 볼 수 있다.

  iridovirus는 전 세계적으로 다양한 양식 해산어 및 담수어에 경제적

으로 심각한 손실을 야기 시키고 있으며, 현재 우리나라에서도 

iridovirus에 의한 피해는 심각한 실정이다. 여러 어종에서 iridovirus에 

대한 연구가 지속적으로 이루어지고 있지만 효과적인 치료방법과 예방법

이 될 수 있는 백신 개발을 위해서는 virus 뿐만 아니라 virus 감염에 

따른 어체의 면역반응 또한 함께 연구되어야 한다. 따라서 본 연구는 인

터페론에 의해 유도되는 항바이러스 단백질인 Mx protein 과 pro- 

inflammatory 단백질인 IL-8과 COX-2 gene의 cDNA와 genomic 

DNA sequence를 밝혀 GenBank에 등록되어 있는 여러 종의 gene과 

비교하여 그 분자적인 특성을 분석하였다. 이들 유전자는 어류가 virus 

감염을 이겨내는 데 중요한 역할을 할 것으로 생각된다. 한편 iridovirus

는 Manual of Diagnostic Tests for Aquatic Animals (OIE, 2009)에 

의하면 돌돔과 어류가 다른 어류에 비해 iridovirus에 더욱 sensitive 하

며, 참돔 또한 sensitive 하다고 말하고 있다. 또한 참돔은 Inouye et 
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al. (1992)에 의해 iridovirus가 처음으로 분리된 어종이며, 민감하다고 

알려져 있으며 대부분의 연구결과 참돔이 iridovirus에 의해 많은 폐사

가 일어난다고 보고되고 있다 (Wang et al., 2003; NAKAJIMA K et 

al., 2001). 하지만 현재 우리나라 양식장에서는 iridovirus에 의해 돌돔

은 해마다 많은 피해가 일어나고 있지만 (Jung and Oh, 2000), 참돔에

서는 폐사가 거의 일어나지 않고 있다. 이러한 사실을 바탕으로 감수성

의 차이를 보이는 두 어종 돌돔과 참돔에 iridovirus를 challenge하고 

virus defence mechanism에 중요한 역할을 할 것으로 보이는 Mx, 

IL-8, COX-2, IL-1β 유전자의 발현량을 비교하여 virus 감염 시 어류

의 면역체계에 대한 기본지식을 확보하고자 하였다. 
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Ⅱ.재료 및 방법

1. 실험어

  외관상 질병의 증세가 나타나지 않는 건강한 5~6g 되는 양식산 돌돔 

(Oplegnathus fasciatus)과 5~7g 되는 참돔 (Pagrus major)을 거제와 

통영의 양식장에서 구입하여 250ℓ 수조에서 1일 1회 사료 투여 및 사육

수 환수를 하며 25±0.5℃에서 2주간 순치 시킨 뒤 실험에 사용하였다.

2. 면역 유전자의 cloning

2. 1. Total RNA 분리

  RNA 분리할 조직을 homogenation 하고 TRIzol 500㎕를 첨가하여 

pipetting한 후 실온에서 5분간 반응시켰다. 그 후 chloroform 

(Sigma-Aldrich) 100㎕를 첨가하여 inverting해서 실온에서 10분간 반

응 시켰다. 반응이 끝나면 4℃, 12,000g에서 15분간 원심분리하고, 상

등액을 새 microtube로 옮겼다. 여기에 상등애과 동량의 isopropanol 

(Sigma-Aldrich)을 첨가하여 inverting한 후 실온에서 10분간 반응 시

켰다. 그 반응 후 4℃, 12,000g 에서 10분간 원심 분리하여 상등액을 
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제거하고 70% ethanol을 첨가하여 다시 4℃, 7500g에서 5분간 원심 분

리하여 상등액을 제거하였다. 그 침전물은 10분간 상온에서 자연 건조시

켜 Nuclease-free water (Hyclone)로 현탁 한 뒤 사용 전 까지 -70℃

에서 보관 하였다.

2. 2. RT-PCR

  

  PCR tube에 reverse transcriptase 0.5㎕, buffer 2㎕, dNTP 2㎕, 

Oligo(dT) primer 1㎕, total RNA 1㎍을 넣고 total volume이 10㎕이 

되게 Nuclease-free water을 첨가한 후, 42℃에서 60분, 99℃에서 5분

간 반응 시켰다. 여기에서 만들어진 cDNA는 PCR 반응에서 template로 

사용하였다. PCR amplification은 Perkin-Elmer 2400 thermal cycler 

(Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA)를 사용하였으며, PCR 조건은 9

5℃에서 3분간 pre-denaturation 시킨 후, 95℃ 30초 denaturation,  

55℃ 30초 annealing, 72℃ 30초 extension의 반응을 1 cycle로 하여 

30 cycles를 반응시켰다. 그 후, 72℃에서 7분간 post-extension 시켰

다. 증폭된 산물은 0.5 ㎍/㎖ ethidium bromide (EtBr)가 첨가된 1% 

agarose gel을 완충액 0.5X TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM 

EDTA)에 넣어 전기영동을 실시하여 확인하였다.
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2. 3. Cloning

  면역 유전자의 cloning은 TOPO-TA Cloning Kit (Invitrogen Co., 

Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 cloning 하였다. 우선 증폭된 DNA 4

㎕를 새 micro tube에 옮긴 후, salt solution 1㎕, distilled water 4㎕, 

TOPO
R vector 1㎕를 첨가하여 상온에서 10분간 반응시켰다. 그 뒤에 

competent cell (E. coli DH5α-T1
R OR) 50㎕를 첨가하여 ice에서 20

분간 반응시키고, 42℃에서 30초간 heat-shock 시켰다. 바로 ice에 

2~3분간 반응 후 SOC (Tryptone 20 g/L, Yeast extract 24 g/L, 

NaCl 0.5 g/L, 250 mM KCl 10 ㎎/L, 10 ㎖ of a sterile solution of 

1 M MgCl2, 20 ㎖ filter sterile 1 M glucose/L) 배지 250 ㎕ 첨가하

고, 37℃, 90분간 진탕 배양 시켰다. 

  배양액을 X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyrano 

side, Sigma, USA) 40 ㎍/㎖과 Ampicillin 50 ㎍/㎖가 첨가된 LB 

(Luria-Bertani, Difco, USA) 평판배지에 도말하여, 37℃에서 24 시간 

동안 배양시켰다. 파란색과 흰색의 집락이 증식하는 것을 확인 하였고, 

흰색으로 나타나는 집락을 선택하여 Ampicillin 50 ㎍/㎖가 첨가된 LB 

broth에 접종 후, 37℃에서 24시간 배양하여, GeneAllⓇ Plasmid SV 

Mini kit (GeneAll Biotechnology, Korea)를 이용하여 plasmid를 분리

하였다.
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3. 면역유전자의 complete ORF 결정

3. 1. Degenerated primer의 제작

  GenBank에 등록되어 있는 Siniperca chuatsi (AY392097), Lates 

calcarifer (AY821518) 그리고 Sparus aurata (AF491302)의 Mx 

gene의 mRNA sequence를 서로 비교하여 conserved 한 region을 찾

아 degerated primer (dgpMx F, dgpMx R)를 제작하였고, IL-8은 

Acanthopagrus schlegelii (DQ000611), Gadus morhua (AY614593), 

Melanogrammus aeglefinus (AJ566335), Lateolabrax japonicus 

(DQ855621) 그리고 Paralichthys olivaceus (AF216646)의 sequence

를 비교하여 degerated primer (dgpIL8 F1,2,dgpIL8 R1,2)을 제작하였

고 COX-2 gene는 Oncorhynchus mykiss (AJ238307), Salvelinus 

fontinalis (AF158373) 그리고 Micropogonias undulatus (AB292357)

의  sequence를 비교하여 degerated primer (dgpCOX2 F, dgpCOX2 

R)을 제작하여 Polyinosinic-polycytidylic acidsodium salt, γ

-irradiated (Poly I:C, Sigma-Aldrich) 500㎍/fish 또는 Vibrio 

anguillarum (PT493) 약 1.18 × 105 CFU/fishes를 복강 주사하여 

24h 동안 자극시킨 돌돔과 참돔의 liver에서 분리한 RNA를 template로 

하는 RT-PCR에 사용되었다.

  Degenerated primer를 사용하여 RT-PCR을 한 결과 나타난 product

를 cloning하고 sequencing하여 알게 된 각 유전자의 partial sequence

에서 RACE-PCR을 하는데 필요한 primer를 제작하였고 제작한 primer

를 Table 1과 Table 2에 나타내었다. 
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Object Gene Name Sequence (5' to 3')a

For partial 

cDNA 

cloning

Mx
Mx F GCTGGAGGCGCTGTCAGG

Mx R CTTCAGGAGGTGGATGACCTC

IL-8
IL8 F1 CTGCRMTGYCGCTGCATYS

IL8 R1 TCARAGTKGCAATGATCTCRG 

COX-2
COX2 F GCTGGGARGCCTATTCCAA

COX2 R TTGGTGAACGAMTCSACVAG

For full 

length of 

gene

Mx

5' RACE rsbMx first GGACAATTTCAACCACCGTCTCTTCTGTGCC

5' RACE rsbMx nested GTCACAATGCCACTTCCTCTTGGCAGAGCC

3' RACE rsbMx1 first GCTGCCGCTGTCAAAGGCAACTCAT

3' RACE rsbMx1 nested CGGGAGCGGGTCGGGGATCAGTAAT

3' RACE rsbMx2 first CCTGTGGGCTCCAGACGCTCAACTCA

3' RACE rsbMx2 nested CCGGCATCGCCAGGGTGGCTGTAAA

IL8

5' RACE rsbIL8 first GCCTCGGGGTCCAGGCAAACCTCTT

5' RACE rsbIL8 nested GCGGCCGATGGGTTTGCTCTCTGTT 

3' RACE rsbIL8 first AACAGAGAGCAAACCCATCGGCCGC

3' RACE rsbIL8 nested AAGAGGTTTGCCTGGACCCCGAGGC

COX-2

3' RACE rsbCOX2 first CCTGTGGGTCCGGGATGAACTCTCT

3' RACE rsbCOX2 nested GGGGGAGGGTGCGCGTATAGTAGGA

5' RACE rsbCOX2 first GGGTGTGTGATGTGTTGAAGGAGGTC

5' RACE rsbCOX2 nested GCTGCTGTTCAACCAGCGCTTCCAG

For genomic 

walking

Mx

rsbMx1 UTR F GTGTCCATTTAGTTTTAGT

rsbMx1 UTR R GCTCCTTTCACCCTGAACAC

rsbMx2 UTR F CCTGTGGGCTCCAGACGCT

rsbMx2 UTR R ACAACTCCCCATACGCTGAC

IL-8
rsbIL8 UTR F GCAGCTGAACCAAGAAAAGG

rsbIL8 UTR R TCAGAGCAACTCCTGAATCC

COX-2
rsbCOX2 UTR F CTGAGCTTCAGAGCGACACA

rsbCOX2 UTR R CTGCACATTCTGCGACTGAT

Table 1. Primers used for red sea bream immune gene cloning 

a Degenerated positions R:A/G, S:C/G, Y:C/T M:A/C K;G/T V:A/C/G 
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object Gene Name Sequence (5' to 3')

For partial 

cDNA cloning
IL-8

dgpIL8 F2 GTGCTCCTGGCCCTCCTGA

dgpIL8 R2 TCAGAGTGGCAATGATCT

For full length 

of gene
IL-8

5' RACE rbIL8 first TGGCAATGATCTCAGTCTCCTCGCAGT

5' RACE rbIL8 nested GGCAGTGCATCTCCATTCCCAGACTTC

3' RACE rbIL8 first TGCATCCAGACAGAGAGCAAACCCATC

3' RACE rbIL8 nested TGCGAGGAGACTGAGATCATTGCCACT

For genomic 

walking
IL-8

rbIL8 UTR F AACAGCAGAGCAAGAAAGCA

rbIL8 UTR R TCCTCTGGTATGGCATGTGA

Table 2. Primers used for rock bream immune gene cloning
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3. 2. RACE-PCR (rapid amplification of cDNA ends-PCR)

  GeneRacer
TM Kit (Invitrogen)는 cDNA의 알고 있는 일부 염기서열

을 이용하여 cDNA의 full-length 5'-과 3' ends를 밝혀서 돌돔과 참돔

의 immune genes의 완전한 cDNA 염기서열을 결정하기 위해 사용되었

다. 먼저 total RNA의 5'의 phosphates를 calf intestinal phosphatase 

(CIP)로 처리해서 제거한 뒤, 5' cap structure를 제거하기 위해 tobaco 

acid pyrophosphatase (TAP)를 처리해 주었다. T4 RNA ligase로 5' 

end에 GeneRacer
TM RNA Oligo로 ligase 했다. ligated RNA는 

GeneRacer
TM RNA Oligo dT primer로 역전사 되었다. 5' end는 

GeneRacer
TM 5' primer와 gene specific first primer로 first PCR을 

한 뒤, GeneRacerTM 5' nested primer와 gene specific nested 

primer로 nested PCR을 하였다. 3' end는 GeneRacerTM 3' primer와 

gene specific first primer로 first PCR을 한 뒤, GeneRacerTM 3' 

nested primer와 gene specific nested primer로 nested PCR을 수행

하였다.

  Nested PCR은 Perkin-Elmer 2400 thermal cycler를 사용하여, 9

4℃에서 2분간 pre-denaturation 시킨 후, 94℃ 30초 denaturation,  

65℃ 30초 annealing, 68℃ 30초 extension의 반응을 1 cycle로 하여 

25 cycles를 반응시켰다. 그리고 68℃에서 10분간 post-extension 시

켰다.

  RACE-PCR을 통하여 얻은 products는 TOPO-TA CloningⓇ Kit로 

cloning하여 얻은 white colony를 ampicillin 50㎍/㎖이 첨가된 LB 

broth에 배양한 후 이 배양액에서 plasmid를 분리하여 sequencing 하

였다.
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4. 면역 유전자의 Genomic organization 분석

4. 1. Total genomic DNA 분리

  

  돌돔과 참돔의 genomic DNA는 각 어류의 조직 약 10 mg을 

AccuPrep
Ⓡ Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer, Korea)를 사용하

여 제조사의 protocol에 따라 최종 50㎕의 elution buffer를 사용하여 

total nucleic acids를 분리하였다. 분리한 DNA는 실험 전까지 -20℃에

서 보관하였다.

4. 2. DNA walking

  각 어류에서 분리한 genomic DNA를 template로 하고 cDNA의 

sequence를 기초로 하여 제작한 primer (Table 1, 2)를 사용하여 PCR

을 실시하였다. 이것은 full-lengh genomic DNA의 염기서열을 결정하

고 exon과 intron의 위치를 확인하기 위하여 genomic DNA를 template

로 하는 PCR에 사용되었다.

  PCR 혼합액은 Microtube에 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 50 mM 

KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.001% (w/v) gelatin, 0.5% Tween-20, 200 

 M의 각 각의 dNTP, 1  M의 각 각의 primer, 1.25 U AmpliTaq 

DNA polymerase (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) 및 template 

DNA로서 추출된 viral nucleic acids를 첨가한 후, distilled water로 

PCR 혼합물 최종 volume이 20㎕가 되게 하였다. PCR amplification은 

Perkin-Elmer 2400 thermal cycler (Perkin-Elmer)를 사용하였으며, 
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PCR 조건은 94℃에서 3분간 pre-denaturation 시킨 후, 94℃ 30초 

denaturation,  55℃ 30초 annealing, 72℃ 30초 extension의 반응을 

1 cycle로 하여 30 cycles를 반응시켰다. 그리고 72℃에서 7분간 

post-extension 시켰다. 

5. 염기서열의 비교 분석

5. 1. Mx gene의 비교 

  rsbMx1과 rsbMx2의 amino acid와 Genbank에 등록되어 있는 

gilthead seabream (Sparus aurata, Mx1, AF491302; Mx2, 

FJ490555; Mx3, FJ652200;  Mx4, FJ490556), barred knifejaw 

(Oplegnathus fasciatus, Mx1, EU807985; Mx2, EU807986; Mx3, 

EU807987), bastard halibut (Paralichthys olivaceus, AB110446), 

turbot (Psetta maxima, Mx1, AY635932; Mx2, AY635933), 

European seabass (Dicentrarchus labrax, AM228977), rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss, Mx1, U30253; Mx2, U47945; Mx3, 

U47946), Atlantic salmon (Salmo salar, Mx1, BT043723; Mx2, 

NM_001123690; Mx3, NM_001123675), zebrafish (Danio rerio, 

NM_182942), channel catfish (Ictalurus punctatus, AY095349), 

human (Homo sapiens, BC032602), chicken (Gallus gallus, 

EU348752)의 Mx gene들을 BioEdit program과 GeneDoc software를 

통해 비교해보았으며 Mega 4 software를 이용하여 phylogenetic tree

로 나타내 보았다.
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5. 2. IL-8 gene의 비교

  rsbIL-8과 rbIL-8의 amino acid를 Genbank에 등록되어 있는 black 

porgy (Acanthopagrus schlegelii, DQ00061), sea purch 

(Lateolabrax japonicus, DQ855621), Fugu rubripes (Takifugu 

rubripes, NM_001032587), bastard halibut (Paralichthys olivaceus, 

AF216646), rainbow trout (Oncorhynchus mykiss, AJ279069), 

Atlatic salmon (Salmo salar, NM_001140710), haddoc 

(Melanogrammus aeglefinus, AJ566335), Atlantic cod (Gadus 

morhua, AY614593), common carp (Cyprinus carpio, AB470924), 

chicken (Gallus gallus, NM_205018), human (Homo sapiens, 

NM_000584)의 IL-8 gene과 BioEdit program과 GeneDoc software

를 통해 비교해보았으며 Mega 4 software를 이용하여 phylogenetic 

tree로 나타내 보았다.

5. 2. COX-2 gene의 비교

  

  rsbCOX-2 gene의 amino acid를 Genbank에 등록되어 있는 Atlantic 

croaker COX-2 (Micropogonias undulatus, AB292358) rock bream 

COX-2 (Oplegnathus fasciatus, FJ952157), longhorn sculpin 

COX-2b (Myoxocephalus octodecemspinosus, EU703783), 

mummichog COX-2 (Fundulus heteroclitus, AY532639), rainbow 

trout COX-2 (Oncorhynchus mykiss, NM_001124348),  zebrafish 

COX-2a (Danio rerio, NM_153657), human COX-2 (Homo sapiens, 
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NM_000963), chicken COX-2 (Gallus gallus, NM_001167719), 

Atlantic hagfish COX-2 (Myxine glutinosa, EU703785), spiny 

dogfish (Squalus acanthias, AF420317), human COX-2 

(NM_000962), longhorn sculpin COX-1a (EU703784), rainbow trout 

COX-1 (NM_001124361), Atlantic salmon COX-1 (BT045745), 

zebrafish COX-1 (NM_153656), mummichog COX-1b (EU703781), 

Atlantic croaker COX-1 (AB292358), longhorn sculpin COX-1b 

(EU703789).의 COX gene과 BioEdit program과 GeneDoc software를 

통해 비교해보았으며 Mega 4 software를 이용하여 phylogenetic tree

로 나타내 보았다.

  

6. 면역유전자의 발현분석

6. 1. In vivo상에서의 면역반응

  순치된 돌돔과 참돔에 poly I:C 500 ㎍/fish,  sachun type 

iridovirus를 약 105 copies/fish를 복강에 주사하여 1일 3일 7일 후에 

각각 3마리씩 해부하여 liver를 분리하고, control로서 MEM을 주사한 

돌돔과 참돔도 3마리씩 liver도 함께 분리하였다. 조직을 homogenation 

한 후 total RNA를 분리하고, 1 ㎍으로 맞춘 후 Oligo dT로 RT-PCR

을 시행하여 cDNA를 얻어 Mx gene, IL-8, COX-2 gene, IL-1β의 발

현을 서로 비교하였다. 
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6. 2. 상대정량

  면역유전자를 상대정량적 분석을 위해 Rotor-Gene
TM 6000 (Corbett 

Research, AUS)을 사용하였다. 0.2 ㎖ microtube에 SensiMixPlus 

SYBR (Quantace, USA) 10 ㎕, 1  M의 각각의 primer, template 

DNA로서 각 날짜별 cDNA를 첨가한 후, distilled water로 PCR 혼합물 

최종 volume이 20 ㎕가 되게 하였다. Real-time PCR의 조건은 95℃에

서 10분간 반응한 후, 95℃ 10초, 55℃ 15초, 72℃ 20초의 반응을 1 

cycle로 하여 40 cycles를 반응시켰다. 마지막 cycle 후에는 모든 반응

물에 대하여 72℃부터 95℃까지의 영역에서 melting curve 분석을 실

시하였다. immune gene의 발현량은 β-actin과 target gene의 비교에 

따른 상대적 정량으로 비교하였다. immune gene의 계산법은 다음과 같

다. 

ΔCt = target gene Ct - β-actin Ct   

ΔΔCt = ΔCt iridovirus - ΔCt control

Gene expression = E-ΔΔCt

  

  여기에서 Ct는 threshold cycle을 의미하며, E는 PCR의 efficacy이며 

1.98 이하의 efficacy를 나타낸 sample은 사용하지 않았다. 사용한 

primer는 Table 3. 에 나타내었다.

  또한 β-actin의 비교 gene으로 다른 reference gene인 GAPDH를 사

용하였다. 



- 19 -

Name Sequence (5' to 3') Size(bp) Object

rsbB-actin F GTGCCCATCTACGAGGGTTA
156bp

expression of 

β-actin

rsbB-actin R CTCCTTAATGTCACGCACGA

rbB-actin F CAGGGAGAAGATGACCCAGA
154bp

rbB-actin R CATAGATGGGCACTGTGTGG

rsbGAPDH F GGTAAGCTGACAGGCATGG
154bp

expression of 

GAPDH

rsbGAPDH R TGTAACCCAGCACTCCCTTC

rbGAPDH F GTGTGTTCACCACCATCGAG
155bp

rbGAPDH R AGGAAGCGTTGCTGACAACT

rsbMx1 F CGCTGTCAAAGGCAACTCAT
157bp

expression of 

Mx

rsbMx1 R CCAGAGAGCGGAGAGAGTCA

rsbMx2 F GCTCCAGACGCTCAACTCAT
141bp

rsbMx2 R GGACGAACCCTCTCCTCATA

rbMx F GATCGCCTCTCCTGATGTTC
152bp

rbMx R ACCACCAAGCTGATGGTTTC

rsbIL8 F GAAGGTGGAGCTGATTCCTG
155bp

expression of 

IL-8

rsbIL8 R CTCAGCGTCTTCTGCTGTTG

rbIL8 F CCCTCCTGACCATCAGTGAA
152bp

rbIL8 R TGATCTCAGTCTCCTCGCAGT

rsbCOX2 F TTCTTCGCACAGCATTTCAC
159bp

expression of 

COX-2

rsbCOX2 R AAGCTTGCCATCCTTGAAGA

rbCOX2 F ACCTTGTGGAGTCGTTCACC
154bp

rbCOX2 R CATGGAGAATCGCTTCCTGT

rsbIL1b F GCGAGCAGAGGCACTTAGTC
142bp

expression of 

IL-1β

rsbIL1b R ACAGTTACGGCCTCAGCACT

rbIL1b F ATCTGGAGACGGTGGACAAC
142bp

rbIL1b R GCTGATGTACCAGTCGCTGA

Table 3. Primers used in the study
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Ⅱ. 결   과

1. cDNA cloning과 염기서열 분석

1. 1. Mx gene의 염기서열 분석

  poly I:C로 24h 동안 자극한 참돔의 liver에서 total RNA를 분리하여 

oligo dT로 RT-PCR을 한 뒤 sequence가 알려진 어류의 conserved 

region에서 제작한 degenerated primer를 이용하여 PCR을 수행한 결

과 559 bp의 product를 얻을 수 있었다. 이 product를 TOPO-TA 

vector에 cloning 한 후 염기서열을 결정하였고 BLAST를 통해 확인해

본 결과 Mx gene임이 확인 되었다. Mx gene의 partial sequence를 이

용하여 Mx gene의 full sequence를 결정하기 위해 RACE-PCR을 실시

하였다. 5' RACE 결과 전기영동 상에서는 하나의 band로 보였으나 

sequencing 결과  304 bp와 322 bp의 두개의 결과를 얻을 수 있었고 

각각 rsbMx1, rsbMx2라고 명명하였다. 이러한 결과는 5‘ RACE-PCR

에 사용한 primer가 두 유전자 모두에 conserved 하여 5‘ RACE-PCR 

결과 rsbMx1과 rsbMx2 모두 detection 할 수 있었다. 5' RACE 결과

를 기준으로 다시 3' RACE primer를 제작하여 3' RACE를 실시한 결과 

각각 1925 bp와 2335 bp의 product를 얻을 수 있었으며 각각을 

TOPO-TA vector에 cloning 한 후 염기서열을 결정하였다. 그 결과 
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2381 bp의 rsbMx1 gene과 2806 bp의 rsbMx2 gene의 full sequence

를 얻을 수 있었으며 Mx gene에서 특이적으로 나타나는 motif인 

dynamin family motif, GTP-binding domain 그리고 leucine zipper 

domain 이 존재하였다. 이러한 과정을 Fig. 1-2.에 도식화 하였으며, 그 

결과 확인 된 Mx1 gene과 Mx2 gene의 full sequence는 Fig 3-4.에 

나타내었다.
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Fig. 1. A schematic illustration of the rsbMx1 cDNA cloning in res sea 

bream with position of the primers used in PCR and RACE-PCR (gray 

region : UTR)
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Fig. 2. A schematic illustration of the rsbMx2 cDNA cloning in res sea 

bream with position of the primers used in PCR and RACE-PCR (gray 

region : UTR)
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AAAGTGTCCATTTAGTTTTAGTGCGGAAGCTGCTGCTGTCAAAGGCAACTCATATCCAGCTGATTTAGTCCTTCCTACAC 80

ACAATTTCTTCACAGCAGACAAGAAGTGAGCAGCATGAACACTCTGAACCAGCAGTATGAGGAGAGGGTTCGTCCCTGCA 160

M N T L N Q Q Y E E R V R P C

TTGACCTCATTGACTCTCTCCGCTCTCTGGGGGTAGAGAAGGACTTGGCGCTGCCTGCTATCGCCGTGATCGGAGACCAA 240
I D L I D S L R S L G V E K D L A L P A I A V I G D Q

AGCTCGGGGAAGAGCTCTGTGCTGGAGGCGCTGTCAGGGGTGGCTCTGCCGAGAGGAAGCGGCATTGTGACAAGATGTCC 320
S S G K S S V L E A L S G V A L P R G S G I V T R C P

TCTGGAACTGAAGATGAAGAGAAAGAAGGAAGGAGAGAAATGGTACGGGAAGATAAGCTACAAAGACTACGAGGAAGAGC 400
L E L K M K R K K E G E K W Y G K I S Y K D Y E E E

TAGAAGACCCTGCAGATGTGGAGGACAGCATTAGAGAAGCTCAGGATGACATAGCCGGGAGCGGGTCGGGGATCAGTAAT 480
L E D P A D V E D S I R E A Q D D I A G S G S G I S N

GAACTCATCAGTCTGGAGATCGCCTCTCCTGATGTTCCAGACCTGACGCTCATTGACCTGCCCGGCATCGCCAGGGTGGC 560
E L I S L E I A S P D V P D L T L I D L P G I A R V A

TGTAAAGGGACAACCAGAGGACATCGGAGACCAGATAAAGAGACTGATCCAGACGTTCATCAAAAAACAAGAAACTATCA 640
V K G Q P E D I G D Q I K R L I Q T F I K K Q E T I

GTTTGGTGGTGGTACCAAGCAACGTGGACATAGCAACCACAGAGGCTCTGAAGATGGCTCAGGAAGTGGATCCTGATGGA 720
S L V V V P S N V D I A T T E A L K M A Q E V D P D G

GGGAGGACTTTGGGTATCTTGACCAAGCCTGATCTCGTGGACAAAGGCACAGAACAGACGACGGTTGACATCGTCCACAA 800
G R T L G I L T K P D L V D K G T E Q T T V D I V H N

TGAGGTCATCCACCTGAAGAAGGGCTACATGATCGTCAAGTGCAGGGGTCAGAAGGAGATCACAGAGAATGTGTCTCTTA 880
E V I H L K K G Y M I V K C R G Q K E I T E N V S L

CTGAGGCAACAAGAAGAGAGAAAGCCTTCTTCAAAGATCATGTGCATTTCCACATTCTTTATGACGAAGGCCACGCCACT 960
T E A T R R E K A F F K D H V H F H I L Y D E G H A T

GTTCCTAAATTAGCTGAAAAACTCACACTTGAGCTGGTGCATCATATCCAGATGTCTCTGCCTCAACTGGAAGATCAGAT1040
V P K L A E K L T L E L V H H I Q M S L P Q L E D Q I

TGAGAAGAAACTAGTACAGACTCGTGCAGAGCTGGAGAGATTAGGCGACGGACTTCCACCTGATGCAGCCGAGAGACTCG1120
E K K L V Q T R A E L E R L G D G L P P D A A E R L

TCTTTCTCATTGATAGAGTGACAGCATTTACACAGGAGGCCATCAACCTCGCTACAGGGGAGGAACTCAAAAGCCTCAAA1200
V F L I D R V T A F T Q E A I N L A T G E E L K S L K

ATCTTTTCCGTACTAAGGCGAGTGTTTGCAGTGTGGAAAGGGACCATAGATCAGTATGGGGTAAAATTCAACTGGAATAT1280
I F S V L R R V F A V W K G T I D Q Y G V K F N W N I

TGAGAAACAGGTGGCTGAGTATGAGCGGAAGTACCGTGGAAGAGAACTGCCGGGGTTCGTCAACTACAAGACCTTTGAGG1360
E K Q V A E Y E R K Y R G R E L P G F V N Y K T F E

GCATGGTCAAGGAGCAGATCAAACAGCTGGAAGAGCCTGCTGTCCTGAAACTCAAGGAAGTATCAGAAATTGTGAAGGAA1440
G M V K E Q I K Q L E E P A V L K L K E V S E I V K E

GAGCTGTTTAAGGTGGCACAGAGCAGCTTTGTTGGATTCCCTCATCTCATCAGAATAGCTAAGATGAAGATTGAAGCCAT1520
E L F K V A Q S S F V G F P H L I R I A K M K I E A I

CAGAAAGGAGAATGAGAGTACAGCAGAGTCCATGCTGATGACTCAGTTTAAGATGGAGTCGATCGTTTACACTCAGGACA1600
R K E N E S T A E S M L M T Q F K M E S I V Y T Q D

Fig. 3. Continued. 
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GCGCATACAGCAAGAAGTTAGGGAAGCGGAAGAGAGAACCTGAACCAGTTAACAAATACAATAATGACAGTGTGGCCACC1680
S A Y S K K L G K R K R E P E P V N K Y N N D S V A T

CTGATAGAGATGACCAAACACCTTAAATCCTACTACCAAATTGCTGGCAGGCGTCTGGCTGACCAGATCCCCCTGATGGT1760
L I E M T K H L K S Y Y Q I A G R R L A D Q I P L M V

CCTCTACCAGATGGTGCAGGAGTTTACCATCCAGCTGCAGAGGGAGATGCTGCAGGTGATTCAGGACAAGGAGAAAATCG1840
L Y Q M V Q E F T I Q L Q R E M L Q V I Q D K E K I

AGTCCCTGCTCGAAGAGGAGTCTGGCATCACAGTCAAGAGAATCAACCTTCAGAATCGCCAAGAGCGCCTGAGAAAGGCA1920
E S L L E E E S G I T V K R I N L Q N R Q E R L R K A

CGCGTGCTGTTGACGGACTTCAGTATGAACATATACAGCTTCAGCAAAACAAAACTGCAGTGTGAACAAGATTTGTATTA2000
R V L L T D F S M N I Y S F S K T K L Q C E Q D L Y *

GAAGAAGTGGATGACATATTATTATTATTTAGGCTTTTTGTTCGTTTTTCTCATGTTTCATTAATGATTCCAAACTTGTA2080

TTTCTTATGCCCAGTTTTCCCATTCAATGGTCTTATTTTCTGAATGACAAGCAACATACACTGTAGGGTATGTAAGGTCC2160

ACAAAATATAGCAATCCTAAATACTGGCAATATATTATTCTTTGTAGTGTGTTCAGGGTGAAAGGAGCCAGTTTGCTAAT2240

AAGCACATATAAGGTATACAGGTTGGTTGGTTAGTTCAGTGTTAATGACGTCAGCTGTTGGATAGGATGTGTGTTACGTA2320

TTGTGATGTCTGTAAAAACTATCTACTGAAATAAAAATGAAAACATAAAAAAAAAAAAAAA2381

Fig. 3. Nucleotide sequence and translated amino acid sequence of red sea 

bream Mx1 gene. rsbMx1 gene showed the signature of the dynamin family 

(gray-boxed), the tripartite GTP-binding domain (boxed) and leucine zipper 

domain (shadowed). The start codon, stop codon and polyadenylation siginal 

(AATAAA) are underlined.
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AAACACTTCAGCATCTGCTCCTGTGGGCTCCAGACGCTCACCTCATCCCAGTCCATACAACTCATATCCAGCTGTTTTAG 80

TCCTTCTTAAACACAATTTCTTCACAGCAGACAAGAAGTGAGCAGCATGAACAGTCTGAACCAGCAGTATGAGGAGAGGG 160

M N S L N Q Q Y E E R

TTCGTCCCTGCATTGACCTCATTGACTCTCTCCGCTCTCTGGGGGTAGAGAAGGACTTGGCGCTGCCTGCTATCGCCGTG 240
V R P C I D L I D S L R S L G V E K D L A L P A I A V

ATCGGAGACCAAAGCTCGGGGAAGAGCTCTGTGCTGGAGGCGCTGTCAGGGGTGGCTCTGCCGAGAGGAAGCGGCATTGT 320
I G D Q S S G K S S V L E A L S G V A L P R G S G I V

TACAAGATGTCCTCTCGAACTGAAGATGAAGAGAAAGAAGGAAGGAGAGGAGTGGTATGGAAAGATAAGCTACCAGGACC 400
T R C P L E L K M K R K K E G E E W Y G K I S Y Q D

ACGAGGAAGAGCTGGATGACCCTGCAGATGTGGAGAAAAAGATTCGAGAAGCTCAGGATGAAATGGCCGGGGTCGGGGTG 480
H E E E L D D P A D V E K K I R E A Q D E M A G V G V

GGGATCAGTGATGACCTCATCAGTCTGGAGATCGCCTCTCCTGATGTTCCAGACCTGACGCTCATTGACCTGCCCGGCAT 560
G I S D D L I S L E I A S P D V P D L T L I D L P G I

CGCCAGGGTGGCTGTAAAGGGACAACCAGAGAACATCGGAGACCAGATCAAGAGACTGATCCAGAAGTTCATCACAAGAC 640
A R V A V K G Q P E N I G D Q I K R L I Q K F I T R

AAGAAACTATCAGCTTGGTAGTTGTTCCAAGCAACGTGGACATAGCAACCACAGAGGCTCTGAAGATGGCTCAGGAAGTG 720
Q E T I S L V V V P S N V D I A T T E A L K M A Q E V

GATCCTGATGGAGAGAGGACTTTGGGTATCTTGACCAAGCCTGATCTGGTGGACAAAGGCACAGAGGAGATGGTGGTTGA 800
D P D G E R T L G I L T K P D L V D K G T E E M V V D

CATCGTCCACAATGAGGTCATCCACCTGAAGAAGGGCTACATGATCGTCAAGTGCCGGGGTCAGAAGGAGATCACAGAGA 880
I V H N E V I H L K K G Y M I V K C R G Q K E I T E

AGGTGTCTCTTACTGAAGCAACAGAAAGAGAGAAAGCCTTCTTCGAAGGTCATGTGCATTTTCACACTCTCTACAATGAC 960
K V S L T E A T E R E K A F F E G H V H F H T L Y N D

GGCCACGCCACTGTTCCTAAACTGGCTGAGAAACTCACACTTGAGCTGGTGCATCACATTGAGAAATCCCTGCCTCGACT1040
G H A T V P K L A E K L T L E L V H H I E K S L P R L

GGAAGAGCAGATAGAGGAGAAACTAGCACAGACTCGTGCAGAGCTCGATAGATACGGCAATGGACCTCCACCTGATTCAG1120
E E Q I E E K L A Q T R A E L D R Y G N G P P P D S

CTGAGAGAGTCGTCTTCTTCATTGACAAAGTGACAGCTTTCACTCAGGATGCCATCAGTCTGACCACAGGAGAAGAGCTC1200
A E R V V F F I D K V T A F T Q D A I S L T T G E E L

AAGTGTGGAGACAGACTTAACATCTTTTCTACACTCAGAAGCGAGTTCAGGAAGTGGATTGTCCATCTGGACCGCTCGGG1280
K C G D R L N I F S T L R S E F R K W I V H L D R S G

ACATAACTTTAACGAGAGGATTGAGAAAGAGGTGGAGGAGTATGAAGAGAGGTACCGTGGAAGAGAACTGCCAGGCTTCA1360
H N F N E R I E K E V E E Y E E R Y R G R E L P G F

TCAACTACAAGACCTTTGAGTTTATGGTCAAGGAGCAGATCAAACAGCTGGAAGAACCAGCTGTCAAGAGACTCAAAGAC1440
I N Y K T F E F M V K E Q I K Q L E E P A V K R L K D

ATAGGAGATGCTGTTAGGAAGGTGTTCATACAGCTGGCCCAGAGTAGCTTTGCTGGACTTCCTAACCTTGTGAAAACAGC1520
I G D A V R K V F I Q L A Q S S F A G L P N L V K T A

CAAGGCAAAGATCGAAGCCATAAAGCAAGAAAAGGAGTCTACTGCTGAATCTATGCTGAGAACCCAGTTCAAGATGGAGC1600
K A K I E A I K Q E K E S T A E S M L R T Q F K M E

Fig. 4. Continued. 
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TGCTTGTTTACTCTCAGGACAGGACCTACAGCAGCAGTTTGAGTGACTGCAAGAGAGAGGAGGAGGACGAGGAGGAGGAG1680
L L V Y S Q D R T Y S S S L S D C K R E E E D E E E E

AAGAAAGACAAACGGCATGGCCACCCAAACCTTAAAATGCCGGCACTGTCAATTAGTCAGTGGACTGTTGTGCACCGCAG1760
K K D K R H G H P N L K M P A L S I S Q W T V V H R R

GGATAATCATGCAACACTGAAGGAGTTGATGCTGCACCTTAAATCGTATTACAAAATTGCCAGCCAGCGTCTGGCTGATC1840
D N H A T L K E L M L H L K S Y Y K I A S Q R L A D

AGATACCGCTGGTGATCCGCTACCAGATGTTGCAGGAGTCTGCTGTCCAGCTGCAGAGGGAGATGCTGCAGGTGCTTCAG1920
Q I P L V I R Y Q M L Q E S A V Q L Q R E M L Q V L Q

GACGAGGAGAATTCAGAGGTCTTGCTGAAGGAGGATTTTGACATCGGCAGCAAGAGGGCTGCTTTGCAAAGTCGCCTCAA2000
D E E N S E V L L K E D F D I G S K R A A L Q S R L K

ACGCCTCACGAAGGCCCGTGCGTACCTGGCGGAGTTCTAGAGGGGGTCAAGGCCCGACAGAATGAGATTACTGGACCTCT2080
R L T K A R A Y L A E F *

TTCATAGGTCAAATAGCACAGAACAGCAGTGGTTGTAGGATTATTATACTGTTGTTTGTACTATGTCCTGGTCAGCGTAT2160

GGGGAGTTGTTTAAACGTACTGTAATATGCACTGTCTGCTATTTCACACATCACAAAATCATTTATAGGAGGAGATTATA2240

GGAACATACTGTGTAAGTCTCATACCAAGTTTCTGAGATATCAATAGTTTACTTCCAGTGAATATTACCATTTTTTAAAT2320

CACTTTAAAGGCATTAAGGTTTTTAAAGGTGCACGAGACAGTTTTGGGGGAGAAACTTTAATCAGAAAAGAAAGATCTTC2400

ATTGACTGACAAAACAAAATAAACAATCTTTTTTATGACTGAATAAACATACTGTCCTTAAAGGACAACACAATTTCGTC2480

CTGTTTCACTTTGTTTATATTTGGCGGACCCTGCCACCTTTCTAGCTTCAAACAGTGTTGCGGGACCTTATTTTCCTCTG2560

AGAACACTTTGTTTATTCAGTTAGGGGAAAAAATAATATTTCAGAGTTTGCATTCTTACCTCACCAATATTTTAAATGTG2640

AAAATTCTGAGTCTTAATATCTTCACCAAAACTACATTGTGCACTTTAAGTGACGCTTAATGTATTTCAGACTTAAAAAT2720

GATCCATGTGCATATTTTTTATATTTGTTCAAATATAAATGTTTGAATAAAGAAGATATTTTGCTTGAAAAAAAAAAAAA2800

AAAAAA2806

Fig. 4. Nucleotide sequence and translated amino acid sequence of red sea 

bream Mx2 gene. rsbMx2 gene showed the signature of the dynamin family 

(gray-boxed), the tripartite GTP-binding domain (boxed) and leucine zipper 

domain (shadowed). The start codon, stop codon and polyadenylation siginal 

(AATAAA) are underlined.
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1. 2. IL-8 gene의 염기서열 분석

  IL-8 gene은 inflammation mediate gene이기 때문에 효과적으로 염

증반응을 일으킬 것으로 생각되는 어류 병원세균인 Vibrio anguillarum 

을 약 1.18 × 10
5 CFU/fish 의 농도로 참돔과 돌돔에 복강 주사하여 

24 동안 자극하였다. 주사한 참돔과 돌돔의 liver에서 total RNA를 분리

하여 Mx gene과 유사한 방법으로 degenerated primer를 사용하여 참

돔과 돌돔에서 각각 168 bp와 175 bp의 sequence를 알 수 있었고 각

각을 sequencing 하였다. 또한 BLAST를 통해 확인 한 결과 두 유전자 

모두 IL-8 gene임을 확인 할 수 있었다. partial sequence를 이용하여 

IL-8의 full sequence를 결정하기 위해 RACE-PCR을 실시하였다. 5' 

RACE 결과 참돔과 돌돔에서 각각 329 bp와321 bp의 sequence를 알 

수 있었다. 3' RACE에서는 참돔과 돌돔에서 각각 449 bp와 493 bp의 

sequence를 알 수 있었다. 그 결과 860 bp의 참돔 IL-8 gene과 888 

bp의 돌돔 IL-8 gene의 full sequence를 얻을 수 있었으며, 이것들은 

CXC chemokine인 IL-8에서 특이적으로 나타나는 ELR-CXC motif가 

발견할 수 있었다. 따라서 두 유전자를 각각 rsbIL-8과 rbIL-8이라 명

명하였다. 이러한 과정을 Fig. 5-6.에 도식화 하였으며, 그 결과 확인 된 

rsbIL-8 과 rbIL-8 gene의 full sequence는 Fig 7-8.에 나타내었다.
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Fig. 5. A schematic illustration of the rsbIL-8 cDNA cloning in res sea 

bream with position of the primers used in PCR and RACE-PCR (gray 

region : UTR)
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Fig. 6. A schematic illustration of the rbIL-8 cDNA cloning in rock bream 

with position of the primers used in PCR and RACE-PCR (gray region : 

UTR)
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GAAAATATTCAAACAGCAGAGCGAGAAGGCAGCTGAACCAAGAAAAGGAAAAGCTGAGGAGAGAGGAAACTAAGCAAAAG 80

AAAAAAGCTGAACGAGAAACATCTTCTTTGCTTTACTTCATCAGACAACTTTCTGAAAGACGCTCTTATTCTTTAGTGTT 160

AATTGTTGCAGAGTTTGTAAAAGGCACAATGATGAGCAGCAGAGTCTTCGTTATCTCTATTGTGGGGCTCCTGGCCTTCC 240

M M S S R V F V I S I V G L L A F

TCGCCATCAGTGAAGCGATGAGTCTGAGAAGCCTGGGAGTGGAGCTGCACTGCCGCTGCATCCAAACAGAGAGCAAACCT 320
L A I S E A M S L R S L G V E L H C R C I Q T E S K P

ATCGGCCGCCACATTGAGAAGGTGGAGCTGATTCCTGCTAACTCCCACTGCGAGGAGACTGAGATCATTGCCACTCTGAA 400
I G R H I E K V E L I P A N S H C E E T E I I A T L K

GAGGACAGGCCAAGAGGTTTGCCTGGACCCCGAGGCTCCCTGGGTGAAGAAAGTGATTCAGAAGATCATGTCCAACAGCA 480
R T G Q E V C L D P E A P W V K K V I Q K I M S N S

GAAGACGCTGAGCAGACTGGATGAGATGTGCTTCATGAGACTGAGCCATTTACTGGATCGACCAAAGAAAACCAAAGACC 560
R R R *

AAAAAGTATTGATGAGCTGATTTGATATGGCTCATTTTTTAATGTCCCAATCATCTGTTGAAAATGACAACAGATTCTAC 620

CCGCTCAGAGTATGTTTGTATCAAACATGTTATTTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATTATGTTTGTATGTCGC 700

TTATGTGTGTTACTGTTCTATAACTTATATCTTAAAAATATTTATTGGTGTATTTATGAAACATAAATGTATCTGGAATC 800

TGGATTCAGGAGTTGCTCTGACAATCTATTGATTAATAAAAGAAGTACACATGAAAAAAAAAAAA 865

Fig. 7. Nucleotide sequence and translated amino acid sequence of red sea 

bream IL-8 gene. rsbIL8 protein showed the signature of the incomplete 

ELR-CXC motif (gray-boxed). The start codon, stop codon and 

polyadenylation siginal (AATAAA) are underlined.
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GAGATTCAAACAGCAGAGCAAGAAAGCAGCTGAACCAAGAAAAGGAAAAGTAGCGGAGAGAGGGAACTGAGTGAAAGAAG 80

AGAGAAGAAAAAAAAAAGACCATCTTTTTACTTTCACACAACGCTTCAGGCTTCATCAGGCAGCTTTCTGAAGGACATTC 160

CTATCCTTTAGTGTAAACTGTTGCAGAATTTCTGAAAGACAAAATGATGAGCAGCAAAGTTATCGTCATCTCTGTCGTGG 240

M M S S K V I V I S V V

TGCTCCTGGCCTTCCTGGCCATCAGTGAAGGGATGAGTCTGAGAAGTCTGGGAATGGAGATGCACTGCCGCTGCATCCAG 320
V L L A F L A I S E G M S L R S L G M E M H C R C I Q

ACAGAGAGCAAACCCATCGGCCGCCACATCGGGAAGGTGGAGCTAATTCCTGCCAACTCCCACTGCGAGGAGACTGAGAT 400
T E S K P I G R H I G K V E L I P A N S H C E E T E I

CATTGCCACTCTGAAAAAGACAGGCCAAGAGGTTTGCCTGGACCCCGAGGCTCCCTGGGTGAAGAAAGTGATTAAGGCGA 480
I A T L K K T G Q E V C L D P E A P W V K K V I K A

TCATGAACAACAGAAGTCGCTGAACAGACCGGGAGAGATGTGTTTCATGAGCCTTAGCTGCTCATAAACAGATGAAAAGT 560
I M N N R S R *

ACCAAAAAGTATTTGTTTGGTGATGATAACGTCATCACATGCCATACCAGAGGACCACTTAATGTTCGGATCAACTGTTG 640

AAAATAACAACAGAATGTATCCACTGTATGTTTGTATCAAACATGTTATTTATTACCAAGTCTGTGCTTGTTTGTATGTC 720

ACTTATGTGCATTACTATATATAACTTATGTGTTTAACATATTTATTGATGTATTTATGAGATGTAAATGTATCCAGATT 800

CAGTTGTTTATCTCTGCTGACAATCTACTGATCAAATAAAAAAAGTTGATGTGAAATTGAAAAAAAAAAAAAAAAA 876

Fig. 8. Nucleotide sequence and translated amino acid sequence of rock 

bream IL-8 gene. rbIL8 protein showed the signature of the incomplete 

ELR-CXC motif (gray-boxed). The start codon, stop codon and 

polyadenylation siginal (AATAAA) are underlined.
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1. 3. COX-2 gene의 염기서열 분석

  COX-2 역시 inflammation mediate gene으로 알려져 있기 때문에 효

과적으로 염증반응을 일으킬 것으로 생각되는 어류 병원세균인 V. 

anguillarum을 약 1.18 × 10
5 CFU/fish 의 농도로 참돔의 복강 주사하

여 24 동안 자극하였다. 주사한 참돔에서 total RNA를 분리하여 Mx 

gene과 유사한 방법으로 degenerated primer를 사용하여 871bp의 

sequence를 알 수 있었으며, BLAST를 통해 확인해본 결과 COX-2 

gene임을 확인할 수 있었다. partial sequence를 이용하여 COX-2 

gene의 full sequence를 결정하기 위해 RACE-PCR을 실시하였다. 5' 

RACE 결과 519 bp의 sequence를 알 수 있었고, 3' RACE에서는 

2335bp의 sequence를 알 수 있었다. 그 결과 참돔 COX-2 gene의 full 

sequence를 얻을 수 있었으며, COX gene에서 특이적으로 나타나는 

haem-binding sites 와 기능적으로 중요한 amino acid인 cyclooxy 

genase active site, N-glycosylation site 그리고 peroxidase activity 

site를 확인 할 수 있었다. 또한 COX-1과 COX-2를 구분하는 amino 

acid인 Arg-502과 Val-512을 확인 할 수 있었다. 따라서 이 gene을 

rsbCOX-2라 명명하였다. 이러한 과정을 Fig. 9에 도식화 하였으며, 그 

결과 확인 된 rsbCOX-2의 full sequence는 Fig. 10에 나타내었다.
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Fig. 9. A schematic illustration of the rsbCOX-2 cDNA cloning in red sea 

bream with position of the primers used in PCR and RACE-PCR (gray 

region : UTR)
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GAAAATTCAGACTCTCTCTGAGCTTCAGAGCGACACACGAGGGAGAGGAGAGAGACAGGAAGCACAAGAAGGTCCGGCAA 80

AGTCTTTGGAGTATGAACAGGCTCACATTTGCGGTTTTCCTCTCGGCGCTGGGGTTTCTCGTCTGCGCAGCTGGTAACCC 160
M N R L T F A V F L S A L G F L V C A A G N P

ATGTTGCTCAGAGCCATGCCAGAACAGGGGCGTATGCACTGCGCTTGGATCAGATAATTATGAGTGTGACTGCACGCGGA 240
C C S E P C Q N R G V C T A L G S D N Y E C D C T R

CAGGATATCGTGGACAAAACTGCACAACACCTGAGTTCCTCACCTGGCTCAAAGTATCCCTGAAGCCTTCGCCCAACACT 320
T G Y R G Q N

*
C T T P E F L T W L K V S L K P S P N T

GTCCACTACATTCTCACCCACTTTAAGGACTTCTGGAACATCATCAACAACATCTCATTTCTCAGGGATGCCATCATGAG 400
V H Y I L T H F K D F W N I I N N I S F L R D A I M R

ATATGTGTTGACATCTCGATCCCACATGATTGATAGTCCTCCAACTTTCAATGCGGATTATGGTTACAAAAATTGGGAAG 480
Y V L T S R S H M I D S P P T F N A D Y G Y K N W E

CCTATTCCAACCTCTCCTACTATACGCGCACCCTCCCCCCTGTGCCCGAGGATTGCCCAACCCCTATGGGAGTAGAAGGT 560
A Y S N

*
L S Y Y T R T L P P V P E D C P T P M G V E G

AAAAAGGAGTTACCTGATGCTAAAATACTGGCTGAGAAGCTTCTTATGAGAAGAGAGTTCATCCCGGACCCACAGGGCAC 640
K K E L P D A K I L A E K L L M R R E F I P D P Q G T

CAGCCTGATGTTTGCATTCTTCGCACAGCATTTCACCCACCAATTCTTCAAATCTGATATGAAGAGAGGACCTGCTTTTA 720
S L M F A F F A Q

*
H F T H

*
Q F F K S D M K R G P A F

CTGCAGCTCAAGGCCACGGGGTTGACCTCAGCCACATTTATGGAGACAACCTGGTCAGGCAACACAAGCTCAGACTCTTC 800
T A A Q G H G V D L S H I Y G D N L V R Q H K L R L F

AAGGATGGCAAGCTTAAACACCAGATCCTGGACGGAGAAATGTATCCCCCGACAGTAAAGGAAGTTGGCGCTGAAATGCA 880
K D G K L K H Q I L D G E M Y P P T V K E V G A E M H

CCACCCTCCTCACGTTCCCGACGCTTACCGCTTCGCCGTGGGCCACGAGGCGTTCGGCCTGGTCCCCGGCCTGATGATGT 960
H P P H V P D A Y R F A V G H E A F G L V P G L M M

ACGCCACCATCTGGCTACGGGAACACAATCGGGTGTGTGATGTGTTGAAGGAGGTCCACCCCGACTGGGATGACGAGAGG1040
Y A T I W L R E H N R V C D V L K E V H P D W D D E R

CTCTTCCAGACCACACGCCTCATTCTGATCGGTGAGACCATCAAGATTGTCATCGAGGACTACGTGCAGCATCTGAGCGG1120
L F Q T T R L I L I G E T I K I V I E D Y V Q H L S G

CTACAACTTCAAGCTTAAGTTCGACCCCGAGCTGGCTGTTCACCAGCGCTTCCAGTACCAGAACCGCATCGCATCCGAGT1200
Y N F K L K F D P E L A V H Q R F Q Y Q N R I A S E

TCAACACCCTGTACCACTGGCACCCGCTGATGCCTGATAGTTTCCACATTGAGGAGAAAGAATACAGTTATAAAGAGTTC1280
F N T L Y

*
H W H

*
P L M P D S F H I E E K E Y S Y K E F

GTCTTCAACACGTCTGTAGTGACTGAGCACGGCATCAGCAACCTTGTGGAGTCGTTTTCCAAGCAGATCGCTGGACGGGT1360
V F N

*
T S V V T E H G I S N L V E S F S K Q I A G R V

TGCCGGTGGCCGAAATGTCCCAGGACCTATCATGTACGTGGCCATCAAGTCCATTGAAAATAGCAGAAAAATGCGCTACC1440
A G G R N V P G P I M Y V A I K S I E N S R K M R Y

AGTCTCTGAATGCCTACAGGAAGCGATTCTCCTTGAAGCCCTACAGCTCCTTTGAAGACATGACAGGAGAGAAAGAAATG1520
Q S L N A Y R K R F S L K P Y S S F E D M T G E K E M

GCCGCAGTGCTGGAGGAGATGTATGGACACATCGACGCTATGGAGCTCTACCCGGGTCTGCTGGTGGAGAAACCCAGGGA1600
A A V L E E M Y G H I D A M E L Y P G L L V E K P R

*
E

Fig. 10. Continued. 
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AAACGCCATCTTTGGGGAAACAATGGTGGAGATGGGGGCCCCTTTCTCCCTCAAAGGCTTGATGGGAAACCCCATTTGCT1680
N A I F G E T M V*E M G A P F S*L K G L M G N P I C

CCCCGGAGTACTGGAAGCCGAGCACGTTCGGAGGCACCGTGGGCTTCGACATCGTCAACACTGCCTCCCTGCAGAGGCTC1760
S P E Y W K P S T F G G T V G F D I V N T A S L Q R L

GTCTGCAATAACGCGAATGGACCCTGTCCCGTGGCATCCTTTCACGTGCCCGACGTTAAAGAGACGGGCTCCATGATCAT1840
V C N N A N G P C P V A S F H V P D V K E T G S M I I

CAACTCGAGTACATCCAACTCACGCAGCAGTGATATCAACCCAACAGTCATTCTAAAAGAAAGGACTACTGAGCTCTAAT1920
N S S T S N S R S S D I N P T V I L K E R T T E L *

TTGTATTATTTTCTCTAACTTTATTATAAATGTATTTATTTATTTATTTATTTTATATTTATTTTCCTATATTTATATGA2000

GAAATTGGAAAGTAGATTTTTTTATAGGTGATTTTGTATATTTATGACTGGCAATCAAGAACAAAAGTCTGTGGATGTGT2080

CTATTTATTGAAAGATTCATTGTTTTATAAATTATTGTCACAGTAATGACCTCAGTCACTACAACTTAATACTTGAAGGT2160

TAGTTTACAGTTTCAACTACTTGGTAGTGTACATTATACTTGCTGGTTAAATGTATGTTCACTAACAGTTTATCAGTCGC2240

AGAATGTGCAGTAGTAGTGATGCTCACAGTGAACTAAGTGGCTGATCTTGACTCTTTTGATCTCATATAACATACATAAA2320

GTGCATTCCTGTTTCAGTATTGTTTCACTGATGTTTAACTTCTTCAGTCTGTGTTGGGTATTTTGAAATGACATTCTGAG2400

TCAAAGCTGCACTGTTGTTTTTAATTGTACTGTTTTTGTTCTGAATGCCAACTGACTTCAAAGTTTGACACTAATAAATG2480

CTTCCAGAGAAATGGAGCGCGTCTCTCGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA2528

Fig. 10. Nucleotide sequence and translated amino acid sequence of red sea 

bream COX-2 gene. The two domains that define the haem-binding sites are 

identified by the empty boxes. functionally important amino acids are 

indicated by asterisks; these include the cyclooxygenase active site (Tyr-374, 

His-377, Ser-519), the N-glycosylation site (Asn-56, 133 and 399) and the 

sites crucial for peroxidase activity (Gln-192 and His-196). The amino acids 

which define conformational differences of the substrate binding channels 

between Cox-1 and Cox-2 in the mammalian enzymes are indicated by a 

"+" (Arg-502 and Val-512 in mammalian Cox-2 proteins). The 3' UTR 

contained multiple copies of a typical inflammatory molecule instability 

motif (ATTTA) and polyadenylation signal (AATAAA) 31bp upstream of the 

poly (A) tail.
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2. Genomic DNA의 cloning과 염기서열 분석

2. 1. Mx gene의 염기서열분석

  rsbMx1과 rsbMx2의 cDNA 염기서열을 바탕으로 5'-end와 3‘-end의 

untranslated region과 Mx gene의 중간부분에 각각 primer를 제작하여 

참돔의 liver에서 분리한 DNA를 template로 해서 genomic DNA에 대

한 PCR을 실시하였다. 그 결과 rsbMx1의 genomic DNA 4930 bp를 

확인 할 수 있었으며, 총 12개의 exon과 11개의 intron으로 구성됨을 

확인 할 수 있었고, rsbMx2의 genomic DNA 4399 bp를 확인 할 수 

있었으며, rsbMx2와 마찬가지로 12개의 exon과 11개의 intron을 확인 

할 수 있었다. 또한 모든 exon과 intron 사이에는 splicing motif  

(GT/AG)를 확인 할 수 있었다. 또한 rsbMx1을 target으로 하는 UTR 

부위에 만들어진 primer를 참돔 cDNA를 template로 해서 PCR을 실시 

한 결과 2218 bp의 product를 얻을 수 있었으나 sequencing 결과 

2218 bp의 rsbMx1과 926 bp를 얻을 수 있었으며, 확인해 본 결과 

rsbMx1의 splicing variants임을 알 수 있었으며, rsbMx1s이라고 명명

하였다. 그 결과 확인 된 rsbMx1, rsbMx1s 그리고 rsbMx2의 full 

sequence는 Fig. 11-12에 나타내었으며, Fig. 13은 도식화 하여 나타

내었다.
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AAAGTGTCCATTTAGTTTTAGTGCGGAAGCTGCTGCTGTCAAAGGCAACTCATATCCAGCTGATTTAGTCCTTCCTACAC 80

ACAATTTCTTCACAGCAGACAAGAAGTGAGCAGCATGAACACTCTGAACCAGCAGTATGAGGAGAGGGTTCGTCCCTGCA 160
M N T L N Q Q Y E E R V R P C

TTGACCTCATTGACTCTCTCCGCTCTCTGGGGGTAGAGAAGGACTTGGCGCTGCCTGCTATCGCCGTGATCGGAGACCAA 240
I D L I D S L R S L G V E K D L A L P A I A V I G D Q

AGCTCGGGGAAGAGCTCTGTGCTGGAGGCGCTGTCAGGGGTGGCTCTGCCGAGAGGAAGCGGTGAGTTATTCCTAAACGC 320
S S G K S S V L E A L S G V A L P R G S

TCTTTTGTGTTGCCTTTTACCTAATAGGCTAACTAAAAATACACAGTTTTTACAACAATGATCTCAACAATGTCACAAAA 400

CATCACTTTATTCATTTATTTATTTGTTTGTTTGTTTGTTTATGTATTTGTTTATTTGCGTTTTCTGTGTGCGTCCAGGG 480

ACCTTCAGTGCATGTCATTCCTCAATTCTCATTTTTTTTCTTAAAGGATTAAGGATAAGGATAAGGAGGAATAAATCAAT 560

CAACTTTCACTAATACCAACTTAAACAAAAATGTTCAGAAAAAAAAAAAATCAGTCTGGCAGTTTAATTGTATGAAATCC 640

ATCAAAATTTCTGTAATCTCTGTCAAATCACAGACAGAAAAGGCCCAATAATCAACCAGTTTGACCATATAATTTATCAT 720

TTGATTTATATTCAGTATAGAATTAAATGTGATATACTTAAATATACGCAGATACACATACACTACCAGCTGTAAATGAA 800

ACACTGTGTGGGACTCGGTGGTCGTTTTTTCACTTTCTTTCAAATTGTCCCTTCTGACATGCCTGTTTTGGGTTTGTCAG 880

AAGGTTGTTCAGTATCCAACTTTTCTCCAAGTATACTGGATTTCAAAAATTTGTATCGTACGCTTTTTTGTTATTCAGGC 960
G

ATTGTGACAAGATGTCCTCTGGAACTGAAGATGAAGAGAAAGAAGGAAGGAGAGAAATGGTACGGGAAGATAAGCTACAA1040
I V T R C P L E L K M K R K K E G E K W Y G K I S Y K

AGACTACGAGGAAGAGCTAGAAGACCCTGCAGATGTGGAGGACAGCATTAGAGAAGGTAGAGTAAACTGCATTGTTAAAT1120
D Y E E E L E D P A D V E D S I R E

GTCACTATTAAAAGCACATTAAAGTATTATTTGCTTTTCAGTCATCAGTACTTCATCTTCTCCATGTTCACACCACGCTC1200

TCTCCCTCCAGCTCAGGATGACATAGCCGGGAGCGGGTCGGGGATCAGTAATGAACTCATCAGTCTGGAGATCGCCTCTC1280
A Q D D I A G S G S G I S N E L I S L E I A S

CTGATGTTCCAGACCTGACGCTCATTGACCTGCCCGGCATCGCCAGGGTGGCTGTAAAGGGACAACCAGAGGACATCGGA1360
P D V P D L T L I D L P G I A R V A V K G Q P E D I G

GACCAGGTATGGAGTACTTTGAGTCTGATTAAAATATCTTGACAGCACTTGGATGGGTTGCCATGAAATCGGATACAAAC1440
D Q

AGTTGTGGTTCTCGAACAATGAATCCTAATGACTTTGGTGGTCCCCGAATATAGTCCCGGCTCACAGGTCACATTTTGTG1520

TGCTTCAGTTAGGCTGACACTGAGGCTACCAGTGGATCTAGTCATGAGCAGGGCTTTTTTAAAGCTTCTAACTCTTCAGT1600

TAGCCCTGGAAGTAACACTGGGTAAGGCTACTTTAGTCCGTTAGATAATTAACTGGACATGCTAACGGTTGTAGCTTAAG1680

TCAGAGCAATAAAAACACAGTGTAATTCACTGCTCATATATTGACTCCACGTTCATGCAATGATGCCTCTAAATATAGCT1760

CCATGCACTCAGCTTAAACATGTGGGCAAACCCGTAATTTGACAGCCTTACCATGCTAAGTTAGTTGCTATGCTATGACT1840

GGACAGTCACTGTCCAGTGGAAGGATCTAGCAAATTGTTAGTTGCTCACAAGATACTTGAATAACTGAAATGGCTAATCC1920

ATTAAATATTGCACAATGATTTGTCTCCATTCATATCCACCCAAAACTGTATTTCTCTGGTGTGTAATGACTATTACAGG2000

ACAGTTAAAGGTGGTGTAGATTTCTAATGTGTTCATTCGTGATTTGATTACAACCAGACACAGTGGTGATTGATAATGGT2080

GCAGATTATCACTTAATTATGGATTCATACTTTCAGATAAAGAGACTGATCCAGACGTTCATCAAAAAACAAGAAACTAT2160
I K R L I Q T F I K K Q E T I

Fig. 11. Continued.
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CAGTTTGGTGGTGGTACCAAGCAACGTGGACATAGCAACCACAGAGGCTCTGAAGATGGCTCAGGAAGTGGATCCTGATG2240
S L V V V P S N V D I A T T E A L K M A Q E V D P D

GAGGGAGGACTTTGGGTAAATAGAGCTGATTTTGGAAAAGGGCAACCTTGCCAAGTTACTTTTATATAGTTCACTGTTTG2320
G G R T L

TCTTTCTCTCTCTTAGGTATCTTGACCAAGCCTGATCTCGTGGACAAAGGCACAGAACAGACGACGGTTGACATCGTCCA2400
G I L T K P D L V D K G T E Q T T V D I V H

CAATGAGGTCATCCACCTGAAGAAGGGCTACATGATCGTCAAGTGCAGGGGTCAGAAGGAGATCACAGAGAATGTGTCTC2480
N E V I H L K K G Y M I V K C R G Q K E I T E N V S

TTACTGAGGCAACAAGAAGAGAGAAAGCCTTCTTCAAAGATCATGTGCATTTCCAGTAAGTTCATTCCTTCTGGTTAACA2560
L T E A T R R E K A F F K D H V H F H

GTGATTTTAACAGGTTGTGTAGCTGGTACTCAGTAACTTTTTATTTTTGTTGCAGCATTCTTTATGACGAAGGCCACGCC2640
I L Y D E G H A

ACTGTTCCTAAATTAGCTGAAAAACTCACACTTGAGCTGGTGCATCATATCCAGGTAAATACTTCTTGGTGCTTCAGTTT2720
T V P K L A E K L T L E L V H H I Q

CACAGTTCGCTACGGACCACTTTACCCACTTCATGCGTTAAAGTTTTGGCCCTGTGTGATTTGTAGATGTCTCTGCCTCA2800
M S L P Q

ACTGGAAGATCAGATTGAGAAGAAACTAGTACAGACTCGTGCAGAGCTGGAGAGATTAGGCGACGGACTTCCACCTGATG2880
L E D Q I E K K L V Q T R A E L E R L G D G L P P D

CAGCCGAGAGACTCGTCTTTCTCATTGATGTGAGTTCACTACAGTAGCTGGCACTTCTCACACTCACAAAATACTGCGCC2960
A A E R L V F L I D

GCCTAACTAAGAACCTTGAAAACTAATTTTCCCCTCTTCTGTTATCTGATCCTGTTATATTTTAGAGAGTGACAGCATTT3040
R V T A F

ACACAGGAGGCCATCAACCTCGCTACAGGGGAGGAACTCAAAAGCCTCAAAATCTTTTCCGTACTAAGGCGAGTGTTTGC3120
T Q E A I N L A T G E E L K S L K I F S V L R R V F A

AGTGTGGAAAGGGACCATAGATCAGTATGGGGTAAAATGTAAGTGCATCGACATCTCAGTCATTATATCACTTTTGATGT3200
V W K G T I D Q Y G V K

CTTTTGTTTGCCCTCAGTGCTACAAAACTGTTATATGTAAAGTTAACTATTAAGTAAGGTTGTAAAATGTTGTTTTATTA3280

ATGCCATCTCCTTATTGATACGTAAAAAGCAGAATTCTTACACAGAGATAAACAAAACAATCATTTCCGACCCAACGAAC3360

ATTTTTAAATGACTGATTGACAGTCACGATAATGTTTTTAAGGAAAAGAGATTATCAGTTACAGTATGTTATCAGTATGA3440

CCTTTACGTTTTACTCCAGATTGCTTTAATGACCACTATAACGAAGTTTTGACTTACTTCTCTCCTTTCTCAAATTCATC3520

CCTACTGCAGTCAACTGGAATATTGAGAAACAGGTGGCTGAGTATGAGCGGAAGTACCGTGGAAGAGAACTGCCGGGGTT3600
F N W N I E K Q V A E Y E R K Y R G R E L P G F

CGTCAACTACAAGACCTTTGAGGGCATGGTCAAGGAGCAGATCAAACAGCTGGAAGAGCCTGCTGTCCTGAAACTCAAGG3680
V N Y K T F E G M V K E Q I K Q L E E P A V L K L K

AAGTATCAGGCATGTCTTAAATACGTAGTCCATTTGAGTTATTATTTGATCTTGTGTTGTTCACACTGTGTCTGATTTTG3760
E V S

TTTTGTTTTTTTCTTTTAGAAATTGTGAAGGAAGAGCTGTTTAAGGTGGCACAGAGCAGCTTTGTTGGATTCCCTCATCT3840
E I V K E E L F K V A Q S S F V G F P H L

CATCAGAATAGCTAAGGTGCCATTTTCGTTATCCGTTGCCGTACTGCTGTATACATATGAATAAACATTGTTGAATATTT3920
I R I A K

Fig. 11. Continued.
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ACTGACGTGTAATAAATGTTGCTGTCCTTTAGATGAAGATTGAAGCCATCAGAAAGGAGAATGAGAGTACAGCAGAGTCC4000
M K I E A I R K E N E S T A E S

ATGCTGATGACTCAGTTTAAGATGGAGTCGATCGTTTACACTCAGGACAGCGCATACAGCAAGAAGTTAGGGAAGCGGAA4080
M L M T Q F K M E S I V Y T Q D S A Y S K K L G K R K

GAGAGAACCTGAACCAGTTAACAAATACAATAATGACAGTGTGGCCACCCTGATAGAGATGACCAAACACCTTAAATCCT4160
R E P E P V N K Y N N D S V A T L I E M T K H L K S

ACTACCAAGTAAGTCTAATTTTCATGCTGTACATTTTCTAATACAACACACACATTTGAAATACAGGGTCGGAATGTTTT4240
Y Y Q

TTTTTAGAATTTAGGGGCCAGGGCCACCCCAGGCACCCCTTCAGGACAAACCCTGCAAATAACATCAGATCTTGTCTCAT4320

TCTCATCAGATACAGACATTTTCCTTATTGTTAGAGTAACCTGGGTGAATGTGACATATACAGATACAGCTTTGCGTTAC4400

TTTCTCCTTTCCTCACCACAGATTGCTGGCAGGCGTCTGGCTGACCAGATCCCCCTGATGGTCCTCTACCAGATGGTGCA4480
I A G R R L A D Q I P L M V L Y Q M V Q

GGAGTTTACCATCCAGCTGCAGAGGGAGATGCTGCAGGTGATTCAGGACAAGGAGAAAATCGAGTCCCTGCTCGAAGAGG4560
E F T I Q L Q R E M L Q V I Q D K E K I E S L L E E

AGTCTGGCATCACAGTCAAGAGAATCAACCTTCAGAATCGCCAAGAGCGCCTGAGAAAGGCACGCGTGCTGTTGACGGAC4640
E S G I T V K R I N L Q N R Q E R L R K A R V L L T D

TTCAGTATGAACATATACAGCTTCAGCAAAACAAAACTGCAGTGTGAACAAGATTTGTATTAGAAGAAGTGGATGACATA4720
F S M N I Y S F S K T K L Q C E Q D L Y *

TTATTATTATTTAGGCTTTTTGTTCGTTTTTCTCATGTTTCATTAATGATTCCAAACTTGTATTTCTTATGCCCAGTTTT4800

CCCATTCAATGGTCTTATTTTCTGAATGACAAGCAACATACACTGTAGGGTATGTAAGGTCCACAAAATATAGCAATCCT4880

AAATACTGGCAATATATTATTCTTTGTAGTGTGTTCAGGGTGAAAGGAGC4930

Fig. 11. Compiled full-length rsbMx1 gene sequence. Exon regions 

underlined are derived from the cDNA sequence. The splicing motifs 

(GT/AG) are shadows.
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AAACACTTCAGCATCTGCTCCTGTGGGCTCCAGACGCTCACCTCATCCCAGTCCATACAACTCATATCCAGCTGTTTTAG 80

TCCTTCTTAAACACAATTTCTTCACAGCAGACAAGAAGTGAGCAGCATGAACAGTCTGAACCAGCAGTATGAGGAGAGGG 160
M N S L N Q Q Y E E R

TTCGTCCCTGCATTGACCTCATTGACTCTCTCCGCTCTCTGGGGGTAGAGAAGGACTTGGCGCTGCCTGCTATCGCCGTG 240
V R P C I D L I D S L R S L G V E K D L A L P A I A V

ATCGGAGACCAAAGCTCGGGGAAGAGCTCTGTGCTGGAGGCGCTGTCAGGGGTGGCTCTGCCGAGAGGAAGCGGTGAGTT 320
I G D Q S S G K S S V L E A L S G V A L P R G S

ATTACTAAACGCTCTTTTGTGTTGCCTTTTACCTAATAACTAAAAATACACAGTTTTTACAACAATGATCTCAACAATGT 400

CACAAAACATCACTTTATTTATTTATTAGTTATATCTATTCACTAGAAAACTAAGCTGTAAGACCATCAGATAATATTTA 480

AAGGTGCATTCTTTCATTTTTGGCCATGGGGCAGCAGAACCAAACTGAGAAACACTGCTCTCATATACAGTATTACGCTG 560

GCCACCCAACGAAGAATCTTCCTTTTCCTTATAGCTCAGTTTTGGTCTCCTCCAGCCCAATGGCCGAGAAAATGATTTTC 640

CCTTCTAGATGCTCAACAGTGTTCACCAGTTTCATTTTGATCATTTGCATTTTGGTGCAGAGATCTGATTTTTAATGTTA 720

TTTTTCGTTGCTGTGAGCACGACTTATCATCAACAATTCCTATCACCTCAGAGATGGAAACTCAGACCTGCATGGCTGGT 800

TTTACAACAGGTGCTTTCACGTAGATGAGAATGCTATGTGAACTTGTTGGCAACAACAGAAATTTACAGATGGCAAGAAT 880

GTCACAAAGGCTTATGATGGATCATTGTTGCTGGATTTTGTAATGCCTTTGTTTTTGGTGTTACTGTAGGACTCTCAGCA 960

CCCAAAATAAAGTAATATTTTTCACCTGGTTATCATATTTAGATTGCCTAAATTAAACGACACAATAAGAACGTATGGGG1040

CAAAGTATCTAAGTTGCGGTTTTAGTAGTCCATCTTCAGAACACTGTAGTGTTACTGTGACCCACCTCACTAACATCTGC1120

CGTCACATAAATCCCTAAATCCCTGATTGTCATAATTTCATCAAACACACTGAATTTCACAAATTTCCTCCCTTTCATCA1200

TACATTCTTTTGTAATTCAGGCATTGTTACAAGATGTCCTCTCGAACTGAAGATGAAGAGAAAGAAGGAAGGAGAGGAGT1280
G I V T R C P L E L K M K R K K E G E E

GGTATGGAAAGATAAGCTACCAGGACCACGAGGAAGAGCTGGATGACCCTGCAGATGTGGAGAAAAAGATTCGAGAAGGT1360
W Y G K I S Y Q D H E E E L D D P A D V E K K I R E

GCAGTAAATGGCAATCTTGAACATCTCTATCAAAGGTCAAGTACTGATGGAGCAAGCTACTGAATTTTTTAAGGTTTCTG1440

TATTCAGCACTTCATCTCTTGTAAACATCACACACCATGCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCCAGCTCAGGATGAAATGGCC1520
A Q D E M A

GGGGTCGGGGTGGGGATCAGTGATGACCTCATCAGTCTGGAGATCGCCTCTCCTGATGTTCCAGACCTGACGCTCATTGA1600
G V G V G I S D D L I S L E I A S P D V P D L T L I D

CCTGCCCGGCATCGCCAGGGTGGCTGTAAAGGGACAACCAGAGAACATCGGAGACCAGGTGTGATTGTCCACAAGACACT1680
L P G I A R V A V K G Q P E N I G D Q

GTCTACAGTTTACATAGGGACACTTTCTTTGGTAGGAAGTTGATCCAAGGCAACGGGTGAACAGTGAGGTCAAACCTGGG1760

TTCTGTGTTTCACACTCATGGGATTGGGGATGTTGTGTAGCATCATCTCATGAATGAATGAATGACTTCCCATGACCAAT1840

TTCATTAGCAAGACACTGAGGCCATGCTTTTATGTCCTCATGGGGCCGCTAGTAAGGCTATAGACTTTTAGTCTGATGTA1920

CAATATGAAAATATCATTTCAGATCAAGAGACTGATCCAGAAGTTCATCACAAGACAAGAAACTATCAGCTTGGTAGTTG2000
I K R L I Q K F I T R Q E T I S L V V

TTCCAAGCAACGTGGACATAGCAACCACAGAGGCTCTGAAGATGGCTCAGGAAGTGGATCCTGATGGAGAGAGGACTTTG2080
V P S N V D I A T T E A L K M A Q E V D P D G E R T L

GGTAAATAGAGCTGATTTTAGAAAAGGGCCACTTTGCCAAGCTACTTTTATGTAGTTCACTATTTCTCTCTCTCTCTCTC2160

TCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTACCTATCTTTCTGTCAGGTATCTTGACCAAGCCTGATCTGGTGGACAAA2240
G I L T K P D L V D K

Fig. 12. Continued.
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GGCACAGAGGAGATGGTGGTTGACATCGTCCACAATGAGGTCATCCACCTGAAGAAGGGCTACATGATCGTCAAGTGCCG2320
G T E E M V V D I V H N E V I H L K K G Y M I V K C R

GGGTCAGAAGGAGATCACAGAGAAGGTGTCTCTTACTGAAGCAACAGAAAGAGAGAAAGCCTTCTTCGAAGGTCATGTGC2400
G Q K E I T E K V S L T E A T E R E K A F F E G H V

ATTTTCAGTAAGTTCATTCCTTTTGGGTAATTTTAGCAAATACTTTCATGGTGATTCACCAAAGCTGTGATTTTATACTC2480
H F H

AGTGGCTTTATATTCTTGCTGTAGCACTCTCTACAATGACGGCCACGCCACTGTTCCTAAACTGGCTGAGAAACTCACAC2560
T L Y N D G H A T V P K L A E K L T

TTGAGCTGGTGCATCACATTGAGGTAGATTCTTGCTTTGTGACCGTAACAGTTTACTATACGTTACTTTGTTGACTTTAG2640
L E L V H H I E

TTGTTTAAGTTTTGACTTAAACAACAATTCAATTCAATTCTGATTTGCAGAAATCCCTGCCTCGACTGGAAGAGCAGATA2720
K S L P R L E E Q I

GAGGAGAAACTAGCACAGACTCGTGCAGAGCTCGATAGATACGGCAATGGACCTCCACCTGATTCAGCTGAGAGAGTCGT2800
E E K L A Q T R A E L D R Y G N G P P P D S A E R V V

CTTCTTCATTGACGTGAGTACCCTCAATGTTCATATCATTTCCCTGGCTACAGAGACAAAAGCTCACCACCAATATGAAT2880
F F I D

TTGTCTTTGAGTATTTTTAAATAAACATAAAACACCTGTAAACATCTGTTTCTGCTGTCACATGTGTGCTACAGAAAGTG2960
K V

ACAGCTTTCACTCAGGATGCCATCAGTCTGACCACAGGAGAAGAGCTCAAGTGTGGAGACAGACTTAACATCTTTTCTAC3040
T A F T Q D A I S L T T G E E L K C G D R L N I F S T

ACTCAGAAGCGAGTTCAGGAAGTGGATTGTCCATCTGGACCGCTCGGGACATAACTGTAAGTGTATCATTTGATCTGGTC3120
L R S E F R K W I V H L D R S G H N

TACAGCTGTCCATCAGCAGGACGCTAAAATATATGTTTGTTTATTTCTGTTAACGAGAGGATTGAGAAAGAGGTGGAGGA3200
F N E R I E K E V E E

GTATGAAGAGAGGTACCGTGGAAGAGAACTGCCAGGCTTCATCAACTACAAGACCTTTGAGTTTATGGTCAAGGAGCAGA3280
Y E E R Y R G R E L P G F I N Y K T F E F M V K E Q

TCAAACAGCTGGAAGAACCAGCTGTCAAGAGACTCAAAGACATAGGAGGTATAAGATTGGATGTATGGCAGGCTTAATGT3360
I K Q L E E P A V K R L K D I G

GTTTTCTCTGTTGCACACACTTTCTTTTGTTATCATACAACCACCAGTGACGGACTCAGTAGACTTCAAGTTGCTGTAAC3440

TTCTTGTTTTTGTTTTCTTTCAGATGCTGTTAGGAAGGTGTTCATACAGCTGGCCCAGAGTAGCTTTGCTGGACTTCCTA3520
D A V R K V F I Q L A Q S S F A G L P

ACCTTGTGAAAACAGCCAAGGTAGCCATCATCCAAGAGTTTGATAGTGCCAGATAGTCACTGTTGGTATTTTGACTCTCA3600
N L V K T A K

AAATTTAATCTGCGTATTTTTTACCCTAGGCAAAGATCGAAGCCATAAAGCAAGAAAAGGAGTCTACTGCTGAATCTATG3680
A K I E A I K Q E K E S T A E S M

CTGAGAACCCAGTTCAAGATGGAGCTGCTTGTTTACTCTCAGGACAGGACCTACAGCAGCAGTTTGAGTGACTGCAAGAG3760
L R T Q F K M E L L V Y S Q D R T Y S S S L S D C K R

AGAGGAGGAGGACGAGGAGGAGGAGAAGAAAGACAAACGGCATGGCCACCCAAACCTTAAAATGCCGGCACTGTCAATTA3840
E E E D E E E E K K D K R H G H P N L K M P A L S I

Fig. 12. Continued.
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GTCAGTGGACTGTTGTGCACCGCAGGGATAATCATGCAACACTGAAGGAGTTGATGCTGCACCTTAAATCGTATTACAAA3920
S Q W T V V H R R D N H A T L K E L M L H L K S Y Y K

GTAAGTTTTAATTTAGAGGGATGATTCATGATCATAAACAGGGACAGAAAGGTTTAGGCAGAGGTTACACATTTTCAATA4000

ACGGCTCTTGTCTGTCAAACTTTTCTCTCCTTTTCCTCATTCAGATTGCCAGCCAGCGTCTGGCTGATCAGATACCGCTG4080
I A S Q R L A D Q I P L

GTGATCCGCTACCAGATGTTGCAGGAGTCTGCTGTCCAGCTGCAGAGGGAGATGCTGCAGGTGCTTCAGGACGAGGAGAA4160
V I R Y Q M L Q E S A V Q L Q R E M L Q V L Q D E E N

TTCAGAGGTCTTGCTGAAGGAGGATTTTGACATCGGCAGCAAGAGGGCTGCTTTGCAAAGTCGCCTCAAACGCCTCACGA4240
S E V L L K E D F D I G S K R A A L Q S R L K R L T

AGGCCCGTGCGTACCTGGCGGAGTTCTAGAGGGGGTCAAGGCCCGACAGAATGAGATTACTGGACCTCTTTCATAGGTCA4320
K A R A Y L A E F *

AATAGCACAGAACAGCAGTGGTTGTAGGATTATTATACTGTTGTTTGTACTATGTCCTGGTCAGCGTATGGGGAGTTGT4399

Fig. 12. Compiled full-length rsbMx2 gene sequence. Exon regions 

underlined are derived from the cDNA sequence. The splicing motifs 

(GT/AG) are shadows.
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Fig. 13. Genomic structures of the rsbMx1 and rsbMx2. Exon are shown as 

grey boxes with sizes (in base pairs) given inside, while horizontal lines 

represents introns with their nucleotide lengths provided below. The 

untranslated region is indicated with boxes. 
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2. 2. IL-8 gene의 염기서열 분석

  rsbIL-8과 rbIL-8 gene의 cDNA 염기서열을 바탕으로 5'-end와 

3‘-end의 untranslated region에 각각 primer를 제작하여 참돔과 돌돔

의 liver에서 분리한 DNA를 template로 해서 genomic DNA에 대한 

PCR을 실시하였다. 그 결과 참돔과 돌돔의 IL-8 gene에서 각각 1288 

bp와 1093 bp의 sequence를 알 수 있었으며, 4개의 exon과 3개의 

intron으로 구성됨을 확인할 수 있었다. 또한 모든 exon과 intron 사이

에는 splicing motif  (GT/AG)를 확인 할 수 있었다. 그 결과 확인 된 

rsbIL-8과 rbIL-8의 full sequence는 Fig. 13-14에 나타내었으며, Fig. 

15은 도식화 하여 나타내었다.
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GAAAATATTCAAACAGCAGAGCGAGAAGGCAGCTGAACCAAGAAAAGGAAAAGCTGAGGAGAGAGGAAACTAAGCAAAAG 80

AAAAAAGCTGAACGAGAAACATCTTCTTTGCTTTACTTCATCAGACAACTTTCTGAAAGACGCTCTTATTCTTTAGTGTT 160

AATTGTTGCAGAGTTTGTAAAAGGCACAATGATGAGCAGCAGAGTCTTCGTTATCTCTATTGTGGGGCTCCTGGCCTTCC 240

M M S S R V F V I S I V G L L A F

TCGCCATCAGTGAAGGTAAGATCTCGCTATTCGAACTCTCACTACTTTACCACATTCTGTTGTCAGTGCATCAAGAGTCA 320

L A I S E

TGAGTATAGACTGTTGCACTTTGTGACCATGTGACACCTGTCTCCTAACAGCGATGAGTCTGAGAAGCCTGGGAGTGGAG 400

A M S L R S L G V E

CTGCACTGCCGCTGCATCCAAACAGAGAGCAAACCTATCGGCCGCCACATTGAGAAGGTGGAGCTGATTCCTGCTAACTC 480

L H C R C I Q T E S K P I G R H I E K V E L I P A N S

CCACTGCGAGGAGACTGAGATCATGTAGGACCTGATTTCAAAAACTCCATCCCTGATGGTGTTGATACTTTGAGAGTTTG 560

H C E E T E I I

TCGTCACCACTTATCAACTTGTTCTGACTGTTTCTCGCTTGGTGTTGCAGTGCCACTCTGAAGAGGACAGGCCAAGAGGT 640

A T L K R T G Q E V

TTGCCTGGACCCCGAGGCTCCCTGGGTGAAGAAAGTGATTCAGAAGATCATGTCCAAGTAAGTACAGGTCAAACATACAG 720

C L D P E A P W V K K V I Q K I M S N

TATAAGGGCACCCAAACACACTTATAGTCTACTTTTCTTAACTGCATAATGTGACAGAAAATGCCAGCGTTCCCTTTTGA 800

TACACACATTAACTCTTCTTTTCTGTTTCTTTTTTCAGCAGCAGAAGACGCTGAGCAGACTGGATGAGATGTGCTTCATG 880

S R R R *

AGACTGAGCCATTTACTGGATCGACCAAAGAAAACCAAAGACCAAAAAGTATTGATGAGCTGATTTGATATGGCTCATTT 960

TTTAATGTCCCAATCATCTGTTGAAAATGACAACAGATTCTACCCGCTCAGAGTATGTTTGTATCAAACATGTTATTTAT1040

TATTATTATTATTATTATTATTATTATTATGTTTGTATGTCGCTTATGTGTGTTACTGTTCTATAACTTATATCTTAAAA1120

ATATTTATTGGTGTATTTATGAAACATAAATGTATCTGGAATCTGGATTCAGGAGTTGCTCTGA1184

Fig. 14. Compiled full-length rsbIL-8 gene sequence. Exon regions 

underlined are derived from the cDNA sequence. The splicing motifs 

(GT/AG) are shadows.
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GAGATTCAAACAGCAGAGCAAGAAAGCAGCTGAACCAAGAAAAGGAAAAGTAGCGGAGAGAGGGAACTGAGTGAAAGAAG 80

AGAGAAGAAAAAAAAAAGACCATCTTTTTACTTTCACACAACGCTTCAGGCTTCATCAGGCAGCTTTCTGAAGGACATTC 160

CTATCCTTTAGTGTAAACTGTTGCAGAATTTCTGAAAGACAAAATGATGAGCAGCAAAGTTATCGTCATCTCTGTCGTGG 240
M M S S K V I V I S V V

TGCTCCTGGCCTTCCTGGCCATCAGTGAAGGTAAGATTATTTTGTTATTCTGCAATTGAACGTAACATTATTGAGCCATT 320
V L L A F L A I S E

TATCAAGTTACTATCTATTCACTGTTGCATTTGAGCTGTCACTACTGTGCACATTCTGCTGTCCTCTTTTCCTCATTGCA 400

TCAACAGTTATTAACGCAGCACTATTGCACTTTGTGACCACATGTGACTCCTGTCTCCTCACAGGGATGAGTCTGAGAAG 480
G M S L R S

TCTGGGAATGGAGATGCACTGCCGCTGCATCCAGACAGAGAGCAAACCCATCGGCCGCCACATCGGGAAGGTGGAGCTAA 560
L G M E M H C R C I Q T E S K P I G R H I G K V E L

TTCCTGCCAACTCCCACTGCGAGGAGACTGAGATCATGTAAGACCTCATTTCGAAGCCTTCATCCCATCGAGAAAGTGTT 640
I P A N S H C E E T E I I

GATGTTGAAACGTTTTGAGATGCCATCGCCACTTGTTGGTTTCGGCATGAGGTCTAGTCTACTTGTTCTGACTGCATCTC 720

TTGTCGCTTGCTTGGTGTTGCAGTGCCACTCTGAAAAAGACAGGCCAAGAGGTTTGCCTGGACCCCGAGGCTCCCTGGGT 800
A T L K K T G Q E V C L D P E A P W V

GAAGAAAGTGATTAAGGCGATCATGAACAAGTAAGTACAGGTCAATCAGACAGTATAAGGTCACTCAAACTCAATAGTCT 880
K K V I K A I M N N

ACTTTCAGGATTTAACTGGATAACGTAACAGAAAATGTTCACTTCTGATACACATATTAATTATTCTTTTCTGTTTCTTT 960

TCTCTGCAGCAGAAGTCGCTGAACAGACCGGGAGAGATGTGTTTCATGAGCCTTAGCTGCTCATAAACAGATGAAAAGTA1040
R S R *

CCAAAAAGTATTTGTTTGGTGATGATAACGTCATCACATGCCATACCAGAGGA1093

Fig. 15. Compiled full-length rbIL-8 gene sequence. Exon regions underlined 

are derived from the cDNA sequence. The splicing motifs (GT/AG) are 

shadows.
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Fig. 16. Genomic structures of the rsbIL-8 and rbIL-8. Exon are shown as 

grey boxes with sizes (in base pairs) given inside, while horizontal lines 

represents introns with their nucleotide lengths provided below. The 

untranslated region is indicated with boxes. 
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2. 3. COX-2 gene의 염기서열 분석

  rsbCOX-2gene의 cDNA 염기서열을 바탕으로 5'-end와 3‘-end의 

untranslated region에 각각 primer를 제작하여 참돔의 liver에서 분리

한 DNA를 template로 해서 genomic DNA에 대한 PCR을 실시하였다. 

그 결과 4596bp의 genomic sequence를 알 수 있었으며, 10개의 exon

과 9개의 intron으로 구성됨을 확인할 수 있었다. 또한 모든 exon과 

intron 사이에는 splicing motif  (GT/AG)를 확인 할 수 있었다. 그 결

과 확인 된 rsbCOX-2 gene의 full sequence는 Fig. 17에 나타내었으

며, Fig. 18은 도식화 하여 나타내었다.
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GAAAATTCAGACTCTCTCTGAGCTTCAGAGCGACACACGAGGGAGAGGAGAGAGACAGGAAGCACAAGAAGGTCCGGCAA 80

AGTCTTTGGAGTATGAACAGGCTCACATTTGCGGTTTTCCTCTCGGCGCTGGGGTTTCTCGTCTGCGCAGCTGGTAAGTC 160
M N R L T F A V F L S A L G F L V C A A

TTTGAAAGCTTAAACAGAAGACAGAAGAAGAAGCGCGGTGTTTAATATGTCTAAAGTTCTGTTGTCGTTTTAGGATTTTA 240

TTATTTTTAGGAATATAATGACACTAAAAAAAGTTTATAACTATGTCTTCATTTTTTCTGAGATGTATGATCCTGTTATG 320

CTGAGGCTTTTCTAACACATTTGTGTTGGTATCGGGTGAAGTGGAATCCTAATAACCGCCTGTTGTTACCTGTGACAGGT 400
G

AACCCATGTTGCTCAGAGCCATGCCAGAACAGGGGCGTATGCACTGCGCTTGGATCAGATAATTATGAGTGTGACTGCAC 480
N P C C S E P C Q N R G V C T A L G S D N Y E C D C T

GCGGACAGGATATCGTGGACAAAACTGCACAACACGTAAGTCTGAATGAAACACATGAGGTGGAACTAAAATTAGGATGT 560
R T G Y R G Q N C T T

ATTTGTTGCTGTGGGTTATTCAATAACTCATTTCCTTCTTGGCCGTTACAGCTGAGTTCCTCACCTGGCTCAAAGTATC 640
P E F L T W L K V S

CCTGAAGCCTTCGCCCAACACTGTCCACTACATTCTCACCCACTTTAAGGACTTCTGGAACATCATCAACAACATCTCAT 720
L K P S P N T V H Y I L T H F K D F W N I I N N I S

TTCTCAGGGATGCCATCATGAGATATGTGTTGACATGTAAGTGTTTCTTCCTCCAGGCAAAATGAGAACATGTTTTGGAA 800
F L R D A I M R Y V L T

ACTGCTTCATAACAAATCAAATAATTTGTACAGAACCAGTGGGAGTGTTTTTACTAATAATTCAATGTTTTCTCTCTAGC 880
S

TCGATCCCACATGATTGATAGTCCTCCAACTTTCAATGCGGATTATGGTTACAAAAATTGGGAAGCCTATTCCAACCTCT 960
R S H M I D S P P T F N A D Y G Y K N W E A Y S N L

CCTACTATACGCGCACCCTCCCCCCTGTGCCCGAGGATTGCCCAACCCCTATGGGAGTAGAAGGTGAGTACGCTTTCTCT1040
S Y Y T R T L P P V P E D C P T P M G V E

GCCTCAGGAGAACCAGTTTTCTCAGATTCTTGTATACTGAGCAAGAGTGACTTGGCCCCATTACATCACAATGAAATGAT1120

CCCCTCTGTCGGATTAAGAGAGTTCAAATGTGCTGATGGAACACAGCAAAACCTGCCCCAGCAAGCCAAAACTAAAAGAG1200

ACGAAACCAGTTTTGTTTGTTTTTTCCTTTTTTTTAGCTTTAAGAATTTACAGTGAAAGCAAATCTCCATTATAACGTTG1280

AGTCACCTAAATGTGTTTTATCCAAGTGAAACTGTCTTGATTCTGGATTATAATCTTGTATGCTGATTTTTCCCCCAGGT1360
G

AAAAAGGAGTTACCTGATGCTAAAATACTGGCTGAGAAGCTTCTTATGAGAAGAGAGTTCATCCCGGACCCACAGGGCAC1440
K K E L P D A K I L A E K L L M R R E F I P D P Q G T

CAGCCTGATGTTTGCATTCTTCGCACAGCATTTCACCCACCAATTCTTCAAATCTGATATGAAGAGAGGACCTGCTTTTA1520
S L M F A F F A Q H F T H Q F F K S D M K R G P A F

CTGCAGCTCAAGGCCACGGGGTAAGCACAGCACATCTCAAGCAACATCAGATTTGAGTTAAGAAATAGAGACAACTTGTG1600
T A A Q G H G

AATGAATAATTTATTAACAATACAACATCTTTGTGCTTTCAGGTTGACCTCAGCCACATTTATGGAGACAACCTGGTCAG1680
V D L S H I Y G D N L V R

GCAACACAAGCTCAGACTCTTCAAGGATGGCAAGCTTAAACACCAGGTATGAGAAGAGACAGCTGTAGTTTAAACAGCCG1760
Q H K L R L F K D G K L K H Q

AACACTTCAGACCACACAAGTGTCTAACAGATGCTTCCTCTCTTGCGTAACTCTGCAGATCCTGGACGGAGAAATGTATC1840
I L D G E M Y

CCCCGACAGTAAAGGAAGTTGGCGCTGAAATGCACCACCCTCCTCACGTTCCCGACGCTTACCGCTTCGCCGTGGGCCAC1920
P P T V K E V G A E M H H P P H V P D A Y R F A V G H

Fig. 17. Continued.
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GAGGCGTTCGGCCTGGTCCCCGGCCTGATGATGTACGCCACCATCTGGCTACGGGAACACAATCGGGTGTGTGATGTGTT2000
E A F G L V P G L M M Y A T I W L R E H N R V C D V L

GAAGGAGGTCCACCCCGACTGGGATGACGAGAGGCTCTTCCAGACCACACGCCTCATTCTGATCGGTGAGTTGATGAAAC2080
K E V H P D W D D E R L F Q T T R L I L I

TGAGAATGTTTTGAAAACATTCGGCTGGGAAATGAAAGTCGAAATAACAACGAAAAAGGCATGTGATTCACTTGTCATGG2160

TGCTCATATAGTTACCACGGGAGTTAAGAAAAGAGGAAGTTGTACTTTTATTTTGGTAATCATCTACTTGCAAGCACGTT2240

GCACACAGTGGAGGATTAAAGCTCTGCTGTGTTGAAAGATATGAGGAAGAGGAAATGTTTAGTTTTCCATTGCAGGGCTT2320

CACTGCACGTTTACAAACAATTACAGTCAATCAGAATAATAATTTGTGTCTGATATGGATACTTAGAAACTATTAAAATG2400

ACATCTTCTCCTCCTCACTGATTGAAAAGGTTGACTGCTAGACACAAGCTGTCTCCTAAACCACTGAAAAGTTATTCTTA2480

GTCTACATACACATGATATTTCCACATTACACTGTGAAAGTTGTATATTGATCCTTGATTGGCTTAGGTTTCTAGTGTCA2560

AACACACACATTGAACCTGAAACATTCAAGTTAAATAACAAAAAGCAATGTATAACTACATTATGTTAAAATACTTAATC2640

ATTTGTCCTGCAGGTGAGACCATCAAGATTGTCATCGAGGACTACGTGCAGCATCTGAGCGGCTACAACTTCAAGCTTAA2720
G E T I K I V I E D Y V Q H L S G Y N F K L K

GTTCGACCCCGAGCTGGCTGTTCACCAGCGCTTCCAGTACCAGAACCGCATCGCATCCGAGTTCAACACCCTGTACCACT2800
F D P E L A V H Q R F Q Y Q N R I A S E F N T L Y H

GGCACCCGCTGATGCCTGATAGTTTCCACATTGAGGAGAAAGAATACAGTTATAAAGAGTTCGTCTTCAACACGTCTGTA2880
W H P L M P D S F H I E E K E Y S Y K E F V F N T S V

GTGACTGAGCACGGCATCAGCAACCTTGTGGAGTCGTTTTCCAAGCAGATCGCTGGACGGGTAAGAACAGTTTGAGCTGT2960
V T E H G I S N L V E S F S K Q I A G R

TGTAGCAGCATTTCAATTTAGACCGTAACACTCTGATCACTTGAAGGCAGATTAACTGACTTTCCATTCATTTATTTAGG3040

TTGCCGGTGGCCGAAATGTCCCAGGACCTATCATGTACGTGGCCATCAAGTCCATTGAAAATAGCAGAAAAATGCGCTAC3120
V A G G R N V P G P I M Y V A I K S I E N S R K M R Y

CAGTCTCTGAATGCCTACAGGAAGCGATTCTCCTTGAAGCCCTACAGCTCCTTTGAAGACATGACAGGTGAGACGAAGTC3200
Q S L N A Y R K R F S L K P Y S S F E D M T

AAGATGACTAACCAAGCCTAATTCTTGCAGGGGAAAGGTTGACATCAGAAGATTAGTAAACAGGTTATTATTAACATGAA3280

GTGAAAGGAAATCTCACCTCAGTCCAAATTATTTTTCTGTTATTAATAGCATTGTCAGGAATTTAATGCGAGCCTGAAAA3360

ACATGCCCAGATCGAAGCTGATGTCATAGATGACTTATTATTAAAGAAATACTTTAGACCCACTTTTATTCCCCAGCAGC3440

TTTAAAGGTTAGGAATTTATTTGCACGACTCTAAGAACCAGATGTACATTTCGTCTTGAGATAGTGTAAGCAAATTGTCA3520

TCACAAGAGAGCAAGACATAAACAGACAAGTAAGACCTCCTGCTTCAGAGGAGAGGATTTAAAGTTCACAAGAAAGGAGG3600

ACTTAACGTTGATTAAAAACTAACTGTGATGCATGAGGACAGAAAAGTATTAAGTTGGAGAGAAAAGAGGAAGGAAGGGG3680

TAGAAACAAGAAGAGAGATTGTGTTTATCTTTTATTTGCTGGATCTGAATCAGTCAAAACACTGAGCTCATATTTAGACT3760

AGCAAGCTTTTGCAAGCTTTGCAGCTGCTGAGAGAGCGAGAGAGAAACGCCAGACCAAAACTAAAACCACCCCCTTCTTT3840

GTGTTCCTCAGGAGAGAAAGAAATGGCCGCAGTGCTGGAGGAGATGTATGGACACATCGACGCTATGGAGCTCTACCCGG3920
G E K E M A A V L E E M Y G H I D A M E L Y P

GTCTGCTGGTGGAGAAACCCAGGGAAAACGCCATCTTTGGGGAAACAATGGTGGAGATGGGGGCCCCTTTCTCCCTCAAA4000
G L L V E K P R E N A I F G E T M V E M G A P F S L K

GGCTTGATGGGAAACCCCATTTGCTCCCCGGAGTACTGGAAGCCGAGCACGTTCGGAGGCACCGTGGGCTTCGACATCGT4080
G L M G N P I C S P E Y W K P S T F G G T V G F D I V

CAACACTGCCTCCCTGCAGAGGCTCGTCTGCAATAACGCGAATGGACCCTGTCCCGTGGCATCCTTTCACGTGCCCGACG4160
N T A S L Q R L V C N N A N G P C P V A S F H V P D

TTAAAGAGACGGGCTCCATGATCATCAACTCGAGTACATCCAACTCACGCAGCAGTGATATCAACCCAACAGTCATTCTA4240
V K E T G S M I I N S S T S N S R S S D I N P T V I L

Fig. 17. Continued.
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AAAGAAAGGACTACTGAGCTCTAATTTGTATTATTTTCTCTAACTTTATTATAAATGTATTTATTTATTTATTTATTTTA4320
K E R T T E L *

TATTTATTTTCCTATATTTATATGAGAAATTGGAAAGTAGATTTTTTTATAGGTGATTTTGTATATTTATGACTGGCAAT4400

CAAGAACAAAAGTCTGTGGATGTGTCTATTTATTGAAAGATTCATTGTTTTATAAATTATTGTCACAGTAATGACCTCAG4480

TCACTACAACTTAATACTTGAAGGTTAGTTTACAGTTTCAACTACTTGGTAGTGTACATTATACTTGCTGGTTAAATGTA4560

TGTTCACTAACAGTTTATCAGTCGCAGAATGTGCAG4596

Fig. 17. Compiled full-length rsbCOX-2 gene sequence. Exon regions 

underlined are derived from the cDNA sequence. The splicing motifs 

(GT/AG) are shadows.
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Fig. 18. Genomic structures of the rsbCOX-2. Exon are shown as grey 

boxes with sizes (in base pairs) given inside, while horizontal lines 

represents introns with their nucleotide lengths provided below. The 

untranslated region is indicated with boxes.
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3. 염기서열의 비교 분석

3. 1. Mx gene의 비교

  모든 어류의 Mx gene은 dyanamin family motif와 GTP-binding 

site 그리고 leucine zipper domain이 존재하였으며 (Fig. 20), BioEdit 

program을 이용하여 비교해 보았을 때 rsbMx1은 gilthead seabream 

Mx1과 78.1%로 가장 높게 나타났고 종간에 40~78.1%의 identity를 보

였다. rsbMx2는 Eropean seabass Mx와 94.7%로 가장 높게 나타났으

며, 42.9~94.7%의 identity를 보였다. 또한 rsbMx1과 rsbMx2간의 

identity는 70.3%로 나타났다 (Table 4). 한편 barred knifejaw의 3개

의 Mx gene의 identity는 74.3~88.8%로 나타났다 (Zenke K & Kim 

KH, 2008). 따라서 Mx gene의 identity는 종에 의존하기보다는 여러 

가지 type의 Mx gene이 존재한다고 추측 할 수 있었으며, rsbMx1과 

rsbMx2는 다른 type의 Mx gene이라고 추측할 수 있었다. 

Phylogenetic tree에서도 rsbMx1과 rsbMx2 gene이 유전적으로 차이

가 남을 확인 할 수 있었다 (Fig. 19).
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Fig. 19. Phylogenetic tree showing the relationship between different Mx 

amino acid sequences. The GenBank accession numbers of the Mx genes 

are as follows : gilthead seabream Mx3, FJ652200; gilthead seabream Mx4, 

FJ490556; gilthead seabream Mx2, FJ490555; barred knifejaw Mx2, 

EU807986; barred knifejaw Mx3, EU807987; bastard halibut Mx, AB110446; 

turbot Mx1, AY635932; turbot Mx2, AY635933; gilthead seabream Mx1, 

AF491302; European seabass Mx, AM228977; barred knifejaw Mx1, 

EU807985; rainbow trout Mx2, U47945; rainbow trout Mx1, U30253; 

Atlantic salmon Mx3, NM_001123675; rainbow trout Mx3, U47946; Atlantic 

salmon Mx1, BT043723; Atlantic salmon Mx2, NM_001123690; zebrafish 

MxA, NM_182942; channel catfish Mx1, AY095349; human Mx1, 

BC032602; chicken Mx, EU348752.
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Fig. 20. Continued.



- 57 -

Fig. 20. Multiple amino acid sequence alignment of different Mx genes. 

Shading was performed using the conserved mode (black, dark grey, light 

grey shading set to 100%, 80% and 60% amino acid conservation, 

respectively). Gaps are shown as dashes. The GenBank accession numbers 

of the Mx genes are as follows : gsbMx1, AF491302; gsbMx2, FJ490555; 

gsbMx3, FJ652200; gsbMx4, FJ490556; rbtMx1, U30253; rbtMx2, U47945; 

rbtMx3, U47946; bhMx, AB110446.
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Table 4. Amino acid identity of rsbMx1 and rsbMx2 with other known Mx 

genes. 
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3. 2. IL-8 gene의 비교

 BioEdit program을 이용하여 비교해 보았을 때 rsbIL-8 gene은 

black porgy IL-8 gene과 90%로 가장 높게 나타났으며, 전체적으로 

34.7~90%의 identity를 나타냈다. rbIL-8 gene은 rsbIL-8과 86.0%로 

가장 높게 나왔으며, 전체적으로 34.7~86.0%의 identity를 나타냈다 

(Table 5). IL-8에서 나타는 ELR motif는 포유류의 경우 Glu-Leu-Arg

로 이루어진 반면 어류에서는 다양한 형태로 존재하였는데 특히 

rsbIL-8과 rbIL-8은 각각  Glu-Leu-His와 Glu-Met-His의 형태로 이

루어져 있음을 확인 할 수 있었다 (Fig 22). 어류에서는 haddoc과 

Atlantic cod를 제외한 모든 경골어류에서 ELR-motif가 다른 형태로 존

재하였다. 
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Fig. 21. Phylogenetic tree showing the relationship between different IL-8 

amino acid sequences. The GenBank accession numbers of the IL-8 genes 

are as follows : black porgy, DQ00061; sea purch, DQ855621; Fugu 

rubripes, NM_001032587; bastard halibut, AF216646; rainbow trout, 

AJ279069; Atlatic salmon, NM_001140710; haddoc, AJ566335; Atlantic cod, 

AY614593; chicken, NM_205018; human, NM_000584; common carp, 

AB470924.
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Fig. 22. Multiple amino acid sequence alignment of different IL-8 genes. 

Shading was performed using the conserved mode (black, dark grey, light 

grey shading set to 100%, 80% and 60% amino acid conservation, 

respectively). Gaps are shown as dashes. The GenBank accession numbers 

of the IL-8 genes are as follows : black porgy, DQ00061; sea purch, 

DQ855621; Fugu rubripes, NM_001032587; bastard halibut, AF216646; 

rainbow trout, AJ279069; Atlatic salmon, NM_001140710; haddoc, 

AJ566335; Atlantic cod, AY614593.
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Table 5. Amino acid identity of rsbIL-8 and rbIL-8 with other known IL-8 

genes. 
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3. 3. COX-2 gene의 비교

BioEdit program을 이용하여 비교해 보았을 때 rsbCOX-2 gene은 

rock bream COX-2 gene과 90.6%로 가장 높은 identity를 나타냈었으

며, COX-2 gene에서는 63.3~90.6%의 identity를 나타내었다 (Table 

6). COX-1과 COX-2 gene 모두 cyclooxygenase active site, 

N-glycosylation site, peroxidase activity 그리고 haem-binding site

를 가지지만 COX-2의 substrate binding channels 로 Arginine과 

Valine을 가지며,  inducible enzyme이라는 차이를 보인다. 본 연구에

서 inducible enzyme임을 확인 할 수 없었지만 substrate binding 

channels인 Arg-502과 Val-512을 확인 할 수 있었으며 (Fig. 24), 

Phylogenetic tree를 이용하여 COX-1과 COX-2를 명확히 구분 할 수 

있었다 (Fig. 23). 또한 COX-2는 다른 Mx gene이나 IL-8에 비해 포유

류와 매우 높은 identity를 확인 할 수 있었다 (Table 6).
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Fig. 23. Phylogenetic tree showing the relationship between different COX-2 

amino acid sequences. The GenBank accession numbers of the COX-1 and 

COX-2 genes are as follows : Atlantic croaker COX-2, AB292358; 

rockbream COX-2, FJ952157; longhorn sculpin COX-2b, EU703783; 

mummichog COX-2, AY532639; rainbow trout COX-2, NM_001124348; 

zebrafish COX-2a, NM_153657; human COX-2, NM_000963; chicken 

COX-2, NM_001167719; Atlantic hagfish COX-2, EU703785; spiny dogfish, 

AF420317; huaman COX-2, NM_000962; longhorn sculpin COX-1a, 

EU703784; rainbow trout COX-1, NM_001124361; Atlantic salmon COX-1, 

BT045745; zebrafish COX-1, NM_153656; mummichog COX-1b, EU703781; 

Atlantic croaker COX-1, AB292358; longhorn sculpin COX-1b, EU703789.
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Fig. 24. Multiple amino acid sequence alignment of different COX-2 genes. 

Shading was performed using the conserved mode (black, dark grey, light 

grey shading set to 100%, 80% and 60% amino acid conservation, 

respectively). Gaps are shown as dashes. The GenBank accession numbers 

of the COX-2 genes are as follows : rockbream, FJ952157; Atlantic croaker 

COX-2, AB292358; mummichog COX-2, AY532639; rainbow trout COX-2, 

NM_001124348; Atlantic hagfish COX-2, EU703785.
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Table 6. Amino acid identity of rsbCOX-2 with other known COX-2 genes. 
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4. iridovirus 감염에 대한 면역반응 분석

  돌돔과 참돔에 각각 MEM, poly I:C 500 ㎍/fish 그리고 iridovirus 

약 10
5 copies/fish를 복강 주사하여 1일, 3일, 7일 후에 liver를 분리하

여 Mx, IL-8, COX-2, IL-1β gene의 발현을 분석하였으며, 폐사율 또

한 비교하였다. 그 결과 참돔은 12일째 폐사가 일어나서 15일째 까지 

최종 폐사율이 20%에 그쳤고 돌돔은 7일째부터 폐사가 일어나기 시작

해서 10일째 100% 폐사하였다 (Fig. 25). 면역반응은  poly I:C 접종 

시 rsbMx1과 rsbMx2는 각각 약 21배와 19배정도의 발현을 나타냈으

며 그 결과는 19개 발현한 rock bream Mx gene과 유사하였다 (Fig. 

26). 또한 발현량은 control 그룹과 비교하여 통계적으로 차이를 나타내

었다.  iridovirus를 참돔에 주사하였을 경우 rsbMx1은 3일째 약 88배

정도 증가하였으며 rsbMx2 역시 208배 정도로 크게 증가하였으며 7일

째에는 다소 감소한 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 26). 그러나 rock 

bream Mxgene의 경우 3일째 까지 큰 변화를 보이지 않다가 7일째에 

약 33배 정도 증가한 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 26). 한편 다른 

immune gene인 IL-8, COX-2 그리고 IL-1β gene은 control과 비교하

여 차이를 보이지 않았다 (Fig. 27).
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Fig. 25. Cumulative mortality of red sea bream (Pagrus major) and rock 

bream (Oplegnathus fasciatus) challenged with iridovirus.
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    (A)

                

        

 

 

    (B) 

Fig. 26. Expression level of the Mx genes in red sea bream and rock 

bream relative to controls. injected with poy I:C (A), injected with iridovirus 

(B). The data are normalized relative to the expression of β-actin and 

analysed using the ΔΔCt method. *Depicts statistical significance between 

challenged fish versus control fish (P < 0.05). δDenotes statistical 

significance between red sea bream and rock bream (P < 0.05).
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    (A)

    (B)

 

Fig. 27. Continued.
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    (C)

Fig. 27. Expression level of the IL-8, COX-2, IL-1β genes in red sea bream 

and rock bream relative to controls. IL-8 gene (A), COX-2 gene (B) and 

IL-1β gene (C). The data are normalized relative to the expression of β

-actin and analysed using the ΔΔCt method. *Depicts statistical significance 

between challenged fish versus control fish (P < 0.05). δDenotes statistical 

significance between red sea bream and rock bream (P < 0.05).
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Species Gene
Sampling 

time
Ct value -ΔΔCt

Expression 

level

Red sea 

bream

Mx1

Day 1 21.2±0.3 2.4±0.1 5.8±1.9

Day 3 17.7±0.5 6.5±0.3 88.1±6.5

Day 7 18.5±0.3 5.4±0.4 45.6±9.7

Mx2

Day 1 21.5±0.5 2.0±0.3 4.3±1.5

Day 3 16.9±0.4 7.7±0.5 208.4±14.4

Day 7 18.9±0.6 6.6±0.3 99.1±10.9

IL-8

Day 1 27.5±0.5 0.7±0.1 1.6±0.1

Day 3 28.0±0.4 0.0±0.4 1.1±0.3

Day 7 27.0±0.3 -2.3±0.7 0.21±0.1

COX-2

Day 1 26.4±0.6 -0.5±0.5 0.7±0.3

Day 3 25.3±0.8 1.1±0.2 2.1±0.5

Day 7 27.0±0.3 -1.1±0.4 0.5±0.1

IL-1β

Day 1 26.6±0.5 -2.1±1.8 0.4±0.4

Day 3 28.7±0.6 -0.8±0.6 0.5±0.3

Day 7 28.1±0.2 -1.1±0.3 0.4±0.1

Rock  

bream

Mx

Day 1 22.7±0.8 1.3±0.1 2.4±0.3

Day 3 19.8±0.4 4.2±0.3 19.5±7.0

Day 7 19.2±0.3 5.0±0.3 33.4±6.8

IL-8

Day 1 28.7±0.1 -1.9±0.7 0.31±0.2

Day 3 28.2±0.5 -1.5±0.9 0.37±0.1

Day 7 29.7±0.9 -1.9±1.1 0.31±0.2

COX-2

Day 1 27.0±0.6 -0.4±0.4 0.8±0.2

Day 3 25.6±0.5 1.0±0.5 2.1±0.7

Day 7 28.3±0.5 -2.6±0.4 0.2±0.1

IL-1β

Day 1 29.6±0.7 -2.0±0.4 0.2±0.1

Day 3 27.5±0.6 -0.1±1.0 1.2±0.9

Day 7 29.6±04 4.1±0.8 0.0±0.1

Table 7.  Expression level and Ct value of the immune genes in red sea 

bream and rock bream.
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IV. 고   찰

 

  iridovirus는 전 세계적으로 많은 양식어종에 큰 피해를 주고 있으며, 

우리나라에서는 참돔과 돌돔에 감염되어 경제적으로 큰 손실을 야기 시

키고 있다. 하지만 iridovirus에 대한 치료법이나 대책은 전무한 실정이

다. iridovirus의 예방법이나 치료대책을 세우기 위해서는 viruses 자체

에 대한 연구뿐만 아니라 감염에 의한 어체의 반응도 함께 연구되어져야 

한다. 참돔에서 면역 유전자에 관한 연구는 MHC class II B (Chen SL 

et al., 2006)에 대한 연구 등이 보고되어 있으며, 돌돔에서는 IL-1β 

(이, 2006), Mx gene (Zenke K & Kim KH, 2009)등에 관한 연구가 

되어 있으나 연어과 어류에 비해 많이 부족하다.  

  본 연구에서는 iridovirus 감염을 막는데 중요한 역할을 할 것으로 생

각되는 참돔의 Mx1, Mx2, IL-8 그리고 COX-2 gene 과 돌돔의 IL-8 

gene의 full sequence를 cloning 하고 이들 면역 유전자들이 iridovirus 

감염 시 어떻게 변화하는 분석하여 돌돔과 참돔의 면역 초기반응을 비교

해보고자 하였다. 먼저 면역 유전자의 full sequence를 밝히기 위해 

Genbank에 등록되어 있는 다른 어류들의 Mx, IL-8 그리고 COX-2 

gene을 비교하여 conserved 되어있는 부위를 증폭할 수 있는 각각의 

degenerated primer를 제작하여 poly I:C 또는 어류병원 세균인 V. 

anguillarum으로 자극한 참돔과 돌돔의 liver에서 분리한 total RNA를 

template로 RT-PCR을 한 결과 참돔에서는 Mx gene으로 추정되는 

559 bp, IL-8 gene으로 추정되는 168 bp, 그리고 COX-2 gene으로 

추정되는 871 bp의 product를 얻을 수 있었으며 돌돔은 IL-8 gene으
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로 추정 되는 175 bp의 product를 얻을 수 있었다. 이 product를 

sequencing하여 이미 알려져 있는 다른 종의 유전자들과 비교하였을 때 

높은 identity를 가지고 있는 것을 확인 할 수 있었다. 따라서 각각의 유

전자를 rsbMx, rsbIL-8, rsbCOX-2 그리고 rbIL-8라 명명하였다.

  각각의 유전자의 full sequence를 밝히기 위해 5‘-과 3’- ends를 각

각 RACE-PCR하였는데 흥미롭게도 rsbMx gene의 5‘ RACE-PCR 결

과에서 304 bp와 322 bp의 두 개의 sequencing 결과를 확인 할 수 있

었고 두 결과 모두 Mx gene임을 BLAST를 통해 확인 할 수 있었다. 

따라서 각각을 rsbMx1과 rsbMx2라 명명하고 각각 RACE-PCR을 실시

하였다. RACE-PCR 결과 rsbMx1의 cDNA는 총 2381 bp로 114 bp의 

5’ UTR region, 1881 bp의 ORF 그리고 386 bp의 3‘ UTR로 구성되어 

있었고 (Fig. 1), rsbMx2의 cDNA는 총 2806 bp로 126 bp의 5’ UTR 

region, 1914 bp의 ORF 그리고 766 bp의 3‘ UTR로 구성되어 있었다 

(Fig. 2). rsbIL-8은 총 865 bp로 188 bp의 5’ UTR region, 298 bp의 

ORF 그리고 379 bp의 3‘ UTR로 구성되어 있었으며 (Fig. 5), 

rsbCOX-2는 총 2528 bp로 92 bp의 5’ UTR region, 1827 bp의 ORF 

그리고 609 bp의 3‘ UTR로 구성되어 있었으며 (Fig. 9), rbIL-8은 총 

888 bp로 203 bp의 5’ UTR region, 312 bp의 ORF 그리고 373 bp의 

3‘ UTR로 구성되어 있었다 (Fig. 6). 그리고 translated ORF는 각각 

627, 637, 99, 609 그리고 104개의 amino acids를 가지고 있었다. 또

한 모든 유전자의 3’ UTR에서 inflammatory molecule instability 

motif (ATTTA), polyadenylation signal (AATAAA)과 함께 

polyadenylated tail이 포함되어 있었다 (Fig. 3-4; Fig. 7-8; Fig. 10). 

inflammatory molecule instability motif는 RNA의 변성과 관련이 있고 
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(Sachs, A. B., 1993), 염증 매개자를 coding하는 유전자에서 전형적으

로 나타나는데 (Caput et al., 1986), 이것은 이 유전자가 생물학적으로 

기능을 가지고 있다는 것을 의미한다. 

  Mx gene은 특징적으로 3개의 GTP binding motifs, dynamin family 

signature 그리고 leucine zipper motifs를 가지는데 rsbMx1과 

rsbMx2에서도 AIAVIGDQSS GKSSVLEA, DLPG, TKPD의 GTP 

binding motifs와 LPRGSGIVTR의 dynamin family signature 그리고 

일정한 간격의 leucine으로 이루어진 leucine zipper motifs가 확인 되

었다 (Fig. 3-4). mouse Mx1은 nuclear localization signal (NLS, 

KKRK)이 존재하며 이것은 Mx protein이 핵에도 존재할 수 있도록 하

며 mouse Mx1 protein이 influenza virus를 저해하는데 필요하다 (P. 

Staeheli, 1986; T. Zu¨rcher, 1992). 어류에서는 rainbow trout Mx2

에 NSL이 있지만 (Leong JC et al., 1998), rsbMx1과 rsbMx2는 NSL

이 존재하지 않았다. gilthead sea bream에서는 4개의 Mx gene이 보

고되어 있으며, rock bream, rainbow trout 그리고 Atlantic salmon은 

3개가 보고 되어 있으며, 대부분의 Mx gene은 inducible 하지만 

Atlantic salmon Mx1과 rock bream Mx1은 constitutive하게 발현한다

고 보고되었다 (Kibenge MJ et al., 2005; Zenke K & Kim KH, 

2009). 이러한 보고는 Mx gene이 항바이러스 기능뿐만 아니라 다른 기

능도 있다는 추측이 가능하다. 본 연구에서는 참돔에서 2개의 Mx gene

을 발견하였으며, 두 Mx gene 모두 inducible 하게 발현함을 확인 할 

수 있었다.

  IL-8 gene은 Glu-Leu-Arg로 이루어진 ELR motif 와 Cys-X-Cys로 

이루어진 CXC motif를 가진다. 그 중에서도 포유류 IL-8의 ELR motif
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는 receptor를 인식하고 신호를 보내는데 꼭 필요하다 (Clark-Lewis et 

al., 1991). ELR motif는 백혈구를 유인하고 활성화시키는 다른 CXC 

chemokine의 거의 대부분에 존재하지만, 다른 기능을 하는 chemokine

에는 전혀 존재하지 않는다. 이것은 ELR motif가 염증반응을 수행하는

데 있어 매우 중요한 역할을 하는 것을 의미한다. 그러나 haddoc과 

Atlantic cod를 제외한 대부분의 경골어류는 incomplete ELR motif를 

갖는다 (Fig. 17). 따라서 경골어류의 IL-8은 포유류의 IL-8에 비해 기

능이 떨어진다 (Strieter RM et al.,2006; Laing KJ & Secombes CJ, 

2004; Baggiolini M et al., 1997). 본 연구에 밝힌 rsbIL-8의 ELR 

motif는 Glu-Leu-His로 이루어 졌으며, rbIL-8은 Glu-Met-His로 이루

어져 참돔과 돌돔은 IL-8 gene 모두 incomplete ELR motif로 존재함

을 확인 할 수 있었다 (Fig. 7-8). 

  prostaglandin H synthases 또는 prostaglandin endoperoxide 

synthases로 알려져진 PGHS는 Cyclooxygease (COX)라고 더 잘 알려

져 있으며, myeloperoxidase superfamily의 지방산 oxygenases이다. 

그 중 COX-2는 IL-1β에 의해 유도되는 inflammatory gene이다. COX 

gene은 cyclooxygenase active site, N-glycosylation site, 

peroxidase activity 그리고 haem-binding site가 존재하며 COX-2 

gene은 COX-1과 달리 substrate binding channels 로 Arginine과 

Valine을 가지며,  inducible enzyme이라는 차이를 보인다. 본 연구에

서 밝힌 rsbCOX-2 gene의 inducible enzyme임을 확인 할 수 없었지

만 COX gene에서 나타나는 cyclooxygenase active site (Tyr-374, 

His-377, Ser-519), the N-glycosylation site (Asn-56, 133 and 

399) 그리고 peroxidase activity (Gln-192, His-196)의 site와 두개의 
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haem-binding site를 확인 할 수 있었으며, COX-2에서만 특징적으로 

나타는 substrate binding channels인 Arg-502과 Val-512을 확인 할 

수 있었다 (Fig. 10). 또한 amino acid를 이용한 phylogentic tree를 통

해 COX-2임을 확인 할 수 있었다 (Fig. 18).

  각 유전자들의 genomic organization을 알아보기 위해 5‘ UTR 

region을 forward로 하고 3’ UTR region을 reverse로 하는 primer를 

제작하여 모든 유전자의 genomic DNA의 full sequence를 확인 하였

다. 그 결과 rsbMx1과 rsbMx2는 12개의 exon과 11개의 intron으로 

구성되어 있었다 (Fig. 13). 하지만 human MxA는 앞의 4개의 exon은 

non-coding되어 17개의 exon을 가지고 있으며 (Tahzi-Ahnini et al., 

2000), mouse Mx1 gene은 첫 번째 exon이 non-coding된 14개의 

exon을 가지고 있다 (Hug et al., 1988). human과 mouse의 Mx gene

은 첫 번째 exon에서의 추가적인 splicing의 결과 exon의 수가 증가 하

였다. 그리고 rsbMx1과 rsbMx2의 intron은 73에서 907 bp 였으며, 이

것은 346에서 5,659 bp인 human MxA보다 작았다 (Tahzi-Ahnini et 

al., 2000). 그 결과 rsbMx1과 rsbMx2 gene은 총 33 kb인 human 

MxA보다 약 6.6배 정도 작았다. 어류에서 보고된 Mx gene을 살펴보면 

mandarin fish Mx gene은 6개의 exon (B. J. Sun & P. Nie., 2004), 

rock bream Mx1과 Mx2 gene은 11개의 exon, Mx3는 12개의 exon 

(Zenke K & Kim KH, 2009), pufferfish Mx는 12개의 exon (Yap 

WH et al., 2003)을 가는 등 다양했다. rsbIL-8과 rbIL-8은 4개의 

exon과 3개의 intron으로 구성되어 있었으며 (Fig. 16), 포유류와 어류 

대부분의 CXC chemokine은 rsbIL-8과 rbIL-8과 같이 4개의 exon을 

가졌으나, common carp CXC chemokine은 3개의 exon을 가지고 있
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었다 (Ram Savana et al., 2003). rsbCOX-2는 10개의 exon과 9개의 

intron으로 구성되어있었으며 (Fig. 18), human COX-2, zebrafish 

COX-2b 그리고 rainbow trout COX-2a 역시 10개의 exon과 9개의 

intron으로 구성되어있다 (Herschman et al., 2003; Ishikawa et al., 

2007; Ishikawa & Herschman, 2007).

  그리고 다른 종의 Mx, IL-8 그리고 COX-2 gene의 amino acid와 본 

연구에서 밝힌 유전자들의 amino acid를 비교하여 phylogenetic tree로 

나타내어 보았는데, 그 결과 rsbMx1 gene은 European seabass Mx, 

gilthead seabream Mx1 그리고 barred knifejaw Mx1과 가장 유사하

였다. rsbMx2는 gilthead seabream Mx2, Mx3, Mx4와 가장 유사하였

다 (Fig. 17). rsbIL-8은 black porgy IL-8과 가장 유사하였으며 

rbIL-8은 rsbIL-8과 가장 유사하였다 (Fig. 21). rsbCOX-2는 

longhorn sculpin COX-2b와 가장 유사하였다 (Fig. 23). 또한 유전자 

구조가 비슷한 종들은 서로 가까이에 위치한 것을 확인 할 수 있었고 어

류는 포유류는 상당한 차이를 보였다. 따라서 이 phylogenetic tree는 

어류의 면역유전자의 진화에 있어서 중요한 의미를 부여할 것으로 사료

된다. 

  돌돔과 참돔에 직접적인 피해를 주고 있는 iridovirus 감염에 대한 어

체반응에 대한 논문은 Siwicki AK et al (1999, 2001) 의해 보고된 

iridovirus에 대한  sheatfish의 macrophage respiratory burst 와 

leukocayte의 mitogen에 관한 연구 외에 연구된 것이 많지 않다. 따라

서 본 연구는 iridovirus에  감염에 따른  돌돔과 참돔의 iridovirus 감

염시 면역반응의 차이를 비교하고자 하였다. 돌돔과는 iridovirus에 가장 

민감하다고 보고되고 있다 (OIE, Manual of Diagnostic Tests for 
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Aquatic Animals, 2009). 하지만 참돔은 Inouye et al. (1992)에 의해 

iridovirus가 처음으로 분리된 어종이며, 민감하다고 알려져 있으며 대부

분의 연구결과 참돔이 iridovirus에 의해 많은 폐사가 일어난다고 보고

되고 있다 (Wang et al., 2003; NAKAJIMA K et al., 2001). 하지만 

현재 우리나라에서 돌돔은 iridovirus에 의해 해마다 많은 피해가 일어

나고 있지만 (Jung and Oh, 2000), 참돔에서는 iridovirus에 의한 폐사

가 거의 일어나지 않으며, 실제 본 실험실에서도 challenge 결과 20%정

도의 폐사율로 100% 폐사한 돌돔에 비해 매우 낮은 폐사율을 보였다 

(Fig. 25). 따라서 돌돔과 참돔의 iridovirus 감염에 따른 면역반응의 차

이를 비교는 iridovirus defence mechanism이해하는데 도움이 될 것이

다. 폐사율을 살펴보면 참돔은 12일째 폐사가 일어나서 15일째 까지 최

종 폐사율이 20%에 그쳤고 돌돔은 7일째부터 폐사가 일어나기 시작해

서 10일째 100% 폐사하였다 (Fig. 25). 한편 돌돔과 참돔의 면역반응은 

iridovirus와 poly I:C를 challenge하고 1일 3일 7일째 sampling하여 그 

결과를 qRT-PCR하여 상대정량으로 분석해 보았다. poly I:C 접종 1일

째 rsbMx1과 rsbMx2는 각각 약 21배와 19배정도로 가장 높은 발현을 

나타냈으며, rock bream Mx gene 역시 1일째 약 19배 정도로 가장 높

은 발현 양상을 나타냈다. 또한 접종 1일째 3개의 Mx gene의 발현량은 

control과 비교하여 통계적으로 유의한 값을 나타내었고 돌돔과 참돔간

의 Mx gene의 발현의 차이는 없었다 (Fig. 26). 이러한 결과는 S. R. 

Saint-Jean & S. I. Pérez-Prieto (2006)의  brown trout poly I:C를 

접종 시 2일째에 최고치를 보인다는 결과와 유사하며, W.D. Eaton et 

al, (1990) 역시 rainbow trout에서 poly I:C 주사 후 24시간 후 항바이

러스 활성을 보인다고 보고하였다. immuno-stimulant로써 poly I:C에 
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대한 연구는 거의 대부분 연어과 어류에 집중되어 있으며 연어과 어류는 

저수온에서 주로 서식하기 때문에 돌돔과 참돔같이 고수온에 서식하는 

어류에 대해서도 더 많은 연구가 필요하다. 반면 iridovirus를 주사하였

을 경우 rsbMx1은 3일째 약 88배정도 증가하였으며, rsbMx2 역시 

208배 정도로 크게 증가하였지만 7일째에는 다소 감소한 것을 확인 할 

수 있었다 (Fig. 26). rock bream Mx gene의 경우 3일째 까지 큰 변

화를 보이지 않다가 7일째에 약 33배 정도 증가한 것을 확인 할 수 있

었다 (Fig. 26). rock bream Mx gene 역시 iridovirus challenge 시 7

일째 높은 발현을 하였지만, red sea bream Mx gene에 비하여 3일째 

7일째 모두 낮은 발현은 확인 할 수 있었다. 유사한 결과로 L. 

Poisa-Beiro et al. (2007)에 의하면 VNN에 높은 감수성을 보이는 

seabass와 주로 asymptomatic carrier로서 감염되는 seabream 사이의 

Mx gene의 발현량 비교시 seabream에서 1300정도 더 높게 발현하며 

Mx gene의 높은 발현으로 인해 asymptomatic carrier상태가 된다고 

보고하였다. 본 실험 역시 돌돔에서 분리된 sachun type iridovirus에 

20%정도의 낮은 폐사율을 보인 참돔은 3일째 Mx gene이 돌돔에 비해 

높게 발현 하였다. 또한 생존한 참돔에서 iridovirus가 검출되지 않았다 

(data not shown). 따라서 돌돔과 참돔의 iridovirus에 대한 감수성의 

차이를 보이는 데는 red sea bream Mx gene의 높은 발현이 하나의 중

요한 factor로 작용한다는 것을 확인 할 수 있었다. inflamation 

mediate gene인 IL-8, COX-2 그리고 IL-1β gene은 control과 비교에

서 뿐만 아니라 돌돔과 참돔의 비교에서도 유의한 발현을 확인 할 수 없

었다 (Fig. 27). Ray CA et al. (1992) 역시cowpoxvirus는 IL-1β 

converting enzyme을 억제하는 유전자가 있어 virus가 염증반응을 억
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제한다고 보고하였다. 그러나 M. K. Purcell et al. (2004)에 의하면 무

지개송어에 IHNV를 challenge 하였을 때 3일째에 IL-1β와 IL-8 gene

의 발현이 크게 증가한다는 보고와 함께 L. Poisa-Beiro et al. (2007)

에 의하면 VNN은 sea bass의 inflammatory cytokine의 발현을 증가시

킨다는 본 연구 결과와는 큰 차이를 보이고있다. 이러한 결과들은 어류

의 virus 감염에 따른 염증반응의 차이는 virus에 의한 차이라고 생각되

어지며, iridovirus는 염증반응을 억제한다고 추측할 수 있다. 이러한 연

구 결과들은 iridovirus 감염에 대한 어류의 방어기작을 이해하는데 도

움이 될 것이며, 향후 iridovirus의 치료법이나 예방법을 연구하는데 기

초적인 연구 자료로 사용될 것으로 사료된다. 
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V. 요   약

  참돔과 돌돔에서 iridovirus 감염 시 pro-inflammation gene인 IL-1β

와 IL-1β에 의해 유도되는 chemokine인 IL-8 그리고 COX-2 gene과 

interferon에 의해 유도되는 Mx gene의 발현량의 차이를 qRT-PCR의 

상대정량을 이용하여 비교하여 보았으며, 아직 염기서열이 분석되지 않

은 참돔의 Mx, IL-8 그리고 COX-2 gene과  돌돔의 IL-8 gene의 full 

sequence를 분석하였다. rsbMx1, rsbMx2, rsbIL-8 rbIL-8 그리고 

rsbCOX-2 gene의 cDNA의 전체 염기서열은 각각 2381 bp, 2806 bp, 

865 bp, 888bp 그리고 2528bp 이며, rsbMx1과 rsbMx2 gene은 

114bp의 5‘ UTR, 1881 bp의 ORF 그리고 126 bp의 3‘ UTR, 1914bp

의 ORF 그리고 766 bp의 UTR로 구성 되었어 있으며, 12개의 exon과 

11개의 intron으로 구성되어있었다. rsbIL-8 과 rbIL-8 gene은 188 bp

의 5’ UTR, 298 bp의 ORF 그리고 379 bp의 3‘ UTR과 203 bp의 5’ 

UTR, 312 bp ORF 그리고 373 bp의 3‘ UTR로 구성되어 있으며, 4개

의 exon과 3개의 intron으로 구성되어있었다. rsbCOX-2 gene은 92 

bp의 5’ UTR, 1827 bp의 ORF 그리고 609 bp의 3‘ UTR로 구성되어

있으며, 10개의 exon과 9개의 intron으로 구성되어있었다. 또한 

iridovirus 감염에 따른 민감어와 둔감어의 immune gene의 발현을 알

아보기위해 참돔과 돌돔에 iridovirus와 immuno stimulant인 poly I:C를 

challenge하고 1일, 3일, 7일째 immune gene의 발현을 비교하여 보았

다. 그 결과 참돔과 돌돔에서 poly I:C를 주사하였을 경우 1일째 

rsbMx1, rsbMx2 그리고 rockbream Mx gene이 각각 약 21.5, 19.8 
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그리고 19배 증가하여, 두 어종모두 비슷하게 증가하였다. 반면 

iridovirus를 challenge 하였을 때는 3일째 rsbMx1와 rsbMx2 gene은 

최고치를 보였으며 각각 약 88, 208배 증가하였으며, rockbream Mx 

gene은 7일째 약 33배증가한 것을 확인 할 수 있었다. 하지만 IL-8, 

COX-2 그리고 IL-1β gene의 발현은 확인 할 수 없었다. 이러한 어류 

면역유전자 분석과 iridovirus 감염에 대한 면역유전자 발현 분석은 향

후 iridovirus의 치료법이나 예방법을 연구하는데 기초적인 연구 자료로 

사용될 것으로 사료된다.
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