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Analysis of immunomodulatory activity of bacterial RNA and CpG

motif-containing long double-stranded RNA in fish

SU YEON BAEK

Department of Aquatic Life Medicine, The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

The recognition of pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) by

corresponding receptors trigger the activation of innate immune responses, and

each PAMP-specific stimulating properties have been utilized for the

development of immunostimulants or vaccine adjuvants. The innate immune

system also distinct between live and dead microorganisms through the

recognition of vita-PAMPs. Bacterial RNA is a representative vita-PAMP, and

has been reported to be able to stimulate both innate and adaptive immunity in

mammals. However, no information is available about the effect of

vita-PAMPs on fish immunity. The immunostimulating effect of bacterial RNA

on respiratory burst activity was investigated by measurements of the

chemiluminescent responses of olive flounder kidney phagocytes in vitro. The

results of this study suggest that bacterial RNA was shown to be

immunomodulating on olive flounder leukocytes. In the present study, the

immunostimulatory effect of bacterial RNA isolated from Escherichia coli was

analyzed using juvenile olive flounder (Paralichthys olivaceus) as experimental

fish. In addition, the immunostimulatory effect of bacterial RNA was compared

with that of eukaryotic RNA isolated from Epithelioma papulosum cyprini
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(EPC) cells. The head-kidney leukocytes were isolated by Percoll density

gradient centrifugation for the measurement of respiratory burst activity using

chemiluminescence. NF-κB plays a key role in regulating the immune response

to infection. Activity of NF-κB in EPC cells that treated with bacterial RNA

was investigated using luciferase reporter system. As a results, the increase of

luciferase activity was detected from supernatant of cell treated with bacterial

RNA. Fish can recognize long dsRNAs via either the endosomal TLR3 or the

plasma membrane TLR22. Unmethylated CpG dinucleotides in the DNA of

various pathogens are recognized as a PAMP by TLR9 in vertebrates

including fish. Recognition of CpG DNA by TLR9 triggers the recruitment of

MyD88, which activates signal cascade that results in the production of

various cytokines and chemokines related to antibacterial and antiviral immune

responses. However, to the best of our knowledge, there has been no report

concerning on the recognition of long dsRNAs containing unmethylated CpG

motifs can exert not only long dsRNA-mediated but also CpG motifs-mediated

immunomodulatory effects on hosts. Thus, in the present study, we compared

the expression of TLR3, TLR22, TLR9 and typeⅠIFN responsive genes (Mx1

and ISG15) of olive flounder (Paralichthys olivaceus) in response to an

intraperitoneal injection of in vitro transcribed long dsRNAs containing multiple

CpG 1668 motifs. In the present study, the expression of TLR3 and TLR9 was

not significantly increased in response to poly I:C, long dsRNA containing GFP

or CpG motif sequences. On the other hand, the expression of TLR22 was

conspicuously increased by the three molecules. These results suggest that

TLR22 may be the main receptor of olive flounder for long dsRNAs

administered through an i.p. route. Furthermore, no differences in the immune

genes expression between long dsRNA-GFP and long dsRNA-CPG in this

study suggests that fish could not recognize CpG motifs in long dsRNAs.
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Ⅰ. 서 론

최근에 비특이적 방어 기전의 활성을 향상시키고 질병으로부터 보호하기

위하여 면역자극제를 사용하는 것에 대한 관심이 높아지고 있다. 선천성

면역계는 침입 병원균의 초기 인식에 중요한 기능을 한다. 선천적 면역 세

포의 활성화는 pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)라 불리

는 병원체 분자 구조를 인식함으로써 이루어진다. PAMP로는

lipopolysaccharide (LPS), lipoprotein, peptiglycan, flagellin, zymosan,

double stranded RNA (dsRNA), single stranded RNA (ssRNA), bacterial

DNA 등이 있다. 상응하는 수용체에 의한 PAMP의 인식은 선천적 면역

반응의 활성화를 유발하고, 각 PAMP-특이적 자극 특성은 면역 자극제 또

는 백신 adjuvant의 개발에 이용되어왔다. 선천적 면역 시스템은 또한

viability associated PAMP (vita-PAMP)의 인식을 통해 살아있는 미생물

과 죽은 미생물을 구별해, 오직 살아있는 미생물에만 강한 염증 반응을 유

발할 수 있게 한다. Bacterial RNA는 대표적인 vita-PAMP이며, 포유 동

물에서 선천성 및 적응성 면역 둘 다를 자극할 수 있다는 것으로 보고되어

있다 (Eigenbrod and Dalpke, 2015). Bacterial RNA는 typeⅠIFN과 NF-κ

B-dependent cytokines의 강력한 유도 인자이며 또한 Nlrp3

inflammasome을 활성화 시킬 수 있다. 그러나 vita-PAMP가 어류 면역에

어떠한 영향을 미치는지에 대한 정보는 거의 없다. 따라서 bacterial RNA

를 이용해 넙치 (Paralichthys olivaceus) 식세포의 호흡 폭발 (respiratory

burst)과 어류 세포에서의 NF-κB 활성을 보았다.

호흡 폭발은 식세포가 어떤 적절한 자극에 노출될 경우 발생하는 산화 대

사 과정에 있어서의 일련의 변화를 말한다. 식세포작용 (phagocytosis) 동
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안 어류 식세포는 superoxide (O2
-), hydrogen peroxide (H2O2)와 hydroxyl

radical (OH-)과 같은 reactive oxygen species (ROS)의 생산뿐만 아니라

산소 소비를 증가시킨다. 이러한 ROS는 식세포의 항균 활성에 중요한 역

할을 한다 (Chung and Secombes, 1988; Kim et al., 1999).

Chemiluminescence는 대식세포가 식세포작용이나 대식세포의 표면을 자극

할 수 있는 물질과 접촉했을 때 자극된 대식세포에서 호흡 폭발과 관계되

어 빛을 발사하는 (light emission) 현상을 말한다. 자극을 받은 대식세포는

산화물질을 생산하고 이 산화물질은 어떤 기질(substrate)과 작용하여 높은

에너지를 가지는 dioxetane을 만든다. dioxetane은 다시 전기적으로 흥분된

carbonyl로 분해된다. 즉 고도로 흥분된 산화물질이 이완되면서 photon

emission을 일으키는 현상이 chemiluminescence이다 (Suh, 1986).

본 연구에서는 Escherichia coli에서 분리한 bacterial RNA의 투여에 따

른 넙치의 면역학적 변화를 조사하였다. 그리고 bacterial RNA의 면역 자

극 효과를 Epithelioma papulosum cyprini (EPC) cell에서 분리한

eukaryotic RNA와 비교하였다. 면역학적 영향을 조사하기 위하여, 넙치에

in vivo 및 in vitro상으로 투여한 후, 넙치로부터 분리한 식세포의

chemiluminescence (CL) 반응을 측정함으로써 호흡 폭발 활성을 관찰하였

다.

NF-κB (nuclear factor κB)는 선천면역반응과 적응면역반응 모두에서 중

요한 역할을 한다. NF-κB는 필요가 없을 때에는 κB 억제제 (IκB)와 비활

성 복합체를 이루어 세포질에 머문다. IKK는 IκB를 인산화시켜 NF-κB를

억제제로부터 유리시킨다. 그 결과 NF-κB는 세포질에서 핵으로 이동한다.

핵 속에서 NF-κB는 사이토카인, 부착분자 및 감염조직에서 염증상태를 유

발하는 데 필요한 다른 단백들에 대한 유전자의 전사를 유도한다. 본 연구

에서는 bacterial RNA가 NF-κB 활성에 관련이 있는지 알아보기 위해
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NF-κB response element를 가진 luciferase reporter vector가 transfection

된 EPC cell에서 luciferase reporter system을 이용해 분석하였다.

PAMP의 인식은 선천성 면역 세포의 표면 또는 세포질에 존재하는

pattern recognition receptors (PRRs)에 의해 매개된다. PRR에 속하는

Toll-Like Receptors (TLRs)는 선천적 면역 반응을 유발하는 감염성 미생

물 병원체의 PAMP 또는 damage-associated molecular patterns

(DAMPs)를 인식한다 (Akira et al., 2006; Gay et al., 2006). 포유 동물에

서, 바이러스 복제 동안 생성될 수 있는 double-stranded RNAs (dsRNAs)

는 endosome에서 TLR3에 의해 인식되며, 이로 인해 interferon (IFN)

regulatory factor 3 (IRF3)가 MyD88-independent pathway를 통해 활성화

된다 (Alexopoulou et al., 2001; Akira and Takeda, 2004). 어류는

endosome에 있는 TLR3 또는 원형질막에 있는 TLR22를 통해 long

dsRNA를 인식할 수 있다 (Matsuo et al., 2008). 다양한 병원체의 DNA에

서 unmethylated CpG dinucleotides는 어류를 포함한 척추 동물에서

TLR9에 의해 PAMP로 인식된다 (Ahmad-Nejad et al., 2002; Akira and

Takeda, 2004). TLR9에 의한 CpG DNA의 인식은 MyD88의 모집을 유발

하는데 이는 signal cascade를 활성화 시켜 항균 및 항바이러스 면역 반응

과 관련된 다양한 사이토카인과 케모카인을 생성한다 (Krieg, 2002;

Klinman, 2004). 그러나 unmethylated CpG motif를 함유하는 long dsRNA

의 인식이 숙주에 대해 long dsRNA-매개뿐만 아니라 CpG motif-매개 면

역조절 작용에 영향을 미치는지에 대한 보고는 없다. 따라서, 본 연구에서,

multiple CpG 1668 motif를 함유하는 long dsRNA의 복강 주사에 대한 반

응으로 넙치의 TLR3, TLR22, TLR9 및 typeⅠIFN 유전자 (Mx1 그리고

ISG15)의 발현을 비교하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. In vitro 실험 : 넙치 두신 식세포의 respiratory

burst activity

1-1. E.coli RNA 및 EPC cell RNA 분리

실험에 사용된 Escherichia coli DH5α를 Luria-Bertani (LB, LPS

Solution) 배지에서 37℃, 24시간 배양하였다. 배양한 후 3000rpm에 10분

원심분리 후 pellet을 모아 Trans Zol Up (Trans Genic)을 사용하여 total

RNA를 분리하였다. 세균을 원심분리한 후 상층액을 제거하고 pellet에

TransZol Up 1 ㎖을 넣고 pipetting한 뒤 실온에서 5분간 반응했다.

Chloroform 200 ㎕를 첨가하여 강하게 shaking한 후 실온에서 3분간 반응

시키고 원심분리 (13000 rpm, 15분, 4℃)하였다. 상징액을 분리하여

Isopropanol 500 ㎕를 첨가하고 inverting하여 혼합한 후 실온에서 10분간

반응시키고 원심분리하였다. 상징액을 버리고 침전물에 75% ethanol 1 ㎖

을 넣고 vortexing 후 원심분리하였다. 상징액을 제거한 다음 RNA pellet

을 상온에서 건조 시킨 후 RNA dissolving solution에 녹였다. 녹인 다음

55-60℃에서 10분간 반응시킨 후 사용 전까지 –70℃에 보관하였다.

실험에 사용된 epithelioma papulosum cyprini (EPC) cell은 10% fetal

bovine serum (FBS, WELGENE)와 1% penicillin-streptomycin (Pen

Strep, WELGENE)을 포함한 Leibovitz-15 배지 (L-15, Sigma)에서 배양
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하였다. EPC cell을 3000rpm에 10분 원심분리 후 pellet을 모아 Trans Zol

Up (Trans Genic)을 사용하여 total RNA를 분리하였다.

1-2. 두신 백혈구 분리 및 E.coli RNA와 EPC cell

RNA 처리

시장에서 구매한 상품용 활 넙치를 MS-222로 마취 후 미부 정맥에서 채

혈하여 순환 혈액을 최대한 제거하였으며, 무균적으로 두신을 절취하였다.

heparin (10 U/㎖) 및 penicillin (100 ㎍/㎖)이 첨가된 L-15 배지를 petri

dish에 분주한 뒤 nylon mesh를 사용하여 적출한 두신을 마쇄하여 세포

현탁액을 준비하였다. 이 세포 현탁액을 멸균 test tube에 미리 분주해 둔

47% percoll density gradient (GE Healthcare) 용액 위에 조심스럽게 올린

다음 600 g 4℃에서 30분간 원심분리하여 백혈구를 분리하였다. 분리한 백

혈구는 원심분리 (3000rpm, 4℃ 5 min)하고 heparin과 penicillin 처리된

L-15 배지로 3회 세척하였다.

이렇게 분리한 세포를 tryphan blue로 viability를 확인하였으며,

hemocytometer를 이용하여 cell count 후 희석하여 1×107 cells/㎖로 세포

수를 맞추었다. 불투명 백색 바탕의 96-well plate에 식세포 40 ㎕를 넣고

E.coli RNA 및 EPC cell RNA를 첨가하여 20℃에서 1시간 배양하였다.

1-3. Luminol 및 zymosan 제작

Luminol과 zymosan은 Scott and Klesius (1981)의 방법에 따라 만들었

다. Luminol stock 용액 (100 ㎖)은 KOH 0.78 g, boric acid 0.618 g,
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luminol 14 mg을 멸균 증류수 10 ㎖에 녹인 다음 1×HBSS를 첨가하여 만

들었다. CL을 측정하기 전에 1×HBSS로 10배 희석하여 사용하였다.

Zymosan은 멸균된 시험관에 zymosan 50 ㎎과 phosphate-buffered

saline (PBS)을 5 ㎖을 넣어 boiling water bath에서 30분간 녹인 후 600

g 5분간 원심 분리하였다. PBS로 두 번 세척하고 50 ㎖ PBS에 재부유시

켜 zymosan 1 ㎎/㎖이 되도록 제작하여 CL 측정에 사용하였다.

1-4. Chemiluminescence (CL) assay

식세포 40 ㎕에 luminol 70 ㎕을 넣은 후 10분간 반응시킨 다음 zymosan

30 ㎕를 첨가하여 잘 혼합한 후 VICTOR 3 multilabel plate reader

(PerkinElmer)를 이용하여 측정하였다.
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2. In vivo 실험 : 넙치 두신 식세포의 respiratory

burst activity

2-1. 실험어 및 E.coli RNA 처리

실험어인 양식 넙치 (체장 : 평균 17.4 ㎝, 체중 : 평균 43.7 g)는 운반 후

7일간 20℃에서 순치하였으며, 병원체 감염 여부를 확인 후 실험을 진행하

였다. 넙치에 대한 bacterial RNA 투여에 따른 CL 반응의 영향을 측정하

기 위하여, 넙치를 tricaine methanesulphonate (MS-222, Sigma)로 마취시

켜 E.coli RNA 50 ㎍/100 ㎕를 그룹당 3마리씩 복강 주사하였으며, 대조구

는 동량의 nuclease free water를 복강 주사하였다. 복강 주사 후 24시간

후에 두신을 절취하여 CL 반응을 측정하였다.

2-2. 실험어 및 E.coli RNA와 EPC cell RNA 처리

실험어인 양식 넙치 (체장 : 평균 10.1 ㎝, 체중 : 평균 9.2 g)는 운반 후

7일간 20℃에서 순치하였으며, 병원체 감염 여부를 확인 후 실험을 진행하

였다. 넙치에 대한 E.coli RNA와 EPC cell RNA 투여에 따른 CL 반응의

영향을 측정하기 위하여, 넙치를 MS-222로 마취시켜 RNA 10 ㎍/100 ㎕

를 그룹당 9마리씩 복강 주사하였으며, 대조구는 동량의 nuclease free

water를 복강 주사하였다. 복강 주사 후 1일, 3일, 7일 후에 두신을 절취하

여 CL 반응을 측정하였다.
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2-3. 두신 백혈구 분리

실험어를 MS-222로 마취 후 두신을 무균적으로 분리하여 heparin (10

U/㎖), penicillin (100 ㎍/㎖)을 첨가한 Leibovitz-15 배지 (L-15, Sigma)를

petri dish에 분주한 뒤 nylon mesh를 사용하여 적출한 두신을 마쇄하여

세포 현탁액을 준비하였다. 이 세포 현탁액을 멸균 test tube에 미리 분주

해 둔 47% percoll density gradient (GE Healthcare) 용액 위에 조심스럽

게 올린 다음 600 g 4℃에서 30분간 원심분리하여 백혈구를 분리하였다.

분리한 백혈구는 원심분리 (3000rpm, 4℃ 5 min)하고 heparin과 penicillin

처리된 L-15 배지로 3회 세척 하였다. 이렇게 분리한 세포를 tryphan blue

로 viability를 확인하였으며, hemocytometer를 이용하여 cell count 후 희

석하여 1×107 cells/㎖로 세포 수를 맞추었다.

2-4. Chemiluminescence (CL) assay

1×107 cells/㎖로 조정된 식세포를 불투명 백색 바탕의 96-well plate에 40

㎕씩 분주하고 luminol 70 ㎕을 넣은 후 10분간 반응시킨 다음 zymosan

30 ㎕를 첨가하여 잘 혼합한 후 VICTOR 3 multilabel plate reader

(PerkinElmer)를 이용하여 측정하였다.
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3. Bacterial RNA 분리 및 NF-κB activity

실험에 사용된 Escherichia coli DH5α는 LB 배지에서 37℃,

Edwardsiella tarda, Streptococcus iniae, Vibrio anguillarum는 1.5%

NaCl이 첨가된 tryptic soy broth (TSB, Difco)에서 27℃에서 배양한 후

3000rpm에 10분 원심분리 후 pellet을 모아 Trans Zol Up (Trans Genic)

을 사용하여 total RNA를 분리하였다. S.iniae는 pellet에 lysozyme 2 ㎖

(5 ㎎/㎖)을 37℃에서 30분 동안 처리하고 원심분리 후 RNA를 분리하였

다.

pNF-κB-Metluc reporter vector를 EPC cell에 transfection 후 selection

하여 제작한 cell을 6 well plate에 2 × 106 cells씩 분주하여 28℃에서 배양

하였다. 세포가 monolayer로 자랐을 때, polyinosinic:polycytidylic acid

(poly I:C, Sigma), E.coli RNA, E.tarda RNA, S.iniae RNA,

V.anguillarum RNA를 100 ㎍/㎖ 첨가하였다. 12시간, 24시간, 48시간 후에

각 세포에서 상층액 50 ㎕를 수집하여 Ready-To-Glow secreted

luciferase reporter assay kit (Clontech)와 VICTOR 3 multilabel plate

reader (PerkinElmer)를 이용하여 매뉴얼에 따라 luciferase 활성을 측정하

였다. 같은 방법으로 LPS (Sigma)를 농도별로 10 ㎍, 1 ㎍, 0.1 ㎍ 처리한

후 12시간, 24시간, 48시간 후에 luciferase 활성을 측정하였다.
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4. Multi-CpG motif를 지닌 long double-stranded

RNA의 효과

4-1. Vector 제작 및 dsRNA 합성

BglⅡ 와 BamHⅠ 제한효소 부위를 함유하는 CpG 1668의 15개 copies를

인공적으로 합성하고 pUC57 vector (Cosmo Genetech)에 삽입하였다. 그

리고 fragment GFP를 pGFP vector와 primer pair (GFP-F-EcoRⅠ,

GFP-R-HindⅢ)를 사용하여 PCR 증폭시켰다. 증폭된 생성물을 pGEM

T-easy vector (Promega)에 cloning하고 서열 분석하였다. 15개의 CpG

1668 motif 및 GFP 서열을 가지는 각각의 단편을 BglⅡ/BamHⅠ 및

EcoliRⅠ/HindⅢ으로 분해하여 절개하고, 동일한 제한효소로 pLitmus28i

(NEB) vector에 ligation하여 pLit-CpG와 pLit-GFP를 생성하였다. GFP

또는 multiple CpG 1668 motif를 지닌 long dsRNA를 제조사의 매뉴얼에

따라 MEGAscript RNAi kit (Ambion)를 사용하여 in vitro 합성을 하였다.

long dsRNA는 agarose gel electrophoresis에 의해 확인하고

spectrophotometer를 사용하여 정량하였다.

4-2. In vivo 실험

넙치 (약 3-4 g)를 무작위로 4그룹 (15 fish/50 L tank)으로 분주하고, 실

험 전에 적어도 2주 동안 순치시켰다. 각 그룹의 어류는 어류 당 30 ㎍의

용량으로 multiple CpG 1668 motif 또는 GFP를 지닌 long dsRNA를 복강
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주사하였다. positive control group의 어류는 어류 당 30 ㎍의 poly I:C를

주입하였고, negative control group의 어류에는 PBS만 주입하였다. 주사

후 3시간, 6시간과 12시간에 각 탱크에서 5마리씩 무작위로 샘플링 하였다.

4-3. Quantitative Real-time RT-PCR

각각의 시간에 샘플링한 신장으로부터 Hybrid-R kit (GeneAll)을 사용하

여 total RNA를 추출한 후, DNaseⅠ(GeneAll)로 total RNA를 처리하고,

Riboclear plus kit (GeneAll)를 사용하여 DNA를 제거하여 RNA를 정제하

였다. first-strand cDNA를 합성하기 위해, 1 ㎍의 RNA를 HyperScript

First strand Synthesis kit (GeneAll)를 사용하여 oligo(dT) primer와 함께

배양하였다. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)은 PCR primer set를

사용하여 Light Cycle 480 (Roche)에 의해 수행되었다 (Table 1). PCR을

수행하기 위하여 cDNA 5 ㎕, 5 pM primer, 2× SYBR Green Premix

(Enzynomics, Korea)을 넣어 20 ㎕의 혼합액을 만든 후 95℃에서 15분간

1 cycle (pre-incubation), 95℃에서 10초, 60℃에서 10초, 72℃에서 20초간

40 cycle을 반응시켰다.
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Name of

primer

Restriction

enzyme
Sequence (5' to 3')

GFP
EcoRⅠ F GAATTCATGAGTAAAGGAGAAGAAC
HindⅢ R AAGCTTTTATTTGTAGAGCTCATC

Beta-actin
F GATCTGGCATCACACCTTCTAC

R CATCTTCTCCCTGTTGGCTTTA

Mx1
F ACCGCTGATTATTCGCTACCACCT

R AACCAATGTCCAGCTCCTCCTTCA

ISG15
F TGCTGTATGACAACGGTCAG

R GCTCGATCAGCAGAGACAG

TLR3
F AGCACCCTGGAGAGTTTAATG

R TGCAACTACACCAGCTCATATC

TLR9
F GAAGGGCCTCACTTGGATTAG

R AGGAGATGTTCCAGACCAGATA

TLR22
F CGTGTACAACCCTCCTGTTTAT

R GTCAAAGAGCAAAGCCAAGAAG

Table 1. Summary of primers used in this study

The bold letters indicate restriction enzyme sites
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5. 통계 분석

실험 분석 결과에 대한 통계학적 유의성은 one-way analysis of variance

(ANOVA)를 실시한 후 Dunnett multiple Range test를 통해 p<0.05 일 때

유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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Ⅲ. 결 과

1. Chemiluminescence (CL) assay

1-1. In vitro 실험

양식 넙치에 있어 in vitro상으로 E.coli RNA와 EPC cell RNA에 따른

면역 세포 활성의 변화를 측정하기 위하여 백혈구에 처리 후 1시간 반응한

뒤 CL 활성을 측정하였다 (Fig. 1). E.coli RNA를 처리한 실험구는 14분

전·후에서 peak를 이루었고 5 ㎍, 1 ㎍, 0.5 ㎍에서 대조구 보다 높은 CL

반응이 나타났다. 대조구는 24분 전·후에서 peak를 이루었다. E.coli RNA

를 농도별로 처리한 결과 농도가 낮을수록 높은 CL 반응이 나타났다.
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Fig. 1. Effects of E.coli RNA and Epithelioma papulosum cyprini

(EPC) cell RNA on the respiratory burst activity of olive flounder

(Paralichthys olivaceus) head kidney phagocytes stimulated with

zymosan in vitro. Leukocytes were pre-cultured for 1 h with nuclease

free water (control) or various concentrations (10, 5, 1 and 0.5 ㎍) of

E.coli RNA and EPC cell RNA at 20℃, and then stimulated with

zymosan. Reactive oxygen species (ROS) production was measured by

chemiluminescent (CL) response.
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1-2. In vivo 실험

가. Bacterial RNA 처리

양식 넙치에 있어 in vivo상으로 bacterial RNA 투여에 따른 면역세포 활

성의 변화를 측정하기 위하여 E.coli (DH5α)로부터 분리한 RNA 50 ㎍

/100㎕를 복강 주사하였다. 24시간 후 두신으로부터 백혈구를 분리해

zymosan 자극을 시작한 후 나타나는 CL 반응의 경시적 변화와 bacterial

RNA의 투여 효과를 보았다 (Fig. 2). CL 활성을 측정하였을 시에 E.coli

RNA를 투여한 실험구에서 대조구 보다 높은 CL 반응이 나타났다.
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Fig. 2. Effects of E.coli RNA on the respiratory burst activity of olive

flounder (Paralichthys olivaceus) head kidney phagocytes stimulated

with zymosan in vivo.



18

나. E.coli RNA 및 EPC cell RNA 처리

양식 넙치에 있어 in vivo상으로 E.coli (DH5α) RNA와 EPC cell RNA

투여에 따른 면역 세포 활성의 변화를 측정하기 위하여 10 ㎍/100 ㎕로 복

강 주사하였다. 주사 후 1일, 3일, 7일째에 백혈구를 분리하여 CL 활성을

측정하였다 (Fig. 3). 1일, 3일째 넙치 식세포의 CL 반응은 EPC cell RNA

및 대조군과 비교하여 E.coli RNA에 의해 유의하게 향상되었다. 그러나

주사 후 7일째에는 대조군과 비교하여 모든 실험 그룹에서 유의한 차이가

없었다.
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Fig. 3. Effects of E.coli RNA and Epithelioma papulosum cyprini

(EPC) cell RNA on the respiratory burst activity of olive flounder

(Paralichthys olivaceus) head kidney phagocytes stimulated with

zymosan in vivo. Asterisks on the bars represent significantly different

at p<0.05(*) compared to control group.
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2. NF-κB activity

pNF-κB-Metluc reporter vector가 transfection된 EPC cell에 LPS를 농

도별 (10, 1, 0.1 ㎍)로 자극해 12시간, 24시간, 48시간 후에 luminometer로

luciferase activity를 측정했을 때 (Fig. 4), 대조구간에 유의한 차이가 없었

다. EPC cell에 bacterial RNA를 처리 후 NF-κB 활성을 측정한 결과

(Fig. 5), 대조구와 비교해 보았을 때 E.coli RNA, E.tarda RNA, S.iniae

RNA, V.anguillarum RNA 100 ㎍/㎖로 자극 후 NF-κB 활성이 증가하였

다.
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Fig. 4. Analysis of NF-κB activity in Epithelioma papulosum cyprini

(EPC) cells by measuring activity of luciferase that was used as the

reporter protein. EPC cells were treated with various concentrations (10,

1 and 0.1 ㎍) of LPS, and luciferase activity was analyzed at 12 h, 24

h, and 48 h post-treatment.
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Fig. 5. Analysis of NF-κB activity in Epithelioma papulosum cyprini

(EPC) cells by measuring activity of luciferase that was used as the

reporter protein. EPC cells were treated with poly I:C (100 ㎍/㎖) and

bacterial RNA, and luciferase activity was analyzed at 12 h, 24 h, and

48 h post-treatment. Different letters on the bar represent significantly

different at p<0.05 compared to control group.
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3. 넙치에서 typeⅠIFN 반응과 TLR 발현에 대한 poly

I:C와 long dsRNA의 효과

Poly I:C, multiple CpG 1668 motif를 지닌 long dsRNA와 GFP를 지닌

long dsRNA를 자극함으로써 넙치에서 Mx, ISG15, TLR3, TLR9 그리고

TLR22 유전자 발현을 주사 후 3시간, 6시간, 12시간째에 quantitative

real-time RT-PCR 분석하였다 (Fig. 6). Multiple CpG 1668 motifs-long

dsRNA로 주사된 넙치에서 typeⅠIFN 유전자 (Mx1 그리고 ISG15) 발현

은 poly I:C 또는 GFP-long dsRNA로 주사한 어류와 유사하였다. 그리고

TLR3와 TLR9은 poly I:C, multiple CpG 1668 motifs-long dsRNA와

GFP-long dsRNA에 대하여 발현되지 않았다. 그러나 TLR22의 발현은 상

당히 증가 되었다.
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Fig. 6. Analysis of Mx1 and ISG15 gene expression in olive flounder

(paralichthys olivaceus) by quantitative real-time RT-PCR. Asterisks on

the bars represent significantly different at p<0.05(*) compared to

control group.
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Fig. 7. Analysis of TLR3, TLR9 and TLR22 gene expression in olive

flounder (paralichthys olivaceus) by quantitative real-time RT-PCR.
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Ⅳ. 고 찰

선천성 면역계는 PAMP의 인식을 통해 self와 non-self를 구별할 수 있을

뿐만 아니라, vita-PAMP를 통해 살아있는 미생물과 죽은 미생물을 구별할

수 있다. 그리하여 오직 살아있는 미생물에 강한 염증 반응을 유발할 수

있게 한다 (Blander and Sander, 2012; Sander et al., 2011). 생백신은 죽은

백신보다 더 강력한 면역 반응을 일으키는 것으로 알려져 있는데,

vita-PAMP를 포함하는 백신 제제는 생백신의 높은 면역력과 죽은 백신의

높은 안전성 둘 다의 특징을 가질 수 있다. 대표적인 vita-PAMP로

bacterial RNA는 포유 동물에서 선천성 및 적응성 면역 둘 다를 자극할

수 있다. E.coli mRNA는 포유류의 면역 세포에서 pyroptosis와 IL-1 분비

를 유도한다 (Sander et al., 2011). 본 연구에서는 양식 넙치에 있어 in

vitro와 in vivo상으로 bacterial RNA에 따른 식세포의 호흡 폭발

(respiratory burst)을 측정하기 위하여 백혈구를 분리해 CL 반응을 측정하

였다.

침입하는 병원체에 대한 식세포 등의 호흡 폭발 활성 (respiratory burst

activity)은 감염에 대한 주요 방어 기작이다 (Secombes, 1996). 호흡 폭발

은 세포 내 효소가 산소를 높은 반응성과 독성을 지닌 과산소 음이온 및

과산화 수소화시켜 살균작용을 하도록 하는 것으로 수용체-ligand 결합이

일어나면 NADPH oxidase 효소가 활성화되면서 이루어진다 (Kim and

Seoh, 1998). Zymosan은 NADPH oxidase를 활성화하고 식세포의 호흡 폭

발을 유발하기 위해 가장 일반적으로 사용되는 자극제이다. Zymosan으로

유도된 호흡 폭발은 세포 외 칼슘에 의존하며 수용체-매개 식균 작용을

동반한다. CL 반응은 산소가 ROS로 전환되는 식세포의 호흡 폭발 활성을
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측정한다. ROS와 luminol을 반응시켜 생성되는 형광물질의 양을 측정하는

CL 반응법은 민감도가 매우 높고 연속적으로 측정할 수 있는 장점이 있기

때문에 비특이적 면역능의 평가에 많이 활용되고 있다 (Roszell and

Anderson, 1994; An et al., 2012). In vitro 실험에서 넙치 두신으로부터

분리한 백혈구에 E. coli RNA를 농도별로 처리한 결과, E.coli RNA에 의

해 호흡 폭발 활성이 대조군에 비해 더 빠른 시간대에 발생하고 것을 볼

수 있었다. 식세포의 활성은 감염성 병원체에 대한 숙주의 비특이적 방어

에서 중요하므로, bacterial RNA는 넙치 백혈구에서 면역 자극제로 작용할

가능성이 있다. E.coli RNA를 농도별로 처리 후 CL 반응을 측정 했을 때,

농도가 낮을수록 CL 반응이 증가했다. 이는 ROS가 살균작용을 하는 장점

도 있지만 세포의 구성물질인 단백질, 지질, DNA 등을 손상시켜 세포사멸

을 일으키므로, in vitro에서 bacterial RNA 농도가 높을수록 CL 반응이

낮아진 것으로 생각된다. In vivo 실험에서, 주사 후 1일, 3일째 넙치 식세

포의 CL 반응은 EPC cell RNA 및 대조군과 비교하여 E.coli RNA에 의해

유의하게 향상되었다. EPC cell RNA를 주사한 어류에서 분리한 백혈구의

CL 반응은 E.coli RNA보다 낮았지만, 대조군 어류보다 높은 활성을 보였

다. 그러나 주사 후 7일째에는 대조군과 비교하여 모든 실험 그룹에서 유

의한 차이가 없었다. 이러한 결과는 bacterial RNA가 넙치 식세포의 면역

성을 향상시키는 것으로 보여진다. 게다가 EPC cell RNA는 넙치를 활성화

시킬 수 있는 위험 신호로 인식될 수 있다고 생각된다.

NF-κB는 염증반응 조절, 면역체계 조절 (immune modulation), 세포고사

(apoptosis), 세포증식 등에 관여하는 단백질군으로 다양한 유전자들의 발

현을 조절하며 세포 내의 신호전달 체계의 중심축을 이루고 있다. 본 연구

에서는 In vitro 상에서 bacterial RNA에 의한 NF-κB의 활성을 확인하기

위해서 luciferase reporter assay를 사용하여 측정하였다. RNA 분리 시 남
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아있을 수 있는 LPS에 의해 NF-κB 활성이 증가하는지 확인하기 위해

LPS를 농도별로 측정해본 결과 대조군과 비슷한 활성을 보였다. E.coli

RNA, E.tarda RNA, S.iniae RNA, V.anguillarum RNA로 자극 후 NF-κB

활성을 측정한 결과 활성이 증가하였다. 그 결과, bacterial RNA가 NF-κB

활성을 증가시키는데 기여한다는 것을 확인할 수 있었다.

최근 포유 동물에서 면역 치료제 및 백신 보조제로

CpG-oligodeoxynucleotides (ODNs)의 사용이 크게 확대되었고, 양식 어류

에서 전염병을 통제할 수 있는 가능성도 보고 되었다 (Oumouna et al.,

2002; Jørgensen, 2001a; Tassakka and Sakai, 2002). 합성된 dsRNA 분자인

poly I:C 또는 자연적으로 발생하는 long dsRNA는 어류를 포함한 척추 동

물에서 typeⅠinterferon 반응을 향상시키는 것으로 알려져 있으며, 바이러

스 감염에 대한 내성을 증가시키는 데 사용되었다. 이전에 unmethylated

CpG motif 및 poly(G) tail을 가진 single-stranded RNA가 인간 단핵구와

PBMC를 자극하여 IL-6, IL-12를 생성하고 NF-κB, p38 MAPK를 활성화

시켰으며 이는 CpG-ODN의 면역 자극 효과와 유사하다고 보고되었다

(Sugiyama et al., 2005). 그리고 CpG motif를 지닌 dsRNA가 넙치에서 바

이러스 및 기생충 감염에 대한 면역 반응과 질병 저항성을 향상시킬 수 있

는 효과적인 면역 자극제로 사용될 수 있다고 보고되었다 (Kang, 2012).

TLR22는 어류에만 존재하며 dsRNA의 인식에 관여한다. 먹도미류

(gilthead seabream)에서 poly I:C는 대식세포에서 TLR22의 발현을 유도하

였다 (Muñoz et al., 2014). 복어에서 TLR3는 소포체에 존재하며 비교적

짧은 크기의 dsRNA를 인식하는 반면, TLR22는 세포 표면에서 긴 크기의

dsRNA를 인식하였다 (Matsuo et al., 2008). 어류가 TLR3 및 TLR22와

TLR9을 통해 각각 long dsRNA와 unmethylated CpG DNA를 인식할 수

있다는 것이 입증되었지만 (Matsuo et al., 2008; Samanta, 2013; Yeh,
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2013), CpG motif sequence를 지닌 long dsRNA의 효과에 대한 정보는 없

어 넙치에서 유전자 발현을 통해 그 효과를 분석하였다. 다양한 어종에 대

한 CpG-ODN의 면역 자극 효과가 보고되어 있는데 (Tassakka and Sakai,

2005; Carrington and Secombes, 2006), 실험에 사용된 CpG-ODN은 대부

분 B-class ODN이었다. B-class ODN에 속하는 CpG-ODN 1668은 넙치

에 투여하였을 때 기생충 감염에 대하여 높은 생존율을 보였다 (Lee and

Kim, 2009). 그리하여 CpG-ODN 1668 sequence를 사용한 multiple CpG

motif를 지닌 long dsRNA를 가지고 실험하였다. 본 연구에서 multiple

CpG motif를 지닌 long dsRNA를 투여한 넙치에서 Mx1과 ISG15 유전자

발현은 poly I:C 또는 GFP sequence를 함유하는 long dsRNA를 투여한

어류의 것과 유사하여, CpG-dsRNA가 넙치에서 typeⅠIFN 반응을 유도할

수 있음을 확인하였다. Poly I:C 및 CpG-ODN에 대하여 TLR3 및 TLR9

의 상향 조절이 여러 어종에서 보고된 바 있지만 (Samanta et al., 2013;

Kang, 2012), 이들 유전자의 증가는 높지 않았다. 본 연구에서 TLR3와

TLR9의 발현은 poly I:C, GFP 또는 CpG motif sequence를 지닌 long

dsRNA에 대하여 유의하게 증가 되지 않았다. 한편, TLR22의 발현은 poly

I:C, GFP 또는 CpG motif sequence를 함유하는 long dsRNA에 의해 현저

하게 증가 되었다. 이러한 결과는 TLR22가 복강을 통해 투여된 long

dsRNA에 대한 넙치의 주요 수용체일 수 있음을 시사한다. 또한 이번 연구

에서 long dsRNA-GFP와 long dsRNA-CPG 사이의 유전자 발현 차이가

없는 것은 어류가 long dsRNA에서 CpG motif를 인식하지 못하는 것을

보여준다.

결론적으로 본 실험에서는 bacterial RNA 및 CpG motif를 지닌 long

dsRNA가 어류의 면역에 어떠한 영향을 미치는지 분석하였다. 그 결과

bacterial RNA가 in vitro와 in vivo상에서 넙치 식세포의 호흡폭발능을
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증가시키고 어류 세포에서 NF-κB 활성을 증가시켰다. 이를 통해

vita-PAMP인 bacterial RNA가 어류의 면역을 향상시키는 능력을 가지고

있어 면역 자극제로써 사용이 가능할 것으로 생각된다. CpG motif를 지닌

long dsRNA는 넙치에 복강 주사하였을 때 TLR22에 의해 인식되어 type

ⅠIFN 반응을 유도하였는데, dsRNA에서 CpG motif는 인식하지 못하는

것으로 생각된다.
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요 약

상응하는 수용체에 pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)의

인식은 선천적 면역 반응의 활성화를 유발하고, 각 PAMP-특이적 자극 특

성은 면역 자극제 또는 백신 보조제의 개발에 이용되어왔다. 선천적 면역

시스템은 또한 vita-PAMP의 인식을 통해 살아있는 미생물과 죽은 미생물

을 구별한다. 그중 Bacterial RNA는 대표적인 vita-PAMP이며, 포유 동물

에서 선천성 및 적응성 면역 둘 다를 자극할 수 있다는 것으로 보고되었

다. 그러나 vita-PAMP가 어류 면역에 미치는 영향에 대한 정보는 없다.

본 연구에서는 Escherichia coli에서 분리한 RNA의 면역 자극 효과를 넙

치 (Paralichthys olivaceus)를 이용하여 분석하였다. 또한 prokaryotic

RNA와 eukaryotic RNA의 면역 자극 효과를 비교하기 위하여

Epithelioma papulosum cyprini (EPC) cell로부터 분리된 eukaryoitc RNA

를 이용하여 효과를 비교하였다. In vitro 실험에서 E.coli RNA와 EPC

cell RNA에 대한 호흡 폭발 활성을 chemiluninescence (CL)를 이용해 측

정한 결과, E.coli RNA와 배양된 식세포가 EPC cell RNA와 대조군과 비

교하여 호흡 폭발 활성 (respiratory burst activity)이 증가 된 것으로 나타

났다. 이러한 결과를 보았을 때 bacterial RNA가 넙치 식세포에 대한 면역

자극 효과가 있는 것을 보여준다. In vivo 실험에서는 E.coli RNA와 EPC

cell RNA를 넙치에 복강 주사하였고, 대조군 어류는 동일한 양의 nuclease

free water를 주사하였다. 두신 백혈구는 Percoll density gradient를 통해

분리하고 CL assay를 통해 호흡 폭발 활성을 측정하였다. 넙치 식세포의

CL 반응은 EPC cell RNA와 대조군과 비교하여 bacterial RNA에 의해 유

의하게 향상되었다. EPC cell RNA를 주사한 어류에서 분리한 백혈구의
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CL 반응은 bacterial RNA를 주사한 어류의 CL 반응보다는 낮았지만, 대조

군 어류보다는 높은 활성을 나타냈다. 이러한 결과는 bacterial RNA가 식

세포의 면역성을 향상시키는 능력을 가지고 있음을 시사한다. NF-κB는 감

염에 대한 면역 반응을 조절하는 데 중요한 역할을 하는데, Bacterial RNA

로 처리된 EPC cell에서 NF-κB의 활성을 luciferase reporter system을 사

용하여 조사하였다. Bacterial RNA는 Escherichia coli, Edwardsiella

tarda, Streptococcus iniae, Vibrio anguillarum으로부터 분리한 RNA를

사용하였고, pNF-κB-Metluc reporter vector가 transfection된 EPC cell에

RNA를 처리하였다. Luciferase 측정 결과 bacterial RNA로 처리된 세포에

서 NF-κB의 활성이 증가하였다.

어류는 TLR3 또는 TLR22를 통해 long dsRNA를 인식할 수 있다. 다양

한 병원체의 DNA에서 unmethylated CpG dinucleotides는 어류를 포함한

척추 동물에서 TLR9에 의해 PAMP로 인식된다. TLR9에 의한 CpG DNA

의 인식은 MyD88의 모집을 유발하는데 이는 signal cascade를 활성화 시

켜 항균 및 항바이러스 면역 반응과 관련된 다양한 사이토카인과 케모카인

을 생성한다. 그러나 unmethylated CpG motif를 함유하는 long dsRNA의

인식이 숙주에 대해 long dsRNA-매개뿐만 아니라 CpG motifs-매개 면역

조절 작용 (immunomodulatory effect)으로 미치는지에 대한 보고는 없다.

따라서 multiple CpG 1668 motif를 함유하는 long dsRNA의 복강 주사에

대한 반응으로 넙치의 TLR3, TLR22, TLR9 및 typeⅠIFN 유전자 (Mx1

그리고 ISG15)의 발현을 비교하였다. 본 연구에서 TLR3와 TLR9의 발현

은 poly I:C, GFP 또는 CpG motif sequences를 함유하는 long dsRNA에

대하여 유의하게 증가 되지 않았다. 한편, TLR22의 발현은 poly I:C, GFP

또는 CpG motif sequences를 함유하는 long dsRNA에 의해 현저하게 증

가되었다. 이러한 결과는 TRL22가 복강을 통해 투여된 long dsRNA에 대
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한 넙치의 주요 수용체일 수 있음을 나타낸다. 또한 이번 연구에서 long

dsRNA-GFP와 long dsRNA-CPG 사이의 면역 유전자 발현의 차이가 없

는 것은 어류가 dsRNA에서 CpG motif를 인식하지 못하는 것으로 보인다.
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