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Abstract 

The ocean is a reservoir of diverse life forms including various marine animals that are 

constantly exposed to abundant microorganisms, including pathogenic bacteria. Marine 

invertebrates, such as starfish, lack adaptive immunity and rely heavily on their innate immune 

systems to defend against these microorganisms. A key factor in the innate immune response is 

antimicrobial peptides (AMPs). This study is the first to identify Macin in the starfish Patiria 

pectinifera and to measure its antimicrobial activity. This AMP, which exhibits both antimicrobial 

and neuroregenerative activities, has not been previously reported in echinoderms before. This 

study also investigates the effects of different cysteine connectivities and immune challenges on 

PpMacin’s antimicrobial activity and transcriptional expression levels, respectively. The full 

nucleotide and amino acid (AA) sequences of PpMacin were determined through cDNA cloning, 

revealing a total sequence of 1527 bp, including a 5ʹ untranslated region (UTR) of 140 bp, an open 

reading frame (ORF) of 264 bp, and a 3ʹ UTR of 1123 bp. The ORF encodes a total of 87 AAs, 

including a signal peptide of 24 AAs and a mature peptide of 63 AAs. The recombinant PpMacin 

(rPpMacin) was successfully produced through a heterologous expression system with the pET-

28a(+)-TrxA vector system and Escherichia coli BL21 (DE3). The antimicrobial activity of the 

three rPpMacin forms (refolded, reduced, and one missing a disulfide bond) was investigated using 

the ultrasensitive radial diffusion assay, with results showing that cysteine connectivity 

significantly affects PpMacin’s antimicrobial capacity. The bacteriolytic activity of rPpMacin was 

confirmed using a chromogenic plate assay. Furthermore, NPN and ONPG assays demonstrated 

that rPpMacin weakly interacted with bacterial membranes at the experimental concentration. The 

transcriptional expression levels of PpMacin in starfish tissues were evaluated using RT-qPCR, 

revealing high PpMacin expression in coelomocytes and coelomic epithelium. Finally, temporal 

expression of PpMacin following immune challenge was highest in coelomocytes at 4 h and 24 h.
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Ⅰ. 서론 

항생제는 20세기에 들어와 의학의 패러다임을 혁신적으로 변화시킨 약

물로, 다양한 감염성 질환을 치료하는 데 중요한 역할을 해왔다. 1928년, 

알렉산더 플레밍 (Alexander Fleming)이 최초로 페니실린을 발견하면서 항

생제의 시대가 본격적으로 열렸고, 이는 곧 사람들로 하여금 여러 감염병

들을 정복할 수도 있다는 기대를 품도록 했다 [1, 2]. 그러나 이러한 항생

제 사용이 급격히 늘어나면서 예상치 못한 문제에 직면하게 되었는데, 바

로 항생제 내성균의 등장이다. 항생제 내성균은 시간이 지나면서 특정 항

생제에 저항성을 지니게 된 병원체로, 기존의 항생제로는 이로 인한 감염

을 치료하기가 어려워져 결국 항생제 내성균은 전 세계적으로 심각한 공

중보건 문제로 부상하였다 [3, 4]. 항생제 내성균은 세계보건기구(WHO)에 

의해 "세계적 위기"로 규정될 만큼 확산되었으며, 특히 다제내성균 

(Multidrug-resistant bacteria)의 출현은 새로운 항생제 개발과 기존 항생제의 

사용 방식에 대해 새로운 방식으로 접근해야 할 필요성을 강하게 제기하

고 있다 [5]. 이와 같은 상황 속에서 여러가지 항미생물 제제 중 하나인 

항미생물 펩타이드 (Antimicrobial Peptides, AMPs)가 특히 주목받고 있다 

[6]. 

AMPs는 생물체가 외부 병원균에 대항하기 위해 사용하는 방어 물질이

다. AMPs는 주로 양전하를 띠고 있어 세균, 진균, 바이러스 등 다양한 병
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원체에 대해 광범위한 항균 활성을 나타내며, 병원체의 세포막을 파괴하

여 빠른 살균 효과를 나타낸다고 알려져 있다 [7, 8]. AMPs는 그 구조적 

특성에 따라 세 종류로 나뉘어진다. 먼저 알파-헬릭스 (α-helix) 구조를 가

진 AMPs는 양전하와 소수성을 띠며 병원체의 세포막에 쉽게 결합하는 

특성을 가진다. 대표적인 예로 포유류에서 발견된 카텔리시딘 

(Cathelicidin)과 개구리의 피부에서 발견된 마게이닌 (Magainin)이 있으며, 

병원체의 세포막을 파괴해 세포 내 물질이 유출되도록 한다 [9]. 두 번째

로 베타-시트 (β-sheet) 구조의 AMPs는 다수의 이황화결합을 통해 안정적

인 구조를 형성하며, 대표적인 예로 디펜신 (Defensin)이 있다. 디펜신은 

포유류, 곤충, 식물 등 다양한 생명체에서 발견되며, 그람 양성균과 그람 

음성균 모두에 대해 항균 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다 [10]. 세 

번째로 비정형 (non-structured) AMPs는 특정한 2차 구조를 가지지 않지만, 

세포막과 상호작용할 때 구조가 변하면서 항균 효과를 나타낼 수 있다. 

예로는 인돌리시딘 (Indolicidin)이 있으며, 세포막을 통해 병원체 내로 침

투해 핵산과 결합하여 세균의 DNA 합성을 방해한다고 알려져 있다 [11]. 

AMPs는 기본적으로 선천적 면역체계의 일부분에 해당한다. AMPs는 양

전하성 및 양친매성의 특징을 통해 세균 등의 세포막과 상호작용하며 막

을 불안정하게 하여 항균 활성을 나타낸다. 현재까지 AMPs의 막과의 상

호작용에 대한 다양한 모델이 제시되었지만, 크게 다음의 세 가지로 구분

할 수 있다. 먼저 Barrel-stave 모델은 AMPs가 세포막에 평행하게 배열되
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어 원통 모양의 구멍을 형성하여 세포 내 물질이 유출되도록 한다 [12]. 

Toroidal pore 모델은 AMPs가 세포막에 삽입될 때, 막 인지질이 구멍 내부

로 휘어 들어가면서 AMPs와 인지질이 함께 구멍을 형성하고 이로 인해 

세포막이 구조적으로 불안정해져 세포 내용물이 빠져나가며 세포를 사멸

시킨다 [13]. Carpet 모델은 AMPs가 세포막 표면을 덮고, 특정 농도에 도

달하면 마치 계면활성제처럼 작용하여 막을 빠르게 붕괴시키는 방식이다 

[14]. 결과적으로 AMPs는 세균의 세포막에 pore를 형성하거나, 계면활성

과 같은 효과를 통해 세포막의 기능을 상실하도록 만들고, 내부 물질의 

유출 및 삼투압의 급격한 변화 등을 통해 세균을 억제 및 사멸시킨다. 

무척추동물의 경우, 생체내에 침입한 이물질에 대한 생체 방어 메커니

즘은 척추동물과 달리 적응면역이 거의 존재하지 않아 식세포작용이나 

면역물질의 분비와 같은 1차면역 또는 선천성 면역체계에 주로 의존한다. 

일반적으로, 많은 무척추동물이 병원체가 많은 환경에 서식함에도 불구하

고, 그들의 강력한 면역 체계의 도움으로 인해 효과적으로 저항하며 생존

할 수 있다. AMPs 또한 그러한 면역 체계의 일부분으로 작용하며 특히 

무척추동물의 면역에서 핵심 요소 중 하나로 여겨지고 있다. 해양 무척추

동물에서 발견된 AMPs로는 푸른 꽃게 (Callinectes sapidus)에서 발견된 

Callinectin [15], 붉은 멍게 (Halocynthia aurantium)에서 발견된 Halocidin [16], 

투구게 (Tachyplesus tridentatus)에서 발견된 Tachyplesin Ⅰ [17], 오만둥이 

(Styela plicata)에서 발견된 Plicatamide [18] 등이 있다. 
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한편, 무척추동물의 AMPs 중 2004년에 환형동물인 거머리 (Theromyzon 

tessulatum)에서 발견된 Theromacin은 최초로 보고된 Macin family AMPs이

다. Theromacin은 아미노산 서열 내에 열 개의 시스테인을 가지고 있는 

cysteine-rich AMPs이며 이황화결합에 의한 구조적 안정성을 가진다 [19]. 

Macin은 일반적인 AMPs와 같이 세균의 세포막과의 상호작용을 통해 막

을 파괴하거나 세포 사멸을 유도한다고 보고되었다. Macin family AMPs는 

거머리 이외에도 자포동물인 히드라 (Hydra vulgaris)에서 Hydramacin-1 [20] 

및 연체동물인 바지락 (Venerupis philippinarum)에서 VpMacin [21]과 전복 

(Haliotis discus hannai)에서 HcMac [22] 등 여러 무척추동물에서 다양한 

Macin이 추가로 발견되었다.  

Macin을 포함한 다양한 AMPs들은 여러가지 화학적 결합을 통해 3차원

적 입체구조를 형성하며, 이러한 입체구조는 AMPs가 여러 미생물들에 대

해 활성을 나타내는데 매우 중요한 요소이다 [23]. AMPs의 입체구조에 기

여하는 여러 종류의 화학 결합 중 이황화결합은 두 시스테인의 -SH 잔기

간에 형성되는 공유결합의 일종으로, 단백질과 펩타이드의 고유한 입체구

조를 유지시키거나 특정 기능을 수행하는데 필수적이다 [24]. 이황화결합

이 활성에 중요하게 작용하는 cysteine-rich AMPs의 경우 아미노산 서열 

내에 시스테인이 다수 포함되어 있으며, 이러한 시스테인 잔기간에 형성

되는 이황화결합의 형태에 따라 항균 활성이 변화하기도 한다 [25]. 본 

연구실에서 별불가사리 (Patiria pectinifera)로부터 정제한 PpCrAMP 역시 
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cysteine-rich AMPs이다. PpCrAMP는 일차구조 서열 내에 네 개의 시스테인

을 가져 두 개의 이황화결합을 형성할 수 있으며, 이황화결합의 형성 패

턴에 따라 여러 균주에서 서로 다른 항균 활성을 갖는 것으로 알려져 있

다 [26]. 

지금까지 보고된 Macin family AMPs는 공통적으로 여덟 개의 보존된 시

스테인을 가지는 cysteine-rich AMPs로서 총 네 개의 이황화결합을 형성하

며, 여러가지 분자적 특성을 가지는 것으로 알려져 있다. Theromacin의 경

우는 열 개의 시스테인을 함유하고 있기 때문에, 하나의 이황화결합을 추

가적으로 더 가져 다른 Macin family AMPs에 비해 더욱 견고한 입체 구조

를 형성할 수 있다 [19]. 또한 거머리 (Hirudo medicinalis)에서 보고된 

Neuromacin의 경우, 항균 활성 외에 거머리의 손상된 신경삭을 재생시키

는 신경 재생 활성 또한 가지는 것으로 알려져 있다 [27]. Hydra vulgaris에

서 보고된 Hydramacin-1의 경우, 둘 이상의 세균의 세포막을 서로 연결하

여 세균을 응집시킬 수 있다 [20]. 또 다른 거머리인 Hirudo nipponia에서 

보고된 Hirudomacin의 경우 직접적으로 항균 활성을 나타내는 것과 더불

어 거머리의 면역과 관련된 signaling pathway인 pmk-1/p38 MAPK pathway를 

활성화시켜 면역 반응에 관여하는 immune modulator의 역할도 한다고 알

려져 있다 [28]. 따라서 다양한 기능을 가진 Macin family AMPs를 여러 생

물종들로부터 새롭게 발굴하고 그 특성을 연구하여 생물의 면역체계에서 

Macin이 가지는 중요성을 알아보는 것이 면역학적 측면에서 유의미할 것
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으로 생각된다. 

이러한 Macin family AMPs와 관련된 연구가 여러 무척추동물에서 수행

된 가운데, 아직까지 Macin family AMPs에 대한 연구가 보고되지 않은 대

표적인 무척추동물로는 극피동물이 있다. 극피동물 (성게, 불가사리, 해삼 

등)은 독특한 해양 무척추동물로서 오방사대칭 (Pentaradial symmetry)과 탄

산 칼슘으로 이루어진 내골격을 가진다 [29]. 극피동물은 적응 면역이 없

기 때문에 선천 면역에 크게 의존하며, 이러한 극피동물의 면역계에서 

AMPs가 중요한 역할을 한다. 지금까지 극피동물에서 발견된 AMPs로는 

가시 해삼 (Cucumaria echinate)에서 발견된 CEL-Ⅲ protein [30], 별불가사리 

(Asterias rubens)에서 발견된 Histone H2A 와 filamin A [31], 보라 성게 

(Paracentrotus lividus)에서 발견된 ß-thymosin [32], 녹색 성게 

(Strongylocentrotus droebachiensis)에서 발견된 Strongylocin [33]과 Centrocin 

[34] 등이 있다. 계속해서 극피동물 유래 새로운 AMPs에 대한 연구가 활

발히 진행중이지만, 그 중 Macin family AMPs에 대한 연구는 아직까지 보

고된 바가 없다. 

따라서 본 연구에서는 이러한 Macin의 존재를 알아보기 위해 극피동물

에 해당하는 별불가사리 (Patiria pectinifera)의 전사체 데이터를 사용하여 

여러가지 Macin family AMPs 서열과 Local BLAST 하여 별불가사리로부터 

Macin의 발현 여부를 확인하였다. 이후 별불가사리 조직을 이용해 cDNA 
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cloning을 수행하였고, 이를 통해 별불가사리 유래 Macin의 전체 뉴클레오

타이드 및 아미노산 서열을 동정하고 이를 PpMacin이라 명명하였다. 이

어서 이를 재조합 펩타이드로 생산 (recombinant PpMacin, rPpMacin)한 뒤 

refolding과 reduction 과정 수행 및 Q-TOF LC-MS를 통해 이황화결합의 유

무와 구조적 차이에 따른 항균 활성의 변화와 분자량 차이를 조사하였다. 

또한 chromogenic plate assay를 통해 rPpMacin의 항균 활성 기작을 조사하

였고, NPN 및 ONPG assay를 통해 세균 세포막과 rPpMacin 간의 상호작용

을 조사하였다. 추가적으로, Real-time Quantitative Polymerase Chain Reaction 

(RT-qPCR)을 통해 별불가사리 조직별 PpMacin transcripts의 발현량을 확인

하였고, Post-immune challenge를 통해 균 감염 후 별불가사리 조직에서 

PpMacin transcripts의 발현량 변화를 확인하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 재료 

1.1 실험동물 및 조직 

별불가사리 (Patiria pectinifera)는 부산광역시 해운대구 청사포에서 채집

하여 13 ℃ 순환 수조에서 3일간 순치 후 사용하였다. 약 3마리의 별불가

사리로부터 아홉 종류의 조직 (Oral hemal ring, Coelomocytes, Cardiac stomach, 

Pyloric stomach, Hepatic caeca, Gonad, Tube feet, Radial nerve, Coelomic 

epithelium)을 각각 cDNA cloning과 real time-qPCR (RT-qPCR)에 사용하기 위

하여 조직별로 약 100 mg이 되도록 채취하였다. 채취한 각 조직은 RiboEx 

(GeneAll, Seoul, Korea) 1 mL에 넣고 Cordless PELLET PESTLE® Motor 

(Kimble Chase, NJ, USA)를 사용하여 균질화 시킨 뒤, -50 ℃에서 사용 전까

지 보관하였다. 

2. 방법 

2.1 Macin의 별불가사리 유래 항균성 펩타이드 후보군 선정 

본 연구실에서 보유중인 별불가사리 전사체 데이터베이스를 기반으로 

여러 생물종으로부터 보고된 다양한 AMPs 서열을 query로 사용하여 

Local BLAST를 시행하였다. 별불가사리의 전사체 데이터 중 Hydra 

vulgaris에서 발견된 Hydramacin-1 (NCBI accession no. B3RFR8.1)의 서열과 
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상동성이 높은 염기서열을 확인하였다. 또한 Expert Protein Analysis System 

(ExPASy)을 이용하여 아미노산 서열에서의 상동성을 확인하였고, 확인된 

서열의 펩타이드를 Patiria pectinifera Macin, PpMacin으로 명명하였다. 확인

된 서열을 토대로 PpMacin의 전체 서열을 얻기 위한 Rapid Amplification 

of cDNA Ends (RACE) PCR에 사용될 primer를 제작하였다 (Table 1). 

2.2 PpMacin의 전체 뉴클레오티드 서열 조사 

PpMacin의 전체 뉴클레오티드 및 아미노산 서열을 밝혀내기 위하여 

cDNA cloning을 실시하였다. 균질화된 별불가사리 조직은 Hybrid-R™ kit 

(GeneAll, Seoul, Korea)를 이용하여 제조사의 지침에 따라 total RNA를 추출

하였다. 추출된 total RNA는 RACE PCR을 위해 GeneRacer™ kit (RLM-

RACE, Invitrogen, CA, USA)를 이용하여 조직별로 cDNA를 합성한 뒤 혼합

하였다. 합성한 cDNA는 사용전까지 -20 ℃ 냉동고에 보관하였다. 각 PCR 

단계 간 reagent의 공통된 조성은 sterile water 12.8 μL, dNTP mixture (2 mM 

each) 2 μL, forward와 reverse primer (10 pmol/μL) 각각 1 μL, 별불가사리 조직

별 cDNA template 1 μL이다. 이와 함께, 5ʹ 및 3ʹ RACE PCR에는 10X nTaq 

buffer (Mg2+ plus) 2 μL와 nTaq polymerase (5 U/μL) 0.2 μL를 사용하였다. Insert 

DNA 제작을 위한 PCR에는 10X nPfu-Forte buffer (Mg2+ plus) 2 μL와 nPfu-

Forte polymerase (2.5 U/μL) 0.2 μL를 사용하였다. PCR 단계 간 모든 시약은 

Enzynomics (Daejeon, Korea) 사 제품을 사용하였다. 
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2.2.1 5ʹ RACE PCR 

PpMacin의 5ʹ untranslated region (UTR) 서열을 확인하기 위해 5ʹ RACE 

PCR을 실시하였다. PCR은 혼합된 별불가사리 조직별 cDNA를 template로 

하여 PpMacin-R, GeneRacer 5ʹ RACE primer를 사용하여 1차로 증폭하였다. 

이후 증폭된 PCR product를 새로운 template로 하여 nested PCR을 실시하였

다. Nested PCR은 PpMacin-R2, GeneRacer 5ʹ RACE nested primer를 사용하였

다. PCR 조건은 다음과 같다. 

1차 및 nested PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 5 cycles in Denaturation 

(95 ℃, 30 sec) - Annealing (57 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 60 sec), 5 cycles in 

Denaturation (95 ℃, 30 sec) - Annealing (58.5 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 60 

sec), 25 cycles in Denaturation (95 ℃, 30 sec) - Annealing (60 ℃, 30 sec), Elongation 

(72 ℃, 60 sec) - Final elongation (72 ℃, 5 min). 

증폭 후 PCR product를 1.5 % agarose gel (low EEO)로 전기영동 하고 

LaboPass™ Gel Extraction kit (Cosmo genetech, Seoul, Korea)를 이용하여 제조

사의 지침에 따라 DNA를 정제하였다. 정제한 DNA는 pGEM®-T Easy 

Vector Systems (Promega, WI, USA)로 ligation 하였다. Insert : vector molar ratio

를 3 : 1이 되도록 하여 2X Rapid Ligation Buffer 5 μL, pGEM®-T Easy Vector 

(50 ng/μL) 0.5 μL, T4 DNA Ligase (3 U/μL) 1 μL에 Sterile water, Insert DNA를 혼

합하여 total volume 10 μL로 4 ℃에서 16시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝

난 Ligation mixture 10 μL를 chemically competent E. coli DH5α 100 μL에 넣어
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주고 ice에서 30분간 확산시킨 후 42 ℃에서 30초간 heat-shock 후에 ice에

서 10분간 안정화하여 Transformation 시킨 뒤 LB medium 400 μL를 첨가하

여 37 ℃, 1시간 동안 배양하였다. 이후 배양한 E. coli DH5α를 Ampicillin 

(100 μg/μL), X-Gal (100 μg/μL), Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 0.5 

mM)가 포함된 LB agar plate에 도말하여 37 ℃에서 16시간 동안 배양하였

다. 이후 plate에서 white colony만 선별하여 새로운 X-gal ALB agar plate에 

옮긴 후 37 ℃에서 약 8시간 동안 배양하고, 같은 colony를 template로 하

여 Prime Taq Premix (2X) (GENET BIO, KOREA)를 이용해서 Colony PCR을 

통해 정상적인 transformation 여부를 확인하였다. Primer는 nested PCR시 사

용한 primer를 사용하였으며, PCR 조건은 다음과 같다. 

Colony PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 35 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30 sec) - Annealing (60 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 60 sec), Final elongation 

(72 ℃, 5 min). 

PCR로 증폭된 DNA는 1.5 % agarose gel에 전기영동 하여 band를 

확인하였고, 이 중 target size의 band가 나타난 white colony만 agar plate에서 

다시 선별하여 50 μg/μL의 ampicillin이 포함된 LB medium에 접종하여 

37 ℃에서 16시간 동안 진탕배양하였다. 배양한 E. coli DH5α는 yesP™ 

Plasmid mini kit (GenesGen, Busan, Korea)를 사용하여 제조사의 지침에 따라 

plasmid를 추출하였고 Macrogen 사에 sequencing을 의뢰하여 서열을 

확인하였다. 
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2.2.2 3ʹ RACE PCR 

PpMacin의 3ʹ untranslated region (UTR) 서열을 확인하기 위해 3ʹ RACE 

PCR을 실시하였다. PCR은 혼합된 별불가사리 조직별 cDNA를 template로 

하여 PpMacin-F2와 GeneRacer 3ʹ RACE primer를 사용하여 1차로 

증폭하였다. 이후 증폭된 PCR product를 새로운 template로 하여 nested 

PCR을 실시하였다. Nested PCR은 PpMacin-F3와 GeneRacer 3ʹ RACE nested 

primer를 사용하였다. PCR 조건은 다음과 같다. 

1차 PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 35 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30 sec) - Annealing (58.1 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 90 sec), Final elongation 

(72 ℃, 5 min). 

Nested PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 35 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30 sec) - Annealing (58.9 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 90 sec), Final elongation 

(72 ℃, 5 min).  

PCR product는 재료 및 방법 2.2.1과 동일한 방법으로 전기영동 및 

정제한 후 ligation과 transformation 및 colony PCR을 진행하였다. PCR 

조건은 다음과 같다. 

Colony PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 35 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30 sec) - Annealing (58.9 ℃, 90 sec) - Elongation (72 ℃, 60 sec), Final elongation 

(72 ℃, 5 min). 
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이후 과정은 재료 및 방법 2.2.1과 동일하게 진행하였다. 

2.3 In silico analysis 

별불가사리의 전사체 데이터와 Macin family AMPs의 아미노산 서열간 

유사도를 확인하기 위해 BioEdit Sequence Alignment Editor (ver. 7.2.5)를 이용

하였다. cDNA cloning을 통해 얻어진 PpMacin의 뉴클레오타이드 서열은 

ExPASy의 Translate tool (http://web.expasy.org/translate/)을 이용해 번역된 아

미노산 서열을 확인하였다. 또한 번역된 서열의 분자량과 net charge는 

ExPASy의 Compute pI/Mw (http://web.expasy.org/compute_pi/)와 BACHEM의 

peptide calculator (https://bachem.com/knowledge-center/peptide-calculator/)를 통

해 계산하였다. AMP 가능성 유무는 CAMPR4 (Collection of Anti-Microbial 

Peptides)의 AMP Prediction Tool (https://camp.bicnirrh.res.in/predict/)를 이용해 

확인하였다. PpMacin의 signal peptide와 mature peptide를 확인하기 위해 

SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)를 사용하였고, PpMacin을 

포함한 Macin family AMPs의 3차 구조를 비교하기 위해 SWISS-MODEL 

(https://swissmodel.expasy.org)과 AlphaFold2 (https://alphafold.ebi.ac.uk/), 

Disulfide by Design 2 (http://cptweb.cpt.wayne.edu/DbD2/) 및 UCSF Chimera 

1.17.3 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera)를 이용하여 각 AMPs의 3D model을 

제작하였다. 별불가사리 각 조직에서 PpMacin의 발현 수준은 GraphPad 

Prism 7.0 (GraphPad software, CA, USA)에서 One-way Analysis of Variance (One-
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Way ANOVA)와 Two-way Analysis of Variance (Two-Way ANOVA)를 사용하여 

분석하였고, Bonferroni multiple range post-hoc analysis로 통계처리 하였다. 

Relative fold expression과 Fold change는 평균 표준 편차로 결정하였으며, p 

< .05을 유의한 것으로 간주하였다. 

2.4 Recombinant production 

2.4.1 Recombinant plasmid construction 

Recombinant PpMacin (rPpMacin) 생산에 필요한 recombinant plasmid룰 

구축하기 위해 추가적인 PCR을 수행하여 PpMacin의 ORF를 증폭하였다. 

PCR은 혼합된 별불가사리 조직별 cDNA를 template로 하여 PpMacin-F1와 

PpMacin-R를 사용하여 1차로 증폭하였다 (Table 1). 이후 증폭된 PCR 

product를 새로운 template로 하여 nested PCR을 실시하였다. Nested PCR은 

PpMacin-F2와 PpMacin-R를 사용하였다 (Table 1). PCR 조건은 다음과 같다.  

1차 PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2min), 5 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30sec) - Annealing (54 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 20 sec), 5 cycles in 

Denaturation (95 ℃, 30 sec) - Annealing (55.5 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 20 

sec), 25 cycles in Denaturation (95 ℃, 30 sec) - Annealing (57 ℃, 30 sec) - 

Elongation (72 ℃, 20 sec), Final elongation (72 ℃, 5 min).  

Nested PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 5 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30 sec), Annealing (55 ℃, 30 sec), Elongation (72 ℃, 20 sec), 5 cycles in 
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Denaturation (95 ℃, 30 sec), Annealing (56.5 ℃, 30 sec), Elongation (72 ℃, 20 sec), 

25 cycles in Denaturation (95 ℃, 30 sec), Annealing (58 ℃, 30 sec), Elongation 

(72 ℃, 20 sec), Final elongation (72 ℃, 5 min).  

PCR product는 재료 및 방법 2.2.1과 동일한 방법으로 정제하였다. 정제

된 PCR product는 TOPcloner™ Blunt core kit (Enzynomics, Daejeon, Korea)를 

이용해 ligation 하였다. Insert : vector molar ratio를 10 : 1이 되도록 하여 

insert DNA 1 μL에 6X TOPcloner Buffer 1 μL, pTOP Blunt V2 (10 μg/μL) 1 μL를 

넣고 total volume 6 μL가 되도록 sterile water를 첨가하여 25 ℃에서 20분 동

안 반응시켰다. Ligation된 vector는 서열을 확인하기 위하여 재료 및 방법 

2.2.1과 동일한 방법으로 transformation 및 colony PCR을 진행하였다. PCR 

조건은 다음과 같다. 

Colony PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 35 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30 sec) - Annealing (60 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 60 sec), Final elongation 

(72 ℃, 5 min). 

Plasmid extraction 및 sequencing은 재료 및 방법 2.2.1과 동일하게 진행

하였다. 

얻어진 ORF 서열을 기반으로 forward primer와 reverse primer를 제작하여 

rPpMacin 생산에 이용할 insert DNA를 증폭하였다. ORF 서열이 ligation된 

pTOP Blunt V2 plasmid를 template로 사용하였으며, forward primer [Plasmid 

sequence – BamH Ⅰ (GGATCC) - Met(ATG) - PpMacin mature sequence]와 reverse 
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primer [PpMacin mature sequence - TAA(⁎) – Hind Ⅲ (AAGCTT) - plasmid 

sequence]를 이용해 PCR을 진행하였다 (Table 1). PCR reagent의 조성은 

sterile water 29.5 μL, 10X nPfu-Forte buffer 5 μL, dNTP (2 mM each) 5 μL, forward 

primer (10 pmol/μL) 2.5 μL, reverse primer (10 pmol/μL) 2.5 μL, template (1 ng/μL) 

5 μL, nPfu-Forte polymerase (2.5 U/μL) 0.5 μL이며, 모든 시약은 Enzynomics 

(Daejeon, Korea) 사 제품을 사용하였다. PCR 조건은 다음과 같다. 

PCR Condition : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 35 cycles in Denaturation 

(95 ℃, 30 sec) - Annealing (58 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 20 sec), Final 

elongation (72 ℃, 7 min). 

PCR product는 재료 및 방법 2.2.1과 동일한 방법으로 정제하였다. 

PpMacin과 Thioredoxin A (TrxA) 서열이 결합된 TrxA-PpMacin fusion 

protein을 발현하기 위해 pET28a(+)-TrxA vector를 사용하였고, 정제한 insert 

DNA와 pET28a(+)-TrxA vector는 각각 제한효소 BamH Ⅰ과 Hind Ⅲ를 이용

하여 digestion 하였다. Insert DNA의 경우 insert DNA가 1 μg이 되도록 하여 

10X FastCut Buffer 6 μL, BamH Ⅰ (20 U/μL) 1 μL를 넣고 total volume이 30 μL

가 되도록 sterile water를 추가하였다. pET28a(+)-TrxA vector는 3 μg이 되도

록 하여 같은 방법으로 준비하였다. Buffer와 제한효소가 포함된 insert 

DNA와 vector는 각각 37 ℃에서 1시간 동안 반응시켜 1차 single digestion

을 진행하였다. 반응한 insert DNA와 vector는 yesC™ PCR purification mini 

kit (GenesGen, Busan, Korea)로 정제하였다. 1차 digestion된 insert DNA 26 μL
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와 vector 26 μL에 각각 10X FastCut Buffer 3 μL와 Hind Ⅲ (20 U/μL) 1 μL를 

넣어준 뒤 37 ℃에서 1시간 동안 반응시켜 2차 single digestion 하였다. 2차 

digestion된 insert DNA와 vector는 재료 및 방법 2.2.1과 동일한 방법으로 

정제하였다. Insert DNA와 vector의 ligation을 위해 insert DNA 0.32 μL, vector 

3.03 μL, Mighty Mix (TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan) 4 μL에 total volume이 8 μL

가 되도록 sterile water를 첨가하고 16 ℃에서 30분 동안 반응시켜 

recombinant plasmid를 구축하였다 (Fig. 1). 

Recombinant plasmid가 올바르게 구축되었는지 확인하기 위해 E. coli 

BL21 (DE3)에 transformation 시키고 Kanamycin이 포함된 LB agar plate (50 

μg/mL)에 도말하여 37℃에서 16시간 동안 배양하였다. 배양한 single 

colony로 colony PCR을 실시하였고, PCR 조건은 다음과 같다. 

Colony PCR : Initial denaturation (95 ℃, 2 min), 35 cycles in Denaturation (95 ℃, 

30 sec) - Annealing (58 ℃, 30 sec) - Elongation (72 ℃, 20 sec), Final elongation 

(72 ℃, 5 min). 

Plasmid extraction 및 sequencing은 재료 및 방법 2.2.1과 동일한 방법으

로 진행하였다. 

2.4.2 Optimization of recombinant PpMacin expression conditions 

먼저 IPTG에 따른 induction 여부를 확인하기 위해 PpMacin mature 

sequence가 삽입된 plasmid를 E. coli BL21 (DE3)에 transformation 시켰다. 
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Transformation 시킨 E. coli BL21 (DE3)을 kanamycin이 포함된 LB broth (30 

μg/mL) 3 mL에 접종하여 37 ℃, 200 rpm으로 16시간 동안 진탕배양하고, 동

일한 KLB broth 50 mL에 배양한 균액을 1 mL 접종한 후 UV 

spectrophotometer (OPTIZEN POP, Mecasys, Korea)를 이용하여 optical density 

(O.D.600) 값이 0.4-0.6이 될 때까지 37℃, 200 rpm으로 진탕배양하였다. 

O.D.600 값이 확인된 배양 균주는 재조합 단백질의 과발현을 위해 0.1 mM

의 IPTG를 broth에 추가하여 배양 조건과 동일한 조건에서 3시간 동안 

induction 하였다. Induction이 된 균주와 동일한 조건에서 induction이 되지 

않은 두 배양 균주는 4 ℃에서 3,500 x g로 원심분리하여 cell pellet을 회수

하였다. 회수한 pellet은 lysis를 위해 각각 1X PBS (Phosphate Buffered Saline, 

pH 7.4) 5 mL로 현탁 후 Lysozyme (Sigma, MO, USA, 100 μg/mL) 5 μL를 넣고 

ice에서 1시간 동안 shaking 하며 반응시킨 뒤 Sonifier 250 (Branson 

ultrasons, Annemasse, France)로 30초씩 총 3회 sonication 하였다. 이어서 

Lysis 한 sample을 4 ℃에서 3,500 x g로 1시간 동안 원심분리하여 상층액 

(Soluble protein)과 pellet (Insoluble protein)으로 분리하였다. 

재조합 단백질의 발현 정도와 형태 (soluble 및 insoluble protein)를 확인

하기 위해 상층액 및 pellet에 대해 SDS-PAGE를 수행하였다. SDS-PAGE를 

위한 gel은 15 % separating gel (D.W. 2.3 mL, 30 % Acrylamide/Bis solution (37.5 : 

1, BIO-RAD) 5 mL, 1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 2.5 mL, 10 % SDS 100 μL, 10 % APS 

(Ammonium persulfate) 100 μL, TEMED (N,N,Nʹ,Nʹ-Tetramethylethylenediamine) 
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8 μL) 10 mL와 stacking gel (D.W. 4.1 mL, 30 % Acrylamide/Bis solution (37.5 : 1, 

BIO-RAD) 1 mL, 1.0 M Tris-HCl (pH 6.8) 750 μL, 10 % SDS 60 μL, 10 % APS 60 

μL, TEMED 9 μL) 6 mL를 사용하여 제작하였다. Sample은 4X Laemmli sample 

buffer (D.W. 2.1 mL, Bromophenol blue 4 mg, SDS 0.8 g, 1 M Tris-HCl (pH 6.8) 2.4 

mL, 80 % Glycerol 5 mL)와 β-Mercaptoethanol을 첨가하여 100 ℃에서 5분간 

boiling 하여 denaturation 시킨 뒤 사용하였다. Mini-PROTEAN Tetra Cell로 

gel을 조립 및 설치하고 Tank에 1X running buffer (SDS 1 g, Tris 3.03 g, Glycine 

14.42g in D.W. 1 L)를 채운 뒤 sample을 loading 하여 PowerPac Universal 

Power Supply (BIO-RAD, USA)로 75 V에서 30분 동안 stacking 시키고 150 

V에서 1시간 30분 동안 separating 시켰다. Loading이 끝난 gel은 staining 

buffer (D.W. 400 mL, acetic acid 100 mL, methanol 500 mL, Coomassie Brilliant 

Blue R250 2.5g)로 30분간 염색하고 destaining buffer (D.W. 1700 mL, acetic acid 

175 mL, methanol 625 mL)로 16시간 동안 탈색하여 band를 확인하였다. 

또한 rPpMacin의 최적 발현 조건을 알아보기 위해 induction 시간과 

IPTG 농도를 서로 다르게 하여 발현 균주를 배양한 후 SDS-PAGE를 수

행하였다. 발현 유무 확인과 동일한 방법으로 배양된 균주는 IPTG를 각

각 최종 1 mM, 0.5 mM, 0.1 mM이 되도록 넣어주고 37 ℃, 200 rpm에서 3시

간 또는 6시간 동안 induction을 진행하였다. 이후 과정은 rPpMacin의 발

현 여부 확인 실험과 동일하게 진행하였다. 

2.4.3 Mass production, Ni-NTA purification, Dialysis 
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확인된 최적 조건을 바탕으로 rPpMacin을 대량으로 발현하고자 하였다. 

동일한 조건과 방법으로 35 mL의 KLB에 배양한 균주를 1.5 L의 동일한 

broth에 다시 접종하였다. O.D.600 값이 확인된 균주는 최적 발현 조건 (0.1 

mM IPTG, 3 hours)으로 induction 하였다. Induction 된 균주는 위와 같은 방

법으로 lysis 하였다. 

이후 Fusion protein의 6X His tag와 Ni-NTA affinity column을 이용하여 

insoluble protein에서 rPpMacin을 정제하고자 하였다. Insoluble protein을 

Binding buffer (5 mM Imidazole, 8 M Urea in 1X PBS) 5 mL로 suspension 하였

다. Binding buffer로 현탁된 insoluble protein에 Ni-NTA agarose bead (Qiagen, 

Hilden, Germany)를 넣은 뒤 25 ℃에서 1시간 20분간 교반하며 반응시켰다. 

반응 후 Ni-NTA agarose bead와 결합한 insoluble protein을 disposable column

에 옮기고 Wash buffer (5 mM Imidazole, 8M Urea, 150 mM NaCl in 1X PBS) 3 

mL로 총 3번 washing 하였다. 이어서 Elution buffer (500 mM Imidazole, 8M 

Urea in 1X PBS)로 5분간 용출시켜 TrxA-PpMacin fusion protein을 얻었다. 이

어서 용출액에서 Urea 및 기타 물질을 제거하기 위해 투석을 진행하였다. 

투석은 Standard Regenerated Cellulose (RC) Membrane : Dry Spectra/Por®1-5 

Dialysis Tubing & Trial Kits의 Dialysis tubing에 용출액을 넣고 5 % Acetic acid 

4 L에 담가 16시간 동안 stirring 하면서 투석하였고, 투석이 끝난 sample을 

50 mL conical tube로 옮겨 72시간 동안 동결건조하였다. 
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2.4.4 Cleavage of the recombinant fusion protein (TrxA-PpMacin) 

Fusion protein에서 rPpMacin만 분리하기 위해 동결건조된 sample을 50 % 

Formic acid 4 mL에 녹이고 Cyanogen Bromide (CNBr)을 10 mg/mL가 되도록 

처리하여 25 ℃, 180 rpm으로 shaking 하며 8시간 동안 암반응시켰다. 이후 

D.W.로 총 40 mL까지 volume-up 하여 CNBr을 불활성화 시킨 뒤 48시간 

동안 동결건조하였다. 

Fusion protein으로부터 절단된 rPpMacin은 High-performance liquid 

chromatography (HPLC)를 통해 정제되었다. 동결건조한 sample은 HPLC 정

제를 위해 0.1 % TFA (Trifluoroacetic acid)가 포함된 D.W. 7.5 mL에 녹여 사

용하였다. Solvent로는 0.1 % TFA가 포함된 D.W. (A solvent)와 0.1 % TFA가 

포함된 acetonitrile (B solvent)이 사용되었다. 1차 정제 조건은 Capcell-pak 

C18 (5 μm, 10 x 250 mm, Shiseido, Tokyo, Japan) column을 이용하여 B solvent

를 5 → 65 %로 60분 동안 유속 1 mL/min로 흘려 정제하였다. 1차 정제로 

얻은 분획은 Capcell-pak C18 (5 μm, 10 x 250 mm., Shiseido, Tokyo, Japan) 

column으로 B solvent를 25 → 35 %로 30분, 70 %로 15분 동안 3 mL/min 유

속으로 흘려 1번과 3번 fraction을 정제하였다. 

1번 fraction은 B solvent를 25 → 35 %로 30 min 동안 1 mL/min 유속으로 

흘려주어 1-1, 1-2, 1-3 fraction으로 정제하였다. 

3번 fraction은 B solvent를 28 → 38 %로 30 min 동안 1 mL/min 유속으로 
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흘려주어 3-1, 3-2, 3-3 fraction으로 정제하였다. 

정제한 총 6개 sample의 분자량을 확인하기 위해 각 sample을 동결건조

하고 다시 D.W. in 0.1 % Formic acid에 녹인 뒤 부경대학교 공동실험실습관 

질량분석실에 분자량 측정을 의뢰하였다. 분석기기는 Ultra High Resolution 

Q-TOF LC-MS system(Q-TOF MS)(Bruker/maXis-HD)을 이용하였다.  

2.4.5 Refolding of rPpMacin 

Cysteine connectivity에 따른 rPpMacin의 항균 활성 변화를 알아보기 위

해 refolding 과정을 진행하였다. 가장 큰 항균활성을 보인 3-2 fraction을 

제외하고 동결건조한 나머지 fraction을 refolding buffer (25 % Dimethyl 

formamide, 2 M urea, 0.1 M NaHCO3, 3 mM reduced glutathione, 0.3 mM oxidized 

glutathione) 1 mL에 녹여서 25 ℃에서 72시간 동안 반응시킨 뒤 HPLC를 

통해 정제하였다. 정제 조건으로 재료 및 방법 2.4.4의 1차 정제 단계와 

동일한 column을 이용하여 B solvent를 20 → 45 %로 25분 동안 1 mL/min 

유속으로 흘려 정제하였다. 정제한 sample은 재료 및 방법 2.4.4와 동일한 

방법으로 분자량을 측정하였다.  

2.5 In vitro antimicrobial activity assay 

Recombinant production하여 얻은 sample 중 3-2 fraction과 refolded 및 

reduced rPpMacin의 항균 활성을 Ultrasensitive Radial Diffusion Assay (URDA)

를 통해 측정하였다. 사용한 균주는 총 9종으로, Gram positive 균주 4종 
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(Staphylococcus aureus KCTC 1621, Bacillus subtilis KCTC 1022, Lactococcus 

garvieae ATCC 49156, Micrococcus luteus KCTC 1071)과 Gram negative 균주 4

종 (Shigella flexneri KCTC 2517, Escherichia coli ML35, Edwardsiella tarda NUF 

251, Salmonella enterica ATCC 13311) 및 Fungus 1종 (Candida albicans KCTC 

7965)을 사용하였다. 모든 균주는 Tryptic soy broth (TSB) (Merck, Darmstadt, 

Germany) 3 mL에 37 ℃, 200 rpm으로 16시간 동안 진탕배양하였다. 배양된 

균주는 TSB 2 mL에 배양액 100 μL를 넣어 37 ℃, 200 rpm으로 4시간 동안 

sub-culture 하였다. URDA를 위해 배양된 균주는 URDA를 위해 배양된 균

주는 4 ℃에서 3,500 x g, 3분 동안 원심분리하여 pellet을 회수하고 TSBP 

(0.03 % TSB, 10 mM PB (Phosphate buffer, pH 6.57)) 2 mL로 2회 세척하였다. 

세척된 균주는 0.03% TSB in PB로 O.D.600 = 0.1이 되도록 1×108 CFU/mL까지 

희석하였다. 희석한 균주 0.5 mL를 underlayer gel solution (0.03 % TSB, 1 % 

agarose, 10 mM PB (pH 6.57)) 9.5 mL에 첨가하고 square Petri dish에 부어 약 

1 mm 두께의 underlayer를 만들고 이를 punching하여 직경 약 2.5 mm의 

well을 만들었다. 항균활성을 측정할 sample은 15 % acetonitrile 5 μL에 녹여 

well에 loading하였다. Loading한 sample을 3시간 동안 diffusion 시키고 

overlayer gel (6 % TSB, 1 % agarose, 10 mM PB (pH 6.57)) 10 mL를 부어 37 ℃

에서 16시간 동안 배양하여 생성된 clear zone을 측정하였다. 

2.6 Analysis of the effect of cysteine linkage on antimicrobial activity 

2.6.1 Reduction process 
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이황화결합 유무에 따른 rPpMacin의 항균 활성 변화를 알아보기 위해 

Dithiothreitol (DTT)을 이용하여 reduction 과정을 진행하였다. 동결건조한 

3-1 fraction를 D.W.에 녹이고 DTT를 최종 200 mM이 되도록 처리하여 42 ℃

에서 6시간 동안 반응시킨 뒤 HPLC로 정제하였다. 정제 조건으로 재료 

및 방법 2.4.5와 동일한 column을 이용하여 B solvent를 25 → 40 %로 15분, 

40 %로 7분 동안 1 mL/min 유속으로 흘려 정제하였다. 정제한 sample은 

재료 및 방법 2.4.4와 동일한 방법으로 분자량을 측정하였다.  

2.7 Mode of action studies 

2.7.1 Chromogenic plate assay 

rPpMacin의 항균 활성 메커니즘이 살균 작용과 정균 작용 중 어느 것

에 해당하는지 알아보기 위해 Chromogenic plate assay를 수행하였다. 이를 

위한 균주로 E. coli ML35를 사용하여 재료 및 방법 2.5과 동일한 조건으

로 배양하였다. 이후 과정은 재료 및 방법 2.5에서 기술한 방법과 동일하

게 진행하되, underlayer gel에 IPTG (1 μM) 11.6 μL와 X-gal (250 μg/mL) 29 μL

을 첨가하여 사용하였다. Loading할 sample은 bacteriolytic한 활성에서 나타

나는 blue halo에 대해 양성 대조군인 Piscidin-Ⅰ 5 μg, Kanamycin 2 μg과 blue 

halo에 대해 음성 대조군인 Chloramphenicol 1 μg, 항균 활성에 대해 음성 

대조군인 D.W., 실험군인 refolded rPpMacin 100 μg을 total volume 5 μL가 되

도록 D.W.에 녹여 사용하였다. 
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2.7.2 Outer membrane permeability assay 

rPpMacin의 세균 외막 투과 효과를 확인하기 위해 N-Phenyl-1-

naphthylamine (NPN) uptake assay를 수행하였다. 이를 위한 균주로 E. coli 

ML35를 사용하여 재료 및 방법 2.5과 동일한 조건으로 배양하였다. 배양

한 균주는 4 ℃에서 3,500 x g로 3분 동안 원심분리한 뒤 cell pellet을 멸균

된 5 mM HEPES buffer (5 mM HEPES, 5 mM KCN, 5 mM glucose, pH 7.2) 2 mL

로 2회 washing 하고 O.D.600 = 0.25가 되도록 희석하였다. PpMacin의 외막 

투과 효과는 희석한 균액 900 μL와 0.5 mM NPN solution 20 μL를 혼합하고 

FP-8300 Spectrofluorometer (Jasco, W. Yorkshire, UK)를 이용하여 excitation 350 

nm와 emission 420 nm로 형광을 측정하여 분석하였다. NPN과 혼합한 균액

은 즉시 3분간 형광을 측정한 후, 15초간 측정을 중단하고 PpMacin을 최

종 200 μg/mL가 되도록 첨가하여 total 1 mL가 되도록 한 후 다시 3분간 

형광을 측정하였다. Positive control은 Piscidin-Ⅰ을 최종 40 μg/mL로 사용하

였다. 

2.7.3 Inner membrane permeability assay 

rPpMacin의 세균 내막 투과 효과를 확인하기 위해 ortho-Nitrophenyl-β-

D-galactopyranoside (ONPG) assay를 수행하였다. 사용한 균주인 E. coli ML35

는 재료 및 방법 2.5와 같은 조건으로 배양하였다. 배양한 균주를 4 ℃에

서 3,500 x g로 3분 동안 원심분리한 뒤 cell pellet을 멸균된 1X PBS 2 mL로 
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2회 washing 하고 O.D.600 값이 0.1이 될 때까지 희석하였다. 이후 희석한 

균액 10 μL에 1X PBS 79.3 μL, ONPG (30 mM) 6.7 μL를 혼합하고 PpMacin을 

최종 200 μg/mL가 되도록 첨가하여 total 100 μL로 405 nm에서 10분 간격으

로 흡광도를 측정하였다. Positive control은 Piscidin-Ⅰ을 최종 40 μg/mL로 사

용하였고, 측정된 흡광도는 negative control로 사용한 D.W.의 흡광도와의 

차로 나타내었다. 

2.8 PpMacin transcriptional expression analysis 

2.8.1 Tissue distribution of PpMacin transcripts 

Real time quantitative PCR (RT-qPCR)을 통해 PpMacin의 조직별 발현량을 

확인하였다. 3마리의 별불가사리에서 총 9개 조직 (Oral hemal ring, Tube feet, 

Coelomocyte, Pyloric stomach, Cardiac stomach, Radial nerve, Gonad, Digestive 

gland, Coelomic epithelium)을 각각 100 mg씩 채취하고 각 조직별로 

RiboEx™ (GeneAll, Seoul, Korea) 1 mL에 넣고 Homogenizer (IKA® T10 basic 

ULTRA-TURRAX, USA)로 균질화시켰다. 이어서 Hybrid-R™ kit (GeneAll, 

Seoul, Korea)를 이용하여 total RNA를 추출하였고 TOPscript™ RT DryMIX 

(Enzynomics, Daejeon, Korea)로 조직별 cDNA를 합성하여 RT-qPCR을 위한 

template로 사용하였다. Primer는 PpMacin_qRT-F7, PpMacin_qRT-R7을 사용

하였으며 대조군으로 별불가사리의 Elongation factor 1α에 대해 EF1α-qRT-F, 

EF1α-qRT-R을 사용하였다 (Table 1). PCR 조성은 TOPreal™ SYBR Green 
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qPCR PreMIX (Enzynomics, Daejeon, Korea) 10 μL, D.W. 7 μL, forward primer (10 

pmol/μL) 1 μL, reverse primer (10 pmol/μL) 1 μL, template 1 μL로 total 20 μL이

고, 증폭 및 발현량 분석에는 CFX Connect Real-Time PCR Detection System 

(BIO-RAD, CA, USA)과 Bio-Rad CFX Manager 3.1을 사용하였다. PCR 조건은 

다음과 같다. 

RT-qPCR : Initial denaturation (95 ℃, 10 min), 40 cycles in Denaturation (95 ℃, 

10 sec) - Annealing (60 ℃, 15 sec) - Elongation (72 ℃, 15 sec). 

증폭 후 comparative CT method로 별불가사리의 각 조직에서 EF1-α 대비 

PpMacin의 상대적 전사 발현 수준을 비교하였다. 조직별 PpMacin의 상대

적 발현량은 comparative CT method (2−ΔΔCT)를 이용하여 EF1-α의 발현량과 

비교 및 분석하였다. 

2.8.2 Post-immune challenge 

별불가사리의 면역에 대한 PpMacin의 역할을 조사하기 위해 별불가사

리의 인위감염을 통한 면역 유도 후 PpMacin의 발현량 변화를 조사하였

다. 별불가사리는 감염군과 비감염군으로 나누어 group당 15마리를 멸균

해수가 든 수조에 넣고 3일간 순치시켜 사용하였다. 1.5 % NaCl이 포함된 

TSB 배지 50 mL에 Vibrio anguillarum KCTC 2711를 10 μL 접종하고 25 ℃에

서 200 rpm으로 shaking 하며 18시간 동안 배양하였다. 배양한 균주를 멸

균된 1X PBS 2 mL로 2회 washing 및 O.D.600 값이 0.1이 될 때까지 희석하
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였다. 멸균된 주사기를 이용하여 감염군에는 희석한 균액 50 μL를, 비감

염군에는 멸균한 1X PBS 50 μL를 접종하였다. 접종 후 0, 4, 8, 12, 24시간이 

지난 감염군과 비감염군 별불가사리에서 Oral hemal ring, Tube feet, 

Coelomocyte, Coelomic epithelium을 채취하였다. 이후 과정은 재료 및 방법 

2.8.1의 실험과 동일하게 진행하였다.  
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Table 1. The nucleotide sequences of PpMacin primers used in this study. 
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Figure 1. The pET28a(+)-TrxA recombinant plasmid containing the 

nucleotide sequence of the mature PpMacin. The plasmid was transformed and 

expressed in E. coli BL21 (DE3). The produced PpMacin was separated from the 

recombinant protein by CNBr treatment. 
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Ⅲ. 결과 및 토론 

1. PpMacin의 후보군 선정 및 full sequence 분석 

별불가사리 전사체 데이터베이스를 기반으로 여러 생물종으로부터 보

고된 다양한 Macin family AMPs 서열과 Local BLAST한 결과, Hydra vulgaris

에서 발견된 Hydramacin-1 (NCBI accession No. B3RFR8.1)의 서열과 63.79 %

의 identity와 비교적 낮은 E value (4e-26) 값을 가지는 전사체 데이터를 확

인하여 이를 PpMacin이라 명명하였다. 또한 이 뉴클레오타이드 서열을 

ExPASy를 이용하여 번역한 뒤 SignalP-5.0를 이용해 signal peptide와 

mature peptide를 확인하였고, BioEdit Sequence Alignment Editor로 alignment 

하여 PpMacin과 Hydramacin-1 및 Neuromacin의 mature peptide간 유사도를 

확인하였다 (Fig. 2). PpMacin의 mature peptide를 ExPASy의 Compute pI/Mw

와 BACHEM의 peptide calculator를 이용하여 분자량과 net charge를 확인한 

결과, 약 7327.22 Da의 예상 분자량과 +1.65의 net charge값을 확인하였다. 

이어서 PpMacin의 AMP로서의 가능성을 확인하기 위해 CAMPR4의 AMP 

Prediction Tool을 사용한 결과, 0.79의 AMP probability를 가지는 것을 확인

하였다. 이후 PpMacin의 완전한 nucleotide sequence를 확인하기 위해 5ʹ 및 

3ʹ RACE PCR을 진행하였다. Sequencing 결과, 총 1527 bp의 nucleotide 중 

140 bp의 5ʹ untranslated region (UTR)과 264 bp의 open reading frame (ORF) 및 

1123 bp의 3ʹ UTR 로 구성되어 있는 것을 확인하였다 (Fig. 3). ORF는 
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ExPASy를 이용해 총 87개의 아미노산과 1개의 stop codon을 암호화하고 

있는 것을 확인하였고, SignalP-5.0을 이용해 24개 아미노산의 signal peptide

와 63개 아미노산의 mature peptide로 구성되어 있음을 확인하였다. cDNA 

cloning과 SignalP-5.0 결과를 토대로 별불가사리에서의 PpMacin 발현 과

정을 예상해봤을 때, PpMacin은 별불가사리의 세포질에서 번역이 시작되

어 조면소포체 막의 signal peptidase에 의해 signal peptide가 절단된 뒤 추

가적인 번역 완료 및 이황화결합이 형성된 mature peptide가 세포 외로 방

출되는 것으로 예상된다.  
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Figure 2. A multiple sequence alignment using mature peptide of PpMacin, 

Hydramacin-1, and Neuromacin. The result reveals the presence of eight conserved 

cysteine residues and several regions with shared characteristics. Identical residues 

are highlighted in dark, while similar amino acids are shaded in gray with a threshold 

for shading set at 60 %. The eight conversed cysteine residues are marked by inverted 

triangle (▼). The amino acid sequence of PpMacin shows a homology with 

Hydramacin-1 (63.79 %) and Neuromacin (50.88 %). 
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Figure 3. The full nucleotide and amino acid (AA) sequences of PpMacin. The complete nucleotide sequence of 1,527 bp 

contains 5′ UTR of 140 bp and 3′ UTR of 1,123 bp. The ORF of 87 AAs contains a signal sequence (blue) of 24 AAs and a mature 

peptide (red) of 63 AAs predicted by SignalP-5.0. The polyadenylation signal sequence is marked in underline.
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2. Multiple alignments & 3D models of Macin family AMPs with 

PpMacin 

NCBI BLAST를 이용하여 PpMacin의 mature peptide와 다른 생물종 유래 

Macin family AMPs의 mature peptide간 identity 및 E value를 비교하였다 (Fig. 

4). 비교군으로는 연체동물문에 속하는 Ruditapes philippinarum (accession No. 

APY18889.1), Sinohyriopsis cumingii (accession No. AEC50045.1), Plakobranchus 

ocellatus (accession No. GFO37943.1), 자포동물문에 속하는 Hydra vulgaris 

(accession No. B3RFR8.1), 환형동물문에 속하는 Hirudo medicinalis (accession 

No. A8V0B3.1)와 Theromyzon tessulatum (accession No. AAR12065.1) Macin의 

mature sequence를 이용하였다. Fig. 4에 표현된 것처럼, PpMacin은 연체동물, 

자포동물, 환형동물 Macin 순서로 높은 유사도를 가진 것으로 나타났다. 

아미노산 서열 구조를 정렬하여 비교한 결과, C-말단 영역은 보다 가변적

인 것에 비해 N-말단 영역은 각 서열간 비교적 높은 아미노산 보존율을 

가지고 있는 것을 확인하였다. 또한 PpMacin을 포함한 각 Macin 서열은 

서열 내 위치에 관계없이 8개의 보존된 시스테인을 가지고 있는 것으로 

나타났다. 이 서열들을 기반으로 SWISS-MODEL과 AlphaFold2를 이용하

여 3차원 입체 구조를 만들어 비교했을 때, 모든 Macin에서 2개 이상의 

α-helix와 β-sheet 및 4개 또는 5개의 이황화결합을 형성하는 것을 확인하

였다 (Fig. 5). 일반적으로 α-helix는 세균 세포막에 삽입되어 물리적으로 

파괴하거나 투과성을 변화시키는데 적합하며, 높은 유연성과 양친매성으
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로 강력한 항균 효과를 발휘한다. 한편 β-sheet는 안정성이 뛰어나며, 넓

은 표면적을 통해 세균 세포막과 결합하여 막 교란을 유도하는 것으로 

알려져 있다. PpMacin의 입체 구조를 항균 활성 측면에서 생각했을 때, 

PpMacin에서 α-helix를 형성하는 아미노산 서열 부위인 “WSRCSR”과 

“TCDDRCK” 및 β-sheet를 형성하는 “GTCVL”과 “WQCQC” 서열에 의해 

세균 세포막의 불안정화를 유도할 수 있을 것으로 생각되며, 시스테인 잔

기간 이황화결합에 의해 PpMacin의 구조적 안정성 및 항균 활성이 더욱 

증대될 것으로 생각된다. Macin family AMPs간에 가변적인 C-말단 서열을 

가짐에도 불구하고 입체구조 상에서 전체적인 core structure가 유지되는 

것으로 보아, 이 구조들이 Macin이 항균 활성을 나타내는데 주된 역할을 

하며, 시스테인 잔기간 이황화결합은 이러한 항균 활성을 최적화하는 역

할을 할 것으로 예상된다.
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Figure 4. Multiple alignments of mature peptide of PpMacin with Macin family AMPs from other animals; Ruditapes 

philippinarum (APY18889.1); Sinohyriopsis cumingii (AEC50045.1); Plakobranchus ocellatus (GFO37943.1); Hydra vulgaris 

(B3RFR8.1); Hirudo medicinalis (A8V0B3.1); Theromyzon tessulatum (AAR12065.1). Identical residues are marked in dark, 

while similar amino acids are shaded in gray, with a threshold for shading set at 70 %. The eight conversed cysteine residues are 

marked by inverted triangle (▼).
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Figure 5. The 3D models of PpMacin and other Macin family AMPs using SWISS-MODEL and AlphaFold2. The core 

structure (one antiparallel β-sheet (blue) connected to two α-helices (red) through four disulfide bonds) are conserved in all the 

Macin family AMPs; (A) PpMacin; (B) Ruditapes philippinarum (APY18889.1); (C) Sinohyriopsis cumingii (AEC50045.1); (D) 

Plakobranchus ocellatus (GFO37943.1); (E) Hydra vulgaris (B3RFR8.1); (F) Hirudo medicinalis (A8V0B3.1); (G) Theromyzon 

tessulatum (AAR12065.1). Although PpMacin’s identity to other Macin family AMPs is only 70 % at the highest, their tertiary 

structures are highly similar suggesting the structural features are important for cysteine-rich AMPs as reported in a previous study, 

PpCrAMP (Kim et al.). The cysteine connectivities and their formation may affect the antimicrobial potency of an AMP.
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3. 재조합 단백질 생산을 통한 recombinant PpMacin 생산 

Recombinant PpMacin (rPpMacin)을 생산하기 위하여 mature PpMacin의 

nucleotide sequence를 포함하는 pET-28a(+)-TrxA recombinant plasmid를 E. coli 

BL21 (DE3)에 transformation 하였다. 이후 배양 시 배지 내 IPTG의 농도 

및 배양 시간을 각기 다르게 하여 IPTG induction 한 뒤 SDS-PAGE를 통

해 TrxA-PpMacin fusion protein의 발현 여부와 발현량을 확인하였다. 확인 

결과 37 ℃, 0.1 mM IPTG 하에서 3시간 동안 배양하였을 때 fusion protein 

(TrxA-PpMacin)의 발현량이 가장 많았고, 발현된 단백질의 대부분이 

insoluble한 형태로 존재하는 것으로 확인되었다 (Fig. 6). 이러한 실험 결

과를 기반으로 하여 rPpMacin을 대량으로 생산하였고, Ni-NTA affinity 

purification 및 dialysis 후 동결건조하였다. 건조된 sample에 CNBr을 처리

하여 fusion protein으로부터 분리된 rPpMacin을 대량 생산하였다. 

대량 생산한 rPpMacin을 HPLC를 통해 1차 정제한 결과, 26.5 - 27.6 % 및 

29.2 - 31.0 % acetonitrile 농도에서 특징적인 두 fraction이 용출되었고, 이를 

각각 rPpMacin-1과 rPpMacin-3으로 명명하였다 (Fig. 7). 이어서 두 fraction

을 분리하기 위하여 2차 정제하였으며, rPpMacin-1과 rPpMacin-3은 다시 3

개의 fraction으로 각각 분리되었다. 이들 6개의 fraction들은 rPpMacin 1-1, 

1-2, 1-3과 rPpMacin 3-1, 3-2, 3-3으로 명명하였다. Sample간 용출된 

acetonitrile %는 각각 1-1 [26.2-26.8 %], 1-2 [26.8-27.1 %], 1-3 [27.1-27.4 %], 3-1 
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[29.1-29.5 %], 3-2 [29.5-29.7 %], 3-3 [29.7-29.9 %]로 측정되었다. rPpMacin 1-1, 

1-2, 1-3과 rPpMacin 3-1, 3-2, 3-3의 용출된 retention time이 다른 것으로 미루

어 보아, 아마도 분자내에 생성되는 이황화결합의 연결 패턴이 각각 서로 

다를 것으로 예상된다. 용출된 각 fraction 양의 절반에 해당하는 용량을 

이용해 B. subtilis에 대한 항균 활성을 측정한 결과 모든 sample에서 항균 

활성이 관찰되었고, sample간 clear zone 직경은 각각 1-1 [4.13 mm], 1-2 [3.55 

mm], 1-3 [3.30 mm], 3-1 [4.53 mm] 3-2 [5.08 mm], 3-3 [4.84 mm]로 측정되었다 

(Fig. 8 and 9). Sample 중 항균 활성이 가장 큰 3-2 fraction은 30 % acetonitrile 

농도에서 isocratic으로 최종 정제하였다 (Fig. 10). 이후 정제한 총 6개 

sample의 분자량을 측정하였다. 각 sample에 대한 분자량은 1-1 [7406.7432 

Da], 1-2 [7318.7775 Da], 1-3 [7346.3746 Da], 3-1 [7318.4345 Da], 3-2 [7346.3948 

Da], 3-3 [7346.7953 Da]으로 분석되었다 (Fig. 11). 

ExPASy를 통해 예측한 PpMacin의 예상 분자량은 이황화결합이 형성되

지 않은 경우 7327.22 Da이고, 4개의 이황화결합이 형성된 경우 7319.22 Da

이다. 이 분자량을 토대로 위에서 설명한 6종류의 측정된 분자량 값을 사

용하여 각 sample의 이황화결합 여부를 예측해 보았다. 1-1의 분자량은 

7406.7432 Da으로 분석되었기 때문에 1-1은 이황화결합이 3개 형성되어 

있고 2Na+와 K+가 결합된 형태의 분자량으로 예상된다. 1-2의 분자량은 

7318.7775 Da으로 분석되었고, 3-1의 분자량은 7318.4345 Da으로 분석되었

기 때문에, 1-2과 3-1은 4개의 이황화결합이 모두 형성된 형태를 취하고 
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있을 것으로 예상된다. 나머지 1-3, 3-2, 3-3은 모두 약 7346 Da의 분자량으

로 측정되었고, 이는 이황화결합이 2개 형성되어 있고 Na+이 결합된 형태

를 취하고 있을 것으로 예상된다 (Table 2). 여섯 sample 중 이황화결합이 

일부 부족한 3-2 fraction에서 가장 큰 항균 활성을 보인 이유를 예측해 보

았다. Cysteine-rich AMPs에서 주로 형성되는 이황화결합은 공유결합에 해

당된다. 이러한 공유결합은 수소결합이나 반데르발스 결합과 같은 비공유 

결합에 비해 더 강력하며, 단백질이나 펩타이드가 더욱 견고한 입체 구조

를 형성할 수 있도록 한다. 하지만 이황화결합이 많을수록 구조적 안정성

이 증가하는 동시에 구조적 유연성은 상대적으로 감소하게 될 것이다. 다

른 sample에 비해 이황화결합이 적게 형성된 3-2의 경우 비교적 열린 구

조를 형성할 수 있고, 이에 따라 입체 구조 내 α-helix 및 β-sheet가 세균 

세포막과 더 쉽게 상호작용할 가능성이 있을 것으로 예상된다.  

구조적 안정성에 따른 항균 활성의 변화를 알아보기 위해 rPpMacin을 

정제하여 얻은 6개의 분획 중 항균활성이 가장 높은 3-2 fraction을 제외한 

나머지 분획으로 refolding 과정을 진행하였다. Refolding 과정을 진행할 시 

refolding buffer 내의 산화제와 환원제에 의해 sample에 존재하는 화학적 

결합의 절단과 형성이 반복되는데, 이 때 sample이 반응 전과 비교하여 

더 안정한 입체구조를 가지도록 결합에 따른 형태 변화가 일어나는 것으

로 생각된다. Refolding한 sample을 HPLC로 정제한 뒤 B. subtilis에 대한 항

균활성을 측정한 결과, 약 7.61 mm의 clear zone을 형성하였다 (Fig. 12). 이
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는 6개의 sample 중 항균 활성이 가장 높았던 3-2 fraction의 clear zone이 

5.08 mm였던 것과 비교하여 약 50 % 증가한 수치이다. 또한 refolding한 

sample을 LC-MS를 이용하여 분자량을 측정한 결과 7318.2608 Da으로 분

석되었는데, 이는 4개의 이황화결합이 모두 형성된 rPpMacin의 예상 분자

량과 일치한다 (Fig. 13). 이와 유사하게 7318.4345 Da으로 측정된 3-1의 경

우 B. subtilis에 대해 4.53 mm의 clear zone을 형성하였으나, refolding 후 7.61 

mm로 항균 활성이 약 68 % 증가하였다. 이는 3-1과 refolded form 모두 분

자내에 4개의 이황화결합이 형성되어 있을 것으로 예상되지만, 그 결합 

패턴이 서로 달라 두 분자의 3차원 입체 구조 및 항균 활성이 다르다는 

것을 의미한다. 

각 물질별로 항균 활성이 차이나는 이유를 단백질의 folding 과정에 따

라 생각해보았다. 3-1은 분자량 값에 의하면 이황화결합이 4개인 것으로 

예측되지만 이황화결합이 2개라고 예측되는 3-2보다 항균 활성이 약하다. 

일반적으로 이황화결합을 지니고 있는 단백질의 경우 완전한 folding form

을 형성하는 과정에서 중요한 중간 단계인 “molten globule”이라는 형태가 

존재한다. 이 molten globule 뿐만 아니라 이전 단계에 해당되는 물질들은 

올바른 folding 형태를 지니고 있지 않다. 한편, 이 molten globule 상태를 

거친 후 나타나는 형태가 native form이라고 알려져 있으며, 이 형태가 최

대 활성을 나타내는 correct form에 해당된다고 볼 수 있다 [35]. 따라서 3-

1이 3-2보다 항균 활성이 약하게 측정된 이유로, 3-2는 molten globule에 해
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당되는 반면 3-1은 molten globule 전 상태인 misfolded form에 해당되기 때

문인 것으로 생각된다. 또한 활성이 낮은 물질들을 모아 refolding하여 새

로이 형성된 refolded form이 상대적으로 현저하게 높은 활성을 나타낸 이

유도 refolded form의 이황화결합이 올바르게 형성된 native form에 해당되

기 때문인 것으로 생각할 수 있다. 이러한 결과를 종합했을 때, 3-2를 제

외한 나머지 물질은 misfolded form, 3-2는 molten globule, refolding 과정을 

거쳐 형성된 물질은 native form을 취하고 있을 것으로 예상된다 (Fig. 14).  
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Figure 6. The recombinant protein TrxA-PpMacin was subjected to various 

induction conditions and analyzed using SDS-PAGE. (A) Six different induction 

conditions were tested, with a focus on two protein forms: soluble and insoluble. The 

optimal condition was determined to be the induction with 0.1 mM IPTG at 37°C for 

3 hours. (B) The eluted and dialyzed TrxA-PpMacin fusion protein, highlighted by 

red arrows, had an approximate molecular weight of 18 kDa.  
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Figure 7. Cleavage and purification of the CNBr treated recombinant fusion 

protein (TrxA-PpMacin). Elution was performed with a linear gradient of 5 to 65 % 

acetonitrile in 0.1 % TFA for 60 min at a flow rate of 1 mL/min. The protein was put 

through a reversed-phase column, Capcell-Pak C18. Recombinant PpMacin-1 

(rPpMacin-1) and rPpMacin-3 are indicated with double arrows. Subsequently, these 

two fractions were further separated into three distinct peaks respectively.
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Figure 8. Purification of rPpMacin-1 and its antibacterial activity against B. 

subtilis KCTC1022. Elution was performed with a linear gradient of 25 to 35 % 

acetonitrile in 0.1 % TFA for 30 min at a flow rate of 1 mL/min. The protein was put 

through a reversed-phase column, Capcell-Pak C18. The peaks are marked in arrows. 

The fraction marked as ‘1-1’ was eluted between 26.2 and 26.8 % acetonitrile, the 

fraction marked as ‘1-2’ was eluted between 26.8 and 27.1% acetonitrile, and the 

fraction marked as ‘1-3’ was eluted between 27.1 and 27.4 % acetonitrile. These 

fractions showed antibacterial activity against B. subtilis KCTC1022.
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Figure 9. Purification of rPpMacin-3 and its antibacterial activity against B. 

subtilis KCTC1022. Elution was performed with a linear gradient of 28 to 38 % 

acetonitrile in 0.1 % TFA for 30 min at a flow rate of 1 mL/min. The protein was put 

through a reversed-phase column, Capcell-Pak C18. The peaks are marked in arrows. 

The fraction marked as ‘3-1’ was eluted between 29.1 and 29.5 % acetonitrile, the 

fraction marked as ‘3-2’ was eluted between 29.5 and 29.7 % acetonitrile, and the 

fraction marked as ‘3-3’ was eluted between 29.7 and 29.9 % acetonitrile. These 

fractions showed antibacterial activity against B. subtilis KCTC1022 and the 3-2 

fraction which showed the highest antibacterial activity was used for final purification.
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Figure 10. Final purification of 3-2 fraction of rPpMacin. Elution was 

performed with isocratic condition of 30 % acetonitrile in 0.1 % TFA for 45 min at a 

flow rate of 0.5 mL/min. The protein was put through a reversed-phase column, 

Capcell-Pak C18. The fraction marked in an arrow was eluted between 21.9 and 24.3 

minutes. 
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Figure 11. The molecular weights of purified rPpMacin-1 and rPpMacin-3. 

The molecular weight of purified rPpMacin was determined using a Q-TOF LC-MS 

Spectrometer. (A) rPpMacin (1-1); 7406.7432 Da. (B) rPpMacin (1-2); 7318.7775 

Da. (C) rPpMacin (1-3); 7346.3746 Da. (D) rPpMacin (3-1); 7318.4345 Da. (E) 

rPpMacin (3-2); 7346.3948 Da. (F) rPpMacin (3-3); 7346.7953 Da.



- 50 - 

 

 

 

 

Table 2. The molecular weight, predicted S-S bonds and adduct type of 

rPpMacin. 
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Figure 12. Purification of refolded rPpMacin and its antibacterial activity 

against B. subtilis KCTC1022. Elution was performed with a linear gradient of 20 

to 45 % acetonitrile in 0.1 % TFA for 25 min at a flow rate of 1 mL/min. The protein 

was put through a reversed-phase column, Capcell-Pak C18. The fraction marked in 

an arrow was eluted between 29.1 and 30.0 % acetonitrile. The fraction showed an 

increase in antibacterial activity of about 57 % against B. subtilis KCTC1022 

compared to before refolding.
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Figure 13. The molecular weight of refolded rPpMacin. The molecular weight 

of refolded rPpMacin was determined using a Q-TOF LC-MS Spectrometer. The 

result is consistent with the theoretical value assuming that all four disulfide bonds 

were formed.
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Figure 14. The prediction of the folding state of rPpMacin according to the 

protein folding funnel. The folding funnel illustrates the thermodynamic principles 

of protein folding. At the top of the funnel lie all the possible denatured (unfolded or 

misfolded) conformations of rPpMacin, characterized by maximum conformational 

entropy. The molten globule state (rPpMacin 3-2) is clearly different both from the 

native and the denatured state, demonstrating for the existence of an intermediate 

state. The native structure (refolded rPpMacin) is predicted to be the most 

thermodynamically stable structure.
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4. rPpMacin의 항균 활성 및 시스테인 연결에 따른 활성 변화 

rPpMacin 분자내 이황화결합의 유무에 따른 항균 활성의 차이를 

비교하기 위해 rPpMacin을 정제하여 얻은 6개의 분획 중 항균활성이 

가장 높은 3-2 fraction을 제외한 나머지 분획으로 reduction 과정을 

진행하였다. 환원제인 DTT를 처리하면 분자 내부에 존재하는 

이황화결합이 환원되어 linear한 형태로 변하게 될 것으로 예상된다. 

반응이 끝난 rPpMacin을 HPLC로 정제한 뒤 B. subtilis에 대한 항균활성을 

측정한 결과 항균활성이 관찰되지 않았다 (Fig. 15). 이는 rPpMacin 분자 

내 이황화결합의 절단에 의해 AMPs가 항균 활성을 나타내는데 중요한 

요인이 되는 3차원적 구조가 파괴됨으로써 나타난 결과로 생각되어진다. 

또한 환원된 rPpMacin을 Q-TOF LC-MS를 이용하여 분자량을 분석하였다 

(Fig. 16). 분석된 분자량은 7326.4730 Da이며, 이는 분자내에 이황화결합이 

형성되지 않은 rPpMacin의 이론적 분자량과 일치한다. 환원된 형태의 

rPpMacin은 refolded form과 비교하여 약 3 % 정도 높은 acetonitrile 

농도에서 용출되었는데, 그 이유는 rPpMacin이 환원 후 3차원적 입체 

구조에서 선형 구조로 변하면서 구조 내부에 존재하던 소수성 부위가 

밖으로 노출되어 소수성 column인 C18 column과 더 강한 interaction이 

일어나게 된 결과로 생각되어진다. 
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rPpMacin 분자내 이황화결합의 유무 및 형태에 따른 항균 활성의 

차이를 비교하기 위해 4종의 그람 양성균과 4종의 그람 음성균 및 1종의 

진균을 이용하여 rPpMacin의 항균 활성을 측정하였다. 양성 대조군 

(Positive control)은 Piscidin-Ⅰ (1 mg/mL) 3 μL, 음성 대조군 (Negative 

control)은 15 % acetonitrile 5 μL를 사용하였고, 실험군으로 refolded, 3-2 

fraction 및 reduced rPpMacin sample 각각 100 μg을 15 % acetonitrile 5 μL에 

녹여서 사용하였다. 

rPpMacin의 항균 활성으로 나타난 clear zone을 측정한 결과 refolded, 3-2 

fraction, reduced 순서로 각각 그람 양성 균주의 경우 S. aureus KCTC1621 

[8.73 mm, 6.84 mm, 2.74 mm], B. subtilis KCTC1022 [6.84 mm, 5.70 mm, 2.58 mm], 

L. garvieae ATCC49156 [3.89 mm, 2.91 mm, 2.63 mm] 및 M. luteus KCTC1071 

[3.18 mm, 2.84 mm, 2.63 mm]에서 항균 활성을 나타냈다. 그람 음성 균주의 

경우, S. flexneri KCTC2517 [7.85 mm, 7.81 mm, 2.70 mm], E. coli ML35 [7.71 mm, 

5.41 mm, 2.43 mm], E. tarda NUF251 [7.04 mm, 6.26 mm, 2.53 mm], S. enterica 

ATCC13311 [4.52 mm, 3.70 mm, 2.71 mm]에서 항균 활성을 나타냈다. 진균의 

경우, C. albicans KCTC7965 [8.41 mm, 6.99 mm, 2.58 mm]에서 항균 활성을 

나타냈다 (Table. 3A and 3B). 각 결과를 종합해 보았을 때, 모든 균주에서 

refolded rPpMacin이 rPpMacin (3-2) 보다 항균 활성이 크게 측정되었으며, 

이황화결합을 제거한 reduced rPpMacin에서는 모든 균주에서 항균 활성이 

측정되지 않았다 (Fig. 17). 결과 및 토론의 3과 4의 결과를 종합해보면, 
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rPpMacin이 항균 활성을 나타내기 위해서는 분자 내에 이황화결합이 

필수적으로 형성되어야 하고, 그 개수 및 결합 방식 (misfolded form/molten 

globule/native form)에 따라 서로 다른 항균 활성을 가질 수 있다.  

Macin과 유사하게 이황화결합의 유무와 결합 패턴에 따라 항균 활성이 

달라지는 다른 물질로는, 본 연구실에서 동정하고 그 특성을 밝힌 

AMP인 PpCrAMP가 있다. 이는 별불가사리로부터 발견된 cysteine-rich 

AMP로서, 분자 내에 4개의 시스테인 잔기를 가져 총 2개의 

이황화결합을 형성할 수 있다. 또한 분자 내 이황화결합의 패턴에 따라 

총 3종류의 PpCrAMP가 존재할 수 있으며, 여러 균주에 대한 3가지 

PpCrAMP의 항균 활성이 서로 다르게 측정되었다. S. aureus에 대한 항균 

활성을 측정했을 때, PpCrAMP-1 (C1-C2, C3-C4)과 PpCrAMP-3 (C1-C4, C2-

C3)보다 native와 같은 이황화결합 패턴을 가지는 PpCrAMP-2 (C1-C3, C2-

C4)의 항균 활성이 가장 컸고, 이황화결합을 모두 환원시킨 형태인 

PpCrAMPred.의 항균 활성이 가장 작았다 (PpCrAMP-2 > PpCrAMP-1 > 

PpCrAMP-3 > PpCrAMPred.) (Fig. 18A) [26]. 다음은 이러한 실험 결과를 

PpMacin에 대입하여 생각해보았다. PpMacin 분자 내 총 8개의 시스테인 

잔기가 형성할 수 있는 이황화결합의 모든 경우의 수는 이황화결합이 

없는 경우를 포함하여 총 764개로 계산되었다. 그 중 결합이 4개 모두 

형성된 경우의 수는 105개이며, 결과 및 토론 3과 Fig. 14에 나타낸 

것처럼 refolded form이 native structure로 예상되면서 이 105개의 입체 구조 
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중 하나에 해당할 것으로 생각된다. Macin family에 해당하는 AMPs 중, 

히드라에서 유래한 Hydramacin-1과 거머리에서 유래한 Neuromacin의 

이황화결합은 C1-C6, C2-C5, C3-C7, C4-C8의 결합 패턴을 가지는 것으로 

보고되었다 [36]. PpMacin의 여러 형태 중 refolded form의 항균 활성이 

가장 컸기 때문에, 이러한 refolded form을 PpMacin의 native form으로 

생각하면 refolded form 또한 Hydramacin-1 및 Neuromacin과 같이 C1-C6, C2-

C5, C3-C7, C4-C8의 결합 패턴을 가질 것으로 예상된다. 한편 결합이 2개 

형성된 경우의 수는 총 210개로, molten globule 중 하나로 예상되며 

동시에 refolded form 다음으로 큰 항균 활성을 나타낸 3-2가 이러한 

210개의 입체 구조 중 하나에 해당할 것으로 생각된다. 그리고 refolded 

form과 3-2를 제외한 나머지 형태들 (rPpMacin 1-1, 1-2, 1-3, 3-1, 3-3)은 낮은 

항균 활성을 나타냈으며 모두 misfolded form 취하고 있을 것으로 

생각된다. 그리고 항균 활성이 나타나지 않은 reduced form의 경우 

unfolded form을 취하고 있을 것으로 생각된다 (Fig. 3A and 3B) (Fig. 17 and 

18B). 그러나 이러한 PpMacin의 이황화결합 패턴은 어디까지나 LC-MS로 

분석한 분자량을 토대로 한 예상 결과에 해당하며, 추후 NMR 또는 X-

ray crystallography 등의 추가실험을 통해 정확한 이황화결합 패턴을 

분석해야 할 것으로 생각된다. 

재조합 발현 후 초기 단계에서 정제한 3-2 fraction과 refolded form 및 

reduced form rPpMacin의 화학적 성질을 비교하기 위해 세 종류의 
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sample을 함께 역상 HPLC로 정제하여 retention time (RT)을 비교하였다. 

정제 조건으로 Capcell-Pak C18 (5 μm, 4.6 x 250 mm, Shiseido Co., Tokyo, Japan) 

column을 이용하여 28 → 38 % acetonitrile 농도로 30분 동안 1 mL/min 

유속으로 흘려 정제하였다. 정제 결과 refolded form은 약 10.5 min, 3-2 

fraction은 약 11.4 min, reduced form은 약 24.6 min에서 용출되었다 (Fig. 19). 

특히, refolded form rPpMacin의 경우 입체 구조를 AlphaFold2로 예측해 

보았을 때, Fig. 20에 나타낸 것처럼 (+) charge 및 (-) charge를 띠는 

아미노산 잔기는 외부로 노출되어 있는 반면, 소수성을 띠는 아미노산 

잔기는 내부에 존재하여 hydrophilic한 효과가 증대되고, 이에 따라 

hydrophobic한 column인 C18 column과 약한 interaction을 하는 refolded 

form이 3-2 및 reduced form 보다도 retention time이 더 짧았을 것으로 

예상된다. 또한 refolded form의 경우 3-2나 reduced form 보다 많은 

이황화결합을 가지고 있어 비교적 compact한 구조를 취하고 있고, reduced 

form의 경우 이황화결합이 없어 linear한 구조를 취하고 있을 가능성이 

높다. 구형을 띠고 있는 물질일수록 선형을 띠는 물질보다 더 빨리 

용출될 수 있기 때문에, 이러한 구조적 특성 또한 세 가지 형태의 

rPpMacin이 서로 다른 retention time을 가지는 이유 중 하나로 생각할 수 

있다 (Fig. 14). 

PpMacin이 세포막과 상호작용하는 메커니즘을 Hydra에서 유래한 

Hydramacin-1과 관련하여 예측해보았다. Hydramacin-1의 입체 구조를 
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살펴보면, 중앙의 (+) charged 아미노산 (Lys, Arg)에 의한 양전하성 벨트 

(belt)를 기준으로 양쪽에 소수성 아미노산이 커다란 반구 (hemisphere) 

형태를 취하고 있는 구조를 가진다. Hydramacin-1은 이러한 양전하성 

벨트를 이용하여 인지질 이중층 바깥면에서 Phosphatidylglycerol (PG)과 

같은 음전하를 띠는 인지질과 먼저 상호작용하고, 이어서 반구 형태의 

소수성 아미노산 영역을 이용하여 인지질의 탄소 사슬 내로 파묻혀 

들어가 단단히 고정된다. 그리고 인접한 또다른 세포막과도 위와 동일한 

방법으로 고정되면, 최종적으로 세포막과 세포막 사이에 끼어 있는 

샌드위치 구조를 취할 수 있다. 이 메커니즘으로 Hydramacin-1은 세포와 

세포를 연결 및 응집시킬 수 있고, 막을 불안정하게 하여 세포를 파괴할 

수 있다 [20]. 또다른 특징으로 Hydramacin-1은 서열 내에 5개의 

트립토판을 가지고 있는데, 이러한 트립토판은 AMPs가 항균 활성을 

나타내는데 매우 중요하며, AMPs가 세포막과 결합 및 삽입되도록 돕는 

기능을 한다고 보고되어 있다 [37]. 

AlphaFold2로 예측한 refolded rPpMacin과 Hydramacin-1의 구조를 서로 

비교해보면, PpMacin은 Hydramacin-1과 유사하게 중앙에 양전하성 

아미노산으로 이루어진 벨트를 가지며 이 벨트 양쪽으로 커다란 소수성 

아미노산 영역이 존재하고 있다. 그리고 Hydramacin-1이 5개의 

트립토판을 가지는 것과 유사하게 PpMacin 또한 서열 내에 총 6개의 

트립토판을 가지고 있다 (Fig. 21). 기존에 보고된 Hydramacin-1의 항균 
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활성 메커니즘으로 미루어 볼 때, PpMacin은 Hydramacin-1과 유사하게 한 

세포막과 다른 세포막 사이에 끼어들어가 세포들을 응집시키는 형태로 

항균 활성을 나타낼 수 있을 것으로 예상되지만, 정확한 항균 활성 

메커니즘을 알기 위해서는 추가적인 실험이 더 필요할 것으로 생각된다.
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Figure 15. Purification of reduced rPpMacin and its antibacterial activity 

against B. subtilis KCTC1022. Elution was performed with a linear gradient of 25 

to 40 % acetonitrile in 0.1 % TFA for 15 min and after linear gradient, elution was 

performed with condition of 40 % acetonitrile in 0.1 % TFA for 10 min at a flow rate 

of 1 mL/min. The protein was put through a reversed-phase column, Capcell-Pak C18. 

The fraction marked in an arrow was eluted between 32.2 and 32.6 % acetonitrile. 

The fraction showed no antibacterial activity against B. subtilis KCTC1022.
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Figure 16. The molecular weight of reduced rPpMacin. The molecular weight 

of reduced rPpMacin was determined using a Q-TOF LC-MS Spectrometer. The 

result is consistent with the theoretical value assuming that no disulfide bond was 

formed.
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Table 3A. The antimicrobial activity of three types of disulfide bonds in 

rPpMacin against eight bacteria and one fungus. 
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Table 3B. The antimicrobial activity of three forms of rPpMacin against eight bacteria and one fungus. 
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Figure 17. Comparison of antimicrobial activity between refolded, 3-2 and 

reduced rPpMacin against eight bacteria and one fungus. The three forms of 

rPpMacin showed varying levels of antimicrobial activities. The refolded form with 

four disulfide bridges had the highest activity, while fraction 3-2 with two disulfide 

bridges exhibited broad-spectrum but slightly lower potency. The reduced form, 

lacking disulfide bonds, showed no antimicrobial activity. The antimicrobial activity 

is shown in units (Unit = (diameter of clear zone – diameter of well) * 10).
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Figure 18. Antimicrobial activity of PpCrAMP and rPpMacin according to cysteine connectivity. (A) The antimicrobial 

potency of PpCrAMP against S. aureus influenced by cysteine connectivity. The native form with the greatest antibacterial activity 

is PpCrAMP-2. (B) The various types of rPpMacin and their antimicrobial activity. The refolded form with the greatest antibacterial 

activity is predicted to be the native form of rPpMacin, and the cysteine connectivity predicted using Alphafold2 is indicated by a 

red box.
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Figure 19. Comparison of retention times between refolded, 3-2 and reduced 

rPpMacin. Elution was performed with a linear gradient of 28 to 38 % acetonitrile 

in 0.1 % TFA for 30 min at a flow rate of 1 mL/min. The protein was put through a 

reversed-phase column, Capcell-Pak C18. The fractions were marked in arrows. The 

refolded, 3-2, and reduced forms of rPpMacin have four, two, and zero disulfide 

bonds, respectively.
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Figure 20. The predicted three-dimensional representative of refolded 

rPpMacin highlighting charged and hydrophobic amino acids. The positive 

charged amino acids (Lys, Arg) are marked in blue, negatively charged amino acids 

(Asp, Glu) in red, and hydrophobic amino acids in khaki. In this structure, charged 

amino acids are located on the outer surface, while hydrophobic amino acids are 

located on the inner surface.



- 69 - 

 

 

Figure 21. Comparison of structural similarity between Hydramacin-1 (HM) and PpMacin (PM). (A-B) The molecular 

surface properties of HM and PM. The positive charged amino acids are marked in blue and hydrophobic amino acids in yellow. 

In both structures, a positively charged belt consisting of Lys and Arg divides the molecular surface into two large hydrophobic 

hemispheres. (C-D) The ribbon representations of HM and PM. The tryptophan residues are marked in gray. HM contains five 

tryptophan residues, whereas PM contains six.
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5. PpMacin’s mode of action 

5.1 Chromogenic plate assay 

E. coli ML35에 대한 rPpMacin의 항균 활성 메커니즘을 알아보기 위해 

Chromogenic plate assay를 진행하였다. β-Galactosidase를 발현하는 균주인 E. 

coli ML35를 IPTG와 X-gal을 첨가한 배지에서 키운 뒤 bacteriolytic한 

활성을 띠는 물질을 처리하게 되면, 세균의 세포막이 파괴되어 세포 내에 

있는 β-galactosidase가 세포 외로 유출된다. 유출된 β-galactosidase는 배지 

내에 존재하는 X-gal을 절단하여 푸른 색의 고리 (blue halo)를 형성하게 

한다. 반면에 bacteriostatic한 활성을 띠거나 항균 활성이 없는 물질은 막 

파괴에 의한 β-galactosidase의 유출이 불가능해 X-gal의 절단이 일어나지 

않고, 따라서 blue halo를 형성하지 않는다. 실험 결과 bacteriolytic한 

활성에 대해 양성 대조군으로 사용한 Piscidin-Ⅰ (5 μg)과 Kanamycin (2 

μg)에서는 clear zone의 외곽을 따라 blue halo가 생성되었다. 음성 

대조군으로 사용한 Chloramphenicol (1 μg)에서는 clear zone은 형성되었으나 

blue halo는 관찰되지 않았다. 항균 활성에 대한 음성 대조군인 

D.W.에서는 clear zone과 blue halo 모두 관찰되지 않았다. 실험군으로 

사용한 refolded rPpMacin (rPpMacin-F) (100 μg)에서는 Piscidin-Ⅰ과 

kanamycin에 비해 비교적 연한 색을 보이는 blue halo가 관찰되었다 (Fig. 

22). 결과를 종합하면, Piscidin-Ⅰ과 kanamycin은 bacteriolytic한 활성을 가져 
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막을 직접 파괴하기 때문에 blue halo를 가진 clear zone이 형성되었고, 

chloramphenicol은 bacteriostatic한 활성으로 세균의 생장은 저해하지만 

막을 파괴할 수 없어 blue halo가 없는 clear zone을 형성한다. 한편, 

rPpMacin은 Piscidin-Ⅰ과 kanamycin에 비해 연한 blue halo를 형성하는 것을 

보아 Piscidin-Ⅰ이나 kanamycin과 비교해 그 세기는 약하지만 두 물질과 

마찬가지로 세균의 세포막을 직접 파괴하여 생장을 억제하는 

bacteriolytic한 활성을 가지는 것으로 생각된다. 

5.2 N-Phenyl-1-naphthylamine (NPN) uptake assay 

E. coli ML35에 대한 rPpMacin의 외막 투과 효과를 확인하기 위해 NPN 

uptake assay를 진행하였다. 양성 대조군으로 사용한 Piscidin-Ⅰ (1 mg/mL) 40 

μg의 경우 최대 6000 정도의 intensity를 보인 후 시간이 지남에 따라 

점차 감소하는 형태를 확인하였고, 음성 대조군으로 사용한 D.W.의 경우 

약 1130 정도의 최대 intensity를 보인 후 점차 감소하였다. 마지막으로, 

실험군으로 사용한 rPpMacin은 Piscidin-Ⅰ의 5배인 200 μg을 사용하였으며, 

D.W.와 유사하게 약 1100의 최대 intensity를 보인 후 점차 감소하였다 

(Fig. 23). 이 결과로부터, rPpMacin에 의한 외막 투과 효과는 실험에 

사용한 200 μg/mL 농도에서는 나타나지 않은 것으로 확인된다. 

5.3 ortho-Nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (ONPG) assay 
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E. coli ML35에 대한 rPpMacin의 내막 투과 효과를 확인하기 위해 

ONPG uptake assay를 진행하였다. 최종 결과값은 각 시간별로 측정한 405 

nm의 흡광도와 sample을 넣지 않았을 때의 흡광도와의 차로 표현하였다. 

결과를 보았을 때, 양성 대조군으로 사용한 Piscidin-Ⅰ (1 mg/mL) 4 μg의 

경우 50분에서 최대 흡광도를 보인 후 120분까지 점차 감소하는 형태를 

확인하였고, 음성 대조군으로 사용한 D.W.의 경우 120분까지 intensity가 

점차 증가하는 형태를 확인하였다 마지막으로, 실험군인 rPpMacin은 

Piscidin-Ⅰ의 5배인 20 μg을 사용하였으며, D.W.와 유사하게 120분에서 약 

0.38의 최대 intensity를 보인 후 점차 감소하였다 (Fig. 24). 이 결과로부터, 

rPpMacin에 의한 내막 투과 효과는 실험에 사용한 200 μg/mL 농도에서는 

나타나지 않은 것으로 확인된다. 

결과 및 토론 5.2를 보았을 때, refolded rPpMacin과 세균 외막 사이에 

상호작용이 나타나지 않은 이유는 sample을 유효 농도까지 사용하지 

않았기 때문으로 생각된다. 5.1에서 양성 대조군으로 사용한 Piscidin-I의 

경우 5 μg을 사용하였고, 5.2에서는 40 μg을 사용하여 그 사용량에서 8배 

정도의 차이를 보였다. 그러나 refolded rPpMacin의 경우 5.1에서 100 μg을 

사용하였으나 5.2에서는 200 μg을 사용하여 그 사용량에서 2배의 

차이밖에 나지 않았다. 따라서 refolded rPpMacin이 세균 외막과 

상호작용하기에는 너무 적은 양이 사용되어 결과값이 D.W.의 경우와 

유사하게 나타난 것으로 생각된다. 마찬가지로, 5.1에서는 refolded 
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rPpMacin을 100 μg 사용한 것에 비해 5.3에서는 20 μg을 사용하여 내막과 

상호작용하기에는 너무 적은 양을 사용한 것으로 생각된다.
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Figure 22. The chromogenic plate assay for discriminating bacteriolytic 

activity from bacteriostatic activity. Piscidin-Ⅰ (5 μg) and Kanamycin (2 μg) which 

show a blue halo indicate bacteriolytic activity, while Chloramphenicol (1 μg) 

indicates bacteriostatic activity. It was revealed that the refolded form of rPpMacin 

(rPpMacin-F) (100 μg) also exhibits bacteriolytic activity.
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Figure 23. Fluorescence by NPN uptake assay. E. coli ML35 was used for 

confirming the outer membrane permeability of refolded rPpMacin. Piscidin-Ⅰ and 

D.W. was used for positive and negative control, respectively. The Piscidin-Ⅰ and 

refolded rPpMacin were used to 40 μg/mL and 200 μg/mL of final concentration, 

respectively.
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Figure 24. Fluorescence by ONPG assay. E. coli ML35 was used for confirming 

the inner membrane permeability of refolded rPpMacin. Piscidin-Ⅰ and D.W. was 

used for positive and negative control, respectively. The Piscidin-Ⅰ and refolded 

rPpMacin were used to 40 μg/mL and 200 μg/mL of final concentration, respectively.
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6. PpMacin의 발현량 비교 

6.1 별불가사리 조직별 PpMacin 전사체 발현량 비교 

별불가사리에서 조직별 PpMacin 전사체의 발현량을 비교하기 위해 

별불가사리의 9개 조직 (Oral hemal ring, Tube feet, Coelomocyte, Pyloric 

stomach, Cardiac stomach, Radial nerve, Gonad, Digestive gland, Coelomic 

epithelium)에서 total RNA를 추출하고 cDNA를 합성하여 RT-qPCR을 

진행하였다. Relative fold expression (PpMacin/EF1α) 값을 보았을 때, 

coelomocyte에서 약 0.48로 가장 높은 발현량을 확인하였고, coelomic 

epithelium에서 약 0.34로 두 번째로 높은 발현량이 확인되었다 (Fig. 25). 

그 외 조직에서는 유의미한 발현량 차이를 확인할 수 없었다. 이에 대한 

이유를 생각해 보았을 때, 별불가사리의 서식지인 바다는 다양한 

미생물이 다량 존재하고 있는 환경이며 별불가사리는 이러한 바닷물을 

체강 (coelom) 내로 계속해서 유입 및 방출시키는 형태로 생활한다. 

따라서 여러 미생물과 가장 먼저 접할 수 있는 조직에서 AMPs인 

PpMacin의 발현이 가장 높을 것으로 예상된다. Coelomocyte는 

별불가사리의 체강액 (coelomic fluid)에 존재하는 면역 세포로, 별불가사리 

체내에서 세균, 진균, 바이러스 등 외부 병원체와 가장 먼저 접하는 

조직이기 때문에 이에 대한 면역 반응 또한 여러 조직 중 가장 신속하게 

일어나야 한다 [38]. 따라서 coelomocyte는 다른 조직과 비교해 보다 많은 
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AMPs 생산을 통해 병원체의 성장을 억제시키는 것으로 생각할 수 있다. 

PpMacin과 유사한 조직 발현 패턴을 가진 Macin family AMPs 중에는 

연체동물인 Hyriopsis cumingii의 Theromacin과 Haliotis discus hannai의 

HdMac가 있는데, 이 두 가지 Macin은 각 생물의 hemocyte에서 발현량이 

가장 높은 것으로 나타났다 [22, 39]. Hemocyte는 별불가사리의 

coelomocyte와 유사한 조직이며 coelomocyte와 마찬가지로 면역계에서 1차 

방어선 역할을 하기 때문에 PpMacin과 동일하게 Macin이 매우 높게 

발현되는 것으로 생각된다. 두 번째로 PpMacin의 발현이 높았던 coelomic 

epithelium은 체강을 둘러싸는 조직으로, 체강액과 외부 환경 사이의 물질 

교환 및 면역 장벽 역할을 하여 병원체의 침투를 막거나 면역 반응을 

조절하는 분자의 생산에 관여한다 [38]. Coelomic epithelium은 새로운 

coelomocyte의 생산 및 면역 관련 분자의 공급원 역할을 하는 만큼, 

coelomocyte와 유사하게 높은 PpMacin의 발현이 관찰되는 것으로 

생각되어진다. 

6.2 Immune challenge 후 조직별 PpMacin 발현량 비교 

별불가사리에 V. anguillarum을 접종한 후 각 조직에서 PpMacin의 증가

한 발현량을 확인하기 위하여 RT-qPCR을 진행하였다. 조직은 oral hemal 

ring, tube feet, coelomic epithelium, coelomocyte의 총 네 가지 조직을 사용하

였다. 실험군의 결과값을 대조군의 결과값으로 나눈 fold change로 변환하
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여 각 조직별 및 시간별 Macin의 발현량을 비교하였을 때, 조직들 중 가

장 높은 PpMacin 발현량은 균 접종 후 24시간이 지난 coelomocyte에서 관

찰되었고, 대조군에 비해 약 31.4배 높은 것으로 나타났다. 두 번째로 높

은 발현량은 균 접종 후 4시간이 지난 coelomocyte에서 관찰되었고, 대조

군에 비해 약 11.9배 높은 것으로 확인되었다 (Fig. 26). Coelomic epithelium

과 coelomocyte에서의 결과를 비교했을 때 각각 4시간과 24시간에서 발현

량이 함께 증가하는 경향을 보였다. Oral hemal ring은 발현이 감소하다가 

24시간에서 늘어났고 tube feet은 12시간에서 발현량이 증가했다가 24시간

에서 다시 감소하는 경향을 확인하였다. 이에 대한 이유를 생각해 보았을 

때, coelomocyte와 coelomic epithelium의 PpMacin 발현 경향은 결과 및 토

론 6.1의 결과를 따르는 것으로 생각할 수 있다. 두 조직에서 균 접종 4

시간 후 PpMacin의 발현 증가는 초기 면역 반응에 의한 급격하고 빠른 

발현 증가로 볼 수 있으며, 24시간 후의 경우 병원체에 대한 지속적인 방

어를 위해 일어나는 후기 면역 반응에 의한 발현 증가로 생각되어진다. 

Tube feet은 불가사리 외부 환경과 직접 접촉하는 조직으로, 체강 내에 비

해 병원체가 침투할 가능성이 높은 부위이기 때문에 oral hemal ring에 비

해 초기에 더 빠르고 높은 PpMacin의 발현 패턴을 보이는 것으로 생각된

다. 그리고 초기 면역 반응 이후 oral hemal ring에서 후기 면역 반응이 일

어나 균 접종 24시간 후에 높은 PpMacin 발현을 보인 것으로 생각되어진

다.
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Figure 25. Tissue distribution of PpMacin transcripts in nine different tissues 

from P. pectinifera. The relative fold expression of PpMacin transcripts in nine 

tissues of P. pectinifera was shown as means ± S.D. (N = 3). The mean values 

indicated by different letters on the bars are significantly different (p < 0.05), while 

the mean values not marked letters are not significantly different (p > 0.05). The 

results between tissues were derived using one-way ANOVA followed by 

Bonferroni's multiple comparison test.
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Figure 26. Temporal expression of PpMacin transcripts after Vibrio 

anguillarum challenge in four different tissues from P. pectinifera. The results 

were represented as mean ± S.D. (N = 3) by fold change in different times (0, 4, 8, 

12, 24 hours). The mean values indicated by different letters on the bars are 

significantly different (p < 0.05), while the mean values not marked letters are not 

significantly different (p > 0.05). The results between tissues were derived using one-

way ANOVA followed by Bonferroni's multiple comparison test.
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본 연구에서는 이전에 극피동물에서 보고된 적이 없었던 무척추동물 

유래 AMPs인 Macin을 극피동물로부터 새롭게 발견하고, 이를 재조합 펩

타이드로 생산하여 항균 활성 및 분자적 특성을 알아보는 것을 목표로 

하였다. 따라서 극피동물에 해당하는 별불가사리의 아홉 가지 조직으로부

터 total RNA 추출 및 cDNA를 합성하여 RACE PCR을 수행하였고, Macin

의 full nucleotide sequence를 확립하고 PpMacin으로 명명하였다. 이어서 

PpMacin의 mature sequence를 recombinant plasmid에 삽입하여 E. coli BL21 

(DE3)에 transformation 시켜 이종 발현 시스템을 통해 재조합 펩타이드 

형태로 생산하였고, 이를 HPLC를 통해 정제하여 B. subtilis에 대한 항균 

활성을 측정하고 LC-MS를 통해 분자량을 측정하였다. 생산한 rPpMacin은 

분자 내에 총 여덟 개의 시스테인을 가져 최대 4개의 이황화결합을 형성

할 수 있다. 이들 각각의 이황화결합의 패턴에 따른 항균 활성의 변화를 

알아보기 위해 refolding 과정을 수행하고 LC-MS를 통해 분자량을 측정 

및 항균 활성을 측정하였다. 또한 이황화결합의 유무에 따른 항균 활성의 

차이를 알아보기 위해 reduction 과정을 수행하였고, LC-MS를 통해 분자량

을 측정 및 항균 활성을 측정하였다. 서로 다른 이황화결합 패턴을 가지

는 refolded, 3-2, reduced rPpMacin을 사용하여 총 아홉 종 균주에 대한 항

균 활성을 측정한 결과, 모든 균주에서 refolding 과정을 거친 rPpMacin의 

항균 활성이 높은 것을 관찰하였다. 각 sample의 분자량과 항균 활성을 

보았을 때, 이황화결합이 rPpMacin의 3차원 입체 구조 및 이에 따른 항균 
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활성에 중요한 역할을 함을 시사한다. 또한 rPpMacin의 항균 활성에 대한 

작용 메커니즘을 알아보기 위해 chromogenic plate assay를 수행하여 

rPpMacin의 bacteriolytic한 활성을 확인하였다. 이어서 E. coli ML35의 내막 

및 외막과 rPpMacin 간의 상호작용을 알아보기 위해 NPN uptake assay 및 

ONPG assay를 수행하였다. 마지막으로 별불가사리의 아홉 가지 조직에서 

PpMacin 전사체의 발현량을 조사하기 위해 RT-qPCR을 수행하여 각 조직

별 PpMacin 전사체의 발현량을 알아보았고, 이후 네 가지 조직에서 균 

접종 이후 조직별 및 시간별로 PpMacin 전사체의 발현량을 알아보았다.  

본 연구는 무척추동물 중 척삭동물과 분류학적으로 가장 가까운 생물

종인 극피동물에 해당하는 별불가사리 (Patiria pectinifera)에서 새로운 

Macin family AMP를 EST data를 통해 발견하고 전체 뉴클레오타이드 서열

을 밝혀냈다는 점에서 의의를 가진다. 또한 Macin이 극피동물인 불가사리

에서도 면역 반응과 관련하여 중요한 생체 방어 역할을 수행하며, 다양한 

병원체에 대응하는 메커니즘에서 구조적 요소인 이황화결합의 중요성을 

강조한다. 향후, PpMacin의 생체 내 작용 기전 및 다른 극피동물에서의 

구조적 보존성을 탐구하는 연구를 수행하여 본 펩타이드의 진화적 기원

을 이해하고 응용 가능성을 확장하는 데 기여할 수 있을 것으로 생각한

다. 
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별불가사리(Patiria pectinifera) 유래 새로운 cysteine-rich Macin 의 발견과 

재조합 생산을 통한 항균 활성 및 특성 연구 

 

최준성 

 

부경대학교 대학원 해양수산생명과학부 생물공학전공 

 

요약 

 

해양은 다양한 생물체의 보고로, 병원성 세균을 포함한 다량의 미생물에 

지속적으로 노출되는 다양한 해양 동물들을 포함하고 있다. 극피동물인 별불가사리 

(Patiria pectinifera)와 같은 해양 무척추동물은 적응 면역이 결여되어 있으며, 이러한 

미생물로부터 방어하기 위해 선천 면역 체계에 의존한다. 선천 면역 반응의 핵심 

요소 중 하나는 항균 펩타이드 (Antimicrobial peptides, AMPs)이다. 본 연구는 

별불가사리에서 Macin 계열 AMP를 최초로 확인하고, 그 항균 활성을 측정하였다. 

Macin 계열 AMP는 항균 활성 뿐만 아니라 신경 재생 활성도 가지고 있다고 알려져 

있지만, 극피동물에서는 보고된 바가 없다. 본 연구에서는 다양한 시스테인 결합 

패턴과 면역 자극이 PpMacin의 항균 활성과 전사 발현 수준에 미치는 영향을 각각 

분석하였다. PpMacin의 완전한 뉴클레오타이드 및 아미노산 서열은 cDNA 클로닝을 

통해 결정되었다. 그 결과, 총 1527 bp의 서열이 확인되었으며, 여기에는 5' UTR 140 

bp, ORF 264 bp, 3' UTR 1123 bp가 포함되어 있다. ORF는 총 87개의 아미노산을 

암호화하며, 24개의 신호 펩타이드와 63개의 성숙 펩타이드를 포함한다. 재조합 

PpMacin (rPpMacin)은 pET28a(+)-TrxA 벡터 시스템과 Escherichia coli BL21(DE3)을 

이용한 이종 발현 시스템을 통해 성공적으로 생산되었다. 세 가지 형태의 rPpMacin 

(refolded form, reduced form, 이황화결합 일부 결여형)의 항균 활성은 초민감 방사 

확산법 (Ultrasensitive Radial Diffusion Assay)을 사용하여 분석되었으며, 시스테인 결합 

패턴이 PpMacin의 항균 능력에 유의미한 영향을 미친다는 결과를 확인하였다. 

Chromogenic plate assay를 통해 rPpMacin이 용균 활성을 가지는 것을 확인하였다. 
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이어서, NPN과 ONPG법을 통해 실험한 농도에서 rPpMacin과 세균 막과의 

상호작용이 약하다는 것을 확인하였다. 또한 별불가사리의 다양한 조직에서 

PpMacin의 전사 발현 수준을 RT-qPCR로 평가하였고, 체강세포와 체상상피에서 

PpMacin의 높은 발현을 확인하였다. 마지막으로, 면역 자극 후 PpMacin의 일시적 

발현이 체강세포의 4시간과 24시간에서 가장 높은 것을 확인하였다.
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