
 



이 학 석 사 학 위 논 문

참참참가가가리리리비비비(((PPPaaatttiiinnnooopppeeecccttteeennnyyyeeessssssoooeeennnsssiiisss)))로로로부부부터터터
mmmyyyooossstttaaatttiiinnn유유유사사사유유유전전전자자자에에에대대대한한한특특특성성성연연연구구구

2007년 8월

부경대학교 대학원

해양생물학과

박 창 욱



이 학 박 사 학 위 논 문

참가리비(Patinopectenyessoensis)로부터
myostatin유사 유전자에 대한 특성 연구

지도교수 유 명 숙

이 논문을 이학석사 학위 논문으로 제출함.

2007년 8월

부경대학교 대학원

해양생물학과

박 창 욱



박창욱의 이학석사 학위논문을 인준함.

2007.7.12

주 심 이 학 박 사 김 현 우 (인)

위 원 수산학박사 남 기 완 (인)

위 원 농 학 박 사 유 명 숙 (인)



- i -

목목목 차차차

AAAbbbssstttrrraaacccttt····························································································ii

III...서서서 론론론 ····························································································1

IIIIII...실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법 ······································································3
1.실험재료 ····················································································3
2.CloningPy-MSTN gene························································4
3.QuantificationofexpressionPy-MSTN gene···············5
4.Aminoacidsequenceanalysis·············································5
5.Molecularmodeling·································································6

IIIIIIIII...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰 ·············································································8
1.CloningofPy-MSTN gene················································8
2.Aminoacidssequencecomparison ··································12
3.ExpressionofPy-MSTN ···················································16
4.ModelingofPy-MSTN ·······················································19

IIIVVV...요요요 약약약 ··························································································24

VVV...참참참고고고문문문헌헌헌 ·····················································································25



- ii -

CCChhhaaarrraaacccttteeerrriiizzzaaatttiiiooonnnooofffmmmyyyooossstttaaatttiiinnn---llliiikkkeeegggeeennneeefffrrrooommmttthhheeessscccaaalllllloooppp,,,
PPPaaatttiiinnnooopppeeecccttteeennnyyyeeessssssoooeeennnsssiiisss

ChangUkPark

DepartmentofMarineBiology,PukyongNationalUniversity
Busan608-737,Korea

AAAbbbssstttrrraaacccttt

Myostatin(GDF8)isagrowthfactorthatlimitsmuscletissuegrowth
and developmentin vertebrates.We isolated a myostatin-like gene
(Py-MSTN) from the marine invertebrate, scallop (Patinopecten
yessoensis). Py-MSTN washighlyexpressedintheadductormuscle
and in the gill unexpectedly. Amino acid analysis showed that
Py-MSTN has49% aminoacidsequenceidentityand64% similarityto
humanmyostatin(Hs-MSTN),and42% identityand61% similarityto
myoglianin,theonlyinvertebratehomolog.Theseresultsindicatedthat
Py-MSTN maybefunctionallysimilartothevertebrateMSTN than
theinvertebratehomolog.Phylogeneticanalysissuggested thatPy
-MSTN isanancestralform ofvertebrateMSTN andGDF11anddoes
not belong to other TGF-β family members.Molecular modeling
showed that Py-MSTN exhibits a similar tertiary structure to
mammalianBMP7,amemberofTGF-β family.Inaddition,theamino
acidresidueswhichcontactextracellulardomainofthereceptorwere
relatvivelyconserved.Giventheseresults,weproposethatPy-MSTN
isafunctionallyactivememberoftheTGF-β familyandisinvolvedin
musclegrowthandregulation.
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III...서서서 론론론

TransformingGrowthFactor-β (TGF-β)는 polypeptide성장인자이다.
TGF의 α와 β 두 종류가 있지만,이들 이름은 임의적으로 지어진 것으로
분자 구조적,유전적으로 아무런 연관이 없고 또한 다른 수용 메카니즘을
가진다.Myostatin이 속하는 TGF-β는 많은 isoform을 가지며 이들이
가지고 있는 기능은 매우 다양하여 세포의 증식,apoptosis,분화,그리고
각 기관의 형태형성뿐 아니라 경골과 연골의 형성과 유지에 각기 독특한
작용들을 하는 것으로 알려져 있다 (MassagueandChen,2000;Yamaguchi
etal.,2000).Myostatin은 TGF-β의 superfamily중 Growthdifferentiation
factor(GDF)중 8번에 속하며 조직의 성장과 발달에 관여한다.GDF계열은
성장과 분화에 관여한다고 알고 있었으나 그 정확한 기능과 메카니즘에
대해서 밝혀지지 않아 이름 대신 번호로 명명되어 왔다.
소 (McPherronandLee1997)와 쥐 (McPherron,Lawleretal.1997)의

이중근육화 현상을 연구하던 중 이 현상이 GDF-8의 돌연변이에 의한 것
이라는 사실을 최초로 발견하였고 GDF-8은 근육의 성장과 발달에 억제자
역할을 하는 것으로 밝혀졌다.이후 인간,돼지,닭,어류를 포함하는 다양한
척추동물로부터 많은 myostatin유전자들을 분리하고 분류하여 연구하였다.
어류에서는 대부분 myostatin유전자의 duplication이 나타나는 특징이
있는데,이것은 포유류와의 중요한 차이점이다.
포유류에서 근육 발달을 억제하는 기능을 하는 이 역할자를 제거하였을

때 근육이 증가하였다.최근 연구에서 Daniorerio의 myostatin-1gene을
knock-down 하였더니 MyoD와 myogenin뿐만 아니라 IGF-II 같은
muscle-specific전사 요인들의 발현이 증가하였다.더 최근에 zebrafish에
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dsRNA를 주입하였더니 early development단계에서 myostatinmRNA의
격감으로 증생 (hyperplasia)또는 비대 (hypertrophy)현상이 나타났다.
이처럼 척추동물에서의 myostatin연구는 많이 이루어져왔지만,무척추동물의
myostatinhomolog에 대해서는 연구가 거의 전무한 실정이다.가장 유연
관계가 가까운 myostatinhomolog중 하나는 Drosophilamelanogaster의
myoglianin이다.하지만 단백질 크기가 척추동물의 것보다 훨씬 큰 598개의
아미노산잔기를 가진다.
Patinopectenyessoensis는 내한성 종으로 북태평양에 서식하며 한국에

서는 반도 북동부 강원도가 주요산지이다.가리비의 패각근은 식용으로
한국 해산물 시장에 중요한 위치를 차지한다.가리비의 양성기간은 약 2～
3년인데,가리비의 근 성장과 발달을 조절할 수 있다면 수확기간을 줄일
수 있고 상품가치를 높일 수 있을 것으로 예상된다.
그러므로 가리비의 골격근 성장과 발달의 조절에 대한 이해와 연구는

다른 무척추동물 근육 발달 조절 메커니즘의 연구에 기여할 수 있어 과학적
으로 매우 중요한 연구일 뿐만 아니라,근육 성장과 발달에 관여하는 분자
메커니즘을 조절해서 근육 성장의 조절과 제어를 통해 상업적으로 적용하여
사용할 수 있는 가능성이 있다.
우리는 참가리비 Patinopectenyessoensis에서 무척추동물의 myostatin

유사 유전자를 분리하였다.가리비의 myostatin유사 유전자 (Py-MSTN)도
다른 MSTN과 마찬가지로 근육에서 많이 발현되는 것으로 나타났다.그리고
sequencealignment결과와 구조 모델 분석 결과를 통해서 Py-MSTN이
척추동물의 MSTN와 같은 또는 유사한 유전자에서 유래했을 것이라고
예상할 수 있었다.또한 Py-MSTN과 척추동물의 MSTN은 같은 수용기가
결합하고 그 신호전달체계가 매우 유사한 것으로 생각되어진다.
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IIIIII...실실실험험험재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...실실실험험험재재재료료료

참가리비 Patinopectenyessoensis는 우리나라 동해와 일본에 많이

분포하는 한류성 이매패류로 사새목 가리비과에 속한다.주로 10～30m

모래자갈 바닥에 서식하며 각장 약 20cm,각고 19.5cm,각폭은 5cm 정도에

이른다.좌패각은 자갈색으로 오목하고 우패각은 흰색을 띄며 좌패각보다

더 오목하며,원형에 가까운 부채 모양이다.방사륵은 24～26개이며 우패각

귀 부분에 족사가 나오는 홈이 있고 좌패각 표면에는 섬세한 비늘 모양이

있으며 패각 안쪽은 흰색을 띈다.

양 패각을 힘껏 여닫으며 해수를 밀어내면서 이동하는 만큼 패각근이

잘 발달한 종으로서,그 패각근은 식용으로 큰 상업적 가치를 가지기 때문에

한국 해산물 시장에 중요한 위치를 차지한다.최근 해수온난화 현상과

먹이의 부족,해양오염의 심화 등으로 품질이 저하되고 생산량이 감소하면서,

품종 개량의 필요성이 커지고 있다.

이 연구는 myostatin이 가리비의 근육 성장과 발달에 관여하는 분자

메커니즘을 구명함을 목적으로 수행하였다.
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222...CCClllooonnniiinnngggPPPyyy---MMMSSSTTTNNN gggeeennneee

RNeasyProtectMiniKit(Qiagen)를 사용하여 가리비의 패각근 조직에서
totalRNA를 추출한 다음 Oligotex mRNA MiniKit(Qiagen)로 total
RNA로부터 mRNA를 분리하였다.정제된 mRNA는 정량분석한 후 cDNA
합성할 때까지 deepfreezer에 -80℃로 보관하였다.mRNA는 MMLV
reversetranscriptase(Invitrogen)으로 역전사하고 oligo-dT primer를
사용하여 PCR증폭하였다.
GeneBankdatabase(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)에서 얻어진 다양한

myostatin아미노산 서열을 분석하여 degenerateprimer를 만들어 nested
RT-PCR로 myostatin의 cDNA를 합성하였다.
MSTN F1과 R1으로 1차 PCR (94℃,30s;50℃,20s;72℃,30s;35

cycles)증폭하였고 1차 PCR product1㎕를 template으로 사용하여 1차
PCR과 같은 조건으로 2차 nestedPCR을 하였다.증폭된 PCR product를
2% agarose gel에 전기 영동하여 확인하고 정제하여 TOPO/pCR 2.1
(Invitorgen)로 cloning하였다.양성의 colony들을 선별하여 LB broth
배지에 배양하였다.Plasmid는 QIAprepSpinMiniprepKit(Qiagen)을
사용하여 정제하였고 automated DNA sequencer를 사용하여 DNA
sequence를 구하였다.RACE(RapidamplificationofcDNA ends)system
(InvitrogenInc.)을 사용하여 mRNA 일부 염기서열로부터 3′ 말단부까지
염기서열을 증폭하였다.2차 nestedPCR에 두 개의 forwardprimer를 3′
RACE에 사용하였다 (Table1).
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333...QQQuuuaaannntttiiifffiiicccaaatttiiiooonnnooofffeeexxxppprrreeessssssiiiooonnnPPPyyy---MMMSSSTTTNNN gggeeennneee

RT-PCR로 조직별 Py-PSTN 발현 정도를 추정하였다.합성된 cDNA로
부터 Py-MSTN을 cloning하였다.그리고 DNase(PromegaInc.)처리하여
cDNA mixture안에 genomicDNA를 제거하였다.정량화한 후에 조직별
로 cDNA 500ng을 template으로 하나의 specificforwardprimer와 reverse
primer를 디자인하였다.PCR 조건은 94℃,30s;62℃.20s;72℃,30s;35
cycles로 하고 PCRproduct는 2% agarosegel에 전기 영동하여 확인하고
β-actin을 증폭하여 대조군으로써 비교하였다.
DNA EngineOpticon2Real-TimePCRDetectionSystem (Bio-rad)

으로 Real-timePCR 하여 조직별 발현 정도를 측정하였다.조직별로
정량한 cDNA를 합성하여 100ng씩 각 반응에 사용하였다.SYBR premix
ExTaqTM (TaKaRaBioInc.)를 사용하여 위 PCR과 같은 조건으로 real
-timePCR을 수행하였다.모든 PCR product는 agarosegel에 전기 영
동하여 재확인하였다.정량분석한 카피수는 standard curve로 나타났다
(Kim,Changetal.2005).β-actingene의 발현 또한 발현 단계를 표준화
하여 의뢰하였다.

444...AAAmmmiiinnnoooaaaccciiidddssseeeqqquuueeennnccceeeaaannnaaalllyyysssiiisss

아미노산 코딩영역을 확인하기 위하여 웹 기반의 ORF finder프로그램
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)을 이용해서 Py-MSTN의 nucleotide
sequence와 다른 TGF-β 멤버들과 align하였다.7개의 MSTN (gi|6016121,
gi|48314966,gi|6754752,gi|113912357,gi|47825371,gi|14646885,gi|14646883),
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4개의 GDF11 (gi|6649914,gi|47085753,gi|109480148,gi|6649923),3개의
bonemorphogeneticprotein(BMP3)(gi|8392993,gi|27734166,gi|4557371)
무척추동물의 homolog인 myoglianin(gi|4580679)의 아미노산 sequence를
multialign하였다.어류에서는 두 개씩의 MSTN 유전자들의 카피가 나타
났는데,대표적으로 무지개 송어의 MSTN 아미노산 sequence(om-MSTN1
&2)를 포함시켰다.인터넷의 clustalw프로그램 (http://www.ebi.ac.uk/clustalw
/index.html)으로 각 단백질의 peptide을 분석하고 phylodraw 프로그램
(http://pearl.cs.pusan.ac.kr/phylodraw)을 사용하여 계통수를 만들어 Py
-MSTN과 다른 종의 MSTN 그리고 TGF-β family내 다른 멤버들 간의
진화적 유연관계를 비교하였다.

555...MMMooollleeecccuuulllaaarrrmmmooodddeeellliiinnnggg

Py-MSTN의 모델링은 공간 구속조건에 기초한 방법을 이용한 단백질
구조의 비교모형 프로그램인 MODELLER (http://salilab.org/modeller)를
사용하였다.이 방법은 template가 되는 단백질의 아미노산들 또는 원자들
사이의 거리를 측정한 후,이 거리를 조건 (restraint)으로 사용하여 query
단백질의 3차 구조를 만들어낸다.
모델링은 singletemplate를 기초로 하여 이것과 비교한 모델링을 다음 5

단계로 조직하였다;관계구조 동정,template선택,구조 배열,template
구조에 기초한 모델 구축,모델 평가.밝혀진 Py-MSTN 구조와 잠재적
으로 관계있는 sequence중 중복되지 않는 PDB (Protein DataBank)
sequence들을 찾고 sequence일치도와 e-value에 의해 유사한 대표 표지
template을 선택하였다.우리는 10개의 후보 template를 구하였다.이들
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template들은 대부분 적합성을 검토하여 1bmp의 sequence를 선택하였다.
Py-MSTN sequence는 1bmp에 대하여 align하였다.Py-MSTN의 3D
모델은 1bmp의 구조를 기초로 automodelmoduleMODELLER를 사용하여
자동 계산하였다.MODELLER의 DOPEpotential과 PROCHECK 프로그램
으로 MODELLER의 objective기능에 의해 산출된 5모델 중에서 최소값을
선택하여 평가하였다.
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IIIIIIIII...결결결과과과 및및및 고고고찰찰찰

111...CCClllooonnniiinnngggooofffPPPyyy---MMMSSSTTTNNN gggeeennneee

Py-MSTN의 유전자를 클로닝하기 위해서 아미노산들이 결합하여
한 기능을 하기 때문에 다른 종들의 MSTN 아미노산으단백질을 형성할
때 같은 아미노산 서열을 가지면 그 단백질이 유사로부터 degeneracy
primer를 디자인하고 nestedPCR하였다.PCR결과 예상한 size에서 밴드가
형성되었고 이 파샬의 sequencing결과 MSTN과 유사한 sequence를 구했다.
이 sequence를 가지고 RACE를 primer를 디자인하여 PCR하였다.
MSTN homolog로 동정된 두 개의 sequence는 오버랩 되는 영역을 포

함하고 있었다.두 연속된 sequence를 specificprimer와 “TAA”를 stop
codon으로 사용하여 3'RACE를 확인하였다.5′RACE또한 5′upstream
sequence로 실행하였으나 실패하였다.비록 우리는 모든 frame을 얻지는
못했지만 MSTN의 기능하는 전체 sequence의 충분한 sequence를 확보
하였다 (Fig.1).
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Table 1. Oligonucleotide primers used for the study of scallop myostatin 

name sequence description

MSTN F1 5'-RTNGARGCNYTNGAYGAR-3' degenerate forward p rimer-1

MSTN F2 5' TGYTGYMGNTAYCCNYT-3' degenerate forward pr imer-2

MSTN R1 5'-SWRCANCCRCANCKATC-3' degenerate reverse p rimer-1

MSTN R2 5'-RCANCCRCANCKATCNAC-3' degenerate reverse p rimer-2

Py-MSTN F1 5'-TTTGGGTGGGACTTTGTGATAGCTC-3' first pri mer for 3'RACE 

Py-MSTN F2 5'-TGATTCAGCAAGCACCGTCCCCAACA-3' nested pr imer for 3'RACE 

Py-MSTN F3 5'-AAAGTTCCAACCAAACGAGAAATCGG-3' specific primer for RT-PCR

Py-MSTN R1 5'-CTATCACAAAGTCCCACCCAAACGC-3' specific p rimer for RT-PCR
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Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the C-terminus of 

Py-MSTN.

The proteolytic processing site (RXXR) is underlined. All nine conserved 

cysteine residues are boxed. The asterisk indicates the stop codon.
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Py-MSTN의 분석결과 몇 가지 흥미로운 사실들이 나타났다.먼저,단백질
분해 과정이 일어나는 site(RSKR)를 발견하였다.proproteincovertase의
family에 속하는 furin이라 불리는 serine protease에 의해 척추동물
MSTN이 만들어진다 (PC)(LeeandMcPherron2001).Furin이 보존된
RXXR sequence를 인지하고 분열시켜 N-terminalLaterncy Associated
Peptide (LAP)와 C-terminal mature MSTN peptide를 분리시킨다
(Thomas,Langleyetal.2000).이 결과 가리비의 Py-MSTN이 furin-like
단백질의 기질이 된다는 것을 밝혀졌다.인간은 적어도 9개의 다른
proproteinconvertase를 가지고 있지만 가리비나 그 homolog에 대한
논문은 아직 보고되지 않았다.
Py-MSTN또한 9개의 cysteine잔기가 보존되어 있다 (Fig.1).MSTN은

다른 TGF-β family와 같이 3개의 이황화물 고리가 말려있는 형태로 6개
의 cysteine잔기가 아주 잘 보존되어 있다.cysteine2번과 3번 형태가
cysteine5번과 6번과 함께 이황화물 띠로 되어있고,3번째 띠가 cysteine
1번과 4번 사이에 세번째 띠로 각각 이루어져 있다.Py-MSTN cysteine
잔기는 잘 보존되어있어 다른 MSTN과 TGF-β family와 비슷한 3차원
구조를 가지는 Py-MSTN이 표지된다.척추동물의 MSTN과 비교하여
Py-MSTN은 추가적으로 specificreceptor에 결합하기 위해 중요한 ‘heel’
이라 부르는 α helix구간을 포함하며 9개의 아미노산 잔기가 cysteine3번과
4번 사이에 가진다.
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222...AAAmmmiiinnnoooaaaccciiidddsssssseeeqqquuueeennnccceeecccooommmpppaaarrriiisssooonnn

Py-MSTN과 다른 종들의 MSTN 아미노산 유사성을 비교해보기 위해서
MSTN들의 아미노산 서열과 같은 TGF-β family에 속하지만 기능적으로
유사하지 않은 다른 BMP3의 아미노산 서열을 함께 multiplealignment하
였다.검은색으로 나타나 보이는 것이 아미노산이 잘 보존되어 있는 것을
나타낸다 (Fig.2).척추동물의 BMP3와는 차이가 있으면서 무척추동물의
myoglianin보다는 척추동물의 MSTN과 더 유사한 것을 확인할 수 있었다.
Py-MSTN의 maturepeptide는 모든 다른 MSTN과 GDF11에 비하여

9개의 잔기가 더 길어 104개의 아미노산 잔기를 포함한다.실제로 MSTN과
GDF11사이의 아미노산 사이에는 gap이 없었으며 다른 척추동물과 비교
하여 90% 이상의 아미노산이 유사하였다.
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Fig. 2. Comparison of the deduced amino acid sequences of the TGF-ββββ    

family.

The sequence of  Py-MSTN wasaligned with other vertebrate myostatins 

(MSTNs), growth and development factors (GDF11s), and bone morphogenic 

factors (BMP-3s) using ClustalW program. Arabic numeralsindicate the 

conserved cysteine residues for intra-molecular disulfide bonds. 
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이들 결과는 척추동물의 MSTN과 GDF11이 Py-MSTN과 기능적으로
매우 비슷하다는 것을 보여준다.Py-MSTN과 인간의 MSTN과 67%,
GDF11과 65%로 유사하게 나타났다.포유류의 GDF11은 골격근 뿐만 아니
라 뇌,지아 (limbbud),치수 (dentalpulp)와 같은 몇몇 다른 조직에서도
발현된다 (Nakashima,Toyonoetal.1999).각 조직에서와 발달단계에서의
자세한 기능은 아직 명백하지 않지만,GDF11은 중축골격과 척추동물 발생에
필요하다고 보인다 (McPherron,Lawleretal.1999).결과로부터 Py-MSTN
은 척추동물 GDF11,MSTN과 같은 유전자로부터 기원하여 최근에
GDF11과 MSTN으로 분화하였다고 생각되며 이는 계통수 분석 결과로 이
가설을 얻을 수 있었다 (Fig.3).Py-MSTN은 척추동물의 MSTNs,GDF11s,
BMP3그리고 다른 TGF-β family들과도 거의 같았으며 이는 Py-MSTN이
MSTN과 GDF11그리고 다른 TGF-β들과 같은 원시 유전자로부터 기원
하였다고 생각된다.GDF11과 MSTN의 두 그룹으로 분화된 이후,어류의
MSTN에서 최근에 중복되어 두 개의 카피를 가지게 되는 것을 보여 준다.
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Fig. 3. Phylogenetic tree of the TGF-ββββ family members based on the amino 

acid sequence similarity.

The phylogenetic tree for TGF-β was generated using the neighbor-joining 

method with the GeneDoc program. The distance along each branch represents 

the unbiased unrooted evolutional distance. Genebank accession numbers 

:gi|6016121, gi|48314966, gi|6754752, gi|113912357, gi|47825371, gi|14646885, 

gi|14646883, gi|6649914, gi|47085753, gi|109480148, gi|6649923, gi|8392993, 

gi|27734166, gi|4557371, gi|4580679.
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333...EEExxxppprrreeessssssiiiooonnnooofffPPPyyy---MMMSSSTTTNNN

Py-MSTN이 조직별로 발현되는 것을 확인하기 위하여 PCR 하였더니
예상대로 패각근에서 밴드가 확인되었다.이 결과는 Py-MSTN이 가리비의
근육 성장 조절에 관여한다는 사실을 강하게 뒷받침해준다.하지만 예상외로
아가미에서도 MSTN이 발현하는 것으로 나타났다 (Fig.4).Realtime
PCR 결과 패각근보다 오히려 아가미에서 두 배 이상 MSTN이 발현되는
것으로 나타났는데,이 현상에 대한 연구는 근육 발달의 자세한 기작과 함께
더 많은 연구가 필요하다 (Fig.5).또한 난소와 정소,외투막에서도 적은 양
이 발현되는 것을 확인하였다.
포유류는 근육의 발달에 있어서 억제자로서 그 역할이 규명되어있으나

적어도 두 개 카피의 MSTN 유전자를 포함하는 어류에 있어서는 그 발현
양상이 다소 다르다 (Rescan,Juteletal.2001).이외에도 Py-MSTN
mRNA의 양 또한 난소와 정소,외투막 등 다른 조직들에 비해 적다.어류에
있어서 Py-MSTN의 발현은 생식기관에 있어서 성공적인 배 발생을 위해서
중요하다 (Vianello,Brazzoduroetal.2003).
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Fig. 4. Expression of Py-MSTN genes in various tissues.

Regular RT-PCR was carried out and amplicons were run on 2% agarose gel 

for 20 min. The β-actin gene was used as a positive control (a).
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Fig. 5. Real-time RT-PCR analysis of Py-MSTN mRNA expression in different 

tissues.

Each copy number out of 100ng of total RNA was measuredby constructing 

the standard curves referring threshold (Ct) values of Py-MSTN. Tm values 

were used to reconfirm each value.    
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444...MMMooodddeeellliiinnngggooofffPPPyyy---MMMSSSTTTNNN

Py-MSTN의 모델링은 알려진 3차 구조의 template으로 대상이 되는
Py-MSTN sequence의 alignment와 함께 시행되었다.다음 Py-MSTN
sequence와 구조의 관계에 대하여 연구하였다.데이타베이스에서 구한 35
개의 sequence중에 10개의 구조 (PDB ID codes1bmp,3bmpA,1es7a,
1es7C,1lx5A,1lxiA,1reuA,1rewA,1rewBand1m4uL)가 e-value제로로
Py-MSTN sequence의 40%를 차지하였다.이들 구조들은 이후에 비교하고
cluster하였다.마지막으로,alignment가 가장 길고 sequence가 일정하며
결정 해상도가 좋은 1bmp가 singletemplate으로 선택되었다.
Py-MSTN이 TGF-β family와 동일한 구조를 가지는지 알아보기 위하여

아직 알려지지 않은 MSTN 대신 기능적으로 유사한 bonemorphogenic
protein-7(1bmp)BMP7의 3차원 구조 모델과 비교하였다.앞에서 설명한
다른 TGF-β의 구조와 같이 finger와 heel이 이황결합되어 있었다.
모델의 질은 MODELLER의 모델 평가 모듈과 PROCHECK 프로그램으로

평가하였다.에너지 레벨은 전자의 모듈을 사용하여 구하였으며 모델의
에너지가 1bmp template와 비교하여 얻었다.Ramachandran plot
Py-MSTN 구조는 bonemorphogenicprotein-7의 결정구조와 Py-MSTN
입체화학적 질 전체와 비교하여 후자의 프로그램을 이용하여 추정하였다.
Py-MSTN구조 모델의 Ramachandranplot분석 결과,가장 좋은 구간에서
잔기는 88.6%,가장 낮은 구간에서 10.2%로 나타났다.이들 평가로 전체
모델이 알맞은 것으로 확인되었다.이 결과 Py-MSTN는 TGF-β family의
멤버로 기능적으로 유사한 3차원 구조를 가지는 것으로 밝혀졌다.
Py-MSTN은 Transforminggrowthfactorβ (TGF-β)의 하나인 단백질

이다.TGF-β superfamily에는 많은 X-ray 결정 구조가 있을 수 있다
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(Griffith,Kecketal.1996;Allendorph,valeetal.2006).이 superfamily와
유사하게 공유하는 sequence의 C말단 부분은 Py-MSTN 모델과 비교하여
같은 fold를 가진다 (Fig.6).모델은 세가지 구조 요소를 가진다;finger1,
2그리고 heel.두 finger-like가 투영된 것은 역평행 β-sheet형태의 4대
요소이다.α-helix은 두 finger를 축으로 수직으로 위치한다.
TGF-betasuperfamily는 TGF-beta,activin (세포분화를 촉진),BMP

(골형성성장인자),inhibin(뇌하수체에서 FSH(folliclestimulatinghormone
여포자극호르몬)분비를 억제),growth/differentiationfactor(GDF,성장분
화 인자) 등을 포함하는 단백질성 cytokine들의 일족으로, 특이한
cystine-knot구조 (S-S결합에 의해 매듭처럼 묶인 구조)들을 가지며,
dimer를 형성하고,처음 발현,분비되었을 때는 활성이 없는 latentform으
로 분비되는 특징을 가지고 있다.
TGF-β superfamily의 멤버들은 특정 typeI과 typeIIserine/threonine

kinase수용기에 상호 작용하여 생물학적인 기능을 실행한다.Figure7A에
서 BMP-7의 잔기는 수용기에 녹색으로 하이라이트 되어 나타냈다.TGF-
β의 하나인 Py-MSTN은 유사한 수용기를 가지는 BMP-7과 비교했을 때
수용기가 결합하는 위치가 아주 유사한 사실로 미루어보아 활성화되었을
때 기능적으로도 아주 유사할 가능성이 높을 것이라 생각된다 (Fig.7).
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Fig. 6.  Ribbon representation of 3D structures of (A) BMP-7 (PDB ID code 

1bmp, template) and (B) Py-MSTN (target). 

 The β-sheets are displayed as arrows and the α-helix is represented as a tube.
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Fig. 7.  Schematic drawing of the ligand-binding interface of BMP-7 to 

ActRII-ECD (Activin receptor type II extracellular domain) (A) and 

corresponding residues of Py-MSTN to BMP-7 (B).
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Py-MSTN의 아미노산 sequence49%가 인간의 myostatin(Hs-MSTN)
과 64% 일치,Drosophila의 무척추 homolog61%와 42%만 일치하는 것은
Py-MSTN이 무척추동물의 homolog보다 척추동물의 MSTN과 더 기능적
으로 유사하다는 것을 의미한다.
계통수 분석 결과,Py-MSTN이 척추동물의 MSTN과 GDF11그리고

TGF-β의 다른 family의 원시적인 형태로 나타났다.
분자 모델링 결과,Py-MSTN이 TGF-β family중 포유류의 BMP7의 3

차 구조와 유사하게 나타났으며 BMP7과 Py-MSTN의 수용기에 결합하는
아미노산 잔기가 유사하게 보존되어 나타났다. 이러한 결과들로부터
Py-MSTN이 TGF-β family로써 기능하고 근육의 성장과 조절에 크게 관
여한다는 사실을 알 수 있었다.현재 가리비를 제외한 다른 해양무척추동
물에서의 myostatin유사 유전자에 대한 연구는 전무한 실정이다.이후 좀
더 많은 연구를 통해서 근육성장의 조절과 제어가 가능해진다면 본 종의
품종 개량을 통하여 양식현장에 적용할 수 있을 것으로 본다.
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IIIVVV...요요요 약약약

Myostatin(GDF-8)은 척추동물 근육 조직의 성장과 발달을 제한하는
성장 인자이다.우리는 해양 무척추동물 가리비 (Patinopectenyessoensis)
로부터 myostatin유사 유전자 (Py-MSTN)를 분리했다.Py-MSTN은 패
각근 뿐만 아니라 아가미에서도 많이 발현되는 것으로 나타났다.아미노산
분석에 의하면 Py-MSTN의 아미노산 sequence49%가 인간의 myostatin
(Hs-MSTN)에 대하여 64% 일치하는 반면 Drosophila의 무척추 homolog
61%에 대하여 42%만 일치하는 것으로 나타났다.이 결과는 Py-MSTN이
무척추동물의 homolog보다 척추동물의 MSTN과 기능적으로 더 유사하다
는 것을 의미한다.계통수 분석 결과,Py-MSTN이 척추동물의 MSTN과
GDF11그리고 TGF-β의 다른 family의 원시적인 형태인 것으로 나타났
다.분자 모델링 결과,Py-MSTN이 TGF-β family중 하나인 포유류의
BMP7의 3차 구조와 유사하게 나타났다.또한,BMP7과 Py-MSTN의 수용
기에 결합하는 아미노산 잔기가 유사하게 보존되는 것으로 나타났다.이들
결과로부터 우리는 Py-MSTN이 TGF-β family의 한 종류로 기능하고 근
육의 성장과 조절에 크게 관여한다는 것을 밝혔다.
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