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Proteomicanalysisofstressresponseproteinsfrom Vibrioanguillarum.

Eun-YoungKim

DepartmentofBiotechnology,TheGraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Vibrioanguillarumisahalopilicandgram-negativebacterium thatuniversalmarin

pathogencausingvibriosisinmarinfishandotheraquaticanimals.Ingeneral,

bacteriahavedevelopedstrategiestosurviveinharshenvironments.V.anguillarum

also encountervariousstresseswith seawaterand hosts.In thisstudy,we

investigateddifferentialproteinexpressionoftheV.anguillaruminresponsetopH

andtemperaturestresses.V.anguillarumwasculturedunderstressconditionA(15

℃,pH 7),stressconditionB(25℃,pH 10),andnormalcondition(25℃,pH 7),

respectively.Proteinswereseparated by 2D-PAGE,and theseproteinswere

observed different expression in each conditions, and identified by

MALDI-TOF/MS.About550proteinsinnormalcondition,about530proteinsin

stressconditionA,and580proteinsinstressconditionBwereexpressedonthe

gel.Amongthem,40proteinswereindentified,and2proteinswerecommonly

down-regulatedundersomestressconditions.Thisproteinswereidentified as

putativeC4-dicarboxylatetransportsensorproteinandoxidoreductaseshort-chain

dehydrogenase/reductases family protein (OSDR). Especially, OSDR was

down-regulatedatpH(5),NaClconcentation(2M),andbilesalt(0.1%).OSDRwas

included in short-chain dehydrogenase/reductases(SDR),and ithasdistinct

sequencemotifsasTGXXXGXG.AnalysisoftranscriptionallevelwithRT-PCR

showedthatOSDRgenewasreducedbytimecourse.Asaresult,expressionof

OSDRproteinwasregulatedintranscriptionallevel.Tothebestofourknowledge,

thisisthefirstreportdescribingstress-responsiveproteinsofV.anguillarumusing

proteomicapproaches.Ourresultsprovideausefulstrategy fordetection of

changedenvironmentwithV.anguillarum.
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Ⅰ.서론

Vibrioanguillarum은 Gram-negative,facultativebacterium으로 대표적인 수

해양성 미생물이다[12].또한 marinefish,freshwaterfish 및 shellfish에

vibriosis를 유발하는 대표적인 어류 병원성 병원균이다[10,12].V.anguillarum

은 O-antigen반응 결과에 의하여 23여 종의 sero-type이 알려져 있으며,그 중

O1,O2,그리고 O3type이 fish에 vibriosis를 유발한다[10].V.anguillarum에

의한 hemorrhagicsepticemia증상은 높은 폐사율을 일으키기 때문에 다양한

양식 산업에 막대한 경제적 피해를 일으킨다[12].따라서 이러한 경제적 손실

을 막기 위하여 V.anguillarm에 대한 연구가 필요하나,V.cholerae,V.

parahaemolyticus및 V.vulnifnicus등의 humanpathogenicVibriospecies에 대

한 연구만이 활발히 수행되고 있으며 V.anguillarum에 대한 보고는 미비한 실

정이다.

Fish및 shellfishpathogenicV.anguillarum은 해수 및 먹이 등에 존재하다가

host체내로 침투하며,장내에서 colonization을 통하여 septicemia를 유발한다

[16].따라서 host체내로 침투한 V.anguillarum은 temperature,pHshift,salt,

osmoticstress및 bilesalt등의 다양한 host체내 환경의 stress하에서 생존하
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여야만 하며,이러한 조건에서 생존하기 위한 mechanism을 이용한다[11,16].

Bacteria는 다양한 환경변화를 접하게 되며 이러한 환경변화에 적절하게 적응

또는 반응함으로써 생존한다.따라서 이러한 환경변화에 대한 bacteria의 적응

및 반응에 대한 규명은 생육특징,infectionmechanism 및 virulencefactor등

병원성 bacteria의 연구에 다양한 유용정보를 제공한다.이러한 mechanism을

규명하기 위한 연구는 다양하게 시도되었으며 geneticlevel또는 proteinlevel

로 나누어 연구 되었다[2,7,11,18,19].하지만,genomic조작 및 유전자의

screening과정을 통한 연구는 다양한 조건에 대한 특정 유전자의 기능을 밝히

기에 매우 어렵다는 문제점이 있다[7].따라서 특정 환경조건에 순응하는 기작

을 밝히는 연구는 다양한 stress하에서 protein의 발현을 비교,분석하는

proteomicanalysis에 의하여 효율적으로 밝혀져 왔다[18].

다양한 poteomicsanalysis방법 중에서 two-dimensionalpolyacrylamidegel

electrophoresis(2D-PAGE)를 이용한 방법이 매우 광범위하게 사용되어 왔다

[7,11].2D-PAGE는 bacteria가 다양한 stress에 대하여 발현하는 totalcellular

proteinmap을 작성할 수 있으며 이러한 proteinspotmap의 비교를 통하여

특정 조건하에서 발현이 차이가 나는 functionalproteinspot을 찾을 수 있다

[7,11].따라서 특정 환경 stress에 대한 이러한 protein의 기능을 규명하기에
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적합하다.또한 2D-PAGE를 통한 matrixassistedlaserdesorptionionization

-timeofflight/massspectrometry (MALDI-TOF/MS)및 amino acid

N-terminalsequence분석을 통하여 특정 단백질이 어떠한 단백질인가 규명

할 수 있다[7].

본 연구에서는 V.anguillarum을 temperature,pH,NaCl,그리고 bilesalt

concentration을 변화시킨 다양한 environmentalstress조건을 처리한 다음 이

러한 stress에 의하여 발현이 차이 나는 protein spot들을 찾아내었으며,

MALDI-TOF/MS를 통한 분석결과로부터 spot의 protein이 어떠한 protein인

지 밝혀내었다.그리고 밝혀낸 단백질을 encoding하고 있는 유전자의 정보를

밝혀내었다.밝혀낸 유전자의 서열을 이용하여 reversetranscriptase-PCR을

수행하여 geneticlevel에서의 regulation에 관하여 연구를 수행하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.Preparationofproteins

1-1.Bacterialstrainsandculturalconditions

실험에 사용된 V.anguillarum strainO1은 Holmstrom andGram (2003)의

것을 사용하였으며 BrainHeartInfusion(BHI;Difco,USA)broth와 1.2%

agar를 함유한 BHIplate에서 25℃,180RPM으로 표준 배양하였다.또한 20%

glucose와 7% dimethylsulfoxide(DMSO)를 사용해 -70℃에서 보관하였다.

1-2.Stressconditions

V.anguillarumO1의 stress는 온도 (15℃),pH(5,10),NaCl농도 (2M),bile

salt농도 (0.1%)하에서 각각 실험하였다.먼저 V.anguillarumO1을 표준 배양

하여 opticaldensity가 600nm에서 0.4가 되었을 때 원심분리 (4000RPM,10

min,4℃)하여 cell을 모은 후 각각의 stress조건에 맞춘 배지에 resuspension

하였다.Stress조건에 부합한 배양 시간은 2M NaCl에서 1시간,15℃에서 2시

간,pH5와 pH10,bilesalt에서 각각 3시간으로 하였으며[12],1㎖ 씩 원심분



5

리 (12000RPM,2.5min)하여 cell은 -20℃에서 보관하였다.

1-3.Samplepreparation

l㎖ 씩 원심분리한 cell은 lysisbuffer(7M urea,2M thio-urea,4%CHAPS)에

0.0154g/㎖ Dithiothreitol(DTT)와 20㎕/㎖ pharmalyte를 첨가한 lysis

solution150㎕에서 4-16시간 동안 multi-vortex해 충분히 lysis시킨 후 원심

분리 (12000RPM,5min,4℃) 하여 cell debris를 제거하였다.얻어낸

supernatant는 2-D Clean-UpKit(Amersham Biosciences,USA)를 이용하여

preparation하였으며,dry된 상태의 sample은 lysissolution50-100㎕에 4-16

시간 동안 충분히 lysis시켰다.

Protein은 Bradfordassay법에 따라 정량 하였으며 standardcurve는 bovine

serum albumin을 이용해 그렸다.

2.Analysisandidentificationofproteins

2-1.2D-PAGE

First-dimensional IEF와 second-dimensional SDS-PAGE는 Amersham
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Biosciencesmanual에 따라 수행하였다.각각의 lysissolution에 충분히 lysis

된 sample을 정량 하여 150-200㎍의 protein을 취한 후 0.5% IPGbuffer(pH

4-7)와 5%bromophenolblue포화용액을 첨가하여 미리 rehydration시켜 놓

은 IPG strip(immobilizedpH4-7,13cm,Amersham Biosciences,USA)에

loading하였다.Isoelectricfocusing은 1step에서 1시간 동안 100V를 유지하였

으며,2step에서 500V를 1시간 30분 유지하였고,마지막 3step에서 8000V까

지 gradient하게 진행하여 80000Vhr까지 전력을 올렸다.First-dimensional

IEF가 끝난 gelstrip은 equilibrationbuffer(50mM Tris-HCl,pH 8.8,6M

urea,30% glycerol,2% SDS)에 각각 1%DTT와 0.5%idoacetamide를 첨가한

solution으로 equilibration시킨 후 12%polyacrylamidegel에 loading하였다.

Second-dimensional SDS-PAG는 130V로 전개하였다. Gel의 염색은

HeukeshovenandDernick의 siliverstaining법에 따랐다.2D-PAGE는 각각

stress에 따라 여섯 번 이상 수행하여 결과를 도출하였다.

2-2.In-geldigestion,MALDI-TOF/MSanalysisandproteinidentification

Silverstaining한 gel의 spot을 분리하여 25%ethanol과 7% aceticacid가 함

유된 solution에 넣어 spot고유의 색이 사라질 때까지 destaining하였다.그
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후 in-gel digestion은 trypsin을 이용해 수행하였다. 그리고 0.1%

trifluoroaceticacid(TFA)가 0.1% 함유된 50%acetonitrilesolution을 이용해

gel에서 peptide를 분리하였다.이를 vacuum centrifuge로 건조시키고,tripsin

을 처리하여 MALDI-TOF/MS및 MALDI-TOF/MS/MS분석을 실행하였다

[9].Peptide mass fingerprint data는 Mascot search engine (http://

www.matrixscience.com/home.html)과 SWISSPLOT을 이용하여 protein

database와 비교 분석하였다.

3.Genesequencing

3-1.Designofprimersforsequencing

MALDI-TOF/MS/MS를 통해 얻어낸 부분적인 sequence와 이미 알려진

Vibriosp.의 각각의 DNAsequence를 바탕으로 알고자 하는 protein을 coding

하는 gene의 sequencing을 위한 primer를 작성하였다.Sequencesimilarity

analysis는 NCBIserver에서 BLAST와 FASTAnetwork를 이용하였다.

3-2.PCRanalysis
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V.anguillarum의 chromosomalDNA를 template로 하여 50㎕의 reaction

mixture(250uM dNTP,5㎕ 10XPCRbuffer,10pmolprimer,0.5UTaqDNA

polymerase,distilledwaterupto50㎕)를 95℃에서 5분 동안 denaturation시

킨 후 95℃에서 30초,56℃에서 30초,72℃에서 30초를 30cycle거쳤으며,7

2℃에서 7분 동안 남은 반응을 종료 시켰다.

3-3.Sequencing

PCR product의 sequencing은 ABI3730xl96-capillary DNA analyzer

(Applied Biosystems,USA)를 이용하였으며 gene의 open reading frame

(ORF)를 구하고자 5'과 3'쪽의 염기서열은 DNA WalkingSpeedUPPremix

Kit(Seegene,Korea)를 사용하였다.

4.Geneexpressionanalysis

4-1.TotalRNAisolationandcDNAsynthesis

TotalRNA는 TRIzolReagent(Invitrogen,USA)를 이용하여 Invitrogen사의

protocol에 따라 분리하였으며,분리 후 DNaseⅠ (TaKaRA,Japan)을 처리하
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여 DNA를 제거하고 pure한 RNA를 얻었다.TotalRNA를 FirststrandcDNA

synthesiskitforRT-PCR(Roche,USA)을 이용하여 mRNA에서 cDNA로 합

성하였다.합성된 cDNA는 -20℃에서 보관하였다.

4-2.RT-PCR

RT-PCR은 합성된 cDNA와 얻고자 하는 gene의 specificprimer를 포함한 50

㎕의 reactionmixture(250uM dNTP,5㎕ 10XPCRbuffer,10pmolprimer,

0.5UTaqDNApolymerase,distilledwaterupto50㎕)를 앞서 언급한 PCR

과정과 동일하게 반응 시켰다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.Differentialexpressionproteinofdiversestressconditions

각종 stress하에서 up또는 downreglulation되는 V.anguillarum O1의

protein을 분석하고자,spot의 변화가 가장 많았던 15℃와 pH 10을 중심으로

균의 생육 환경 조건을 변화 시킨 후 2D-PAGE를 통해 달라진 protein을 관찰

하였다.여섯 번의 동일한 실험을 반복하여 재현성을 높였다.그 결과 V.

anguillarum이 25℃,pH7에서 생장하는 경우 총 spot의 수는 평균 550여 개에

서 15℃의 stress를 받은 균의 경우 spot의 양이 530여 개로 감소한 반면,pH

stress를 받은 균의 경우 총 580여 개로 증가하였다 (Fig.1,2,3).V.

anguillarum의 주요 protein spot과 변화된 protein spot등을 대상으로

MALDI-TOF/MS와 MALDI-TOF/MS/MS를 실시한 결과,총 40개의 spot을

identification할 수 있었다.총 64개의 spot에서 분석 결과가 clear한 pick를

얻었음에도 불구하고 24개 spot의 경우 database부족으로 identification하지

못했다.Identification된 모든 protein들은 Fig.1과 Table1에 명시하였다.
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Fig.1.A proteomereferencemap ofVibrioanguillarum.Proteinswere

separatedby2Dandthenvisualizedbysilverstaining.
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Table1.Vibrioanguillarumproteinsidentifiedfrom thereferencemap.
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74
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64

65

72
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86

86

Molecular mass 

(kDa)

-

+

-

+

+

-

+

-

15℃

-gi|27364738Vibrio vulnificus CMCP6Elongation factor Tu21

-Putative C4- dicarboxylate transport sensor protein20

Unidentified19

Spot 

no.
Definition Origin Accession ID pH 10

1 Ribonucleotide -diphosphate reductase subunit alpha Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 gi|15641269 -

2 Ribonucleotide -diphosphate reductase subunit alpha -

3 General secretion pathway protein D precursor Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633 gi|28896907 +

4 Heat shock protein 90

5 Aspartyl -tRNA synthetase NP_797426

6 Carboxylase subunit B +

7 ABC transporter, ATP-binding protein

8 Hypothetical protein VCA0199 gi|15600969

9 CTP synthetase Vibrio splendidus 12B01 gi|84390113 -

10 6-Phospho-beta-glucosidase Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 gi|15641566 +

11 Unidentified

12 Phosphomannomutase NP_760581 

13 Unidentified -

14 Unidentified

15 Unidentified +

16 Hypothetical protein 

17 Unidentified +

18 Histidyl -tRNA synthetase

77

45

43

47

Molecular mass 

(kDa)

-

+

-

+

+

-

+

-

15℃

-Vibrio vulnificus CMCP6Elongation factor Tu21

-Putative C4-20

Unidentified19

Spot 

no.
Definition Origin Accession ID pH 10

1 Ribonucleotide -diphosphate reductase subunit alpha V cholerae gi|15641269 -

2 Ribonucleotide -diphosphate reductase subunit alpha -

3 General secretion pathway protein D precursor Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633

NP_797200 

+

4 Heat shock protein 90

5 Aspartyl -tRNA synthetase

NP_760495 6 Carboxylase +

7 ABC transporter, ATP-binding protein

8 Hypothetical protein VCA0199 gi|15600969

9 CTP synthetase Vibrio splendidus 12B01 gi|84390113 -

10 6-Phospho-beta-glucosidase Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 gi|15641566 +
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12 Phosphomannomutase

ABB99935  
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Vibrio vulnificus CMCP6
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O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae
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+

+

+

+

+

+

-

-

-

+
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+

+

+

+
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7822 Hypothetical protein VP1087 V. parahaemolyticus

23 Adenylosuccinate synthetase NP_232230

24 Asparagine synthetase B NP_797205

25 Glucose- 1-phosphate adenyl transferase gi|15641731

26 Protein recA (RecombinaseA) Listonella anguillarum

27 Hypothetical protein MED222_19679 Vibrio sp. MED222 gi|86146956

28 Unidentified

29 Unidentified

30 Probable perosamine synthetase Listonella anguillarum AAB81626

31 Unidentified

32 Unidentified

33 ADP -L-glycero- D- mannoheptose-6-epimerase Vibrio splendidus 12B01 gi|84386892

34 Adenylosuccinate lyase Bartonella henselae str . Houston- gi|49475719

35 Unidentified
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37 Probable perosamine synthetase Listonella anguillarum gi|2558977
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-
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+
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+
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+
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62
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Probable Listonella AAB81626
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ADP -L-glycero- D- -6-epimerase Vibrio splendidus 12B01 gi|84386892
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O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae
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Listria monocytogenes
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parahaemolyticusVibrio 

Vibrio vulnificus

CAV18694 Vibrio splendidus
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Molecular mass 
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-

+

-

+
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15℃
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no.
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3 General secretion pathway protein D precursor Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633

NP_797200 

+

4 Heat shock protein 90

5 Aspartyl -tRNA synthetase

NP_760495 6 Carboxylase +

7 ABC transporter, ATP-binding protein

8 Hypothetical protein VCA0199 gi|15600969

9 CTP synthetase Vibrio splendidus 12B01 gi|84390113 -

10 6-Phospho-beta-glucosidase Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961 gi|15641566 +

11 Unidentified

12 Phosphomannomutase
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Vibrio vulnificus CMCP6
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+
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7822 Hypothetical protein VP1087 V. parahaemolyticus

23 Adenylosuccinate synthetase NP_232230

24 Asparagine synthetase B NP_797205

25 Glucose- 1-phosphate adenyl transferase gi|15641731

26 Protein recA (RecombinaseA) Listonella anguillarum

27 Hypothetical protein MED222_19679 Vibrio sp. MED222 gi|86146956

28 Unidentified

29 Unidentified

30 Probable perosamine synthetase Listonella anguillarum AAB81626

31 Unidentified

32 Unidentified

33 ADP -L-glycero- D- mannoheptose-6-epimerase Vibrio splendidus 12B01 gi|84386892

34 Adenylosuccinate lyase Bartonella henselae str . Houston- gi|49475719

35 Unidentified

36 Unidentified

37 Probable perosamine synthetase Listonella anguillarum gi|2558977
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78Hypothetical protein VP1087 Vibrio 

Adenylosuccinate NP_232230

Asparagine synthetase NP_797205

gi|15641731

Protein ( Listonella

Hypothetical protein MED222_19679 gi|86146956

Unidentified
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Probable Listonella AAB81626
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ADP -L-glycero- D- -6-epimerase Vibrio splendidus 12B01 gi|84386892

Adenylosuccinate Bartonella henselae - 1 gi|49475719
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Probable Listonella anguillarum gi|2558977

O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae

O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae

parahaemolyticusVibrio 

-

NP_759422   Vibrio vulnificus

NP_797466  

CAH57105 

ZP_05909994 parahaemolyticusVibrio 

Listria monocytogenes

ZP_05908166 

parahaemolyticusVibrio 

Vibrio vulnificus

CAV18694 Vibrio splendidus
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Table1.Continued.

+Unidentified43

32.43gi|27366282Vibrio vulnificus CMCP6Acyl carrier protein S-malonyltransferase44

-Unidentified45

-Unidentified46

+27.94Deoxyribose-phosphate aldolase47

+Pseudomonas syringae pv. tomato str. 
DC3000

Threonine dehydratase48

Unidentified49

-39.01gi|20451753Listonella anguillarumRibosomal protein S250

+-72Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type51

+Unidentified52

42.63gi|13475468Mesorhizobium loti MAFF303099Hypothetical protein mlr654753

--54

+Unidentified55

+28.04gi|15601325 Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961Transcriptional regulator 56

+Unidentified57

-22.6gi|84389758Vibrio splendidus 12B01Uracil phosphoribosyltransferase58

+Unidentified59

+Unidentified60

12.38gi|28900251parahaemolyticus RIMD2210633Putative outer membrane lipoprotein61

-19.13gi|15640579Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961S-Ribosylhomocysteinase62

+Unidentified63

Molecular mass 

(kDa)
15℃

Spot 

no.
Definition Origin Accession ID pH 10

+Unidentified43

32.43gi|27366282Vibrio vulnificusAcyl carrier protein S-malonyltransferase44

-Unidentified45

-Unidentified46

+27.94Deoxyribose-phosphate aldolase47

+Pseudomonas syringae pv. tomato str. Threonine dehydratase48

Unidentified49

-39.01

ZP_05909259 

Listonella anguillarumRibosomal protein S250

+-72Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type51

+Unidentified52

42.63gi|13475468Mesorhizobium loti MAFF303099Hypothetical protein mlr654753

--54

+Unidentified55

+28.04gi|15601325 Vibrio choleraeTranscriptional regulator 56

+Unidentified57

-22.6gi|84389758Vibrio splendidus 12B01Uracil phosphoribosyltransferase58

+Unidentified59

+Unidentified60

12.38gi|28900251Putative outer membrane lipoprotein61

-19.13gi|15640579Vibrio choleraeS-Ribosylhomocysteinase62

+Unidentified63

Molecular mass 

(kDa)
15℃

Spot 

no.
Definition Origin Accession ID pH 10

parahaemolyticusVibrio 

alginolyticusVibrio gi|91224782

Vibrio 

Unidentified64 Unidentified

Oxidoreductase, 

short-chain dehydrogenase/reductase family protein 

NP_795019  30

O1 biovar eltor str. N16961Vibrio cholerae gi|15642347

+

+

+

-

-

36

34

35

38

gi|84385734Vibrio splendidus 12B01Fructose-1-phosphate kinase40

NP_796729Leucine transcriptional activator42

gi|15640984
Cysteine synthaseA 41

Unidentified39

38 L-threonine3-dehydrogenase gi|15601640

+

+

-

-

36

gi|84385734Vibrio splendidus 12B01Fructose-1-phosphate 

NP_796729

gi|15640984
Cysteine

Unidentified

L-threonine3-dehydrogenase gi|15601640O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae

O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae

parahaemolyticusVibrio 

+Unidentified43

32.43gi|27366282Vibrio vulnificus CMCP6Acyl carrier protein S-malonyltransferase44

-Unidentified45

-Unidentified46

+27.94Deoxyribose-phosphate aldolase47

+Pseudomonas syringae pv. tomato str. 
DC3000

Threonine dehydratase48

Unidentified49

-39.01gi|20451753Listonella anguillarumRibosomal protein S250

+-72Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type51

+Unidentified52

42.63gi|13475468Mesorhizobium loti MAFF303099Hypothetical protein mlr654753

--54

+Unidentified55

+28.04gi|15601325 Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961Transcriptional regulator 56

+Unidentified57

-22.6gi|84389758Vibrio splendidus 12B01Uracil phosphoribosyltransferase58

+Unidentified59

+Unidentified60

12.38gi|28900251parahaemolyticus RIMD2210633Putative outer membrane lipoprotein61

-19.13gi|15640579Vibrio cholerae O1 biovar eltor str. N16961S-Ribosylhomocysteinase62

+Unidentified63

Molecular mass 

(kDa)
15℃

Spot 

no.
Definition Origin Accession ID pH 10

+Unidentified43

32.43gi|27366282Vibrio vulnificusAcyl carrier protein S-malonyltransferase44

-Unidentified45

-Unidentified46

+27.94Deoxyribose-phosphate aldolase47

+Pseudomonas syringae pv. tomato str. Threonine dehydratase48

Unidentified49

-39.01

ZP_05909259 

Listonella anguillarumRibosomal protein S250

+-72Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, FKBP-type51

+Unidentified52

42.63gi|13475468Mesorhizobium loti MAFF303099Hypothetical protein mlr654753

--54

+Unidentified55

+28.04gi|15601325 Vibrio choleraeTranscriptional regulator 56

+Unidentified57

-22.6gi|84389758Vibrio splendidus 12B01Uracil phosphoribosyltransferase58

+Unidentified59

+Unidentified60

12.38gi|28900251Putative outer membrane lipoprotein61

-19.13gi|15640579Vibrio choleraeS-Ribosylhomocysteinase62

+Unidentified63

Molecular mass 

(kDa)
15℃

Spot 

no.
Definition Origin Accession ID pH 10

parahaemolyticusVibrio 

alginolyticusVibrio gi|91224782

Vibrio 

Unidentified64 Unidentified

Oxidoreductase, 

short-chain dehydrogenase/reductase family protein 

NP_795019  30

O1 biovar eltor str. N16961Vibrio cholerae gi|15642347

+

+

+

-

-

36

34

35

38

gi|84385734Vibrio splendidus 12B01Fructose-1-phosphate kinase40

NP_796729Leucine transcriptional activator42

gi|15640984
Cysteine synthaseA 41

Unidentified39

38 L-threonine3-dehydrogenase gi|15601640

+

+

-

-

36

gi|84385734Vibrio splendidus 12B01Fructose-1-phosphate 

NP_796729

gi|15640984
Cysteine

Unidentified

L-threonine3-dehydrogenase gi|15601640O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae

O1 biovar eltor str . N16961Vibrio cholerae

parahaemolyticusVibrio 
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pH 10의 stress를 주었을 경우,64개의 spot들 중 spot3,6,10,25,40,47,

48,51,56등을 비롯하여 23개의 proteinspot들이 up-regulation되었으며,

spot1,2,20,21,33,34,38,50,54,58등을 포함한 18개의 proteinspot들이

down-regulation되었다.Up-regulationprotein으로는 gluconeogenesis과정

에 이용되는 carboxylasesubunitB와 6-phospho-beta-glucosidase를 비롯하여

starch와 sucrose의 metabolism에 사용되는 glucose-1-phosphate adenyl

transferase,fructose,mannosemetabolism에 속하는 fructose-1-phosphate

kinase, 그리고 pentose phosphate pathway의 deoxyribose-phosphate

aldolase등 glycolysis와 관련한 enzyme들이 주를 이루었다[35].Aminoacid

의 합성에 관여하는 enzyme중 cysteinesynthaseA와 threoninedehydratase

의 protein spot들도 증가한 모습을 보여,pH 10의 염기성 환경이 각각

cysteinemetabolism과 isoleucinebiosynthesis에 영향을 주는 것으로 예측된

다.그 외에도 transport에 관여하는 generalsecretionpathwayproteinD

precursor,protein folding에 작용하는 peptidyl-prolylcis-transisomerase

FKBP-type,그리고 transcription을 조절하는 transcriptionalregulator가

up-regulation되었다[14].(Fig.2,Table1)

반면, ribonucleotide-diphosphate reductase subunit과 adenylosuccinate
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lyase,uracilphosphoribosyltransferase등의 transcription에 관련된 protein

spot들과 elongationfactorTu,ribosomalproteinS2등의 translation과 연관

된 proteinspot들이 down-regulation되었다[4,5].또한 lipopolysaccharide

biosynthesis에 관여하는 ADP-L-glycero-D-mannoheptose-6-epimerase의 spot

이 감소하는 모습을 보였으며,glycine,serine,threonine등의 metabolism에

이용되는 L-threonine 3-dehydrogenase와 oxidoreductase short-chain

dehydrogenase/reductases family protein (OSDR) 등의 oxidoreductase

enzyme가 down-regulation되는 모습을 보였다[9].
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Fig.2.2-DEpatternsofV.anguillarumO1strainincubatedunderpH 7(A)

andpH 10(B).
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V.anguillarum을 15℃에서 배양한 경우,25℃에서 배양한 균에 비해 spot

5,7,12,18,23,24,26,30,42 등을 비롯하여 11개의 protein들이

up-regulation 되었으며, spot 4, 6, 20, 51, 54 등 6개의 spot들이

down-regulation되는 모습을 볼 수 있었다 (Table1,Fig.3).

pH stress와는 반대로 15℃의 stress하에서는 transcription에 관여하는

adenylosuccinatesynthetase,leucinetranscriptionalactivator와 translation

에 관여하는 aspartyl-tRNA synthetase,histidyl-tRNA synthetase 등의

protein spot들이 up-regulation 되었다[6].또한 asparagine biosynthetic

process에 관여하는 asparagine synthetase B와 mannose biosynthetic

process에 이용되는 phosphomannomutase등을 비롯한 몇몇 spot들은 pH

stress하에서 up-regulation 되는 부분과 유사하게 나타났다.그 외에 ion

transport에서 작용하는 ABC transporterATP-bindingprotein이 증가하는

모습을 보였다.반면,down-regulation된 spot들에는 heatshockprotein9,

gluconeogenesis에 관여하는 carboxylasesubunitB,그리고 proteinfolding

에 작용하는 peptidyl-prolylcis-transisomerase등이 있다.Carboxylase

subunitB와 peptidyl-prolylcis-transisomerase는 pH stress에서 발현된 성

상과는 달리 감소되는 모습을 보였다.
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Fig.3.2-DEpatternsofV.anguillarumO1strainincubatedunder25℃ (A)

and15℃ (B).
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Probableperosaminesynthetase의 경우 pH 10에서는 감소하였으나 15℃에

서는 오히려 증가하는 모습을 보였다.이 enzyme는 V.cholerae의 O-antigen에

서 찾을 수 있는 4-aminodeoxysugar인 perosamine를 합성하는 물질과 같은

물질로 예상되어지고 있다[1].이 물질이 stress하에서 down-regulation된다

는 사실은 bacteria의 pethogen인 O-antigen의 감소를 내포할 수 있으며,반대

로 15℃에서 up-regulation된다는 사실은 O-antigen의 증가를 의미할 수 있

다.때문에 pH,온도 외에도 각종 stresscondition하에서 V.anguillarum과

fishpethogen사이의 probableperosaminesynthetase에 대한 연구가 필요할

것으로 보인다.(Fig.2,Table1)

54번 spotOSDR과 20번 spotputativeC4-dicarboxylatetransportsensor

protein의 경우 pH 10과 15℃의 두 가지 stress 조건에서 모두

down-regulation되었다.putativeC4-dicarboxylatetransportsensorprotein은

signaltransduction에 주로 이용되며,C4-dicarboxylatetransportsystem의 작

동에 관여한다고 보고되었다.특히 system 내에서 succinate,fumarate,그리고

malate와 같은 C4-dicarboxylate를 up-take하는데 사용된다고 알려져 있다[17].

OSDR은 short-chain dehydrogenase/reductases (SDR) family에 속하는

protein으로 SDRfamily는 정의되어 있지 않은 아주 큰 proteinfamily이다.
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하지만 family내에서 분명한 sequencemotif가 존재하고 있다고 보고되었다

[13].또한,OSDR의 경우 위 두 가지 stress외에 pH5,NaCl농도 (2M),bile

salt 농도 (0.1%)에 변화를 주는 실험을 실시한 결과에서도 역시

down-regulation되는 모습을 보여,다양한 환경적 조건의 변화에 대해서도 민

감하게 변화하는 모습을 보였다.
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Fig.4.ComparativeproteomeanalysisofOSDRunderthevariousgrowth

condition;(A)25℃,pH 7,(B)15℃,(C)Bilesalt,(D)pH 10,(E)

pH 5,(F)2M NaCl
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2.SequencingandanalysisofV.anguillarumOSDR

V.anguillarum O1의 OSDR gene을 sequencing하기위하여 MALDI-TOF

MS/MS를 통해 밝혀진 amino acid와 V.cholerae,V.vulnificus,V.

parahaemolyticus등에서 이미 보고된 DNAsequence를 alignment하여 유사도

가 높은 부분을 대상으로 primer를 제작하였으며 이를 바탕으로 DNA

WalkingSpeedUpPremixKit를 이용하여 759bp의 ORF를 밝혔으며,252

aminoacid서열을 찾았다 (Fig.5,6).이 aminoacid서열은 Vibriosp.EX25

의 dehydrogenase및 V.alginolyticus의 OSDR과 84%의 가장 높은 상동성을

보였다 (Fig.6).

또한 SDR family에서 존재한다고 알려진 sequence도 발견되었다.OSDR

protein의 aminoacid서열의 12-19번째에 존재하는 TGXXXGXG는 coenzyme

이 binding되는 region이며,61번째의 D는 약하게 binding되는 coenzyme과

adenineringpocket의 stabilization을 위한 잔기로 보고되었다[8,13].87-90번

째의 NNAG의 경우 중심의 β-sheet구조를 stabilization시키는데 이용된다고

알려져 있으며,112번째의 N이 activesite이다[13].Activesite는 이외에도

139-152-156번째 amino acid인 S-Y-K에도 존재한다[8].180번째의 N은

substrate의 binding loop와 activite site를 connection 시키기 위함이며,
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184-185번째에는 일반적으로 PG가 보존되어 reactiondirection을 담당한다고

알려진 aminoacid인데[8,13],V.anguillarum과 몇몇 Vibriospecies의 경우

이 부분에 PS가 존재하였다.마지막으로 189번째의 T는 nicotinamidering의

carboxamide에 H-binding을 위한 역할을 한다고 보고되었다[13].
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Fig.5.AsequenceofOSDRgenefrom Vibrioanguillarum.
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TGXXXGXG D

NNAG N S

Y K N PG T

TGXXXGXG D

NNAG N S

Y K N PG T

Fig.6.AsequenceofOSDRaminoacidsfrom Vibrioanguillarumand

otherVibriospecies.
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3.TranscriptionalanalysisoftheOSDRgene

OSDRprotein의 발현이 어느 지점에서 발생하는지 알아보고자 RT-PCR을

실시하여 mRNAlevel에서 gene의 발현을 관찰하였다.15℃에서 stress를 받

은 V.anguillarum과 stress를 받지 않은 V.anguillarum으로부터 totalRNA를

분리하였으며,먼저 이를 바탕으로 stress시간에 따른 mRNA의 cDNA를 합

성하여 OSDRgene을 PCR을 통해 생성시켰다.그 결과 25℃에서는 stress시

간이 흐르는 동안에도 동일한 양의 band가 나타나는 것에 반해 15℃에서는

stress시간이 지남에 따라 band의 생성양이 줄어드는 모습을 보였다.이러한

transcription과정에서의 변화는 OSDRprotein의 발현이 genelevel에서 조절

됨을 보여주었다 (Fig.7).
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0 h  0 h  

◀◀ 25 25 ℃℃

◀◀ 15 15 ℃℃

1 h  1 h  2 h  2 h  3 h  3 h  4 h  4 h  

OSDR

0 h  0 h  

◀◀ 25 25 ℃℃

◀◀ 15 15 ℃℃

1 h  1 h  2 h  2 h  3 h  3 h  4 h  4 h  

Control gene

0 h  0 h  

◀◀ 25 25 ℃℃

◀◀ 15 15 ℃℃

1 h  1 h  2 h  2 h  3 h  3 h  4 h  4 h  

OSDR

0 h  0 h  

◀◀ 25 25 ℃℃

◀◀ 15 15 ℃℃

1 h  1 h  2 h  2 h  3 h  3 h  4 h  4 h  

Control gene

Fig.7.Vibrioanguillarum geneexpression profiles:stress-related gene;

OSDRgene,internalcontrolgene;16SrRNA.
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Bacteria는 다양한 environmentalstress에 항상 노출 되어 있으며,이러한

stress하에서도 bacteria의 homeostasis를 유지하여야 한다.이러한 조건에서

bacteria가 순응하기 위해서는 metabolism의 변화 또는 cellularstructure

compounds의 구조를 바꿈으로써 가능하다.또한 이러한 반응은 gene

regulation등의 transcriptionallevel에서 조절 되는 mechanism이 있을 수도

있고, protein의 synthesis 또는 post-translational modification등의

translationallevel에서 조절되는 mechanism 일 수 도 있다.이러한 조절 기작

에 의하여 up-또는 down-regulation되는 유전자 또는 단백질에 의하여 다양

한 environmentalstress에 견딜 수 있게 된다.

본 연구에서는 다양한 stress를 처리 하였을 때의 V.anguillarum의 total

protein의 발현을 각각 비교하여 특정 stress하에서 어떠한 protein의 발현이

shift됨으로써 stress에 어떠한 protein이 관련이 있는지를 밝혔다.또한 본 연

구를 통해 V.anguillarum의 OSDR이 다양한 환경적 stress에 대해 매우

sensitive하게 작동함을 밝혔으며,이러한 결과를 바탕으로 V.anguillarum의

stress여부를 측정하는 satellitemaker로써 OSDR이 적합하다는 결론을 도출

하였다.
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Ⅳ.요약

Vibrioanguillarum은 호염성,gram-negative의 대표적인 어류병원성 수해양

미생물로 인체 및 어류에 큰 피해를 주고 있다.이러한 V.anguillarum을 다

양한 환경적 stress 하에 둠으로써 이에 따른 단백질의 발현을

2-demensional electrophoresis 와 matrix-assisted laser desorption

ionization-timeofflight/massspectrometry(MALDI-TOF/MS)를 통해 분석

하였다. 그 결과 wildtype의 경우 550여 개의 spot이 나타났으며,15℃의

온도 stress를 받은 균의 경우 spot의 양이 530여 개로 감소한 반면 pH

stress를 받은 균의 경우 총 580여 개로 증가하였다.이들 spot중 40개의

spot이 identification되었다.온도 stress의 경우 aspartyl-tRNA synthetase,

ABC transporter ATP-binding protein을 비롯하여 11개의 spot이

up-regulation되었으며 heatshock protein 9,putative C4-dicarboxylate

transportsensorprotein 등 6개의 spot이 down-regulation 되었다.pH

stress의 경우에는 general secretion pathway protein D precursor,

adenylyltransferase등 23개의 protein이 up-regulation되었으며 Ribosomal

proteinS2,ADP-L-glycero-D-mannoheptose-6-epimerase등 18개의 protein
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이 down-regulation되었다.oxidoreductaseshort-chaindehydrogenase/re-

ductasesfamilyprotein(OSDR)의 경우 온도와 pH stress를 비롯해 NaCl

농도 (2M),Bilesalt농도 (0.1%)의 변화에도 protein이 downregulation되

었다.Stress에 민감하게 반응하는 OSDR의 DNAsequencing을 통해 759bp

의 ORF를 밝혔으며,이를 바탕으로 252aminoacid서열을 찾았다.또한

OSDRprotein의 발현의 조절 mechanism을 찾고자 RT-PCR을 실시한 결과

stress조건 하에서 OSDR은 시간이 지남에 따라 급격히 감소하였고,이를

통해 OSDRprotein의 발현의 조절이 transcriptionallevel에서 일어남을 알

수 있었다.본 연구를 통해 V.anguillarum의 OSDR이 다양한 환경적 stress

에 대해 매우 sensitive하게 작동함을 밝혔으며 또한 이러한 결과를 바탕으

로 V.anguillarum의 stress여부를 측정하는 satellitemaker로 OSDR이 적합

하다는 결론을 도출하였다.
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