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서 론. Ⅰ

해양수산자원은 인류의 식량자원으로서 그 중

요성이 점차 커지고 있다 년 기준 세계 인. 2018 1

당 수산물 소비량은 이었으며 동물성 단백19.2kg , 

질에서 수산물이 차지하는 비율도 세계 평균 16.

로 수산물이 먹거리에서 차지하는 비중이 높3%

은 편이다 그러나 인류의 주요 식량(FAO, 2018). 

자원인 세계 해양의 수산자원은 상당 부분이 남

획과 해양환경 악화 등 잘못된 관리로 인해 주요 

어종의 자원량이 현저히 감소하였고 자원상태도 , 

감소하는 추세이다 또한 대부분의 . , Major histoco

는 주조직 적합성 복합mpatibility complex (MHC)

체라고 불리며 이종이량체를 이루고 (Klein, 1986), 

있는 복합체를 형성한 당단백질이다(Bjorkman et 

는 으로 구분되며 이 중 al., 1990). MHC I, II, III , 

는 를 포함하는 복합체 형성MHC class II CD74

과 분해과정을 항원 제시 세포 내에서 수행하고 

펩타이드와 결합한 뒤 세포 표면으로 운반되어 

CD4+ 세포에 펩타이드를 제시한다 T (Cresswell, 1

와 결합994; Al-Daccak et al., 2004). MHC clas II

한 는 의 항원 결합 부위를 차CD74 MHC class II

단하게 되어 복합체의 생성과정이나 세포 내에서

의 이동 과정에서 다른 펩타이드의 결합을 방지

참돔(Pagrus major 에서 분리된 의 분자적 특징과 ) CD74a
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하기 때문에 엔도솜과 리보솜에서의 이동 과정에

서 와 의 상호작용은 필수적이MHC class II CD74

다(Collins et al., 1984).

또는 은 년대에 CD74 invariant chain 1970 MHC 

의 차원 전기영동에서 처음 확인되었으며class II 2

년에 처음 인간에서 복제(Jones et al., 1979), 1983

되었다 는 주로 (Claesson et al., 1983). CD74 MHC 

를 통한 외인성 항원을 제시하는 대식세class II

포 세포 수지상 세포와 같은 면역 세포에서 , B , 

발현되는 것으로 보고되었다(Momburg et al., 198

척추동물에서 의 유전자는 다양6). MHC class II

한 항원 제시를 위하여 매우 다형적이며 다 유, 

전자적인 특징을 가지고 있다(Maccari et al., 201

는 의 다형성과는 상관없이 7). CD74 MHC class II

결합하며 잘린 구조를 이용하(Koch et al., 2007), 

여 의 펩타이드 결합 부위에 결합하MHC class II

기 위한 class II-associated li chain peptide (CLIP) 

부위는 를 이루고 있다 이 81 104 amino acid . C–

은 와 사이의 중요한 결합 LIP CD74 MHC class II 

유전자이다(Bijlmakers et al., 1994).

인간에서 최초로 발견된 이후로부터 지속해서 

연구가 진행 중인 는 현재 에CD74 MHC class II

서 의 역할 뿐 아니라 자체의 역할에 CD74 CD74 

관해서도 연구되고 있다 인간의 장 염증 동안 . C

가 활성화되어 점막으로 이루어진 장벽을 보D74

호하는 것으로 보고되었으며 암(Farr et al., 2020), 

이나 염증 같은 면역 질환에서 macrophage migrat

와 복합체가 새로ion inhibitory factor (MIF) CD74 

운 치료법으로 활용이 되기 위해 단백질을 CD74 

높은 수율로 얻어 와 결합하는 부위를 확인MIF

하는 연구가 있다(Kok et al., 2018). 

어류에서는 년대 의 보고가 있었으며1990 CD74

경골어류에서 는 특이(Yoder et al., 1999), CD74

하게도 와 가 확인하였지만 각각의 CD74a CD74b , 

기능 차이는 보고되지 않았다(Dijkstra et al., 200

어류 의 기능은 와 관련하3). CD74 MHC class II

여 세포 내 수송 및 펩타이드 결합방지 와 같이 

포유류와 유사한 기능을 할 것으로 보고되었다(C

그러나 인간 와 같이 riscitiello et al., 2012). CD74

어류 의 자체 기능에 관한 연구는 극히 적CD74

은 실정이다.

참돔은 주로 북서 태평양에 서식하며 수심 10 

에 서식하는 경골어류이며 국내 양식산업200m , –

에서 경제적으로 중요한 어종이다 그러나 참돔. 

에 관한 연구는 성장에 관한 연구로 제한적이며

면역학적인 연구는 상대(Duy Khoa et al., 2020), 

적으로 부족한 실정이다 참돔은 양식 과정 중에 . 

다양한 병원체에 노출되어 감염으로 인한 폐사 

가능성이 높기 떄문에 면역학적 연구는 참돔 양

식 산업에서 생산성 향상에 중요하며 특히 적응, 

면역 에서 중요한 (adaptive immunity) MHC class II

와 연관된 의 연구를 통해 추후 백신에 관CD74

련된 연구에 충분한 기초자료로서 충분히 활용될 

수 있을 것이다.

이번 연구에서는 어류 의 기능에 관한 기CD74

초적인 자료를 축적하고 면역학적인 이해의 증, 

진을 위하여 참돔에서 분리된 유전자의 CD74a 

분자적 특성을 분석하였고 병원체별 발현 양상, 

을 확인하였다.

연구 방법. Ⅱ

분석1. Next-Generation Sequencing (NGS) 

로 자극한 참돔의 간으Lipopolysaccharide (LPS)

로부터 분석을 Next-Generation Sequencing (NGS) 

통해 참돔 의 CD74a (PmCD74a) cDNA full-length

를 확보하였다.

분자적 특성 분석2. 

분석을 통해 동정된 의 NGS PmCD74a ORF (O

아미노산 서열은 pen Reading Frame) Genetyx 7 

와 (SDC Software Development) National Center for 

의 Biotechnology Information (NCBI) BLASTX prog

을 이용하ram (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

여 분석하였다 특이적 도메인의 위치는 . Simple 
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Modular Architecture Research Tool (SMART) (htt

로 확인하였으며 분자 p://smart.embl-heidelberg.de/) , 

중량 과 등전점(molecular weight) (theoretical isoelect

은 ric point, pI) ProtParam tool (http://web.expasy.or

을 이용하여 예측하였다 의 g/protparam/) . NCBI seq

에 등록된 다른 어류들의 서uence database CD74 

열 는 multiple sequence alignment ClustalW (http:// 

를 이용하여 분석하www.genome.jp/tools/clustalw/)

였으며 분석한 다중염기서열의 공통된 를 , motif

찾기 위해 Multiple Em for Motif Elicitation (ME

를 이용하여 예측하였ME) (http://meme-suite.org/)

다 계통 발생학적 분석은 의 . Mega-X program nei

법을 이용하여 분석하였다ghbor-joining (NJ) .

정상어체 유전자 발현 분석3. 

가 발현분석용 조직 분리. 

실험에 사용된 참돔은 경상남도 수산자원연구

소로부터 제공받아 사용하였다 체장과 체중은 . 

각각 이었으며 실험에 14.8 ± 2 cm, 68.9 ± 9 g , 

사용 전 주간 수조에 순치하였다 조직 적2 20 . ℃ 

출을 위해 건강한 참돔 마리를 무작위로 선정하3

고 으로 마취한 뒤 체신 두신, Benzocaine (Sigma) , , 

장 근육 비장 아가미 위 뇌 간 심장 피부, , , , , , , , , 

눈을 무균적으로 적출하였다 적출된 조직은 . total 

추출하기 전까지 에서 보관하였다RNA 80 .℃–

나 추출 및 합성. Total RNA cDNA 

적출한 조직들의 추출은 total RNA Son(2020)

의 방법을 참고하여 수행하였다. RNAiso (TaKaR

를 첨가 후 를 이용해 균질a) 600 L homogenizerμ

화시켰다 그리고 을 . chloroform (Deajong) 100 L μ

첨가하여 한 뒤 에서 분간 vortexing 14,000 rpm 10

원심분리 하였다 분리된 상층액은 새로운 . e-tube

에 옮긴 후 를 동량 첨가하여 PCI (Biosesang) 14,0

에서 분간 원심분리를 하고00 rpm 10 , Genomic D

의 제거를 위해 상층액은 NA Recombinant DNase 

를 이용하여 처리하였다 상층I (TaKaRa) DNase . 

액을 새로운 에 옮긴 후e-tube , isopropanol (Sigm

a) 500 L, 3M sodium acetate (TaKaRa) 50 L, μ μ

를 첨가하여 Dr.Gen (TaKaRa) 5 L 14,000 rpmμ

에서 분간 원심분리 하였다 분리된 상층액을 10 . 

모두 제거한 후 세척을 위해 , 75% DEPC ethyl al

를 첨가하여 에서 분간 cohol 600 L 14,000 rpm 5μ

원심분리 하였다 세척 후 남은 상층액의 제거를 . 

위해 상온에서 분 자연 건조한 후10 15 , DEPC D–

를 적당량 첨가하여 완전히 용해하였W (Bioneer)

다 를 합성하기 전 는 농도와 순. cDNA , total RNA

도를 측정하기 위해 를 이NanoVue (GEhealthcare)

용해 측정하였고, PrimeScript 1st strand cDNA ™ 

를 이용하여 제조사의 방법Synthesis Kit (TaKaRa)

에 따라 로 합성하였다cDNA . 

다 분석. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

정상 참돔에서 의 발현수준을 알아보PmCD74a

기 위하여 를 사용TB green master mix (TaKaRa)

해 설명서에 따라 을 수행하였으며 수qRT-PCR , 

행한 의 조건과 는 에 표qRT-PCR primer <Table 1>

시하였다 와 의 . PmCD74a EF-1 Ct (Threshold cycα

값을 서로 비교하여 le) 2 CTΔΔ–  method (Livak and 

에 의하여 계산되었다Schmittgen, 2001) . 

Target　 Usage Primer Sequence (5’- 3’) qRT-PCR condition

CD74a
qRT-PCR F GAGCTTTGAGACCTGGATGC

95 for 10 min℃ 

followed by 45 cycles at 

95 for 20 s and℃ 

60 for 1 min℃ 

qRT-PCR R CACACTGGGGCTTGTAGGAT

EF-1α
qRT-PCR F CCTTCAAGTACGCCTGGGTG

qRT-PCR R CTGTGTCCAGGGGCATCAAT

<Table 1> PCR primers and qRT-PCR condition in this study 

 



- 1394 -

병원체별 유전자 발현분석4 

가 병원체 인위감염. 

인위감염 후 의 발현특이성을 확인하PmCD74a

기 위하여 참돔을 Streptococcus iniae 1 × 10（ 6 C

와 FU/mL) Edwardsiella piscicida 1 × 10（ 6 CFU/m

L , Red sea bream iridovirus 1 × 10） （ 6 copies/mL)

를 개의 실험군으로 각각 수조에 마리씩 나누3 30

어 씩 복강투여 하였고 대조군으로 동량100 L . μ

의 를 투여하였다 복강주사 후 시간 시PBS . 1 , 12

간 일 차에 각각의 실험군과 대조군으, 1, 3, 5, 7

로부터 무작위로 마리씩 신장 비장 간 조직을 3 , , 

무균적으로 적출하고 실험에 사용하기 전까지 , –

의 초저온 냉장고에 보관하였다80 .℃

나 분석. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 

병원체 감염 후 추출한 조직의 와 total RNA c

합성 그리고 분석은 정상어체 발DNA qRT-PCR 

현분석시에 사용한 방법과 같은 방법으로 수행하

였다 각 유전자의 발현수준 역시 . 2 CTΔΔ–  method

로 계산되었다. 

통계분석5. 

모든 실험은 번 반복하여 수행하였다 실험을 3 . 

통하여 확인된 모든 데이터 결과는 표준편차로 ± 

표현하였으며 유의적 차이는 , one-way analysis of 

에 의해 확인되었다variance (ANOVA) test (*p < 

0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). 

연구 결과 . Ⅲ

의 분자적 특성1. PmCD74a

가. Open reading frame (ORF) 

의 는 로 개의 PmCD74a cDNA ORF 858 bp 285 a

를 암호화하고 있었으며 분자 중량mino acid (aa) , 

과 등전점은 각각 와 로 예측되었다70 kDa 5.04 . 

의 도메인은 PmCD74a MHC2-interact (9 113 aa), –

MHCassoc trimer (127 191 aa), Tyroglbulin type –

을 포함하고 있었다I repeats (216 262 aa) ([Fig. –

1]).

[Fig. 1] The cDNA and deduced amino acid of PmCD74a. MHC2-interact domain are gray boxed. 

MHCassoc_trimer domain are black boxed. Tyroglobulin type I repeat in PmCD74a are dark 

gray boxed.
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나 다중염기서열. Multiple sequence alignment ( ) 

와 다른 어류의 서열을 비교하PmCD74a CD74a 

여 다중염기서열 분석을 수행한 결과 전체적인 

상동성의 범위는 였다 는 74 90% . PmCD74a Gilt-–

의 와 로 가head bream (Sparus aurata) CD74a 90%

장 높은 상동성을 보였으며, Zebra mbuna (maylan

의 가 로 가장 낮은 상동dia zebra) CD74a 74.83%

성을 보였다([Fig. 2]). 

공통적으로 보존된 를 확인한 결과 개의 motif 3

가 보존되어있는 것을 확인하였으며 각 motif , mot

의 서열은 if (KIGSYKPQCDEQGRYKPMQC WHA

TGYCWCVDETGAPIEGTTMRGRPDCQR), (VEKQ

VKDLIQDSZLPQFNETFLANLQSLKQHMNESEWQ

SFESWMRYWLIF), (PRGGSNSRA LKIAG LTTLA

이CLLLASQVFTAYMVFGQKQQIHTLQKNSERM) 

였다 또한 개의 이 보존되어있는 것을 . 5 cysteine

확인하였다. 

[Fig. 2] Multiple alignments of PmCD74a with other vertebrates. NCBI accession numbers of dicentracin 

are as follows: Sparus aurata, XP_030252735.1; Dicentrarchus labrax, ABH09445.1; Morone 

saxatilis, XP_035525849.1; Oreochromis niloticus, XP_003455233.1; Siniperca chuatsi, AAS77256.1; 

Oreochromis aureus, XP_031606845.1; Larimichthys crocea, XP_010739355.3; Lateolabrax 

japonicus, QIM55159.1: Maylandia zebra, XP_004571772.1.
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[Fig. 3] Phylogenetic analysis of deduced PmCD74a mino acid sequences with other species. The ɑ

phylogenetic tree was constructed using the neighbour-joining method within MEGA X software. 

Bootstrap sampling was performed with 1,000 replicates. The scale bar is equal to 0.1 change 

per amino acid position.

다 계통 발생학적 분석. Phylogenetic analysis ( )

의 계통 발생학적 분석결과 포유류의 PmCD74a

와 별개의 가 어류 에 나타난 CD74 cluster CD74a

것을 확인하였다 는 어류의 의 . PmCD74a CD74a cl

에 포함되어 있었으며 과 uster , gilt-head sea bream

밀접한 유연관계를 보였다([Fig. 3]).

의 유전자 발현 분석2. PmCD74a

가 정상어체의 조직별 발현 분석. 

정상적인 참돔에서 의 조직 특이적 PmCD74a

발현 분석결과 조직에서 모두 발현을 보인 것을 

확인하였다 가장 낮은 발현을 보인 간을 기준으. 

로 아가미와 장에서 유의적으로 높은 발현을 보

였으며 근육과 눈에서 비교적 낮은 발현을 보였, 

다([Fig. 4]). 

나 병원체 감염 후 조직별 발현 분석. 

병원체별 감염 후 간 아가미 비장 신장에서 , , , 

의 발현을 을 통해 확인하였다PmCD74a qRT-PCR . 

E. piscicida를 감염시킨 실험군에서 모든 조직에

서 시간에 따라 하향발현 후 상향발현을 보였으

며 감염 후 시간째에 유의적으로 가장 낮은 , 12

발현을 보이는 것을 확인하였다. 

[Fig. 4] Tissue distribution of PmCD74a. Vertical 

bars represent the mean ± SD. Error bars 

represent the standard error of three 

replicates. Asterisks indicate significant 

differences (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p 

< 0.001) compared to liver.

S. iniae에 감염시킨 실험군은 모든 조직에서 초

기에 상향발현 후 일 차에 유의적으로 가장 낮1

은 발현을 보이고 그 후로 다시 상향발현을 보이

는 패턴을 보여주었다 에 감염된 실험군에. RSIV

서 역시 모든 조직에서 하향발현 후 상향발현을 

보였으며 감염 후 일 차에 유의적으로 가장 낮, 3
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은 발현을 보인 후 상향발현을 시작하였다([Fig. 

5]).

[Fig. 5] Induced PmCD74a expression after infection 

E. piscicida, S. iniae and RSIV. Vertical 

bars represent the mean ± SD. Error bars 

represent the standard error of three 

replicates. Asterisks indicate significant 

differences (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 

0.001) compared to control (0 h).

결 론. Ⅳ

경골어류의 는 와 로 분류되CD74 CD74a CD74b

어 있지만 아직 각각의 기능에 대한 명확한 보, 

고는 매우 적다 이번 연구에서 참돔의 . MHC clas

을 이용한 면역 시스템에서 중요한 의 s CD74aⅡ

분자생물학적 특성과 병원체별 감염 후 발현 분

석을 수행하여 유전자의 특징을 확인하였다. 

인 의 도메인으로 보고된 Invariant chain CD74

는 에 관련된 MHC2-interact MHC class II invariant 

과 에서 발견되는 도메인으로 chain CLIP MHC clas

면역 과정에서 복합체와의 연s II MHC class II 

결에 필요한 도메인이다 새롭게 (Zhu et al., 2003). 

합성된 이량체가 소포체로 이동한 MHC class II 

후 과 결합하여 삼량체를 형성하게 invariant chain

되는데 는 이때 삼량체를 이루게 MHCassoc_trimer

해주는 도메인이며 이렇게 형성된 삼량체는 이, 

량체보다 구조적으로 안정화되어 의 조립 MHC

및 항원 처리에 매우 중요한 역할을 수행하게 한

다 은 갑(Jasanoff et al., 1998). Tyroglubulin type I

상선에서 발현하는 특이적인 당단백질로 알려져 

있지만 와 에서도 발견MHC class II invariant chain

되는 도메인이다 에(Koch et al., 1987). PmCD74a

서도 선행연구들과 같이 개의 도메인을 확인하3

였으며 역시 기존 연구에서 ([Fig. 1]), PmCD74a 

보고된 기능과 유사하게 면CD74 MHC class II 

역 과정에 기여를 할 것으로 여겨진다 다중염기. 

서열의 분석에서 개의 가 고도로 보motif 3 motif

존된 것을 확인할 수 있으며 계통 발생학[Fig. 2], 

적 분석을 통해 다른 어류들과 같은 를 이cluster

룬 것을 보았을 때 가 어류의 진화과정PmCD74a

에서 보존이 잘되어 있고 유사한 역할을 할 것으

로 생각된다([Fig. 3]). 

정상어체에서 의 발현을 조사한 결과PmCD74a , 

아가미와 장에서 높은 발현을 보인 것을 확인하

였다 아가미와 장은 병원체에 노출도가 ([Fig. 4]). 

매우 높고 면역반응이 활발하게 일어나는 장기, 

로 알려져 있으며 선천 면역과 적응면역에서 중, 

요한 장기이다 이번 연구의 결과로 미루어보아 . 

는 참돔의 면역반응에서 중요한 역할을 PmCD74a

할 것으로 생각된다 선행연구에서 칼상어. (dabry's 
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는 아가미에서 가장 높게 발현한다고 보sturgeon)

고되었고 초어 의 (Chen et al., 2020), (grass carp) C

발현은 신장에서 가장 높은 발현 값을 보였D74 

으며 철갑상어(Chen et al., 2017), (chinese sturgeon)

에서는 비장에서 높은 발현이 보고되었다(Li et a

이러한 의 정상어체 발현결과를 l., 2017). CD74

보았을 때 어종에 따라 발현의 차이가 있는 것으

로 여겨지며 좀 더 다양한 종에 관한 분석이 필

요하다고 생각된다. 

병원체 별 발현 분석에서 는 PmCD74a E. piscic

ida에서 시간째12 , S. iniae에서 일 차에 에1 , RSIV

서 일 차까지 하향발현 후 다시 상향발현을 보3

이는 결과를 나타냈다 그러나 선행연구([Fig. 5]). 

에서 철갑상어 의 CD74 Vibrio anguillarum 감염 

시 와 같이 상향 발현하는 것이 보MHC class II

고되었고 칼상어에서는 (Li et al., 2017), Edwardsie

lla tarda에 감염 후 간에서 상향발현 후 점차 하

향발현을 보였으며 두신과 비장에서 시간과 , 12 2

시간째에 하향발현을 보였다4 (Chen et al., 2020). 

현재까지 각 병원체 임위감염 후 의 발현 CD74

변화에 관한 연구 보고가 적은 실정이기 때문에 

이들의 기능에 대하여 명확하게 정의를 내리기는 

힘들 것이다 그럼에도 불구하고 이번 . PmCD74a

의 인위감염에 사용된 S. iniae의 특정 bacteriocin

인 이 세포의 면역 반응을 억제하며Sil (Li et al., 

가 속한 속이 경골어2014), RSIV Megalocytivirus 

류의 를 이용하여 감염 초기 miRNA (microRNA)

단계에서 바이러스의 복제를 촉진시키고 인터페, 

론 조절 인자와 같은 면역인자를 특이적으로 억

제하였다고 보고되었다 그 외(Zjage et al., 2016). 

에도 원생동물 기생충인 Toxoplasma gondii이 지

속적인 감염을 일으키기 위해 의 주요 구성CD74

요소의 발현을 조절하여 의 발현을 MHC class II

억제한다는 연구가 있었다(Leroux et al., 2015). 

이처럼 병원체들은 원활한 숙주감염을 위하여 여

러 가지 면역 회피 작용을 하며 특히 면역유전, 

자를 이용하여 면역을 회피하는 경우가 많다 이. 

러한 선행연구들을 보았을 때 감염 후 병원체들

의 감염력이 강한 시간부터 의 발현이 12 CD74a

낮아진 결과는 의 면역 시스템을 억MHC class II

제하거나 회피하기 위해 병원체들이 의 활CD74a

성을 억제하여 감염에 유리하게 하기 위한 면역 

회피 작용으로 인한 결과로 보이지만 좀 더 관, 

련 연구가 필요하고 생각된다.

본 연구에서 분리 및 동정된 참돔의 의 CD74a

분자적 특성과 발현 분석결과 특invariant chain 

이적 도메인을 확인하였고 정상조직과 질병에 , 

인위감염시 의 면역 관련 조직에서의 PmCD74a m

발현조절을 확인하였다 이러한 의 RNA . PmCD74a

발현은 참돔의 면역 시스템에서 면MHC class II 

역학적인 기능을 할 것으로 예상하지만 종간의 , 

차이에 따라 발현수준이 달라지는 것과 어류 CD

에 관한 연구가 적어 아직 명확한 이해가 부족74

하므로 이번 연구의 자료를 기초로 하여 추후 재

조합 단백질 제작을 통해 기능분석까지 수행한다

면 어류 연구의 기초자료로써 사용될 수 CD74 

있을 것이다.
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