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            초록
          
        

        
          Interferon regulatory factor 3 (IRF3) plays an important role in inducing the transcription of type I interferon (IFN) and IFN-stimulated genes (ISGs) following infection. We analysed the open reading frame (ORF) cDNA, genomic structure, and temporal variations in the mRNA transcription of IRF3 after challenge with Streptococcus iniae (S. iniae), Edwardsiella piscicida (E. piscicida), and red sea bream iridovirus (RSIV) in red sea bream Pagrus major (Pm). P. major IRF3 (PmIRF3) consisted an ORF of 1398 bp, encoding a polypeptide of 465 amino acids with an isoelectric point of 4.7 and theoretical molecular weight of 51.6 kDa. The strongest expression of PmIRF3 mRNA in healthy red sea bream was observed in the whole blood. The expression pattern of PmIRF3 mRNA after infection with pathogens was analysed in the gills, liver, kidney, and spleen. The quantitative real-time PCR (RT-qPCR) results showed that PmIRF3 mRNA expression was significantly elevated in the liver 1 h post-E. piscicida injection (P < 0.001). PmIRF3 expression increased significantly in most tissues 1 h post-S. iniae injection. PmIRF3 expression was also upregulated in the liver 12 h post-RSIV injection. These results indicate that IRF3 may play an important role in the immune response of P. major following pathogenic infections.

        

      

      
        Keywords: 
Interferon regulatory factor 3, Red sea bream, Edwardsiella piscicida, Streptococcus iniae, Red sea bream iridovirus (RSIV)

      

    

    

  
    
      Ⅰ. 서 론
      Interferons (IFN)는 면역세포를 활성화하고 바이러스 복제를 직접 억제할 수 있는 사이토카인의 한 종류로 구조와 기능에 따라 typeⅠ IFN과 typeⅡ IFN의 두 가지 유형으로 분류된다(Inkpen et al., 2015). 병원체에 감염된 세포는 typeⅠ IFN을 생성하는 반면, typeⅡ IFN은 활성화된 T-세포와 NK세포에 의해 생성된다(Lengyel, 1982; Pestka et al., 1987). Interferon regulatory factors (IRF) family는 숙주 면역반응에 관여하는 IFN 유전자의 활성화에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다(Yeow et al., 2000). IRF family는 typeⅠ IFNs (IFN-α,β)와 IFN stimulated genes (ISGs)의 전사를 조절하는 핵심인자로 작용하여 항바이러스 반응, 면역 반응, 세포의 성장 조절 및 세포자살에 중요한 역할을 하는 선천성 면역 및 적응 면역의 중요한 구성 요소이다(Mamane et al., 1999; Barnes et al., 2002; Tamura et al., 2008; Battistini, 2009). 경골어류에서는 넙치(olive flounder Paralichthys olivaceus)에서 처음으로 IRF1이 확인되었으며(Yabu et al., 1998), 이후 IRF family가 다양한 어종에서 보고되었다. 현재까지 척추동물에서 11개의 IRF family (IRF1 - 11)가 확인되었으며(Huang et al., 2010), 인간과 생쥐에서 9개의 IRF family, 경골어류에서 11개의 IRF family가 보고되었다(Ordas et al., 2006; Stein et al., 2007; Sun et al., 2007; Jia and Guo, 2008; Shi et al., 2008; Nehyba et al., 2009; Bergan et al., 2010; Shi et al., 2010; Huang et al., 2010; Gan et al., 2012; Ruan et al., 2017). IRF는 N-terminal ~ 120 amino acid (aa)에서 DNA-binding domain (DBD)을 포함하고 5개의 tryptophan (W) 잔기가 보존되어있다(Nehyba et al., 2002). IRF family의 C-terminal 부분에는 IRF-association domain (IAD)가 있으며, 그 중 IRF3 - 10은 IAD1을 가지고 IRF1, 2, 11에는 IAD2가 존재한다(Tamura et al., 2008; Nehyba et al., 2009; Bathige et al., 2012). IRF family의 DBD와 IAD 영역에서 종간 아미노산 서열의 보존은 상대적으로 DBD 보다 IAD에서 덜 보존되어 있다고 알려져 있으며(Nehyba et al., 2002). 이는 C-terminal에서 IAD의 서열과 구조적 특징에 따라 기능이 달라져 IRF family를 IFN 유전자 전사를 활성화시키는 그룹(IRF1, 3, 7, 9, 10), 억제하는 그룹(IRF 2, 8) 및 활성화와 억제를 모두 하는 다기능 인자로 다양한 기능을 하는 그룹(IRF2, 4, 5, 8)으로 분류된다고 알려져 있다(Nehyba et al., 2002; Huang et al., 2010; Hu et al., 2013). IRF family 중 IRF3와 7은 N-terminal DBD 영역에서 아미노산 서열의 상동성이 높다고 알려져 있다(Bergan et al., 2010). 그 중 IRF3는 주로 세포질에 존재하며 다양한 조직에서 편재적으로 발현된다(Au et al., 1995). 바이러스 감염 후, IRF3는 IκB kinase (IKK) 또는 TANK-binding kinase 1 (TBK1)에 의해 C-terminal serine (S) 및 threonine (T) 잔기에서 인산화되어 IRF3 homo/hetero-dimers를 형성하여 핵의 표적 DNA sequence에 결합하기 위한 전사 복합체를 형성한다(Fitzgerald et al., 2003; Sharma et al., 2003; McWhirter et al., 2004). 이후, IRF3 dimers는 핵으로 이동하여 IFN-β를 유도하고, 생성된 IFN-β는 표적 세포에서 IRF7의 발현을 유도한다. 이는 IFN-α와 IFN-β의 발현을 촉진하여 바이러스 감염에 대응한다(Sato et al., 1998).

      참돔(red sea bream Pagrus major)은 양식기술 발달로 1980년대 중반부터 대량 종묘생산 기술의 확립과 남해안 해상가두리를 중심으로 양식 산업화가 시작되어 고밀도 어류 양식이 이루어지고 있으며, 그에 따른 양식에 의한 수산물 생산량 비율은 매년 증가하고 있다. 그러나 양식 생산량 증가를 위해 고밀도 사육 및 과다한 사료투여 등으로 양식장 환경을 악화시켜 어류에 스트레스로 작용하여 이리도바이러스에 의한 바이러스성 질병, 연쇄구균에 의한 세균성 질병 및 백점충에 의한 기생충성 질병 등과 같은 다양한 전염성 질병이 매년 발병하여 대량 폐사로 인한 생산량 감소 등의 경제적인 영향을 미치게 되었다(Bae, 2004; Jung et al., 2012). 다양한 질병으로 인한 폐사를 줄이기 위해 무분별한 수산용 및 축산용 항생제와 화학요법제를 사용하여 생산량 증가에 이점이 있지만, 의약품의 오남용으로 인해 다제내성균 출현과 약물 잔류에 의한 양식생물과 수산식품의 공중 위생학적 안정성에 대한 심각한 문제를 일으킬 수 있으며 수생환경에 악영향을 끼칠 수 있다(Woodward, 1996; Kwon et al., 2014). 따라서 질병으로부터 참돔을 체계적으로 관리하기 위해서는 다양한 면역학적 연구가 필요하다.

      본 연구에서는 참돔으로부터 IRF3 (PmIRF3)의 염기서열을 획득하여 분자유전학적 특성을 확인하였으며, 병원체 인위감염 후 PmIRF3의 유전자 발현 패턴을 분석하였다. 이러한 결과는 PmIRF3가 숙주내로 침입하는 병원체에 대한 면역반응에서 중요한 역할을 할 수 있음을 시사한다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 실험어 및 병원체
        실험어는 경상남도 통영에 위치한 경상남도 수산자원연구소에서 분양받은 참돔으로 수산동물 병성감정 지침서와 OIE (World Organisation for Animal Health) 지침서를 참고하여 임상학적으로 건강한 참돔을 실험에 사용하였다. 참돔(체장: 22.4 ± 0.9 cm, 체중: 173.2 ± 31.1 g)은 경상대학교 해양생물교육연구센터 사육실내 원형 수조(500 L)에서 수온 22 ± 1℃로 2주간 순치하였으며, 모든 동물실험은 경상대학교 동물실험윤리위원회의 규정에 준수하여 수행하였다. 인위감염에 사용된 병원체, Edwardsiella piscicida (E. piscicida), Streptococcus iniae (S. iniae) 및 Red sea bream iridovirus (RSIV)는 국립수산과학원에서 분양받았으며, 실험에 사용될 때까지 -80℃에 보존하였다.

      

      
        2. PmIRF3의 sequence 및 phylogenetic 분석 
        PmIRF3의 open reading frame (ORF)은 lipopolysaccharide (LPS)에 자극된 참돔의 간으로부터 next generation sequencing (NGS) 분석을 통해 확보하였으며, PmIRF3의 cDNA 염기서열 검증을 위해 sanger sequencing을 수행하였다. 단백질의 분자량(molecular weight, MW)과 등전점(isoelectric point, pI)은 Expert Protein Analysis System ProtParam tool (ExPASy) (http://web.expasy.org/protparam/)을 이용하여 예측하였다. PmIRF3 서열과 다른 종의 IRF family members 서열과의 비교분석은 National Centre for Biotechnology Information (NCBI)의 Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) algorithm을 이용하여 분석하였다. PmIRF3에서 보존되는 domain과 motif를 확인하기 위해 Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) (http://smart.embl-heidelberg.de/)와 SignalP 5.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/)를 이용하여 분석하였으며, PmIRF3와 다른 종의 IRF3 아미노산과의 상동성을 확인하기 위해 GENETYX program version 8.0 (Genetyx Corporation, Japan)을 이용하여 multiple sequence alignment를 수행하였다. 계통발생학적 분석은 Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) version 6.0 software (Tamura et al., 2013)를 이용하여 ClustalW algorithm과 neighbour-joining (NJ) 방법으로 작성하였으며, 2,000번의 bootstrap을 반복하여 분석하였다.

      

      
        3. PmIRF3의 유전자 발현 분석
        
          가. 정상어와 감염어의 조직별 발현 분석
          (1) 조직 적출

          정상 어체의 다양한 조직에서 PmIRF3 mRNA의 발현 분포를 확인하기 위해, 순치시킨 건강한 참돔 3마리를 무작위로 선별하였고 benzocaine (Sigma Aldrich, USA)를 이용하여 마취시킨 후 두신, 체신, 비장, 아가미, 장, 심장, 근육, 피부, 간, 위, 뇌, 눈 및 혈액 총 13개의 조직을 무균적으로 적출하였다. 적출한 조직은 액체질소에 급속 냉각한 뒤 total RNA 추출에 사용하기 전까지 -80℃에 보관하였다.

          (2) 병원체 인위감염을 통한 면역반응 및 조직 적출

          그람양성 및 음성세균과 바이러스 감염 이후 PmIRF3의 면역반응을 확인하기 위해, 100 μL의 1 × phosphate-buffered saline (PBS)에 현탁한 E. piscicida (1.5 × 105 CFU/fish), S. iniae (1.5 × 105 CFU/fish) 및 RSIV (1 × 105 copies/fish)를 참돔에 복강 내 주사 주사하였고, 대조군으로는 100 μL의 PBS를 복강 내 주사하였다. 접종 후 1, 12시간, 1, 3, 5, 7일마다 그룹별로 3마리의 참돔을 무작위로 선별하여 아가미, 간, 신장 및 비장을 무균적으로 적출하였다. 적출한 조직들은 total RNA 추출 전까지 -80℃에 보관하였다.

          (3) Total RNA 추출과 cDNA 합성

          건강한 참돔 3마리에서 적출한 조직과 감염실험에서 적출한 조직들은 TRIzol-based (RNAiso Plus) reagent (Takara, Japan)를 이용하여 제조사의 방법에 따라 total RNA를 추출하였다. Total RNA의 purity와 concentration는 NanoVue (GE Healthcare, UK)를 이용하여 측정하여 확인하였다. 추출한 total RNA는 PrimeScript™ first-strand cDNA synthesis kit (Takara)를 이용하여 제조사의 방법에 따라 cDNA를 합성하였다. 이후, quantitative real-time PCR (RT-qPCR) assay를 수행하기 전까지 -20℃에 보관하였다.

          (4) RT-qPCR

          참돔의 다양한 조직에서 IRF3의 mRNA 발현 분포를 확인하기 위해 PmIRF3 cDNA의 ORF sequence를 기반으로 Primer3 (ver. 0.4.0.) freeware (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)를 이용하여 specific primer를 제작하였다(<Table 1>). RT-qPCR은 Real-Time System TP950 Thermal Cycler Dice (Takara)와 TB Green premix Ex Taq™ (Takara)를 이용하여 RT-qPCR을 수행하였다. RT-qPCR를 수행하기 위한 조성과 반응은 TB Green premix 12.5 μL, cDNA template 1 μL, forward와 reverse primer 각각 1 μL (10 pM), DEPC treated water 9.5 μL으로 총 25 μL를 이용하여, 95℃에서 10분 동안 initial denaturation 과정을 거친 후, 95℃에서 20초 동안 denaturation, 60℃에서 1분 동안 annealing을 총 45 cycles 실시하였다. Final dissociation 과정은 95℃에서 15초, 60℃에서 30초, 마지막으로 95℃에서 15초 동안 실시하였다. PmIRF3 mRNA의 상대적인 발현 수준은 참돔 housekeeping gene으로 알려진 elongation factor 1 alpha (EF-1α)를 사용하였고(<Table 1>), 모든 PmIRF3 mRNA의 threshold cycle (Ct)은 EF-1α mRNA의 Ct값과 비교하여 2-ΔΔCt method, [ΔΔCt=2^-(ΔCtsample-ΔCtinternal control)] (Livak and Schmittgen, 2001)를 이용하여 정량화하였다.

          
            <Table 1> 
				
            

            
              Primers used for qPCR amplification
            
            

          

          
            
              
                	Primer
                	DNA sequence (5'－3')
              

            
            
              	PmIRF3 forward
              	AGTTTGCGGAGCAGTTCCTA
            

            
              	PmIRF3 reverse
              	TTTGATCCAGCATCATTCCA
            

            
              	EF-1α forward
              	CCTTCAAGTACGCCTGGGTG
            

            
              	EF-1α reverse
              	CTGTGTCCAGGGGCATCAAT
            

          

          

        

      

      
        4. 통계학적 분석
        각 실험은 3회 반복 수행하였으며, 실험의 유의성을 확인하기 위해 통계분석은 SPSS software version 19 (IBM, USA)의 One-way ANOVA와 Duncan's multiple range test를 실시하였고, 모든 mRNA 상대 발현량은 평균(Mean) ± 표준편차(Standard deviation)로 나타내어 PmIRF3의 mRNA 상대 발현 수준을 통계분석 하였다. 모든 실험은 대조군과 비교하여 통계적인 유의성을 *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 수준에서 검정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰 
      어류와 같은 하등 척추동물은 수생환경에 상존하는 병원체의 침입을 방어하기 위해 상대적으로 선천적 면역시스템이 더 발달되어 있다. 그 중 경골어류에서 알려진 몇 가지 주요 전사인자 중 IRF3는 바이러스 감염을 방어하기 위해 typeⅠ IFN 발현을 조절하는 필수 전사인자로 알려져 있다(Holland et al., 2008; Sun et al., 2010; Zhu et al., 2013). 본 연구에서는 참돔으로부터 IRF3의 cDNA ORF sequence를 동정하여 분자유전학적 특징을 확인하였으며, 다양한 병원체에 감염되었을 때 PmIRF3의 면역학적인 반응을 확인하기 위하여 mRNA의 발현 분석을 수행하였다. PmIRF3 cDNA의 ORF sequence는 총 1,398 bp로 이루어져 있었으며, 465개의 아미노산을 암호화하는 것으로 예측하였다([Fig. 1]). 예측된 아미노산을 이용하여 PmIRF3의 단백질 분자량과 등전점을 확인하였을 때, 51.6 kDa과 4.7로 나타났다.

      
        
        

        [Fig. 1] 
				
        

        
          cDNA and the deduced amino acid sequence of PmIRF3. The boxes indicates DNA-binding domain (DBD), IRF-associated domain (IAD) and serine-rich domain (SRD), respectively. The five typical tryptophans (W) are indicated by grey boxes.
        
        

        

      

      PmIRF3의 아미노산 서열을 이용하여 domain과 motif를 분석하였을 때, IRF family에서 보존되는 DBD, IAD 및 serine-rich domain (SRD)을 확인하였다([Fig. 1]). PmIRF3의 DBD (1 - 108 aa)는 N-terminal에 있었으며, 5개의 tryptophan 잔기가 Trp11, Trp26, Trp38, Trp57, Trp73 위치에 보존되어있는 것을 확인하였다([Fig. 1]). DBD는 모든 IRF family가 갖는 특징적인 영역이며, 5개의 tryptophan 잔기가 보존되어 있는 것이 특징이다(Nehyba et al., 2002). 이 영역은 표적 프로모터에서 ISRE/IRF-E consensus의 sequence에 결합하는 helix-turn-helix motif를 형성하며, 5개의 tryptophan 잔기 중 3개(Trp11, Trp38 및 Trp58)는 GAAA sequence를 인식하여 수소결합을 통해 DNA와 결합한다(Au et al., 1995, Escalante et al., 1998, Escalante et al., 2007). PmIRF3의 IAD (262 - 442 aa)와 SRD (447 - 460 aa)는 C-terminal에 있는 것을 확인하였다([Fig. 1]). IAD1는 IRF1과 2를 제외하고 IRF family (IRF3 - 10)에 존재하고 있으며, 전사 조절을 하기 위해 다른 전사인자들과 함께 IRF homo/hetero-dimers의 형성을 매개한다(Eroshkin and Mushegian, 1999). SRD는 DBD 및 IAD와 달리 IRF3, 5 및 7에 보존되어있는 것으로 알려져 있다(Holland et al., 2008, Xu et al., 2010). 포유류의 IRF3는 바이러스에 감염되지 않았을 때, 세포질에서 비활성 monomer 상태로 존재한다. 이후 바이러스 감염 시 pattern-recognition receptors (PRRs)는 IKK 및 TBK1와 같은 cellular kinase를 활성화시키며(Haller et al., 2006), 활성화된 kinases는 IRF3를 활성화시키기 위해 IRF3의 SRD에서 serine 및 threonine 잔기를 인산화하여 IRF3를 활성화한다고 알려져 있다(Panne et al., 2007). 활성화된 IRF3는 dimers를 형성하여 세포질에서 핵으로 전위되며, 여기서 IRF3 dimers는 전사조절 도움인자(transcriptional coactivator)인 CREB-binding protein (CBP)에 결합하고(Lin et al., 2000), 이어서 DNA promoter에 결합하여 항바이러스 상태를 유지하는 IFN-β와 ISGs의 발현을 유도한다(Kawai and Akira, 2006). PmIRF3의 SRD에는 포유류 IRF3에서 phospho-acceptor 부위로 알려진 SSL motif가 보존되어 있는 것을 확인하였으며([Fig. 1]), 그 중 Ser447과 Ser448은 포유류와 다른 경골어류에서 보존된 SRD와 유사하였다(Marie et al., 1998; Zhang et al., 2003; Holland et al., 2008; Bergan et al., 2010). 이러한 PmIRF3의 보존된 SRD는 포유류의 IRF3 SRD와 마찬가지로 serine과 threonine의 인산화를 통해 IRF3가 활성화하는데 있어 중요한 역할을 할 것이라 여겨지며(Lin et al., 1998, Yoneyama et al., 1998, Hiscott, 2007), PmIRF3의 활성화는 참돔의 항바이러스 반응에 있어 필수적인 요인이라 사료된다(Iwasaki and Medzhitov, 2010).

      예측한 PmIRF3의 아미노산 서열과 다른 종에서 기원한 IRF3의 아미노산 서열과의 multiple alignment를 수행한 결과, DBD 영역은 높은 homology와 모든 종에서 5개의 tryptophan 잔기가 보존되어 있는 것을 확인하였으며, IAD와 SRD 영역에는 종간에 비교적 낮은 homology를 확인하였다([Fig. 2]). 또한, PmIRF3는 Oplegnathus fasciatus IRF3와 83.2%로 가장 높은 상동성을 나타내었으며, Danio rerio IRF3와 46.7%로 가장 낮은 상동성을 확인하였다([Fig. 2]).

      
        
        

        [Fig. 2] 
				
        

        
          Multiple alignments of amino acid sequences of Pagrus major IRF3 and IRF3 from other teleosts. Amino acids that are identical to the PmIRF3 sequence are indicated by asterisks (*), similar amino acid residues are indicated by dots (.), and the DNA-binding domain (DBD), IRF-associated domain (IAD) and serine-rich domain (SRD) are indicated by the box. The five typical tryptophans (W) are indicated by grey boxes. GenBank accession numbers: Oplegnathus fasciatus (AHX37215); Larimichthys crocea (NP_001290316); Paralichthys olivaceus (XP_019962614); Oreochromis niloticus (XP_005448377); Salmo salar (NP_001165753); Danio rerio (NP_001137376).
        
        

        

      

      PmIRF3의 계통발생학적 위치를 확인하기 위해 다양한 척추동물의 IRF family (IRF1 - 9) 아미노산 서열을 이용하여 계통수를 확인하였다([Fig. 3]), (<Table 2>). 척추동물의 IRF family는 C-terminal에서 IAD의 구조적 특징에 따라 IRF1 subfamily (IRF1, 2), IRF3 subfamily (IRF3, 7), IRF4 subfamily (IRF4, 8, 9) 및 IRF5 subfamily (IRF5, 6)로 4개의 subfamily로 분류된다고 알려져 있다(Huang et al., 2010; Zhu et al., 2016). 본 연구에서도 마찬가지로 IRF family는 4개의 IRF subfamily로 나뉘었으며, PmIRF3는 IRF3, 7 members와 함께 IRF3 subfamily에 속하여 O. fasciatus IRF3 및 Larimichthys crocea IRF3와 가장 밀접한 유연관계를 나타내었다([Fig. 3]).

      
        
        

        [Fig. 3] 
				
        

        
          Phylogenetic analysis of deduced IRF3 amino acid sequences in other species. The phylogenetic tree was constructed using the neighbour-joining method in MEGA 6.0 software. Bootstrap sampling was performed with 2,000 replicates. The scale bar is equal to 0.1 changes per amino acid position.
        
        

        

      

      
        <Table 2> 
				
        

        
          Protein sequences used for phylogenetic tree construction and multiple sequence alignment
        
        

      

      
        
          
            	Protein
            	Scientific name
            	Common name
            	Accession No.
            	Identity (%)
          

        
        
          	IRF3 subfamily
          	
          	
          	
        

        
          	IRF3
          	
            Oplegnathus fasciatus
          
          	Rock bream
          	AHX37215
          	83.2
        

        
          	
          	
            Larimichthys crocea
          
          	Large yellow croaker
          	NP_001290316
          	81.1
        

        
          	
          	
            Paralichthys olivaceus
          
          	Olive flounder
          	XP_019962614
          	74.4
        

        
          	
          	
            Oreochromis niloticus
          
          	Nile tilapia
          	XP_005448377
          	73.7
        

        
          	
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	NP_001137376
          	46.7
        

        
          	
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	NP_058545
          	41.6
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	AAH09395
          	41.4
        

        
          	
          	
            Xenopus laevis
          
          	African clawed frog
          	NP_001079588
          	32.1
        

        
          	IRF7
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	AAH58298
          	32.9
        

        
          	
          	
            Larimichthys crocea
          
          	Large yellow croaker
          	NP_001290279
          	32.5
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	NM_001572
          	24.1
        

        
          	
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	AAB18626
          	23.5
        

        
          	Other subfamilies
          	
          	
          	
        

        
          	IRF1
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	NP_991310
          	38.1
        

        
          	
          	
            Larimichthys crocea
          
          	Large yellow croaker
          	NP_001290310
          	33.9
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	AAA36043
          	31.8
        

        
          	
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	P15314
          	31.8
        

        
          	IRF2
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	AAH86813
          	32.6
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	NP_002190
          	31.8
        

        
          	
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	NP_032417
          	31.8
        

        
          	
          	
            Larimichthys crocea
          
          	Large yellow croaker
          	XP_019113908
          	28.2
        

        
          	IRF4
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	AAI37714
          	35.8
        

        
          	
          	
            Larimichthys crocea
          
          	Large yellow croaker
          	ATE88516
          	35.7
        

        
          	
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	NP_001116182
          	23.1
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	AAH15752
          	22.6
        

        
          	IRF5
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	EDL13770
          	28.6
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	AAA96056
          	28.4
        

        
          	
          	
            Oplegnathus fasciatus
          
          	Rock bream
          	AFZ93894
          	26.6
        

        
          	
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	NP_001314746
          	25.3
        

        
          	IRF6
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	NP_956892
          	24.7
        

        
          	
          	
            Siniperca chuatsi
          
          	Mandarin fish
          	AVC70703
          	24.5
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	AEL89176
          	23.8
        

        
          	
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	NP_058547
          	23.8
        

        
          	IRF8
          	
            Larimichthys crocea
          
          	Large yellow croaker
          	ATE88517
          	37.3
        

        
          	
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	NP_001002622
          	32.5
        

        
          	
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	NP_001288740
          	31.1
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	EAW95435
          	30.5
        

        
          	IRF9
          	
            Larimichthys crocea
          
          	Large yellow croaker
          	ATE88518
          	42.1
        

        
          	
          	
            Homo sapiens
          
          	Human
          	NP_006075
          	40.1
        

        
          	
          	
            Danio rerio
          
          	Zebrafish
          	NP_991273
          	39.2
        

        
          	
          	
            Mus musculus
          
          	House mouse
          	AAH12968
          	39.2
        

      

      

      건강한 참돔의 조직별 IRF3 mRNA의 발현 양상은 가장 낮은 발현을 나타낸 brain을 기준으로 상대적인 비교를 하였다. qPCR 결과 다양한 조직에서 mRNA가 발현된 것을 확인하였으며, 특히 혈액에서 67.5배(***p < 0.001)로 가장 높게 발현하였고, 피부에서도 7.9배로(*p < 0.05) 높은 발현을 확인할 수 있었다([Fig. 4]). IRF3의 조직별 발현은 경골어류의 종마다 다양한 조직에서 발현한다고 알려져 있지만, 일반적으로 면역과 관련된 림프계, 점막기관/조직인 두신, 비장, 혈액, 아가미, 장 및 유문수에서 발현된다고 알려져 있으며(Hu et al., 2011; Yao et al., 2012; Zhang et al., 2015: Laghari et al., 2018), Siniperca chuatsi의 IRF3 mRNA도 마찬가지로 혈액에서 많은 발현량을 나타내었다(Laghari et al., 2018). 혈액에는 주로 NK세포, 수지상세포 및 대식세포가 존재하며 이러한 세포표면에 위치한 Toll-like receptors (TLRs)에 의해 IRF3가 활성화되어 IFN을 조절한다고 알려져 있다(Guillerey et al., 2015).

      
        
        

        [Fig. 4] 
				
        

        
          Detection of PmIRF3 mRNA expression in various tissues from healthy red sea bream by real-time PCR. EF-1α was used to normalise the real-time PCR results. Data are presented as the mean ± SD from three independent cDNA samples with three replicates from each sample. Asterisks indicate significant differences ANOVA (*p < 0.05 and ***p < 0.001) compared to the brain.
        
        

        

      

      또한, 서로 다른 경골어류 종의 IRF family는 피부, 간, 유문수 및 근육에서도 발현이 된다고 알려져 있다(Collet et al., 2003, Holland et al., 2008, Holland et al., 2010, Hu et al., 2010, Hu et al., 2011, Hu et al., 2013, Hu et al., 2014, Bathige et al., 2012, Zhang et al., 2015). 병원체 인위감염을 통한 면역자극에 따른 IRF3 mRNA 발현량은 E. piscicida, S. iniae, 및 RSIV를 감염시킨 후 시간대별로 참돔의 아가미, 간, 신장 및 비장을 적출하여 qPCR을 수행하여 확인하였다. E. piscicida를 감염시킨 그룹에서는 control 그룹과 비교하였을 때, 1시간째에 아가미, 간, 신장 및 비장의 모든 조직에서 유의적으로 가장 많은 발현량이 관찰되었으며, 간에서는 12시간에서 감소하다가 7일 차에 증가하는 패턴을 확인하였다(*p < 0.05; ***p < 0.001), ([Fig. 5]). 마찬가지로, S. iniae를 감염시킨 그룹에서도 감염 초기인 1시간째에 모든 조직에서 유의적으로 가장 많은 발현이 관찰되었으며, 아가미에서는 12시간, 5일, 7일 차에 유의적인 차이가 관찰되었고 간에서는 12시간과 3일째에 유의적 차이를 보였다(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001), ([Fig. 5]). RSIV를 감염시켰을 때에도 감염 초기인 1시간째에 아가미, 신장 및 비장에서 유의적인 차이를 확인하였으며, 아가미과 간에서는 각각 7일 차와 12시간째에 가장 높은 발현량을 확인하였다(*p < 0.05; ***p < 0.001), ([Fig. 5]). 포유류에서 IRF3는 바이러스 감염에 반응하여 typeⅠ IFN 유전자 발현의 주요 조절인자로 알려져 있으며, 항바이러스 반응 이외에도 Yersinia pestis (Y. pestis)의 성장을 억제시키는 대식세포와 호중구의 식균 작용을 촉진시켜 세균 감염 초기에 숙주 방어에도 중요한 역할을 한다고 보고된 바 있다(Stetson and Medzhitov, 2006; González-Navajas et al., 2012; Patel et al., 2012; Ivashkiv and Donlin, 2014).

      
        
        

        [Fig. 5] 
				
        

        
          PmIRF3 mRNA expression levels in gill, liver, kidney and spleen of red sea bream infected with three pathogens: (A) Edwardsiella piscicida (E. piscicida), (B) Streptococcus iniae (S. iniae) or (C) red sea bream iridovirus (RSIV). The levels of PmIRF3 transcripts were normalised to EF-1α levels. The data are presented as the mean ± SD from three independent cDNA samples with three replicates for each sample. The asterisks represent significant differences compared to the control (PBS) group by ANOVA (*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001).
        
        

        

      

      본 연구에서는 병원체 인위감염 후 PmIRF3의 발현 수준은 유의하게 증가하였으며, 이는 포유류에서의 연구와 경골어류에서의 연구와 일치하였다(Sato et al., 2000; Holland et al., 2008; Sun et al., 2010). 이전 연구에 따르면, Murine bone marrow-derived macrophages (BMDMs)에 그람양성균 Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)와 그람음성균인 Escherichia coli (E. coli)를 감염시켰을 때, 감염 초기인 4시간과 1시간째에 IRF3의 핵 전좌를 빠르게 유도하였으며(O'Connell et al., 2005), Andrias davidianus에 DNA 바이러스인 giant salamander iridovirus (GSIV)를 인위감염 하였을 때 감염 초기인 6시간째에 IRF3의 발현이 증가하였다(Xu et al., 2020). 또한, polyinosinic:polycytidylic acid (poly I:C)를 주사하였을 때, Anguilla anguilla IRF3는 3시간과 6시간째에 다양한 조직에서 유의적으로 발현이 증가하였으며(Huang et al., 2014), L. crocea에서도 6시간째에 혈액과 비장에서 유의적으로 IRF3 발현이 증가하였다(Yao et al., 2012). 포유류를 대상으로 한 연구에 따르면, 바이러스 감염 시 신호 전달 체계가 시작되어 IRF3의 인산화 및 핵 전좌를 유도하여 IFN-α/β의 발현을 촉진시켰으며, 이러한 typeⅠ IFN 생산 과정은 감염 후 초기인 6시간 이전에 이루어진다고 알려져 있다(Au et al., 1998; Sato et al., 2000). PmIRF3는 병원체 감염 초기에 높은 수준의 발현을 나타냈으며, 이는 다른 종의 IRF3와 유사하게 항균 기능과 항바이러스 과정에서 중요한 역할을 할 것이라 사료된다.

      본 연구에서는 PmIRF3의 분자유전학적 특성을 확인하였고, 건강한 참돔과 병원체 인위감염 후 다양한 조직에서의 PmIRF3의 발현양상을 확인하였다. 이러한 결과는 참돔 면역체계의 기초 자료로 이용할 수 있을 것이며, 이후 참돔 IRF3의 명확한 기능을 알기 위해선 추가적인 연구가 이루어져야 할 것이다.
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S COEACAEAT T CCA O CAT GG AR AT CT T TAAGAC GG ACT CCT COGACACTGACA TOC TCATCT TCAMGGCCTCGGCRRAGTE: | 180
R T E ¥ IV EEKEALRODSSDTDILITRKARNAEY

181 AGCBECANCCOCGaCTCAGC GG A O 0aG TCT GEA NGA CEANCT T CCAGCSCOCTOC G TCAMGCT ICARMATSGTCTCT 270
EcNCBRAQGDAGFVEKERENFBAGEALEVKCTRUTVE

_DBD

m 260

361 GACCAMGACGACCONGATT TOT TTGAGATG TCAGCT TTCCTA TACAAGAAAGGCATT TOGASGCATGOCTTGATGACTGICTCTATCTT | 450
PIQERHELEACLDDCEL YL

s \CAGAT COGCTGOTAGICATGATA AT CTC ToANGGACTGANCA CTCACACAGAG 540
FEVERSETAALSEDLLPECLKELELE DT E

541 GOTACIECAGGCT TTEARC CTCCTCCOEACC AR AGCAGC T AR ACCAC TG OGATICGTGGRT CTGORT TGC CTGGGCAACAGCAG 630
©TAGCFEDDPOPEQQRLONQLAIGGCALDGRQR

631 CATCCAGTANCHT TG AGA TG CA OB GG ANG TS GT TOC CTG AT A UG CACGTCCAN TG AGGGAG A TG GAGGRGCTGT 720
HPVTIFESAVGCEAGLDBERDARSDMEGANGEGAEC
IRF-associated domain_(IAD)

T2 CETORCAGT TTGOUGNAC AT TOC T AR CCA TGAGEAGEACCAGT AT TANACTOAT TACR AT AGTET A 210
C G QFAERETLQIMNSRTECG DN Ty
Bl TACAGACCCe TCANE T CCC AT A TEC TTC ACAATEANG CTC AN, T TCT A GACCTEAGC T TR EEAGIETESTS 500
Y R cVKVEEQWYV EWERAGTRLVYRPELTIECT VY

so1 garee A GTCCTG A TEA TCC TG ATCAAACOC ARG rencocaG: %0
551 GACAAGCTGEGOGATOo0E TTGACT TIG0EE TaT COoG0CA TG TAT TCT ACGSOC AGCGACAT GG AMATCARGCAT TITGEAGETTC. 1080
EXrepecvboreveEeRvrveorRrer TP WeET

1081 TOANGCA TG ACA A oA A TOCCOC GHEAGA T T ATARAC TOGASCCTCACORC TT ACATGT TCAMGGACT TTTEC NIGEATA 1170
o N O A

1171 Tresacrn T T IO ICT GO0 TG GG AAAGT GCCTCACCOAGACAMCANGCCTICE | 1260
0 e e - S 1
1261 CAGAAGAAGCTCA TCACAG TGEAGTEG TOC TCACTTCAM TEGCTETIG TACORCORETOTTOCTO0NE 1350

[EXxtrTveEvviTsueiirwnwav|veoasszal

1361 TCTOTOOAGCTOCAGATCT COCTC NI A TCATGGAGATGTACTGA 1398 SecieTch: doRpmiHED)
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