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            초록
          
        

        
          The major histocompatibility complex class II-associated invariant chain is a molecule involved in antigen presentation, specifically in the context of T cells, which are effector cells of adaptive immunity. CD74 is a protein that reacts with MHC class II molecules and functions to transmit signals into cells by interacting with macrophage migration inhibitory factor. Red sea bream is one of the major marine aquaculture fish in Korea. Many studies on breeding but molecular studies are markedly lacking. In this study, CD74b was isolated from red sea bream (Pagrus major) and phylogenetic analysis, tissue expression and expression analysis through pathogen artificial infection were performed. As a result, it showed high expression in gills, brain and intestine. In addition, when analyzing Edwardsiella piscicida, Streptococcus iniae, and red sea bream iridovirus, it was confirmed that CD74b has an immune response function. This study characterizes CD74b may play an important role in the immune response of red sea bream following pathogenic infections.
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      I. 서 론
      참돔(Pagrus major)은 농어목(Perciformes) 도미과(Sparidae)에 속하는 온대성 어류로 한국의 주요 해산양식어류로써 고급어종으로 분류되어 있다(Fei Zhu et al., 2018). 양식어류로서 수요가 점점 증가되고 있을 뿐만 아니라, 활선어로서 수출되어 외화획득에도 상당한 몫을 차지하고 있다(Noah, 2012). 그러나 수요를 맞추기 위해 밀집된 상태로 수행된 양식으로 질병에 취약해짐에 따라, Streptococcus iniae (S. iniae), red seabream iridovirus (RSIV) 등의 질병으로 인한 대량폐사로 인해 매년 양식장에서는 큰 피해를 입고 있다(Kader et al., 2012). 이러한 질병에 대한 대책으로 양식장에서는 항생제를 많이 이용해 왔지만, 항생제 오남용으로 인한 약제내성균의 증가 및 어체 내 약제잔류에 의한 안전성의 문제를 일으킬 수 있으며 수생환경에 악영향을 끼칠 수 있다(Jung et al., 2008). 이러한 내성을 가지게 되거나 주변 수역에 영향을 주는 항생제를 대체하기 위해 현재 다양한 백신들이 연구되고 있다(Song et al., 2021). 그러나 참돔은 현재까지 성장매개변수 및 게놈 편집을 통한 육종 연구가 중점으로 수행되어지고 있다(Kato et al., 2023). 분자적인 연구에 관해서는 발현분석과 관련하여 수행되어진 부분이 있지만 아직도 부족한 실정이다(Woo et al., 2020). 따라서 참돔에 대한 양식장 질병을 체계적으로 관리하기 위해서는 면역 시스템에 대한 지속적인 연구가 필요하다(Lieschke et al., 2009).

      어류의 면역체계는 척추동물에서 가장 원시적인 형태의 특이면역 체계를 가지고 있다(Secombes et al., 2012). 척추동물의 면역체계는 NK세포와 대식세포 등에 의한 선천성면역과 림프구에 의한 후천성면역으로 나뉘어진다(Bjørgen et al., 2022). 특히 어류는 상대적으로 선천성면역 체계가 발달되어 있어 생체방어에 있어서 많은 비중을 차지하고 있다(Bergljót et al., 2006). 그러나 어류의 후천성 면역체계에 대한 연구는 부족한 실정이기 때문에, 양식기술 발달에 의한 대량양식에 있어서 후천성면역에 대한 지속적인 관심이 필요하다(Plouffe et al., 2005).

      주조직 적합 복합체(Major Histocompatibility Complex, MHC)는 대표적인 후천 면역 작용 세포인 T세포의 항원인자에 관여하는 분자로 대부분의 척추동물에서 면역계와 자가 면역에 중요한 역할을 한다. MHC는 합성된 단백질 조각을 CD8 및 CD4 T세포에 제시하는 역할을 수행한다. MHC가 세포의 표면에 위치하면, peptide는 peptide-binding grooves로써 돌출된 primary & secondary anchor 잔기를 통해 MHC 분자와 결합한다 (Kenneth et al., 2016). 확인된 단백질이 self peptide가 아닌 것으로 판명되면, 면역세포는 그 감염된 세포를 사멸시킨다(Yamaguchi et al., 2019).

      MHC는 크게 I형과 II형 두 종류로 나뉜다. MHC class I 분자는 척추동물 신체의 모든 유핵세포의 세포 표면에서 발견된다(Grimholt et al., 2015). 혈소판에서도 발생하나 적혈구에서는 발생하지 않으며, 세포 내에서 세포독성 T세포까지 단백질의 peptide 단편을 표시한다(Jurewicz et al., 1998). 포유동물의 경우 핵을 가진 세포에서는 거의 모든 MHC class I을 발현한다(Jurewicz et al., 1998). MHC class II는 수지상세포, 단핵식세포, 일부 내피세포, 흉선상피세포 및 B세포와 같은 전문적인 항원제시세포에서만 발견되는 MHC class 분자이다(Mair et al., 2021). 인간에서 MHC class II 단백질 복합체는 인간 백혈구 항원 유전자 복합체(Human Leukocyte Antigen, HLA)에 의해 암호화된다. MHC 클래스 II에 해당하는 HLA 는 HLA-DP , HLA-DM , HLA-DOA , HLA-DOB , HLA-DQ 및 HLA-DR이다. MHC class II 분자의 작용은 식균작용에 의해 발생하며 면역 반응을 시작함에 있어서 중요한 역할을 한다(Zhu et al., 2022). MHC class I 분자와 마찬가지로 MHC class II 분자도 이종이량체지만 두 개의 동종 펩티드인 α 및 β 사슬로 구성되며 두 펩티드 모두 MHC에서 암호화된다(Peter, 1996).

      CD74 (Cluster of differentiation 74)는 MHC class II 분자와 반응하는 type II transmembrane 단백질로 다양한 면역세포들과 상호작용하고, 면역반응과 염증반응에 관여하는 물질로 알려져 있다 (Potru et al., 2023). HLA class II 조직 적합성 항원감마 (HLA class II histocompatibility antigen gamma chain) 및 HLA-DR 항원 관련 불변 사슬 (HLA class II antigens-associated invariant chain)로 알려진 CD74는 인간에서 CD74 유전자에 의해 암호화되는 단백질이며, 백신 보조제의 개발 및 macrophage migration inhibitory factor (MIF)와 같은 분자들과 작용하는 등 임상학적으로도 중요한 역할을 한다(Zhengshi et al., 2022). CD74는 MHC CLASS II가 아닌 CD74 자체의 역할로써 인간의 장 염증 동안 장벽 보호 및 암이나 염증 같은 면역 질환에서 새로운 치료법으로 활용되는 연구도 수행되어져 왔다(Farr et al., 2020). 경골어류에서 CD74는 CD74a와 CD74b가 확인되어졌고 (Dijkastra et al., 2003), 참돔에서 CD74a에 대한 유전자 발현 분석 연구가 수행되었지만(Woo et al., 2020), CD74b에 대한 연구는 수행되어진 바가 없다.

      이번 연구에서는 참돔으로부터 CD74b를 분리 및 동정하여 분자적 특징에 대해 확인하였으며, 정상 어체에서 CD74b 유전자의 조직 특이적 발현 분석과 참돔 양식 산업에서 막대한 피해를 주는 Edwardsiella piscicida (E.piscicida) 또는 Streptococcus iniae (S. iniae), red seabream iridovirus (RSIV)를 인위 감염시킨 후 조직별 유전자 발현양상을 확인하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. Next Generation Sequencing (NGS) 분석을 통한 full-length 확보
        Lipopolysaccharide (LPS)로 자극시킨 참돔의 간으로부터 Next Generation Sequencing (NGS) 분석을 통해 CD74b의 Open reading frame (ORF) sequence를 확보하였다.

      

      
        2. Molecular characteristic and phylogenetic analysis
        동정된 CD74b ORF의 아미노산 서열은 GENETYX ver. 8.0 program (SDC Software Development, Tokyo, Japan)과 National Center for Biotechnology Information (NCBI)의 BLASTX program (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)을 이용하여 분석하였다. 분자중량 (Molecularweight, MW)과 등전점(theoretical isolectric point, pI)은 ExPASy Proteomics Serve의 ProtParam tool (http://web.expasy.org/protparam/)을 이용하여 예측되었다. 특정 도메인은 Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) (http://smart.embl-heidelberg.de/)로 위치를 확인하였다. NCBI의 sequence database에 등록되어 있는 다른 종들의 CD74b 아미노산 서열과의 multiple sequence alignment는 ClustalW (http://www.genome.jp/tools/clustalw/)를 이용하여 분석하였다. 또한 CD74b의 계통발생학적 분석은 MEGA4 program의 neighbor-joining (NJ)법을 이용하여 제작하였으며, bootstrap sampling은 2,000번 반복 수행하였다.

      

      
        3. 유전자 발현분석
        
          가. 실험어
          실험어는 경상남도 수산자원연구소로부터 체장14.3 ± 1 cm, 체중 68.5 ± 10 g인 참돔을 제공받아 사용하였다. 실험에 사용 전 0.5 ton 수조에 20–23˚C에서 2주간 순치하였으며, 사료는 1일 1회 규칙적으로 포만감이 들 때까지 충분히 급이 하였다.

        

        
          나. 정상 어체에서의 조직별 발현분석
          ① 조직 분리

          실험에 쓰일 조직 적출을 위해 건강한 참돔 세 마리를 Benzocaine (Sigma, St. Louis, MO, USA)로 마취하여 체신, 두신, 비장, 간, 장, 아가미, 눈, 뇌, 근육, 심장, 피부, 위를 적출하였다. 이 때, 세 마리 각 장기는 같은 위치에 있는 조직을 무균상태로 sampling 후 사용하였다.

          ② Total RNA 분리와 cDNA 합성

          참돔 세 마리로 부터 적출한 조직들은 TRIzol 기반의 RNAiso (TaKaRa, Shiga, Japan)를 이용하여 total RNA를 분리하였다. 먼저 각 샘플에 RNAiso 600 μL를 첨가하고 homogenizer로 마쇄하여 균질화 하였다. 그리고 chloroform (Deajong, Republic of Korea)를 100 μL 첨가하여 vortex한 후, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리 하였다. 분리된 상청액은 새로운 e-tube에 옮긴 후 PCI (Phenol:Chloroform:Isoamylalcohol = 25:24:1) (Biosesang, Republic of Korea)를 동량 첨가하여 14,000 rpm에서 10분간 원심분리 하였다. Genomic DNA의 제거를 위해 상청액은 Recombinant DNase I (TaKaRa)를 이용하여 제조사의 방법에 따라 DNase처리하였으며, 상청액을 새로운 e-tube에 옮긴 후, isopropanol (Sigma, St.Louis, MO, USA) 500 μL, Dr.Gen (TaKaRa) 5 μL, 3M sodium acetate (TaKaRa) 50 μL를 첨가하여 14,000 rpm에서 10분간 원심분리 하였다. 상청액은 모두 제거를 하고, 세척을 위해 75% DEPC ethyl alcohol 600 μL를 첨가하여 14,000rpm에서 5분간 원심분리 하였다. 남은 상청액 제거를 위해 상온에서 10–15분 자연 건조한 후, DEPC DDW 30–40 μl를 첨가하여 완전히 용해하였다. cDNA를 합성하기 전, total RNA는 농도와 순도를 측정하기 위해 NanoVue (GEhealthcare, USA)를 이용해 측정하였고, PrimeScript™ 1st strand cDNA Synthesis Kit (TaKaRa)를 이용하여 제조사의 방법에 의거해 cDNA로 합성하였다. 그리고 DNase 처리한 total RNA 1 μL과 Oligo dT primer 1 μL, dNT Pmixture 1 μL, RNase free water 7 μL를 포함하는 총량 10 μL를 혼합하여 65℃에서 5분간 반응 후, 얼음 상에서 5분간 반응시켰다. 그 후 위의 반응액에 5×Script Buffer 4 μL와 RNase Inhibitor 0.5 μL, Primer Script RTase 1 μL, RNase free water 4.5 μL를 혼합한 총량 20 μL를 30℃에서 10분간 반응 후, 42℃에서 60분, 95℃에서 5분간 반응시켰다.

          ③ Primer 제작

          Quantitative real-time PCR (RT-qPCR)에 사용된 primer는 CD74b의 cDNA full-length sequnece에 기초하여 Primer3 ver. 0.4.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)을 이용하여 디자인하였다(<Table 1>).

          
            <Table 1> 
				
            

            
              Primer sequences and condition were used in this study
            
            

          

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

            
            
              	CD74b
              	qRT-PCR F
              	AGTCACTGGAGGAGCAGAGC
              	95°C for 10 min followed by 45 cycles at 95°C for 20 s and 60°C for 1 min
            

            
              	qRT-PCR R
              	AACTTTGAAGGGGCAGGTTT
            

            
              	EF-1α
              	qRT-PCR F
              	GACAGGTTTGTGCTTGTGTG
            

            
              	qRT-PCR R
              	GTCTCTGGAGATGATTCAGC
            

          

          

          ④ Real-time PCR (RT-qPCR)

          건강한 참돔에서 CD74b의 발현 정도를 확인하기 위해, TB Green Master Mix (TaKaRa)를 이용하여 제조사의 메뉴얼에 따라 RT-qPCR을 수행하였다. 즉, cDNA template 1 μL와 forward·reverse primers 각각 1 μL, TB Green 12.5 μL, DDW 9.5 μL를 총 량 25 μL이 되도록 혼합하였다. 증폭조건은 50℃에서 4분간 그리고 95℃에서 10분간 initial denaturation, 후에 95℃에서 20초, 60℃에서 1분을 1회로 하여 총 45회 반응시켰으며, 마지막으로 95℃에서 15초, 60℃에서 30초, 95℃에서 15초 final dissociation 하였다. 확인된 CD74b의 발현값은 EF-1α mRNA의 발현값과 비교하여 2–ΔΔCT method (Livak and Schmittgen, 2001)에 의해 계산하였다. 모든 실험은 세 반복씩 수행하였고, 모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였다. 조직들 간의 유의적 차이는 one-way analysis of variance(ANOVA) test에 의해 확인되었다(*p < 0.05).

        

        
          다. 병원체 인위감염 후 시간별 발현분석
          ① 병원체 인위감염

          병원체에 인위감염 후 CD74b의 발현특성을 확인하기 위해 준비된 그람양성세균인 S.iniae와 그람음성세균 E. piscicida, RSIV를 각각 1.5 × 10⁵ cells/fish와 1.5 × 10⁵ cells/fish, 1 × 10⁵copies/fish가 되도록 PBS에 현탁시킨 후, 참돔의 복강에 주사하였고, control (대조구)은 동량의 PBS를 복강주사 하였다. 각 실험구와 control은 1.5 ton 수조에 90마리씩 수용하였으며, 수온은 23–26℃로 유지하였다. 병원체와 PBS를 주사한 후 1시간과 12시간, 1일, 3일, 5일, 7일 차에 각각의 실험구와 control로부터 무작위로 세 마리를 선정하여 아가미와 간, 신장, 비장 조직을 무균적으로 적출하였다. 적출한 조직은 실험에 사용하기 전까지 –80℃에 보관하였다. Total RNA 분리와 cDNA 합성은 위의 정상 어체에서 설명한 것과 같은 방법으로 수행되었다.

          ② Real-time PCR

          다양한 병원체 인위감염에 의한 CD74b의 발현분석을 위해, 위에 설명한 것과 같은 방법으로 RT-qPCR을 수행하였다. 그리고 각 유전자의 발현수준은 위의 기술사항과 동일하게 2–ΔΔCT method에 의해 계산되었으며, 모든 데이터는 평균 ± 표준편차로 표현하였다. 통계처리는 one-way ANOVA test로 수행되었다(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

        

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 연구 결과
      
        1. CD74b의 유전학적 동정과 Amino Acid Sequence 특성화
        
          가. Sequence 분석
          CD74b cDNA의 ORF는 600 bp로 199개의 amino acid (aa)을 암호화하였고([Fig. 1]), CD74b의 아미노산은 104aa의 MHC2-interact (4 – 107 aa) 및 46aa의 Thyroglobulin type I repeats (138 - 183 aa)를 포함하고 있었다([Fig. 1]). CD74b의 등전점(pI)은 5.44, 분자중량은 21 kDa으로 측정되었다.

          
            
            

            [Fig. 1] 
				
            

            
              Red sea bream CD74b nucleotide and amino acid sequences. MHC2-interact are boxed with gray. Thyroglobulin type I repeats are boxed with black gray.
            
            

            

          

        

        
          나. Multiple sequence alignment 분석
          CD74b의 아미노산 서열과 다른 어류 및 포유류 CD74b의 아미노산 서열과의 multiple alignments 분석한 결과 CD74b는 Sparus aurata의 CD74b와 87%로 가장 높은 상동성을 보였으며, Cyprinus carpio CD74b와는 37%의 비교적 낮은 상동성을 보였다([Fig. 2]).

          
            
            

            [Fig. 2] 
				
            

            
              Multiple sequence alignments of Red sea bream CD74b amino acids with other known homologs ot other vertebrates. NCBI accession numbers of dicentracin are as follows: Sparus aurata, XP_030297717.1; Larimichthys crocea KAE8280808.1; Betta splendens XP_029031720.1; Liparis tanakae TNN45487.1; Oncorhynchus mykiss NP_001117913.1; Salmo salar ACI69361.1; Cyprinus carpio XP_018974595.1.
            
            

            

          

        

        
          다. 계통발생학적 분석
          CD74b의 계통발생학적 분석결과 어류의 CD74b는 포유류와 차별된 별개의 cluster로 나눠져 있었으며, CD74b는 어류 CD74b의 cluster에 포함되어 있었다. 또한 Pagrus major CD74b는 Sparus aurata와 가장 밀접한 유연관계를 보였다([Fig. 3]).

          
            
            

            [Fig. 3] 
				
            

            
              Phylogenetic analysis of deduced CD74b amino acid sequences with CD74b other species. The phylogenetic tree was constructed using the neighbour-joining method within MEGA 4 software. Bootstrap sampling was performed with 2,000 replicates. The scale bar is equal to 0.2 change per amino acid position.
            
            

            

          

        

      

      
        2. 유전자 발현분석
        
          (1) 정상 어체에서의 조직별 발현분석
          건강한 참돔에서의 조직 특이적 발현분석 결과 CD74b의 mRNA는 아가미에서 가장 높은 발현을 보였으며, 그 뒤를 이어 뇌와 장에서 유의적으로 높은 발현을 보였다([Fig. 4]). 하지면 근육, 간, 피부에서는 비교적 낮은 발현수준을 보였다.

          
            
            

            [Fig. 4] 
				
            

            
              Expression analysis of CD74b genes in different tissues of healthy red sea bream by real-time PCR. EF-1α was used for normalizing 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 compared to muscle.
            
            

            

          

        

        
          (2) 병원체 인위감염 후 시간별 발현분석
          세균과 바이러스를 참돔에 인위감염 시킨 후 아가미, 간, 신장, 비장에서 CD74b 유전자의 발현 패턴을 RT-qPCR을 이용하여 확인하였다. S. iniae를 감염시킨 그룹에서의 CD74b 발현결과 아가미에서는 5일째와 7일째에 유의적으로 높게 발현하였고, 특히 7일째에 가장 높은 발현이 나타났다. 신장과 간에서는 인위감염 직후 발현수준이 낮아졌지만, 3일째부터 점차 증가하는 양상이 확인되었다. 비장에서는 5일째에 유의적으로 높은 발현율을 확인할 수 있었다. 한편 RSIV를 인위감염 시킨 후 아가미는 7일째에 발현이 유의적으로 증가하였고 신장에서는 1일째와 3일째에 유의적으로 발현이 감소하였고 아가미와 마찬가지로 7일째에 발현이 유의적으로 증가하였다. 간에서는 3일째에 가장 낮은 발현이 나타났다. 비장에서는 3일째에 가장 낮은 발현이 나타났다. E. piscicida를 인위감염 시킨 후, 모든 조직에서 발현수준이 낮아졌지만, 시간 경과에 따라 발현이 증가하는 양상이 확인되었다([Fig. 5]).

          
            
            

            [Fig. 5] 
				
            

            
              Gene expression of CD74b in the gill, liver, kidney and spleen after infection with Edwardsiella piscicida (A), Streptococcus iniae (B) and Red sea bream iridovirus (C). Levels of CD74b transcripts were quantified relative to that of EF-1α levels. Data are presented as the mean ± SD from three independent cDNA samples with three replicates for each sample. Asterisks represent significant differences compared to the control (PBS) group by ANOVA (*p < 0.05).
            
            

            

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 결 론
      이번 연구에서는 비특이적 면역유전자인 CD74b를 NGS분석을 통해 참돔으로부터 분리 후 동정하여 분자적 특성에 대하여 조사하였다. Sequence 분석을 통하여 CD74b의 아미노산은 MHC2-interact 및 Thyroglobulin type I repeats를 포함하고 있는 것이 확인되었다. MHC2-interact는 같은 기원의 B세포와 T세포가 상호작용하는 동안 CD74의 매개로 B세포의 활성, 증식 및 분화를 조절하는 것으로 알려져 있다 (Katikaneni  et al., 2018). Thyroglobulin type I repeats는 진화적으로 보존된 단백질 도메인으로 시스테인 프로테아제에 대한 억제 활성이 보고되어져 있다 (Mihelic et al., 2007).

      어류의 CD74에 대한 연구는 포유류에 반해 상대적으로 부족하였으며, 이번 연구를 통해서 CD74b의 도메인 내 서열이 잘 보존되어 있음을 확인할 수 있었다 ([Fig. 1]). 이전 연구에서 MHC의 세포 내 이동 및 펩타이드 리간드를 적재하기 위한 MHC class II인 어류 및 포유류의 유사한 경로는 포유류에서 알려진 것과 유사하게 MHC class I의 경우 Proteasome subunit (PSMB), Transporter Associated with angtigen Processing (TAP) 및 tapasin 분자, MHC class II의 경우 CD74와 같은 특정 분자 집합을 가진 어류에 의해 제시되어졌다 (Dijkstra and Ymagauchi., 2019). 이번 연구결과 참돔의 CD74b는 Sparus aurata와 가장 높은 상동성을 보이는 것이 확인되었으며 Cyprinus carpio와는 비교적 낮은 상동성이 확인되었다 ([Fig .2]). 또한 어류의 CD74b는 포유류와 차별된 별개의 cluster로 나눠져 있었으며, CD74b는 어류 CD74b의 cluster에 포함되어 있었다 ([Fig .3]). 어류의 종에 따른 cluster의 분리도 확인되었기에, CD74b가 어류의 진화과정에서 잘 보존되어 온 것으로 생각된다.

      이전 연구들에 따르면 인간의 CD74는 위장관에서 높은 mRNA 발현을 확인할 수 있었고, 특히 암세포 내에서 주로 많이 발현되었다 (Gold et al., 2010).

      이번 연구의 조직별 발현분석에서는 참돔의 여러 조직에서 CD74가 나타나는 모습을 확인할 수 있었는데, 그 중에서 아가미에서 가장 높은 발현이 나타났고 다음으로 뇌, 장에서 많은 발현이 나타나는 것을 확인할 수 있었다([Fig. 4]). 어류의 면역체계는 포유류의 것과 비교하면 조혈기관이 골수가 아닌 아가미, 간, 비장 및 신장이라는 면에서 차이가 있다 (Lieschke et al., 2009). 어류의 아가미는 병원체의 접촉에서 가장 밀접한 경로 중 하나이다. 병원체가 아가미를 통해 숙주 내에 들어가면 대식세포에 의해 처리되어 혈액에 의해 전신으로 운반된다고 보고되어져 왔다(Li et al., 2018). 이번 연구에서 아가미에서 참돔의 CD74가 많은 발현이 나타난 것을 보아서 아가미는 면역 반응에 있어서 중요한 역할을 할 것으로 생각되어진다.

      이번 연구에서는 참돔의 주요 병원체인 두 가지의 균과 하나의 바이러스 감염에 따른 참돔의 CD74b의 아가미와 신장, 간, 비장에서의 조직별 발현분석 결과, 그람음성균인 E. pisicida의 감염 후 CD74b는 모든 조직에서 일시적으로 발현이 감소하고, 시간 경과에 따라 증가하는 것이 확인되었다.

      S. iniae의 인위감염에서 5일째에 아가미에서 발현이 증가하였고 7일째에 가장 높은 발현량을 보였으며, 비장에서는 5일째에 가장 높은 발현량이 관찰되었다. 수생환경에 쉽게 노출되어 있는 아가미는 병원균의 침입경로라고 할 수 있다 (Chu et al., 2008). 병원균의 직접적인 침입경로인 아가미이기에 가장 높은 발현이 확인된 것으로 보이며, 어류의 조혈기관인 비장에서 다음으로 높은 발현이 나타난 것으로 생각되어진다 (Morita et al., 2011). 바이러스성 질병인 RISV에서는 아가미에서 7일째에 가장 높은 발현량을 나타내었다. 이는 S. iniae의 인위감염 후 나타나는 발현과 비슷하였기에, CD74b는 질병에 감염되었을 때 아가미에서 주로 면역과 관련된 기능을 한다고 생각된다.

      이번 연구에서는 특이적으로 인위감염 직후 CD74b의 상향발현 후 일시적으로 발현이 감소하고 시간 경과에 따른 증가가 관찰되었다. 이는 이전 연구에서 항바이러스 및 세균에 대한 평형 유지를 위한 음성 조절자 역할이 수행되었을 것이라 추측할 수 있었다 (Li et al., 2014). 또한 이전 연구에서 CD74는 단편적이긴 하지만 포유류와 유사한 경골어류에서 Helper 및 조절 T세포의 기능에 대한 증거는 지속적으로 보고되었으며 (Fischer et al., 2005), 이번 연구결과를 통해 CD74 유전자가 MHC class II로써의 기능 수행 가능성을 제시할 수 있었다 ([Fig. 4]).

      이번 연구에서는 참돔으로부터 CD74b를 분리 및 동정하였고, 분자적 특성 및 발현분석이 수행되었다. 또한 정상조직과 질병에 인위감염 후 CD74b의 면역관련 조직에서의 mRNA 발현양상을 확인하였다. 이번 연구 결과 경골어류에서 CD74b의 발현을 확인할 수 있었고, 이를 통해 CD74b는 어류의 병원체 감염에 대한 면역단백질로써의 기능을 수행할 것으로 추측할 수 있었다. 그러나 어류의 CD74에 대한 연구는 아직도 부족한 실정이다.

      CD74의 면역반응은 발현분석을 통해 면역 기능을 수행할 수 있는 가능성을 제시하였다. 추후 명확한 기능적 특성 분석에 대한 기초자료로써 사용될 수 있을 것이다.
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