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서 론

AIDS(acquired immunodeficiency syndrome)는
CD4+ T세포의 결핍에 의해 일어나는 증상으로

거의가 HIV 감염에 의해 유발된다. 그러나 HIV가

AIDS의 원인균이라는 사실이 밝혀진지 10 여년이

지난 오늘에도 정확한 HIV와 숙주 세포와의 상호

작용에 관한 연구는 아직도 밝혀지지 않은 부분이

많은 실정이다. HIV의 표면 단백질은 전구체인

gp160가 절단되어 gp120와 gp41으로 분리된다.
이 바이러스의 리셉터인 CD4는 표면 단백질인

gp120와 결합하며, gp41은 숙주 세포와 바이러스

의 fusion에 관여한다고 알려지고 있으며 이 단백

질은 막을 통과하는 transmembrane domain을 함

유하고 그 C- terminal은 cytoplasm에 노출되어

있다. 이 HIV gp41의 세포내 부분은 초기의 연구
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HIV- 1 gp41의 세포내 부분과 상호작용하는 단백질 유전자를 분리할 목적으로 yeast two hybrid
system을 사용하여 검색하였다. 전체 1.4 X 106 colony를 검색하여 최종적으로 20개의 colony를 얻었
다. 이들 colony로부터 분리된 유전자의 염기배열을 결정하여 본 결과, acidic ribosomal protein P0,
be ta tubulin, a lpha ca tenin등의 세가지 종류임을 밝혔다. 이들은 yeast sys tem 내에서 매우 특이적으
로 gp41과 상호작용하고 있음을 알았다.

To find the interacting protein with the cytopla smic domain of HIV- 1 gp41, the yeas t two hybrid sys tem was
used for the express ion cloning. Among the 1.4 X 106 colonies , 20 colonies were selected as the final
candidate for the interacting protein gene . The nucleotide sequencing revealed three kinds of protein, acidic
ribosomal protein P0, beta tubulin, alpha catenin. These prote ins interacted with the gp41 specifica lly in yeast
system.
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에서는 그 중요성이 강조되지 않았으나(Berdinger
et al., 1988; Lee et al., 1989), 최근에는 그 중요

성이 다음과 같이 부각되고 있는 추세이다. 즉

HIV gp41의 세포내 부분은 HIV 단백질인 Vif 의

존성인 protease의 target이 되며(Guy et al., 1991),
rapid endocytosis에 관여하고(Row ell et al., 1995)
그중 일부의 펩티드는 PKC에 의한 인산화를 억

제하기도 하고(Ward et al., 1995) 세포막에 구멍

을 형성하는데 관여 하기도 하며(Chernomordik
et al., 1994) fusion시에도 관여하리라 여겨지고

있다(Ow ens et al., 1994). 또한 바이러스의 복제

에도 관여할 가능성이 시사되기도 하며(Yu et al.,
1993) 표면 단백질의 안정성에도 관여하고 있다고

(Gabuzda et al., 1992) 보고되고 있다. 바이러스가

감염된 후 새로운 바이러스를 생성하기 위해서는

숙주 세포내에서 바이러스의 여러가지 단백질,
RNA 등이 서로 상호작용하여 compact한 구조를

이루어야 하는 assembly 과정을 거쳐야 한다. 그

러나, HIV 의 ass embly에 관한 분자 수준에서의

기작은 아직 알려지지 않고 있는 실정이다. 표면

단백질 gp41의 세포내 부분은 assembly 과정중에

matrix 단백질과 상호작용하고 있다고 알려지고

있는 정도이며(Freed and Martin, 1995, 1996) 그

과정중에 숙주세포의 어느 단백질과 상호작용하여

어떤 과정으로 새로운 바이러스가 만들어지고 있

는 지는 모르는 상태이다. 따라서 본인은 최근 개

발된 yeas t two hybrid system(Field and Song,
1989; Chien et al., 1991; Bartel et al., 1993)을 이

용하여 gp41의 세포내 부분에 상호작용하는 단백

질의 유전자를 분리하려고 하였다. 분리된 유전자

의 구조를 분석하여 단백질의 예상되는 기능을 조

사함으로서 이 바이러스 단백질의 세포내에서 일

어나는 현상을 이해할 수 있으리라 생각되며, 이

와같은 기작을 밝힘으로서 새로운 형태의 AIDS
치료제의 개발도 가능하리라 사료된다.

실험재료 및 방법

1. HIV gp41 세포내 부분의 Le xA fus ion 단

백질 발현 ye as t 백터의 구축

HIV- 1 gp41 세포내 부분과 LexA가 fusion된
단백질을 효모에서 발현시킬 수 있는 plasmid를
구축하기 위해 먼저 PCR을 사용하여 gp41의 C
- terminal 세포내 부분인 151개의 아미노산에 해

당하는 유전자를 얻었다. 말단에 E coR 1 site가 붙

어있는 sense primer (5' - CCGAA T T CAA
T AGAG T T AGG CAGGG AT AT T C)와 SalIsite
가 붙어있는 antisense primer (5' - CCGT C
GACT T AT AGC AAAAT CCT T T CCAAGCC)
를 HXB2CG를 template로 하여 Amplitaq poly
- merase (T akara, Inc.)를 이용하여 94도에서 1분,
50도에서 2분, 72도에서 3분의 반응을 30번 반복

하여 460 base pair의 DNA 단편을 얻었다. 이것

을 E coR I과 S alI으로 절단한 후, gel purification
을 하고 yeast two hybrid용 백터인 pLex202에
삽입하여 pLex202ENVC를 얻었다.

2. He La cDNA library 를 이용한 검색

LexA- ENVC hybrid 단백질이 포함된 EGY48
[M A T a, his3, trp1,ura3 25, leu2::pLex2 leu2
lexA op6/ pSH 18 34 (LexA op lacZrepoter)] yeast
s train을 competent cell로 하고 lithium acetate 방

법을 이용하여 yeast tw o hybrid용 HeLa cDNA
library를 carr ier DNA와 1 : 100의 비율로 섞은

후 transformation 시켰다. 이 cDNA fragment는
pJG4- 5의 EcoR I와 Xho I을 이용하여 cloning되
어 있고 galactose 존재하에서만 fusion protein이
expression 되도록 Gal1 promoter가 존재하고 있

다. 따라서 cDNA가 competent yeast strain에 도입

된 transformants는 tryptophan prototrophy (plas
- mid marker) 성질을 나타내어서 synthetic medium
Ura- , His- , T rp- 에서 selection이 가능하였다.
Synthetic media (Ura- , His- , T rp- )에서 자란 모

든 trans formants를 havest하여 2% galactose가
포함된 synthetic medium(Ura- , His- , T rp- , Leu- )
에 plating하여서 cDNA가 도입되어 LexA- ENVC
fusion 단백질과 상호작용하는 효모 세포를 선별

하였다.

3. 선별된 효모의 galactos e 의존성 조사

선별된 효모세포의 성장이 galactose에 대한 의

존성 여부를 다시 보기 위해 2% galactose(inducing
condition)가 포함된 synthetic medium(Ura- , His- ,
T rp- , Leu- )과 2% glucose(non- inducing condition)
가 포함된 synthetic medium에 접종하였다. Galac
- tose를 함유하는 배지에서는 잘 성장하고 glucos e
를 함유하는 배지에서는 성장하지 않는 특징을 나

타내는 효모 세포를 선택하여 5- bromo- 4- chloro
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- 3- indolyl- a- galactopyranoside (X- gal)와 2% glu
- cose나 2% galactose가 포함된 synthetic medium
(Ura- , His- , T rp- )에 streak하여 - galactosidas e
의 활성을 조사하였다. 단지 galactos e 존재하에서

reporter gene이 발현되는 효모를 선택하여 액체

배지에서 키운후 plas mid를 분리하였다. 분리된 pl
asmid를 E .coli K12 strain (K C8pyrF T 5, hsdR ,
leuB 600, trpC9830 lacD74, strA , gslK , hisB 436) 에

transformation해서 M9 minimal medium(T hi+, H
is+, Ura+, Leu+, T rp- )에서 선택적으로 성장하는

균을 선별하였다. 선별된 E .coli를 다시 액체배지

에서 키우고 plasmid를 분리하여 그것이 library
유래의 plas mid임을 확인한 후 그 염기서열을 se

- quencing하여 결정하였다.

4. 후보 단백질 유전자의 염기서열 결정

염기 서열을 결정하려는 plasmid가 함유되어

있는 E . coli colony로 부터 액체배지에 옮겨서

하룻밤을 배양하였다. 다자란 균액 1.5 ml 을 취

하여 원심분리하고 상등액을 50 ul 남겨놓고 버린

후 vortex 하였다. T ENS buffer(10 mM T ris Cl;
pH 7.4, 1 mM EDT A, 0.1 N NaOH, 0.5% SDS)
를 첨가 후 3M NaOAc 를 넣고 vortex후 원심분

리하였다. 상등액을 새로운 tube로 옮긴 후 100%
EtOH 첨가후 원심분리를 하여 DNA를 침전시켰

다. 다시 80% EtOH 로 침전을 세척하고 건조시

킨 후 RNase가 함유된 물에 녹였다. RNA가 제

거된 DNA 약 2- 4 ug에 denaturation 용액 (2 M
NaOH, 2 mM EDT A)을 가한 후 30 분간 37도에

서 반응시켰다. Neutralizing 용액 (3 M NaOAc)
으로 중화 시키고 섞은 다음 EtOH을 가하여 침전

시키고 70% EtOH로 세척후 건조시키고 물에 녹

였다. Denaturation된 DNA 용액에 5X sequenc-
ing buffer (USB kit)와 primer를 넣은 다음 65도
에서 2분간 반응후 실온에서 10분간 방치하였다.
37도에서 15분간 primer를 annealing 시키고 이

용액에 DT T와 labelling mixture, labelled dAT P,
sequenase를 가하고 37도에서 5분 반응시켰다. 반

응을 끝내도록 ddNT P mixture가 들어있는 tube
에 각각 옮기고 37도에서 5분간 처리하였다. 시료

loading buffer를 가하고 80도에서 5분 간 열처리

를 하고 1시간 동안 pre run을 한 8 M urea- 8%
polyacrylamide gel에 apply하여 1500 voltage
constant 조건으로 2, 3시간 전기영동하여 분리후

gel을 완전히 말리고 detection 하였다.

결 과

HIV- 1 gp41의 세포내부분과 상호작용하는 단

백질 유전자를 찾기위하여 yeas t two hybrid
sys tem을 이용하기위한 백터 pLex202ENVC를
PCR을 사용하여 구축하였으며, 이때 만들어진 백

터의 구조를 Fig. 1에 나타내었다.

리포터 유전자를 갖고 있는 EGY48에 만들어진

plas mid를 t ransformation하고 Ura- , His- 배지에

서 얻어진 yeast에 HeLa cDNA library를 다시

transformation하여 140만개의 서로다른 colony를
얻었다. 이들을 수확하여 그 중 140만개 이상의

colony가 생성되도록 수확액을 취하여 galactose
존재하에서 4시간 induction한 후, Ura- , His - ,
T rp- , Leu- 배지에서 5일간 배양하여 자라나는

colony 532개를 얻었다. 이들을 Ura- , His- , T rp- ,
X- gal/Gal배지에서 푸른색을 띠고, Ura- , His- ,
T rp- , X- gal/Glc배지에서는 하얀색을 띠는 colony
20개를 얻었다. 이들 yeast를 glass bead를 사용

하여 파괴한 후, plasmid를 분리해내고 다시 pLE
X202ENVC가 들어있는 yeast에 t ransformation하여

얻어진 plasmid에 의해 재현성이 있는지를 확인하

Fig. 1. Construction of pEG202ENVC

29



J . Natura l S cience , Pa i Cha i Univ. Vol. 10, No. 1, 1997

였다. 이들의 염기서열을 결정하여 Fig. 2와 같은

3가지 종류의 plasmid를 얻었으며, 이들이 acidic
ribosomal protein P0, beta tubulin, alpha catenin
임을 알았다. 이들의 다른 단백질에 대한 특이성을

조사하기위하여 마우스의 레트로바이러스인MuLV의

표면항원 단백질의 세포내부분과 HIV- 1의 리셉터

단백질인 CD4의 세포내 부분들 과 상호작용하는

지의 여부를 yeast내에서 조사하였다. 그 결과를

T able 1에 나타내었고, 이들의 상호작용은 HIV- 1
gp41의 세포내 부분과 특이적으로 일어나고 있음

을 알았다.

고 찰

바이러스가 세포내에서 증폭되어 다시 세포밖

으로 나가는 과정동안에 바이러스가 생성하는 단

백질과 상호작용하는 세포내 단백질은 많이 존재

하리라 예상되고 있으나, 그 정확한 상호작용의

기작은 아직 알려지지 않고 있는 상태이다. 본 실

Fig. 2. Nucleotide sequence comparison between the gene for isolated
plasmids from the candidate yeast and gene for the homologous

proteins
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험에서는 HIV- 1 gp41의 세포내 부분과 상호작용

하는 단백질을 yeast tw o hybrid system을 이용

하여 검색하였고, 그결과 몇가지 단백질과 상호작

용하고 있음을 제시하였다. 그 중 alpha catenin은
cell adhesion molecule인 cadherin의 세포내부분

과 상호작용하고 있는 catenin 복합체중 하나로

actin filament와 연결되어 있다는 것이 알려지고

있다(Ozawa et al., 1989). Cadherin의 세포내부분

은 beta catenin과 직접 결합을 하고 있으며, beta
catenin이나 plakoglobin에 alpha catenin이 결합하

여 cytos keletal protein에 연결시켜 주고 있는 것

으로 알려져 있다(Aberle et al., 1994). 또한 beta
tubulin은 microtubule의 구성요소로서 cytoskeletal
protein의 하나이며, acidic ribosomal protein P0
는 리보소옴의 구성요소 중의 하나이다. 이들과

HIV- 1 gp41과의 상호작용이 실제로 생체내에서

일어나는 지는 더 연구 해야하나, 이 논문에서는

그 가능성을 제시하였다는데에 의의가 있다고 생

각된다.
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