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Background: Hepatitis C virus(HCV), a family of Flaviviridae, has a host cell-derived envelope containing a
positive-stranded RNA genome, and has been known as the maj or etiological agent for chronic hepatitis, hepatic
cirrhosis, and hepatocellular carcinoma. There remains a need to dissect a molecular mechanism of pathogenesis

for the development of therapeutic and effective preventive measure for HCV. Identification of cellular receptor
is of central importance not only to understand the viral pathogenesis, but also to exploit strategies for prevention
of HCV. This study was aimed at identifying peptide mimotopes inhibiting the binding of E2 protein of HCV to

MOLT-4 cell. Methods: In this study, phage peptide library displaying a random peptides consisting of 7 or 12
random peptides was employed in order to pan against E2 protein. Free HCV particles were separated from the
immune complex forms by immunoprecipitation using anti-human IgG antibody, and used for HCV-capture

ELISA. To identify the peptides inhibiting E2-binding to MOLT-4 cells, E2 protein was subj ect to bind to
MOLT-4 cells under the competition with phage peptides. Results: Several phage peptides were selected for their
specific binding to E2 protein, which showed the conserved sequence of SHFWRAP from 3 different peptide

sequences. They were also able to recognize the HCV particles in the sera of HCV patients captured by
monoclonal antibody against E2 protein. Two of them, showing peptide sequence of HLGPWMSHWFQR and
WAPPLERSSLFY respectively , were revealed to inhibit the binding of E2 protein to MOLT-4 cell efficiently in

dose dependent mode. However, few membrane-associated receptor candidates were seen using Fasta3 programe
for homology search with these peptides. Conclusion: Phage peptides containing HLGPWMSHWFQR and
WAPPLERSSLFY respectively , showed the inhibition of E2-binding to MOLT-4 cells. However, they did not

reveal any homologues to cellular receptors from GenBank database. In further study, cellular receptor could be
identified through the screening of cDNA library from MOLT-4 or hepatocytes using antibodies against these
peptide mimotopes.
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서 론

C형 간염바이러스 (HCV)는 flaviviridae과에 속하는

9.5 kb의 양성가닥 (positive strand) RNA 바이러스로

서 non-A , non-B 간염의 주요 원인체이다 1 ) . HCV에 이

환된 급성 간염환자의 약 70%가 만성 간염으로 이행

하며 이들 중 상당한 수에서 간경화와 간세포암이 발

생하고 있다 . 또한 HCV 감염은 type II, III

cryoglobulinemia, B-lymphocyte proliferative disorder와

관련되어 있슴이 알려져 있다 2 ) . 전세계적으로도 약 1

억 7천만명이 HCV에 만성적으로 감염되어 있어서 세

계 보건상 주요한 질환이다 3 ) .

비록 HCV의 염기서열이 1989년에 밝혀졌지만 4 ) in

vitro에서 HCV를 배양할 수 있는 시스템이 개발되지

않아서 바이러스의 life cycle을 연구하는데 큰 장애

가 되고 있다 . 지금까지 HCV가 간세포이외에도 B 세

포 , T 세포 , monocyte 등에 감염을 일으킬 수 있다는

보고들이 있지만 1 ) 바이러스의 tropism에 관여하는 단

백질이나 세포막 수용체에 관한 연구는 거의 없는 실

정이다 .

HCV의 외피 단백질은 3 1-35 kDa의 E 1과 58-74 kDa

의 E2가 있다 . 이들 중 E2 단백질이 인간 림프종 세포

나 간암세포주에 높은 친화도로 결합할 수 있슴이 알

려져 있다 5 ) . 또한 E2에 대한 항체는 표적세포에 대한

E2 단백질의 결합을 방해할 뿐만 아니라 이러한 중화

항체가 형성된 침팬지는 동일 혈청형의 HCV에 대해

방어면역을 나타내므로 숙주 세포막 수용체와의 결합

에 E2 단백질이 관여할 것으로 추측되고 있다 5 ) . 그러

나 간세포 , B와 T 세포 등에서 E2 단백질에 대한 수

용체연구는 아직 미흡한 상태이다 . 다만 Pileri 등 6 )이

E2-결합능을 보이는 인간 T 림프종 세포주인 A2R 세

포의 cDNA library를 HCV tropism과 관련이 없는 마

우스 세포주에 transfection시켜 E2와 결합하는 클론을

검색한 결과 , tetraspanin superfamily에 속하는 CD 8 1

분자가 E2에 대한 T 세포 수용체임을 밝혔다 . 그러나

B 세포 , monocyte, 간세포 등에 존재하는 HCV 수용체

에 대해서는 아직 어떠한 결과도 보고되어 있지 않다 .

B형 간염바이러스 (HBV)의 경우에는 asialoglycopro-

tein receptor (A SGPR), endonexin II, hepatitis B virus

binding factor, transferrin receptor, preS1-BP 35 등 여러

개의 수용체를 이용하는 것으로 알려져 있다 7 ) . 따라

서 HCV의 경우에도 숙주세포에 따라서 , 혹은 발병기

전과 관련된 숙주요소 (host factor)에 따라 여러 개의

세포막 수용체가 존재할 가능성이 있다 .

최근에는 peptide나 단백질을 filamentous phage 표면

에 발현시키는 phage display 기법을 이용하여 수용체

의 구조를 규명하는 실험이 시도되고 있다 . 경막 수용

체는 복잡한 3차원 구조로 되어 있으나 ligand와 결합

하는 부위 (binding pocket)는 불연속 아미노산 결정기

(discontinuous determinants)들로 구성되어 있다 . 따라

서 특성상 선형구조 (linear structure)를 보이는 peptide

는 이러한 ligand-결합부위를 모방 (mimicking)할 수 있

어서 수용체의 구조와 기능을 연구하는데 이용될 수

있다 . Goodson 등 8 )이 urokinase 세포막 수용체에 대한

peptide mimotope를 밝힌 이후 thrombin 수용체 ,

thrombopoietin 수용체 , vascular endothelial growth

factor 수용체의 peptide mimotope 등이 보고되었다 9 ) .

특히 바이러스의 외피단백질에 대한 peptide

mimotope 중에서 바이러스의 ligand에 결합하여 세포

막 부착과정을 방해하는 것은 구조상 바이러스 ligand

와 결합하는 수용체 부위를 모방할 가능성이 많다 . 본

연구는 phage peptide library를 이용하여 HCV의 E2 단

백질에 결합하는 peptide mimotope을 밝히고 이를 근

거로 간세포 수용체 후보들을 확인하고자 한다 .

재료 및 방법

E 2 단백질에 대한 pept ide libr a ry의 biopan nin g

녹십자로부터 분양받은 E2 융합단백질 (gD-E2)을 실

험에 사용하였다 . gD -E2는 herpes simplex 바이러스의

gD 단백질이 HCV E2 단백질과 융합된 것으로 CHO 세

포주에서 발현시켜 anti-gD affinity column에서 분리·

정제한 것이다 . B SA , gD, gD -E2 단백질의 농도가 각각

5 g/ml로 조정된 coating buffer (0.1 M NaHCO3, pH

8.6)를 microtiter plate (Maxisorb, Nunc, Denmark)의 각

well에 분주한 후 4℃에서 16시간동안 정치하였다 . 각

well을 증류수로 한번 세척한 후 3% B SA/PB S로

blocking하였다 . 7- mer 혹은 12-mer의 random peptide가

pIII와 융합되어 발현된 peptide library (Ph .D .7 혹은

Ph .D .12, NEB) 10 μl를 40 μl의 3% B SA/TB S [50 mM

Tris-HCl (pH 7.5), 150 mM N aCl] 용액에 첨가하였다 .

B SA와 gD에 비특이적으로 결합하는 phage peptide를
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제거하기 위해 먼저 B SA가 부착된 well에 희석된

library 50 μl를 분주하여 실온에서 1시간 약하게 진탕하

였다 . 상청액을 회수하여 gD가 부착된 well에 분주하여

위와 같이 반응시켰다 . 회수한 상청액을 최종 gD-E2가

부착된 well에 옮긴 후 실온에서 3시간 진탕 반응시켰다 .

상청액을 제거하고 0.1% Tween 20이 첨가된

TB S(TB ST) buffer로 한 번 세척한 후 50 μl의 elution

buffer [0 .1 M glycine-HCl (pH 2.2), 0 .1% B SA]를 분주

하여 gD-E2에 부착된 phage peptide를 용출해 내었다 .

용출 즉시 1 M Tris-HCl (pH 9.1)로 phage peptide 용액

을 중화시켰다 . 각 panning 단계마다 panning에 사용한

phage (input pahge)에 대한 용출된 phage (output phage)

의 비 (ratio, O/I ratio)를 계산하였다 .

E 2 - b in der 의 증폭

OD 6 0 0 nm=0.5까지 배양한 대장균 ER2537 세포 20 ml

에 40 μl의 phage peptide 용출액을 접종하여 37℃에 각

각 1시간씩 정치 및 진탕 배양한 후 100 ml의 SB 배지

[30 g Bacto-tryptone, 20 g Yeast extract, 10 g MOP S

(pH 7.0), per 1 liter]를 첨가하여 37℃에서 16시간 진탕

배양하였다 . 배양액을 10,000 X g, 20분 , 4℃ 조건으로

원심분리하였다 . 상청액에 30 ml의 5X PEG/N aCl [20%

PEG (w/v) , 15% N aCl (w/v)]을 첨가한 후 4℃에서 30분

간 정치시켰다 . 원심분리 후 PEG 용액을 완전히 제거하

고 1 ml의 3% B SA/TB S 용액으로 phage peptide pellet

을 녹인 다음 2차 biopanning에 사용하였다 . 2차 panning

부터는 gD -E2 단백질의 농도를 각 panning 단계마다 2,

1, 0 .5 g/ml로 서서히 줄이고 , 세척과정은 5, 10, 20회로

단계별로 증가시켰다 .

E 2 단백질에 특이적인 ph a g e p ept ide의 검색

O/I ratio가 가장 높은 biopanning 단계에서 회수한

phage peptide를 ER2537 세포에 감염시킨 후 plaque가

plate당 100-200개 정도되도록 plating하였다 . 멸균된 이

쑤시개를 이용하여 plaque를 1 ml의 ER2537 배양액에

접종한 후 37℃에서 5시간동안 진탕 배양하였다 . 새로운

SB 배지 900 μl에 배양액 100 μl를 다시 접종하여 37℃

에서 16시간동안 진탕 배양하다 . 10,000 X g로 원심 분

리하여 상청액을 회수한 후 이를 phage peptide 검색에

사용하였다 .

먼저 B SA , gD , gD -E2가 각각 1 g/ml 농도로 부착된

microtiter plate의 각 well을 3% B SA/PB S로 blocking하

였다 . 각 클론별로 증폭된 phage peptide 용액 50 μl씩을

각 단백질이 부착된 well에 분주하고 실온에서 3시간 진

탕 반응시켰다 . PB ST 용액으로 4번 세척한 다음

HRP-conjugated anti-M 13 항체 (Pharmacia, U SA)를

1:5,000으로 희석하여 실온에서 1시간 반응시켰다 .

PB ST로 세척한 후 ABTS (Pierce, U SA) 용액 100 μl를

분주하여 발색반응을 유도한 다음 50 μl의 2% SD S를

첨가하여 반응을 중지시켰다 . 405 nm에서 흡광도를 측

정하여 B SA나 gD에 비해 gD -E2의 흡광도가 가장 높은

클론을 선택하였다 .

P ept ide s equ en cin g

위에서 언급한 방법으로 증폭한 phage peptide 용액을

원심 분리하여 상청액을 회수하였다 . 500 μl의 상청액에

200 μl의 5X PEG/NaCl 용액을 첨가하여 실온에서 10분

간 정치시키므로 phage peptide를 침전시켰다 . 10,000 X

g에서 20분간 원심 분리하여 상청액을 완전히 제거하였

다 . 10 μl의 iodide buffer (4 M Sodium iodide in TE

buffer)를 첨가하여 pellet을 완전히 녹인 후 phage DNA

를 침전시키기 위해 250 μl의 에탄올을 분주하고 실온에

서 10분간 정치시켰다 . 10,000 X g에서 15분간 원심 분

리한 후 80% 에탄올로 세척하고 최종 30 μl의 TE buffer

로 phage DNA를 녹였다 .

DNA 염기서열은 dideoxynucleotide chain termination

방법으로 자동 염기서열 분석기 (ABI, U SA)를 이용하여

결정하였다 . 이때 sequencing primer는 vector sequence인

5 -GCC CTC ATA GTT AGC GTA ACG-3'을 사용하였

다 .

혈청내 f r ee f orm H CV의 분리

일반적으로 C형 간염환자의 혈청내에는 HCV가 free

form이나 anti-HCV 항체와 결합하고 있는 면역복합체

(immune complex) 형태로 존재한다 1 0 ) . 우선 400 μl의

HCV RNA (+) 혈청을 1:4와 1:43으로 PB S에 희석한 후

10,000 X g에서 5분간 원심 분리하였다 . 상청액을 동일

부피의 goat anti-human IgG 항체 용액 (1:1,000)과 각각

혼합한 다음 4℃에서 16시간동안 정치시켰다 . 10,000 X

g에서 15분간 원심 분리하여 free form HCV가 있는 상

청액과 pellet을 각각 회수하였다 .

RT - n es t ed P CR로 H CV 확인

상청액과 pellet 부유액에서 HCV 입자의 존재를 확인
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하기 위해 RT-nested PCR을 시행하였다 . 위에서 회수한

pellet은 멸균된 3차 증류수 200 μl로 부유시켰다 . 각각

의 회수액에 4배 부피의 RNA zol B solution

(TEL-Test . Inc, U SA)을 첨가하여 4℃에서 5분간 반응시

키고 chloroform : isoamylalcohol (24 :1) 200 μl를 혼합

하여 4℃ , 12,000 rpm에서 14분간 원심분리하였다 . 상청

액에 isopropanol 500 μl와 tRNA (50 μg/ml) 2 μl를 첨

가하여 섞은 후 원심분리하여 HCV RNA를 침전시켰다 .

75% 에탄올로 세척한 다음 pellet을 30 μl의 diethyl

pyrocarbonate (DEPC)가 포함된 증류수에 녹였다 . RNA

용액 17 μl와 HCV의 5' -UTR을 증폭시키는 primer 1과

2를 각각 RT-PCR kit (Bioneer, Korea)에 첨가한 후 57

℃에서 10분 , 42℃에서 60분 , 94℃에서 5분간 반응시켜

cDNA를 만들었다 . 같은 반응액을 다시 94℃에서 30초 ,

55℃에서 30초 , 72℃에서 1분 cycle로 35회 반응시키고

마지막에 72℃에서 7분간 더 중합반응을 시행하였다 . 일

차 PCR 증폭액 2 μl와 nested primer 3과 4를 새로운

PCR kit (Bioneer, Korea)에 첨가하여 위와 같은 조건으

로 증폭시켰다 . 증폭된 DNA는 2% agarose gel에 전기영

동하여 확인하였다 . 실험에 사용된 primer의 서열은 다

음과 같다 .

Primer 1 : 5'-CTGTGAGGAACTACTGTCTT-3',

Primer 2 : 5'-GTCTCGTAGACCGTGCACCATG-3'

Primer 3 : 5'-TTCACGCAGAAAGCGTCTAG-3'

Primer 4 : 5'-GCCTGATAGGGTGCTTGCGAGTG-3'

H CV - cap tu r e E LIS A

혈청내에 존재하는 HCV 입자를 solid phase에 부착시

킨 후 이들 바이러스를 phage peptide들이 인지하는지를

알아보기 위해 capture ELISA를 시행하였다 . Capturing

antibody로 HCV의 E2 단백질에 대한 단세포군 항체인

H25와 토끼 항혈청을 사용하였다 . 먼저 이 항체들을 10

g/ml 농도 되게 coating buffer에 녹인 다음 microtiter

plate에 100 μl씩 분주하여 4℃에서 16시간동안 부착시

켰다 . DW로 한번 세척한 후 0.4% B SA/PB S로 blocking

하였다 . 위에서 회수한 free form HCV 상청액을 1:64로

희석한 후 각 well에 분주하여 실온에서 1시간동안 반응

시켰다 . PB ST로 3회 세척한 다음 , 1 × 10 1 2 pfu의 정제

된 phage peptide를 분주하여 실온에서 2시간 반응시켰

다 . 이때 대조군으로 E2 단백질과 결합하지 않는 phage

peptide를 사용하였다 . 이후의 발색과정은 위와 동일하

게 시행하였다 .

결합중화실험

(N eu t r alizat ion of b in din g (N OB ) a s s ay )

실험에 사용한 gD-E2는 융합단백질이므로 세포에 대

한 결합이 E2에 의해 매개됨을 확인할 필요가 있다 . E2

단백질이 부착하는 것으로 알려진 인간 T-림프종 세포

주인 MOLT-4 세포를 서울의과대학 세포주 은행으로부

터 분양받아 실험에 사용하였다 . 세포는 10% 우태아 혈

청이 포함된 RPMI 1640 배지로 5% CO2가 공급되는

37℃ 항온배양기에서 배양하였다 . 1 g의 gD -E2 단백

질에 각각 2 X 109 , 6 X 109 , 1.8 X 10 10 , 5.4 X 10 1 0의

phage peptide를 총 40 μl되게 혼합하여 4℃에서 30분

간 반응시켰다 . 이 후 5 X 105 MOLT-4 세포가 분주된

각 E-tube에 반응액을 옮겨 세포와 함께 반응시켰다 .

PB ST 용액으로 3번 세척한 다음 세포 pellet을 1X

sample buffer [60 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SD S, 25%

glycerol, 14.4 mM 2-mercaptoethanol, 0 .1% bromophenol

blue]로 처리하여 10% polyacrylamide gel에서 전기영동

하였다 . 전기영동 후 gel상의 단백질을 nitrocellulose

membrane에 전사한 후 E2에 특이적인 H 52 단세포군 항

체와 HRP-conjugated anti-mouse IgG 항체를 이용하여

western blot을 시행하였다 . 발색반응은 ECL 기질용액

(Amersham, U SA)으로 하였으며 , X -Omat film (Kodak,

U SA)에 감광하여 현상하였다 .

결 과

E 2에 대한 b iop an n in g

7 mer-, 12 mer peptide library를 gD-E2 단백질에 대

해 6차에 걸쳐 biopanning을 실시하고 각 panning 단계

에서 회수한 phage peptide들의 output phage/input phage

비 (ratio)를 결정하였다 . 7-mer library는 전반적으로 5차

panning까지 뚜렷한 증가는 없었다 . 그러나 12-mer

library의 경우 , panning 횟수가 거듭될수록 O/I ratio가

증가하여 최종단계에서는 가장 높은 ratio를 보였다 (그

림 1A).

E 2 - b in der의 검색

각 library의 panning 단계중 O/I ratio가 가장 높은 3

차 (7-mer library)와 5차 (12-mer library) 단계에서 회수한

phage peptide를 plaque 형태로 확보하였다 . 각 plaque로

— 80 —



Random peptide library를 이용한 C형 간염바이러스 E2 단백질 세포막 수용체의 peptide mimotope 규명

부터 phage을 증폭시킨 후 B SA, gD , gD -E2에 대해

ELISA를 시행하였다 . 7-mer library에서 유래한 phage들

의 E2에 대한 반응성은 대체로 0.025 정도로 낮았으나

12-mer library의 phage들은 평균 흡광도가 0.15 정도로

7-mer library보다도 6배 가량 높은 반응성을 보여 (그림

1B), 본 실험에서는 12-mer library에서 유래한 phage를

사용하기로 하였다 . 증폭된 각 phage peptide들중에서

B SA와 gD에 비해 gD -E2에 대한 반응성이 높은 6개의

phage 클론을 선택하였다 . 이들의 E2에 대한 반응성은

0.15-0.27 정도이었다 .

Fig . 1 . Bio pa nning of pha ge pe pt ide . (A) O ut put pha ge / Input pha ge (O/ I) ra t io . Fro m e a c h bio pa nning

ste p , E2-binding pha ge pe ptide s w e re e lute d w it h 0 .1 M g lyc ine -HC l (pH 2 .2 ), a mplifie d a nd

co nce ntra te d fo r s ubs e q ue nt pa nning . Enric hme nt of s pe c ific pha ge s fro m e ithe r 7-me r o r 12-me r is

de s c ribe d a s a ra t io of e lute d pha ge s (o utput pha ge ) ove r pha ge s a pplie d into re a ct io n (input pha ge ).

(B) ELISA of pha ge pe ptide s s e le cte d fro m e ithe r 7-me r o r 12-me r pha ge pe ptide libra ry . P ha ge

pe pt ide s fro m e a c h pla q ue s w e re infe cte d a nd a mplifie d into E.coli ER2 537 . ELISA a ga inst E2 prote in

w a s pe rfo rme d us ing pha ge s conce ntra te d w it h P EG . Bound pha ge s w e re dete cte d us ing

HRP-co njugate d a nt i-M13 a ntibody a nd O P D a s a co lo r re a ge nt .

Fig . 2 . S pe c ific ity of pha ge pe ptide s . (A) P ha ge pe ptide s e q ue nce s a re dete rmine d . Co ns e rve d

s e q ue nce s a re ind ica te d a s bo ld le tte rs . (B) P ha ge pe pt ide s of ind ica te d numbe r w e re a dde d a nd

inc ubate d into E2-coate d w e lls of mic rot ite r p la te . Bo und pha ge s w e re dete cte d us ing HRP-co njugate d

a nt i-M13 a ntibody a nd O P D a s a co lor re a ge nt .
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P ept ide s equ en ce의 결정

E2에 대해 높은 결합력을 보이는 6개의 phage peptide

클론의 DNA를 정제하여 염기서열을 분석한 결과

Ser-His-Phe-Try -Arg-Ala-Pro (SHFWRAP)의 7개 아미노

산이 conserved 되어 있었다 (그림 2A) . 이들 각 클론들

의 E2에 대한 결합특이도 (binding specificity)를 조사하

기 위하여 phage peptide를 dose별로 E2에 반응시켰다 .

1C 1, 1H 1, 1B2 등은 phage의 dose에 비례하여 반응성이

증가하였으나 대조군인 2B 1 phage는 dose에 관계없이

E2와 반응하지 않았다 (그림 2B) .

H CV - capt u r e E LIS A

먼저 HCV RNA titer가 106 이상인 C형 간염환자의

Fig . 3 . Dete ct io n of HCV pa rt ic le s us ing pha ge pe ptide s . (A) Dia gra m of stra te gy fo r a mplifica t io n of

5 'UTR of HCV RNA ge nome us ing ne ste d prime rs . (B) The s e ra fro m patie nts w it h he pat it is C d ilute d

to 1:4 o r 1:4 3 w e re inc ubate d w ith a nt i-huma n IgG a ntibody, ce ntrifuge d to re s to re pe llets a nd

s upe rnata nt fra ct ions . Ea c h fra ct io n w a s tre a te d w it h RNA z o l B s o lut io n fo r purifica t io n of RNA, a nd

s ubje cte d to RT-ne ste d P C R fo r a mplifica t io n of RNA ge no me (P : pe llet , S : s upe rnata nt). (C ) The s e ra

of pat ie nts w it h he pat it is C w e re inc ubate d in w e lls of mic rot ite r p la te coate d w it h a nt i-E2 ra bbit s e ra

(Rbt) a nd a nti-E2 monoc lo na l a nt ibody (H2 5 ), re s pe ct ive ly . The ca pt ure d v ira l pa rt ic le s w it h a nt ibod ie s

a s ind ica te d a bove w e re dete cte d w ith a nt i-E2 mo noc lona l a nt ibody a nd HRP-conj ugate d a nt i-mo us e

IgG a nt ibody, o r a nt i-E2 ra bbit a nt ibody a nd HRP-co njugate d a nt i- ra bbit IgG a nt ibody, re s pe ct ive ly . (D)

P ha ge pe ptide s of ind ica te d numbe rs fro m e a c h c lo ne w e re a dde d into the w e lls coate d w it h H2 5

mo noc lo na l a nt ibody of mic rot ite r p late w he re the pat ie nt's s e rum w e re pre inc ubate d . Afte r w a s hing w ith

P BS T, bo und pha ge pe pt ide s w e re dete cte d us ing HRP-co njugate d a nt i-M13 a nt ibody a nd O P D a s a

co lo r re a ge nt .
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혈청에 대해 면역침강(immunoprecipitation)과 RT-nested

PCR을 실시하여 혈청내에 존재하는 free form의 HCV를

확인하였다 . High titer를 보인 4명의 혈청을 1:4로 희석

한 검체에서는 면역침강 후 pellet에서 모두 immune

complex form이 관찰되었으나 1:64로 희석한 검체중 3

개에서 HCV RNA는 pellet이 아닌 상청액에서만 확인되

었다 . 따라서 이들 혈청을 1:64로 희석하여 실험에 사용

하였다 (그림 3A,B) .

in vitro 실험에서 혈청내에 존재하는 HCV 입자가

capture antibody에 의해 solid phase인 ELISA plate에 부

착될 수 있는지 알아보기 위해 HCV 단세포군 항체인

H25 항체와 토끼 항혈청을 이용하여 capture ELISA를

시행하였다 . 토끼 항혈청보다 마우스 단세포군 항체가

HCV 입자의 포획 (capturing)에 더 효과적이었으며 , free

form의 HCV가 있는 검체에서만 포획이 일어났다 (그림

3C). 이러한 포획조건을 기초로하여 H25 단세포군 항체

에 포획된 HCV 입자를 phage peptide가 인지할 수 있는

지를 capture ELISA로 확인하였다 . E2 결합이 확인된

1C 1, 1H 1, 1B2 클론의 phage들은 phage dose에 비례하

여 포획된 바이러스 입자와 결합하였으나 대조군 phage

는 dose에 관계없이 HCV 입자를 인지하지 못하였다 (그

림 3D).

Fig . 4 . Ne ut ra liz a t io n of bind ing of E2 prote in to MO LT-4 ce lls . (A) g D-E2 of ind ica te d a mo unt w a s a llow e d to re a ct

w it h 0 .5 g g D, the n m ixture w a s a dde d into MO LT-4 ce lls . Afte r w a s hing w ith P BS T, the ce lls w e re tre a te d w it h

s a mple buffe r a nd s ubje cte d to S DS -PAG E a nd W e ste rn blot . E2 prote in bo und to MO LT-4 ce lls w a s dete cte d us ing

a nt i-E2 mo noc lo na l a nt ibody a s a prima ry a nt ibody a nd HRP-co njugate d a nt i-mo us e IgG a s a s e co nda ry a nt ibody a nd

EC L a s a co lo r re a ge nt . (B) E2 prote in w a s mixe d w ith pha ge pe ptide s of ind ica te d numbe rs from e a c h c lo ne , a nd

inc ubate d w ith 5 X 10 5 MO LT-4 ce lls . Afte r w a s hing in P BS T, the ce lls w e re tre ate d w ith s a mple buffe r a nd s ubje cte d

to S DS -PAG E a nd W e ste rn blot . E2 prote in bo und to MO LT-4 ce lls w a s dete cte d a s de s c ribe d e ls ew he re . (C ) G ra ph

de s crib ing a de ns ito met ric a na lys is ba s e d o n the (A), in w hich the s ig na l of e a c h pha ge pe ptide w a s co mpa re d w ith

t hat of co ntro l pha ge pe pt ide a nd t he re s ults w e re indicate d a s pe rce nta ge .
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결합중화실험

E2의 MOLT-4 세포 부착 (결합)을 억제하는 phage

peptide를 확인하기 위해 결합중화실험을 실시하였다 .

우선 융합단백질인 gD-E2의 MOLT-4 세포부착이 E2에

의한 특이적인 결합임을 증명하기 위해 gD-E2의 세포부

착을 gD 단백질로 competition시켰다 . 그림 4A에서의 결

과처럼 gD-E2는 gD 단백질에 관계없이 MOLT-4 세포

에 부착하였다 . 따라서 gD -E2의 세포부착은 E2에 의해

매개되는 과정임을 알 수 있었다 .

Phage peptide들을 dose 별로 gD-E2와 반응시킨 다음

MOLT-4 세포에 부착시켜 결합과정이 억제되는 정도를

살펴보았다 . 1C 1과 1B2 클론이 phage dose에 비례하여

MOLT-4에 대한 E2 부착을 억제하였으며 그 중에서도

1C 1의 억제정도가 더 강하게 나타났다 . 그러나 1H 1와

대조군인 2B 1과 2G 1은 결합억제를 보이지 않았다 (그림

4B,C) .

고 찰

바이러스 감염의 초기단계를 규정짓는 숙주세포와의

부착/결합과정은 외피소유 바이러스(enveloped virus)들

중에서도 과 (family)에 따라 다른 양상을 보인다 .

Rhabdoviridae과에 속하는 rabies virus는 외피단백질인

trimeric G protein이 뉴런(neuron) 표면에 있는 neural

cell adhesion molecule (N CAM)에 부착되면 신경세포

안으로 endocytosis된다 . Endosome내에서 낮은 pH로 인

해 바이러스의 외피단백질의 구조가 변형되면서 바이러

스 외피와 endosomal membrane 사이에 융합이 일어나

세포질 내로 바이러스가 유리된다 . 이와 유사한 침투과

정은 influenza virus에서도 관찰된다 1 1) . 또한 일부의 바

이러스들은 이와는 달리 두 단계의 부착과정을 거치면

서 숙주세포막과 직접 융합되면서 핵산을 세포질 내로

유리하기도 한다 . Herpes simplex virus type 1의 gB, gC

단백질과 human cytomegalovirus의 gB 단백질 등은 친

화도가 낮은 heparan sulfate proteoglycan(H SPG) 수용체

에 먼저 부착한 다음 , gD 단백질 등 다른 종류의 외피

단백질을 이용하여 높은 친화도로 integrin에 결합하면서

숙주세포의 plasma membrane과 융합하게 된다 1 2 ) .

Lentivirus에 속하는 human immunodeficiency virus type

1의 경우에는 gp 120 단백질이 helper T 세포의 CD4 분

자와 chemokine 수용체인 CCR-5와 연속적으로 결합하

면 바이러스 표면의 spike protein인 gp4 1 단백질이 직접

세포막과 융합을 일으키게 된다 1 3 ) . 즉 , 바이러스 외피단

백질과 결합하는 세포수용체에 따라 바이러스의 부착/침

투 과정이 다를 수 있으므로 , 바이러스의 침투기전을 이

해하기 위해서는 수용체의 규명이 선결되어야 할 것이

다 .

외피소유 바이러스인 HCV의 세포막 수용체에 대한

연구는 바이러스 정제상의 어려움 , 적절한 배양 시스템

의 부재 , 실험 동물모델의 제약 등으로 인해 체계적인

연구가 미흡한 실정이다 . 다만 HCV의 외피 단백질인

E 1과 E2에 대한 재조합 단백질의 발현 , 면역원성 연구 ,

유전적 변이에 따른 구조연구 등을 통해 E2 단백질이

간세포 수용체에 대한 바이러스 ligand로 작용할 수 있

음이 간접적으로 증명되고 있다 5 ) .

본 실험에서는 HCV의 E2 단백질에 대한 세포 수용체

를 규명하려는 연구의 일환으로 먼저 E2의 세포막 부착

을 방해하는 peptide mimotope을 phage peptide library를

이용하여 밝히고 이 mimotope을 근거로 예상되는 수용

체들을 확인하고자 하였다 . 이러한 실험적 접근방식을

선택한 이유는 다음의 사실들에 근거하였기 때문이다 .

첫째 , random peptide 서열들이 filamentous phage 표면

에 발현된 phage peptide library는 생물학적으로 활성이

있는 peptide ligand를 제공할 수 있으며 , high-throughput

assay를 통해 높은 친화도의 peptide를 선택할 수 있기

때문에 단백질-단백질 상호작용 연구에 적합하다 . 둘째 ,

바이러스의 세포막 부착을 방해하여 바이러스 감염을

중화할 수 있는 peptide를 선택한 다음 , 결합에 중요한

active motif를 근거로 유사한 서열을 검색하면 세포막과

연관된 수용체 후보를 확인할 수 있다 . 실제로 이와 같

은 방법을 이용하여 puumala hantavirus와 echovirus 22

에 대한 세포막 수용체가 각각 integrin과 gamma

carboxylase임을 밝힌 결과들이 보고되었다 14 ) .

먼저 7개와 12개의 아미노산이 무작위로 표면에 발현

된 7-/ 12-mer phage peptide library로 E2 단백질에 대해

panning을 실시하여 특이적 결합반응을 보이는 클론들

을 선택하였다 . 7-mer phage peptide library는 12-mer

library보다 전반적으로 결합반응이 약하였다 . 이는 7개

아미노산의 결합력이 상대적으로 낮아서 발생할 수 있

는 현상으로 이해되며 , 최종 5차 panning 후 output

phage와 input phage의 비(ratio)를 비교해 볼 때 7-mer

library가 12-mer library보다 약 4배정도 낮게 나온 결과

도 이를 뒷받침해 주는 것으로 생각된다 . 따라서 본 실
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험에서는 12-mer library를 이용하였다 .

E2 단백질에 결합하는 phage peptide들을 선택하여 아

미노산 서열을 분석한 결과 3개의 서로 다른 peptide

mimotope이 확인되었으며 , 이들은 Ser-His-Phe-Try -Arg-

Ala-Pro (SHFWRAP)의 공통된 아미노산 서열을 가지고

있었다 . 3종류의 phage peptide들은 모두 E2 단백질에

대해 특이적으로 결합하였으며 , C형 간염환자의 혈청에

존재하는 HCV 바이러스 입자도 인지할 수 있었다 . 다만

이들이 특이적으로 바이러스 입자와 결합하였는지는 앞

으로 E2 단백질을 이용한 inhibition test을 통해 밝혀야

할 것이다 . 이들 중에서 1C 1과 1B2 두 개의 클론이

MOLT-4 세포에 대한 E2 단백질의 결합을 방해하였으

며 , 나머지 1H 1은 E2의 결합반응에 아무런 영향을 미치

지 않았다 . 따라서 1C 1과 1B2가 E2 단백질의 binding

motif중에서 T 세포와의 결합에 관여하는 부위에 결합하

고 이들은 T 세포의 수용체를 모방할 가능성이 높다고

생각되었으나 본 실험에서 확보한 peptide mimotope의

아미노산 서열과 유사한 유전자를 검색하기 위해 Swiss

Institute of Bioinformatics (SIB)에서 제공하는 Fasta3 프

로그램을 이용하여 비교한 결과 의미있는 세포막 수용

체 후보는 없었다 . 수용체의 결합부위는 -helix나

-sheet 등 선형구조(linear structure)로 되어 있거나 혹은

3차 구조로 된 conformational motif로 구성되어 있어서

peptide mimotope는 이들 구조를 모방할 수 있다 . 선형

구조를 모방할 경우 , 유사도 확인실험으로 mimotope에

근접한 유전자를 예상할 수 있으나 3차 구조를 모방할

경우에는 그러한 예측이 불가능하다 . 따라서 두 peptide

mimotope는 모두 수용체의 conformational motif를 모방

할 가능성 높다고 생각된다 .

앞으로의 실험에서 peptide mimotope를 bovine serum

albumin(B SA)나 keyhole limpet hemocyanin(KLH)등

carrier protein에 화학적으로 결합시킨 후 마우스나 토끼

등에 면역하여 항 -peptide mimotope 항체를 개발하여 수

용체 발현세포의 cDNA library를 검색하면 새로운 수용

체의 규명도 가능할 것으로 생각된다 .
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