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서   론

Heat shock proteins (HSPs)는 세포 내 chaperones 또는 스트
레스 단백질로 잘 알려져 있으며, 세포내에서 수송과정과 단백
질 접힘, 단백질 기능 저하에 대항하여 중요한 역할에 관여한
다(Lindquist and Craig, 1988; Hartl and Hayer-Hartl, 2002; 
Mayer and Bukau, 2005; Wang et al., 2009). 분자량에 따라 
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40, HSP10 등으로 분
류되며 모든 생물에서 공통적으로 보존되어 있다(Padmini and 
Geetha, 2009). 대부분의 HSPs는 생리학적 환경에서 낮은 농
도로 존재하나, heat shock와 oxidative stress, hydroperoxidase 
stress, radioadaptive response, glucose deprivation 등에 의해 
발현이 증가된다(Hadari et al., 1997; Lee, 2001; Mitsumoto et 
al., 2002; Jönsson and Schill, 2007).

미토콘드리아에 존재하는 HSP75 (mtHSP75)는 TNF recep-
tor-associated protein 1 (TRAP1)로서  HSP90 계열에 속하는 
단백질이며 다른 HSP90계열 단백질과는 달리 N-말단에 미토
콘드리아를 target하는 signal peptide을 가지고 있다(Matassa 
et al., 2012). mtHSP75는 미토콘드리아에 필요한 단백질의 수
송과 단백질 가수분해를 통해 단백질 재조립하는 역할을 한다
(Haynes and Ron, 2010). Heat shock이나 다른 형태의 스트
레스에 노출되었을 경우, 미토콘드리아에서는 reactive oxygen 
species (ROS)가 과도하게 생성되는데 이렇게 생성된 ROS
는 단백질 변성을 촉진시키고(Sakurai and Cederbaum, 1998; 
Gutterman, 2005) 세포자살(apoptosis)를 유발시킨다(Hua et 
al., 2007). 이때 mtHSP75는 ROS와 같은 산화적 스트레스로 
인해 변성된 단백질을 회복시켜 세포자살을 방지한다(Im et al., 
2007).
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folding proteins of the mitochondrial matrix. Mitochondria provide energy in the form of ATP and generate reactive 
oxygen species (ROS). Heat shock proteins (HSPs) are activated in response to stress, and protect cells. In this study, 
we characterized the mtHSP75 of the big-belly seahorse Hippocampus abdominalis. The protein (BsmtHSP75) is 
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82 kDa. BsmtHSP75 has two functional domains, a histidine kinase-like ATPase (HATPase_c) domain (123–276 aa) 
and an HSP90 family domain (302–718 aa). BsmtHSP75 was expressed in all tested tissues of healthy seahorses. 
The ovary contained the highest transcription level, followed (in order) by the blood, brain, and muscle. Pouch tissue 
showed the lowest expression level. The expression of BsmtHSP75 was significantly (P<0.05) up-regulated on viral 
or bacterial challenge, suggesting that BsmtHSP75 plays a role in the immune defense against bacterial and viral 
pathogens.
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HSPs는 오랫동안 지속적으로 연구를 해왔으나, 어류에서의 
미토콘드리아 단백질에 속하는 HSPs에 관한 많은 연구가 되
지 않았다. 최근 경골어류인 나일틸라피아(Oreochromis niloti-
cus), 빅토리아 시클리드(Pundamilia nyererei), 시클리드 하플
로크로미스 부르토니(Haplochromis burtoni) 등의 mitochon-
drial heat shock protein 75 유전자가 GenBank (https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)에 등록되어있으나 이 유전자의 분
자적 특징이나 발현분석은 이루어지지 않았다.
해마는 세계적으로 천식, 심장병, 골절 등에 치료하는 약제로 
쓰이며, 특히 빅벨리해마(Hippocampus abdominalis)는 해마
류 중에서 크기가 가장 크고 아름다운 체색과 체형을 지니고 있
어 관상가치가 높아 국제 해수 관상생물 시장에서도 인기가 많
다. 그러나 약용 가치로 인해 일부 국가에서 남획하고 있으며 더
욱이 지구온난화와 연안의 환경오염 등으로 서식할 수 있는 환
경이 축소되면서 자연개체의 수는 점차 감소하고 있다(Hilton-
Taylor and Mittermeier, 2000). 호주와 그 주변국, 중국과 한국
에서 인공수정을 통한 양식이 되고 있으나, 그 수가 수요에 비
해 현저히 부족하다(Forteath, 1997; Woods, 2000a, b). 북해마
(Hippocampus kuda Bleeker), 갈귀해마(Hippocampus guttu-
latus), Short-snouted seahorse (Hippocampus hippocampus) 
등에서 면역반응과 생리적 연구가 진행되고 있으나 빅벨리 해
마의 면역•생리학적 연구가 아직 미비하다.
이에 본 연구에서는 빅벨리해마으로부터 mitochondrial heat 

shock protein 75 (BsmtHSP75)유전자의 분자유전학적 특징과 
조직별 발현 양상을 분석하고 동정하였으며 해마에 병원체 및 
면역자극제를 사용하여 유전자의 변화를 관찰하였다.

재료 및 방법

실험동물 및 공격실험

제주에 위치한 한국해수관상어종묘센터(CCORA, http://
www.ccora.com/)에서 약 20 cm 크기의 빅벨리해마를 구입하
여 수온 18±0.2℃, 염분 32±1 psu의 순환수조에서 일주일동
안 순치시켰으며, 각 수조당 35마리씩 사육하였다. 대조군을 제
외한 각 실험군에 lipopolysaccharide (1.25 µg/µL), Poly I:C 
(1.5 µg/µL), Streptococcus iniae (1×105 CFU/µL), Edwardsi-
ella tarda (5×103 CFU/µL)를 100 µL씩 접종하였고 샘플 채집
은 시간별(0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 h)로 각각 5마리의 해마에서 
blood와 kidney을 채취하여 -80℃에 보관하였다.

BsmtHSP75 유전자 클로닝과 분자적 특징 분석

건강한 해마의 blood와 liver, kidney, gill, spleen에서 추출한 
RNA를 이용하여 합성된 cDNA 염기서열은 454 GS-FLXTM 

system (Roche 454 Life Sciences, USA)로 분석하여 cDNA 
library database를 구축하였다. BLAST (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/BLAST)를 이용하여 빅벨리해마 mtHSP75 유

전자의 cDNA 전체 서열을 확인하였으며, BLAST Search 
program을 사용하여 BsmtHSP75의 상동유전자를 비교하였
다. ClustalW2 program을 이용하여 Multiple sequence align-
ment를 수행하였으며, 비교 분석한 다른 종은 Maylandia zebra 
(XP_004559424.1), Haplochromis burtoni (XP_005944046.1), 
Oreochromis niloticus (XP_003450104.1), Oryzias latipes 
(XP_004071480.1), Takifugu rubripes (XP_003964711.1), 
Xenopus (Silurana) tropicalis (XP_002932506.1), Gal-
lus gallus (NP_001006175.1), Microtus ochrogaster 
(XP_005349296.1), Homo sapiens (NP_057376.2) 이다. 
Pairwise sequence alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/
psa/emboss_needle/)를 이용하여 다른 종 mtHSP75와의 동일
성(identity)과 유사성(similarity)을 비교분석하였고, BsmtH-
SP75의 단백질 도메인은 SMART program (http://smart.em-
bl-heidelberg.de/)을 통해 분석하였다. 계통발생학적 분석은 다
른 종의 mitochondrial HSP75와 아미노산 서열을 비교분석하
였으며, MEGA 5.5 program을 이용하여 the neighbor-joining 
(NJ) 방법으로 계통수를 나타내었다.

Total RNA 추출과 cDNA 합성

Total RNA 추출을 위해 건강한 빅벨리해마의 14개 조직
(Blood, brain, gill, heart, intestine, liver, kidney, muscle, ovary, 
pouch, skin, spleen, stomach, testis)과 공격실험한 빅벨리해
마의 조직(blood와 kidney)을 분리하여 액체질소로 냉동시킨 
후 –80℃에 보관하였다. 각 조직의 total RNA는 RNAiso plus 
(TaKaRa, Japan)을 사용하여 추출하였으며, PrimeScript™ II 
1st strand cDNA Synthesis kit (TaKaRa)를 사용하여 제조사의 
방법에 따라 first-strand cDNA를 합성하였다.

Quantitative real-time PCR을 이용한 BsmtHSP75
의 발현분석

BsmtHSP75의 cDNA 단편을 증폭하기 위해 사용된 oligo-
nucleotide primer는 각각 mtHSP75-F (5'-TCTGGACATT-
GTTGCCAGGTCTCT-3')와 mtHSP75-R (5'-CGTGTCCT-
GTATGGTGAAGGTGTTCT-3')이다. 각 조직별 cDNA는 
real-time PCR을 수행하기 위한 주형으로 사용되었다. Quan-
titative real-time PCR 분석은 2X SYBR Premix Ex Taq (Ta-
KaRa)을 이용하여 95℃에서 30초간 1 cycle, 그리고 95℃에
서 5초, 58℃에서 10초, 72℃에서 20초를 45 cycles, 그리고 
95℃에서 15초, 60℃에서 30초, 95℃에서 15초간 1 cycle로 
반응하였고, Thermal cycler DICE Real Time System (TP800; 
TaKaRa, Tokyo, Japan)을 사용하여 분석하였다. BsmtHSP75
의 발현 결과는 Livak (2-ΔΔCT) 방법(Livak and Schmittgen, 
2001)을 통해 나타내었으며 빅벨리해마의 40S ribosomal 
protein S7 (F: 5'-GCGGGAAGCATGTGGTCTTCATT-3', 
R: 5'-ACTCCTGGGTCGCTTCTGCTTATT-3')을 reference 
gene으로 사용하였고, 모든 데이터는 40S ribosomal protein 
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Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequence of big-belly seahorse Hippocampus abdoninalis mitochondrial HSP75. The start codon 
(ATG) and the stop codon (TGA) are shown by underling with bold letters. The signal peptide is indicated in box. The HATPase_c domain 
is shaded in gray. The HSP90 domain is underlined.
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M.zebra            MSRCLALARFALGSS-QRASSRLVSSTRGLSSRPVSRSLTGGLSVGQLQRWSSRPRVWSS 59 
H.burtoni          MSRCLALARFALGSS-QRASSRLVSSTRGLSSRPVSRSLTGGLSVGQLQRWSSRPRVWSS 59 
O.niloticus        MSRCLALARFALGSS-QRTSSRLVSSARGLSSPPVSRSLTGGLSVGQLQRWSSRPRVWSS 59 
T.rubripes         MSRSLTLARFALSFP-PKAHLRLMTCTRGLNVRSAPSSLTGAKTSPVWQRWSSRPRLWSS 59 
O.latipes          MSRFLGLCRFGLSSL-QRSNSRVMS--RGLSSR--TMSLPLARDLQALQKRHCQPKLCRL 55 
H.abdominalis      MSRFLTLSRFGITSLSARTTQRVPPCVRGYSAC-VSRSLTQDTQVEPQQSWSSRPGLWRP 59 
M.ochrogaster      MARELRAALLWGRGLQTTLRAPALAGVR--RGKPVLHLQRTTVQFT-----------GSA 47 
H.sapiens          MARELRALLLWGRRLRPLLRAPALAAVP--GGKPILCPRRTTAQL------------GPR 46 
G.gallus           MA---AAAARRGRCLAALLRAGIGPRAA--AAKGPACLQREVLCSRR----------LPH 45 
X.tropicalis       MA---TGALVRG-ALSRALRARCLPLAPKQGRSVSVCISRGAAGTWHP------ASLSRT 50 
                   *:                      .                                    

 

M.zebra            QQACLGVSPQYYYSTQEAEKEPEEEPLHNIISDTEAVQGSFHKHEFQAETKKLLDIVARS 119 
H.burtoni          QQACLGVSPQYYYSTQEAEKEPEEEPLHNIISDTEAVQGSFHKHEFQAETKKLLDIVARS 119 
O.niloticus        QQACLGFSPQSYYSTQEAEKEPEEEPLHNIISDTEAVQGSFHKHEFQAETKKLLDIVARS 119 
T.rubripes         QRSCLGFSQQCYYSTQEAEKPPEEEPLHNIINDTESVEGDFSKHEFQAETKKLLDIVARS 119 
O.latipes          QGSCHVLSQQSFYSTQEVEKEPEVEPLHTIISDTESVQGSFSKHEFQAETKKLLDIVARS 115 
H.abdominalis      QQAFPWIKQQSFYSTQEAEKEPEDEPLHTIISDSETVQGTFSKHEFQAETKKLLDIVARS 119 
M.ochrogaster      QSLTSRISAGQLYSTHAAEDKK-EEVLHSIISSTEAVQGSVSKHEFQAETKKLLDIVARS 106 
H.sapiens          RNPAWSLQAGRLFSTQTAEDK--EEPLHSIISSTESVQGSTSKHEFQAETKKLLDIVARS 104 
G.gallus           RIPAACISACRAYSTQTAESKE-EEPLHTIISNTENVKGAASKHEFQAETKKLLDIVARS 104 
X.tropicalis       GPTALSAAAGRRYTTQAAENKE-EEILHKIISDTENVQGSASKHEFQAETKKLLDIVARS 109 
                               ::*: .*.    * **.**..:* *:*   ****************** 

                           

M.zebra            LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHKLISAGGETAPMEIHLQSDAAKGTFTIQDTGIGMN 179 
H.burtoni          LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHKLISAGGETAPMEIHLQSDAAKGTFTIQDTGIGMN 179 
O.niloticus        LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHKLISSGGETAPMEIHLQSDAAKGTFTIQDTGIGMN 179 
T.rubripes         LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHRLMTASGDAAQMEIHLQIDGAKGTFTIQDTGIGMN 179 
O.latipes          LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHKLITAGGETAPMEIHLKTDAGKGTITIQDTGVGMN 175 
H.abdominalis      LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHKLITAGGQTAPMEIHLQTDAAKNTFTIQDTGVGMN 179 
M.ochrogaster      LYSEKEVFIRELISNASDALEKLRHKLVSEGQVLPEMEIHLQTDAEKGTITIQDTGIGMT 166 
H.sapiens          LYSEKEVFIRELISNASDALEKLRHKLVSDGQALPEMEIHLQTNAEKGTITIQDTGIGMT 164 
G.gallus           LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHRLMAEGKALPEMEIHLQTDSGKGTITIQDTGIGMT 164 
X.tropicalis       LYSEKEVFIRELISNGSDALEKLRHNHLAQGSALPEMEIHLQTDADKGTLTIQDTGVGMT 169 
                   ***************.*********. :: .   . *****: :. *.*:******:**. 

                                                                 

M.zebra            KDELVSNLGTIARSGSKAFLDALQNQAEASSTIIGQFGVGFYSAFMVSDRVDVYTRSSEP 239 
H.burtoni          KDELVSNLGTIARSGSKAFLDALQNQAEASSTIIGQFGVGFYSAFMVSDRVDVYTRSSEP 239 
O.niloticus        KDELVSNLGTIARSGSKAFLDALQNQAEASSTIIGQFGVGFYSAFMVADHVDVYTRSSET 239 
T.rubripes         KEELVANLGTIARSGSKAFLDALQNQAEASSTIIGQFGVGFYSAFMVADRVDVYTRSADP 239 
O.latipes          KEELVANLGTIARSGSKAFLDALQNQAEASSSIIGQFGVGFYSAFMVADRVDVFTRSADR 235 
H.abdominalis      QEELVANLGTIARSGSKAFLDALQNQTEAGSTIIGQFGVGFYSAFMVADRVDVYSRAAES 239 
M.ochrogaster      QEELVSNLGTIARSGSKAFLEALQNQAETSSKIIGQFGVGFYSAFMVADKVEVYSRSAAP 226 
H.sapiens          QEELVSNLGTIARSGSKAFLDALQNQAEASSKIIGQFGVGFYSAFMVADRVEVYSRSAAP 224 
G.gallus           QEELVSNLGTIARSGSKAFLDALQSQAEASSKIIGQFGVGFYSAFMVADKVEVFSQSAEP 224 
X.tropicalis       RDDLISNLGTIARSGSKAFLEALQNQADSSSKIIGQFGVGFYSAFMVADKVVVYSQSSEE 229 
                   :::*::**************:***.*:::.*.***************:*:* *:::::   

 

M.zebra            DAPGYKWSSDGSGVFEIAEATGVQQGTKIVLHLKDDCKEFSSEDRVKEVVTKYSNFVSFP 299 
H.burtoni          DAPGYKWSSDGSGVFEIAEATGVQQGTKIVLHLKDDCKEFSSEDRVKEVVTKYSNFVSFP 299 
O.niloticus        GAPGYKWSSDGSGVFEIAEATGVQQGTKIVLHLKDDCKEFSSEDRVKEVVTKYSNFVSFP 299 
T.rubripes         DAPGYKWSSDGSGLYEIAEASGVQQGTKIVLHLKEDCKEFSSEDRVKDVVTKYSNFVSFP 299 
O.latipes          DAPGYKWSSDGSGLFEVAEASGVQQGTKIVLHLKDDCKEFSSEDRVKEVVTKYSNFVSFP 295 
H.abdominalis      GSPGFKWSSDGSGAFEIAEASGVQQGTKIVLHLKDDCKEFASEDRVKDVVTKYSNFVSFP 299 
M.ochrogaster      DSPGYQWLSDGSGVFEIAEASGVRPGTKIIIHLKSDCKDFASESRVQDVVTKYSNFVSFP 286 
H.sapiens          GSLGYQWLSDGSGVFEIAEASGVRTGTKIIIHLKSDCKEFSSEARVRDVVTKYSNFVSFP 284 
G.gallus           GSLGYHWSSDGSGMFEIAEASGVRTGTKIIIHLKEDCKEFANEDRVKEVVTKYSNFISFP 284 
X.tropicalis       GSTGYCWSSDGSGVFELVEASGVRPGTKVVIHLKDDCKEFANEDRVKEVVTKYSNFVSFP 289 
                   .: *: * ***** :*:.**:**: ***:::***.***:*:.* **::********:*** 

 

M.zebra            IFLNGRRLNTLQALWMMEPKEISDWQHEEFYRYIAQAYDKPRYTLHYRADAPLNIRSIFY 359 
H.burtoni          IFLNGRRLNTLQALWMMEPKEISDWQHEEFYRYVAQAYDKPRYTLHYRADAPLNIRSIFY 359 
O.niloticus        IFLNGRRLNTLQALWMMEPKEISDWQHEEFYRYIAQAYDKPRYTLHYRADAPLNIRSIFY 359 
T.rubripes         IFLNGRRLNTLQALWMMEPKEISDWQHEEFYRYAAQSYDKPRYTLHYRADAPLNIRSIFY 359 
O.latipes          IFLNGRRLNTLQALWLMEPKEISDWQHEEFYRYIAQAYDKPRYTLHYRADAPLNIRSIFY 355 
H.abdominalis      IFLNGRRLNTLQALWMMEPKEISDWQHEEFYRFVAQAYDKPRYTLHYRADAPLNIRSIFY 359 
M.ochrogaster      LYLNGRRINTLQAIWMMDPKDISELQHEEFYRYIAQAYDKPRFTLHYKTDAPLNISSIFY 346 
H.sapiens          LYLNGRRMNTLQAIWMMDPKDVREWQHEEFYRYVAQAHDKPRYTLHYKTDAPLNIRSIFY 344 
G.gallus           LYLNGRRINTLQALWMLDPKDIGEWQHEEFYRFIAQAYDKPRYILHYKTDAPLNIRSIFY 344 
X.tropicalis       LYLNGKRMNTLQALWMMDPKEIGEWQHEEFYRFIAQAYDKPRYMLHYKADAPLNIRSIFY 349 
                   ::***:*:*****:*:::**:: : *******: **::****: ***::****** **** 

 

HATPase_c Domain 

M.zebra            VPEAKPSMFDVSREMGSSVALYSRKVLIQTKATDILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 419 
H.burtoni          VPEAKPSMFDVSREMGSSVALYSRKVLIQTKATDILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 419 
O.niloticus        VPEAKPSMFDVSREMGSSVALYSRKVLIQTKATDILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 419 
T.rubripes         VPEAKPSMFDVSREMGSSVALYSRKVLIQTKATDILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 419 
O.latipes          VPDSKPSMFDVSREMGSSVALYSRKVLIQTKASDILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 415 
H.abdominalis      VPETKPSMFDVSREMGSSVALYSRKVLIQTKAADILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 419 
M.ochrogaster      VPETKPSMFDVSRELGSSVALYSRKVLIQTKATDILPKWLRFVRGVVDSEDIPLNLSREL 406 
H.sapiens          VPDMKPSMFDVSRELGSSVALYSRKVLIQTKATDILPKWLRFIRGVVDSEDIPLNLSREL 404 
G.gallus           VPEQKPSMFDISRELGSSVALYSRKILIQTKAADILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 404 
X.tropicalis       VPEMKPSMFDVSREMGSSVALYSRKVLIQTKAADILPKWLRFLRGVVDSEDIPLNLSREL 409 
                   **: ******:***:**********:******:*********:***************** 

 

M.zebra            LQESALIRKLRDVLQQRVIRFLLDQSKKEPEKYSKFFEDYGLFMREGIVTTQEQDVKEDI 479 
H.burtoni          LQESALIRKLRDVLQQRVIRFLLDQSKKEPEKYSKFFEDYGLFMREGIVTTQEQDVKEDI 479 
O.niloticus        LQESALIRKLRDVLQQRVIRFLLDQSKKEPEKYSKFFEDYGLFMREGIVTTQEQDVKEDI 479 
T.rubripes         LQESVLIRKLRDVLQQRVIRFLLDQSKKDPDKYSRFFEDYGLFIREGIVTTQEQDVKEDI 479 
O.latipes          LQESALIRKLRDVLQQRVIRFLLDQSKKEPEKYNTFFEDYGLFMREGIVTTQEQDIKEDI 475 
H.abdominalis      LQESALIRKLRDVLQQRVIRFLLDQSRKEPEKYSKFFEDYGLFMREGIVTTHEQDVKEDI 479 
M.ochrogaster      LQESALIRKLRNVLQQRLIKFFLDQSKKDSEKYAKFFEDYGLFMREGIVTTAEQDVKEDI 466 
H.sapiens          LQESALIRKLRDVLQQRLIKFFIDQSKKDAEKYAKFFEDYGLFMREGIVTATEQEVKEDI 464 
G.gallus           LQESALIRKLRDVLQKRLIKFFVDQSKKDPEKYAKFFEDYGVFMREGIVTIAEQDVKEDI 464 
X.tropicalis       LQESVLIRKLRDVLQRRLIKFFIDQSKKDPEKYAKFFEDYGLFMREGIVTTAEQEVKEDI 469 
                   ****.******:***:*:*:*::***:*:.:**  ******:*:******  **::**** 

 

M.zebra            AKLLRFESSALPAGQQTNLMEYASRMKAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYYEAMKQKDMEV 539 
H.burtoni          AKLLRFESSALPAGQQTNLMEYASRMKAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYYEAMKQKDMEV 539 
O.niloticus        AKLLRFESSALPAGQQTNLMEYASRMKAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYYEAMKQKDMEV 539 
T.rubripes         AKLLRFESSALPVGQQTNLMEYGSRMKAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYYEAMKQKDMEV 539 
O.latipes          AKLLRFESSALPAGQQTNLMEYGSRMKAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYFEAMKKKDMEV 535 
H.abdominalis      AKLLRYESSALPAGQHTNLTEYASRMKAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYFEAMKQKDMEV 539 
M.ochrogaster      AKLLRYESSALPAGQLTSLSDYASRMQAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYYEAMKQKHTEV 526 
H.sapiens          AKLLRYESSALPSGQLTSLSEYASRMRAGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYYEAMKKKDTEV 524 
G.gallus           AKLLRYESSALPAGQLTSLTEYASRMKAGSRNIYYLCAPNRHLAEHSPYFEAMKKKDMEV 524 
X.tropicalis       AKLLRFESSSLPEGQQTSLTEYASRMQPGTRNIYYLCAPNRHLAEHSPYYEAMKKKQTEV 529 
                   *****:***:** ** *.* :*.***:.*:*******************:****:*. ** 

 

M.zebra            LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEEKYEDSKPASERLTQEQADDLMA 599 
H.burtoni          LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEEKYEDSKPASERLTQEQADDLMA 599 
O.niloticus        LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEEKYEDSKPASERLTQEQADDLMV 599 
T.rubripes         LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKMISVETDIVVDHYKEEKFEDHKPASERLTQEQADDLIA 599 
O.latipes          LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIMVDHYKEEKFEDSKPASERLTQEQADDLMA 595 
H.abdominalis      LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEEKFEDSKPASERLTQEQADDLMA 599 
M.ochrogaster      LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEEKFEDTSPAAERLSEKETEELMA 586 
H.sapiens          LFCFEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEEKFEDRSPAAECLSEKETEELMA 584 
G.gallus           LFCYEQFDELTLLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEEKFEESRPAAERLTDVEAEDLMA 584 
X.tropicalis       LFCYEQFDELTMLHLREFDKKKLISVETDIVVDHYKEDKFEESIPASERLSEKEAEDLMA 589 
                   ***:*******:**********:*******:******:*:*:  **:* *:: ::::*:. 

 

M.zebra            WMKNSLGPRVTNIKLTPRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRTQQLARTAEERAQILQPTLEI 659 

H.burtoni          WMKNSLGPRVTNIKLTPRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRTQQLARTAEERAQILQPTLEI 659 
O.niloticus        WMKNSLGPRVTNIKLTPRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRTQQLARTAEERAQILQPTLEI 659 
T.rubripes         WMKNALGTRVANIKLTPRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRTQQLARTPEERAQILQPTLEI 659 
O.latipes          WMKNALGPRVTNIKLTPRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRTQQLARSAEERAQILQPTLEI 655 
H.abdominalis      WMKNALGPRVTNVKLTPRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRTQQLARSAEERAQILQPTLEI 659 
M.ochrogaster      WMRNALGSRVTTVKVTFRLDTHPAMVTVLEMGAARHFLRMQQLAKTQEERAQLLQPTLEI 646 
H.sapiens          WMRNVLGSRVTNVKVTLRLDTHPAMVTVLEMGAARHFLRMQQLAKTQEERAQLLQPTLEI 644 
G.gallus           WMRNALGSRVTGVKVTTRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRMQQLAKTQEERAQLLQPTLEI 644 
X.tropicalis       WMRNGLGTRITNVKVTPRLDTHPAMITVLEMGAARHFLRTQQLAKTSEERAQILQPTLEI 649 
                   **:* **.*:: :*:* ********:************* ****:: *****:******* 

 

M.zebra            NAGHDLIKKLFALKDTNSELAGLLLEQIYDNAMIAAGLNDDPRPMISRLNDLLTKALEKH 719 
H.burtoni          NAGHDLIKKLFSLKDTNSELAGLLLEQIYDNAMIAAGLNDDPRPMISRLNDLLTKALEKH 719 
O.niloticus        NAGHDLIKKLFALKDTNSELAGLLLEQIYDNAMITAGLNDDPRPMISRLNDLLTKALEKH 719 
T.rubripes         NAGHDLIKKLQVLKDTNSDLAGLLLEQIYDNAMIAAGLNDDPRPMISRLNDLLTKALEKH 719 
O.latipes          NAGHDLIKKLHTLKDSNSELAVLLLEQVYDNAMIAAGLNDDPRPMIARLNDLLTKALEKH 715 
H.abdominalis      NTGHDLIKKLHALKDSNNELAALLLEQIYDNAMITAGLNDDPRPMISRLNDLLTKALEKH 719 
M.ochrogaster      NPRHILIKKLSQLREREPELAQLLVDQIYENAMIAAGLVDDPRPMVGRLNDLLVKALEKH 706 
H.sapiens          NPRHALIKKLNQLRASEPGLAQLLVDQIYENAMIAAGLVDDPRAMVGRLNELLVKALERH 704 
G.gallus           NTGHTLIKKLNELKDSQPDLAQMLLDQIYENAMIAAGLNEDPRPMVSRLNELLTKILEKN 704 
X.tropicalis       NTGHPLIKKLWQLKDGEQELAKLLLDQIYENAMIAAGLNEDPRPMIGRLNELLAKALEKH 709 
                   *. * *****  *:  :  ** :*::*:*:****:*** :***.*:.***:**.* **:: 

 

HSP90 Domain 

Fig. 2. Multiple sequence alignment of vertebrate mitochondrial heat shock protein 75. Sequence alignments were obtained by the ClustalW 
method. Conserved residues are indicated *. Two GXG motifs are indicated by boxes. M2+ ion binding site is shaded in gray.

S7 (Accession No. KP780177)에 대해 상대적으로 나타내었
다.

통계학적 분석

실험결과는 mean±표준편차(S.D.)로 나타냈으며 PASW 
Statistics 18 (SPSS Inc.) program을 이용하여 일원배치 분산
분석을 실시하였다. 유의수준은 Duncan's Multiple Range test
를 통해 P<0.05에서 판단하였다.
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Table 1. Percent identities and similarities of BsmtHSP75 with other mtHSP75 counterparts

Scientific name Protein Accession number Identity (%) Similarity (%)
 Oreochromis niloticus mtHSP75 XP_003450104.1 88.1 93.3
 Pundamilia nyererei mtHSP75 XP_005744430.1 87.9 93.1
 Maylandia zebra mtHSP75 XP_004559424.1 87.8 93.1
 Haplochromis burtoni mtHSP75 XP_005944046.1 87.8 93.1
 Oryzias latipes mtHSP75 XP_004071480.1 87.1 92.8
 Xiphophorus maculatus mtHSP75 XP_005809349.1 87.1 92.8
 Takifugu rubripes mtHSP75 XP_003964711.1 84.4 90.4
 Xenopus (Silurana) tropicalis mtHSP75 XP_002932506.1 74.0 83.5
 Homo sapiens mtHSP75 NP_057376.2 72.7 83.9
 Gallus gallus mtHSP75 NP_001006175.1 72.4 81.9
 Mus musculus mtHSP75 NP_080784.1 71.3 80.5

결과 및 고찰

본 연구에서는 빅벨리해마의 mitochondrial heat shock pro-
tein 75 (BsmtHSP75)를 추출하여 cDNA를 확인하고 분자유
전학적 특징과 발현 양상을 분석하였다. BsmtHSP75 cDNA 
(KJ756322)의 open reading frame (ORF)는 2,157 bp로 719
개의 아미노산을 암호화하며 분자량은 82 kDa으로 추정되었
다(Fig. 1).

mtHSP75은 다른 HSP90 계열의 단백질과는 달리 N-말단에
는 미토콘드리아를 인식하는 mitochondrial signal peptide와 
ATPase domain을 가지며, C-말단에는 HSP90 dimer 형성도

메인을 포함하는 HSP90 domain으로 구성되어 있다(Buchner, 
1999; Sreedhar et al., 2004; Wegele et al., 2004). 이와 마찬가
지로 in silico analysis을 통해 BsmtHSP75의 N-말단에는 17
개의 아미노산으로 이루어진 signal peptide (1-17 aa)가 존재
하였으며, ATP binding site (또는 chemical binding site)를 가
지는 histidine kinase-like ATPase (HATPase_c) domain (123-
276 aa)이 확인되었고, C-말단 부분에는 HSP90 domain (302-
718 aa)이 위치하였다(Fig. 1). HATPase_c domain에는 1개의 
Mg2+ ion binding site (N134)와 ATP binding pocket에서 top과 
bottom에 위치하는 2개의 GXG motif (G175VG177, G217VG219)
를 포함하고 있었다(Fig. 2) (Obermann et al., 1998). Pairwise 

Fig. 3. Phylogenetic analysis based on ClustalW alignment of deduced amino acid sequences of various mitochondrial heat shock protein 75. 
Big-belly seahorse Hippocampus abdoninalis mtHSP75(KJ756322) indicated by ◆ and bold. The tree was constructed by MEGA software 
version 5.05 using neighbor-joining methods.
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sequence alignment 결과, BsmtHSP75는 O. niloticus mtH-
SP75와 P. nyererei mtHSP75에서 각각 88.1%, 87.9%의 동일
성과 93.3%, 93.1%의 유사성을 확인하였다(Table 1). Multiple 
sequence analysis를 통해 다른 종과의 유사성과 공통적으로 보
존된 도메인을 확인하였으며(Fig. 2), 계통발생학적 분석에서 
BsmtHSP75는 다른 경골어류 mtHSP75와 같은 cluster안에 속
하고 있음을 확인하였다(Fig. 3).

mtHSP75는 모든 세포에 기본적으로 존재하고 있으며 이는 
BsmtHSP75 유전자의 조직별 발현 분석에서도 잘 나타나고 있
다. BsmtHSP75 유전자는 모든 조직에서 발현하고 있으며 다
른 조직에 비해 ovary, blood, brain 순으로 높은 발현을 보이
고 있었다. 척추동물인 돼지와 토끼의 HSP90유전자는 생식기
관에서 가장 높게 발현하였으며, 무척추동물인 새우에서도 생
식기관에서 가장 높게 발현되었다(Quraishi and Brown, 1995; 
Huang et al., 1999; Li et al., 2012). 이는 HSP90이 생식기관의 
발달과 성숙에 관여하기 때문으로 보이며(Wu and Chu, 2008), 
따라서 ovary에서 HSP90계열인 BsmtHSP75가 생식기관의 
발달과 성숙에 관여하는 것으로 생각된다. 이 뿐만 아니라, 포
유류의 mtHSP75는 혈액에서 보편적으로 존재하고 있는 단백
질로 보고되어 있다(Stamova et al., 2009). 포유류의 뇌에서도 
mtHSP75가 발현되는데 그것은 열충격과는 관계없이 평상시
에도 mtHSP75가 발현되어 있어 뇌의 뉴런 기능에 관여하는 것
으로 보인다(Quraishi and Brown, 1995). 이는 빅벨리 해마의 
혈액과 뇌에서 mtHSP75 유전자가  보편적으로 발현하고 있으
며 뇌에서는 뉴런 기능에 관여하는 것으로 사료된다.
병원체 감염 시 일어나는 면역반응을 조사하기 위해 조직별 
분석 결과를 토대로 하여 대표적인 면역기관인 blood와 kidney
에서 LPS, Poly I:C, 병원균을 접종한 실험동물의 mtHSP75 
mRNA 발현을 분석하였다. 그 결과, blood에서는 Poly I:C 접
종 후 12, 72 h에서, E. tarda 접종 후 24, 48 h에서 발현이 유의

적으로 증가하는 양상이 보이며(Fig. 5A),  kidney에서는 LPS
는 3, 6, 12, 24, 48 h에서, Poly I:C는 12, 48, 72 h에서 유의적으
로 발현이 증가하였다(Fig. 5B).
바이러스와 세균 감염에 의한 ROS 발생은 단백질을 변성시
키고 세포자살을 야기한다(Feuer et al., 2003; Saraste et al., 
2003; Donati et al., 1991). 이러한 ROS의 발생은 mtHSP75
를 발현을 유도한다고 보고되어 있으며(Jönsson and Schill, 
2007), mtHSP75는 손상된 단백질과 결합하여 원래의 구조로 
회복시킨다(Gao et al., 2008). 결국 mtHSP75는 바이러스와 세
균의 감염에 의해 유발된 세포자살을 억제함으로써 바이러스
와 세균로부터 세포를 보호한다(Wang et al., 2009). 이 연구
에서는 바이러스 유사물질인 Poly I:C를 사용하여 접종하였고 
blood와 kidney 두 조직에서 BsmtHSP75의 발현이 유의적인 
경향을 보였다. 또한 E. tarda에 대해 blood에서 BsmtHSP75가 

Fig. 5. The expression level of BsmtHSP75 mRNA in blood (A) 
and kidney (B) after viral and bacterial challenges. Seahorse Hip-
pocampus abdominalis were challenged with LPS, Poly (I:C), Ed-
wardsiella tarda, and Streptococcus iniae. BsmtHSP75 mRNA ex-
pression were determined by quantitative real time PCR at various 
times post challenges. Vertical bars represent the mean±S.D. (n=3) 
and significant differences are indicated with * letters at P<0.05.
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Fig. 4. Tissue specific expression analysis of BsmtHSP75 mRNA 
determined by qPCR. Error bars represent the SD (n=3). The data 
are indicated as the mean relative ratio of BsmtHSP75/40S ribo-
some mRNA levels.
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유의적으로 증가하는 양상을 나타내었으며, 이는 ROS 발생으
로 인한 세포자살 메카니즘에 의한 것으로 보인다.

LPS는 그람 음성균의 외막에 존재하는 내독소로서 어류에 
LPS자극 시 면역 반응을 일으킨다(Magnadóttir, 2006). Kid-
ney에서 LPS자극 시 BsmtHSP75가 3 h부터 유의적으로 증가
하다가 48 h에서 감소하는 경향을 나타내고 있으며, 이는 kid-
ney에서 LPS자극에 의한 면역 반응에 mtHSP75가 관여하는 
것으로 사료된다. 그러나 송어에서 LPS자극 시 단핵구/대식세
포에서 발현이 억제된다고 보고되어 있으며(MacKenzie et al., 
2006), 빅벨리해마의 blood에서 LPS자극에 의해 BsmtHSP75
의 발현이 억제된 것으로 생각되어진다.

LPS처럼 직접적으로 세포의 면역 반응에 영향을 끼치는 것
과는 달리 세균의 경우, 면역 반응을 회피하기 위한 여러 메카
니즘을 가지고 있으며(Finlay and McFadden, 2006), blood와 
kidney에서 세균 감염시 유의적인 경향을 보이지 않았던 것은 
세균의 면역회피 가능성으로 보여진다.
결론적으로, 빅벨리해마(H. abdominalis)의 mtHSP75 유전
자는 외부로부터 침입한 바이러스과 세균 등의 병원체에 대
항하여 항바이러스성 및 항균성을 가지고 있는 것으로 생각
되어진다. 이러한 해마의 면역자극물질과 병원체 감염에 의한 
mtHSP75 유전자 분석을 어류의 면역학적 연구나 해마의 또 다
른 유전자 분석연구에 있어서 기초적인 연구자료로 사용될 것
으로 사료된다. 
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