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루시퍼라제의 발현을 최대화함을 밝힌 것으로 고등생물의 유전자의 발현을 유도하여 목적단백질의 동물세포에서
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열 1에 기재된 염기 서열로 표시되는 넙치 멜라닌 농축호르몬의 프로모터와 유전자 조절부위의 DNA

청구항 2 

서열 1의 염기서열을 바탕으로 앞쪽 부분의 프라이머들이 각각 -1487, -865, -500, -115, -95 부분부터 시작하

는 염기서열로 구성되어 있으며, 뒤쪽 부분의 프라이머는 넙치 멜라닌 농축호르몬(MCH ORF)의 바로 앞부분인 -1

에서 시작하는 프라이머로 구성되어 pGL2M-1487, pGL2M-865, pGL2M-500, pGL2M-115, pGL2M-95과 같은 클론을

구성하게 됨을 특징으로 하는 넙치의 멜라닌 농축호르몬의 프로모터와 전사활성을 유도하고 조절하는 발현벡터.

청구항 3 

제 2항에 있어서, pGL2M-1487는 루시퍼라제 활성을 통한 넙치의 멜라닌 농축호르몬의 전사활성을 나타내는 발현

벡터

청구항 4 

제 3항에 있어서, pGL2M-1487는 양식 어류의 형질전환에 이용될 수 있는 프로모터

명 세 서

발명의 상세한 설명

    발명의 목적

        발명이 속하는 기술 및 그 분야의 종래기술

본 발명은 국내 양식넙치의 멜라닌 농축 호르몬 유전자의 프로모터 및 그 용도에 관한 것으로, 이를 더욱 상세<7>

하게 설명하면, 멜라닌 농축호르몬 유전자의 개시코돈으로부터 5’상류 -1487번째의 염기서열에 해당하는 프로

모터 영역이 인간 배아 신장 세포 (human embryonic kidney cell)에서 리포터 유전자인 개똥벌레의 루시퍼라제

의 발현을 최대화함을 밝힌 것으로 고등생물의 유전자의 발현을 유도하여 목적단백질의 동물세포에서 획득함은

물론 양식 어류의 형질전환에 이용될 수 있는 프로모터의 제조방법에 관한 것이다. 

일반적으로 멜라닌 농축 호르몬은 연어에서 처음으로 밝혀졌으며 (Kawauchi et al., 1983), 유전자 및 호르몬의<8>

구조 (Kawauchi and Kawazoe, 1988)가 알려졌다.  어류에서 멜라닌 농축호르몬의 기능은 색소침착과 관련이 있

으며 (Kawauchi, 2006) 멜라노사이트 자극 호르몬 (melanocytes stimulating hormone)과는 길항적인 관계에 있

어 멜라닌 농축호르몬이 분비되면 어류의 표피에 존재하는 색소체가 농축이 되어 색이 옅어지는 현상을 보여 색

소 침착과 관련이 있다고 알려져 있다.  어류에서 멜라닌 농축 호르몬 유전자가 밝혀진 후 설치류의 멜라닌 농

축호르몬 유전자가 밝혀졌으며 (Fellmann et al., 1989; Nahon et al., 1993), 인간의 멜라닌 농축호르몬 유전

자도 밝혀지게 되었다 (Presse et al., 1990). 인간은 세 종류의 멜라닌 농축호르몬 유전자를 가지며 인간의 염

색체 12q24 에 위치한 3개의 엑손과 2개의 인트론으로 구성된 유전자와 두 종류의 변이 유전자인 PMCHL1(5q14),

PMCHL2(5q13)가 존재한다. 포유동물의 멜라닌농축호르몬은 뇌의 시상하부에서 합성되는 19개의 아미노산으로 구

성된 원형구조를 하고 있으며 (Borowsky et al., 2002), 체중조절과 에너지 항상성에 중요한 역할을 하고 있다.

쥐에 금식을 하였을 경우 뇌의 멜라닌 농축호르몬의 발현은 증가하고 이 호르몬을 뇌에 주사를 하였을 경우 음

식물의 섭취가 증대된다 (Qu et al., 1996; Shimada et al., 1998).  특히 멜라닌 농축호르몬이 결여된 생쥐는

음식울의 섭취가 감소되며 대사속도가 증가하게 되어 야위게 된다 (Shimada et al., 1998).  반면 멜라닌 농축

호르몬이 과다 발현되는 형질전환 생쥐의 경우 비만을 초래하고 인슐린 저항성을 나타내게 된다 (Ludwig  et

al., 2001). 

포유동물의 멜라닌 농축호르몬은 19개의  아미노산으로 구성되지만 어류의 경우 연어 (Minth  et  al.,  1989;<9>

Baker et al., 1995), 무지개송어 (Baker et al., 1995), 틸라피아 (Groneveld et al., 1995)  및 뱀장어, 가

다랭이 (Kawauchi, 1989)에서는 17개의 아미노산으로 구성된다. 그러나 한국산 양식넙치의 멜라닌 농축호르몬의

경우 25개의 아미노산으로 구성되는 특징이 있다(Jeon and Song, 2003). 
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어류의 형질전환은 주로 성장촉진 혹은 질병에 대한 내성에 관한 연구에 집중되고 있으나 형질전환연구에서 가<10>

장 중요한 것은 외래유전자를 발현 및 발현조절에 관한 것으로 지금까지 주로 사용되고 있는 베타 액틴(Liu et

al.,  1990;  Higashijima  et  al.,  1997;  Hwang  et  al.,  2003;  Noh  et  al.,  2003)  과  엘롱게이션  팩터

(elongation factor)(Gao et al., 1997; Kinoshita et al., 2000) 유전자의 프로모터를 주로 이용하였다.  그

러나 이러한 프로모터들은 발생 및 증식과정에서 항상 발현되는 유전자의 프로모터로서 발현을 조절할 수 있는

기능은 없다. 최근 발현을 조절하기 위한 프로모터를 개발하기 위한 시도들이 이루어지고 있어 양식넙치의 면역

관련유전자(complement component C3), 젤라틴 분해관련 효소(gelatinase B), 케라틴, 암괴사 관련인자(tumor

necrosis factor) 유전자의 프로모터 영역을 리포터 유전자인 녹색 형광단백질(green fluorescence protein)을

이용하여 분석한 예도 있다(Yazawa et al., 2005).  

  프로모터의 활성을 측정하는 방법에서 종래에서 여러 종류의 형광단백질에 원하는 프로모터를 포함하는 DNA<11>

단편을 연결하여 세포주 내에서 혹은 수정란에 이식한 후 형광을 나타내는 영역을 확인하였으나 본 발명에서는

나노 몰 농도의 발광체를 측정할 수 있는 발광 측정장치(LuminMax C, Maxwell Sensor Inc., USA)를 이용하였으

며 이장치는 96 웰 프레이트에서 0.2초 동안에 발광되는 발광체의 양을 반복 측정함으로써 기존의 단일 튜브에

서 측정함으로 인해 생기는 실험적인 오차를 최소화하였다. 

동물세포주 혹은 형질전환 동물에서의 외래유전자의 발현은 중요한 과제이며 새로운 프로모터를 찾는 연구는 기<12>

존 특허의 규제를 피할 수 있는 중요한 요소이나 대부분의 고등생물의 유전자의 프로모터에 관한 연구는 아직도

미진한 실정이어서 본 발명에서 제시하는 양식넙치의 신규프로모터는 그 의미가 있다고 보여 진다. 

        발명이 이루고자 하는 기술적 과제

따라서 본 발명의 목적은 상기와 같은 종래의 여러 가지 문제점을 개선시키기 위하여 안출한 것으로,  국내 양<13>

식넙치의 멜라닌 농축 호르몬 유전자의 프로모터 및 그 용도에 관한 것이다. 멜라닌 농축호르몬 유전자의 개시

코돈으로부터 5’상류 -1487번째의 염기서열에 해당하는 프로모터 영역이 인간 배아 신장 세포(human embryonic

kidney cell)에서 리포터 유전자인 개똥벌레의 루시퍼라제의 발현을 최대화함을 밝힌 것으로 고등생물의 유전자

의 발현을 유도하여 목적단백질의 동물세포에서 획득함은 물론 양식 어류의 형질전환에 이용될 수 있는 프로모

터의 제조방법에 관한 것이다.

    발명의 구성 및 작용

 상기 목적을 달성하기 위한, 본 발명은 넙치의 멜라닌 농축호르몬 유전자의 프로모터 및 유전자 조절부위에 관<14>

한 것이다.

이하, 본 발명의 구성에 대하여 아래 실시에를 통하여 더욱 상세히 설명하나, 본 발명의 권리범위가 아래 실시<15>

예에 만 한정되어지는 것은 아니며, 본 발명의 범주와 사상을 벗어나지 않는 범위 내에서 다양한 변형실시가 가

능하다.

[실시예 1] 넙치 멜라닌 농축 호르몬(MCH ORF) 유전자의 프로모터(조절부위) 영역의 추출<16>

도 1은 넙치 멜라닌 농축호르몬 유전자(MCH cDNA OFR) 염기서열의 5‘ 영역을 나타 내는 서열 1의 것으로, 이를<17>

자세히 설명하면, 

MCH cDNA OFR 염기서열의 5‘ 영역을 나타내는 도 1의 DNA 염기서열을 루시퍼라제 발광을 위한 영역으로 이용하<18>

였다(Jeon, J.M. and Song, Y.H., 36, 442-448, 2003). 먼저 도 1의 -1487 bp와 -1487bp의 안쪽 부분에 해당하

는 유도체의 염기서열을 증폭할 수 있는 도 3의 프라이머들을 도 1의 특성 염기서열에 해당되는 부분을 합성하

였다. 앞쪽 부분의 프라이머들은 각각 -1487, -865, -500, -115, -95 부분부터 시작하는 염기서열로 구성되어

있으며, 뒤쪽 부분의 프라이머는 넙치 멜라닌 농축호르몬(MCH ORF)의 바로 앞부분인 -1에서 시작하는 프라이머

로 구성되어 있다. 또한, 이들 앞쪽과 뒤쪽 프라이머의 5’말단에는 루시퍼라제 발광을 위해 사용되는 pGL2-

Basic 벡터에 클로닝하기 위하여 pGL2-Basic 벡터의 클로닝 위치에 존재하는 Kpn I과 Xho I 제한효소 인식 서열

을 첨가하여 합성하였다. 각각의 프라이머들은 도 1의 서열을 주형으로 하는 DNA를 100ng, 2㎕ 의 dNTP(10mM,

Bioneer, Korea), 2㎕ 의 PCR buffer, 1㎕의 DNA 중합효소 (5,000 unit/㎖, Bioneer, Korea)와 혼합하여 94℃

에서 1분간의 변성과정을 거치고 60℃에서 1분간의 프라이머 부착 단계 후, 72℃에서 1분간의 신장단계를 순차

적으로 35회 반복하여 수행하였으며, 이 증폭 과정을 통해 앞쪽과 뒤쪽 부분에 각각 Kpn I과 Xho I 제한효소 인

식 서열이 첨가된 1487bp에 해당하는 PCR 산물과 유도체의 산물(4종)을 증폭하여 개개의 넙치 멜라닌 농축호르
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몬 유전자의 프로모터 영역을 추출하였으며 이들 영역들을 루시퍼라제 발광을 위한 영역으로 이용하였다.  

[실시예 2] 얻어진 프로모터 영역을 개똥벌레 루시퍼라제를 리포터 유전자로 갖는 pGL2-Basic vector에 삽입<19>

  중합효소 연쇄반응(PCR)을 통해 증폭된 Kpn I/Xho I(Promega, USA) 제한효소 인식서열을 지닌 개개의 넙치 멜<20>

라닌 농축호르몬 유전자의 5‘ 영역 부분을 먼저 클로닝 벡터인 pGEM-T 벡터(promega, USA)에 DNA ligase로 제

조합하여 클로닝한 후 클로닝된 DNA와 진핵생물체에서 발현 벡터로 이용되는 pGL2-Basic 벡터를 제한효소인 Kpn

I과 Xho I으로 절단하였다. 절단된 Kpn I과 Xho I 제한효소 인식서열을 지닌 넙치 멜라닌 농축호르몬 유전자의

5’ 영역부분을 동일하게 절단된 Kpn I과 Xho I 제한효소 인식서열을 지닌 pGL2-Basic 벡터에 DNA ligase로 재

조합하여  대장균에  형질전환시키는  클로닝을  수행하여,  도  4와  같은  pGL2M-1487,  pGL2M-865,  pGL2M-500,

pGL2M-115, pGL2M-95 등과 같은 클론을 구성하였다. 이와 같은 재조합 클로닝 DNA인 pGL2M-1487, pGL2M-865,

pGL2M-500, pGL2M-115, pGL2M-95 등을 인간 배아 신장세포주에 감염시켜 루시퍼라제 활성의 측정에 이용하였다. 

[실시예 3] 세포주 배양<21>

인간 배아 신장 세포주 (HEK cell)와 중국산 햄스터 난소 세포주 (CHO cell)는 각각의 최적화된 증식 배지를 사<22>

용하였고, 배양은 37℃가 유지되고, 5% 이산화탄소 (CO2)가 유지되는 이산화탄소 배양기에서 이루어졌다.

-  인간  배아  신장  세포주  (HEK  cell)는  10  %  혈청(Fetal  Bovine  Serum,  SIGMA,  USA),  1%<23>

Penicillin/Streptomycin  Solution(10,000units  Penicillin-G/㎖,  10,000O  mcg  Streptomycin/㎖  in  normal

saline, Omega scientific, inc., USA), 0.8% G 418 Sulfate(50㎎/㎖, Omega scientific, inc., USA) 가 포함

된 배양배지 DMEM(13.4g/ℓ, Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO, USA)를 이용하여 100mm 프레이트에 배

양하였다. 

  <24>

-  중국산  햄스터  난소  세포주  (CHO  cell)는  5  %  혈청(Fetal  Bovine  Serum,  SIGMA,  USA),  1%<25>

Penicillin/Streptomycin  Solution(10,000units  Penicillin-G/㎖,  10,000O  mcg  Streptomycin/㎖  in  normal

saline,  Omega  scientific,  inc.,  USA)  이  포함된  배양배지  α-MEM(10.2g/ℓ,  Minimum  Essential  Medium

Alpha Medium, GIBCO, USA)를 이용하여 100mm 프레이트에 배양하였다. 

[실시예 4] 재조합 DNA를 세포주에 일시감염<26>

[실시예 2]에서 준비된 멜라닌 농축 호르몬 유전자의 프로모터 영역을 포함한 재조합 DNA를 인간 배아 신장 세<27>

포주 (HEK cell)와 중국산 햄스터 난소 세포주 (CHO cell)에 일시감염 시키기 위하여 감염용 시약으로 리포펙타

민 (Lipofectamine
TM
 Reagent, Invitrogen, USA)을 사용하였다. 

  세포주의 일시감염을 시키기 위해 먼저 각 세포주를 24 웰 프레이트에 세포개수를 맞추었다. 인간 배아 신장<28>

세포주는 하나의 웰 당 1.2× 10
5
 세포 수로 맞추어 배양을 하였고, 중국산 햄스터 난소 세포주 (CHO cell)는

하나의 웰 당 8.0× 10
4
 세포 수로 맞추어 배양하였다. 배양조건은 37℃, 5% CO2를 유지하며 24 시간을 배양하였

으며 각각 배양된 세포에 각각의 재조합 DNA를 24 웰 프레이트에 배양된 세포주에 일시감염을 실시하였다.

  일시감염은 각 웰 당 OPTI-MEM I (Reduced Serum Medium Modification of MEM (Eagle's), GIBCO, USA) 배지<29>

52 ㎕ 에 [실시예 2]에서 클로닝 된 재조합 DNA pGL2M-1487, pGL2M-865, pGL2M-500, pGL2M-115, pGL2M-95를 각

각 1 ㎍, Lipofectamin
TM
 Reagent 1.26 ㎕ 를 혼합하여 45 분간 상온에서 반응시켰다. 

 <30>

- 인간 배아 신장 세포주에 일시감염을 위하여 24 웰의 배양액을 제거하고 각 웰에 혈청(FBS)이 없는 배양액<31>

(DMEM, 1% Penicillin/Streptomycin, 0.8% G 418 sulfate) 236 ㎕을 첨가하고 앞에서 상온에서 45 분간 반응시

킨 반응액에 OPTI-MEM I 184㎕를 첨가하여 이를 다시 각 웰에 첨가한다. 24 웰 프레이트를 37℃, 5% CO2 배양기

에서 5 시간동안 배양한다. 5시간 배양 후 각 웰에 배양배지의 2배의 혈청이 포함된 배지(DMEM, 20% FBS, 1%

Penicillin/Streptomycin, 0.8% G 418 sulfate) 472 ㎕를 첨가하여 48 시간동안 37℃, 5% 이산화탄소 배양기에

서 배양 하였다.

- 중국산 햄스터 난소 세포주 (CHO cell)에 일시감염을 위하여 24 웰의 배양액을 제거하고 각 웰에 혈청이 없는<32>

배양액 (α-MEM, 1% Penicillin/Streptomycin) 236 ㎕을 첨가하고 앞에서 상온에서 45 분간 반응시킨 반응액에
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OPTI-MEM I 184㎕ 를 첨가하여 이를 다시 각 웰에 첨가한다. 24 웰 프레이트를 37℃, 5% CO2 배양기에서 5 시간

동안  배양한다.  5시간  배양  후  각  웰에  배양배지의  2배의  혈청이  포함된  배지  (α-MEM,  10%  FBS,  1%

Penicillin/Streptomycin) 472 ㎕ 를 첨가하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 48 시간동안 배양 하였다.

[실시예 5] 루시퍼라제의 측정<33>

[실시예 4] 에서 24 웰 프레이트에서 48 시간동안 배양된 세포주의 배양액을 제거하고 각 웰에 Cell Culture<34>

Lysis Reagent (Promega, USA) 150 ㎕를 첨가하여 각 세포를 파쇄한다. 세포 파쇄액를 마이크로 튜브에 옮겨

12,000 g 에서 15 초간 원심분리를 한다. 원심분리 후 상층액 20 ㎕ 를 새 마이크로 튜브에 옮기고 각 튜브에

Luciferase assay Reagent (Promega, USA) 100 ㎕ 를 첨가하여 고르게 섞고 이 액을 바닥이 투명하고 웰 벽이

불투명한 96 웰 프레이트에 옮긴다. 

  96 웰 프레이트는 발광 측정장치 (LuminMax C, Maxwell Sensor Inc., USA)를 이용하여 각 웰에서 0.2초 동안<35>

에 발광되는 발광체의 양을 3회씩 반복 측정하였다. 

  얻어진 결과는 Prism 4.0 (Graphpad, USA)을 이용하여 도식화하였다.<36>

이상과 같은 결과를 종합해보면, 본 발명에 의한 넙치 멜라닌 농축호르몬 유전자의 프로모터는 다음의 (1) 내지<37>

(5)의 특징을 가진다.

(1) 넙치 프로모터 영역은 중국산 햄스터 난소 세포주 (CHO cell)보다 인간 배아 신장 세포주 (HEK cell)에서<38>

발현이 잘 일어난다.

(2) 인간 배아 신장 세포주 (HEK cell)에서 일시적인 발현을 하였을 경우 개시코돈을 기준으로 -1487 상류에 있<39>

는 염기서열이 있을 경우 최대 발현을 보인다.

(3) -95 상류를 포함하는 영역에서 진핵생물체의 TATA 박스가 존재하나 이것으로는 pGL2-control에 비하여 37%<40>

의 발현정도를 보인다.

(4) -865 상류를 포함하는 영역에서는 pGL2-control에 비하여 22%의 발현양상을 보인다.<41>

(5) -1487 ~ -865 영역에 멜라닌 농축호르몬 유전자의 발현을 최대화 시키는 영역이 포함되어 있다.<42>

이상에서와 같이 본 발명은 비록 상기의 실시예에 한하여 설명하였지만 반드시 여기에만 한정되는 것은 아니며<43>

본 발명의 범주와 사상을 벗어나지 않는 범위 내에서 다양한 변형실시가 가능함은 물론이다.

    발명의 효과

이상에서 보여준 바와 같이 본 발명은 넙치 멜라닌 농축호르몬 유전자의 프로모터를 이용하여 인간 배아 신장<44>

세포에서 외래 유전자의 발현을 유도할 경우 -1487 ~ -865에 해당하는 영역이 반드시 포함되어야만 최대 발현을

이용할 수 있다.  본 발명에서는 리포터 유전자로 개똥벌레의 루시퍼라제를 이용하였으나 동물세포를 이용하여

발현하고자 하는 임의의 유용유전자의 발현을 기대할 수 있다.  또한 형질전환 어류의 생산을 위하여 기존의 프

로모터 이외에 멜라닌 농축호르몬 유전자의 프로모터를 사용하여 발현을 유도할 수 있다.

도면의 간단한 설명

도 1. pGL2-basic 벡터에 도입되는 넙치의 멜라닌 농축호르몬 유전자의 프로모터와 유전자 조절부위에 해당하는<1>

5‘ 부분을 나타내는 서열 1. 

도 2. 리포터 유전자인 개똥벌레의 루시퍼라제를 포함하고 SV40의 프로모터 및 인핸서를 갖는 pGL2-control과<2>

프로모터가 없는 pGL2-basic 벡터의 모식도

도 3. 넙치 멜라닌 농축호르몬 유전자의 프로모터와 유전자 조절부위를 포함한 서열 1을 바탕으로 각각의 발현<3>

벡터 구성을 위한 5‘영역의 표시와 이들 영역을 PCR로 확보하기 위한 PCR 프라이머들의 목록

도 4. 서열 1의 넙치 멜라닌 농축호르몬 유전자의 프로포터와 조절부위를 포함하는 각각의 발현 벡터에 대한 모<4>

식도

도 5. 각각의 발현벡터들을 인간 배아 신장 세포주 (HEK cell)에 감염시켜 일시적인 발현을 유도하여 얻어진 발<5>

광정도를 비교한 모식도.
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도 6. 각각의 발현벡터들을 중국산 햄스터 난소 세포주 (CHO cell)에 감염시켜 일시적인 발현을 유도하여 얻어<6>

진 발광정도를 비교한 모식도.

도면

    도면1
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    도면2
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    도면3
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    도면4

    도면5

    도면6
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