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(54) 발명의 명칭 살충 물질을 스크리닝 하는 방법

(57) 요 약

본 발명은 살충 물질을 스크리닝하는 방법에 관한 것으로, 본 발명의 스크리닝 방법을 이용하면 곤충에게서 발현

되는 유충호르몬 합성을 억제하는 알라토스타틴과 유사한 천연 물질을 찾아냄으로써, 해충의 정상적 발달을 저해

하는 농약으로 이용할 수 있는 장점이 있고, 알라토스타틴 및 그 수용체는 곤충계에 특이적으로 존재하므로 인간

을 비롯한 포유 동물에 미치는 영향이 없을 것으로 기대되어 친환경적인 농약제재 개발에 적합한 장점이 있다. 
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이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호    R1000752

    부처명          (주)경농연구기금

    연구관리전문기관          연구지원부

    연구사업명      지정기부금과제

    연구과제명      2차년도 [제2세부-2세세부] Alltostatin 효현제를 이용한 살충소재 개발 연구

    기 여 율        1/3

    주관기관        고려대학교 산학협력단

    연구기간        2011.01.01 ~ 2011.12.31

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호    R1000753

    부처명          (주)경농연구기금

    연구관리전문기관          연구지원부

    연구사업명      지정기부금과제

    연구과제명      3차년도 [제2세부-2세세부] Alltostatin 효현제를 이용한 살충소재 개발 연구

    기 여 율        1/3

    주관기관        고려대학교 산학협력단

    연구기간        2012.01.01 ~ 2012.12.31

이 발명을 지원한 국가연구개발사업

    과제고유번호    R1000754

    부처명          (주)경농연구기금

    연구관리전문기관          연구지원부

    연구사업명      지정기부금과제

    연구과제명      4차년도 [제2세부-2세세부] Alltostatin 효현제를 이용한 살충소재 개발 연구

    기 여 율        1/3

    주관기관        고려대학교 산학협력단

    연구기간        2013.01.01 ~ 2013.12.31
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특허청구의 범위

청구항 1 

a) 알라토스타틴 수용체(Allatostatin receptor:AlstR) 단백질, 형광 단백질 및 내부 리보솜 유입 부위(IRES)

를 포함하는 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하는 단계;

b) 알라토스타틴 수용체 단백질을 포함하지 않고, 형광 단백질 및 내부 리보솜 유입 부위(IRES)를 포함하는 아

데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하는 단계;

c) 상기 a) 및 b)단계에서 제조된 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터 각각을 바이러스로 팩키

징(packaging)하는 단계;

d)  상기  c)단계에서  제조된  바이러스  각각을  GIRK채널(G  protein-coupled  inwardly-rectifying  potassium

channel)을 발현시킬 수 있는 동물 세포 군에서 선택되는 1종에 도입시키는 단계;

e) 상기 d)단계의 동물 세포에 도입시키기 위한 GIRK채널을 포함하는 플라스미드를 제작하고, 칼슘포스페이트

트렌스펙션(CaHPO4  Transfection)방법을  이용해  GIRK채널을  포함하는  플라스미드를  각각의  세포에  도입시켜

GIRK 채널을 과발현시켜주는 단계; 및

f) 살충 후보 물질 및 전압 민감성 염료를 상기 e)단계에서 GIRK채널을 포함하는 바이러스가 도입된 동물 세포

각각에 첨가한 후, 세포 내 세포막 전위 차이에 따른 형광 변화를 모니터링하여, 알라토스타틴 수용체가 발현된

동물 세포와 알라토스타틴 수용체가 발현되지 않은 동물 세포의 형광 측정을 통해 살충 후보 물질 중 알라토스

타틴 어고니스트로 작용하는 물질을 찾는 단계를 포함하는 살충 물질을 스크리닝하는 방법.

청구항 2 

청구항 1에  있어서,  상기  형광 단백질은 mCherry  단백질인 것을 특징으로 하는,  살충 물질을 스크리닝하는

방법.

청구항 3 

청구항 1에 있어서, 상기 GIRK 채널을 발현하는 동물 세포는 HEK 293T cell, HEK 293 cell, NIH3T3 cell 및

Neuro2a cell로 이루어진 군에서 선택되는 1종인 것을 특징으로 하는, 살충 물질을 스크리닝하는 방법.

청구항 4 

청구항 1에 있어서, 상기 GIRK 채널은 GIRK1, GIRK2, GIRK3 및 GIRK4로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이상인

것을 특징으로 하는, 살충 물질을 스크리닝하는 방법.

청구항 5 

청구항  1에  있어서,  상기  전압  민감성  염료는  비스-(1,3-디부틸바비튜릭  에시드)트리메틴  옥소놀(Bis-(1,3-

Dibutylbarbituric Acid)Trimethine Oxonol:DiBAC4(3)), 비스-(1,3-디에틸티오바비튜릭 에시드) 트리메틴 옥소

놀(Bis-(1,3-diethylthiobarbituric  acid)trimethine  oxonol:DiSBAC2(3))  및  비스-(1,3-디부틸바비튜릭

에시드)펜타메틴 옥소놀(Bis-(1,3-dibutylbarbituric acid)pentamethine oxonol:DiBAC4(5))로 이루어진 군에서

선택되는 1종인 것을 특징으로 하는, 살충 물질을 스크리닝하는 방법.

명 세 서

기 술 분 야

본 발명은 살충 물질을 스크리닝 하는 방법에 관한 것이다.[0001]

배 경 기 술
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농작물을 가해하는 병해충 및 잡초는 종류가 많고 가해하는 특성이 서로 다르기 때문에 다양한 종류의 농약이[0002]

있어야 하고, 같은 농약을 연용하면 병해충이 농약에 대한 저항성을 가지므로 한가지 병해충을 방제하기 위해서

도 여러 종류의 농약이 필요하다. 또한, 농민들이 사용하기 편리하고 농작물의 생육 시기나 재배 방법에 적합한

형태의 약제가 필요한데, 농약의 종류가 너무 많아지는 것을 방지하기 위해 정부에서는 해충 방제 효과가 우수

하고 안전한 농약만을 선정, 등록하고 있으며 효과가 감소하거나 위해성이 있는 농약에 대하여는 생산을 금지하

고 있다.

국내에 분포하는 병해충과 잡초의 수는 5,850종(병 2,771, 해충 2,618, 잡초 461)으로 이들 중 농작물을 가해하[0003]

는 병해충 및 잡초의 종류는 4,010종이며 농산물의 수입 자유화 등으로 외국으로부터의 병해충의 유입이 증가해

그 종류는 더 많아질 것으로 예상되고 있다.

한편, 한국 과학 기술평가원(KISTEP)은 10년 뒤 한국 경제를 이끌 10대 유망 기술에 친환경 천연물 농약 부분[0004]

선정하였고, 21세기에 들어오면서 우리나라를 포함한 OECD 국가에서는 합성 농약과 합성 비료의 사용량을 줄이

고자 하는 정책을 펼치고 있다. OECD국가의 경우, 합성 농약의 생산량을 40% 가량 감축하는 규제 정책을 시행하

고 있다.

따라서, 미생물을 이용한 농약, 식물 등에서 추출한 천연 물질을 이용해 농약으로 이용하고 있는 실정이다.[0005]

한편, 대한민국 공개특허 제 1990-0015871호에는 나비목 알라토스타틴 뉴로펩티드의 분리와 특성화에 관한 것으[0006]

로 집합 해충 폴리펩티드로부터 유리된 LAS-유형 활성을 갖는 폴리펩티드에 관한 기술이 공개되어 있으나, 알라

토스타틴 수용체(Allatostatin receptor:AlstR) 단백질을 이용하여 알라토스타틴과 동일 작용을 하는 어고니스

트를 찾는 스크리닝 방법에 대한 기술은 기재되어 있지 않다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허 제 1990-0015871호 [0007]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 친환경적인 살충 제재 개발을 통해 인체 및 환경에 미치는 유해 효과를 최소화 할 수 있는 차[0008]

세대 농약의 개발을 위하여, 알라토스타틴 어고니스트를 이용하여 살충 물질을 스크리닝하는 방법을 제공하는데

있다.

과제의 해결 수단

상기와 같은 목적을 달성하기 위하여 본 발명은,[0009]

a) 알라토스타틴 수용체(Allatostatin receptor:AlstR) 단백질, 형광 단백질 및 내부 리보솜 유입 부위(IRES)[0010]

를 포함하는 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하는 단계;

b) 알라토스타틴 수용체 단백질을 포함하지 않고, 형광 단백질 및 내부 리보솜 유입 부위(IRES)를 포함하는 아[0011]

데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하는 단계;

c) 상기 a) 및 b)단계에서 제조된 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터 각각을 바이러스로 팩키[0012]

징(packaging)하는 단계;

d)  상기  c)단계에서  제조된  바이러스  각각을  GIRK채널(G  protein-coupled  inwardly-rectifying  potassium[0013]

channel)을 발현시킬 수 있는 동물 세포 군에서 선택되는 1종에 도입시키는 단계;

e) 상기 d)단계의 동물 세포에 도입시키기 위한 GIRK채널을 포함하는 플라스미드를 제작하고, 칼슘포스페이트[0014]

트렌스펙션(CaHPO4  Transfection)방법을  이용해  GIRK채널을  포함하는  플라스미드를  각각의  세포에  도입시켜

GIRK 채널을 과발현시켜주는 단계; 및

f) 살충 후보 물질 및 전압 민감성 염료를 상기 e)단계에서 GIRK채널을 포함하는 바이러스가 도입된 동물 세포[0015]
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각각에 첨가한 후, 세포 내 세포막 전위 차이에 따른 형광 변화를 모니터링하여, 알라토스타틴 수용체가 발현된

동물 세포와 알라토스타틴 수용체가 발현되지 않은 동물 세포의 형광 측정을 통해 살충 후보 물질 중 알라토스

타틴 어고니스트로 작용하는 물질을 찾는 단계를 포함하는 살충 물질을 스크리닝하는 방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명의 알라토스타틴 어고니스트를 이용한 살충 물질의 스크리닝 방법을 이용하면 곤충에게서 발현되는 유충[0016]

호르몬 합성을 억제하는 알라토스타틴과 유사한 천연 물질을 찾아냄으로써, 해충의 정상적 발달을 저해하는 농

약으로 이용할 수 있는 장점이 있고, 알라토스타틴 및 그 수용체는 곤충계에 특이적으로 존재하므로 인간을 비

롯한 포유 동물에 미치는 영향이 없을 것으로 기대되어 친환경적인 농약제재 개발에 적합하다. 또한, 알라토스

타틴 시스템은 곤충계에 광범위하게 존재하므로, 다양한 해충에 작용하는 농약의 개발에 유용한 목표 물질이 된

다.

본 발명의 알라토스타틴 어고니스트를 이용한 살충 물질의 스크리닝 방법을 이용하여 다양한 화합물 라이브러리[0017]

와 천연물 라이브러리를 신속하고 정확하게 스크리닝하여 살충 후보 물질을 탐색할 수 있는 장점이 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 아데노-연관 바이러스(Adeno-associated virus: AAV) Helper-Free System 을 이용해서 원하는 유전자를[0018]

세포에 도입하는 AAV system vector를 나타낸 것으로, (a)는 AlstR­IRES­mCherry를 포함하는 벡터이고, (b)

는 (a)에 대한 컨트롤로 IRES­mCherry를 포함하는 벡터를 나타낸 것이다.

도 2는 알라토스타틴 수용체가 발현되지 않은 세포를 이용하여 세포의 형광 변화를 측정한 것을 나타내는 그래

프이다.

도 3(a)의 AlstR-IRES-mCherry 그래프는 세포에 AAV system을 통해 알라토스타틴 수용체가 발현된 세포에서 알

라토스타틴 작용의 시간에 따른 형광 변화를 측정한 것을 나타내었고, (b)의 IRES-mCherry  그래프는 AlstR-

IRES-mCherry 의 control 세포로 알라토스타틴 수용체를 제외한 세포의 발현을 확인하기 위해 형광 변화를 측정

한 것을 나타내었고, (c)의 (AlstR-IRES-mCherry)-(IRES-mCherry) 그래프는 알라토스타틴 수용체 단백질 유무

에 따라 알라토스타틴이 발현된 세포와 발현되지 않은 세포간의 형광 변화의 편차를 비교해 세포 내에서 알라토

스타틴의 작용을 확인한 것을 나타내었다.

도 4(a)의 AlstR-IRES-mCherry(AAV)+GIRK1,GIRK2  그래프는 세포에 AAV system을 통해 알라토스타틴 수용체가

발현된 세포에 GIRK1,GIRK2를 포함하는 플라스미드를 트렌스펙션해서 알라토스타틴 작용의 시간에 따른 형광 변

화를 측정한 것을 나타내었고, (b)의 IRES-mCherry(AAV)+GIRK1,GIRK2 그래프는 AlstR-IRES-mCherry 의 control

세포로 알라토스타틴 수용체를 제외한 세포의 발현을 확인하기 위해 GIRK1,GIRK2를 포함하는 플라스미드를 트렌

스펙션해서 형광 변화를 측정한 것을 나타내었고, (c)의 (AlstR-IRES-mCherry)-(IRES-mCherry)+GIRK1,GIRK2 그

래프는 GIRK1,GIRK2를 포함하는 플라스미드를 트렌스펙션함에 따른 알라토스타틴 수용체 단백질 유무에 따라 알

라토스타틴이 발현된 세포와 발현되지 않은 세포간의 형광 변화의 편차를 비교해 세포 내에서 알라토스타틴의

작용을 확인한 것을 나타내었다.

도 5는 본 발명의 실시예에서 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조를 위한 근간이 되는

벡터를 나타낸 것으로, (A)는 pAAV-sh-mCherry 벡터이고, (B)는 pAlstR-IRES-GFP 벡터를 나타낸 것이다.

도 6은 본 발명의 실시예에서 GIRK2-IRES-GIRK1벡터(a)를 제조를 위한 근간이 되는 벡터를 나타낸 것으로, (b)

는 GIRK2 openbiosystem벡터, (c)는 GIRK1 openbiosystem 벡터를 나타내었다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.[0019]

본 발명은 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하기 위해, 아데노-연관 바이러스(Adeno-[0020]

associated virus: AAV) Helper-Free system을 이용한 것이다. 

본 발명은,[0021]

a) 알라토스타틴 수용체(Allatostatin receptor:AlstR) 단백질, 형광 단백질 및 내부 리보솜 유입 부위(IRES)[0022]

를 포함하는 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하는 단계;
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b) 알라토스타틴 수용체 단백질을 포함하지 않고, 형광 단백질 및 내부 리보솜 유입 부위(IRES)를 포함하는 아[0023]

데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하는 단계;

c) 상기 a) 및 b)단계에서 제조된 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터 각각을 바이러스로 팩키[0024]

징(packaging)하는 단계;

d)  상기  c)단계에서  제조된  바이러스  각각을  GIRK채널(G  protein-coupled  inwardly-rectifying  potassium[0025]

channel)을 발현시킬 수 있는 동물 세포 군에서 선택되는 1종에 도입시키는 단계;

e) 상기 d)단계의 동물 세포에 도입시키기 위한 GIRK채널을 포함하는 플라스미드를 제작하고, 칼슘포스페이트[0026]

트렌스펙션(CaHPO4  Transfection)방법을  이용해  GIRK채널을  포함하는  플라스미드를  각각의  세포에  도입시켜

GIRK 채널을 과발현시켜주는 단계; 및

f) 살충 후보 물질 및 전압 민감성 염료를 상기 e)단계에서 GIRK채널을 포함하는 바이러스가 도입된 동물 세포[0027]

각각에 첨가한 후, 세포 내 세포막 전위 차이에 따른 형광 변화를 모니터링하여, 알라토스타틴 수용체가 발현된

동물 세포와 알라토스타틴 수용체가 발현되지 않은 동물 세포의 형광 측정을 통해 살충 후보 물질 중 알라토스

타틴 어고니스트로 작용하는 물질을 찾는 단계를 포함하는 살충 물질을 스크리닝하는 방법에 관한 것이다.

알라토스타틴(allatostatin)이란, 곤충류 내분비 기관인 알라타체(corpora allata)로부터 생산되는 유충 호르몬[0028]

(juvenile hormone)의 합성을 억제하는 기능을 가진 신경 펩티드로, 유충 호르몬은 널리 알려진 바와 같이 곤충

의 여러 생리 작용을 직접적으로 조절하는 중요한 호르몬이며, 특히 상기 호르몬의 생성이 암컷에 있어서는 배

란에 필수적인 역할을 하여 살충 또는 해충 개체 조절(pest control)에 있어서 주요한 타겟 분자로 여겨지고 있

다. 따라서 이를 직접적으로 조절하는 것으로 잘 알려진 알라토스타틴 역시 매우 살충 가능성이 높은 타겟 분자

로 제안되고 있다.

아데노-연관 바이러스(Adeno-associated virus: AAV) Helper-Free system 이란 아데노-연관 바이러스를 이용하[0029]

여 원하는 유전자를 세포에 주입시켜 발현하는 시스템으로 바이러스를 만드는 벡터에 원하는 형질의 유전자를

도입시켜 바이러스를 제작하고, 이 바이러스를 세포에 감염시켜주면 유전자가 발현해 원하는 단백질을 생성하게

하는 시스템이다.

아데노-연관  바이러스는  replication-deficient  parvovirus로  좋은  infection  효율을  위해서  helper[0030]

adenovirus  또는 herpes  virus와 동시에 infection되었다. 본 발명에서 사용되는 AAV  Helper-Free  system은

helper virus의 사용 없이 infection이 가능한 human adeno-associated virus-2(AAV-2)를 만드는 시스템이다.

AAV Helper-Free system에 의해 adenvirus 의 유전자가 세포에 트렌스펙션되어 발현된다. 시스템 하에서 대부분[0031]

의 adenvirus 의 유전자는 플라스미드 pHelper와 human AAV-2 vector DNA 가 함께 세포에 트렌스펙션되어 감염

성 AAV particle들을 생성한다. 이 때, 사용되는 세포는 HEK293 에서 유도된 세포로 AAV-293 세포를 이용한다.

바이러스 생성시 human AAV-2 vector DNA의 중간에 삽입된 특정 유전자들은 바이러스가 숙주 세포에 감염될 때,[0032]

숙주 세포에서 발현되게 만든다.

상기 아데노-연관 바이러스(Adeno-associated virus: AAV) Helper-Free system 은 아데노-연관 바이러스의 특[0033]

징을 이용해 알라토스타틴 수용체의 발현을 높게 해주고, 바이러스의 감염이 신속하고 지속 가능하도록 사용 할

수 있는 장점이 있다. 또한, 알라토스타틴 수용체가 발현된 세포주(cell line)를 이용할 필요 없이 기본 세포주

에 알라토스타틴 수용체를 간단한 방법으로 발현시킴으로써, 세포의 유지 및 이동을 최소화하는 장점이 있다.

본 발명의 a)단계에서는 알라토스타틴 수용체(AlstR)를 상기 시스템에 1차로 발현시키고 알라토스타틴 수용체의[0034]

발현의 유무를 확인하기 위해 형광 단백질을 발현시켜 확인하였다. 다양한 형광 단백질 중 본 발명에서 사용하

는 전압 민감성 염료(Voltage sensitive dye)와 형광 파장의 범위가 겹치지 않는 mCherry 형광 단백질을 발현시

켰다. 또한, 알라토스타틴 수용체와 mCherry 두 단백질이 접합되어 발현 할 경우, 발생할 수 있는 간섭을 방지

하기 위해 내부 리보솜 유입 부위(Internal Ribosome Entry Site: IRES)를 이용해 두 유전자를 벡터 내에서 각

각 발현시켰다. 따라서,알라토스타틴 수용체(Allatostatin  receptor:AlstR)  단백질, mCherry  단백질 및 내부

리보솜 유입 부위(IRES)를 포함하는 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하였다.

본 발명의 b)단계에서는 알라토스타틴 수용체를 포함하지 않는 대조군으로mCherry 단백질 및 내부 리보솜 유입[0035]

부위(IRES)를 포함하는 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조하여 각각의 벡터를 발현시

켰다. 상기 Negative control을 이용해 알라토스타틴 수용체를 포함하지 않는 테스트도 진행함으로써 이를 이용
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해 False positive를 판별해 알라토스타틴 수용체를 포함하는 positive control 만 있는 경우 보다 더 정확한

스크리닝이 가능하도록 하였다.  따라서, 상기의 알라토스타틴 수용체 포함 유무에 차이가 있는 바이러스 벡터

가 발현된 세포들에서 형광의 변화를 비교해 원하는 살충 후보 물질의 스크리닝을 더욱 정확하게 하는 효과가

있다.

도 1은 상기의 방법으로 제조된, 아데노-연관 바이러스 Helper-Free System 을 이용해서 원하는 유전자를 세포[0036]

에 도입하는 AAV  system  vector를 나타낸 것으로, (a)는 AlstR­IRES­mCherry를 포함하는 벡터이고, (b)는

(a)에 대한 컨트롤로 IRES­mCherry를 포함하는 벡터를 나타내었다.

본 발명의 c)단계는 상기 a) 및 b)단계에서 제조된 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터 각각을[0037]

바이러스로 팩키징(packaging)하는 단계로, 상기 벡터 각각이 세포에 발현하면 아데노-연관 바이러스가 생성되

어 HEK293T에 팩키징 하게 되는 시스템이다. 본 팩키징(packaging) 단계는 하기의 실시예에서 자세히 설명하도

록 한다.

본  발명의  d)단계는  상기  c)단계에서  제조된  바이러스  각각을  GIRK채널(G  protein-coupled  inwardly-[0038]

rectifying potassium channel)을 발현하는 동물 세포 군에서 선택되는 1종에 도입시키는 단계로, 알라토스타틴

수용체(Allatostatin  receptor:AlstR)  단백질 유무에 따른 세포 내 세포막 전위 차이를 나타나게 하는 것은

GIRK채널(G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel)이다. 제조된 바이러스 각각을 GIRK 채널

을 발현하는 동물 세포 군에서 선택되는 1종에 도입시켜 세포 내에서 알라토스타틴 수용체의 발현이 가능하게

제조하였다. 상기 동물 세포는 예를 들어, HEK 293T cell, HEK 293 cell, NIH3T3 cell 및 Neuro2a cell로 이루

어진 군에서 선택되는 1종일 수 있으며, HEK 293T cell 인 것이 바람직하다.

더욱 상세하게는, 곤충에 특이적으로 존재하는 알라토스타틴 수용체(Allatostatin Receptor:AlstR)를 동물 세포[0039]

에서 발현시켜서, 상기 수용체가 알라토스타틴과 반응하게되면 GIRK채널이 작동하여 칼륨 이온(K
+
)이 세포막 바

깥으로 나가게 되고 이로 인해 막전위가 변화하여 과분극이 발생하게 된다. 도 2는 알라토스타틴 수용체가 발현

되지 않은 세포를 이용하여 세포의 형광 변화를 측정한 그래프인 control test로, GIRK채널의 발현을 확인하기

위해 칼륨 이온(K
+
)과 카르바콜(carbachol)을 이용하는데 고농도의 칼륨 이온에 의해 세포 내로 칼륨 이온(K

+
)이

유입되고 막전위가 변화하며 탈분극이 일어나 형광이 강해지는 현상을 관찰할 수 있다. 카르바콜(carbachol)은

아세틸콜린(acetylcholine)의 유도체로써 아세틸콜린 수용체를 활성화시키고 이로 인해 세포의 Gi신호 전달이

작동하게 하는 역할을 하는데, 이는 GIRK채널을 활성화시켜 채널을 열어주고 세포 내의 칼륨 이온(K
+
)을 세포

밖으로 나가게 함으로써, 세포 내 칼륨 이온(K
+
)의 농도는 낮아지게 되고, 막전위의 탈분극이 일어나며 형광이

감소하게 되는 현상을 관찰 할 수 있다.

본 발명의 e)단계는 상기 d)단계의 동물 세포에 도입시키기 위한 GIRK채널을 포함하는 플라스미드를 제작하고,[0040]

칼슘포스페이트 트렌스펙션(CaHPO4 Transfection)방법을 이용해 GIRK채널을 포함하는 플라스미드를 각각의 세포

에 도입시켜 GIRK 채널을 과발현시켜주는 단계로, 보다 구체적으로, GIRK 채널을 갖는 세포에서 알라토스타틴

수용체를 반응시킬 경우 더욱 강력한 형광 변화 효과를 확인하기 위해서 GIRK채널을 세포에 도입시켜 과발현시

키는 과정을 추가로 도입하였다. 이를 이용하여 더욱 증가된 칼륨 이온(K
+
)의 농도 변화 관측이 가능하도록 하였

다. GIRK 채널은 알라토스타틴 수용체가 알라토스타틴에 의해 반응할 때 세포 내 세포막 전위 차이가 변화하는

채널로, 상기 GIRK  채널은 GIRK1, GIRK2, GIRK3 및 GIRK4 의 4가지 종류가 있고, 이중 알라토스타틴 수용체

(AlstR)가 영향을 미치는 채널은 GIRK1, GIRK2로 알려져 있다. 따라서, 상기 GIRK 채널은 GIRK1, GIRK2, GIRK3

및 GIRK4로 이루어진 군에서 선택되는 1종 이상 인 것이 바람직하고, GIRK1, GIRK2를 포함하는 것이 더욱 바람

직하다. 또 인간, 마우스 등 다양한 동물에 존재하는 GIRK 채널 중 마우스의 GIRK 채널이 가장 특이적 반응을

수행하는 것으로 알려져 있다. 본 발명에서는 바이러스에 의한 알라토스타틴의 효과를 강화시키기 위해서 GIRK1

및 GIRK2 채널을 과발현시켜 반응하는 단계를 추가로 도입하였다.

본 발명의 f)단계에서는 알라토스타틴 어고니스트를 이용한 살충 물질의 스크리닝 방법에서 천연물 살충 후보[0041]

물질들의 어고니스트(agonist)로서의 가능성을 판단하는데 있어서 기준이 되는 척도는 막 전위 변화로, 상기 막

전위 변화는 전압 민감성 염료(Voltage sensitive dye)의 형광 발현으로 탐지 가능하다. 전압 민감성 염료로는

느린-반응 전압-민감성 탐침(slow-response potential-sensitive probe)의 특성을 갖는 비스-(1,3-디부틸바비

튜릭 에시드)트리메틴 옥소놀(Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid)Trimethine Oxonol:DiBAC4(3)), 비스-(1,3- 디

에틸티오바비튜릭  에시드)트리메틴  옥소놀(Bis-(1,3-diethylthiobarbituric  acid)trimethine
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oxonol:DiSBAC2(3))  및  비스-(1,3-디부틸바비튜릭  에시드)펜타메틴  옥소놀(Bis-(1,3-dibutylbarbituric

acid)pentamethine  oxonol:DiBAC4(5))로 이루어진 군에서 선택된 1종을 사용할 수 있고, 바람직하게는 비스-

(1,3-디부틸바비튜릭  에시드)트리메틴  옥소놀(Bis-(1,3-Dibutylbarbituric  Acid)Trimethine  Oxonol:DiBAC4

(3))을 사용할 수 있으나 이에 한정되는 것은 아니다. 상기 전압 민감성 염료는 세포에 들어가 세포 내 단백질

(intracellular protein), 세포막(membrane) 등에 결합하여 형광을 강화시키는 특징이 있다. 탈분극이 강화되면

세포 내로 상기 염료의 유입이 일어나며 형광이 증가하게 되고, 반면 과분극시에는 형광 감소가 나타나게 되는

데, 이러한 특징들은 GIRK채널(G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel)의 발현을 확인하는

데 용이하게 사용될 수 있다.

본 발명은 알라토스타틴 수용체 단백질 유무에 따른 세포 내 세포막 전위 차이를 모니터링을 위해 형광 영상화[0042]

플레이트 판독기(Fluorescence Imaging Plate Reader: FLIPR) 장치를 사용하는데, 상기 형광 영상화 플레이트

판독기란 Microplate Reader 또는 Plate Reader로 microwell plate에 샘플을 넣어 생물, 화학, 물리적 변화를

측정하는 장치로 형광의 변화를 측정 가능하게 한다.  본 발명의 실시예에서는 형광 변화를 측정하기 위하여

Zenyth 3100 (Microplate Multimode Detector)을 사용하고 microwell plate는 96 well plate를 사용하여 많은

종류의 물질을 테스트하도록 하였다.

본 발명에서는 세포에 바이러스 벡터를 이용하여 알라토스타틴 수용체를 발현시킴으로써, 알라토스타틴 단백질[0043]

을 처리해줄 때의 막 전위의 변화를 확인할 수 있다.

본 발명의 도 3의 (a)AlstR-IRES-mCherry 그래프는 세포에 AAV system을 통해 알라토스타틴 수용체가 발현된 세[0044]

포에서  알라토스타틴  작용의  시간에  따른  형광  변화를  측정한  것을  나타내었고,  (b)IRES-mCherry  그래프는

AlstR-IRES-mCherry 의 control 세포로 알라토스타틴 수용체를 제외한 세포의 발현을 확인하기 위해 형광 변화

를 측정한 것을 나타내었고,  (c)(AlstR-IRES-mCherry)-(IRES-mCherry)  그래프는 알라토스타틴 수용체 단백질

유무에 따라 알라토스타틴이 발현된 세포와 발현되지 않은 세포간의 형광 변화의 편차를 비교해 세포 내에서 알

라토스타틴의 작용을 확인한 것을 나타내었다.

또한, 본 발명의 도 4의 (a)AlstR-IRES-mCherry(AAV)+GIRK1,GIRK2 그래프는 세포에 AAV system을 통해 알라토[0045]

스타틴 수용체가 발현된 세포에 GIRK1,GIRK2를 포함하는 플라스미드를 트렌스펙션해서 알라토스타틴 작용의 시

간에  따른  형광  변화를  측정한  것을  나타내었고,  (b)IRES-mCherry(AAV)+GIRK1,GIRK2  그래프는  AlstR-IRES-

mCherry 의 control 세포로 알라토스타틴 수용체를 제외한 세포의 발현을 확인하기 위해 GIRK1,GIRK2를 포함하

는  플라스미드를  트렌스펙션해서  형광  변화를  측정한  것을  나타내었고,  (c)(AlstR-IRES-mCherry)-(IRES-

mCherry)+GIRK1,GIRK2 그래프는 GIRK1,GIRK2를 포함하는 플라스미드를 트렌스펙션함에 따른 알라토스타틴 수용

체 단백질 유무에 따라 알라토스타틴이 발현된 세포와 발현되지 않은 세포간의 형광 변화의 편차를 비교해 세포

내에서 알라토스타틴의 작용을 확인한 것을 나타내었다.

본 발명의 살충 물질을 스크리닝하는 방법을 이용하면 알라토스타틴 수용체가 포함되어서 발현된 세포의 형광[0046]

변화와 알라토스타틴 수용체를 포함하지 않아 이 단백질이 발현되지 않은 세포의 형광 변화의 차이를 비교하여

원하는 살충 후보 물질이 알라토스타틴과 유사한 작용을 하는지 확인할 수 있다.

이하, 실시예를 통하여 본 발명을 더욱 상세하게 설명하기로 한다. 이들 실시예는 단지 본 발명을 예시하기 위[0047]

한 것이므로, 본 발명의 범위가 이들 실시예에 의해 제한되는 것으로 해석되지는 않는다.

(1) 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조[0048]

아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 하기의 방법으로 제조하였다.[0049]

도 5는 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 제조를 위한 근간이 되는 벡터를 나타낸 것으로,[0050]

(A)는 pAAV-sh-mCherry 벡터이고, (B)는 pAlstR-IRES-GFP 벡터를 나타내었다. (A)에서 sh가 있는 부분을 제거

해주고 (B)의 AlstR, IRES를 사용하였다.

pAAV-AlstR-IRES-mCherry 제조[0051]

A 는 vector, B의 AlstR-IRES는 insert부위를 나타낸다.[0052]

A(pAAV-sh-mCherry)의 제조 과정은 NEB buffer2 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, NheI enzyme (NEB,[0053]

cat# R0131S) 5ul, Autoclaved DW(오토클레이브된 3차 증류수, ADW) 30ul를 넣어준 후, 37℃에서 1시간 30분

동안 enzyme  cut 해준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation시켜 활성을 억제하였다. 그 후, Klenow (NEB,

cat#  M0210S)를 처리해서 enzyme  cut  부위를 blunt  end로 바꾸어 주었다. 상기 혼합물에 2ul  dNTP와 1ul의
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Klenow를 처리하고 상온에서 1시간 처리 후 75℃에서 20분간 heat  inactivation을 하였다. XbaI  (NEB,  cat#

R0145S)을 5ul 추가로 넣어주고 37℃ 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation

해주어 활성을 억제하였다. 다음으로, Vector의 self ligation을 억제하는 CIP(NEB, cat# M0290S) 2.5ul를 처

리하고 37℃ 1시간 동안 처리하였다.

B(pAlstR-IRES-GFP)의 제조 과정은NEB buffer2 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, NheI 5ul, ADW 30ul[0054]

를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation시켜 활성을

억제하였다. 그 후, SmaI (NEB, cat# R0141S) 5ul 추가해 넣어주고 37℃ 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후

65℃에서 20분간 heat inactivation 해주어 활성을 억제시켰다.

A의 blunt end 부위와 B의 SmaI에 의해 생긴 blunt end 부위가 ligation되고, A의 XbaI 부위와 B의 NheI 부위[0055]

가 ligation되었다. A, B를 gel extraction을 실시하였는데, 각각 A는 약 6Kb 사이즈의 DNA, B는 약 1.9Kb 사

이즈의 DNA를 이용하였다. 그 후, A와 B의 농도와 분자 크기를 계산해 ligation하였다. 구체적으로는 Vector와

Insert DNA를 비율에 맞게 넣어주고 T4 DNA ligase (NEB cat# M0202S) 1ul 와 10Xligase buffer 2ul를 넣어주

고 총 20ul가 되도록 하였다. 상온에서 16시간 이상 ligation을 하였다.

pAAV-IRES-mCherry 제조[0056]

A 는 vector, B의 IRES는 insert 부위를 나타낸다.[0057]

A(pAAV-sh-mCherry)의 제조 과정은 NEB  buffer4  5ul,  BSA  buffer  5ul,  DNA(1ug/ul)  5ug,  XbaI  enzyme  5ul,[0058]

ADW 30ul를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation시켜

활성을 억제하였다. 그 후, Klenow를 처리해서 enzyme cut 부위를 blunt end로 바꾸어 주었다. 상기 혼합물에

2ul dNTP와 1ul의 Klenow를 처리하고 상온에서 1시간 처리 후 75℃에서 20분간 heat inactivation을 하였다.

그 다음으로, Phenol extraction과정을 통해 DNA만 추출한 후, NEB buffer2 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul)

5ug, NheI enzyme 5ul, ADW 30ul를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 65℃에서 20분간

heat inactivation시켜 활성을 억제하였다. Vector의 self ligation을 억제하는 CIP 2.5ul를 처리하고 37℃ 1

시간 처리하였다.

B(pAlstR-IRES-GFP)의 제조 과정은, NEB  buffer  EcoRI  5ul,  BSA  buffer  5ul,  DNA(1ug/ul)  5ug,  EcoRI  (NEB[0059]

cat# R0101S) 5ul, ADW 30ul를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 65℃에서 20분간 heat

inactivation시켜 활성을 억제하였다. 그 후, Klenow를 처리해서 enzyme cut 부위를 blunt end로 바꾸어 주었

다.  상기  혼합물에  2ul  dNTP와  1ul의  Klenow를  처리하고  상온에서  1시간  처리  후  75℃에서  20분간  heat

inactivation하였다.  그 다음으로,  Phenol  extraction과정을 통해 DNA만 추출한 후,  NEB  buffer4  5ul,  BSA

buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, XbaI enzyme 5ul, ADW 30ul를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut

해준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation시켜 활성을 억제하였다.

A의 blunt end 부위와 B의 blunt end 부위가 ligation되고, A의 NheI 부위와 B의 XbaI 부위가 ligation되었다.[0060]

A, B를 gel extraction 을 실시하였는데, 각각 A는 약 6Kb 사이즈의 DNA, B는 약 0.6Kb 사이즈의 DNA를 이용하

였다. 그 후, A와 B의 농도와 분자 크기를 계산해 ligation해주었다. Vector와 Insert DNA를 비율에 맞게 넣어

주고 T4 DNA ligase 1ul 와 10Xligase buffer 2ul를 넣어주고 총 20ul가 되게 하였다. 상온에서 16시간 이상

ligation을 하였다.

바이러스가 정상적으로 제작되어 세포에 들어갔는지 확인하기 위해서 형광 단백질을 이용하는데, 본 실시예에서[0061]

는 여러 종류의 형광 단백질 중 mCherry단백질을 이용하였다. 전압 민감성 염료로 사용된 비스-(1,3-디부틸바비

튜릭  에시드)트리메틴  옥소놀(Bis-(1,3-Dibutylbarbituric  Acid)Trimethine  Oxonol)(DiBAC4(3))의  형광  여기

(excitation) 파장은 490nm, 방출(emission) 파장은 516nm으로, 이들 파장에 대한 간섭을 최소화하기 위해 형

광 단백질 중 mCherry(excitation 587nm, emisiion 610nm) 단백질을 이용하였다. 또한, 내부 리보솜 유입 부위

(internal  ribosome  entry  site:  IRES)를 이용해 알라토스타틴 수용체와 mCherry단백질이 독립적으로 발현될

수 있도록 해주어 알라토스타틴 수용체에 미칠 수 있는 다른 영향을 최소화하도록 하였다.

(2) 아데노-연관 바이러스(adeno-associated virus) 벡터를 바이러스로 팩키징(packaging)[0062]

하기의 벡터가 세포에 발현하면 아데노-연관 바이러스가 생성되어 HEK293T에 팩키징 하는 시스템이다.[0063]

바이러스 제작 과정(팩키징 과정)[0064]
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플라스미드 및 세포는 AAV  Helper-Free  system(Agilent,  cat#240071)에 존재하였다. AAV-293  세포를 100-mm[0065]

tissue culture plate에서 배양하였는데, 이 때, 세포는 plate 당 약 5*10E5 ~ 2*10E6씩 뿌려주고 37℃, 5%

CO2인큐베이터에서 배양하였다. 약 2~3일 후, 세포가 70-80%의 confluency를 가지게 되면 플라스미드 트렌스펙

션을 한다. pAAV  발현 플라스미드(제작된 벡터 pAAV-AlstR-IRES-mCherry 또는 pAAV-IRES-mCherry), pAAV-RC,

pHelper 세 가지 플라스미드를 1ug/ul의 농도로 TE buffer, PH 7.5 에 준비하여 동시에 세포에 트렌스펙션 시켜

주었다. 상기 세 종류의 플라스미드를 10ul씩 15ml 코니칼 튜브에 넣어주고, 1ml의 0,3M CaCl2를 추가해 부드럽

게 섞어주었다. 섞어준 용액을 2XHBS 1ml에 한방울 씩 떨어뜨려 준 후 부드럽게 섞어주었다. 상기 용액 2.03ml

을 2~3일 동안 길러준 상기 세포에 방울 방울 떨어뜨려 트렌스펙션 시켜주고 37℃ 인큐베이터에서 다시 넣어주

었다. 6시간이 지난 후, 미디어를 새 미디어로 교체해 주었다. 그 후, 66 ~ 72시간 동안 37℃ 인큐베이터에서

더 세포를 길러 바이러스가 생성되게 해주었다.  다음으로,  37℃  water  bath(워터 베스)와 dry  ice-ethanol

bath(드라이 아이스-에탄올 베스)를 준비하였고, 트렌스펙션시킨 세포의 미디어와 세포를 긁어 모아 15ml 코니

칼 튜브에 넣어주어 잘 밀봉하였다. 상기 튜브를 드라이아이스-에탄올 베스에 10분간 넣어주어 내부의 세포와

미디어를 얼려주는데, 10분 이내로 얼지 않으면 완전히 얼 때까지 기다렸다. 그 후, 완전히 언 튜브를 워터 베

스에 넣어주고 10분간 녹여주는데, 10분 이내로 녹지 않으면 완전히 녹을 때까지 기다리고, 완전히 녹은 튜브를

가볍게 볼텍싱 해주었다. 상기 과정을 총 4번 반복해 세포를 분해해서 내부의 바이러스를 추출하였고, 상기 과

정 후 나오는 세포 잔여물들을 상온, 10,000g, 10분간 센트리 퓨즈를 돌려 가라앉히고, 위에 남은 용액들은 40%

PEG(poly(ethylene glycol))용액과 섞어 10% PEG용액을 만들어 주었는데, 즉, 40% PEG 1: 바이러스용액 3의 비

율로 섞어 주었고,  섞어준 용액은 2일간 4℃에서 보관해 주었다.  2일 후 생성된 바이러스의 농축을 위하여

3,000rpm 30분 4℃로 센트리 퓨즈를 돌려주었고, 그 후 위의 용액은 제거해주고 아래 남은 잔여물들을 ice-DPBS

에 1ml에 녹여준 후 29,000rpm 2시간 4℃ 에서 센트리 퓨즈를 돌려주었다. 그 후, 상층의 용액은 제거해주고 아

래 남은 잔여물들을 ice-DPBS 100ul 에 녹여주면 여기에 바이러스가 녹아 있게 되고, 이 바이러스를 HEK293T 세

포에 인펙션 시켜주었다.

(3) 팩키징(packaging)된 바이러스를 인간세포에 도입[0066]

인간의 신장세포인 HEK 293T cell을 96 black well plate(SPL, Cat#-SP30296)에 1*104개/well(각 well 100uL)[0067]

씩 깔아주고 하루 동안 37℃의 5% CO2incubator에서 배양하였다.

하루 동안 배양한 세포는 약 50% ~ 60%의 컨플루언트(confluent)를 가지는데 만약 충분하게 자라지 않으면 추가[0068]

로  배양하였다.  충분히  자란  세포를  가진  well에서  미디어를  제거해  준  후,  아데노-연관  바이러스(Adeno-

associated virus: AAV) Helper-Free system을 이용하여 제조한 알라토스타틴 수용체를 가진 바이러스를 미디

어와 섞어 well에 각각 100ul씩 처리하였다. 이 때, 알라토스타틴 수용체를 포함하지 않는 control 바이러스도

동일하게 처리하였다. 바이러스를 처리하고 16~24시간 후, GIRK채널을 포함하는 플라스미드의 트랜스펙션을 하

기의 방법으로 실시하였다.

(4) GIRK1, GIRK2 채널의 HEK cell 도입을 위한 플라스미드 제작[0069]

GIRK2-IRES-GIRK1 제작[0070]

GIRK2-IRES-GIRK1 플라스미드를 하기의 방법으로 제조하였다.[0071]

도  6은  GIRK2-IRES-GIRK1벡터(a)를  제조를  위한  근간이  되는  벡터를  나타낸  것으로,  (b)는  GIRK2[0072]

openbiosystem벡터, (c)는 GIRK1 openbiosystem 벡터를 나타내었다. 도5(b)의 pAlstR-IRES-GFP 벡터에서 AlstR

이 있는 부분을 제거해주고 도6(b)의 GIRK2 부분을, 도5(b)의 GFP 부분을 제거해주고, 도6(c)의 GIRK1 부분을

삽입하여, GIRK2-IRES-GIRK1 벡터(도6(a))를 완성하였다.

임의로 A는 pAlstR-IRES-GFP를 나타내고, B는 GIRK2 openbiosystem벡터, C는 GIRK1 openbiosystem로 나타내었[0073]

다. 즉, A 는 vector로 B의 INSERT부위를 먼저 클로닝해 주고, C의 INSERT 부위를 클로닝하여 완성하였다.

A(pAlstR-IRES-GFP)의 제조 과정은 다음과 같다. NEB buffer3 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, MluI[0074]

(NEB, cat# R0198S) 5ul, ADW 30ul를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 80℃에서 20분

간 heat inactivation시켜 활성을 억제하였다. 그 후, SmaI (NEB, cat# R0141S) 5ul 추가로 넣어주고 37℃ 1시

간  30분  동안  enzyme  cut  해준  후  65℃에서 20분간  heat  inactivation  해주어 활성을 억제시켰다.  그  후

Klenow(NEB, cat# M0210S)를 처리해서 enzyme cut 부위를 blunt end로 바꾸어 주었다. 상기 혼합물에 2ul dNTP
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와 1ul의 Klenow(NEB, cat# M0210S)를 처리하고 상온에서 1시간 처리해 주었다. 이 후 DNA cleanup과정을 통해

DNA만 추출하였다. 추출한 DNA를 이용하여 NEB buffer2 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, NheI enzyme

5ul,  ADW  30ul를  넣어준  후,  37℃에서  1시간  30분  동안  enzyme  cut  해준  후  65℃에서  20분간  heat

inactivation시켜 활성을 억제하였다. 그 후 Klenow(NEB, cat# M0210S)를 처리해서 enzyme cut 부위를 blunt

end로 바꾸어 주었다. 상기 혼합물에 2ul dNTP와 1ul의 Klenow를 처리하고 상온에서 1시간 처리해 준 후, 75℃

에서 20분간 heat inactivation 해주어 활성을 억제시켰다. Vector의 self ligation을 억제하는 CIP(NEB, cat#

M0290S) 2.5ul를 처리하고 37℃ 1시간 동안 처리하였다.

B의 제조 과정은 NEB buffer4 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, SacII enzyme(NEB, cat# R0157S) 5ul,[0075]

Autoclaved DW(오토클레이브된 3차 증류수, ADW) 30ul를 넣어준 후, 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해

준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation시켜 활성을 억제하였다. 그 후, Klenow(exo)(NEB, cat# M0212S)를

처리해서 enzyme cut 부위를 blunt end로 바꾸어 주었다. 상기 혼합물에 2ul dNTP와 1ul의 Klenow를 처리하고

상온에서 1시간 처리 한 후, 75℃에서 20분간 heat inactivation을 하였다. BlpI enzyme(NEB, cat# R0585S)을

5ul 추가로 넣어주고 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut을 해준 후, Klenow를 처리해서 enzyme cut 부위를

blunt  end로  바꾸어  주었다.  상기  혼합물에  2ul  dNTP와  1ul의  Klenow를  처리하고  상온에서  1시간  처리해

주었다.

A의 blunt end 부위와 B의 blunt end 부위가 ligation되었다. A, B를 gel extraction을 실시하였는데, 각각 A[0076]

는 약 6.7Kb 사이즈의 DNA, B는 약 1.6Kb 사이즈의 DNA를 이용하였다. 그 후, A와 B의 농도와 분자 크기를 계산

해  ligation하였다.  구체적으로는  Vector와  Insert  DNA를  비율에  맞게  넣어주고  T4  DNA  ligase(NEB  cat#

M0202S) 1ul 와 10Xligase buffer 2ul를 넣어주고, 총 20ul가 되도록 하였다. 상온에서 16시간 이상 ligation

을 하였다.

상기  과정을  통해  1차적으로  GIRK2-IRES-GFP  벡터를  제작하였고,  여기서  GFP를  제거해  준  후,  GIRK1[0077]

openbiosystem 벡터의 GIRK1 부위를 삽입해 주었다.

GIRK2-IRES-GFP의  DNA에서  벡터를 제작하는 과정은,  NEB  buffer4  5ul,  BSA  buffer  5ul,  DNA(1ug/ul)  5ug,[0078]

XbaI(NEB, cat# R0145S) 5ul, ADW 30ul 를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 65℃에서

20분간 heat inactivation시켜 활성을 억제하였다. 이 후 DNA cleanup 과정을 통해 DNA만 추출해준다. 그 후,

NEB buffer3 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, NotI (NEB, cat# R0189S) 5ul, ADW 30ul 를 넣어준 후

37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme  cut  해준 후 65℃에서 20분간 heat  inactivation시켜 활성을 억제하였다.

Vector의 self ligation을 억제하는 CIP(NEB, cat# M0290S) 2.5ul를 처리하고 37℃ 1시간 동안 처리하였다.

C의 제조 과정은 NEB buffer4 5ul, BSA buffer 5ul, DNA(1ug/ul) 5ug, XbaI(NEB, cat# R0145S) 5ul, ADW 30ul[0079]

를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut 해준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation시켜 활성을

억제하였다. 이 후 DNA  cleanup  과정을 통해 DNA만 추출하였다. 그 후, NEB  buffer3  5ul,  BSA  buffer  5ul,

DNA(1ug/ul) 5ug, NotI(NEB, cat# R0189S) 5ul, ADW 30ul를 넣어준 후 37℃에서 1시간 30분 동안 enzyme cut

해준 후 65℃에서 20분간 heat inactivation시켜 활성을 억제하였다.

각각의 XbaI enzyme cut 부위와 NotI enzyme cut 부위가 ligation되었다. A, B를 gel extraction을 실시하였는[0080]

데, 각각 A는 약 7.6Kb 사이즈의 DNA, B는 약 1.7Kb 사이즈의 DNA를 이용하였다. 그 후, A와 B의 농도와 분자

크기를 계산해 ligation하였다. 구체적으로는 Vector와 Insert DNA를 비율에 맞게 넣어주고 T4 DNA ligase(NEB

cat# M0202S)1ul와 10Xligase buffer 2ul를 넣어주고 총 20ul가 되도록 하였다. 상온에서 16시간 이상 ligation

을 하였다.

(5) 칼슘포스페이트 트렌스펙션(CaHPO4 Transfection)방법을 이용한 플라스미드의 트랜스펙션[0081]

플라스미드 트랜스펙션은 칼슘포스페이트 트렌스펙션(CaHPO4 Transfection)을 이용해서 진행하였다.[0082]

0.3M  CaCl2와 2XHBS를 이용해 트랜스펙션한 후, 96well  plate  의 1well당 기준으로 총 10ul중 0.3M  CaCl2는[0083]

8.7ul 트랜스펙션 할 DNA(GIRK2-IRES-GIRK1) 0.5ug나머지 DW로 용량을 맞춰주고 HBS(2X) 10ul 와 섞어준 후,

총 20ul를 well에 처리하였다.

플라스미드를 처리하기 전에 well에 있던 미디어는 바이러스를 제거하기 위해, 새로운 미디어로 갈아준 후 20ul[0084]

를 처리하였다.
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4 내지 8시간 후 트랜스펙션을 위해 처리해 준 용액의 영향을 나타내지 않기 위하여, 미디어를 제거하고 새로운[0085]

미디어로 갈아주고, 약 48시간 후 형광을 측정하였다.

(6) 형광의 측정[0086]

알라토스타틴 수용체(Allatostatin receptor:AlstR) 단백질 유무에 따른 세포 내 세포막 전위 차이를 모니터링[0087]

하여, 알라토스타틴 수용체가 발현된 세포와 알라토스타틴 수용체가 발현되지 않은 세포의 형광 차이를 확인하

였다. 세포 내 세포막 전위 차이 변화에 따라 형광이 변화하고, 상기와 같은 형광의 변화를 형광 영상화 플레이

트 판독기(Fluorescence Imaging Plate Reader: FLIPR)인 Zenyth 3100(microplate Multimode Detector)을 이

용하여 하기의 방법으로 측정하였다.

상기 실시예의 결과, 팩키징(packaging)된 바이러스를 인간세포에 도입하여 배양한지48 시간 후에 충분히 바이[0088]

러스가 발현되면 형광을 측정하기 위한 준비로, 먼저 well 에 세포 잔여물이 존재하면 형광 측정에 방해가 될

수 있으므로, 세포 잔여물을 제거하기 위해 DiBAC4(3)를 녹이지 않은 타이로드 용액(Tyrode’s solution)을 이

용해 세척하였다. 각 well에 미디어를 제거해 주고 타이로드 용액 100ul를 넣어 주고 다시 제거하는 작업을 2회

반복하였다. 그 후, 타이로드 용액에 미리 다이메틸설폭사이드(dimethyl sulfoxide:DMSO)에 녹여준 DiBAC4(3)을

녹여서 5uM DiBAC용액을 제조하여 well당 180uL 씩 처리한 후 한 시간 동안 37℃에서 5% CO2incubator에서 배양

하였다.

한 시간 후 측정하고자 하는 물질을 5uM DiBAC solution에 녹여주고 각 well 당 20uL씩 추가로 첨가하면서, 시[0089]

간에 따른 형광의 변화를 Zenyth 3100을 이용해 측정하였다. 형광은 3분 간격으로 측정하였고, 초기에는 아무것

도 처리하지 않고 형광을 측정해서 상기 장비와 well이 측정을 위해 최적화 되었는지 확인하기 위해, control

well의 형광 값 변화를 기준으로 삼고 다른 물질들의 측정 값과 차이를 비교하였다. 더욱 자세하게는, control

well을 0을 기준으로 하여, 다른 물질을 넣어준 well을 control과 비교해 형광의 증가 감소를 측정하였다.

그 후, 측정 물질을 20ul씩 추가하면서, 형광의 세기를 측정하였다. 이 때 형광의 차이 비교는 측정 물질을 처[0090]

리해 준 값과 이후의 변화 값 간의 차이를 비교하였다. 이는 well에 완충액(buffer)의 양이 늘어나게 되면, 형

광의 절대값도 변화하기 때문이다.

알라토스타틴 수용체가 포함되어서 발현된 세포의 형광 변화와 알라토스타틴 수용체를 포함하지 않아 이 단백질[0091]

이 발현되지 않은 세포의 형광 변화의 차이를 비교하여 원하는 타겟 물질이 알라토스타틴과 유사한 작용을 했는

지 확인하였다. 구체적으로는, 타겟 물질과 알라토스타틴을 동시에 테스트할 때, 동일하게 작용하는 경우를 기

준으로 하였다. 알라토스타틴을 처리하고 10분 이상의 시간이 지난 후 변화를 보면 도 3의 (a), (b), (c)의 그

래프에서 알라토스타틴을 적용 시켜준 결과, 알라토스타틴 수용체의 유무에 따라 모두 증가하거나 감소하는 결

과를 나타내었으나, 이로 인한 확실한 효과를 증명하기 어려웠다.

반면 GIRK채널을 도입시켜준 도 4의 (a), (b), (c)의 그래프는 도 3과는 다른 양상을 나타내었다. 즉, AlstR-[0092]

IRES-mCherry  를 이용한 세포의 실험에서는 알라토스타틴이 약 -5  내지 -2%  정도의 변화를 일으켰고, IRES-

mCherry 를 이용한 세포의 실험은 알라토스타틴이 0 ~ +3% 변화를 일으키는 결과를 나타내었다. 따라서, 상기

두 실험 간의 형광 변화의 차이는 AlstR-IRES-mCherry의 경우에 -8 내지 -2% 정도의 형광 변화의 차이를 일으키

는 결과를 나타내었다. 
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