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서   론

비타민 D 수용체(vitamin D receptor, VDR, NR1I1)는 리간
드에 의해 활성화되는 전사인자인 핵수용체 superfamily에 속
한다. 핵수용체는 공활성인자(coactivator) 및 공억제인자(co-
repressor)와 협동적으로 유전자의 발현을 조절한다. 핵수용체 
단백질들은 특징적인 domain 구조를 공유하고 있는데 N-말단
부터 부분적인 전사활성을 가진 A/B domain, DNA-binding 
domain (DBD, C domain), hinge D domain, ligand-binding 
domain (LBD, E domain) 및 공활성인자/공억제인자 결합 부
위이며 전사활성을 나타내는 F domain으로 구성된다. VDR은 
다른 핵수용체와 유사하게 레티노이드 X 수용체(retinoid X re-
ceptor, RXR)과 이형이량체(heterodimer)를 형성하고 각각의 
리간드와 결합한 후 비타민 D 반응 영역(vitamin D responsive 

element, VDRE, PuGGT/GTCANNNPuGGT/GTCA)에 결
합하여 최대한의 전사활성을 나타낸다(Sánchez-Martínez et 
al., 2006; Koszewski et al., 2010; Landry et al., 2011).
척추동물의 VDR은 콜레스테롤을 전구체로 하며 스테로이드 
구조를 공유하는 1α,25-(OH)2-vitamin D3 (calcitriol; 1,25 D3)
와 높은 친화력으로 결합하며 칼슘 및 인산염 항상성 조절과 같
은 전형적인 calcitriol 효과를 나타낸다(Norman et al., 2002). 
VDR 유전자들은 포유동물, 조류, 양서류, 파충류, 경골어류 이
외에도 무악동물 먹장어(Petromyzon marinus)에서도 동정되
었다(Bouillon and Suda, 2014). 현재까지 분석된 포유류 게놈
은 하나의 VDR유전자를 가지고 있으며, 뇌 조직을 포함하는 
광범위한 조직(심장, 간, 췌장, 근육 등)에서 유전자발현이 관찰
되었다. 일부 경골 어류, 복어(Takifugu rubripes), 넙치 (Para-
lichthys olivaceus)는 두 종류의 VDR 유전자(VDRα, VDRβ)

멍게(Halocynthia roretzi) 비타민 D 수용체 상동체 동정 및 전사활성

이정환·손영창*

강릉원주대학교 해양분자생명공학과

Characterization and Transcriptional Activity of a Vitamin D Receptor 
Ortholog in the Ascidian Halocynthia roretzi

Jung Hwan Lee and Young Chang Sohn*
Department of Marine Molecular Biotechnology, Gangneung-Wonju National University, Gangneung 25457, Korea

In vertebrates, the vitamin D receptor (VDR), a member of the nuclear receptor superfamily, binds the biologically 
active ligand 1α,25-(OH)2-vitamin D3 (1,25 D3). Nearly all vertebrates, including Agnatha, possess a VDR with high 
ligand selectivity for 1,25 D3 and related metabolites. Although a putative ancestral VDR gene is present in the ge-
nome of the chordate invertebrate Ciona intestinalis, the functional characteristics of marine invertebrate VDR are 
still obscure. To elucidate the ascidian Halocynthia roretzi VDR (HrVDR), we cloned full-length HrVDR cDNA 
and investigated the transcriptional activity of HrVDR in HEK293 cells. HrVDR consists of 1,680 nucleotides (559 
amino acids [aa]), including a short N-terminal region (A/B domain; 26 aa), DNA-binding domain (C domain; 72 
aa), hinge region (D domain; 272 aa), and C-terminal ligand-binding domain (E domain; 161 aa). The amino acid 
sequence identity of HrVDR was greatest to that of C. intestinalis VDR (56%). In the luciferase reporter assays, the 
transcriptional activity of HrVDR was not significantly increased by 1,25 D3, whereas the farnesoid X receptor ago-
nist GW4064 increased the transactivation of HrVDR. These results suggest the presence of a novel ligand for and a 
distinct ligand-binding domain in ascidian VDR.

Key words: cDNA, Tunicate, Vitamin D receptor, Vitamin D responsive reporter gene, Halocynthia roretzi

This is an Open Access article distributed under the terms of 
the Creative Commons Attribution Non-Commercial Licens 
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc/3.0/) which permits   

unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium,  
provided the original work is properly cited.

http://dx.doi.org/10.5657/KFAS.2015.0913 Korean J Fish Aquat Sci 48(6) 913-919, December 2015

Received 13 November 2015; Revised 18 December 2015; Accepted 21 December 2015

*Corresponding author: Tel: +82. 33. 640. 2348   Fax: +82. 33. 640. 2348

E-mail address: ycsohn@gwnu.ac.kr



이정환ㆍ손영창914

를 가진 것으로 보고되어 있다(Suzuki et al., 2000; Maglich et 
al., 2003). 다른 척추동물의 VDR과 유사하게 복어 VDRα, 넙
치 VDRβ는 광범위한 조직 분포를 보이지만 대조적으로 복어 
VDRβ는 장에서만 발현되고 간, 아가미, 근육에서는 거의 발현
되지 않는 차이점이 있다(Suzuki et al., 2000; Maglich et al., 
2003). 
기능적인 비타민D (1,25 D3)는 자외선B (UVB)에 의해 7-de-

hydrocholesterol의 광이성질체에 기원을 둔 척추동물 진화 초
기에 생체내에서 합성된 호르몬으로 생각되고 있다(Bouillon 
and Suda, 2014). 또한 1,25 D3는 UVB에 의한 DNA 손상을 
예방해 줄 수 있는 해양동물의 효과적인 보호물질로 추정된다
(Holick, 2011). 한편, 해양무척추동물 피낭류 유령멍게 Ciona 
intestinali로부터 척추동물의 VDR과 유사한 다수의 핵수용체 
유전자들이 밝혀지고 이 유전자를 포함하는 동물군의 계통분
류학적 기원에 대한 관심이 높아지게 되었다(Yagi et al., 2003). 
유사한 기능을 가질 것으로 추정된 Ciona VDR은 척추동물의 
VDR과 달리 1,25 D3에 의한 전사활성은 나타나지 않았으며 그 
기능은 불확실한 채로 남아 있다(Reschly et al., 2007).
본 연구에서는 해양무척추동물 VDR 유전자와 단백질 특성
을 규명하기 위하여, 멍게(우렁쉥이, Halocynthia roretzi) VDR
의 full-length cDNA (HrVDR)를 cloning하고 유령멍게 Ciona 
VDR과 함께, 해양 무척추동물 VDR의 아미노산 서열과 핵수
용체의 특징적인 domain을 척추동물 ortholog들과 비교 분석
하였다. 또한, VDRE-luciferase reporter assay를 실시하여 척
추동물의 VDR 및 Ciona VDR과 결합한다고 알려진 리간드에 
의한 HrVDR 전사활성도를 조사하였다. 

재료 및 방법

RNA 추출 및 cDNA 합성

멍게의 VDR cDNA HrVDR를 cloning하기 위해, 경남 통영
에서 구입한 멍게의 근육 조직을 적출하여 total RNA를 추출
하기 전까지 -80oC에 저장하였으며, Qiagen RNeasy Mini kit 
(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 사용하여 total RNA를 추출

하였다. SMART RACE (Rapid Amplification of the cDNA 
Ends) cDNA 합성 kit (Clontech Lab, Mountain View, CA, 
USA)를 이용하여 추출된 근육 total RNA (0.5 μg)로 부터 
cDNA를 합성하였다.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Full-length HrVDR를 cloning하기 위해, Magest (http://
magest.hgc.jp/) database에 등록되어 있는 VDR partial se-
quence를 바탕으로 HrVDR의 oligo primer들을 설계하였다 
(Table 1). 멍게 근육의 total RNA로부터 합성한 cDNA를 tem-
plate로 하여 10X nTaq buffer 2 μL, dNTP mix, primer 각각 
10 μM, nTaq DNA polymerase 0.2 μL (Enzynomics, Seoul, 
Korea)를 사용하여 총량 20 μL로 PCR을 수행하였다. PCR 조
건은 Pre-denaturing step을 94℃ 5분, denaturing step을 94℃ 
30초, annealing step을 55℃ 30초, extension step을 72℃ 1분, 
post-extension step은 72℃ 7분으로 총 30 cycle을 실행한 후 
증폭된 DNA 산물을 1% agarose gel전기영동을 실시하여 확
인하였다.

RACE-PCR 분석

Total cDNA를 template로 하여 VDR 5′말단과 3′말단 방향으
로 각각, 10X BD advantage 2 PCR buffer 2.5 μL, dNTP mix 
(10 μM) 0.5 μL, 50X BD advantage 2 polymerase mix 0.5 
μL, Universal Primer A Mix (UPM) (10X) 2.5 μL, forward 
primer (MAhrVDR-F), reverse primer (MAhrVDR-R) (10 
μM 각각) 0.5 μL, 5′–RACE CDS Primer A, 3′–RACE CDS 
Primer A (Clontech Lab) (Table 1)를 사용하여 총 25 μL로 5′ 
RACE-PCR과 3′ RACE-PCR을 수행하였다. Pre-denaturing 
step 94℃ 3분, denaturing step 94℃ 30초, annealing step 72℃ 
2분 5 cycle 실행한 뒤, 다시 denaturing step 94℃ 30초, anneal-
ing step 70℃ 30초, annealing step 68℃ 30초, extension step 
72℃ 2분 25 cycle 실시한 다음, post-extension step 72℃ 7분 
반응하였다. 총 35 cycle을 각각 실행하고 증폭된 DNA 산물은 
1% agarose gel로 전기영동 분석하였다.

Table 1. Oligo primers for polymerase chain reaction

Primer Direction Sequence (5′ → 3′) Application
MA-hrVDR-F F ACTTCAGCCATAAAGAATTCG 1st strand cDNA PCR

MA-hrVDR-R R TGTACTGATTCAATTCCTGATC 1st strand cDNA PCR

MA-hrVDR-F1 F CACCCAAGTCTTCGAAGTCCACTGGATC RACE-PCR

MA-hrVDR-R1 R CTGCTGCAGACGCCTTCATCTTTCGC RACE-PCR

HrVDR(Xho I) F GCCTCGAGATGAAAACCGTAGGTCGAAC Expression plasmid construction

HrVDR(Xba I) F GCTC TAGATTAGTTGTTGACTTCCAGTATA Expression plasmid construction
UPM F/R CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT RACE-PCR

 F, Forward; R, Reverse; UPM, Universal Primer A Mix
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Sequence 분석

증폭된 PCR산물을 pGEM-T easy vector (Promega, Madi-
son, WI, USA)에 삽입하고, Escherichia coli XL1-blue com-
petent cell에 transformation 시켰다. Alkaline lysis miniprep 
방법을 사용하여 각각의 단편이 삽입된 plasmid DNA 추출 후 
5′ 및 3′ 방향으로 Sanger 염기서열 분석 방법으로 분석을 의
뢰하였다(Solgent, Daejeon, Korea). 분석된 5′ RACE 및 3′ 
RACE clone들의 염기서열은 NCBI BLAST search program, 
NCBI ORF (Open Reading Frame) Finder와 NCBI Con-
served Domain Search (CD Search) program으로 확인하였
다. 아미노산 서열 비교는 CLUSTAL W 및 MultAlin multiple 
sequence alignment program을 사용하여 분석하였다. 분자 계
통수는 MrBayes (Huelsenbeck et al., 2001)의 Bayesian 방법
을 사용하여 제작하였다.

Plasmid 제작

HrVDR cDNA의 단백질 번역 부위를 증폭하기 위한 primer 
set (HrVDR-F, HrVDR-R; Table 1)를 설계하고 conventional 
PCR 방법으로 증폭하였으며, pcDNA3-HA-NLS expression 
vector (Maeng et al., 2012a)에 삽입하고 상법에 따라 E.coli 
XL1-blue competent cell에 transformation하고 plasmid DNA
를 추출하였다. HrVDR cDNA가 삽입된 plasmid DNA를 Xho 
I, Xba I 제한효소 처리 하여 삽입된 insert를 확인한 후, T7 및 
SP6 primer를 이용하여 5′ 및 3′ 방향으로 Sanger 염기서열 분
석 방법으로 분석하였다(Solgent, Daejeon, Korea).

Luciferase reporter assay 분석

실험 24시간 전에 분주한 human embryonic kidney 유래
의 HEK293 세포(5×104)에 HrVDR, HrRXR, human RXR 
(hRXR), human steroid receptor coactivator (hSRC1) (Maeng 
et al., 2012b) 및 전남대학교 이영철 교수님으로부터 제공받
은 human VDR 발현용 vector (hVDR), osteocalcin promoter 
유래의 VDRE로 구성된 VDRE-luciferase reporter (VDRE-
Luc) (Kim et al., 2009), β-galactosidase 발현용 pRSV-β-gal 
vector (Maeng et al., 2012a)를 LipofectamineTM 2000 (Invi-
trogen, Grand Island, NY, USA)으로 transfection하였다. 3시
간 후에 10% FBS와 1% 항생제를 포함하는 배지로 교환하였
다. 1α,25-(OH)2-vitamin D3 (1,25 D3), 7-dehydrocholesterol 
(7DHC), Cholecalciferol (CHOLC), Ergocalciferol (vitamin 
D2), 25-hydroxyvitamin D3 [25(OH)D3], 6-formylindolo [3,2-
b]carbazole (FICZ), fanesoid X receptor agonist (GW4064), 
benzoic derivative retinoic acid (AM580), 9-cis retinoic acid 
(9-cis RA) (Sigma-Aldrich)를 EtOH에 희석하여 처리하고 24
시간 동안 37℃, CO2 5% incubator에 배양하였다. 세포배양
액 중의 EtOH 농도는 0.1%이하로 유지하였다. 24시간후, 1X 
cell lysis reagent (Promega)을 사용하여 세포를 용해 시키고, 

실험군 간의 형질 도입률을 보정하기 위하여 β-galactosidase 
assay buffer (200 mM sodium phosphate buffer pH 7.3, 2 
mM MgCl2, 100 mM β-galactosidase (98%), 1.33 mg/mL 
O-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside (OPNG)를 처리하여 
흡광도 405 nm에서 β-galactosidase의 활성을 조사하였으며, 
luciferase assay buffer (1M KH2PO4 pH 7.8, 0.5 M MgCl2, 

0.1 M ATP, 10 mM luciferin)와 luminometer (Berthold Co., 
Wildbad, Germany)를 사용하여 luciferase reporter의 활성도
를 측정하였다. HrVDR 벡터의 단백질 발현을 확인하기 위하
여 HA-epitope를 인식하는 monoclonal 1차항체(mouse anti-
HA, H9658, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), goat 2차 
항체(anti-mouse IgG-HRP, sc2005, Santa Cruz Biotech., Dal-
las, TX, USA)를 각각 5,000배 희석하여 상법에 따라 western 
immunoblot을 실시하였다. 

결   과

HrVDR을 암호화하고 있는 cDNA 전체 염기서열은 5′ 및 
3′ RACE 방법으로 얻은 cDNA 산물을 NCBI ORF Finder와 
Conserved Domain Search (CD Search) program, CLUST-
AL W 및 MultAlin multiple sequence alignment program을 
사용하여 분석하였다. HrVDR full-length cDNA는 총 559 
amino acids (aa)를 암호화하고 있으며 1680 nucleotides (nt)
의 번역서열과 149 nt의 5′ 비번역 부위, 1633 nt의 3′ 비번역 
부위로 구성된 총 3462 nt로 밝혀졌다(GenBank Accession 
no. KT988062). N-말단부터 A/B domain 26 aa, DBD 77 aa, 
hinge domain 161 aa, LBD 161 aa로 구성되어 있으며 다른 
척추동물의 hinge domain에 비하여 긴 특징을 보인다(Fig. 1). 
HrVDR을 다른 동물의 VDR과 상동성을 비교하였을 때, 예상
한 바와 같이 유령멍게 C. intestinalis의 VDR-b 타입과 가장 
높은 상동성을 나타내었다(56%) (Table 2). 비록 다른 척추동
물의 VDR과 전체적인 상동성, LBD영역의 상동성은 비교적 
낮았지만(31–35%), DBD영역의 상동성은 비교적 높았으며
(62–63%) (Table 2) 시스테인 잔기가 동일한 부위에 잘 보존되
어 있다(Fig. 1). Bayesian software를 사용하여 분자계통수를 

Table 2. Amino acid sequence identities with Halocynthia roretzi 
VDR, HrVDR

Orthologous 
genes

Entire coding 
region (%)

DNA-binding 
domain (%)

Ligand-binding 
domain (%)

Ciona VDR-b 56 71 69
human VDR 32 63 34
mouse VDR 34 63 34
lizard VDR 32 63 34
Xenopus VDR 31 62 34
medaka VDR 33 63 35
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작성한 결과, HrVDR은 고등한 척추동물의 VDR과는 다른 분
지에 위치하며 Ciona VDR-b 타입과 함께 피낭류 VDR 그룹을 
형성하고 있음을 알 수 있었다(Fig. 2). 

Luciferase reporter assay를 실시하기에 앞서 HEK293세포에 
transfection된 HA-HrVDR 발현벡터가 발현되는지 HA epit-
ope 항체를 이용한 western immunoblot 방법으로 조사하였다. 
예상한 바와 같이 약 70 kDa 부근에 HrVDR 단일 밴드로 검
출되었고, 동일하게 vehicle vector를 transfection한 세포에서
는 밴드가 관찰되지 않았으며 hVDR 도입한 세포에서는 약 60 
kDa 부근에 나타났다(Fig. 3A). 

VDRE-luc reporter를 이용한 luciferase assay에서는 positive 
control hVDR을 도입한 HEK293 세포에서만 활성형 비타민
D3 (1,25 D3)에 의해 전사활성이 보였고, 다른 비타민D3 전구
체 7DHC, CHOLC, 25(OH)D3 및 식물성 비타민 D2에 의한 활
성은 보이지 않았고, HrVDR은 실험에 이용된 모든 리간드에 
반응을 나타내지 않았다(Fig. 3B). 척추동물의 VDR은 RXR
과 heterodimer를 형성하여 최대한의 전사활성을 나타내며 공

활성인자가 관여하기 때문에(Sánchez-Martínez et al., 2006), 
HrRXR, hRXR 및 hSRC1을 transfection하고 전사활성을 추
가적으로 조사하였다. HrVDR/HrRXR, HrVDR/hRXR trans-
fection 세포에 1,25 D3 및 9-cis RA 처리에 의해 변화가 없었
지만, 공활성인자 hSRC1의 cotransfection은 전사활성을 유의
적으로 증가시켰다(Fig. 3C; P<0.05). 한편, 고농도의 FICZ 및 
AM580 처리에 의해 Ciona VDR 전사활성이 증가된 선행연구
가 있었으므로(Reschly et al., 2007), 비교적 고농도(1–5 μM)
로 관련 리간드를 처리하여 동일하게 VDRE reporter assay를 
실시하였다. 그 결과, HrVDR은 1,25 D3, FICZ, AM580에 의한 
전사활성은 나타나지 않았지만, 고농도의 GW4064 (5 μM) 처
리에 의해 전사활성이 증가하였다(Fig. 4; P < 0.05). 

고   찰

본 연구에서는 멍게 VDR을 암호화하는 full-length cDNA 
(HrVDR)를 cloning하고 유령멍게 Ciona VDR 및 척추동물의 

Fig. 1. Amino acid sequence alignment of VDR proteins. Multalin program (Corpet 1988) was used to generate a multiple alignment 
with VDRs: Halocynthia roretzi HrVDR, (GenBank Accession no. KT988062), Ciona intestinalis CionaVDR-b (NP_001037831.1), hu-
man VDR (J03258.1), mouse VDR (BAA06737.1), Anolis carolinensis lizard VDR (XP_008101719), Xenopus laevis XenopusVDR 
(NP_001079288.1), and Oryzias latipes medakaVDR (NP_001121988.1). The DNA-binding domain (DBD) and ligand-binding domain 
(LBD) were predicted by NCBI domain architecture analysis program. Highly conserved amino acid sequences are shown in the consensus 
sequence. 

               1                                              <<---------------------------- DNA-Binding Domain (DBD) ---------------->>            130
HrVDR                            MKT VGRTGVSLSR LRQDSPEDEG KTKDKICVVC GDIATGTHFA AMTCEGCKGF FRRSMKKCTQ FTCAFENHCT INKSNRKHCQ ACRLQKCLAV GMNSNLIMSE ESVNRKRELI
CionaVDR-b                                                                  MHFG AITCEGCKGF FRRSVKKNAS FSCAFEKKCE INKNNRKHCQ ACRFNACLAA GMNSSLILSD EEVNKKRDLI
humanVDR                               MEAMAAST SLPDPG-DFD RNVPRICGVC GDRATGFHFN AMTCEGCKGF FRRSMKRKAL FTCPFNGDCR ITKDNRRHCQ ACRLKRCVDI GMMKEFILTD EEVQRKREMI
mouseVDR                               MEAMAAST SLPDPG-DFD RNVPRICGVC GDRATGFHFN AMTCEGCKGF FRRSMKRKAL FTCPFNGDCR ITKDNRRHCQ ACRLKRCVDI GMMKEFILTD EEVQRKREMI
lizardVDR      MSLFQNPWEL YQPSIPNDLD TEMEIVAPCP PFPDPASDFD RNIPRICGVC GDKATGFHFN AMTCEGCKGF FRRSMKRKAM FTCPFNGDCK ITKDNRRHCQ ACRLKRCTDI GMMKEFILTD EEVQRKREMI
XenopusVDR                             MEFMAATT SIADTDMEFD KNVPRICGVC GDKATGFHFN AMTCEGCKGF FRRSMKRKAM FTCPFNGDCR ITKDNRRHCQ SCRLKRCVDI GMMKEFILTD EEVQRKRQMI
medakaVDR                              MESITVTT SVVGPD-EFD RNVPRICGVC GDKATGFHFN AMTCEGCKGF FRRSMKRKAS FTCPFNGSCN ITKDNRRHCQ ACRLKRCIDI GMMKEFILTD EEVQRKKEMI
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               131                                                                                                                                      260
HrVDR          RTNREKRALM RLKKEQEEID QREKIFELSP QPIVQMTPED KCLIKMLLDC HYSSYDFSYE DYETFRGRQH IAPPNVEEIK TSHVTLAWLM ANTEEDLSRP QEEKPRKSAS KVRSSSKKDN KVEHPKRAKD
CionaVDR-b     RMNREKSGSK Q--------- ---------P QA-TRMTMDE KLLVKTLLKG HRDSYDFAYV EYDTFRGREP GSNDGQQEI- ---------- ---------- ---------- --------GN NTENPN----
humanVDR       LKRKEEEALK D--------- ---------- SLRPKLSEEQ QRIIAILLDA HHKTYDPTYS DFCQFRPPVR VNDGG----- ---------- ---------- ---------- --------GS HPSRPNSRHT
mouseVDR       MKRKEEEALK D--------- ---------- SLRPKLSEEQ QHIIAILLDA HHKTYDPTYA DFRDFRPPIR ADVST----- ---------- ---------- ---------- --------GS YSPRP----T
lizardVDR      MKRKEEEALK E--------- ---------- SLKPKLLEEQ QRIIDILLEA HKKTYDPTYS DFNQFRPPVR ----G----- ---------- ---------- ---------- --------SR MKSRSSSIMT
XenopusVDR     NKRKSEEALK E--------- ---------- SMRPKISDEQ QKMIDILLEA HRKTFDTTYS DFNKFRPPVR ENVDP----- ---------- ---------- ---------- --------FR RITRSSSVHT
medakaVDR      MKRKEEEAAR E--------- ---------- AMRPRLNEEQ ARIISSLVEA HHKTYDASYS DFSRFRPPVR -DGPV----- ---------- ---------- ---------- --------TR SASRAASLHS
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               261                                                                                                                                     <<390
HrVDR          EGVCSSSNNS PVECCDLSDT FGSLHGVSQP PVVQQDGAVG RQSVAQDSFY SDSSASMPSR HNIRLGDQEL NQYKCDMADQ AATRMMFEDS KDTLADSGVD SLLYLQGLFM NQGLMDEKMH SLFQHFCDIM
CionaVDR-b     -GLDAAT--- ---------- ---------- -------AVE AQSTTEDS-- ---------- -----GKQ-- ---------- --LHLM---- ---------- -LLFQHFLPI YPFSFDPKAK QLFQHFCDIM
humanVDR       PSFSGDSSSS C--------- ---------- ----SDHCIT SSDMMDSSSF SNL------- ---------- ---------- ---------- ---------- -DLSEEDSDD PSVTLELSQL SMLPHLADLV
mouseVDR       LSFSGDSSSN ---------- ---------- ----SDLYTP SLDMMEPASF STM------- ---------- ---------- ---------- ---------- -DLNEEGSDD PSVTLDLSPL SMLPHLADLV
lizardVDR      QGFSSSEDS- ---------- ---------- ------LDTF SSSSPEPKMF SNL------- ---------- ---------- ---------- ---------- -ELSDDSDES ASMSIDLSHL SMLPHLADLV
XenopusVDR     QGSPSEDS-- ---------- ---------- -----DVFTS SPDSSEHGFF SAS------- ---------- ---------- ---------- ---------- -LFGQ--FEY SSMGGKSGEL SMLPHIADLV
medakaVDR      LSDASSDSF- ---------- ---------- ------NHSP ESVDTKMNFS SLL------- ---------- ---------- ---------- ---------- -MMYQDGVNS PDSSEEDTKL SMLPHLADLV
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           391 <<----------------------------------------------- Ligand-Binding Domain (LBD) ------------------------------------------------------>>520
HrVDR          TWGIKKVIEF CKCIPEFQEL STVDQINLLR GGCLEMLVLR SYFAFASDGN KYM--SDKFQ YSPEDFLQAG ASTEFVDQYT NVHMRMRKMK LKVEEICLLI GLVLFSPDRP GVQDHGKVEA MQKRIAQALR
CionaVDR-b     TWGIRKVIDY CKGIPQFVQL SIVDQIVLLR GGCLEMLVLR SYFAFSCNEN KYM--SDKFQ YKPSDFLQAG GNKEFVEKYN SLHIRMRKMK LQVEEICLLL ALVLFSPDRP GLEDQAKVEQ MQDCVANTLQ
humanVDR       SYSIQKVIGF AKMIPGFRDL TSEDQIVLLK SSAIEVIMLR SNESFTMDDM SWTCGNQDYK YRVSDVTKAG HSLELIEPLI KFQVGLKKLN LHEEEHVLLM AICIVSPDRP GVQDAALIEA IQDRLSNTLQ
mouseVDR       SYSIQKVIGF AKMIPGFRDL TSDDQIVLLK SSAIEVIMLR SNQSFTMDDM SWDCGSQDYK YDITDVSRAG HTLELIEPLI KFQVGLKKLN LHEEEHVLLM AICIVSPDRP GVQDAKLVEA IQDRLSNTLQ
lizardVDR      SYSIQKVIGF AKMIPGFKDL TAEDQIALLK SSAIEVIMLR SNQSFSLEDM SWTCGSNDFK YKISDVTQAG HSLDLLEPLV KFQISLKKLN LHEEEHVLLM AICILSPDRP GVQDTAMVES IQDHLSGILQ
XenopusVDR     SYSIQKIIGF AKMIPGFRDL IAEDQIALLK SSVIEVIMLR SNQSFSLDDM SWTCGSEDFK YKVDDVTQAG HNMELLEPLV KFQVGLKKLD LHEEEHVLLM AICILSPDRP GLQDKALVES IQDRLSSTLQ
medakaVDR      SYSIQKVIGF AKMIPGFRDL TAEDQIALLK SSAIEIIMLR SNQSFSLEDM SWSCGGPDFK YCVNDVTKAG HTLELLEPLV KFQVGLKKLN LHEEEHVLLM AICLLSPDRP GVQDHARIEQ LQDRLSEALQ
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           521 <<------------- LBD --------------->>                                    590
HrVDR          AYEYTNKDPE K-----ACVI YSELLLLLPV LRTINVLFSN TILTLK-DDI NEDDINPLIL EVNN
CionaVDR-b     AYEYTHKPPN ESSFLQARTM YCELLLILPI LRTINMLFAQ NIMSLK-QT- NEKDMNPLIL EVNNSADDED
humanVDR       TYIRCRHPPP G-----SHLL YAKMIQKLAD LRSLNEEHSK QYRCLSFQPE CSMKLTPLVL EVFGNEIS
mouseVDR       TYIRCRHPPP G-----SHQL YAKMIQKLAD LRSLNEEHSK QYRSLSFQPE NSMKLTPLVL EVFGNEIS
AnolisVDR      TYILCRHPPP G-----NRLL YPKMIQKLAD LRSLNEEHSK QYRCLSFLPE HSMQLTPLVL EVFGNEIS
XenopusVDR     TYILCKHPPP G-----SRLL YAKMIQKLAD LRSLNEEHSK QYRSISFLPE HSMKLTPLML EVFSDEIP
medakaVDR      AYIRVNHP-- G-----GRLL YAKMIQKLAD LRSLNEEHSK QYRSLSFQPE HSMQLTPLVL EVFGSEVS
Consensus      aYeyt.kpp. ......ar.. Y.e$ll.Lp. LRtiN.lfs. .i.slk.q.. ne.d.nPLiL EVnn......
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해당 ortholog들과 비교 분석하였다. 또한 HrVDR과 결합하는 
리간드를 조사하기 위하여 비타민 D3 반응형 VDRE reporter 
유전자 및 다양한 비타민 D3 관련 화합물을 이용하여 HrVDR 
전사활성도 변화를 측정하였다. 본 연구는 무척추동물 VDR의 
리간드 탐색 및 기능을 연구할 때 필요한 중요한 기초자료로서 
활용될 것으로 생각된다. 

VDR 유전자는 인간, 마우스, 닭, 도마뱀, Xenopus 등 대표
적인 척추동물에서는 한 종류만 존재하지만, 송사리(Oryzias 
latipes), 넙치, 복어 등 경골어류는 유전자 중복에 의해 VDRα, 
VDRβ 두 종류가 존재한다(Suzuki et al., 2000; Maglich et al., 
2003; Howarth et al., 2008). 본 연구에서 멍게 HrVDR 전체 아
미노산 서열을 분석한 결과, 계통분류학상 근연종인 C. intesti-
nalis의 VDR-b subtype과 가장 유사한 것으로 밝혀졌으며 이
는 두 종이 동일한 피낭류 해초강에 속한 것을 반영하고 있다. 
한편, 멍게의 다른 핵수용체 superfamily 유전자를 조사한 바
에 의하면, estrogen receptor-related receptor (ERR), farnesoid 
X receptor (FXR), liver X receptor (LXR) 및 RXR은 splicing 
variant가 존재할 경우도 있으나, 각각 한 종류의 유전자만 존재
한다(Park et al., 2009; Maeng et al., 2012a, 2012b; Raslan et 
al., 2013). 따라서, HrVDR을 포함하여 멍게의 핵수용체들은 
각각의 단일 유전자들에 의해 암호화되어 있을 가능성이 높다.
다른 척추동물의 VDR 단백질의 핵심적인 기능 domain들로 
판단되고 있는 DBD 및 LBD 영역에 대하여 HrVDR의 대응 
영역과 비교하였을 때, 다소간 아미노산서열의 변이가 높은 수
준임을 알 수 있었다. 비록 NCBI Blast 분석 결과 척추동물의 
가장 유사한 분자로서 VDR 단백질들이 검색되었지만, 호르몬 

Fig. 2. A phylogenic tree for VDR proteins. Phylogenetic tree con-
struction was generated with MrBayes software and the reliability 
of the tree was assessed by bootstrapping using 10,000 bootstrap 
replications. The abbreviated amino acid sequence names for 
VDRs are noted in Fig. 1. Estrogen receptor-related receptor of 
Halocynthia roretzi, HrERR, was used as outgroup. 
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Fig. 3. Transcriptional activity of HrVDR. (A) HEK293 cells in a 
24-well plate were transfected with HA-HrVDR expression vector 
(100 ng) and cultured for 48 h. Total cell lysates were resolved by 
12% SDS-PAGE and blotted with the HA primary antibody and 
HRP-conjugated secondary antibody. The maternal vehicle vector 
and HA-hVDR expression vector were used for controls. (B-C) 
The vehicle vector, HrVDR, hVDR, hRXR and hSRC1 expres-
sion vectors (100 ng each) were transfected into HEK293 cells in 
24-well plates, along with the VDRE-Luc reporter (100 ng) and 
β-galactosidase expression vector (pRSV-β-gal; 100 ng). After 24 
h of transfection, the cells were incubated in the presence of the 
indicated ligands (10-7 M each) or the same amount of EtOH for 18 
h. All cells were lysed, and the luciferase activities were measured 
and normalized against the β-galactosidase expression as an inter-
nal control. The relative luciferase activity represent the mean±SE 
of four separate transfections expressed as a relative light unit 
(RLU). Statistical changes were determined by the Student’s t test 
(two-tailed). *, P＜0.05. 
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결합 부위인 LBD의 변이가 많았고 유사 종 C. intestinalis의 
VDR LBD 영역과도 69%의 상동성에 불과하였다. 따라서, 비
타민 D가 리간드인 척추동물의 VDR과 같은 양식으로 피낭류 
VDR LBD에도 용이하게 비타민 D가 결합할 것으로는 추정되
지 않는다. 멍게와 C. intestinalis 핵수용체 LBD 영역은 인간
의 해당 ortholog들과 비교한 상동성은 38–78%인 점을 고려
하면 HrVDR의 아미노산 상동성(34%)은 조사된 핵수용체들 
중에서 가장 낮음을 알 수 있다(Park et al., 2009; Maeng et al., 
2012a, 2012b; Raslan et al., 2013). 한편, DBD 영역에서 DNA
결합에 핵심적인 구조로 알려진 zinc finger구조를 형성하는 4
개의 시스테인 site는 모든 동물들에서 매우 잘 보존되고 있어
서 VDRE를 포함하는 유전자 상류 영역에 결합하는 능력은 있
을 것으로 판단된다. 향후, 해양무척추동물 멍게류 VDR이 더 
밝혀져서 VDR아미노산 변이와 전사인자로서의 기능에 관련
된 분자진화학적인 연구가 기대된다. 
척추동물의 VDR과 현저한 아미노산 변이를 보이는 HrVDR 
및 C. intestinalis의 LBD 영역, 그리고 1,25 D3가 Ciona VDR의 
리간드로서 작용하지 않았다는 연구 결과(Reschly et al., 2007)
는 멍게 HrVDR의 비타민 D3 비의존성을 예상할 수 있었다. 실
제로 1,25 D3는 물론 그 전구체인 7DHC, CHOLC, 25(OH)D3 

및 식물성 비타민 D2에 의한 전사활성 역시 관찰되지 않았고 현
재로서는 HrVDR의 내재적 리간드 및 agonist는 불확실한 실정
이다. 한편, FXR 리간드인 GW4064를 비교적 고농도인 5 μM
로 처리한 결과 HrVDR의 약한 전사활성이 나타난 점은 해양
무척추동물 피낭류 핵수용체의 리간드 선택성은 잘 알려진 척
추동물 핵수용체의 리간드 선택성과는 많은 차이점을 시사하
고 있다. 실례로 멍게 FXR 및 LXR은 각각의 척추동물 agonist
로 알려진 GW4064 및 GW3965에 의한 전사활성이 보이지 않
았다(Maeng et al., 2012a, Raslan et al., 2013). 전술한 바와 같
이, 고농도로 FICZ 및 AM580를 처리한 경우 Ciona VDR의 전

사활성이 약하게 관찰된 결과(Reschly et al., 2007)와 대조적으
로 HrVDR은 전사활성이 보이지 않았다. 이는 Ciona VDR의 
LBD와도 아미노산서열 차이가 현저한 점을 반영하고 있으며 
피낭류 VDR 리간드 및 agonist의 다양성을 시사하고 있다. 향
후, 1,25 D3와 유사한 척추동물형 비티민D계열의 리간드 존재 
및 HrVDR결합affinity를 조사하는 추가적인 연구가 필요할 것
으로 사료된다.
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Fig. 4. Transcriptional activation of HrVDR by FXR agonist 
GW4064. Vehicle and HrVDR expression vectors were transfected 
into HEK-293 cells as indicated. Treatment of ligands, luciferase 
reporter assays and statistical analysis are same with Fig. 3.
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