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	1. 곤충의 생체방어 특성
  곤충은 지속적으로 병원성 미생물이나 진핵의 기생충에 노출되나 단지 소수만이
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그림 1. 곤충생체방어 모델 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	감염이 된다. 그 이유는 병원균이나 기생충에 대한 효과적이고 정교한 생물학적 방어시스템을 갖고 있기 때문이다. 이러한 방어시스템은 침입하는 병원균의 종류나 특정부위를 일시적으로 인식하여 이에 대한 필요물질을 분비함으로 자신을 외부 물질로부터 방어하는, 이른바 유형에 따른 외부물질의 인식에 근거를 두고 있다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	2. 곤충 방어체계의 종류
  곤충이 세균, 곰팡이, 바이러스로부터 자신을 지키는 방어체계는 크게 3가지로 분류할 수 있다. 첫째는 큐티클로 이루어진 외피에 의한 물질적인 작용과 먹이와 동반되어 침입한 병원체에 의한 중장 피막의 손상을 보호하는 위 식막의 물리적 작용을 들 수 있다. 둘째는 상피세포에서 분비되는 여러 가수분해 효소 및 라이소자임(lysozyme) 등에 의한 외부물질의 소화작용, 그리고 마지막으로 체강으로 침입된 병원체들을 제어하기 위한 체액성 면역 및 세포성 면역을 들 수 있다. 지금까지의 연구결과, 곤충의 체액성 면역과 세포성 면역은 각각 개별적으로의 독립된 역할을 통하여 생체방어를 작용한다기보다는 두 면역체계가 서로 협조하면서 방어기능을 수행하는 것으로 알려져 있다. 따라서 세포성 면역이 효과적으로 수행되기 위해 체액성 면역인자들이 어떤 역할을 하는 가를 밝히기 위한 연구는 곤충 체강에서 일어나는 생체방어 체계를 명확히 이해하는데 도움이 될 것이다. 아울러 체액성 면역에 관여하는 인자에 대한 연구와 이해는 향후 이들 물질의 농업적, 의학적, 생물학적 이용을 위한 초석이 될 것이므로 이들에 대한 심도있는 연구가 요망되는 실정이다. 여기서는 현재 알려진 곤충의 체액성 면역인자에 대해 일부 소개하고자 한다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	3. 곤충의 생체방어 물질
  전술한 바와 같이 곤충의 체액성 면역에 기여하는 생체방어인자는 포유류의 보체(complement) 시스템에 대응되는 prophenoloxidase(PPO) 시스템과 직접 병원체들을 제어하는 물질들인 항균 단백질들 및 라이소자임으로이루어져 있는데 항균 단백질들은 대개 병원체들의 침입에 의해 유도 합성되어 본격적인 세포성 면역기전이 활성화되기 전까지 체액 내에서 병원체들을 제어하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 이러한 곤충의 체액성 면역인자들의 존재와 작용기전들에 대해서는 그 동안의 많은 연구들을 통해 상세히 밝혀진 바 있는데, 특히 cecropin, insect defensin, apidaecin, attacin 등으로 대표되는 항균 단백질들은 새로운 형태의 항생제를 개발하기 위한 후보물질들로서도 큰 관심을 끌어온 바 있다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	가. 항균 단백질
  곤충의 혈림프에는 병원체의 침입으로 인해 합성이 유도되거나 양적으로 증가되는 항균 단백질들이 존재한다. 이들은 대개 지방체와 혈구세포에서 합성된 후 혈림프로 방출되는데 혈림프에서는 1~10㎛의 농도로 존재하게 되며 이 단백질들로 인해 갖게되는 혈림프의 항균활성은 일반적으로 수 일간 지속되게 된다. 이제까지 발견된 곤충의 이러한 항균 단백질들은 그들의 구조와 크기에 따라 크게 4종류로 분류된다. 첫째는 α-helical 구조를 지닌 것, 둘째는 이황화 결합(disulfide linkage)을 구조 내에 포함하고 있는 것, 셋째는 단백질 구조 내에 proline아미노산을 다량 함유하고 있는 것, 마지막으로는 glycine아미노산을 많이 포함하고 있는 것들이다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	나. 라이소자임
  라이소자임은 세균의 세포벽 성분인 peptidoglycan의 N-acetylmuramic acid와 N-acetylglucosamine사이의 β-1,4-glycosidic bond를 가수분해시키는 효소이다. 이 효소는 척추 및 무척추 동물, 미생물, 식물 및 박테리오 파아지 등에서 광범위하게 발견되어 왔다. 

	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(1) 곤충 라이소자임의 분리와 물리화학적 특성
  곤충의 체액성 면역인자로서 라이소자임의 중요성은 1980년에 세크로피아잠의 혈림프에서 주입된 세균에 대항하여 라이소자임이 양적으로 증가한다는 사실을 확인한 후, 분리 동정되면서 부터 인식되기 시작했다. 이 후 라이소자임은 이화명나방, 누에, 초파리, Musca. domestica 등의 혈림프와 중장 등에서 발견되어 구조와 항균활성 등이 분석되었다. 이제까지 분리된 곤충 라이소자임의 분자량은 14~17 kDa정도를 가지고 있으며 인시목의 혈림프에서 발견된 라이소자임은 닭 라이소자임과 구조 및 활성 면에서 매우 유사한 것으로 밝혀졌다. 등전점에 따라 곤충 라이소자임은 산성(pH 5.0)과 염기성(pH 10.0)의 두 부류로 구분된다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(2) 라이소자임의 생리적 기능 및 항균활성
  곤충에 따라서는 라이소자임이 생체방어인자로서의 역할뿐만 아니라 소화효소로서의 역할도 하는 것으로 확인되었다. 예를 들어 초파리와 M. domestica에서 발견된 라이소자임 D는 중장에서만 주로 작용하는데 이들은 다른 라이소자임들의 경우와는 달리 산성 pH에서만 작용하는 소화효소인 것으로 밝혀졌다. 인시목의 누에, 이화명나방 및 세크로피아잠의 라이소자임 경우엔 보통시에도 혈림프에 낮은 수준으로 존재하고 있다가 세균에 감염되면 급격한 양적 증가를 보이는데, 이는 탈피 중에 혈림프에 들어오는 세균에 대한 방어작용을 라이소자임이 하고 있다는 것을 의미한다. 현재까지 곤충의 라이소자임은 다른 생물군에서 발견된 것들과 같이 그람 양성세균에만 활성이 있는 것으로 분석되었다. 그렇다면 cecropin과 같은 항균 펩타이드가 주된 생체방어 기능을 수행하는 곤충의 혈림프에서 라이소자임의 생리적기능은 무엇일까? 이제까지 세크로피아잠과 이화명나방에서 연구된 바에 의하면 라이소자임은 cecropin과 attacins이 세균에 작용한 후, 남겨진 세포벽 성분을 제거하는 데에 역할을 하며 또한 누에의 경우엔 세균의 세포벽 성분인 peptidoglycan을 분해하여 분해산물이 방어기전을 유발시키기 위한 신호물질로서 이용되도록 한다는 보고도 있다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	다. Prophenoloxidase(PPO) System
  페놀 산화효소(phenoloxidase)는 곤충의 혈림프에서 tyrosine으로부터 멜라닌이 형성되는 과정에 기여하는 효소이다. 페놀 산화효소는 주로 integument, 혈구세포와 혈림프에서 발견되는데 이들은 불활성의 zymogen형태로서 존재한다. 페놀 산화효소의 활성화는 발생단계에 따라 혹은 외상이나 미생물의 감염에 의해 조절된다. 실제 PPO가 페놀 산화효소로 활성화되는 과정은 serine단백질 분해효소의 작용으로 일어나며 이 과정을 PPO 활성화 체계 혹은 PPO cascade라고 명명한다. PPO cascade의 활성화는 주로 세균이나 곰팡이의 세포벽 성분인 lipopolysaccharides, peptidoglycan 및 β-1, 3-glucan등에 의해 유발되는 것으로 알려져 있는데, 지난 10 여 년간 PPO system과 그 활성화체계에 관해서 많은 연구가 진행되어 왔지만 아직 곤충의 PPO system활성화에 관한 전체적인 내용은 완전히 밝혀져 있지 않다. 
  PPO를 활성화시키는 데에 기여하는 체내 성분으로는 인식 단백질, serine 단백질 분해효소, 단백질 분해효소 저해제 등을 들 수 있다. 곤충 체내에서의 이들의 존재 와 특성 및 기능을 규명하는 일은 PPO system이 생체방어 기능에 기여하는 역할을 밝히기 위해 매우 중요한 연구로 생각되어 왔다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(1) 인식 단백질
  이제까지 미생물 세포벽 성분에 결합하는 여러 인식 단백질들이 여러 곤충들에서 발견되었는데, 이들 중에 일부는 다른 생체방어기전을 유도함과 동시에 PPO 활성화 기작에도 참여하는 것으로 알려져 있다. LPS 결합 단백질은 여러 종에서 발견되었는데 이들은 각각 매우 상이한 구조를 갖고 있다고 보고되어 왔다. 또한 아직 특성규명은 안되어 있으나 혈구세포 표면에는 LPS 수용체가 존재한다고 보고된 바도 있다. 누에나방에서는 그람음성세균 결합단백질(GNBP)이 발견되었는데 분자량은 약 50kDa정도이고 bacterial β-1, 3-glucanase 와 유사성을 가지고 있으며 β-1, 3-glucan과 결합하는 특성도 가지고 있는 것으로 보고된 바 있다. 누에나방의 혈림프로부터는 PG에 대한 결합능력을 지닌 PG 인식 단백질(PGRP)이 발견된 바 있는데, PGRP는 19kDa의 분자량을 가지고 있는 단일 펩타이드로 이루어져 있다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(2) PPO 활성화 효소
  PPO가 특정 serine 단백질 분해효소에 의해 활성화된다는 사실은 여러 곤충들에서 확인되어 왔다. 누에의 혈림프로부터는 정제된 PPO를 PO로 전환시켜 활성을 갖도록 해 주는 단백질 분해효소를 정제하여 PPO에 대한 이들의 작용부위를 확인한 바도 있으며, 초파리에서는 28.5 kDa의 분자량을 지닌 단백질 분해효소를 확인한 바도 있다. 또한, Manduca sexta로부터는 44 kDa의 단백질 분해효소(31 kDa와 13 kDa의 두 subunits로 존재)가 확인 정제된 바도 있다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(3) Serine 단백질 분해효소 저해제 (Serpin)
  활성형태의 페놀 산화효소는 매우 유독한 중간물질을 생성하게 되므로 대부분 zymogen으로서 체내에 존재하게 된다. 곤충에서는 저분자량의 단백질 분해효소 저해제가 PPO 활성화를 효과적으로 저해하고 있다. Locusta migratoria에서는 세 저해제가 발견되었는데 이중 두 개(LICMⅠ and LICMⅡ)가 clone되었는데 여러 저해제들은 한 mRNA에 의해서 encode된 two-domain precursor로부터 비롯되었다는 사실이 밝혀졌다. 곤충 이외의 절족동물 중에 하나인 갑각류의 crayfish에서는 155 kDa의 단백질 분해효소 저해제 (pacifastin)가 발견되었고, 이들은 PPO-AE를 1:1의 비율로서 저해한다. Pacifastin은 두 mRNA에서 encode되며 light chain은 9개의 단백질 분해효소 domain으로 구성되어 있고, heavy chain은 세 transferrin domains을 지니고 있다. 이 중 pacifastin light chain domains (PLDs)는 LICM Ⅰ,Ⅱ과 homology를 지니며, 다른 transferrins처럼 antimicrobial activity를 지니고 있다. 이들 pacifastin과 locust의 저해제들은 새로운 형태의 단백질 분해효소 저해제인 것으로 여겨지고 있다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	라. Hemolin
  Hemolin은 4개의 Ig-like domain으로 구성되어 있는 곤충의 혈림프 단백질이다. 세균 감염이나 LPS나 peptidoglycan을 주입 시 합성이 유도되는 단백질들로서 세크로피아잠과 이화명나방에서 발견되어 분리되었다. Hemolin은 Ig superfamily로서 침입한 세균을 인식하여 혈림프에서 일어나는 다른 항균 반응을 매개하며 또한 외부 침입자의 표면에 혈구세포가 결합되는 것을 조절하는 역할을 하는 것으로 여겨지고 있다.

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(1) Hemolin의 물리화학적 특성
  Hemolin은 48 kDa의 분자량을 지니며 18개의 signal서열과 총 395개의 아미노산을 지니고 있는 것으로 밝혀졌다. 세크로피아잠과 이화명나방에서 분리된 두 hemolin은 62%가 동일하며 이화명나방의 경우엔 유충시에 carbohydrate가 포함되어 있어 lectin에 의해 인식되기도 하는데, pupa와 성충시기에서 발견된 hemolin은 carbohydrate를 가지고 있지 않아 발생단계에 따라 post-transcriptional modification이 조절되는 것으로 보인다. Hemolin구조에서 Ig-like domain은 90~100개의 아미노산으로 구성되어 있으며 각 domain에는 두 개의 conserved Cys잔기가 존재한다. Cys잔기 주위의 서열이 가장 보존된 부위이며 domain의 양끝과 중앙 부위는 큰 sequence 변이가 발견된다. 

	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 
	(2) Hemolin의 기능
  Hemolin의 구조는 포유류에서 발견된 cell adhesion molecules와 유사하다. 이 사실은 hemolin이 항균반응에 있어 혈구세포s adhesion의 regulation을 매개한다는 가능성을 시사해 주는 것이라 하겠다. 실제로 hemolin들은 혈구세포s의 응집을 저해하며 혈구세포s의 표면에 부착되어 있는 상태로 발견되기도 한다. Hemolin은 E. coli의 표면에 결합되며 따라서 hemolin은 opsonin으로서의 기능도 하는 것으로 생각되는데, 즉 hemolin은 혈구세포에 의한 식균작용을 증가시켜 주는 것으로 여겨지고 있다.
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