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요     약

 

   본 연구는 N-ethyl-N-nitrosourea(ENU) 돌연변이에 의해 생산된 전신 떨림 표현

형을 나타내는 진전(tremor) 돌연변이 마우스와 뇌세포 사멸 증상을 나타내는 자연발

생 돌연변이인 purkinje cell degenerations(pcd) 마우스의 표현형 유발에 관련된 분자 

유전학적 기전의 이해를 위해 이들 마우스의 뇌 조직에 대한 형태학적 이상 및 뇌세

포 사멸 현상 등에 대한 관찰을 목적으로 수행되어졌다. 제1장에서는 유전자 기능을 

대량으로 분석하는 방법 중의 하나로 ENU를 주사하여 생산된 인공돌연변이 생쥐들 

중 진전 표현형을 가지는 돌연변이 마우스의 조직학적 특성을 분석하였다. 진전 마우

스의 뇌 조직에 대하여 진전 증상과 관련될 것으로 추측되는 뇌세포 사멸 증상, 신경

세포돌기의 신경수초형성 이상, 뇌구조의 발생학적 이상 등의 존재 여부를 관찰하기 

위해 뇌 조직 절편에 대한 조직학적 분석 및 소뇌의 퍼킨지신경세포(purkinje cell)에 

대한 면역 조직학적 분석을 수행하였다. 전반적인 뇌 조직의 구조면에서는 대뇌피질

(neocortex), 후구(olfactory bulb), 해마(hippocampus), 시상(thalamus), 소뇌

(cerebellum)등을 비롯하여 관찰 가능한 모든 부분에서 조직의 발생학적 또는 형태학

적 이상을 나타내는 증거인 신경세포층 형성부전, 주요 nuclei의 형성 부전, picnotic 

cell의 존재 등을 발견할 수 없었다. 또한 LFBCV(luxol fast-blue cresyl violet) 염색

에 의해 식별 가능한 신경수초(myelination)의 결핍, 주요 신경교련(neuronal 

cammissure) 및 신경로(neuronal tract)의 이상 등도 발견할 수 없었다. 본 연구를 통

해서 진전 표현형을 가지는 돌연변이 마우스의 뇌 조직에 대한 형태학적 이상의 관

찰에서는 대조구로 사용된 정상 마우스와의 차이점들을 발견 할 수 없었다. 따라서 

진전돌연변이 마우스의 세포생물학적 수준에서의 표현형 규명과 전신 떨림 현상의 

원인규명을 위해서는 진전 마우스에서 돌연변이를 일으킨 유전자의 규명을 위한 유

전학적 연구가 추가적으로 진행되어야 할 것으로 생각되어진다. 제 2장에서는 

purkinje cell degeneration(pcd) 마우스 모델을 이용하여 뇌세포 사멸에 대한 기전을 
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밝히는 연구가 수행되었다. Pcd 마우스는 뇌신경세포 특히 퍼킨지신경세포가 죽어서 

그 숫자가 감소하여 뇌신경계 이상을 보이는 마우스로 agtpbp1 유전자의 돌연변이에 

의해 pcd 마우스의 이상 증상들이 나타나는 것으로 최근에 밝혀졌다. 하지만 아직까

지는 agtpbp1 유전자의 역할에 대해서는 명확하게 밝혀진 바가 없다. 따라서 제 2장

에서는 단백질간의 상호작용을 분석하는 연구 기법인 yeast two hybrid 분석을 통해 

pcd 마우스의 이상증상 유발유전자인 agtpbp1유전자와 상호작용하는 다른 유전자의 

발굴을 통해 agtpbp1 유전자의 기전을 밝히기 위해 수행되었다. Yeast two hybrid 분

석을 하기 위한 첫 단계로써 agtpbp1 유전자를 5´단편, 3´단편, full-length(전장형) 등

의 3가지 형태로 구분하여 yeast two hybrid 분석에 필요한 binding domain(BD)을 

포함하고 있는 pGBKT7 vector에  subcloning하여 yeast two hybrid 실험을 위한 bait 

construct를 제작하였다. 
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I. 서 론

1. 질병 모델로서 마우스의 이용  

   

   Human genome project는 유전적 지도 작성, 물리적 지도 작성, 전체 유전체의 염

기서열 결정을 목표로 1990년에 시작되어 현재 사람 유전체 구조의 분석을 목적으로 

하는 구조유전체학 측면에서는 연구 목표의 달성이 거의 완료되었다(Stanford 등, 

2001). 다음 단계로는 기능적 측면에서 유전체의 분석을 목표로 인체 질병과 관련된 

유전자를 찾고 각 유전자들을 모델 생물 내에서 조작하여 돌연변이나 비정상적인 발

현을 유도하여 생체 내에서의 기능을 규명하거나 조직별 및 세포별 유전자 발현의 

양상을 파악하고자 하는 연구가 진행 중에 있다(Cordes 등, 2001). 이러한 기능유전체

학 연구를 위해서는 실험동물 모델이 필요하며 마우스는 해부 및 생리구조가 사람과 

매우 유사하고 상대적으로 짧은 세대간격을 가지며, 마우스의 유전체는 다른 동물들

에 비해 형질전환 또는 유전자 제거(gene konckout) 기술과 같은 분자생물학적 연구

기법을 이용하여 쉽게 조작할 수 있기 때문에 매우 유용한 실험 모델 동물로서 이용

되고 있다(David, 2004).

2. 유전자 기능 분석 방법

   

  인위적인 돌연변이 마우스모델 동물의 개발을 통한 유전자 기능의 연구를 위하여 

초기에는 X-선을 투사하여 돌연변이를 유발하는 방법이 사용되었다(Burmeister 등, 

2002). 근래에 와서는 동물의 핵에 외부 유전자를 주입시켜 그 유전자가 생식세포에 

전달, 발현되어  외래유전자가 도입된 동물을 생산하는 형질전환법(transgenesis)과 

특정 유전자의 in vivo 역할을 구명하기 위해 특정유전자를 인위적으로 결손 시킨 

후 그 유전자의 결손에 따른 표현의 변화를 분석하는 유전자결손법(gene targeting)
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이 있다. 

  Gene targeting 방법에는 특정 유전자의 일부분을 제거하는 knockout방식과 특정 

유전자의 구조 내에 발현시키고자 하는 다른 유전자를 삽입하여 특정 유전자로부터 

원래의 단백질 생산을 제거하며 다른 유전자의 발현을 유도하는 knockin 방식이 있다

(Burmeister 등, 2004). 근래에 와서는 돌연변이 모델동물의 개발 방법으로 화학적 돌

연변이 유기법(chemical mutagenesis)을 이용한 모델 동물 개발방법이 제시되었다

(Bradley 등, 2002). 일반적으로 knockout이나 transgenic 동물의 경우를 제외하고는 

변이된 유전자를 알 수가 없다.  그러므로 자연발생 돌연변이를 포함한 비선택적 돌

연변이의 경우는 유전자의 기능 분석을 위하여 돌연변이된 유전자의 발굴 과정을 거

치게 된다. 

  돌연변이 유전자의 규명에는 두 가지의 실험전략이 사용된다.  표현형 및 비교유전

체학에 근거한 유전자의 기능예측을 통하여 유전자를 발굴 하는 “후보 유전자 이용

법(candidate gene approach)”과 질병 유전자에 관한 정보 없이 유전자와 표현형의 

위치적 상관관계를 이용한 “위치 클로닝법(positional cloning)”이 있다. 

3. ENU를 이용한 돌연변이체 생성(ENU mutagenesis)

  최근에는 마우스 유전체를 대상으로 대규모의 돌연변이 마우스 확보를 위해 

N-ethyl-N-nitrosourea(ENU) mutagenesis가 수행 되어지고 있다(Balling 등, 2001). 

ENU는 실험동물 분야에서 발암 물질로서 난소종양 모델 동물을 만들기 위해 사용되

어 왔었으나, Russell 등(1979)에 의해 ENU가 정소내의 체세포 및 생식세포에 점 돌

연변이를 무작위로 유발하는 유도 물질임이 알려지면서 마우스를 이용한 기능유전체

학(functional genomics) 연구에 활용되기 시작했다(Krack 등, 2001). ENU 처리에 의

해서 단기간에 많은 수의 돌연변이 마우스를 발생 시킬 수 있으며 유전자의 부분적

인 기능 손실(partial loss of function), 원래 기능의 역작용(negative function), 기능

획득(exaggerated function)과 관련한 돌연변이를 얻을 수 있으며 이들로부터 새로운 

표현형을 분석하여 유전자들의 기능을 밝혀낼 수 있다(Brown 등, 2000). 인간과 생리

적인 유사성을 가지면서 실험적인 측면에서 편리성을 가지는 동물인 생쥐에서 다양



- 6 -

한 표현형을 유발시키고, 인간의 질병과 비슷한 양상을 나타내는 표현형을 찾은 후 

돌연변이가 일어난 유전자를 찾는 이 방법은 마우스의 유전체 기능 분석(functional 

genome analysis)에 대한 모델 시스템으로써 다양한 활용성을 보여준다(Bradley 등, 

2000). Balling 등(2000)은 새로운 돌연변이체 계통(line)을 생산하기 위해 

C3HeB/FeJ male 마우스에 ENU를 주사 하여 정조세포에 돌연변이를 유도한 다음 

C3HeB/FeJ female 정상 마우스와 교배시켜 F1 자손을 생산했다. F1 자손을 통하여 

우성과 불완전 우성의 표현형을 나타내는 마우스의 분석이 가능하며, 열성 표현형을 

선발하기 위해  F1의 수컷과 정상 암컷을 교배하여 나온 F2 마우스 중 F1의 수컷과 

교배하여 F3을 획득한 후 돌연변이를 검색하여 열성 유전자를 갖고 있는 돌연변이체

를 확보하였다(Brown 등, 2000). 이 연구에서 이들은 마우스로부터 선천성 기형

(congenital malformations), 화학적, 생화학적, 혈액학적 및 면역학적 이상증상을 나

타내는 돌연변이 마우스들을 생산 할 수 있었으며 행동학적으로도 비정상적인 행위

를 표출하는 마우스들을 관찰할 수 있었다. Nolan 등(2000)은 ENU mutagenesis 방법

을 사용하여 26,000 마리가 넘는 ENU 마우스를 생산 및 분석하였다. 

  ENU를 이용한 돌연변이체의 생산은 돌연변이 모델 마우스 자원의 획기적인 성장

을 가져오게 했으며 포유류 유전학에 있어서 유전자 기능의 체계적인 연구를 향한 

첫 단계였다. 이러한 끊임없는 노력에 의해서 현재 돌연변이 마우스의 자원은 인간의 

유전적 질병 모델로서 포유동물 유전자 기능 연구에서 중추적인 역할을 하고 있다

(Nolan 등, 1998).

4. 진전의 연구

  파킨슨 증후군을 포함한 여러 퇴행성 뇌질환에서 발생하는 몸이 떨리는 증상의 

예방 및 치료법 연구를 위하여 마우스 모델을 이용한 진전 유발 기전에 대한 많은 

연구들이 진행되고 있으며 진전증상을 나타내는 마우스들이 ENU mutageneis 연구

를 통하여 생산되었다(Balling, 2000; Schimenti 등, 2000; 조규혁 등, 2002).

  최근 국내에서 생산되어진 ENU 돌연변이 마우스 중에서 진전 증상을 나타내는 

마우스가 보고되었다(조규혁 등, 2002). 진전이란 몸체의 rhythmic oscillatory 
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activity를 말하며 크게 4가지의 생리적인 기전(근 수축계의 물리적 이상, 반사 신경

계 이상, 중추신경계 조절 기전 이상, 신경전달 경로의 이상)에 의해 발생되는 것으

로 알려져 있다(Krack 등, 2001). 마우스 모델을 이용한 지금까지의 연구를 통하여 

α-synuclein(Hardy 등, 1999), ataxin(Koeppen 등, 1998), attractin(Kuramoto 등, 

2002), fgf14(WangQ 등, 2002), fmr1(Hagerman 등, 2002), mbp(Delassalle 등, 1981), 

plp(Griffiths 등, 1998), pmp22(Suter 등, 1992), parkin(Shimura 등, 2000), sodium 

channel(Meisler 등, 200) 등의 유전자들이 진전증상에 관련성을 가진다는 것이 보

고되었다. 또한 MPTP(1-methyl- 4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine)와 같은 신경

독소의 주사를 통한 nigrostriatal dopaminergic system의 파괴를 통하여서도 진전의 

유발이 가능하다(Hirsch 등, 2003). 

  진전을 일으키는 주요 원인으로 신경수초감소(demyelination), olivocerebellar circuit

의 이상, 뇌간의 이상 등이 보고되고 있으나 다양한 원인들에 의해 진전이 유발되는 

것으로 알려져 있다(Gwinn 등, 2002; Illarioshkin 등, 2002; Gnetika Jankovic, 2002). 

진전과 관련된 표현형을 보이는 마우스 종에는 pcd(purkinje cell degernation), 

nervous, tottering(Hess 등, 1996), lurcher(Zuo 등, 1997), leaner(Doyle 등, 1997) 등의 

자연발생 돌연변이 마우스가 있다. 이들 마우스들의 표현형은 약 2-3 주령부터 떨림 

표현형이 관찰되기 시작하는 adult onset 진전 증상을 나타낸다. 알려져 있다(Gwinn 

등, 2002; Illarioshkin 등, 2002; Gnetika Jankovic, 2002). 진전과 관련된 표현형을 보

이는 자연발생 돌연변이 마우스에는 pcd(purkinje cell degernation), nervous, 

tottering(Hess 등, 1996), lurcher(Zuo 등, 1997), leaner(Doyle 등, 1997) 등등이 보고

되고 있다.
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II. 재료 및 방법

1. 공시동물

  한국화학연구원(대전)에서 근교계 BALB/c를 이용한 ENU 돌연변이에 의해 생산

된 마우스를 공급받아 제주대학교 동물자원과학과 실험동물실에서 진전 돌연변이를 

가지는 이형접합자 암수 마우스의 교배에 의해 이형접합자(heterozygous) F1 자손이 

생산되었다. 돌연변이와 정상동물은 2명의 독립적인 관찰자에 의한 진전 증상의 판정

유무에 의해 구분되었다. 3-4주령의 동물들이 실험에 사용되었으며 사육환경은 non- 

SPF(Specific pathogen free) 환경 이였다.

2. 조직학

  3-4주령의 진전 마우스(진전/?) 와 정상 마우스(+/+)를 ketamine(200㎎/㎏)과 

xylazine(10㎎/㎏)을 이용하여 깊게 마취시킨 후 심장을 통하여 PBS 버퍼를 주입하

여 혈액을 제거한 다음 Bouin's 고정액 또는 methanol/acetic acid(3:1) 고정액으로 

마우스조직을 고정시켰다. 뇌 조직은 완전고정을 위하여 적출 후 동일한 고정액속에

서 12시간동안 고정되었고 파라핀 블록에 포매 후 횡단면(coronal), 시상단면

(sagittal) 또는 수평단면(horizontal)으로 절단되었다. 뇌 조직을 7μm 두께로 절단하

여 난백/glycerol(1:1)을 이용하여 슬라이드 위에 고정하였다. 건조된 슬라이드는 

xylene을 이용하여 파라핀을 제거 후 100, 90, 75, 50%의 ethanol을 거쳐 수화

(hydration)후 매 10회(70 μm) 간격으로 조직절편을 hematoxylin/eosin(H&E), luxol 

fast-blue cresyl violet(LFBCV) 또는 cresyl violet 단독염색을 이용하여 염색되었다. 

염색된 슬라이드는 파라핀 제거 후 탈수화(dehydration)를 위하여 역순으로 ethanol 

처리 후 Permount(Fisher scientific)용액을 이용하여 커버슬립으로 고정되었다.
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3. 면역조직학 

  3-4주령 마우스를 methanol/acetic acid(3:1)를 이용하여 위에서 설명한 방법으로 

심장관류(cardiac perfusion)를 통하여 조직고정 작업을 실시하였다. 뇌 조직은 파라핀  

블록에 포매 후 시상면상으로 절단되었다. 파라핀 절편을 7μm의 두께로 자르고 절단

된 조직을 poly-L-lysine(Sigma)으로 처리된 슬라이드위에 올린 후 37℃에서 12시간 

동안 건조하였다. 파라핀 슬라이드는 xylene을 이용한 파라핀제거작업을 거친 후 수

분첨가 및 수분제거 과정을 거쳤다. 조직 슬라이드는 PBS를 이용하여 세척한 다음 1

차 항체로 mouse calbindin D-28 monoclonal antibody(1:1500, Sigma)를 이용하여 4

℃에서 12 시간 동안 배양되었다. Biotin이 결합된 anti-mouse IgG 2차 항체 및 

HRP-conjugated extravidin 3차 항체(Sigma) 처리 후 DAB(Sigma)를 이용하여 발색

반응을 실시하였다. 발색반응 후 hematoxylin으로 대조염색을 실시하였다. 

4. 슬라이드 사진 촬영

  염색된 슬라이드를 광학현미경(Olympus BX51)을 이용하여 관찰하였으며 관찰된 

이미지의 사진은 DP12 digital camera(Olympus)와 OLYSIA(Olympus) digital 

imaging software를 이용하여 촬영되었다.
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III. 결 과

1. 진전 돌연변이 마우스와 정상마우스 뇌의 조직학적 관찰

  진전 돌연변이 마우스의 표현형 유발에 관련된 분자생물학적 기전의 규명을 위해

서는 유전체학 기법을 이용한 유전자 발굴뿐만 아니라 발생학 실험 기법들을 이용한 

pcd 마우스의 조직 또는 세포들의 발생학적 이상유무에 대한 분석이 필요하다. 진전 

돌연변이 마우스의 전반적인 뇌 구조의 형성 및 발달 상태를 조사하기 위하여 진전 

마우스와 대조구로 사용된 동복 정상마우스의 뇌를 적출 및 고정하여 시상면상 및 

수평면상으로 미세절단 후 hematoxylin/eocin(H&E), cresyl violet 및 LFBCV 염색을 

각각 실시한 후 광학 현미경을 이용하여 관찰하였다. 대뇌피질, 후구, 해마, 시상, 소

뇌 등을 포함한 전반적인 뇌 구조의 형성에 있어서 피질부의 층판형성(cortex 

lamination pattern), 주요 핵의 정상적인 형성, 신경세포의 밀도 등을 포함하여 진전 

마우스의 뇌 조직 절편들은 형태학적인 측면에서 정상마우스와 차이가 없었다

(Figures 1, 2). 

  Apoptotic 신경세포에 대한 정확한 관찰을 위해서는 TUNEL 분석방법이 주로 사

용되나 일반적으로 H&E 염색을 실시하였을 경우에도 apoptosis 과정에 있는 세포들

은 eosin에 의해 진하게 염색되는 picnotic cell들이 관찰된다. 진전 마우스의 H&E 염

색에서는 picnotic cell 들로 분류될 수 있는 세포들은 관찰되지 않았다. 그러므로 진

전마우스의 경우 최소한 신경세포의 대규모의 programed cell death는 없을 것으로 

사료된다. 

  신경세포 축삭의 수초화 이상의 경우 나타나는 대표적인 표현형은 진전이다

(Kuramoto 등, 2001). 진전 돌연변이 마우스에서 수초화 이상 유무를 관찰하기 위하

여 LFBCV 염색을 실시하였다. Figure1에 나타난 것처럼 진전 돌연변이 마우스와 대

조구가 FLBCV 염색패턴에서 차이가 없었으며 그림에 나타나지 않은 뇌의 다른 부

분에서도 비슷한 염색정도를 나타내었다. 그러므로 진전돌연마우스의 경우 신경수초
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감소, 주요 신경교련 또는 신경로의 발달이상 등은 없는 것으로 사료된다. 

2. 정상 및 진전 돌연변이 마우스 소뇌의 calbindin 면역조직학 분석

    

  진전 마우스 소뇌에 대한 형태학적 고찰을 위하여 정상시료 이외에도 Purkinje cell 

변위 현상(ectopia)을 보이는 cdf(cerebellar deficient folia, Park 등,2002) 돌연변이 마

우스와 Purkinje cell 사멸 표현형을 가지고 있는 pcd(Fernadez 등, 2002) 마우스의 뇌 

조직 미세절편을 비교시료로 사용하였다. Figure 2에 나타난 것처럼 진전 돌연변이 

마우스의 소뇌구조는 foliation 정도, 소뇌의 크기, 소뇌세포들의 위치 등에서 정상마

우스와 동일한 형태를 나타내었다. 또한 과립세포층(granule cell layer) 형성과 신경

세포의 밀도 등에서도 정상마우스와의 차이를 발견할 수 없었다. Calbindin 면역조직

학을 이용하여 Purkinje cell들을 염색한 후 관찰하였을 때, 모든 Purkinje cell 들은 

Purkinje cell층에 존재하였으며 위치가 변화된 Purkinje cell들은 관찰되지 않았다. 

Purkinje cell들의 숫자 또한 정중절단 시상면 절편들을 이용하여 돌연변이 마우스와 

정상마우스를 비교하였을 때 정상마우스의 경우 평균 852개(n=3), 돌연변이마우스의 

경우 평균 843개(n=3)로써 서로 비슷하였다. 이는 소뇌 Purkinje cell의 전체 숫자를 

비교한 것은 아니나 본 연구에 사용된 진전 마우스에서는 apoptosis에 의한 Purkinje 

cell의 대규모 감소는 없음을 보여준다. Calbindin으로 염색된 Purkinje cell 수상돌기

의 구조 또한 정상마우스와 진전마우스의 비교에서 차이가 없었으며 Purkinje cell 축

색돌기의 팽윤현상(swelling)이나 사멸현상 또한 발견되지 않았다(Figure3). 
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Figure 1. Comparison of anatomical structures and myelination pattern in the brain 

between tremor and wildtype mice. The horizontal sections of normal (A, B, C) and 

tremor mutant (D, E, F) are stained by LFBCV. The degree and pattern of 

myelination visualized by luxol fast blue staining showed no difference between 

normal and tremor mutant mice in all regions of the brain observed. Abbreviations: 

WT, wildtype; MUT, mutant; CA1, CA1 field of the hippocampus; CA2, CA2 field 

of the hippocampus; CA3, CA3 field of the hippocampus; CB, cerebellum; cg, 

cingulum; CPu, caudate putamen; D3v, dorsal 3rd ventricle; DG, dentate gyrus; 

gcc, genu of the corpus callosum; IC, internal capsule; MB, midbrain; LV, lateral 

ventricle; MHb, medial habenular nucleus; SFo, subfornical organ; ST, stria 

terminalis; vhc, ventral hippocampal commissure. Scale bar : 200 ㎛.
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Figure 2. Comparison of cerebellar structures between tremor and mutant mice. The 

cerebellar structure of wildtype (A, E), tremor (B, F) and pcd(D, H) mice was 

compared by calbindin-D28 immunohistochemistry. The images in the right column 

(E, F, G, H) are the enlarged views of the regions indicated by squares in the left 

column (A, B, C, D), respectively. The lobule numbers of the normal cerebellum are 

indicated in "A". There is no difference in the pattern of lobulation and the lamina 

structure of the cerebella between wildtype (A, E) and tremor mutant mice(B, F). 

Purkinje cell ectopia(C, G) and degeneration(D, H) observed f개m cdf and pcd 

mice(purkinje cells are indicated by arrow heads), respectively, are not observed 

from tremor mutant mice. Abbreviations: WT, wildtype: MUT, mutant: WM, white 

matter: PCL, Purkinje cell layer : GCL, granule cell layer. Scale bar: 200 ㎛.
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Figure 3. Comparison of the morphology of Purkinje cell dendrites between wildtype 

and tremor mutant mice. Purkinje cells are stained with the calbindin-D28 antibody 

and counterstained with hematoxylin. There is no difference in the shape of purkinje 

cell dendrites and the density of granule cell layer between wildtype (A) and tremor 

mutant mice (B). Abbreviation: WT, wildtype: MUT, mutant; GCL, granule cell 

layer; PCL, Purkinje cell layer. Scale bar: 200 ㎛.
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IV. 고 찰

  Attractin, mahogany, zitter 등의 myelination이상 돌연변이나 Rora 유전자돌연변이

에 의한 staggerer 마우스는 진전과 운동실조증(ataxia) 증상이 마우스의 나이가 많아

짐에 따라 그 정도가 심해지는 진행성을 나타낸다(Mariani 등, 2001 and Kuramoto 

등, 2001). 그러나 본 연구에서 사용된 진전 돌연변이 마우스의 경우에는 처음으로 떨

림 표현형이 관찰되기 시작하는 것은 약 2-3주령부터였으며 12개월이 지난 후에도 진

전의 정도가 더 심해지는 것을 관찰할 수 없었으며 다른 행동학적인 이상도 관찰할 

수 없었다. 또한 12개월 령 이상 된 진전 마우스의 뇌 조직 절편을 관찰하였을 때도 

새로운 표현형은 나타나지 않았다. 그러므로 본 실험에 사용에 진전 마우스의 경우는 

점차 증상이 심해지는 진행성 진전과는 그 특성을 달리하는 것으로 사료된다.  

  지금까지 밝혀진 유전성 진전증상의 유전양식은 대부분의 경우 우성유전을 나타내

는 것으로 보고되었다(Munroe, 2000). 운동실조증, 경련성장애 및 진전 증상을 나타

내는 경우 발생학적 이상에 의한 뇌조직학 또는 병리학에 있어서 이상을 나나내는 

경우도 있으나 명확한 이상을 관찰할 수 없는 경우도 많이 보고되었다(Lerrts, 1998).  

  본 연구에서 진전 마우스의 광학현미경학적 관찰을 통해서는 명확한 조직학적 및 

발생학적 이상을 발견할 수 없었다. 따라서 진전돌연변이 마우스의 표현형은 명확한 

뇌조직구조의 이상이 아닌 신경세포 자체의 미세한 이상에 의해 진전증상이 발생하

는 것이거나 중추신경계가 아닌 말초신경계의 이상 또는 골격근조직의 이상일 수도 

있을 것으로 사료된다. 그러므로 형태학적 분석을 이용한 진전 돌연변이 마우스에 대

한 고찰만으로는 이 마우스의 진전 유발에 대한 분자기전의 연구가 쉽지 않을 것으

로 생각되며 향후의 진전유전자 지도 작성을 통한 후보유전자의 선정과 이들 후보유

전자들을 대상으로 한 돌연변이의 확인 등의 분자유전학적인 정보가 매우 필요할 것

으로 생각된다. 본 연구에서 사용된 진전 마우스의 이상유전자의 위치가 지금까지 밝

혀진 진전 관련 유전자의 위치와 다른 곳에 위치할 경우에는 진전연구에 대한 새로

운 마우스 모델로서 이용될 수 있을 것으로 사료된다.   
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제 2 장
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I. 서 론

1. Pcd 마우스 

  Purkinje cell degeneration(pcd) 돌연변이 마우스는 행동학 적으로는 운동 실조증 

및 진전증상을 나타내는 모델 동물로 C57BR/cdJ 품종에서 나타난 자연발생 돌연변

이 마우스이다. 소뇌에 존재하는 주출력(major output) 신경세포인 Purkinje cell 이 

죽어서 그 숫자가 감소하여 야기되는 심한 행동학적 비정상성으로 인해 쉽게 정상 

마우스들과 식별이 가능 하다(Mullen 등, 1976). Pcd 마우스는 생후 15-18일령에서 

신경세포의 퇴행이 급격하게 진행된다(Hawkes 등, 2003). 3주에서 4주령 사이에 약간

의 운동실조증상이 나타나며, 망막(retina) 및 후구(olfactory bulb)에서 역시 신경세

포의 퇴행이 진행되며, 성숙한 수컷은 비정상적인 정자를 갖는다는 사실이 보고되었

다(Handel 등, 1981). Pcd 마우스의 표현형은 소뇌에서 아주 명확하게 나타난다. Pcd 

마우스를 포함한 소뇌 이상을 가지는 마우스 모델은 다음과 같은 3가지 면에서 실험

적으로 매우 유용하다. 첫째, 마우스에서 소뇌의 발달기간은 약 6주 정도로 짧은 기

간 내에 모든 조직의 형성이 이루어지기 때문에 발생학적 손상뿐만 아니라 환경적인 

손상도 평가가 가능하다. 둘째, 이상증상을 나타내는 소뇌 그 자체가 생명 유지에 크

게 관여하지 않기 때문에 동물이 소뇌이상에 기인하여 치사되는 경향이 적어 돌연변

이 마우스를 성숙한 후에도 실험을 위한 모델 동물로써 이용할 수 있다. 셋째, 소뇌

의 손상은 운동조절에 관련된 문제로써 그에 따른 표현형이 명백하게 나타나기 때문

에 소뇌가 비정상적인 마우스는 일반적으로 외관상의 관찰만으로도 쉽게 구별될 수 

있다(Hawkes, 2003). 

  최근 pcd 돌연변이 마우스의 원인유전자가 positional cloning에 의해 agtpbp1으로 

밝혀졌다(Fernandez-Gonzalez 등, 2002). Agtpbp1 cDNA의 크기는 3.6kb 이며 1157개

의 아미노산으로 구성되어 있다(Soumare 등, 2000). 또한 Agtpbp1은 ATP/GTP 

binding motif와 핵 nuclear binding motif 포함한 zinc carboxypeptidase와 유사한 특
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징을 가지고 있는 것으로 보고되었다. 그러나 현재까지 Agtpbp1에 대해서는 그 기능

이 명확히 밝혀져 있지 않다. 

  Soumore 등(2000)에 의하면 agtpbp1은 뇌조직과 정소에서 매우 높은 유전자의 발

현을 나타내었다. 세포내에서의 Agtpbp1 단백질의 위치는 세포질과 핵에서 모두 관

찰되었다(Soumare 등, 2000). 비록 Agtpbp1 유전자와 pcd 표현형의 상관성은 밝혀졌

으나 유전자와 표현형 사이에 존재하는 분자기전은 불명확하다. 

2. Yeast two hybrid 분석

  세포수준에서의 표현형 규명과 전신 떨림 현상의 원인 규명을 위해서는 진전 마우

스에서 돌연변이가 된 유전자의 작용기전에 대한 연구가 필요하다. 제 2장에서 수행

된 본 연구는 pcd 표현형에 대한 Agtpbp1의 역할을 규명하기 위해 Agtpbp1과 상호

작용 하는 단백질을 찾는 방안으로 yeast two hybrid 분석을 선택하였다(Song 등, 

1989). 

  Yeast two hybrid 분석방법은 새로운 단백질간의 상호작용을 밝히고 추측했던 상

호작용의 확인, 상호작용하는 domain을 규명 하는데 유용한 방법이다(Figure 4). 

Yeast two hybrid의 이론적 배경은 yeast의 GAL4 단백질과 같은 transcription 

activator가 binding domain(BD)과 activation domain(AD)으로 구분되어있는 특징을 

이용하는 것으로 GAL4 단백질의 BD와 AD는 전혀 관련 없는 단백질에 연결시켜도 

여전히 그 기능을 독립적으로 보유한다는 사실이 Song 등(1989)에 의해서 발표된 후 

yeast two hybrid 분석은 단백질간의 상호작용연구에 이용되어 많은 유용한 결과를 

도출하였다(Cheng 등, 2003; Shluemd 등, 2003; Rothstein 등, 1994). 
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Figure 4. Model of transcriptional activation by reconstitution of GAL4 activity 

(Song 등, 1979) A. The native GAL4 protein contains both DNA-binding and 

activating regions and induces GAL1-1acZ tanscription. B. Hybrid containing either 

the DNA-binding domain (upper) or activating region (lower) is incapable of 

inducing transcription. C. A protein-protein interaction between proteins X and Y 

brings the GAL4 domains into close proximity and results in transcriptional activity.
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II.  재료 및 방법

1. Agtpbp1의 PCR 증폭

  PCR 반응액은 50 ng의 Agtpbp1 plasmid DNA와 0.4μM의 프라이머, 0.2 mM의 

dNTP, 2.5 U의 pyrobest Taq polymorase(TaKaLa)를 함유하였으며 총 용량은 50 ㎕

로 하였다. NdeI188-SalI3780 프라이머를 이용한 증폭은 94℃에서 3분, 94℃에서 30초, 

59℃에서 30초, 72℃에서 3분을 35 cycles 수행한 후 마지막으로 72℃에서 4분 동안 

extention 과정을 수행하였으며, 프라이머 NdeI1865-SalI3780와 Ndel1853-SalI3780 프

라이머를 이용한 증폭은 94℃에서 3분, 94℃에서 30초, 59℃에서 30초, 72℃에서 2분

을 35 cycles 수행한 후 마지막으로 72℃에서 4분 동안 extention 과정을 수행하였다. 

PCR 증폭 산물은 EtBr(ethidium bromide)이 포함된 0.8% TAE agarose gel에서 전

기영동 후 UV램프 상에서 관찰되었다. 

2. PCR  증폭 산물의 pPCRscript-Amp subcloning

  PCR 산물을 0.8% TAE agarose gel을 이용하여 100 V에서 30분간 전기영동 하

였다. 전기영동이 끝난 후 파장 365 nm UV램프 상에서 특정 DNA 밴드를 절취하

여  AccuPrepTM gel purification kit(Bioneer)을 이용하여 정제하였다. 정제된 DNA

를 pPCRscript-Amp kit(stratagene)을 사용하여 제작회사의 실험방법에 따라 PCR 

산물과 pPCRscript-Amp vector의 ligation을 실시하였다. Ligation이 끝난 DNA는 

3M Sodium acetate(pH5.2)와 isopropanol을 첨가한 후 15,000rpm에서 15분 동안 

원심분리 후 70% ETOH 로 세척하여 5㎕의 ddH20에 녹였다. 그중 2㎕를 

electroporation 방법을 이용하여 DH10B competent 세포 내로 형질전환을 실시하

였다. 37℃ 진탕혼합기에서 300rpm으로 1시간 동안 배양 후 X-GAL 처리를 한 
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ampicilline LB 플래이트에 plating한 후 37℃ 배양기에서 12시간 이상(overnight) 

배양되었다. 

3. Miniprep

  플레이트에 형성된 colony로부터 DNA를 추출하기 위해 단일 colony를 3ml의 

ampicillin LB 배지에 접종하여 37℃에서 12시간 이상 진탕배양 하였다. 배양이 끝난 

세포 1.5ml를 15000rpm에서 5분간 원심 분리하여 배지를 제거하고, 여기에 200㎕의 

boilling lysis 용액(8% sucrose, 0.5% TritonX-100, 50mM EDTA, 10mM Tris 

Hcl(pH8.0), 50mg/ml의 lysozyme을 첨가 후 100℃에서 50초간 침지 후 15000 rpm에

서 5분간 원심 분리하였다. 상층액을 회수하여 DNA를 침전 후 30㎕ ddH20에 용해시

켰다.

4. 제한효소 절단

  제한효소 절단을 위하여 Agtpbp1의 염기서열 188-1853, 1865-3780, 188-3780을 포함

하는 pPCR script amp 클론의 경우 각각 2㎍의 DNA를 사용 하였으며 pGBKT7벡

터 DNA는 120 ng을 사용하였다. 20 U의 NdeI과 SalI 제한효소를 첨가하여 총 반응

용량은 40㎕로 하여 37℃에서 3시간 동안 배양 하였다.

5. pGBKT7으로의 subcloning

  다량의 DNA 추출을 위하여 QIAGEN plasmid purification kit(QIAGEN) 사용

되었다. pGBKT7과 PCRscript 클론의 DNA를 함께 제한효소 SalI과 NdeI 

(promega)로 절단하였다. 제한효소 절단이 끝난 후 0.8% TAE agarose gel에서 전

기영동을 실시하여 UV 램프 상에서 관찰 후 gel purification kit (Bioneer)을 이용

하여 삽입된 DNA밴드를 준비 및 정제 하였다. pGBKT7 벡터 DNA와 각각의 삽
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입단편 DNA는 16℃에서 12시간 동안 배양하여 ligation을 실시하였다. Ligation 산

물들은 앞에서와 마찬가지의 방법을 이용 하여 형질전환 및 positive clone 들의 스

크리닝이 실시되었다.



- 23 -

II.  결과 및 고찰

  Yeast two hybrid 스크리닝을 위해서는 binding domain(BD)을 포함하는 bait 

construct와 actibation domain(AD)을 포함 하는 pray library의 작성이 필요하다. 본 

연구는 agtpbp1 유전자를 이용한 yeast two hybrid 스크리닝을 위한 BD-domain bait 

construct를 제작하기 위해 수행되었다. Imageclone으로부터 구입된 플라즈미드

(ID:3175015) 내의 Agtpbp1 유전자를 직접적인 제한효소 절단에 의해 BD domain 

벡터인 pGBKT7으로 subcloning 하는 것은 두 플라즈미드의 molecular cloning site에 

존재하는 제한효소 site가 일치하지 않아 가능하지 않았다. 이를 해결하기 위해서 

agtpbp1 유전자의 말단에 제한효소 NdeI(CATATG)와 SalI(GTCGAC)의 인식 염기

서열을 추가하여 agtpbp1 유전자를 변경한 다음 NdeI과 SalI으로 절단된 pGBKT7벡

터에 제한효소 인식염기가 첨가된 agtpbp1의 PCR 산물을 subcloning 하는 방법이 선

택되었다. 이러한 subcloning 전략의 수행을 위해서는 2번의 subcloning 과정이 필요하

다(Figure 5).  

  먼저 agtpbp1 유전자의 말단에 제한효소 삽입을 위하여 NdeI과 SalI의 인식 염기

서열이 첨가된 PCR 프라이머가 디자인 되었다(Table 1). 3쌍의 프라이머 조합을 이

용하여 agtpbp1 염기서열 188-1853을 포함하는 5′쪽 단편, 염기서열 1865-3780을 포

함하는 3′쪽 단편, 염기서열 188-3780을 포함하는 full-length cDNA 단편들이 PCR

을 이용하여 각각 증폭이 되었다(Figure 6). PCR 산물의 크기는 위에서 언급된 순서

대로 각각 1.6Kb, 1.9Kb 및 3.6Kb 였다(Figure 7). PCR을 수행할 때는 PCR의 정확

도를 높이기 위하여 proof reading 기능을 가지는 DNA 중합효소를 이용하여 실시하

였으며 그 결과 생성된 PCR 산물은 blunt end 형태를 갖게 된다. Blunt end를 가지

는 PCR 산물의 클로닝을 위하여 TA cloning방식인 아닌 blunt end cloning 기법이 

사용되었다. Blunt end cloning 벡터인 pPCRscript-Amp에 subclone된 DNA 단편들은 

cloning site에 NdeI 과 salI 제한효소의 인식염기를 보유하게 되었으며 pGBKT7 내

로의 subcloing을 위한 다량의 DNA를 얻기 위하여 50ml 정도의 배지에서 배양 후 
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배양된 박테리아들로부터 플라즈미드 DNA를 추출하였다. 추출된 DNA는 NdeI 과 

salI 제한효소로 절단한 후 gel purification 과정을 거쳐서 정제되었다(Figures 8, 9). 

  BD construct 구성을 위한 마지막 단계의 클로닝을 위하여 pGBKT7 벡터에 삽입

될 agtpbp1 DNA 단편을 절단하는데 사용하였던 동일한 제한효소인  NdeI과 SalI 제

한효소로 절단하여 정제 후 pGBKT7과 agtpbp1 염기서열 188-1853을 포함하는 5′쪽 

단편, 염기서열 1865-3780을 포함하는 3’쪽 단편, 염기서열 188-3780을 포함하는 

full-length cDNA 단편들을 이용한 ligation을 수행하였다. Ligation 산물을 kanamycin

이 포함된 LB 플레이트에 plating후 kanamycin 저항성을 가지며 X-gal 발현을 나타

내지 않은 positive colony들을 선발하여 이들 콜로니들을 배양하여 배양된 박테리아

에서 플라즈미드를 추출하였다.  pGBKT7벡터에 삽입된 DNA들이 의도하였던 

agtpbp1 DNA 단편인지를 확인하기위하여 positive colony 들로부터 추출된 플라즈미

드 DNA들을 NdeI과 SalI 효소로 다시 절단하여 전기영동을 실시하였다. Figure 10에 

나타난 것처럼 NdeI과 SalI 으로 절단하였을 경우 7.3 kb 벡터와 3개의 Agtpbp1 단

편에 해당하는 DNA 단편들이 나타났으며 그 결과 yeast two hybrid 스크리닝을 위

한 bait construct가 정상적으로 만들어 졌음을 확인할 수 있었다. 또한 각각의 

construct들은 yeast two hybrid 스크리닝의 과정에서 단백질로 전환되기 때문에 

construct 내의 염기서열의 정확성에 대한 검정이 필요하다. 이를 위하여 3개의 완료

된 bait constuct에 대한 염기서열 분석을 실시하였으며 삽입된 Agtpbp1 단편들의 염

기서열에 이상이 없음을 확인하였다. 완성된 BD/bait construct의 구조와 pGBKT7의 

구조가 Figure11에 나타나있다. 

   비록 yeast two hybrid 분석 과정이 많은 노력이 들어가는 실험이기는 하지만  

yeast two hybrid screening은 특정 단백질과 실제의 생화학 반응과정에서 상호작용을 

하는 미지의 단백질들을 발굴하는 매우효율적인 실험기법이다. 본 연구에서 제작된 

Agtbp1의 BD/bait construct 또한 향후의 본격적인 yeast two hybrid screening 실험

을 통해서 pcd 돌연변이 마우스의 뇌세포 사멸기전과 관련한 새로운 단백질을 발굴

하는데 중요한 역할을 할 수 있을 것으로 판단된다.     



- 25 -

A. Imageclone ID: 3157015              D. Restriction digest with NdeI and SalI 

                            

B. PCR with NdeI and SalI primers             E. Subcloning into pGBKT7

C. Subcloning into pPCR script

Figure 5. The subclong strategy of Agtpbp1 fragments into the pGBKT7 plasmid. A. 

Agtpbp1 cDNA　was obtained from imageclone. B. Agtpbp1   amplification by PCR 

with NdeI and SalI primers. C: Three different fragments of Agtpbp1 were 

subcloned into pPCRScript-Amp vector. D. Double digestions of product(C) and 

pGBKT7 vector with restriction NdeI and SalI. E. Three different fragments of 

Agtpbp1 were subcloned into pGBKT7.
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Figure 6. The strategy of Agtpbp1 amplification by PCR. Three different pairs of 

primers were used for amplifying different region of Agtptp1.  Numbers above and 

below the rectangle indicate the position of nucletides and amino acids in Agtpbp1 

cDNA, respectively.  nt = nucleotide.
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Figure 7. The image of an agarose gel showing PCR amplification of Agtpbp1 using 

three different pairs of primers according to Agtpbp1 gene sequence. In lane 1, 

primers NdeI188-SalI3780 were used. In lanes 2 and 3, primer pairs 

NdeI1865-SalI3780 and NeI188-SalI1853 were used, respectively. The PCR proudcts 

were run on a 0.8% agarose gel. In lane 1, 2 and 3, the sizes of amplified products 

are 3.6kb, 1.9kb and 1.6kb, respectively. 1kb = 1kb size marker (Invitrogen)

 

Figure 8. Restriction analysis of the pPCRscript-Amp SK(+)-Agtpbp1 plasmids 

containing three different inserts after double enzymatic digestion with NdeI and 

SalI. Lane 1 was the result of enzyme digestion of the plasmid containing the PCR 

prodcut NdeI188-SalI1853, lane 2 for the PCR product NdeI1865-SalI3780 and lane 

3 for the PCR product NdeI188-SalI3780, respectively. 1kb = 1kb size marker 

(Invitrogen)
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Figure 9. The result of gel purification of NdeI and SalI digested Agtpbp1 inserts 

from three different plasmids. Lane 1 shows the gel purified insert from the 

NdeI188- Sall3780 plasmid, lane 2 shows the result from the NdeI188-SalI1853 

plasmid and lane 3 shows the result from the NdeI1865-SalI3780 plasmid. 1kb = 

1kb size marker (Invitrogen)

Figure 10. Enzyme Sall and Ndel digested purification two DNA ligated into 

pGBKT7. The size of vector are 7.3kb, In the above figure are NdeI188-SalI1853(1), 

NdeI1865-SalI3780(2) and NdeI188-SalI3780(3), and the size of digestioned inserts are 

1.6kb(1), 1.9Kb(2) and 3.6Kb(3) respectively. 1kb = 1kb size marker(Invitrogen)
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A.

B.

Figure 11. Structure of BD/ baits constructs and pGBKT7 vector. A. Agtpbp1 fragment 

was inserted into NdeI and SalI sites. B. The pGBKT7 vector consisted of DNA-BD 

domain, T7 promoter and c-Myc epitope tag.
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이 논문으로 고마움을 대신 하고자 합니다.
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