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요 약 문

Ⅰ. 제 목

유생산 증진 및 신선유 생산을 위한 젖소 유선내 유용유전자원의 개발과 이용

에 관한 연구

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 중요성

유선퇴화에 관여하는 유전자, 유방발달에 관여하는 유전자 및 유방염 저항성

에 관여하는 유전자를 탐색, 개발할 경우에는 이러한 유전자원을 이용하여 유생

산 증진 및 신선유 생산을 위한 유용유전자원을 개발 이용함으로써 고능력 젖소

의 육종지침으로 활용할 수 있을 것이다. 따라서 본 연구에서는 젖소의 퇴화시

기 및 임신시기에 유선세포에 발현되는 주요 유전자와 유방염 저항성에 관여하

는 유전자를 탐색 개발하여 고능력 젖소의 육종지침에 활용하고자 하였다.

유방발달 유전자원을 개발하여 신규 유전자산물이 유선발달을 촉진시킬 수 있

는 신기능 물질로 판명될 경우에는 이를 이용하여 유방발달을 촉진시킬 수 있을

것이다. 현재 국내에서는 최근부터 유생산량을 증진시키기 위해 성장호르몬을

비유중인 젖소에 투여하는 방법을 이용하고 있다. 수많은 연구를 통하여 성장

호르몬의 투여가 우유의 질에 악영향을 미치지 않는 것으로 알려져 있지만 고급

화되어가는 소비자의 선호도에 미칠 영향은 매우 높다. 초임시에 신기능물질로

유방발달을 유도할 경우에는 유선세포가 증식되어 유생산량을 높이는 효과를 갖

게 될 것이다. 이러한 방법은 초임시기에만 이용하고 다음산차부터는 다시 투여

하지 않아도 이미 증가되어 있는 유선세포에 의해서 계속 많은 우유를 생산해

낼 가능성이 높다. 반면 성장 호르몬의 경우에는 비유기간 동안에는 계속 도입

해야 하는 문제점이 있어 낙농업자들이 성장 호르몬 투여를 위해서 많은 시간을

소비해야 한다. 이런점을 고려할 때 신기능 유방발달 촉진인자는 유생산 증진

방법으로 최근 사용이 허가된 성장 호르몬 투여방법을 대체할 수 있는 새로운

방법이라고 할 수 있다.

건유시기에 특이적으로 발현되는 유전자원을 개발하는 연구를 통하여 궁극적

으로 건유시기에 대한 분자유전학적 기작을 규명할 수 있다. 또한 유방염 저항

성 품종에서 특이적으로 발현되는 유전자원을 개발하여 향후 유방염 저항성 품
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종의 육종을 위한 유전자표지를 개발할 수 있고, 유방염 퇴치 신기능 물질을 개

발할 수 있었다.

본 연구를 통하여 젖소 건유시기 및 유방염 저항성 품종에 특이적으로 발현되

는 아직까지 밝혀지지 않은 새로운 유전자원을 개발할 수 있었다. 국외에서 개

발된 유전자원을 활용할 경우 항상 외국에 비해 경쟁력이 뒤떨어졌다. 국내에서

고유한 유전자원을 개발하여 활용할 경우 국제경쟁력에서 앞지를 수 있는 발판

을 마련하는 계기가 되었다.

유생산성 또는 질병 저항성등의 양적형질의 발현에는 여러 좌위의 유전자들이

관여하였다. 이러한 양적형질에 대한 선발을 위해서는 염색체 지도를 세밀하게

작성하여 multiple linkage marker를 이용하였다. Australia, 유럽, 미국에서는

수년전부터 bovine genome 연구를 수행하고 있지만 아직까지 양적형질의 선발

을 위한 유전자 표지는 개발되어 있지 않은 상태였다. 국내에서 bovine genime

연구는 전무한 실정이었다. 앞으로 본 연구의 발판으로 국내에서도 독자적으로

신규 유전자에 대한 염색체내 위치를 결정하는 연구를 수행하여, 외국에서 개발

된 표지와 종합하여 양적형질관련 유전자 표지인자를 개발해야 할 것이다. 이러

한 표지인자의 활용은 고능력 젖소육종 및 유방염 저항성 품종육종을 가속화시

킬 수 있을 것이다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

1. 건유관련 유전자원의 개발, 활용에 의한 유생산증진 및 고능력 젖소 육종

(주관과제)

연구내용은 아래와 같다.

1) 차별혼성화 방법에 의한 건유 특이적 cDNA clone 선발

2) Northern 방법에 의한 재선발 및 cDNA의 전체염기서열

3) 동물세포내 신규 cDNA 도입 및 세포배양수준에서 검정

4) E. Coli내 신기능 물질의 생산

현재까지 젖소 건유시기 유전자 발현양상에 대한 연구는 미미한 실정이었다.

그래서, 본 연구에서는 젖소 건유시기에 특이적으로 발현되는 유전자원을 개발

하여 유방염이 일어날 수 있는 확률이 많은 건유시기에 관련된 물질을 증가시킨

후 건유시기를 단축할 수 있는 계기가 되고자 연구를 수행하였다.

젖소 비유시기와 건유시기의 RNA를 분리하여 차별혼성화 방법을 이용하여 건

유 특이적 cDNA clone체들을 선발하였다. 이 clone 체 들은 다시 염기서열과
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Northern 방법에 의해 재 선발 한 후 전체염기서열을 밝혔다. 이렇게 해서 얻어

진 젖소 건유 특이적 유전자들은 동물세포내로 도입시키기에 앞서 발현 벡터를

제조하였고, 동물세포내로 도입시켰다. 그리고, 각 호르몬과 세포죽음에 관련된

물질들을 세포에 처리함으로써, 건유 특이적 유전자의 발현수준을 세포배양수준

에서 검정하였다. 최종적으로 선발된 유전자는 젖소 건유 촉진제를 개발하기 위

해 E. Coli용 발현벡터를 제조한 후 E. coli내로 도입하여 신기능 물질을 생산

하는 연구를 수행하였다.

2. 유방발달 유전자원의 개발, 활용에 의한 유생산증진 및 고능력젖소 육종

(협동과제)

본 연구에서는 젖소유선세포 임신시기의 cDNA library를 제작하여 cDNA

library에서 임신시기에 발현이 유도되는 유전자원을 탐색하였다. 탐색한 cDNA

clone의 부분적인 염기서열을 결정과 northern 방법으로 어떠한 유전자들이 유

선 상피세포의 발달이 활발하게 일어나는 임신시기에 발현이 유도되는 가를 조

사하였다. 유방발달 후보 유전자인 stat5a를 유선 상피세포에 도입하여 유선 상

피세포 증식효과를 검정하였다. 또한 stat5a 단백질을 미생물에서 생산하는 연

구를 수행하였다.

3. 유방염 저항성 품종 선별 기술 개발 및 육종(세부과제)

본 연구는 숙주의 방어기전을 규명하기 위하여 소 백혈구 표면항원에 대한 단

크론성 항체를 이용한 면역세포 아집단의 분석과 이들 면역세포의 기능을 확인

하기 위한 체세포수와 Staphylococcus aureus를 이용한 탐식능, 림프구 유주능

및 γ-interferon의 생성능 등을 조사하였다. 또한 유전면역학적 능력을 분석하

기 위하여 antigen presenting cell (APC)의 역할 중 하나인 phagolysosome 활

력을 가진 Nramp 유전자의 발현을 분석하였으며, 소의 major histo-

compatibility complex (MHC)를 이용하여 감염 질병의 저항성에 관여하는 유전

자인 BoLA DRB3.2 exon에 대한 유전자 allele typing을 실시하여 젖소 유방염

저항성우에 대한 유전면역학적 특성을 종합적으로 파악하였다.
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

1. 연구개발 결과

1) 건유관련 유전자원의 개발, 활용에 의한 유생산증진 및 고능력 젖소 육종

(주관과제)

건유시기 특이적 유전자를 선발하기 위해 젖소의 비유시기와 건유시기의

total RNA를 분리한 후, differential hybridization, differential display

RT-PCR과 subtractive hybridization 방법을 이용하여 건유시기에 발현이 유도

되는 유전자원을 탐색하여 염기서열을 분석하였다.

여러개의 clone체를 얻어낼 수 있었고, 그중 젖소에서 이미 밝혀진

lactoferrin, glycoprotein III 유전자를 얻어낼 수 있었지만, glycoprotein

III의 경우 clusterin과 similar sequence라고 알려져 있기 때문에 세포죽음과

관련이 있다고 생각해 선발하였다. 그리고 WDNM1의 경우엔 유선퇴화에 관련된

유전자라고는 밝혀져 있지만, 어떠한 기능을 하는지에 대한 자세한 언급이 나와

있는 보고는 없기에 이 유전자 역시 선발하였다. 마지막으로, serum amyloid A3

의 경우 세포죽음과 관련있는 metalloprotenase란 유전자를 유도시키고, 또

inflammation에 관련된 유전자로 알려져 있고 세포죽음과 관련되어있는

cytokine인 TNFα에 의해 유도된다는 사실이 알려져 있어서 선발하였다. 그리하

여 여러개의 clone체 중 glycoprotein III, serum amyloid A3, WDNM1을 선발하

였다. 이중 serum amyloid A3와 WDNM1의 경우 full-coding 영역을 포함하고 있

는 cDNA clone을 확보할 수 있었으나, glycoprotein III의 경우 full-coding이

1.3kb이므로 RT-PCR을 통해 전체염기서열을 분석 하였다.

위의 유전자들에 대한 유선조직에서의 발현 양상을 Northern 방법으로 검정하

였다. Total RNA는 비유, 건유 1/2주, 건유 1주, 건유 1과 1/2주, 건유 2주, 건

유 2와 1/2주, 건유 9주의 total RNA를 사용하였는데, glycoprotein III의 경우

건유 1주, 1과 1/2주에 발현이 약간 증가되는 경향을 보였고, serum amyloid A3

의 발현시기는 glycoprotein III와 같았으나 발현정도는 약 5배나 증가하는 것

을 관찰할 수 있었다.

유선 상피세포주에 glycoprotein III, serum amyloid A3와 WDNM1 cDNA를 도입

하고, glycoprotein III, serum amyloid A3와 WDNM1이 유선상피세포의 죽음을

촉진할 수 있는 가를 조사하였다. 각종 hormone들, 세포죽음을 유도시키는 배지

의 처리, cytokine 등을 처리한 결과, glycoprotein III, serum amyloid A3와

WDNM1는 유선 상피세포주를 죽이는 역할을 한다는 것이 판명되었다.
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이렇게 in vivo test와 in vitro test를 거친 유전자들을 신기능 물질로 생산

하기 위해 E. coli용 발현벡터를 구축하고 도입하였다.

Glycoprotein III, serum amyloid A3와 WDNM1 유전자에 대한 추가 연구를 수

행하여, 건유촉진 물질을 생산하여 우수한 고능력 젖소 육종을 위한 DNA 표지인

자를 개발할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 젖소 유선조직에서 glycoprotein

III, serum amyloid A3와 WDNM1 단백질을 많이 발현시키는 방안을 모색하면, 건

유촉진 물질을 생산하여 유방염이 빈번히 발생하는 건유시기를 단축하여 유방염

의 빈도를 줄일 수 있다는 것이 기대된다.

2) 유방발달 유전자원의 개발, 활용에 의한 유생산증진 및 고능력젖소 육종

(협동과제)

젖소 유선세포 임신시기의 cDNA library를 제작하였으며, cDNA library에서

임신시기에 발현이 유도되는 유전자원을 탐색하여 염기서열을 분석하였다. 4개

의 clone은 젖소에서 이미 밝혀진 우유 단백질 유전자인 β-casein, κ-casein,

αS1-casein 및 α-lactalbumin 유전자로 판명되었다. Bovine에서 이미 보고된

elongation factor alpha 유전자와 stat5a 유전자를 확보하였다. 4개의 clone은

다른 종의 유전자인 human secretory carrier membrane protein, human

polyadenylate binding protein 1, hamster ribosomal protein S14 및 human

ribosomal protein L21 유전자와 유사성이 높았다. Polyadenylate binding

protein 1 cDNA가 젖소에서 밝혀지지 않았으므로 본 연구에서 full-coding 영역

을 포함하고 있는 cDNA clone을 확보하였다. 클론의 전체 염기서열을 결정한 결

과, 총 1,911개의 염기서열을 갖고 있었으며 636개의 아미노산으로 구성되어 있

었다. Bovine polyadenylate binding protein 1 cDNA의 염기서열은 human 및

mouse의 cDNA와 각각 95% 및 94%의 identity를 보였다. 위의 유전자들에 대한

유선조직에서의 발현 양상을 northern 방법으로 분석하였는데, 우유단백질 유전

자인 β-casein, κ-casein, α-S1-casein 및 α-lactalbumin은 유선조직에서

미임신 시기에는 발현되지 않다가 임신후반기에 강하게 발현되었다. Bovine

stat5a 유전자는 미임신 시기에는 거의 발현되지 않다가 임신 5개월에서 발현이

증가하여 젖소의 임신 7개월과 8개월된 유선조직에서 가장 높게 발현되었다.

Stat5a 유전자는 비유시기나 건유시기에는 거의 발현되지 않았다.

Polyadenylate binding protein 1 유전자도 유선조직에서 미임신 시기에는 발현

되지 않다가 임신 7개월 및 8개월에 강하게 발현되었다. Polyadenylate binding

protein 1은 mRNA의 안정성을 높이고, 유전자의 해독효율 (translational

efficiency)을 증가시키는 역할을 하는 단백질로 알려져 있다. Stat5a가 유선상

피세포의 증식이 활발하게 일어나는 임신후반기에 최대로 발현되는 본 연구결과
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와 stat5a가 핵으로 신호전달하는 과정에서의 중요성을 볼 때, stat5a가 유선상

피세포의 증식에 관여하는 물질일 것으로 추정하였다. 유선 상피세포주에

stat5a cDNA를 도입하여 stat5a가 유선상피세포의 증식을 촉진할 수 있는 가를

조사하였다. 그 결과, stat5a cDNA가 도입된 유선 상피세포주는 control neo 유

전자만 도입된 세포보다 세포 성장률이 24, 48 및 72시간 배양 후에 각각 26%,

95% 및 85%씩 증가하였다. 따라서, bovine stat5a는 유선상피세포의 증식을 유

도하는 유방발달 물질로 판명되었다.

Stat5a와 polyadenylate binding protein 1 유전자의 다형 현상에 대한 추가

연구를 수행하여, 유방발달이 우수한 고능력 젖소 육종을 위한 DNA 표지인자를

개발할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 젖소 유방조직에서 stat5a와

polyadenylate binding proteinp 1 단백질을 많이 발현시키는 방안을 모색하면,

유방발달 촉진을 통한 유생산량 증대가 기대된다.

3) 유방염 저항성 품종 선별 기술 개발 및 육종(세부과제)

본 연구에 사용된 유전면역학적 기법을 활용하여 숙주의 선천적 및 후천적 면

역상태를 종합적으로 측정함으로써 젖소 유방염 저항성우를 조기 선발할 수 있

고, 이를 기초로 여러 Nramp와 BoLA 유형 등의 유전학적 측정기법의 상호 연관

성을 분석하여 특정 원인체에 대한 저항우의 유전적 특성도 확립할 수 있으며,

저항성을 보이는 개체를 육종하는데 기초자료로 사용될 수 있으리라 사료된다.

2. 활용에 대한 건의

현재 5차년까지 발표한 국내논문은 9편, SCI 논문 6편이고, 국내 학술대회에

발표한 초록은 13편이며, 국외 학술대회에 발표한 초록은 7편이고 특허의 경우

3건이다. 이러한 결과를 토대로 산업화 될 수 있도록 앞으로 정기적인 투자가

있어야 할 것이다.
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S UMMARY

(영문요약문)

I. Subject

Development and utilization of useful genes for increase of milk

production and fresh milk in dairy cow

II. Objectives and importance of the project

Mammary gland growth during pregnancy involves enormous increases both

in branching of ducts and in the number of epithelial cells. The mammary

epithelial cell population influences milk yield considerably. Numbers of

mammary epithelial cells are a major determinant of milk yield. Thus,

understanding of the mechanism that increases epithelial cell numbers will

lead to develop new methods to enhance milk yield in the dairy cow.

Efforts have been made to understand the roles of hormones, growth

factors, and unknown factors in the proliferation of mammary epithelial

cells. But many questions on the mechanisms that how these factos

regulates mammary epithelial cell proliferation remain unanswered. This

study was conducted to identify candidate genes involved in the

proliferation of mammary epithelial cells, characterize the identified

cDNA clones, to examine expression patterns of the these genes, and

finally to characterize the roles of these identified genes on the

proliferation of mammary epithelial cells.

Cessation of milk removal leads to rapid changes in the mammary tissue

and initiation of the process of mammary involution. Changes in the

compositoin of mammary secretions during the early phases of involution

indicate rapid changes in the normal mechanisms involved in milk synthesis

and secretion. These compositional changes in the mammary gland secretion

include a rapid decline in lactose concentration in the mammary gland

secretions, indicating that lactose synthesis, and the associated water

transport mechanism, decline soon after cessation of milk removal.

However, total protein concentrations increase in early involuiton,
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partially because of water resorption from the secretion and partly due to

increased concentrations of lactoferrin, serum albumin and

immunoglobulins. Lactoferrin is a major protein found in mammary gland

secretions during involution. Its synthesis is increased during involution

in contrast to milk-specific proteins such as casein whose synthesis is

decreased. Lactoferrin has a number of potential functions in the mammary

epithelial gland, particularly as a nonspecific disease resistance factor.

Involution-associated ultrastructural changes in bovine mammary cells

begin within 48 hours after cessation of milk removal. The most apparent

change is the formation of large stasis vacuoles in the epithelial cell,

formed largely as a result of intracellular accumulation of milk fat

droplets and secretory vesicles. These vacuoles persist to at least 14

days of involution and are usually gone by day 28. Alveolar lumenal area

declines during this period, while interalveolar stromal area increases. A

substantial reduction in fluid volume in the gland occurs between day 3

and 7 of involution, probably accounting for the reduction in lumenal

volume. The collapsed alveolar structures by day 28 are considerably

smaller than those during lactation, with a very small lumen. General

alveolar structure in the mammary gland is maintained thoughout involution

period.

Mastitis continues to have a major economic impact on the dairy

industry. Incidence of mastitis in the dairy cow is increased by invading

various pathogenic bacteria due to poor hygienic milking management. More

importantly, host defense system can influence the severity of disease in

the bovine mastitis. Host immune response are individually different,

therefore, the host immunogenetic properties may provide the selection and

establishment of disease-resistant group against certain pathogens.

This study was carried out to determine immunogenetic chracteristics of

mastitis-resistant dairy cows and to, apply to select individuals,

genetically resistant dairy cow to certain specific pathogens.

III. Contents and ranges of the project

1. Development and utilization of useful genes in involution stage of
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mammary gland in dairy cow

The contents are below.

1) Selection of involution-specific cDNA clone by subtractive hybri-

dization

2) Confirmation of the selected cDNAs by Northern blot and analysis and

identification of full-coding region of selected cDNA

3) Transfection of the selected cDNAs into mouse mammary epithelial cell

line, HC11, and characterization of the roles of these cDNA in in

vitro cell culture system

4) Production of recombinant protein in E. coli system

The purpose of this research was to obtain the selectively genes at the

involution stage of bovine mammary gland, and to know their function

whether these genes induce cell death or not. The bovine

involution-induced cDNAs were isolated by subtractive hybridization

method. We selected involution specific clones compared with

lactation-specific clones using dot blot analysis. From this method we

cloned H. sapiens polyadenylate binding protein, serum amyloid A3 protein,

lactoferrin, bovine glycoprotein III(clusterin sequence similarity), WNDM1

protein, human homology of mRNA for ornithine decarboxylase antizyme,

38kDa heparin binding glycoprotein and unknown gene. Three clones among

these selectively genes were further confirmed to be specifically

expressed in involution stage by Northern blot analysis. And we cloned

full sequence these three cDNAs.

Expression vector for bovine glycoprotein III(clusterin), serum amyloid

A3 and WDNM1 cDNA containing full-coding region were constructed into

pIRES, expression vector, in which glycoprotin III, serum amyloid A3 and

WDNM1 cDNAs expression is driven by cytomegalovirus(CMV) promoter(they

were called pIRGPIII, pIRSAA3 and pIRWDNM1, respectively). pIRES·EGFP

vector containing GFP reporter gene was used as a control. The glycoprotin

III, serum amyloid A3, and WDNM1 expression vector was transfected into

mouse mammary epithelial cell line, HCll cells. The transfectants were

further confirmed by RT-PCR.

To further characterize regulated expression of these genes in in vitro

system, we treated death inducing agents in HC11. In the course of HC11
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differentiation by lactogenic hormones, the steady-state mRNA levels of

clusterin, serum amyloid A3 and WDNM1 were induced with maximal induction

at day 5 of differentiation. The effects of individual hormones on

GPIII(clusterin is same word), serum amyloid A3 and WDNM1 gene expression

were further characterized and found that prolactin(PRL), dexamethasone

(DEX), PRL+EGF and PRL+DEX treatment induced clusterin mRNA expression.

Similarly, the steady-state serum amyloid A3 mRNA level was increased by

PRL, DEX+PRL and EGF+PRL treatment, but was not changed by DEX and EGF

treatment alone. In other hand, the steady-state WDNM1 mRNA level was not

changed by any above treatments. The steady-state levels of clusterin and

WDNM1 mRNA were down-regulated by serum. Also, the regulated expression of

clusterin, serum amyloid A3, and WDNM1 mRNA were further characterized by

cytokines(TGFβ and TNFα). Finally, GPIII, serum amyloid A3 and WDNM1

recombinant proteins were produced in E. coli using pET-expression vectors

system.

2. Development and utilization of useful genes in mammary gland for

increase of milk production in dairy cow

Pregnant-specific cDNA library of bovine mammary tissues was constructed

in the TriplEx vector using pooled poly A RNA extracted from mammary gland

at pregnant 5, 6, 7, and 8 months to identify genes involved in mammary

gland growth. Differential screening method was used to isolate

pregnant-induced clones. Partial sequencing and northern analysis was

performed to characterize the clones and to examine expression pattern of

the genes. The cDNA clone that was not reported in bovine species was

subjected to sequencing of the full-coding region. To examine function of

bovine stat5a in mammary epithelial cell proliferation, expression vector

for bovine stat5a cDNA containing full-coding region was constructed by

using pBK-CMV expression vector, in which stat5a cDNA expression is driven

by cytomegalovirus (CMV) immediate early promoter. pBK-CMV vector

containing neo gene was used as a control. The stat5a expression vector

was transfected in mammary epithelial HC11 cells. Effect of stat5a

transfection on mammary epithelial cell proliferation was examined under

various hormonal treatments. Stat5a protein was produced in E. coli cells.
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3. Development of Immunogenetical Analysis for the Selection of Mastitis

Resistant Cows

This study was carried out to determine immunogenetic characteristics of

mastitis-resistant dairy cattle. Host immune cell activity was determined

by analyzing the proportion of lymphocyte subpopulation of

mastitis-resistant cows. Functional activity of host immune cell was

determined by cytokine production and phgocytic activity. Staphylococcus

aureus vaccine using enterotoxin C was prepared to examine the possibility

of enhancement of host defensive immune system through this study.

Immunogenetic characteristics of bovine mastitis resistant cows could be

defined by BoLA class II DRB3 genotyping and Nramp expression in the

involvement of host adaptive immunity.

Ⅳ. Research results and suggestions for application

of results

1. Research results

1) Development and utilization of useful genes in involution stage of

mammary gland in dairy cow

To identify genes involved in mammary gland involution, we isolated

total RNA from bovine mammary gland during lactation and involution stage.

Differential hybridization, differential display RT-PCR and subtractive

hybridization method were used to isolate involution-induced clones.

Partial sequencing and Northern analysis revealed that expression of

unknown and known genes(H. sapiens polyadenylate binding protein, serum

amyloid A protein, lactoferrin, bovine glycoprotein 3-clusterin sequence

similarity, WNDM1 protein, human mRNA for ornithine decarboxylase

antizyme, 38kDa heparin binding glycoprotein) in bovine mammary gland

involution stage. Three clones among these selected genes revealed that

the clones were homologue of mouse WDNM1 protein, rabbit serum amyloid A3

and bovine glycoprotein III(clusterin). Serum amyloid A3 and WDNM1 were
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contained full-coding region, and the glycoprotein III contained

partial-coding region and further cloned full-coding region by RT-PCR

method. Functional role of glycoprotein III, serum amyloid A3 and WDNM1

have not been well studied in bovine mammary gland involution. To examine

function of bovine glycoprotein III, serum amyloid A3 and WDNM1 in mammary

epithelial cell death, expression vector for bovine glycoprotein III,

serum amyloid A3, and WDNM1 cDNA containing full-coding region were

constructed into pIRES expression vector. pIRES vector containing

pEGFP-IRESneo was used as a control. The glycoprotein III, serum amyloid

A3, and WDNM1 expression vectors were transfected into mammary epithelial

HC11 cells and the transfectants were further confirmed by RT-PCR.

From this project, we found that bovine glycoprotein III, serum amyloid

A3, and WDNM1 were responsible for mammary gland death in in vivo and in

vitro.

Numbers of mammary epithelial cells are a major determinant of milk

yield. Further studies regarding the polymorphisms of glycoprotein III,

serum amyloid A3, and WDNM1 genes will lead to find DNA marker for

efficient breeding of dairy cow. Further understanding for role of

glycoprotein III, serum amyloid A3 and WDNM1 in death of mammary

epithelial cells may lead to develop new methods to enhance milk yield in

the dairy cow and to inhibit new methods to reduce mastitis.

2) Development and utilization of useful genes in mammary gland for

increase of milk production of dairy cow

To identify genes involved in mammary gland growth, pregnant-specific

cDNA library of bovine mammary tissues was successfully constructed in the

TriplEx vector. Differential screening method was used to isolate

pregnant-induced clones. Partial sequencing and northern analysis revealed

that expression of known genes (β-casein, κ-casein, αS1-casein,α

-lactalbumin, stat5a)in bovine species was induced in mammary tissues of

holstein cow during pregnancy. One clone revealed that the clone was a

homologue of human polyadenylate binding protein 1. The clone containing

full-coding region of bovine polyadenylate binding protein 1 was cloned by

RT-PCR method. The cDNA clone of bovine polyadenylate binding protein 1
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had a total length of 1,911 nucleotides coding for 636 amino acids. The

nucleotide sequence of the bovine PABP was 95% and 94% identical to those

of human and mouse species, respectively. Comparison of the deduced amino

acid sequences of bovine PABP with those of human and mouse species showed

100% and 99% identity, respectively. In this study, we have found that

expression of stat5a gene is highly induced at late pregnant stage at

which proliferation of mammary epithelial cells is extensively occurred.

Functional role of stat5a has not been well studied in bovine mammary

gland development. To examine function of bovine stat5a in mammary

epithelial cell proliferation, expression vector for bovine stat5a cDNA

containing full-coding region was constructed by using pBK-CMV expression

vector. pBK-CMV vector containing neo gene was used as a control. The

stat5a expression vector was transfected in mammary epithelial HC11 cells.

Stat5a transfection increased mammary epithelial cell proliferation.

Overall mean values of cell proliferation at 24h, 48h and 72h after

seeding were 26%, 95%, and 85% higher in stat5a-transfected cells than in

control vector-transfected cells. The results demonstrate that bovine

stat5a is responsible for mammary gland development.

From this project, we found that bovine stat5a is responsible for

mammary gland development. We also found that bovine polyadenylate binding

protein 1 gene was highly induced in bovine mammary tissues during

pregnancy, suggesting that induction of the PABP gene expression during

late pregnancy may contribute to an enhancement of translation efficiency

and an increase in mRNA stability for the genes involved in proliferation

of mammary cells. The mammary epithelial cell population influences milk

yield considerably. Numbers of mammary epithelial cells are a major

determinant of milk yield. Further studies regarding polymorphism of

stat5a and polyadenylate binding protein 1 and genes will lead to find

DNA marker for efficient breeding of dairy cow . Further understanding for

role of stat5a in proliferation of mammary epithelial cells may lead to

develop new methods to enhance milk yield in the cow.

3) Development of Immunogenetical Analysis for the Selection of Mastitis

Resistant Cows
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The study has indicated the immunogenetic characterization determined by

innate and adaptive host immune responses in bovine mastitis-resistant

cows may be useful for early selection and further, can be applied to

define the individuals genetically resistant to certain specific pathogens

causing bovine mastitis.

2. Suggestions for application of results

From the results of this project, total 15 papers (9 Korean journals and

6 SCI journals) were published. Also, total 13 abstracts were presented in

academic society(e.g. Korean Society for Molecular Biology) and 3 patents

were achieved.

From this achievment, further investment is necessary for the industrial

application of these results.
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제 1 장 서론

제 1 절 연구개발의 목적과 범위

낙농업이란 젖소를 기르고 우유를 생산 가공하여 국민에게 기초식량을 제공하

는 산업이다. 낙농산업은 국민의 기초식량공급, 지역 및 국가경제의 활성화 기

능, 자연과 국토의 보존 기능 및 보건, 휴양기능으로서의 사회적인 면을 담당하

고 있는 중요한 산업이다. 우리나라의 낙농산업은 1960년대 이래 지속적인 발전

을 거듭해 왔으며 2000년대에도 낙농산업은 지속적인 발전이 이루어질 것으로

기대된다. 하지만 국내 낙농업의 경우 연간 유생산량이 5,800kg으로 미국과 일

본의 6,800kg에 비해 1,000kg이 낮을 뿐만아니라 생산비용이 높아 국제 경쟁력

이 낮다.

더구나 국제무역기구의 출범으로 낙농산업의 국제화가 당면과제로 대두되었

다. 유제품 수입개방이 국내 낙농산업에 피해를 미치는 것은 자명한 사실로 서

울우유협동조합에서는 수입개방으로 인한 농가전체 수익감소율이 2000년대에는

25% 수준에 이를 것으로 예상하고 있다(서울우유협동조합, 1993). 이러한 국제

화 시대에 국내 낙농업의 보호와 활성화를 위해서는 국가 정책적으로 고능력 젖

소를 육종, 보급하여야 하며, 유방염이 적어 미생물 오염이 없는 신선한 우유를

생산해야 한다.

유제품 시장이 개방되기 시작하여 국내 낙농업은 세계적인 경쟁에서 살아남아

야만 하는 상황에 처해 있다. 국내 낙농업이 세계적인 경쟁력을 갖기 위해서는

국가적인 차원에서의 제도, 유통상의 지원도 중요하지만 가장 중요한 사항은 낙

농의 생산 효율성이 증대되어야 한다. 낙농규모의 확대, 낙농업의 기계화등도

생산성 증대를 위한 중요한 방향이다. 하지만 무엇보다도 중요한 점은 대상이

되는 젖소의 능력이 유전적으로 우수하고, 건강하며, 관리하기 쉽고, 오랫동안

양질의 신선한 우유를 생산해 낼 수 있는 젖소가 확보되어야 한다.

연구개발의 목적은 1) 건유 특이적 유전자원의 개발 및 신기능 물질의 생산,

2) 유방발달 유전자원의 개발 활용에 의한 유생산 증진 및 고능력 젖소 육종,

3) 유방염 저항성 품종 선별 기술 개발 및 육종이다.

건유초기는 여러가지 미생물에 의한 감염 가능성이 가장 높은 시기이다. 따라

서 낙농업자는 건유초기시 유방이 미생물에 감염이 되지 않도록 세심한 주의를

기울여야 한다. 유방염이 걸리게 되면 somatic cell count (SSC)가 증가하여

우유의 질이 현저히 나빠질 뿐만 아니라 유생산량이 급격히 감소한다. 미국의

경우 유방염의 피해액이 연간 1조 6천억원으로 추정하고 있다. 건유시기에는
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lactoferrin 함량이 증가된다. Lactoferrin은 유선에서 합성되는 것으로 알려져

있으며 건유후 2주까지 함량이 증가하다가 그후에는 감소한다. Lactoferrin은

anti-bacterial 역가가 있어 유방염 방지 기능이 있는 것으로 추정하고 있다.

학자들은 lactoferrine 유전자를 유방염 저항성 유전자(mastitis-resistance

gene)로 추정하고 있다. 따라서 건유시기에 lactoferrin 발현수준이 높은 젖소

는 상대적으로 유방염 감염 가능성이 적은 것으로 추정할 수 있다.

유방의 발달정도는 유생산량에 직접적인 영향을 미친다. 즉 유선발달이 좋은

젖소는 유생산성이 우수하며 전체생애에 걸쳐 유생산이 지속적으로 이루어 지므

로 유방의 발달정도를 육종지표로 이용할 경우에는 고능력우를 효율적으로 육

종, 보급할 수 있다. 하지만 국내는 물론 국외에서도 아직까지 유선발달 정도를

젖소의 육종 지침으로 이용하는 방법이 개발되어 있지 않다. 따라서 본 연구에

서는 유선발달 유전자원을 탐색,개발하여 고능력 젖소의 육종지침에 활용하는

방안을 개발하고자 하였다. 또한 유선발달 신기능 물질을 개발하여 유생산량을

증진시키는 새로운 방법을 개발하고자 하였다.

본 연구에서는 건유시기에 대한 분자유전학적인 기작을 규명하여 건유초기 유

방염 감염을 방지할 수 있는 새로운 방안을 개발하고자 하였다. 그러므로 유방

염 저항성 특이적 유전자원을 탐색, 활용하여 유방염 퇴치 신기능물질을 개발하

고 유방염저항성 품종을 육종하여 신선한 우유를 생산해 내고자 한다.
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제 2 절 연구개발의 목표 및 내용

구 분 연 구 개 발 목 표 연 구 개 발 내용 및 범 위

1차년도
(1996)
⊙유방발달유전자원의 탐색

⊙ 건유 및 유방염 저항성

관련 유전자원의 탐색

⊙ 유방염 저항성 품종선별

기술 개발 및 육종

① 생체 젖소에서 유선조직 채취방법확립

② 임신시기(2, 3, 4, 5, 6, 7, 8개월)의
유선 조직 채취

③ Total RNA 분리 및 mRNA 정제
④ 임신특이적 cDNA library 제조

① 유방염 저항성 젖소 건유시기 (건유
0.5, 1, 1 1/2, 2, 2 1/2, 9주)의 유선
조직 채취

② Total RNA 분리 및 mRNA 정제
③ 유방염 저항성 젖소의 건유 특이적 cDNA

library 제조

① 유방염 저항우의 BoLA typing
② 유방염 저항우의 형질 발현 특성 분석

③ Typing된 BoLA와 형질 발현 관련성 추적
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구 분 연 구 개 발 목 표 연 구 개 발 내 용 및 범 위

2차년도
(1997)
⊙ 유방발달 유전자원의 탐색

⊙ 건유 및 유방염 저항성 관

련 유전자원의 탐색

⊙ 유방염 저항성 품종 선별

기술 개발 및 육종

① 차별혼성화 방법에 의한 임신 특이적cDNA
clone 선발

② PCR/Southern 차별혼성화 방법에 의한 임신
특이적 cDNA clone 선발
③ 선발 clone의 insert 분리 및 확인
④ Lambda DNA내 insert를 plasmid로 전이
⑤ Northern 방법에 의한 임신 특이적 clone의
재선발

① 차별혼성화 방법에 의한 건유 및 유방염 저

항성 특이적 cDNA clone 선발
② PCR/Southern 차별혼성화 방법에 의한 건
유 및 유방염 저항성 특이적 cDNA clone 선
발

③ 선발 clone의 insert 분리 및 확인
④ Lambda DNA내 insert를 plasmid로 전이
⑤ Northern 방법에 의한 건유 및 유방염 저
항성 특이적 clone의 재선발

① 유방염 저항성 주관 MHC 유전 인자 선발
② 선발 유전자 특이성 확인

③ 유방염 저항 특이 clone 선발
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구 분 연 구 개 발 목 표 연 구 개 발 내 용 및 범 위

3차년도
(1998)
⊙ 유방발달 유전자원의 개발

⊙ 건유 및 유방염 저항성 특

이 적 유전자원의 개발

⊙ 유방염 저항성 품종 선별

기술 개발 및 육종

① cDNA clone의 부분적인 염기 서열 결정
② 신규 cDNA clone의 조직별 발현 양상 검정
③ GenBank와 비교로 clone의 특성 규명
④ 신규 cDNA clone의 제한효소 지도작성 및
전체염기서열 분석

① cDNA clone의 부분적인 염기 서열 결정
② GenBank와 비교로 clone의 특성 규명
③ 신규 cDNA clone의 제한효소 지도작성 및
전체 염기서열 분석

① 선발유방염 저항 특이 clone의 유전자 지
도 작성 및 염기서열 분석

② Gene mutation에 의한 저항 유전 인자 기
능 확인

③ 저항유전인자 발현과 관련 면역세포활성

물질(사이토카인) 분석
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구 분 연 구 개 발 목 표 연 구 개 발 내 용 및 범 위
4차년도
(1999)
⊙ 유방발달 신기능물질의 유선

상피 세포 증식 효과 검정

⊙ 건유 및 유방염저항성 특이적

유전자원의 개발

⊙ 유방염 저항성 품종 선별

기술 개발 및 육종

① 신규 cDNA 발현벡터 제조
② 동물세포내 신규 cDNA 도입
③ 형질전환세포 판별

④ Northern에 의한 도입유전자 발현도 조사
⑤ 신규 유전자 산물의 유선세포 증식효과를

세포배양수준에서 검정

① 신규 cDNA 발현벡터 제조
② 동물세포내 신규 cDNA 도입
③ 형질전환세포 판별

④ Northern에 의한 도입 유전자 발현도
조사

⑤ 신규 유전자 산물의 유선퇴화효과를 세포

배양수준에서 검정

① 생성 사이토카인 조절 유전 인자와 면역

세포 기능 비교

② 유방염 저항 유전 인자와 저항우 특이

면역세포 발현 조절 유전 인자 비교

분석

③ 유방염 퇴치효과 검정
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구 분 연 구 개 발 목 표 연 구 개 발 내 용 및 범 위

5차년도
(2000)
⊙ 건유관련 신기능 물질의 생산

⊙ 유방발달 신기능 물질의 생산

⊙ 신기능 물질의 생물학적 기능

검증

⊙ 유방염 저항성 품종 선별

기술 개발 및 육종

① 신기능 물질의 발현 벡터 제조

② 발현벡터를 E. coli 내 도입
③ E. Coli내 신기능 물질 생산

① 신기능 물질의 발현 벡터 제조

② 발현벡터를 E. coli 내 도입
③ E. Coli내 신기능 물질의 생산

① 신기능 물질의 정제

① 유방염 저항 유전 인자, 특이 면역세
포 유도 인자 및 활성 물질 주관 공

통 유전자 선발

② 선발 공통 유전자 생산

③ 생산 유전자 검정 및 개체 적용
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제 2 장 건유 특이적 유전자원의 개발 및 신기능

물질의 생산

제 1절 서설

우루과이 라운드(UR)의 타결과 세계무역기구(WTO)의 출범에 따라 국제교역이

활발해지면서, 우유 및 소고기 등과 같은 축산물의 국제유통도 활발해지고 있

다. 축산물은 건강과 가장 밀접한 관계가 있는 식품중에 하나이기 때문에, 축산

물의 국제적 유통은 모든 국가의 공통적인 관심사이며, 국제식품 규격위원회

(CODEX)에서는 위해요소 중점관리기준(HACCP)을 마련하였다. 이미 선진 여러나

라에서는 HACCP를 법제화하여 시행하고 있으며, 우리나라에서도 HACCP 법제화를

강력하게 추진 중에 있다.

이와 같은 국제적인 추세 뿐만 아니라, 최근 국내에서는 우유중에 존재하는

체세포수, 세균수, 항생물질 함량 등이 크게 논란의 대상이 되고 있는 실정이

며, 원유검사 기준이 강화되어 고품질 원유를 생산하는 낙농가와 그렇지 못한

낙농가 사이에는 많은 소득의 차이가 생기는 것이 오늘의 현실이다. 체세포수와

세균수를 줄임으로서 위생적인 원유생산을 통하여 원유가를 향상시키는 연구를

추진하고 있다.

고품질 원유는, 위생적인 원유라고도 표현할 수 있는데, 체세포, 세균, 먼지

및 사료분진 등의 이물질이 없거나 적게 유중에 함유되어 있어야 한다. 세균의

경우, 젖소의 유방이 건강한 상태에서는 세균이 거의 없거나 적게 원유에 존재

하지만 유방염에 걸리거나 착유 및 집유관리가 부실할 경우에 원유중에 세균함

량이 증가하여 저급 또는 비위생적인 원유가 된다. 원유중 체세포수가 증가하여

도 저급원유가 되는데, 유방염 등에 의하여 유방에 이상이 생길 경우 원유중 체

세포수가 증가한다.

건유기간은 한 비유기가 끝난 시기가 아니라 다음 비유기가 시작되는 준비기

간으로 보아야 한다. 건유기간은 6∼8주가 적당한데, 유방염을 포함한 질병문제

등을 감안해야 한다. 실제로 건유 시작후 3주동안에 유방염이 발생하는 빈도가

매우 높다. 이 기간동안의 발생이 착유기간 중의 감염율 보다 높다고 한다. 초

산시 감염된 젖소의 1/3은 다음 유기에 또 유방염을 앓게 된다. 그리고 나머지

2/3도 잠재성 유방염의 상태에 있어 다른 소들에게 병원균을 감염시키는 원인이

된다.

소비자들의 식료품에 대한 기호는 날로 신선한 고급품질을 선호하는 경향으로
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바뀌어 가고 있다. 유방염에 걸린 경우 낙농가들은 우유를 버려야 하는 어려움

이 있다. 소비자들의 욕구와 낙농업자들의 소득증대를 위해서는 비유기간동안

젖소가 유방염에 걸리지 말아야 하고, 유방염에 걸린 젖소는 신속히 치료하여야

한다. 건유초기에는 유방염 저항성 관련 유전자들이 발현되는 것으로 알려져 있

다 (Seyfert 등, 1994). 하지만 아직까지 건유관련 유전자원에 대한 연구는 극

히 미비하고 유방염 저항성 품종 육종에 대한 유전적 표지인자는 없는 실정이

다. 건유관련 유전자원을 총체적으로 탐색, 개발하면 유방염 저항성 품종을 유

전공학적인 방법으로 육종할 수 있는 DNA 표지를 개발할 수 있을 것이다. 또한

건유관련 유전자원 중에서 유방염 퇴치 신기능물질을 개발할 수 있을 것이다.

이렇게 건유 특이적 유전자를 선발하여 신기능 물질을 개발 하려는 취지하에 연

구를 시작하였다.
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제 2 절 재료 및 방법

1. 생체 젖소에서 유선조직 채취 방법 확립

유방염균의 감염을 일으키지 않도록 하면서 유선조직을 채취하기 위하여 아래

Fig . 1과 같이 유선조직을 채취하였다.

젖소를 Xylazine(100mg, 1M, Haver-Lockhard, Shawness)으로 마취한다.

↓

젖소를 눕힌 후 수술하기 좋은 자세로 보정하여 밧줄로 고정시킨다.

↓

절개부위를 비누 및 세제로 세척한다.

↓

절개부위의 털을 면도기로 제거한다.

↓

절개부위를 ephedrine/procaine hydrochloride

(100mg procaine, 400mcg ephedrine)로 소독한다.

↓

절개부위를 국부 마취시킨다.

↓

절개할 부위의 유구 뒤쪽에서 4cm 정도 절개한다.

↓

절개부위로부터 결체조직을 지나 유선포 조직이 있는 곳까지 진입한다.

↓

유선포 조직에서 약 10g의 샘플을 채취한다.

↓

터진 혈관을 봉합하여 지혈한다.

↓
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수술부위를 봉합한다.

↓

수술 후 5일 간 penicillin을 주사하고, 베타딘으로 봉합부위를 소독한다.

Fig 1. 유방조직 생검(biopsy)을 위한 수술과정 모식도

소의 생검 과정중 고창증을 일으킬 가능성이 있어 하루 전에 사료공급을 하지

않았다. Biopsy 시에는 불완전 마취를 하여 소의 반추위운동을 완전히 정지시키

지 않은 상태에서 소를 눕힌 후 수술부위에 다시 국부마취를 하여 감각을 상실

케 한 후 수술을 실시하였다. 완전 마취를 하지 않은 이유는 반추동물의 경우

완전마취를 하였을 때 반추위 운동이 완전히 정지하여 메탄가스 생성등으로 인

해 반추위가 팽만하게 되어 기도를 눌러 질식사의 위험이 있을 뿐 아니라 만성

고창증의 위험이 있기 때문에 절개부위만을 국부마취 시키고 생검을하였다. 또

한 생검 후에 유방염에 걸리지 않도록 penicillin을 투여하고 수술부위를 베타

딘으로 소독하였다.

2. 비유시기, 건유시기(1/2, 1, 1 1/2, 2, 2 1/2, 9주)의 유선 조직 채취

1) 생체 젖소에서 각 시기별 유선조직 채취

젖소의 건강상태를 고려하여 유방염균의 감염을 일으키지 않도록 하면서 유선

조직을 아래와 같이 채취하였다. 젖소를 xylazine으로 마취시키고 절제부위(후

유두 뒷편)의 털을 면도기로 제거하였다(Fig. 2). 후유두 뒷편을 ephedrine/

procaine hydrochloride(100mg procaine, 400mcg ephedrine)로 세척한 후, 4cm

정도를 절제하였다. 절제부위로부터 유선조직 2g-5g을 채취하였다(Fig. 3). 절

제부위를 봉합하고 수술후 4일간 penicillin을 주사하였다. 확보한 유선조직에

서 혈관이나 림프관 등의 조직은 제거한 후 RNA 분리시약에서 분쇄시키고 -70℃

deep freezer에 보관하였다. 건유시기 특이적인 유전자 선발을 위하여 비유시기

와 건유시기(건유 1/2, 1, 1 1/2, 2, 2 1/2, 9주)의 유선조직을 위에 기술한 방

법으로 수술하여 채취하였다.
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Fig 2. 털이 제거된 절제부위(후유두 뒷편)를 마취시키는 과정

Fig 3. 절제부위로부터 유선조직을 2g-5g 채취하는 과정
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3. Total RNA 분리

각 시기별 유선조직의 total RNA를 acid guanidinium thiocyanate-

phenol-chloroform 방법에 의해 추출하였다(Chomozenski and Sacchi, 1987). 유

선조직을 RNA 분리시약(denaturing solution)으로 homogenization 한 후 2M Na

citrate, acidified phenol 및 chloroform과 혼합한 후 원심분리하였다.

Aqueous phase를 다시 한번 phenol extraction 한 후 2-propanol로 RNA를 침전

시켰다.

4. 젖소의 건유 특이적 cDNA library 제조

각 시기별로 분리한 total RNA를 Clonetech社에 의뢰하여 cDNA library를 제

작하였다. 이 cDNA library를 이용하여 diffrential hybridization 방법을 이용

함으로써 본 연구기간 동안에 건유시기에 발현이 유도되는 유전자원을 탐색하였

다. Table 1은 소의 cDNA library 현황을 나타낸 것이다.

Table 1. 소의 cDNA library construction

Unamplifed cDNA library titer 4.0 × 109pfu/ml

Amplified cDNA library titer 6.7 × 109pfu/ml

Clear plaques/blue plaques 80%

Number of independent clone 1.0 × 106

Average insert size 1.0 kb

Insert range 0.4∼2.5 kb

5. 차별혼성화 방법에 의한 건유 특이적 cDNA clone 선발

1) Differential hybridization에 의한 젖소의 건유시기 특이적 유전자 선발

1차년도에 제작한 젖소의 cDNA library를 amplification 시켜서 106pfu/μl로

만든다음 20,000 plaques/plate로 12개의 master plate를 만들었다. 이것을
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nitrocellulose filter에 transfer 한 후 32P-dATP를 이용하여 건유시기에 특이

적으로 나타난 쥐의 cDNA probe를 labeling 하였다. 그리고 cloned 되어진 쥐의

건유시기 특이적 유전자를 probe로 이용하여 젖소의 cDNA와 hybridization 시킨

후 비유시기와 건유시기를 screening하여 signal 차이를 보았다.

2) Differential Display RT-PCR에 의한 젖소의 건유시기 특이적 유전자 선발

3과 같은 방법에 의해 분리한 total RNA와 oligo dT primer, reverse

transcriptase를 이용하여 cDNA를 합성하였다. 합성된 cDNA 2μ, oligo dT

primer, random primer, Taq polymerase 를 이용하고 32P-dATP로 labeling 시킨

후 annealing temperature 39℃에서 RT-PCR 방법을 수행하였다. PCR을 한 후

6% polyacrylamide gel에 각 시기별 cDNA를 전기영동 하였다. 전기영동한 cDNA

에 나타난 band로 비유시기와 건유시기의 차이를 봄으로써 건유시기 특이적 유

전자를 cloning 하였다.

3) Subtractive hybridization 젖소의 건유시기 특이적 유전자 선발

그 개요를 살펴보면 Fig. 4와 같다.

cDNA 합성

Tester(건유기), Driver(비유기) ds cDNA 합성

↓

Rsa I digestion

Tester(건유기), Driver(비유기) ds cDNA를 좀 더 짧게, blunt-ending

molecule을 만들기 위해 digestion

↓

Adaptor ligation

Tester 두 개에는 각각 다른 adpator(adaptor 1, adaptor 2R)을 붙여주고,

driver에는 adaptor를 붙여주지 않는다.

↓

First hybridization

Rsa I digested driver와 ligated adaptor 1 or 2R tester를 hybridization

↓

Second hybridization

Fresh driver와 ligated adaptor 1과 adpator 2R를 같이 hybridization

↓
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First PCR amplification

각각 다른 adaptor(A1, A2R)를 가진 ds cDNA만이 증폭

↓

Second PCR amplification

Background를 줄이고 first에 비해서 좀더 증폭시킴

↓

TA cloning

Subtracted 비유기, 건유기를 pGEM Teasy vector에 ligation

↓

Probe 제작 및 Dot blotting

건유기, 비유기의 probe를 제작한 후 white colony를 direct PCR해서 얻은 PCR

product를 가지고 dot blotting을 함.

↓

Colony selection

Dot blotting을 하여 비유시기와 건유시기의 product를 비교하여 clone들을 선발한

후 sequencing 실시

Fig 4. Subtraction 기법을 이용한 젖소의 건유시기 특이적 유전자 선발개요

6. cDNA clone의 부분적인 염기서열 결정

1) 부분적인 염기서열 결정

이런 방법을 이용하여 선발된 clone을 가지고 BigDye Terminator를 이용한

ABI PRISMTMBigDyeTMTerminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit으로 부분적

인 염기서열을 결정하였다. BigDye terminator를 이용한 sequencing kit의 장점

으로는 기존의 방법이 ㎍ 단위의 plasmid를 요구하는 대신 이 kit의 이용으로

200∼500ng 수준의 plasmid를 요구하고 (25cycle의 PCR에 의해), 기존에는

terminator에 해당되는 ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP를 각각 일정량 첨가 하였지

만, 이것은 A-, C-, G-, T-dye terminator의 mixture를 사용하기 때문에 각각의

일정량을 첨가하는 번거로움을 피했다. 그리고 무엇보다도 방사선 동위원소를

사용하지 않기 때문에 안전하는 것이 가장 큰 장점이라고 할 수 있다.

PCR 반응으로는 denaturation 온도는 96℃에서 30초, annealing 온도는 50℃

에서 15초, extension 온도는 62℃에서 4분간으로 25cycle을 시행하였다. 이렇

게 시행한 PCR 반응을 ethanol precipitation 반응을 통해 정제하여 sequencing

을 실시 하였다.
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7. Northern blotting에 의한 유전자 발현양상 검정

선발된 cDNA clone들이 젖소의 시기별로 어떻게 발현되는지를 Northern

hybridization 방법으로 조사하였다. 위에서 선발된 clone들의 insert를 이용하

여 hybridization에 필요한 32P-labeled probe를 random priming kit (Takara社)

를 사용하여 제조하였다. Membrane을 제조한 probe와 hybridization하여 건유시

기에 발현이 유도되는 유전자들의 시기별 특이적 발현양상을 아래와 같이 조사

하였다.

1) Total RNA 분리

젖소조직을 denaturing 용액에서 homogenization한 후 total RNA를 분리하였

다(Chomozenski와 Sacchi, 1987). 50 ㎖ 튜브에 6㎖ RNA 용액 (denaturing

solution에 있는), 600 l 2 M Na acetate (pH 4), 6㎖ phenol (acidify

saturated phenol : Bioner社), 3㎖ chloroform을 첨가후, 강하게 vortexing

(RNA 용액과 phenol 용액이 완전히 희석될때 까지)하고 얼음에서 10분-15분 저

장하였다. 4℃, 15,000 rpm, 20분간 원심분리하고 상등액을 다른 50㎖ 튜브에

옮겼다. 상등액 (약 6㎖)에 6㎖의 acidify saturated phenol, 3㎖ chloroform :

isoamylalcohol (49:1), 600 l 2 M Na acetate 용액을 넣은후 완전히 희석될

때까지 vortexing하였다. 4℃, 15,000 rpm, 10분간 원심분리시킨 후 상등액을

새로운 50㎖ 튜브에 옮겼다. RNA 용액이 깨끗하지 않을 경우 2 - 3회 반복한다.

RNA 용액 (약 6㎖)과 같은 volume의 2-propanol과 희석한 후 -20℃에서 1시간

저장하였다. 4℃, 10,000 rpm, 30분간 원심분리하여 RNA를 침전시키고 RNA

pellet을 70% ethanol에 세척하였다. RNA pellet을 말린후 적당량의 DEPC

treated ddH2O 에 녹여 완전히 용해시킨후 흡광도를 측정하여 RNA 농도를 (OD

1=40 ug/ml RNA)를 계산하였다. 그리고 -70℃ deep freezer에 RNA를 저장하였

다.

2) Northern 준비

Total RNA가 흡착되어 있는 membrane을 준비하기 위하여 다음과 같이 RNA 전

기영동을 실시하였다 (Sambrook등, 1989). Formaldehyde-1.0% agarose gel을 준

비하였다. RNA 1oading buffer와 RNA sample 10㎍을 기준으로 total volume을

20ul로 하고 65℃, 15분 heating후 gel의 well에 loading하였다. 전기영동 (100

V, 1 - 2 시간)후 UV에서 28S와 18S band 확인하고 형광 자와 함께 사진을 찍어

서 나중에 mRNA band 크기를 결정하는데 이용하였다.

전기영동후 gel에 있는 total RNA를 capillary 반응으로 아래와 같이
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membrane에 옮겼다. 20 x SSC solution 하에서 agarose gel에 있는 total RNA가

membrane에 전이 되도록 하였다. 전이후 membrane을 UV crosslink에서 5분간

baking하여 membrane에 RNA가 영구적으로 흡착되도록 하였다.

3) Hybridization 실시

cDNA insert를 이용하여 hybridization에 필요한 32P-labeled probe를 random

priming kit (Takara社)를 사용하여 제조하였다. Membrane을 제조한 probe와

hybridization하여 clone의 발현양상을 다음과 같이 조사하였다. 0.5% SDS, 6X

SSC, 5× Denhard's reagent, 50% deionized formamide, 100 ug/ml sperm DNA로

구성된 hybridization 용액을 이용하였다. 42℃에서 2시간동안 prehybridi-

zatoin후 32P-labeled probe를 첨가하여 hybridization을 16시간 이상 실시하였

다 (Thomas, 1980). Hybridization 후에 membrane을 2X SSC/0.1 % SDS (상온에

서 15분 2회), 1X SSC/0.1 % SDS (상온에서 15분), 1X SSC/0.1 % SDS (42℃에서

15분), 0.5X SSC/0.1 % SDS (42℃에서 15분) 용액에서 각각 washing 하였다.

Washing 후에 membrane을 rap으로 싸서 X-ray film에 노출하여 2-4일후에 현상

하였다.

8. GenBank와 비교로 clone의 특성 규명

각 clone들에 대하여 부분적인 염기서열을 결정하여, 그 결과를 Internet을

이용 하여 GenBank database의 다른 유전자 또는 clone들과 유사성을 비교하였

다.

9. 신규 cDNA clone의 제한효소 지도작성 및 전체 염기 서열 분석

건유시기의 유선조직에서 발현이 유도되는 유전자중에서 bovine에서 아직 밝

혀지지 않은 혹은 밝혀졌지만 그 기능에 대해서는 아직 밝혀져 있지 않은 clone

에 대해서 전체염기서열을 분석을 위하여 screening 작업과 RT- PCR cloning을

수행하였다.

Screening 작업을 위해서는 bovine mammary gland cDNA를 2 ∼5×104수준으

로 plating 한 후 각 clone의 probe를 제작하여 hybridization을 실시하였다.

또한 다른 방법인 RT-PCR 방법을 이용하여 full-length cDNA를 아래와 같이

cloning 하였다.

RT-PCR시 template로는 조직에서 total RNA를 acid guanidinium

thiocyanate-phenol-chloroform 방법을 이용하여 추출하였다 (Chomozenski와
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Sacchi, 1987). Total RNA를 1.0% formaldehyde agarose gel에서 전기영동하여

확인하였다. 유선조직에서 추출한 total RNA를 template로 이용하고 oligo(dT)

primer를 이용하여 MMLV (Promega) reverse transcriptase로 first-strand cDNA

를 합성하였다. PCR로 얻어진 산물을 1.2% low meting gel에 전기영동하여 원하

는 크기의 PCR band를 잘라내어 DNA purification kit을 이용하여 정제하였다.

PCR product를 pGEM-T easy vector (Promega)에 ligation시킨 후 E. coli Top

10F' cell에 transformation 하였다.

10. 신규 cDNA 발현 vector 제조

본 실험에 사용된 expression vector는 pIRES vector로써 이 vector는

eukaryotic cell에서 유전자 발현에 필요한 cytomegalovirus (CMV) immediate

early promoter, 두 개의 translation site를 가지고 있는 biocistronic mRNA를

보유하고 있다. 또한 neo 저항성 유전자 (neomycin resistance gene) system을

이용한 G418 selection을 통해 eukaryotic cell line으로 발현벡터의

transfection을 확인할 수 있었다. 발현벡터의 그림은 Fig. 5에서 볼 수 있다.

Glycoprotein III, serum amyloid A3, WDNM1 gene과 expression vector인

pIRES을 제한효소 Not I을 처리한 후 각각을 전기영동을 수행한 후 QIAEX II

Gel Extraction kit(QIAGEN)을 사용하여 정제하였다. 정제된 glycoprotein

III(1.3kb), serum amyloid A3(0.7kb), WDNM1(0.5kb)와 pIRES vector(5.3kb)를

T4 ligase로 ligation을 수행하였다. 각 ligation products는 E. coli Top10F'

cell에 transformation 시켜 LB/ampicillin/tetracyclin agar plate에 plating

하였다. Colony를 선발하여 vector 내의 primer와 insert 내의 primer를 이용하

여 colony PCR을 수행한 후 각 insert가 vector 내 정방향으로 insertion 됐는

지를 확인하였다. 이렇게 해서 선발된 colony들을 LB/ampicillin/tetracyclin

broth 배지에 배양후 plasmid를 Aetna spin Midiprep kit(Aetma genetech)을 이

용하여 분리·정제하였다. 분리·정제된 재조합 pIRES-GPIII, pIRES-SAA3,

pIRES-WDNM1 plasmid를 pIRGPIII, pIRSAA3, pIRWDNM1 라 명명하였다. 또한 이

재조합 vector들을 제한효소 Not I을 처리하여 각각의 vector(5.3kb)와 각

insert들을 확인하였다.
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Fig 5. Restriction Map and Multiple Cloning Site(MSC) of pIRESneo vector

11. 동물세포(HC11)내 신규 cDNA 도입

1) Transfection을 위한 HC11 cell culture

본 연구에서는 mouse normal mammary epithelial cell line인 HC11 cell에

bovine glycoprotein III, serum amyloid A3, WDNM1 유전자를 도입하여 유선퇴

화효과를 검정하였다. Cell이 들어있는 ampule을 liquid nitrogen tank에서 꺼

낸후 즉시 준비된 37℃ water bath에 녹였다. Ampule이 녹은후 70% ethanol로

ampule 표면을 세척후 cell suspension을 label된 flask에 옮겼다. 9 ml의 배양

액을 천천히 첨가하였다. RPMI 1640 media, 10% heat-inactivated fetal

bovine serum, 5 ug/ml insulin, 10 ng/ml epidermal growth factor(EGF)가 첨

가되어 있는 배양액을 이용하여 5% CO2, 37℃에서 배양하였다. 배양액은 2일 간

격으로 교체하였다. 배양 1일, 2일에 cell growth, cell attachment를 관찰하였

다. 현미경으로 monolayer의 confluency가 형성되는 시기를 관찰후 subculture

를 위하여 2ml의 0.25% trypsin 용액을 monolayer의 반대쪽면으로 주입후

trypsin이 monolayer위에 잘 펴지도록 flask를 흔들고 1분정도후 trypsin을 제
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거하고 incubator에서 cell round up/dissociation이 관찰될 때까지 배양하였다

(2-3분). Cell dissociation이 확인되면 배양액 8ml를 첨가후에 monolayer면을

향하여 pipetting을 반복하여 cell dispersion을 유도하고 cell suspension을

15ml tube에 옮긴후 다시 pipetting을 반복하여 homogenous single cell

suspension이 되도록 하였다. 적절하게 희석하여 cell number를 counting후 원

하는 숫자만큼 재배양하였다. 이 세포는 subculture후 36 시간후에 약 60%의

confluency에 도달하였고, 48시간 뒤에 confluency에 도달함을 관찰할 수 있었

다

2) HC11 cell에 유전자 도입

HC11 cell에 유전자 도입하는 방법으로는 liposome 방법을 이용한 Effectene

Transfection Reagent kit(QIGEN 社)을 이용하였다.

1 X 105 HC11 cell을 60mm dish에 2ml media하에서 seeding한 후 24시간동안

5% CO2, 37℃에서 subcloning하여 세포가 40 ∼ 80% confluent 상태까지 배양하

여 유전자를 도입하였다. TE buffer에 dissolve되어 있는 DNA 1㎍와 total

volume 150㎕되게끔 buffer EC를 첨가하고 Enhancer를 8㎕ 첨가하고 vortexing

을 1초쯤 하였다. 2∼5분동안 상온에서 incubation 하였다. 그리고 DNA-

Enhancer mixture에 Effectene Transfection Reagent를 10㎕를 첨가하였다. 약

간의 vortexing 후 상온에서 5∼10 분간 정치시켰다. Mixture가 상온에서

incubation 하는 동안 cell이 있는 plate의 medium을 제거시키고, PBS solution

으로 cell을 washing 한 후 4ml 의 fresh한 growth medium을 첨가하였다. 또한

fresh cell growth medium 1ml을 transfection complexes에 첨가한 후 mixing

하여 cell이 포함되어 있는 plate에 첨가하였다. 이 plate를 5% CO2, 37℃에서

약 24∼48 시간동안 incubation 하고 현미경으로 cell이 attachment되었는 지를

계속 관찰하였다. 충분한 양의 세포를 확보한 후에 일부세포는 저장하였고, 일

부세포는 DNA 및 RNA 분리에 사용하였다.

12. 형질전환세포 판별

본 연구에 사용된 발현 vector 내에 포함되어 있는 control vector인

pEGFP-IRESneo Control Vector(6kb)를 이용하여 transfection의 효율을 측정하

였다. HC11 cell에 control vector인 pEGFP-IRESneo Control Vector를 도입하

는 방법으로는 liposome 방법을 이용한 Effectene Transfectin Reagent kit

(QIGEN 社)을 이용하였다.

pEGFP-IRESneo Control Vector는 GFP protein을 함유하고 있는 vector로서 만
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약 vector내로 gene이 insert 되었을 경우 형광을 띠는 특성을 가지고 있다.

Transfection은 Effectene transfection Reagent kit을 이용하였는데, Enhancer

(4, 8, 16㎕), Effectene(5, 10, 12.5, 20, 25, 50, 100㎕)과 DNA(0.5, 1, 2㎍)

를 여러가지 조합으로 transfection을 시켜 어느것이 가장 적합한 transfection

효율인지를 측정하였다. HC11 cell에 유전자를 도입하는 방법과 동일한 방법으

로 transfection을 시킨 후 24시간 동안 5% CO2, 37℃에서 incubation을 시킨 후

각 9개의 sample을 형광현미경으로 관찰한 후 그중에서 가장 분포도가 높은 것

을 선택하여 pIRGPIII, pIRSAA3, pIRWDNM1의 유전자를 HC11 cell내로

transfection 하였다.

13. RT-PCR에 의한 도입유전자 발현 조사

도입한 유전자가 발현되었는지는 세포에서 total RNA를 분리하여 RT-PCR을

실시하여 확인하였다. 세포가 confluent 상태에 도달하였을 때 배양액을 제거하

고 PBS로 washing후 monolayer cell상에 denaturing solution overlay 하였다.

세포가 완전히 lysis되면 scraper로 배양용기 표면을 긁어서 용액을 모아

Trisol (GibcoBRL 社) 처리를 하였다. Trisol로 처리된 세포(bGPIII, bSAA3,

bWDNM1이 함유되어 있는 세포)에서 total RNA는 앞에 제시된 방법으로 분리하였

다.

발현벡터로 이용하였던 pIRES vector 내에 존재하는 5‘ primer와 각 유전자

내에 존재하는 3’ primer를 이용하여 RT-PCR을 수행함으로써 도입유전자들의 발

현을 조사하였다.

14. 신규 유전자 산물의 유선세포 퇴화 효과를 세포배양 수준에서 검정

HC11 세포에 각종 hormone과 세포죽음에 관련있는 물질(e.g. cytokine)들을

처리함으로써 선발된 유전자(bGPIII, bSAA3, bWDNM1)의 발현양상을 살펴 보았

다.

1) Differentiation induction medium

HC11은 생쥐의 유선세포이다. 또한 bGPIII, bSAA3, bWDNM1의 경우는 유선에서

선발한 유전자이므로 유단백질을 생산할 수 있는 능력을 알아보기 위해 세포에

differentiation induction medium을 처리하고 그 발현양상을 살펴보았다.

2) Apoptosis induction medium
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Apoptosis를 유도하는 유도배지를 HC11에 처리해 주므로써 각 유전자의 발현

양상을 살펴보았다. 그리고, apoptosis를 유도하는 배지와 각각의 hormone인

insulin, dexamethasone, prolactin을 처리했을때의 발현양상도 같이 살펴보았

다.

Table 2는 사용한 배지들을 나타낸 것이다.

Table 2. HC11 Medium

Medium

Components

GM DIM AIM

RPMI 1640 ○ ○ ○

5 0 u g / m l
Gentamycin ○ ○ ○

10% FBS ○ ○

5ug/ml Insulin ○ ○ ○

10ng/ml EGF ○

5 u g / m l
Prolactin

○

1 u M
Dexamethasone ○

3) Serum restimulation experiment

Serum에는 성장을 유도하는 factor 뿐 아니라 성장을 방해하는 factor가 존재

할 수 있다. 그러므로 이러한 serum에 대한 효과를 알아보기위해 serum

starvation 상황에서 일정시간을 유지시킨 다음 다시 serum을 처리하였을때의

발현양상을 살펴보았다.

4) TGFβ, TNFα experiment

Cytokine에 대한 각 유전자의 발현양상을 살펴보았다. TGFβ, TNFα는 세포죽

음과 관련된 cytokine 이므로 이에 따른 발현양상을 살펴보았다.

5) Antimycin, oligomycin experiment

Antimycin과 oligomycin은 mitochodria synthesis inhibitor라는 물질인데,
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antimycin A의 경우 Fas mRNA를 증가시키고, antimycin A 처리 5분후에는

caspase activity가 증가한다. 그리고, oligomycin의 경우도 oligomycin 처리후

2일째에는 cell이 전체의 2/3가 소멸된다.

따라서, antimycin과 oligomycin 처리에 대해 각 유전자의 발현양상이 어떠한

차이를 보였다면, 각 유전자의 signal transduction pathway가 mitochondria와

관련있다는 사실을 유추할 수 있다.

6) 각 hormone별 dose 효과

Lactogenic hormones들인 insulin, EGF, prolactin, dexamethasone을 dose별

로 처리해 주므로써 각 horomone에 대한 선발된 유전자의 발현양상을 살펴보았

다.

각 hormone 별 처리구는 3반복을 실시하였고, serum에 대한 영향을 배제하기

위해 serum이 없는 배지에서 처리한 처리구와 apoptosis를 유도시킨 배지에서

처리한 처리구 두가지 방법을 실시하였다.

각 dose 별로 나타난 band는 Gel Documentation system(Bio Rad 社)을 이용하

여 측정한 후 각각의 band 농도를 도표로 나타내었다.

15. 신기능 물질의 발현 벡터 제조

앞서서 세포 배양 수준에서의 발현 수준을 검정하였으므로, 이 신기능 유전자

(bovine GPIII, SAA3, WDNM1)의 E. coli 용 발현벡터를 제조하여 미생물에서 신

기능 물질을 생산하는 연구를 수행하였다.

건유관련 물질인 bGPIII, bSAA3, bWDNM1 protein을 E. coli 내에서 발현시키

기 위해 발현 벡터를 제조하였다. Expression vector에 cloning 하기 위해

stability가 높고 각 유전자의 발현에 가장 적합하며 IPTG inducible이고 N 말

단에 hisidine-tag을 보유하고 있다. IPTG induction vector는 gene expression

을 위해 3가지 reading frame에 따른 integration system을 도입하고 있으며,

fusion protein을 형성하기 때문에 affinity-purification과 colorimetric 또는

immunologic detection이 가능하다. T7 promoter가 1-5mM IPTG에 의해서 유전자

발현을 induction하여, 10∼40 kDa의 His-tag을 포함한 fusion protein이 발현

된다. 이 벡터는 ATG, ribosome binding site, T7 promoter가 포함되어 있다.

pET-22b(+) vector를 사용하였는데 이 벡터는 his-bind resin을 이용한 정제 시

스템을 이용할 수 있는 발현벡터이다 (Fig. 6A).
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(A)

pET-22b(+) vector system

(B)

pET vector의 모식도
Fig 6. pET-22b(+) vector와 vector system
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따라서 본 연구에서는 건유관련 물질인 GPIII, SAA3과 WDNM1 protein을 E.

coli내에서 발현시켜 정제하기 위해 pET expression vector system을 사용하였

다.

Fig. 6(B)는 pET-22b(+) vector의 모식도 이다. bGPIII, bSAA3, bWDNM1

insert와 vector와의 reading frame을 일치시키기 위해 Nde I 과 Xho I 제한 효

소 site를 갖게끔 각 insert 별로 5' 과 3‘ primer를 design 하였다. pIRES

eukaryotic experssion vector에 cloning 되어있는 bGPIII, bSAA3과 bWDNM1

cDNA를 5' 방향과 3‘ 방향의 linker primer를 이용하고 Taq polymerase (Takara

社)를 이용하여 PCR을 수행하여 bGPIII, bSAA3과 bWDNM1 band를 증폭하였다. 증

폭된 bGPIII, bSAA3와 bWDNM1 PCR product는 1％ low melting agarose gel에서

전기영동을 수행하여 band를 잘라낸 후 gel elution kit(Bio101社)으로 각

insert만을 얻어내었다. Vector의 경우는 Nde I과 Xho I으로 절단한 후

nucleotide removal kit(Qiagen 社)으로 정제하였다. 정제된 pET vector와 gel

elution 으로 얻어진 insert들은 양 말단이 Nde I과 Xho I(Promega 社)으로

cohesive end가 되었으므로 T4 ligase (Takara 社)를 이용하여 16℃에서 12h 이

상 ligation 반응을 수행하였다. Ligation product를 Top 10F' cell에

transformation후에 생성된 ampicillin, tetracyclin resistant colony로부터

plasmid를 분리하여 Nde I과 Xho I으로 처리한 결과, 5.5 kb의 pET-22b vector

와 GPIII, SAA3과 WDNM1 gene insert가 정상적으로 ligation 되었음을 확인하였

다. 이렇게 해서 construction 된 E. coli용 발현 벡터를 pETGPIII, pETSAA3,

pETWDNM1이라 명명하였다.

16. 발현벡터를 E. coli내 도입

Construction한 pETGPIII, pETSAA3과 pETWDNM1 expression vector를 발현시키

기 위해 발현 host인 BL21 E.coli cell에 transformation 하였다. 유전자가 도

입된 colonies를 colony PCR 방법으로 수행하여 선발하고 그 선발된 유전자의

plasmid를 분리하였다. 그리고 Nde I과 Xho I 효소 처리를 하여 bGPII, bSAA3과

bWDNM1 cDNA가 올바르게 도입되었음을 확인하였다.

17. E.coli내 신기능 물질의 생산

pETGPIII, pETSAA3, pETWDNM1 expression vector가 도입된 BL21 cell에 대한

LB/amp. plate에서 single colony를 selection하여 배양하였다. 배양한 세포에

0.1mM IPTG를 첨가한 후 배양하여 inductino 0h, 1h, 2h에 induction 0h의 OD를
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1로 기준하여 일정양을 취한후 protein loading buffer와 혼합 후 SDS-PAGE를

수행하여 fusion protein의 발현을 관찰하였다.
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제 3 절 결과 및 고찰

1. 생체 젖소에서 유선조직 채취 방법 확립 및 유선 조직 채취

생체 젖소에서의 유선조직 채취 방법을 확립한 후 비유시기, 건유시기(1/2,

1, 1 1/2, 2, 2 1/2, 9주)의 유선 조직을 채취하였다.

2. Total RNA 분리

위에서 채취한 조직을 acid guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform 방법

으로 total RNA를 분리하였다. Fig. 7은 분리한 RNA의 전기영동 사진이다.

Fig 7. 시기별 total RNA

1: 비유, 2: 건유1/2, 3: 건유 1, 4: 건유 1 1/2, 5: 건유2, 6: 건유 2 1/2, 7: 건유 9주

3. 차별혼성화 방법에 의한 건유 특이적 cDNA clone 선발

선발방법은 몇 가지 방법을 시도하였다. cDNA library를 이용한 differential

hybridization, oligo dT primer를 이용한 differential display RT-PCR 그리고

adaptor를 이용한 subtractive hybridization, 이렇게 여러방법을 이용한 결과 비

교적 정확성이 뛰어나고 간편한 subtractive hybridization 방법을 최종적으로 이

용하여 건유 특이적 cDNA clone들을 선발하였다.

Fig. 7과 같이 분리한 total RNA를 cDNA로 합성한 후 tester(건유시기 cDNA)

와 driver(비유시기 cDNA)에 각각 adaptor를 ligation 후 hybridization을 시켰
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다. 그리고 primary, secondary PCR하여 얻어진 cDNA들을 Fig. 8에서 볼 수 있

다.

Fig. 8 PCR후 얻어낸 건유특이적 cDNA clone들

4. cDNA clone의 부분적인 염기서열 결정

건유시기의 유선조직에서 발현이 유도되는 clone들을 선발하여 BigDye

Terminator를 이용한 ABI PRISMTMBigDyeTMTerminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit으로 부분적인 염기서열을 결정하였다.

Fig. 9는 건유시기에 특이적으로 발현하는 clone들로써 그 clone들의 염기서

열이다. 각각의 clone들은 B1, B2, B3, B4, B5, B6, B7, B8, B9, B10, B11, B12

라 임의로 명명하였다.

총 26개의 clone에 대한 염기서열을 분석하고 clone들의 염기서열 결과를

GenBank data-base와 비교하여 분석한 결과, 11개의 clone이 젖소의 건유시기에

밝혀진 우유단백질 유전자와 동일하였다. 또 임의로 명명 지어진 clone B2-2,

6-2, 13-2, 1-3은 bovine lactoferrin, clone B4-2, B9-2, B10-2, B2-3, B3-3,

B6-3, B8-3은 bovine glycoprotein Ⅲ와 homology가 있었다.

12개의 clone이 다른 종과 homology가 있는 유전자로 판명되었다.

Clone b1-1은 homo sapines genomic DNA chromosome 21q2, b6-1은 human P311

HUM(3.1) mRNA, clone 11-1은 Homo sapiens polyadenylate binding protein,

clone 12-1은 homo sapiens splicing factor와 homology가 있었다. Clone 1-2,

3-2, 11-2, 1-3은 rabbit serum amyloid A3 protein, clone 12-3은 human

melanoma-associated antigen ME 491 mRNA, clone 12-2는 mouse WDNM 1 protein

과 유사성을 보였다.

또한 bovine과 homology가 있는 3개의 유전자가 나타났다. Clone b7-1, b9-1,

b5-2는 bos taurus prostaglandin G/H synthase-2 gene, bovine capillary
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E-selectin mRNA, Bos taurus chitinase-like protein 1과 각각 유사성을 보였

다.

1개의 clone 7-2의 경우 GenBank database와 유사성을 보이지 않은 unknown

clone이였다.

Table 2는 이들 clone에 대한 부분적인 염기서열이 제시되어 있으며 table 3,

4, 5은 위에서 열거한 각 clone들의 염기서열을 GenBank data와 비교한 결과를

나타내고 있다. 아래에 제시한 table 3, 4, 5는 임의로 명명한 clone 체들이며

subtractive hybridization 방법을 1, 2, 3차로 수행했던 순서이다.

Table 2. Nucleotide partial sequences of clones from b1 to b12

Clone

No.
Primer

Reading

염기수
Sequences

B1
T7

SP6

222 AAGCGACCCAAGGNCAATNTCATTTTCAACACTTCTCTTGGAGCCATTTTTGGGGTCAAGAAGTATGCAG
ATGCCCTACAGAAGATTATNCAGGAGAGGGCCCTCACCGNTAACTACAAGCAAAATCTCATTGAAGTCCG
AGCTGATAAGCAAGAGGCTGTTTTTGAGAATNTGGACAAACCTGGAGAGACCCAAGTGATTTNATATGAA
ATGCTTNACGTT

B2
T7

SP6

166 CACTCTATGAACAGTCACTNGNCATCAAGNCTGCCATCCCTCATCCATTGATCATGGGAGTTATCAGAGA
ATGTGGTGGNAAAATGCACTTGAGAGAAGGNGAATTTGAAAAGGCACACACTGATTTTTTTGAAGCCTTT
AAGAATTATGATGAATCAGGAAGTCC

B3
T7

SP6

165 TGGACACTTAGTGCAACTTTTTATAAAGAAAATAATGCTAAAATAAGACCNAAACTGATGNCATCACNGA
AATTAACAGTTTTCAATATGTTCATATTTTAATTCACAATGGAAAAATGTGTTCCAAAACTGGAAATTCA
TAATGCTTGNGTAAAGCGNGGAAGA

B4
T7

SP6

167 CAGAGGNGGAAAAACAGCATGNAGGGGNTTNTCANNTACTTAANCAAAACTCAGATGTGAGTGNCTCTAT
CTTNTTACCTTTCATACACTAGCCNTGGCCTCTTTCCTCANNCNTAAGAACCANCTGCCAAAAAANTACN
GAACCNCGCATGATGGCAGNCATAGNG

B5
T7

SP6

168 CAAAANCGGNGNCCAANANGCCACGGCNGANGCCCCACANAANAAGACNCNNNCANAGGGGCCCCANCNC
NAAANACNAGNNNCAACCCNAACGNACACCNNNCCGANAAAACAAGACGNNGCNNACGANAAANNGGACC
AANCCNNAGAGACCAAANGANCCGGNAN

B6
T7

SP6

167 ACAGNGGANATACCTACTCTAACAAAGGAGGTGGGGGGAAANGCACAGGAAACTCAGGCCAATGGGGAGC
GAGAAGAGAACGAAGAAGTGCAGCGCATGCGTCAGNCGATGNGTAACAGTCAGAAGCGGAACAGTTCANA
ACAAAGCCTGNCCTGNCAAAGGAAGAG

B7
T7

SP6

168 AATATCTACCTACGTATNTANTTCTGGNCACACCACACGCCTTGNAGGATCTTAGTTCCCTGACCAGGGA
CTGAACCCCGGGGCCCTGACAGTGAAAGNCCCAAGNCATAACCACTGAACCACCNGGGAANTTCCTCTAG
ACTTTTANAATGGAANTATAAAGCANNT

B8
T7

SP6

166 AGTATNATAGCAAGAAGCATTTTTTAACAAAGATGAAAAAATAGTTCTTATAATATACATCCAGATTCTA
GTAACTTNTCATTACCTNACCACTTAACAGATACTTTCTCTCTGACCCACTATGAATAATTTCCAACAAA
GCACCTTTACTGGTTGGAATGGAAAC

B9
T7

SP6

167 CTGAACAACAACCCAANCCTCNCCGGAAACCNGGAAACCCTNNNGGNANCNANNTAAAAAAAAAAAAAAA
AACGNANCCTCGANAAAACACCGGGGANGGGGGAACCANAAGCCCAAACNANAAANGGCCCAAAACCGGN
CATNNGGAACCCGGGGGAAAGGGGCCG

B10
T7

SP6

168 ACCTACTCTAACAAAGGAGGTGGGGGGAAATGCACAGGAAACTCAGGCCAATGGGGAGCGAGAAGAGAAC
GAAGAAGTGCAGCGCATGCGTCAGNCGATGNGTAACAGTCAGAAGCGGAACAGTTCAGAACAAAGCCTGC
CCTGNCAAAGGAAGAGCTAAAAGACAGT

B11
T7

SP6

166 GGAGTTGCTGAATGCCCTCTTCTCTAANCCTATGGATGACAACTTAANCTGNGCAGTAAAATTACTGAAG
TTGACAGGGNCAGTTTTAGAAGATGCCTGGAAGGAAAAAGGAAAGACTGACATGGAAGAAATTATTCAGA
GAATTGAAAATGTTGTCCTANATGCA

B12
T7

SP6

167 GCAATTGATGGGCACTTCACATACACATTGCCCTGAGCTGAATTTTTGNCAACATAAATATGAATAACTC
CTCCATGNTTATTACATTCTTCAATCACATCATCTTTAATCTCTGTATCCCATCCAACTTCTTCTTCTGT
TTGAGGATTAAACATGNTAGAGAGNTG
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Table 3. Clone의 염기서열을 GenBank data와 비교한 결과(실험 1결과)

Clone

No.
Primer

Reading

염기수

Homology with GenBank data

Clone or gene

Homo-

logy

(%)

b1-1 T7 165 Homo sapines genomic DNA chromosome 21q2 89

b6-1 T7 167 Human P311 HUM(3.1) mRNA 87

b7-1 T7 168 Bos taurus prostaglandin G/H synthase - 2 gene 96

b9-1 T7 335 Bovine capillary E-selectin mRNA 92

b11-1 T7 166 H. sapiens polyadenylate binding protein 88

b12-1 T7 167 Homo sapiens splicing factor 96
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Table 4. Clone의 염기서열을 GenBank data와 비교한 결과(실험 2 결과)

Clone

No.
Primer

Reading

염기수

Homology with GenBank data

Clone or gene

Homo-

logy

(%)

b1-2 T7 165 Serum amyloid A3 protein 82

b2-2 T7 167 Lactoferrin 97

b3-2 T7 168 Serum amyloid A3 protein 81

b4-2 T7 335 Bovine glycoprotein Ⅲ 97

b5-2 T7 166 Bos taurus chitinase-like protein 1(CLP-1) 95

b6-2 T7 167 Lactoferrin 95

b7-2 T7 170 Unknown

b8-2 T7 185 Human mRNA for ornithine decarboxylase antizyme 95

b9-2 T7 167 Bovine glycoprotein Ⅲ 92

b10-

2
T7 198 Bovine glycoprotein Ⅲ 93

b11-

2
T7 164 Serum amyloid A3 protein 80

b12-

2
T7 175 WDNM 1 protein 82

b13-

2
T7 188 Lactoferrin 92
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Table 5. Clone의 염기서열을 GenBank data와 비교한 결과(실험 3 결과)

Clone

No.
Primer

Reading

염기수

Homology with GenBank data

Clone or gene

Homo-l

ogy

(%)

b1-3 T7 165 Lactoferrin 89

b2-3 T7 167 Bovine glycoprotein Ⅲ 99

b3-3 T7 168 Bovine glycoprotein Ⅲ 99

b6-3 T7 335 Bovine glycoprotein Ⅲ 99

b8-3 T7 166 Bovine glycoprotein Ⅲ 99

b10-3 T7 167 Rabbit serum amyloid A3 protein 83

b12-3 T7 167 Human melanoma-associated antigen ME 491 mRNA 79

5. Northern blotting에 의한 유전자 발현양상 검정

Clone의 염기서열을 GenBank data와 비교한 결과 여러 가지 종류의 유전자들

을 발견할 수 있었으나, 몇 개의 유전자에 대해서는 공통적으로 여러개 나타난

것이 있었다. 그리고 이들중 세포죽음과 관련된 유전자들을 선발하여 Northern

blot을 수행한 후 그 발현양상을 알아보기로 하였다. 그중 선발된 clone은

serum amyloid A3, ornithine decarboxylase antizyme, glycoprotein III,

WDNM1 등이었다. 이렇게 선발된 clone들의 발현양상을 Northern 방법으로 조사

하였다. 유선조직의 시기 (비유, 및 건유시기)별에 따른 발현양상을 조사하였

다. 각각의 조직에서 total RNA를 acid guanidinium thiocyanate-phenol-

chloroform 방법으로 추출하였다. Total RNA 10 ug을 1.0% formaldehyde

agarose gel 전기영동으로 size-fractionation하였다. 전기영동후 agarose gel
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상의 RNA는 capillary반응을 이용하여 membrane으로 전이했다. 위에서 선발된

clone들의 insert를 이용하여 hybridization에 필요한 32P-labeled probe를

random priming kit (Takara)을 사용하여 제조하였다. Membrane을 제조한 probe

와 hybridization하여 clone들의 발현양상을 조사하였다.

1) Serum amyloid A3

Fig. 9 는 tissue remodeling에 관여하는 토끼의 serum amyloid A3 protein과

유사성을 보이고 있는 유전자의 발현양상을 보여주고 있다. 건유초기인 건유 1

주와 1 1/2주에 발현양상이 강하게 나타났다가 건유 2주와 2 1/2주에서 발현이

약간 감소되었다가 건유 9주시기엔 발현이 약해졌다.

2) Ornithine decarboxylase antizyme

Clone 8-2인 ornithine decarboxylase antizyme은 ribosomal frameshift에 의

해 ORF가 2개 존재하며 ornithine decarboxylase는 cell growth와 division에

중요한 역할을 하므로 이 ornithine decarboxylase antizyme은 remodeling에 관

여한다. Fig. 10은 이 유전자에 대한 발현양상을 보여주고 있다. 발현양상을 살

펴보면, 건유 2주에 발현이 다른 시기보다 강하게 나타나고 있다.

3) Glycoprotein III

Clone 4-2인 glycoprotein III는 그 기능에 대해서는 거의 밝혀져 있지 않지

만, 그 homology는 clusterin과 매우 높은 유전자라고 알려져 있다. Clusterin

의 경우는 유선퇴화에도 널리 알려져 있는 유전자이므로 clusterin과 sequence

가 유사한 glycoprotein III(일부 논문의 경우 clusterin의 다른 명명어로

glycoprotein III가 일컬어 지기도 한다)는 젖소 유선퇴화에 어떤 영향을 미치

는지 알아보고자 Northern blot을 시도하였다.

Glycoprotein III의 경우도 건유 1주와 1 1/2주에 발현이 증가하는 것을 볼

수 있었다.
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1: 비유, 2: 건유1/2, 3: 건유 1, 4: 건유 1 1/2, 5: 건유2, 6: 건유 2 1/2, 7: 건유 9주

Fig 9. Serum amyloid A3의 Northern blot

1: 비유, 2: 건유1/2, 3: 건유 1, 4: 건유 1 1/2, 5: 건유2, 6: 건유 2 1/2, 7: 건유 9주

Fig 10. Ornithine decarboxylase antizyme의 Northern blot

1: 비유, 2: 건유1/2, 3: 건유 1, 4: 건유 1 1/2, 5: 건유2, 6: 건유 2 1/2주

Fig 11. Glycprotein III의 Northern blot
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6. 신규 cDNA clone의 제한효소 지도작성 및 전체 염기 서열 분석

Clone의 염기서열을 GenBank data와 비교하였을 때 serum amyloid A3(Fig.

12)와 WDNM1(Fig. 13)의 경우 선발한 클론이 전체 coding 부분을 포함하고 있어

서 전체염기서열을 얻기 위해 보충 실험을 하지 않아도 되었다.

그러나, glycoprotein III의 경우 coding 부분 중 중간부위에 위치해 있는 곳

을 cloning 하였으므로, GenBank에 나와있는 data를 토대로 전체 염기서열을 분

석하였다. 젖소의 total RNA를 template로 이용하고 oligo(dT) primer를 이용하

여 first-strand cDNA를 합성하였다. First-strand cDNA를 template로 이용하여

PCR을 수행한 결과 원하는 1.3kb 크기의 band를 확인하였다. 이 PCR product를

pGEM-T easy vector (Promega 社)에 ligation시키고 transformation하여

sequencing을 위한 plasmid를 얻었다. 얻어진 plamid를 가지고 sequencing을 한

결과 전체 coding 부분을 얻어낼 수 있었다.

GCAGTGGGTAACAACGCAGAGTACGCGGGGAGCACAGGCAGCTCAGCTTCACCAGGAGCC 60
TCAGCAGGAGGGCACGGCCACAGGATGAACCTTTCCACGGGCATCATTTTCTGCTTCCTG 120

M N L S T G I I F C F L 12
ATCCTGGGCGTCAGCAGCCAGAGATGGGGGACATTCCTCAAGGAAGCTGGTCAAGGGGCT 180
I L G V S S Q R W G T F L K E A G Q G A 32
AAAGACATGTGGAGAGCTTACCAAGACATGAAAGAAGCCAACTACAGGGGTGCAGACAAA 240
K D M W R A Y Q D M K E A N Y R G A D K 52
TACTTCCACGCCCGTGGAAACTATGACGCTGCCCGAAGGGGACCTGGGGGTGCCTGGGCT 300
Y F H A R G N Y D A A R R G P G G A W A 72
GCTAAAGTGATCAGTAACGCCAGAGAGACTATTCAGGGAATCACAGACCCTCTGTTTAAG 360
A K V I S N A R E T I Q G I T D P L F K 92
GGTATGACCAGGGACCAGGTACGGGAGGATTCGAAGGCCGACCAGTTTGCCAACGAATGG 420
G M T R D Q V R E D S K A D Q F A N E W 112
GGCCGGAGCGGCAAAGACCCCAACCACTTCAGACCTGCTGGCCTGCCTGACAAAGTACTG 480
G R S G K D P N H F R P A G L P D K V L 132
AGCCTGCTCTCTCTCTGCTCAGGAGATGGGCTGTGAGTCCCTAAGGGCAGGGACACTGAC 540
S L L S L C S G D G L * 143
CTAGAGAGTTCTCTGTCCTCAGAAGGCAGCAGATCTAATAAATGCTCAAGAGATGGAATA 600
CTT 603

Figure 12. Nucleotide and deduced amino acid sequences of bovine serum

amyloid A3 cDNA. A putative start codon and polyadenylation signal

sequence are underlined, and the stop codon is indicated by an asterisk

(*) - GenBank에 등록시킨 번호 AF160867
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1 acgcggggag agccaacatg aagacagcca cagtctttgt tctggtagct ttgattttca

61 tgacaatgac tactgcctgg gctctgtcta accccaaaga aaaacctggc gcttgtccta

121 agccgccccc acgcagtttt ggaacttgtg atgaacgatg cacaggagat ggatcgtgct

181 ctggcaacat gaagtgctgc agcaatggct gtggtcatgc ctgcaaacct cctgtctttt

241 aaccatgtgg aagatggatc tttataagca ggactgatgg ctagccccag aagatttttt

301 tgaacctaca gaccccatgc ttggctcctc cttagaccta gaattgcatc cttggaagag

361 gaagttctat actgtggtga cagcttccta acgtgtttgt gtctaaaata aactatcctt

421 agcatccgaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaa

<Nucleotide sequences of bovine WDNM1 cDNA>

A putative start, stop codon and polyadenylation signal sequence are

underlined.

1 mktatvfvlv alifmtmtta walsnpkekp gacpkppprs fgtcderctg dgscsgnmkc

61 csngcghack ppvf

<Deduced amino acid sequences of bovine WDNM1 cDNA>

Figure 13. Nucleotide and deduced amino acid sequences of bovine WDNM1

cDNA- GenBank에 등록시킨 번호 AF159701

7. 신규 cDNA 발현 vector 제조

앞에서와 같이 건유특이적 유전자를 선발하여 Northern blot으로 검정한 후

전체염기서열을 분석하였다. 앞으로 이용할 유전자는 bovine serum amyloid

A3(bSAA3), bovine WDNM1(bWDNM1)과 bovine glycoprotein III(bGPIII)이다. 이

세 유전자들을 세포배양 수준에서의 발현을 살펴보기 위하여 세포내 이들 유전

자의 도입을 위해서 eukaryotic expression vector인 pIRES vector를 이용하여

각 유전자의 expression vector를 제조하였다.

bSAA3, bWDNM1, bGPIII gene과 expression vector인 pIRES를 제한효소 Not I

으로 처리한 후 각각 전기영동을 수행한 후 QIAEX II Gel Extraction

kit(QIAGEN 社)을 사용하여 정제하였다(Fig. 14). 정제된 bSAA3(0.7kb), bWDNM1

(0.5kb), bGPIII(1.3kb)과 pIRES vector(5.3kb)를 T4 ligase로 ligation을 수행

하였다.

이렇게 얻어진 재조합 expression vector를 각각 pIRGPIII, pIRSAA3,

pIRWDNM1 라 명명하였다(Fig. 15).
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1 2 3

1: bGPIII(1.3kb), 2: bSAA3(0.7kb), 3: bWDNM1(0.5kb)

Fig 14. pIRES vector와 각 유전자들

(A)

1kb marker bSAA3 bWDNM1

(B)

1kb bGPIII

Fig 15. pIRGPIII, pIRSAA, pIRSWDNM1 재조합 발현벡터 구축 확인
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8. 동물세포(HC11)내 신규 cDNA 도입

HC11 cell에 유전자 도입하는 방법으로는 liposome 방법을 이용한 Effectene

Transfection Reagent kit(QIGEN 社)을 이용하였다.

1 X 105 HC11 cell을 60mm dish에 2ml media하에서 seeding한 후 24시간동안

5% CO2, 37℃에서 subcloning하여 세포가 40 ∼ 80% confluent 상태까지 배양하

여 유전자를 도입하였다. TE buffer에 dissolve되어 있는 DNA 1㎍와 total

volume 150㎕되게끔 buffer EC를 첨가하고 Enhancer를 8㎕ 첨가하고 vortexing

을 1초쯤 하였다. 2∼5분동안 상온에서 incubation 하였다. 그리고 DNA-

Enhancer mixture에 Effectene Transfection Reagent 10㎕를 첨가하였다. 약간

의 vortexing 후 상온에서 5∼10 분간 정치시켰다. Mixture가 상온에서

incubation 하는 동안 cell이 있는 plate의 medium을 제거시키고, PBS

solution으로 cell을 washing 한 후 4ml 의 fresh한 growth medium을 첨가하였

다. 또한 fresh cell growth medium 1ml을 transfection complexes에 첨가한 후

mixing 하여 cell이 포함되어 있는 plate에 첨가하였다. 이 plate를 5% CO2,

37℃에서 약 24∼48 시간동안 incubation 하고 현미경으로 cell이 attachment되

었는 지를 계속 관찰하였다. 충분한 양의 세포를 확보한 후에 일부세포는 저장

하였고, 일부세포는 DNA 및 RNA 분리에 사용하였다.

9. 형질전환세포 판별

본 연구에 사용된 발현 vector 내에 포함되어 있는 control vector인

pEGFP-IRESneo Control Vectot(6kb)를 이용하여 transfection의 효율을 측정하

였다.

pEGFP-IRESneo Control Vectot는 GFP protein을 함유하고 있는 vector로서 만

약 vector내로 gene이 insert 되었을 경우 형광을 띠는 특성을 가지고 있다.

Transfection은 Effectene transfection Reagent kit을 이용하였는데,

Enhancer (4, 8, 16㎕), Effectene(5, 10, 12.5, 20, 25, 50, 100㎕)과 DNA

(0.5, 1, 2㎍)를 여러 가지 조합으로 transfection을 시켜 어느것이 가장 적합

한 transfection 효율인지를 측정하였다.

HC11 cell에 유전자를 도입하는 방법과 동일한 방법으로 transfection을 시킨

후 24시간 동안 5% CO2, 37℃에서 incubation을 시킨 후 각 9개의 sample을 형광

현미경으로 관찰하였다(Fig. 16). 그래서 그중에서 가장 형광색을 많이 띠며 분

포도가 높은 Fig. 16C를 선택하여 pIRGPIII, pIRSAA3, pIRWDNM1의 유전자를

HC11 cell내로 transfection 하였다.
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7Fig 16. Control vector의 transfection 효율 측정(형광현미경으로 관찰)

(A) DNA 0.5㎍, Enhancer 4㎕, Effectene 5㎕

(B) DNA 0.5㎍, Enhancer 4㎕, Effectene 12.5㎕

(C) DNA 1㎍, Enhancer 8㎕, Effectene 10㎕

(D) DNA 2㎍, Enhancer 16㎕, Effectene 20㎕

10. RT-PCR에 의한 도입유전자 발현 조사

도입한 유전자가 발현되었는지는 세포에서 total RNA를 분리하여 RT-PCR을 실

시하여 확인하였다.

발현벡터로 이용하였던 pIRES vector 내에 존재하는 5‘ primer와 각 유전자

내에 존재하는 3’ primer를 이용하여 RT-PCR을 수행함으로써 도입유전자들의 발

현을 확인하였다(Fig. 17).
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Fig 17. HC11 내로 유전자 도입후 RT-PCR로 확인

11. 신규 유전자 산물의 유선세포 퇴화 효과를 세포배양 수준에서 검정

HC11은 생쥐유선세포이다. 그런데 젖소에서 선발한 유전자들은 소의 sequence

이므로 bGPIII의 경우 mouse clusterin의, bSAA3는 mouse SAA3의, bWDNM1은

mouse WDNM1의 sequence를 분석하여 mouse의 primer를 제작한 후 RT-PCR로 발현

양상을 살펴보았다

1) Differentiation induction medium

Lactogenic hormones에 의해 HC11 cell의 differentiation을 유도시킨후,

clusterin, SAA3와 WDNM1 mRNA()의 발현 양상을 살펴보면, differentiation으

로 진행될수록 증가하였고, differentiation 5일째에 최고치를 나타내었다

(Fig. 18).

2) Apoptosis induction medium

각 hormones 효과에 대한 clusterin, SAA3와 WDNM1 mRNA 발현을 살펴 본 결

과, clusterin의 경우, prolactin(PRL), dexamethasone(DEX), PRL+EGF과

PRL+DEX 처리에 의해 mRNA의 발현이 증가하였고, SAA3의 경우 PRL, DEX+PRL과

EGF+PRL 처리에 의해 mRNA의 발현이 증가하였으나, DEX과 EGF 단독 처리시에는

영향을 보이지 않았다. 그러므로, clusterin과 SAA3의 경우 PRL에 대해

synergic 효과를 보이고 있다. 또한 WDNM1 mRNA의 발현 효과는 각 hormone 처리

시 별 영향을 보이지 않았다(Fig. 19).
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3) Serum restimulation experiment

Serum을 restimulation 시켰을 경우 clusterin과 WDNM1 mRNA의 발현을 살펴보

면 down-regulation 현상을 보였다. 결국 serum내 있는 어떠한 factor가

clusterin과 WDNM1의 발현을 억제한다는 추론을 할 수 있다(Fig. 20).

4) TGFβ, TNFα experiment

TGFβ의 경우 clusterin 발현을 억제하거나, 유도하는 것이 cell type에 따라

다르다는 보고가 있었으나, HC11의 경우, TGFβ 처리후 clusterin mRNA의 발현

은 감소되는 결과를 보였으나 WDNM1 mRNA의 발현은 증가하는 경향을 보였다

(Fig. 21).

TNFα 처리후 clusterin과 WDNM1 mRNA 발현 모두 감소되는 결과를 보였다.

그러나, SAA3의 경우엔 TNFα에 의해 발현이 유도되는 정 반대되는 결과를 보였

다(Fig. 22).

5) Antimycin, oligomycin experiment

Antimycin은 mitochondrial synthase inhibitor로서, 처리후의 morphology는
36시간 까지 별다른 양상을 보이지 않았으나 48 시간 부터는 아주 조금씩 cell
들이 죽어가는 형태를 보이다가 67시간에는 cell 들이 2/3 정도 떨어져 나가는
형태를 보였다. 이 처리에 의한 clusterin, WDNM1의 mRNA 발현은 변화가 없었다
(Fig. 23).
Antimycin과 마찬가지로 mitochondirial synthase inhibitor로서, oligomycin
처리후의 morphology는 12시간 까지는 별다른 양상을 보이지 않았으나 18 시간
부터는 아주 조금씩 cell 들이 죽어가는 형태를 보이다가 26시간에는 cell 들이
2/3 정도 떨어져 나가는 형태를 보였다(Fig. 24).

6) 각 hormone별 dose 효과

Lactogenic hormones 들인 insulin, EGF, prolactin, dexamethasone을 dose별

로 처리해 주므로써 각 horomone에 대한 선발된 유전자의 발현양상을 살펴보았

다.

가) Prolactin

Serum free medium(SFM), apoptosis induction medium(AIM)에서 mclusterin,

mWDNM1, mSAA3의 발현양상을 살펴보면 농도에 따라 증가하는 성향을 보였다. 또

한 prolactin의 농도가 0.5㎍/ml일 때부터 발현양이 증가하기 시작하여 5㎍/ml

일 때에 최고수준을 볼 수 있었다(Fig. 25).

나) Dexamethasone
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이것도 역시 SFM, AIM에서 세 유전자 모두 농도에 따라 발현이 증가하는 성향

을 보였으나, 최고의 농도인 5μM일때는 세 유전자 모두 감소하는 것을 볼 수

있었다. 즉 0.1μM 일때부터 증가하더니 0.7μM일 때 최고치를 나타내다가 1,

2, 5μM 로 갈수록 점점 감소하는 경향을 나타내었다(Fig. 26).

다) EGF

EGF는 dexamethasone과 비슷한 경향을 보였다. EGF 농도가 0.1ng 일 때부터

증가하더니 5ng 일 때 최고치를 나타내다가 10, 15, 20ng 일때는 큰 폭으로 감

소하는 경향을 보였다(Fig. 27).

라) Insulin

Insulin의 결과를 살펴보면, Insulin에 따른 각 유전자의 영향을 별로 없는

것으로 나타났다(Fig. 28).
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12. 신기능 물질의 발현 벡터 제조

세포 배양 수준에서의 발현 수준을 검정한 후 다음단계로 이 유전자들(bovine

GPIII, SAA3, WDNM1)의 E. coli 용 발현벡터를 제조하여 미생물에서 신기능 물

질을 생산하는 연구를 수행하였다.

본 연구에서는 건유관련 물질인 bGPIII, bSAA3, bWDNM1 protein을 E. coli내

에서 발현시켜 정제하기 위해 pET expression vector system을 사용하기 위해

건유관련 물질인 bGPIII, bSAA3, bWDNM1 protein을 E. coli 내에서 발현시키기

위한 발현 벡터를 제조하였다.

bGPIII, bSAA3, bWDNM1 insert와 vector와의 reading frame을 일치시키기 위

해 Nde I 과 Xho I 제한 효소 site를 갖게끔 각 insert 별로 5' 과 3‘ primer를

design 한 후 PCR을 수행하였다. 증폭된 bGPIII, bSAA3과 bWDNM1 PCR product는

1％ low melting agarose gel에서 전기영동을 수행하여 band를 잘라낸 후 gel

elution kit(Bio101 社)으로 각 insert만을 얻어내었다(Fig. 29). Vector의 경

우는 Nde I과 Xho I으로 절단한 후 nucleotide removal kit(Qiagen 社)으로 정

제하였다(Fig. 30). 정제된 pET vector와 gel elution 으로 얻어진 insert들은

양 말단이 Nde I과 Xho I(Promega 社)으로 cohesive end가 되었으므로 T4

ligase (Takara 社)를 이용하여 16℃에서 12h 이상 ligation 반응을 수행하였

다. Ligation product를 Top 10F' cell에 transformation 한후에 생성된

ampicillin, tetracyclin resistant colony로부터 plasmid를 분리하여 Nde I과

Xho I으로 처리한 결과, 5.5 kb의 pET-22b vector와 clusterin, SAA3과 WDNM1

gene insert가 정상적으로 ligation 되었음을 확인하였다. 이렇게 해서

construction 된 E. coli용 발현 벡터를 pETGPIII, pETSAA3, pETWDNM1이라 명명

하였다.

Fig 29. PCR-product Fig 30. pET vector
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13. 발현벡터를 E. coli내 도입

Construction한 pETGPIII, pETSAA3 expression vector를 발현시키기 위해 발

현 host인 BL21 E.coli cell에 transformation 하였다. 유전자가 도입된

colonies를 colony PCR을 수행하여 선발하고 그 선발된 유전자의 plasmid를 분

리하였다. 그리고 Nde I과 Xho I 효소 처리를 하여 pETGPIII, pETSAA3 cDNA가

올바르게 도입되었음을 확인하였다.

14. E.coli내 신기능 물질의 생산

pETGPIII, pETSAA3 expression vector가 도입된 BL21 cell에 대한 LB/amp.

plate에서 single colony를 selection하여 배양하였다. 배양한 세포에 0.1mM

IPTG를 첨가한 후 배양하여 inductino 0h, 1h, 2h에 induction 0h의 OD를 1로

기준하여 일정양을 취한후 protein loading buffer와 혼합 후 SDS-PAGE를 수행

하여 fusion protein의 발현을 관찰하였다.

Fig 31. 32은 각 단백질의 SDS-PAGE 그림이다.
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pETGPIII protein

IPTG induction marker 0h 1h 2h

Figure 31. pETGPIII protein의 SDS-PAGE

pETSAA3 protein

IPTG induction marker 0h 1h 2h

Figure 32. pETSAA3 protein의 SDS-PAGE
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제 4절 적 요

본 연구는 젖소 유선조직의 건유시기에 발현이 유도되는 유전자원을 개발하여

특성을 규명하고, 개발한 유전자가 유선 상피세포의 죽음을 유도하는 가를 검정

하기 위하여 수행되었다.

이를 위하여 젖소 비유시기와 건유시기 유선조직의 total RNA를 분리하여

subtractive hybridization 방법을 이용하여 건유시기에 발현이 유도되는 유전

자원을 탐색하였다. 선발한 유전자들 중에서 glycoprotein III, serum amyloid

A3, WDNM1 유전자는 유선 상피세포의 죽음이 활발하게 일어나는 건유기 후반의

유선조직에서 발현이 유도되는 것을 Northern analysis를 통해 확인하였다.

Glycoprotein III, serum amyloid A3, WDNM1이 젖소 건유시기에 발현이 증가하

는 것을 in vivo 상태에서 확인하였고, 또한 각각 유전자의 지금까지 밝혀진 기

능을 보면, glycoprotein III는 세포 죽음과 관련된 유전자인 clusterin의 다른

명명으로 불리고 있고, serum amyloid A3도 세포 죽음과 관련된

metalloprotenase을 조절하고 inflammation에도 관여하는 유전자라 알려져 있

다. 그리고 WDNM1의 경우는 유선 이유시기를 조절하는 단백질로 널리 알려져 있

다. 이로써 이 세 유전자는 세포 죽음에 관여하는 것으로 추정하였다. 그래서,

glycoprotein III, serum amyloid A3와 WDNM1을 유선 상피세포주에 도입하고,

세포죽음에 관련된 물질들을 처리한 결과, 유선 상피세포의 죽음이 현저하게 증

진되는 것을 발견하였다.

Glycoprotein III, serum amyloid A3와 WDNM1 유전자에 대한 추가 연구를 수

행하여, 건유촉진 물질을 생산하여 우수한 고능력 젖소 육종을 위한 DNA 표지인

자를 개발할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 젖소 유방조직에서 glycoprotein

III, serum amyloid A3와 WDNM1 단백질을 많이 발현시키는 방안을 모색하면, 건

유촉진 물질을 생산하여 유방염이 빈번히 발생하는 건유시기를 단축하여 유방염

의 빈도를 줄일 수 있다는 것이 기대된다.

이들 연구결과로 얻어진 학회지 논문, 특허 및 학회발표 실적은 다음과 같다.
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제 3 장 유방발달 유전자원의 개발, 활용에 의한

유생산증진 및 고능력젖소 육종

제 1절 서 설

우수한 젖소란 첫째로 비유능력이 좋은 소, 즉 성분의 균형이 잘 잡힌 우유

를, 1유기뿐만 아니라 생애 전체에 걸쳐서 많이 생산하는 소이다. 유방의 크기,

즉 유선상피세포의 숫자는 유량과 직접적인 관계가 있다 (Knight와 Wilde,

1987; Tucker, 1987). 예를 들어 흰쥐에서 유선세포의 숫자와 유량간에는 0.85

의 높은 상관 관계를 나타내고 있다 (Tucker, 1966). 젖소의 경우에도 궁극적으

로 유생산량은 유선상피세포의 숫자와 직접적인 관련이 있어 유선상피세포의 숫

자가 많은 젖소는 그만큼 많은 우유를 생산해 낼 수 있다. 현재까지의 육종지침

은 주로 유량에 기초를 두어 이루어져 왔고 외국에서는 유량이외에 유방염, 유

방의 형태 등을 고려하고 있으나 국내는 물론 국외에서도 유방의 크기를 고려한

육종지침은 없는 실정이다. 종에 따라 차이는 있지만 전체 유선 발달의 48-98%

가 임신기 동안 일어난다 (Knight와 Peaker, 1982; Borellini와 Oka, 1987;

Imagawa 등, 1990; Joshi 등, 1986). 따라서 유방발달에 관련된 주요 유전자는

임신시기 동안 발현될 것이다.

유방발달에 관여하는 유전자를 탐색, 개발할 경우에는 이러한 유전자원을 이

용하여 유방발달이 우수하고 유방형태가 우수한 고능력 젖소의 육종지침으로 활

용할 수 있을 것이다. 따라서 본 연구에서는 젖소의 임신시기에 유선세포에 발

현되는 주요 유전자를 탐색 개발하여 고능력 젖소의 육종지침에 활용하고자 수

행되었다. 유방발달 유전자원을 개발하여 유전자산물이 유선발달을 촉진시킬 수

있는 물질로 판명될 경우에는 이를 이용하여 유방발달을 촉진시키는 방안 개발

에도 활용할 수 있을 것이다.

이를 위하여 본 연구에서는 젖소유선세포 임신시기의 cDNA library를 제작하

였고, cDNA library에서 임신시기에 발현이 유도되는 유전자원을 탐색하였다.

탐색한 cDNA clone의 부분적인 염기서열을 결정과 northern 방법으로 어떠한 유

전자들이 유선 상피세포의 발달이 활발하게 일어나는 임신시기에 발현이 유도되

는 가를 규명하였다. 유방발달 후보 유전자인 stat5a를 유선상피세포에 도입하

여 유선 상피세포 증식효과를 검정하였다. 또한 stat5a 단백질을 미생물에서 생

산하는 연구를 수행하였다.
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제 2절 재료 및 방법

1. 젖소 유선조직 cDNA library 구축

가. 유선조직 채취방법의 확립

본 연구에서는 젖소의 유전자원을 확보하기 위해서 많은 젖소 조직이 필요하

다. 가능하면 동물을 희생시키지 않고 필요한 조직을 확보하였다 (Knight 등,

1992). 젖소의 건상상태에 영향을 주지 않고 신선한 유선조직을 채취하는 방법

으로 필요한 유선조직을 아래와 같이 채취하였다. 젖소를 xylazine으로 마취시

키고 절제부위(후유두 뒤편)의 털을 면도기로 제거하였다. 후유두 뒤편을

ephedrine/procaine hydrochloride(100mg procaine, 400mcg ephedrine)로 세척

한 후, 4cm정도를 절제하였다. 절제부위로 부터 유선조직 2g - 5g을 채취하였

다. 절제부위를 봉합하고 수술후 4일간 penicillin (3,630 units/kg 체중/일)을

주사하였다. 확보한 유선조직에서 혈관이나 림프관 등의 조직은 제거한 후 일부

는 RNA분리 시약에서 분쇄시키고, 나머지는 액체질소에 보관하였다. 임신시기

특이적인 젖소 유선세포에 대한 cDNA library를 제조하기 위하여 임신시기 (임

신 4, 5, 6, 7, 8개월)의 유선조직과 미임신 시기의 유선조직을 biopsy로 채취

하였다.

나. Total RNA 분리 및 poly A RNA 정제

각각의 유선조직에서 total RNA를 acid guanidinium thiocyanate- phenol-

chloroform 방법에 의해 추출하였다(Chomozenski and Sacchi, 1987). 유선조직

을 denaturing 용액 (guanidinium thiocyanate, Na citrate, 10% sarcosyl,

2-mecaptoethanol)에서 homogenization한 후 RNA가 함유되어 있는 denaturing

용액을 2M Na citrate, acidified phenol 및 chloroform과 혼합한 후 원심분리

하였다. Aqueous phase를 다시 한번 phenol extraction한 후 2-propanol로 RNA

를 침전시켰다.

젖소의 임신 특이적 cDNA library제조에 필요한 poly A RNA는 total RNA로부

터 Stratagene poly A RNA purification column을 이용하여 분리하였다.

다. cDNA library 구축

임신시기 유선조직의 cDNA library는 Clontech의 λTriplEx vector를 이용하

여 아래와 같이 제조하였다. First strand cDNA는 Poly A RNA와 Xba I- d(T)

primer를 상온에서 접합시키고 역전사효소로 42℃에서 40분간 반응하여 제조하
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였다. Second strand cDNA는 위에서 만들어진 RNA/DNA 병합체에 ribonuclease H

와 DNA polymerase I을 처리하여 12℃와 22℃에서 각각 60분간 반응시켜 제조하

고, 70℃에서 10분간 처리하여 효소를 불활성화시켰다. 여기에 다시 T4 DNA

polymerase를 37℃에서 10분간 처리하여 cDNA double strand 양끝을 blunt-end

화하였다. 500 bp 이하의 cDNA는 column을 이용하여 제거하였다. 합성된 cDNA에

phosphorylated EcoRI adaptor를 첨가한 후 T4 DNA ligase를 첨가하고 15℃에서

18시간 반응하여 ligation시키고 70℃에서 10분간 처리하여 효소를 불활성화시

켰다. 접합되지 않은 linker들은 spin column을 이용하여 제거하였다. 제조한

cDNA는 EcoRI-XbaI digested λTriplEx vector에 T4 DNA ligase를 이용하여

ligation한 후 packaging mix로 in vitro packiging하여 cDNA library를 제조하

고 E. coli XL1-Blue cell에 transfection하였다.

라. cDNA library 특성 규명

cDNA library의 recombinant효율은 X-gal과 IPTG를 이용하여 blue/white

plaque의 비율로 결정하였다. cDNA library의 titer는 unamplified cDNA

library를 serial dilution하여 plaque forming unit을 계산하여 결정하였고,

이를 기초로 하여 independent clone의 숫자를 계산하였다. cDNA library내

insert의 크기는 insert를 PCR로 증폭한 후 agarose gel 전기영동으로 결정하였

다. cDNA library는 증폭한 후, titer를 결정하고 분주하여 -70℃에 보관하였

다.

2. 유방발달 유전자원의 탐색

가. 차별혼성화 방법에 의한 임신 특이적 cDNA clone의 선발

원하는 cDNA clones을 선발하기 위해서는 연구 system에 적절한 방법을 이용

하여야 한다. Differential hybridization 방법은 T-cell에서만 발현되는 cDNA

clones의 선발에 이용하여 성공적으로 원하는 cDNA clones을 탐색한 바 있다

(Cochran 등, 1984). 이 방법은 세포에 어떤 처리를 (예를 들면 growth factor

를 처리하였을 때 발현되는 mRNA species) 하였을 때 특이적으로 발현되는

clones의 선발(Hedrick 등, 1984) 또는 똑같은 세포에서 특정 생리적 시기에만

발현되는 mRNA species의 선발에 이용할 수 있는 방법이다. 두 가지의 각기 다

른 생리적시기에 있는 세포에서는 같은 종류의 mRNA species가 대부분 발현되겠

지만 특정 생리적 시기에서만 발현되는 mRNA species도 있다. 따라서 각각의 생

리적 시기에 있는 세포에서 single stranded cDNA를 제조하고, 이를 probes로

이용하여 특정시기에 있는 cDNA library를 membrane에 duplication하여
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Membrane 2
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↘ ↙

◇ □

○ ○

differential hybridization 방법으로 screening할 경우, 특정 생리적 단계에서

만 발현되는 clones을 선발할 수 있다. 따라서 본 과제에서도 유선조직의 임신

시기에 발현이 유도되는 mRNA species를 differential hybridization 방법을 이

용하여 아래와 같이 선발하였다 (그림 1 참조). 미임신 및 임신시기에 있는 유

선조직에서 stage-specific poly A RNA를 정제하고, labeled first strand cDNA

probe는 32P-CTP, oligo (dT) primer 및 reverse transcriptase를 이용하여 제조

하였다. 위에서 제조한 임신 특이적 cDNA library의 recombinant bacteriophage

plaques를 nylon membrane에 duplicate로 전이하였다. 각각의 nylon membrane은

미임신 및 임신시기의 유선조직에서 제조한 stage-specific labeled-first

strand cDNA probe와 hybridization하여 임신 특이적 probe에만 hybridization

되는 clone들 또는 signal이 더 강한 clone들을 선발하였다. Primary screening

시 low density (약 2,500 pfu/150 mm plate)로 plating하여 대부분의 경우에

single plaque를 선발할 수 있었다.

임신 특이적

cDNA library

Master Plate

Membrane에

duplicate로 전이

Membrane 1

미임신특이적 임신특이적
cDNA probe와 cDNA probe와
hybridization hybridization

임신특이적

cDNA clone의 선발

Figure 1. Identification method of pregnant-induced clones by differential

screening

○ ○

○ ○
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나. PCR/Southern 방법에 의한 임신 특이적 cDNA clone의 선발

상기의 방법으로 primary screening하여 single plaque를 얻었을 경우에도

primary screening시에 약간의 실수로 인해서 false plaque를 선발할 가능성이

있다. 선발된 clone이 올바로 선발되었는지 재확인 과정을 거친 후 northern 또

는 sequencing과정을 진행해야 한다. 최근 PCR/Southern differential

screening방법으로 positive clone을 확인하는 방법이 개발되었다 (Luo 등,

1994). 이 방법의 개요가 그림 2에 나타나 있다. Primary screening에서 얻은

positive plaques를 freezing/thawing과정을 2-3회 반복하여 lambda DNA를

phage로부터 방출시켰다. Template lambda DNA와 5’/3’ primer를 이용하여 30

cycle의 PCR을 수행하였다. PCR product는 duplicate로 1.0% agarose gel에서

전기영동하였다. Southern blotting으로 gel에 있는 DNA를 각각의 membrane에

전이한 후 membrane을 미임신 및 임신 특이적 cDNA probe와 hybridization한 후

임신시기에 특이적으로 또는 더 강한 message를 보이는 clone들을 재 선발하였

다. 이 방법은 신속하고 한번에 20개정도의 clone을 조사할 수 있는 장점이 있

다.

다. Lambda DNA를 plasmid로 전이와 insert 확인

선발된 cDNA clone은 TriplEx vector에 있으므로 in vivo excision 방법을

이용하여 insert가 pTriplEx plasmid내에 삽입되도록 다음과 같이 유도하였다.

LB/kan/cam agar plate에 BM25.8 stock cell을 streaking하여 37℃에서

overnight 배양하여 colony를 얻었다. Working stock plate를 만들기 위해

single colony를 분리하여 LB/MgSO4/kan/cam agar plate에 streaking한 후

single colony를 따서 LB/MgSO4 broth 10ml에 접종시키고 31℃, 150rpm에서

overnight 배양하고, BM25.8 cell을 pellet으로 만든 후 MgCl2 (10mM)에 녹여 OD

측정후 OD600 = 1.0으로 희석하였다. Screening plate로 부터 분리한 single

plaque를 1×lambda dilution buffer 200ul에서 vortexing하여 phage solution

을 얻었다. In vivo excision을 하기 위하여 BM25.8 cell culture 100ul와

eluted positive plaque 10ul를 20ml tube에 섞어서 shaking하지 않고 31℃에서

30분간 배양하였다. LB broth 200ul를 첨가하고 31℃, 225rpm에서 1시간 배양하

였다. Infected cell suspension 2ul를 LB/carbenicillin plate에 plating하여

overnight배양 후, single colony를 분리하여 LB/carbenicillin broth에서

overnight 배양하였다. Tube 한 개는 glycerol stock에 저장하고 나머지는

plasmid 분리에 이용하였다.
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Primary screening에
서 선발한 plaque의
lambda DNA 방출

5'/3' primer이용,
PCR 반응
Duplicate로

agarose gel 전기영동,
Southern blotting

미임신특이적 임신특이적
cDNA probe와 cDNA probe와
hybridization hybridization

1 2 3 4 1 2 3 4

임신특이적
cDNA clone의 선발

Figure 2. Identification method of pregnant-induced cDNA clones by

PCR/Southern differential screening. Lane 1의 clone은 미임신 및 임

신 특이적 probe 모두에서 message가 없으므로 false clone으로 간주한

다. Lane 3의 clone은 임신 특이적 message를 나타내고, lanes 2와 4의

clone은 임신시기에 더 강한 message를 보이므로 선발하여 각각의

clone들에 대한 특성을 규명한다.

In vivo excision된 colony를 배양하여 miniprep.방법으로 plasmid를 분리하

였다. 일부의 plasmid DNA는 Qiagen plasmid purification column을 이용하여

분리하였다. 젖소 유방조직 cDNA insert가 EcoRI과 XbaI내에 삽입되어 있으므로

plasmid를 EcoRI과 XbaI 제한효소로 처리하여 cDNA insert를 분리하였다.

Insert가 확인된 plasmid는 다시 low melting agarose에서 전기영동한 후,

insert부분의 gel을 잘라서 녹여 -20℃에 보관하였고, northern 분석시

32P-labeled cDNA probe를 합성하는 template로 이용하였다.

Membrane 1 Membrane 2
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3. 유방발달 유전자원의 개발

가. 선발한 cDNA clone의 부분적인 염기서열 결정 및 database와 비교

상기에서 임신시기에 발현이 유도되는 것으로 선발한 clone에 대한 염기서열

을 아래와 같이 분석하였다. 35S-dATP를 이용하여 double-stranded dideoxy

chain termination 방법을 응용한 PCR sequencing kit [Stratagene의 Exo(-)

Pfu cyclist]로 부분적인 염기서열을 결정하였다. PCR을 이용한 염기서열 분석

방법은 plasmid 양이 매우 작은 10 fmol에서 500 fmol의 template DNA를 사용하

는 장점이 있다.

보통의 PCR 반응과는 달리 sequencing 방법에서는 양쪽 primer를 사용하는

것이 아니라 읽고자 하는 strand에 맞는 단일 primer를 사용하는데, 5‘ primer

로는 pTriplEx 5'(pTEx5)를 이용하여, 3’ primer는 pTriplEx 3'(pTEx3) 또는 T7

primer를 이용하여 각각 sequencing하였다. 약 500fmol의 template DNA와 1pmol

의 primer, 10×sequencing buffer, 10μCi 35S-dATP, 2.5U Exo(-) Pfu DNA

polymerase, 4㎕ DMSO와 멸균 증류수를 첨가하여 총 30㎕의 반응 mixture를 만

들어 각 ddNTP(ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP) tube에 7㎕의 반응 mixture를 분주

하여 PCR sequencing을 수행하였다. PCR 반응시 denaturing 온도는 94℃, 30초,

annealing 온도는 47℃에서 30초, extension은 72℃에서 30초로 30회 정도 증폭

시켰다. PCR 반응 후 5㎕ stop dye mix를 첨가하여 8% polyacryamide gel에 전

기영동하여 염기서열을 분석하였다.

각 clone들에 대하여 부분적인 염기서열을 GenBank database의 다른 유전자

또는 clone들과 유사성을 비교하였다.

나. Northern 분석에 의한 유전자 발현양상 조사

위에서 선발된 cDNA clone들이 임신시기에 유선조직에서 발현되는지는

northern 방법으로 조사하였다. 미임신시기, 임신시기, 비유시기 및 이유시기의

유선조직에서 total RNA를 분리하여 아래와 같이 northern을 수행하였다.

Total RNA가 흡착되어 있는 membrane을 준비하기 위하여 다음과 같이 RNA 전

기영동을 실시하였다 (Sambrook등, 1989). Formaldehyde-1.0% agarose gel을 준

비하였다. RNA용액을 15,000 rpm, 4℃, 30분 원심분리 후, RNA pellet을 70%

ethanol로 세척하여 말렸다. RNA loading buffer 20ul로 pellet을 녹여, 95℃,

2분 heating후 gel의 well에 loading하였다. 전기영동 (100 V, 1 - 2 시간)후

UV에서 28S와 18S band 확인하고 형광자와 함께 사진을 찍어서 나중에 mRNA

band 크기를 결정하는데 이용하였다.

전기영동 후 gel에 있는 total RNA를 capillary 반응으로 아래와 같이
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membrane에 옮겼다. 10 x SSC solution하에서 agarose gel에 있는 total RNA가

membrane에 전이되도록 하였다. 전이 후 membrane을 microwave oven에서 2.5분

baking하여 membrane에 RNA가 영구적으로 흡착되도록 하였다.

cDNA insert를 이용하여 hybridization에 필요한 32P-labeled probe를 random

priming kit (Stratagene)를 사용하여 제조하였다. Membrane을 제조한 probe와

hybridization하여 clone의 발현양상을 다음과 같이 조사하였다. 0.5% SDS, 6X

SSC, 10% dextran sulfate, 100 ug/ml sperm DNA로 구성된 hybridization용액을

이용하였다. 65℃에서 2시간 동안 prehybridizatoin후 32P-labeled probe를 첨가

하여 hybridization을 12시간 이상 실시하였다 (Thomas, 1980). Hybridization

후에 membrane을 2X SSC/0.1 % SDS (상온에서 10분 2회), 2X SSC/0.1 % SDS (4

2℃에서 30분), 0.1X SSC/0.1 % SDS (42℃에서 30분), 0.1X SSC/0.1 % SDS (5

5℃에서 30분), 0.1X SSC/0.1 % SDS (65℃에서 30분)용액에서 각각 washing하였

다. Washing후에 membrane을 rap으로 싸서 X-ray film에 노출하여 2-4일 후에

현상하였다.

선발된 cDNA clone들이 젖소의 여러 조직 중 어떠한 조직에서 발현되는지를

위와 같이 northern hybridization 방법으로 조사하였다.

다. 신규 cDNA clone의 제한효소 지도작성 및 전체 염기서열 분석

임신시기의 유선조직에서 발현이 유도되는 유전자중에서 bovine에서 아직 밝

혀지지 않은 clone들에 대해서 부분적인 염기서열을 이용하여 제한효소 지도를

작성하였고, 전체염기서열을 분석을 위하여 제한효소로 절단한 후 subcloning을

하던가, PCR cloning을 수행하였다. 제한효소지도 작성은 database program에

sequence를 입력하여 clone이 어떤 제한효소 site를 갖고 있는지 조사하였다.

Clone의 염기서열을 GenBank data와 비교한 결과, clone bP51은 human

polyadenylate binding protein (PABP) 유전자와 약 85% homology를 보였다. 그

러나, 선발한 clone의 insert는 full-length coding region을 포함하고 있지 않

았다. RT-PCR 방법을 이용하여 full-length PABP cDNA를 아래와 같이 cloning하

였다.

기 밝혀진 human과 mouse PABP cDNA 유전자로부터 coding 부분에 해당하는

5’ primer와 3’ primer를 각각 합성하였다. RT-PCR시 template로는 임신 8달 유

선조직에서 분리한 total RNA를 이용하였다. Total RNA에서 DNA를 제거하기 위

하여 DNase 처리를 하였다. Total RNA를 template로 이용하고 oligo(dT) primer

를 이용하여 MMLV (Clontech) reverse transcriptase로 first-strand cDNA를 합

성하였다. PCR로 얻어진 산물을 1.2% low melting gel에 전기영동하여 원하는

크기의 PCR band를 잘라내어 DNA purification kit를 이용하여 정제하였다. PCR
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product를 pGEM-T easy vector (Promega)에 ligation시킨 후 E. coli JM109

cell에 transformation하였다.

4. 유방발달 물질의 유선 상피세포 증식효과 검정

상기 연구를 통하여 bovine stat5a gene이 젖소 임신후반기의 유선조직에서

발현이 유도되는 것을 확인하였다. Stat5a는 여러 가지 세포에서 prolactin 등

의 신호를 매개하는 물질로 알려져 있다. 본 실험에서는 bovine stat5a gene을

유선 상피세포주인 HC11 세포에 도입하여 stat5a가 유선 상피세포의 증식을 유

도하는 가에 대한 연구를 아래와 같이 수행하였다. 즉, bovine stat5a gene을

eukaryotic expression vector에 연결한 재조합 vector와 stat5a insert를 포함

하지 않는 control vector를 각각 HC11 cell line에 transfection한 후, stat5a

gene transfection에 의한 유선상피 세포 증식효과를 검정하는 연구를 수행하였

다. 본 연구의 개요는 그림 3에 제시되어 있다.

가. Stat5a cDNA 발현 vector 제조

Bovine stat5a gene이 포함되어 있는 재조합 유전자 (pstat5a)와 neo 저항성

gene만 포함되어 있는 control vector (pNeo)를 각각 제조하였다. 유선 상피세

포 발달 후보 유전자인 bovine stat5a의 cDNA를 eukaryotic expression vector

를 제조하는 과정에 대한 요약이 그림 4에 제시되어 있다.
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Figure 3. Strategy for the determination of mammary epithelial cell growth

by bovine stat5a transfection in HCll cells.
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Figure 4. Strategy for the construction of bovine stat5a gene into

eukaryotic expression vector(pBK-CMV)
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본 실험에 사용된 expression vector는 pBK-CMV vector (Stratagene)로서 이

vector는 eukaryotic cell에서 유전자 발현에 필요한 cytomegalovirus (CMV)

immediate early promoter, SV40 transcription terminator인 polyadenylation

signal 및 SV40 3' splicing site를 갖고 있다. 또한 SV40 early promoter와 TK

transcription termination과 polyadenylation signal에 의해서 발현이 조절되

는 neo 저항성 유전자 (neomycin/kanamycin resistance gene) system을 이용한

G418 selection을 통해 eukaryote cell line으로 발현벡터의 transfection을 확

인할 수 있다.

Bovine stat5a insert는 pUC18-stat5a에서 Sac I(5')과 Sal I(3') 제한효소

를 사용하여 절단하고, pBK-CMV vector (4.513kb)는 multi-cloning site중 Sac

I(5') 과 Xho I(3') 제한효소를 처리하여 각각을 전기영동을 수행한 후 QIAEX

II Gel Extraction kit(QIAGEN)를 사용하여 정제하였다. 정제된 stat5a insert

(2.6kb)와 pBK-CMV vector를 T4 ligase로 16℃에서 12시간 반응시켜 cohesive

end ligation을 수행하였다. Ligation product (7.1kb)는 100mM CaCl2처리에 의

한 XLI-blue MRF'competent cell에 transformation시켜 LB/kanamycine (50

ug/ml) agar plate에 plating하여 14시간 37℃에서 incubation하였다. Colony를

선발하여 LB/Kanamycine (50ug/ml) broth 배지에 접종 12시간 37℃에서 배양후

plasmid를 QIAGEN Plasmid mini Kit를 사용하여 분리·정제하였다. 분리·정제

된 pBK-CMV-stat5a plasmid는 제한효소 Sac I (5')으로 one cut하여 plasmid

size 7.1kb를 확인할 수 있었다. 제한효소 Not I (5', 3' 양 끝 절단)처리를 하

여 stat5a (2.6kb) insert와 pBK-CMV (4.5kb) vector가 정상적으로 ligation된

것을 확인하였다.

Eukaryote cell HC11에서 발현의 효율을 높이기 위해 제한효소 Nhe I과 Sac

I을 처리하여 약 200bp 정도되는 -galactosidase의 promoter와 start codon

AUG를 제거하였다. lac promoter와 AUG가 제거된 plasmid는 전기영동을 수행한

후 QIAEX II Gel Extraction kit (QIAGEN)를 사용하여 정제하였다. 정제된 pN-S

는 DNA Polymerase Large klenow Fragment(Promega)를 사용하여 fill-in 처리하

여 blunt end를 만든 후 T4 ligase (NEB)로 16℃에서 12시간 반응시켜 ligation

시켰다. Ligation product (7.1kb)는 E.coli XLI-blue MRF'competent cell에

transformation시켜 LB/kanamycine agar plate에 plating 하여 14시간 동안 3

7℃에서 반응시켰다. Colony를 선발하여 LB/Kanamycine broth 배지에 접종, 12

시간동안 37℃에서 배양 후 plasmid를 QIAGEN Plasmid mini Kit를 사용하여 분

리·정제하였다. Ligation junction부위를 염기서열 분석하여 correct ligation

을 재확인하였다.

Plasmid가 정상적인 pBK-CMV vector와 stat5a insert를 갖고 있는지 Xba I로
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절단하여 6.9kb의 크기를 확인하였고, 또한 Not I으로 절단하여 4.3kb의

pBK-CMV vector와 2.6kb의 stat5a insert를 확인하였다.

나. 유선 상피세포주 (HC11)내 stat5a cDNA 도입

1) Transfection을 위한 HC11 cell culture

본 연구에서는 mouse normal mammary epithelial cell line인 HC11 cell에

bovine stat5a 유전자를 도입하여 유선상피세포의 증식을 검정하였다 (Ball 등,

1988). Cell이 들어있는 ampule을 liquid nitrogen tank에서 꺼낸 후 즉시 준비

된 37℃ water bath에 녹였다. Ampule이 녹은 후 70% ethanol로 ampule 표면을

세척하여 cell suspension을 label된 flask에 옮겼다. 9 ml의 배양액을 천천히

(dropwise로 2분 이상에 거쳐) 첨가하였다. RPMI1640 media, 10%

heat-inactivated fetal bovine serum, 5 ug/ml insulin, 10 ng/ml epidermal

growth factor (EGF)가 첨가되어 있는 배양액을 이용하여 5% CO2, 37℃에서 배양

하였다. 배양액은 2-3일 간격으로 교체하였다. 배양 1일, 2일에 cell growth,

cell attachment를 관찰하였다. 현미경으로 monolayer의 confluency가 형성되는

시기를 관찰하고 subculture를 위하여 3ml의 0.25% trypsin 용액을 monolayer의

반대쪽 면으로 주입하고 trypsin이 monolayer위에 잘 펴지도록 flask를 흔들고

1분 정도 후 trypsin을 제거하고 incubator에서 cell round up/dissociation이

관찰될 때까지 배양하였다 (5-30분). Cell dissociation이 확인되면 배양액 3ml

를 첨가하고 monolayer면을 향하여 pipetting을 반복하여 cell dispersion을 유

도하여 cell suspension을 15ml tube에 옮긴 후 다시 pipetting을 반복하여

homogenous single cell suspension이 되도록 하였다. 적절하게 희석하여 cell

number를 counting후 원하는 숫자만큼 재배양하였다. 이 세포는 subculture후

36시간 후에 약 60%의 confluency에 도달하였고, 48시간 뒤에 confluency에 도

달함을 관찰할 수 있었다

2) HC11 cell에 유전자 도입

1 X 105 HC11 cell을 35mm dish에 2ml media하에서 seeding한 후 18 ∼ 24시

간 배양하여 세포가 50 ∼ 80% confluent 상태까지 배양하여 유전자를 도입하였

다. Lipofectamine 용액 (GIBCO BRL) 2, 4, 및 6 ul를 100 ul serum-free media

에 희석하고, Quagen Endofree plasmid Maxi Kit를 이용하여 분리·정제한

stat5a expression plasmid 및 control plasmid 2 ug을 100 ul serum-free

media와 희석하였다. 상기의 두 가지 용액을 혼합하여 상온에서 30분 정도 반응

시켜 DNA-liposome complex가 형성되도록 하였다. DNA-liposome complex가 형성
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되는 동안 cell을 2ml serum-free medium으로 rinse하였다. DNA-liposome

complex tube에 0.8ml serum-free medium을 첨가하여 희석한 후에 세척한 세포

에 1.0ml 전체 solution을 overlay하였다. Transfection 동안에는

antibacterial agent를 media에 첨가하지 않았다. 5시간 incubation후에 20%

FBS가 포함되어 있는 media 1.0 ml를 첨가하였고, 24시간 배양 후에 10% FBS가

포함되어 있는 fresh medium으로 교체하였다.

Medium 교체 24시간 후에 200 ug/ml G418을 배지에 첨가하여 G418에 저항성

을 보이는 transfected cell을 selection하기 시작하였다. 배지를 3일 간격으로

교체하면서 10-14일간 selection을 하였을 때 G418 저항성 colonies가 관찰되었

다. Control vector와 stat5a vector가 도입된 세포에서 lipofectamine 첨가 농

도별로 각각 4개씩, 총 12개의 colonies를 회수하였다. Colony를 회수하기 위하

여 cell을 PBS로 2회 세척하고 plate에 있는 모든 용액을 제거한 후에 cloning

cylinder를 colony가 세포 안쪽으로 위치하도록 plate에 붙였다. Cloning

cylinder 안에 trypsin 용액 1 drop를 떨어뜨리고 repeated pipetting으로 cell

을 dissociation시킨 후에 세포를 24 well plate (1 ml media)에 옮겼다. Cell

을 2-5시간 정도 배양하고 현미경으로 cell attachment를 확인한 후에 fresh

medium으로 교체하였다. Cell이 confluency에 도달하면 (1주) 6 well plate에

옮겨서 배양하였고, 그후 계속 subculture를 실시하여 충분한 양의 세포를 확보

한 후에 일부세포는 저장하였고, 일부세포는 DNA 및 RNA 분리에 사용하였다.

다. Stat5a 유전자가 도입된 세포 확인

세포에 유전자가 도입되었는지는 genomic DNA를 추출하여 PCR로 확인하였다.

Confluency를 이룬 상태에서 배지를 제거하고 TBS solution으로 세척하고 스크

래퍼로 monolayer 세포를 배양용기 바닥에서 떼어낸 후 원심분리하여 cell

pellet를 회수하여 40 ul TE buffer에서 cell을 dissociation하였다. DNA

extraction buffer 360 ul와 40 ul proteinase K 용액을 첨가하고 55℃에서 30

분마다 용액을 희석하면서 3시간 반응하였다. 반응 후에 400 ul chloroform

phenol isoamyl alcohol 용액과 희석하여 원심분리하여 genomic DNA가 포함되어

있는 상등액을 회수하였다. 여기에 1 ml ethanol 용액을 첨가하여 genomic DNA

pellet을 형성시켜 70% ethanol로 세척하고 TE buffer에서 DNA를 녹였다.

각각의 세포에서 분리한 genomic DNA를 template로 사용하고 재조합 유전자

특이적인 primer를 이용하여 PCR로 증폭하여 유전자 도입 유무를 확인하였다.

Control vector가 도입되었는가를 확인하기 위해서 CMV5' primer와 CMV3'

primer를 이용하였으며, stat5a vector가 도입되었는가는 CMV5' primer와

stat5a3' primer를 이용하였다. PCR 반응은 94℃에서 preheating 5분 후에 94℃
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denaturation 1분 30초, 53℃ annealing 1분 30초, 72℃ extension 1분 30초로

40 cycle 수행 후에 72℃ 10분간 final elongation 과정으로 수행하였다. PCR

product는 1.0% agarose gel에서 전기영동을 수행하여 확인하였다.

라. Northern에 의한 stat5a mRNA 발현 조사

도입한 stat5a 유전자가 발현되었는지는 세포에서 total RNA를 분리하여

northern을 실시하여 확인하였다. 세포가 confluent 상태에 도달하였을 때 배양

액을 제거하고 PBS로 washing후 monolayer cell상에 denaturing solution

overlay하였다. 세포가 완전히 lysis되면 scraper로 배양용기 표면을 긁어서 용

액을 모아 homogenization하였다. Lysed 용액에서 total RNA는 앞에 제시된 방

법으로 분리하여 labeled-stat5a insert를 probe로 이용하여 hybridization을

실시하였다.

마. Stat5a cDNA 도입에 의한 유선 상피세포 증식효과 검정

Stat5a cDNA 도입에 의한 유선상피세포 증식효과에 대한 검정은 control

vector가 도입된 세포 및 stat5a vector가 도입된 세포를 104 cells/well 씩 24

well plate에 seeding하고 24시간, 48시간 및 72시간 동안 배양한 후에 세포의

숫자를 정량 하여 측정하였다. 배양 후에 세포를 trypsin으로 dissociation하여

hemocytometer로 세포의 숫자를 counting하였다. 또한 아래와 같은 MTT assay

방법으로 세포 증식율 (cell proliferation rate)을 조사하였다. MTT

(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)는 살아있는

세포의 mitochondrial dehydrogenase 효소에 의하여 soluble formazan으로 분해

되며, formazan dye solution의 흡광도는 살아있는 세포 숫자와 비례하는 것으

로 알려져 있다. 이 방법은 세포의 숫자를 직접 세는 것보다 간편하기 때문에

세포 증식율 또는 cytotoxicity 측정에 널리 이용되는 방법이다 (Mosmann,

1984). MTT assay를 위하여 96 well plate의 well당 0.1×104 cell을 seeding하

고 well당 배양액 100ul 씩 첨가하여 배양하였다. 37℃ CO2 incubator에서 세포

배양 24, 48 및 72시간 후에 50ul MTT (PBS에 녹인 5mg/ml의 MTT solution,

Sigma)를 첨가하였다. 첨가후 37℃에서 3-4시간 동안 incubation한 다음 media

를 제거하고 well plate를 PBS나 media로 washing하였다. Well 당 70ul의

propanol-2-ol (50ml 제조시 isopropanol 50ml에 100ul HCl 원액을 첨가하여

0.1-0.2% HCl 농도가 되도록 함)를 첨가하고 잘 혼합하여 insoluble blue

formazan crystal을 녹였다. Acidified propanol-2-ol 첨가 30분 이내에 ELISA

reader로 570nm에서 optical density를 측정하였다. 이러한 실험을 5회 반복하

여 평균값을 이용하였다.

- 79 -



5. 유방발달 물질 stat5a 생산

가. Bovine stat5a 발현벡터 제조

상기 연구를 통하여 bovine stat5a의 overexpression이 유선상피세포의 증식

을 촉진한다는 사실을 확인한 바, stat5a 유전자를 미생물에서 생산하는 연구를

수행하였다.

유방발달 물질인 stat5a protein을 E.coli에서 발현시켜 정제하기 위해

expression vector에 cloning하였다. 본 연구에서는 pGEX expression vector를

사용하였다. pGEX는 GST gene fusion vector이다. GST fusion vector는 gene

expression는 fusion protein을 형성하기 때문에 affinity-purification으로 단

백질 분리가 가능하다. Tac promoter가 1-5mM IPTG에 의해서 유전자 발현을

induction하여, 26 kDa의 glutathione S-transferase (GST)를 포함한 fusion

protein이 발현되며, thrombin에 의해 fusion protein의 GST carrier protein이

제거된다.

Stat5a insert와 vector와의 reading frame을 일치시키기 위해 Not I 제한

효소 site를 가진 5' 방향의 linker primer (5'-AGCGGCCGCATGGCGGGCTGGATC-3')

를 design하였다. pBK-CMV vector에 cloning 되어있는 stat5a cDNA를 5'방향의

linker primer와 3‘ 방향의 T7 primer와 Taq polymerase를 이용하여 PCR로

2.6kb stat5a band를 증폭하였다. 증폭된 stat5a PCR product는 1％ low

melting agarose gel에서 전기영동을 수행하여 band를 잘라내고 phenol

extraction 방법으로 정제하였다. 정제된 PCR product stat5a를 Not I 제한효소

처리하여 양 말단이 cohesive end가 되도록 하고, phenol extraction 방법으로

정제하였다. pGEX-4T-3 vector 역시 Not I 제한효소 처리하여 양 말단을

cohesive end가 되도록 하였다. Vector가 self ligation되는 것을 방지하기 위

하여 CIAP 효소로 5’ 말단을 dephosphorlyation시켰다. Not I 처리된 stat5a

cDNA (2.6kb)와 vector (4.9kb)를 T4 ligase (Takara)를 이용하여 16℃에서 12h

이상 ligation 반응을 수행하였다. Ligation product를 DH5α cell에

transformation후에 생성된 ampicillin resistant colony로부터 plasmid를 분리

하여 Not I으로 처리하여 정상적인 ligation을 확인하였다.

나. Stat5a 발현벡터를 E. coli내 도입

Construction한 stat5a expression vector를 발현시키기 위해 발현 host인

BL21 E.coli cell에 transformation하였다. 유전자가 도입된 colonies를

ampicillin 저항성으로 선발하고 plasmid를 분리하여 Not I 효소 처리 결과,

stat5a cDNA가 올바르게 도입되었음을 확인하였다.
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다. E.coli에서 stat5a 단백질 생산

pGEX-4T-3-stat5a expression vector가 도입된 BL21 cell에 대한 LB/amp.

plate에서 single colony를 selection하여 배양하였다. 배양한 세포에 0.1mM

IPTG를 첨가한 후 배양하여 2h, 4h, 6h에 1ml 씩 취하여 protein loading

buffer와 혼합 후 SDS-PAGE를 수행하여 fusion protein의 발현을 관찰하였다.
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제 3절 결과 및 고찰

1. 젖소 유선조직 cDNA library 구축

가. 유선조직 채취방법의 확립

본 실험에 필요한 유선조직은 살아있는 젖소를 마취시킨 후 수술을 통하여

채취하였다. 이러한 방법은 가능하면 동물을 희생시키지 않고 필요한 유선조직

을 확보는 좋은 방법이라고 할 수 있다. 확보한 유선조직에서 혈관이나 림프관

등의 조직은 제거한 후 일부는 RNA분리 시약에서 분쇄시키고, 나머지는 액체질

소에 보관하였다. 임신시기 특이적인 젖소 유선세포에 대한 cDNA library를 제

조하기 위하여 임신 4, 5, 6, 7, 8개월의 유선조직과 미임신 시기의 유선조직을

위에 기술한 방법으로 수술하여 채취하였다.

나. Total RNA 분리 및 poly A RNA 정제

각각의 유선조직에서 total RNA를 acid guanidinium thiocyanate- phenol-

chloroform 방법에 의해 추출하였다. 분리한 total RNA를 formaldehyde gel

전기영동을 한 결과 28S 및 18S ribosomal RNA가 뚜렷하게 보였고 28S

band의 intensity가 18S 보다 2배정도 강함을 볼 때, 분리한 total RNA가

분해되지 않고 intact함을 확인할 수 있었다 (그림 5).

젖소의 임신 특이적 cDNA library 제조에 필요한 poly A RNA는 total RNA로

부터 Stratagene poly A RNA purification column을 이용하여 분리하였다. 정제

한 poly A RNA를 전기영동한 결과 28S 및 18S RNA가 완전히 제거되지는

않았으나 mRNA가 enrich된 것이 확인되었다 (그림 6).
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1 2 3 4

Figure 5. Electrophoresis of total RNA. The 20 ug of total RNA

extracted from bovine mammary gland at pregnant 4 (lane

1), 6 (lane 2), 7 (lane 3), and 8 months (lane 4) were

fractionated on 1.0% agarose gel containing formaldehde.

1 2

Figure 6. Electrophoresis of poly A RNA. The 20 ug of total RNA

(lane 1) and poly A RNA (lane 2) purified from the pooled

total RNAs of bovine mammary gland at pregnant 4, 5, 6,

7, and 8 months were fractionated on 1.0% agarose gel

containing formaldehyde.
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다. cDNA library 구축

임신시기 유선조직의 cDNA library는 λTriplEx vector를 이용하여 아래와

같이 제조하였다. First strand cDNA는 poly A RNA와 Xba I- d(T) primer를 상

온에서 접합시키고 역전사효소로 반응하여 제조하였다. Second strand cDNA 합

성을 위하여 위에서 만들어진 RNA/DNA 병합체에 ribonuclease H와 DNA

polymerase I을 처리하였다. 여기에 다시 T4 DNA polymerase를 처리하여 cDNA

double strand 양끝을 blunt-end화하였다. 합성된 cDNA에 phosphorylated EcoRI

adaptor를 첨가한 후 T4 DNA ligase를 이용하여 ligation하였다. 접합되지 않은

linker들은 spin column을 이용하여 제거하였다. 제조한 cDNA는 EcoRI-XbaI

digested λTriplEx vector에 T4 DNA ligase를 이용하여 ligation한 후

packaging mix로 in vitro packaging하여 cDNA library를 제조하고 E. coli

XL1-Blue cell에 transfection하였다.

라. cDNA library 특성 규명

cDNA library의 recombinant효율은 X-gal과 IPTG를 이용하여 blue/white

plaque의 비율로 결정하였는데, 85%가 recombinant plaques로 판명되었다. cDNA

library의 titer는 unamplified cDNA library를 serial dilution하여 plaque

forming unit을 계산하여 결정하였으며, 이를 기초로 하여 independent clone의

숫자를 계산하였다. Unamplified library는 7.0 x 106 pfu/ml의 높은 titer를 보

여주었다.

cDNA library내 insert의 크기는 insert를 PCR로 증폭한 후 agarose gel 전

기영동으로 결정하였다. 15개의 plaques를 조사한 결과 0.3 kb - 1.8 kb의

insert크기를 보여주었으며, 평균 insert size는 0.7 kb이었다 (그림 7).

cDNA library는 증폭한 후, titer를 결정하고 분주하여 -70℃에 보관하였다.

증폭한 library의 titer는 1.0 x 109 pfu/ml를 나타냈다. 따라서 제조한 유선조

직의 임신 특이적 cDNA library는 매우 우수하였으며, 제조한 cDNA library에서

유방발달 유전자원을 탐색, 개발하는 연구를 수행하였다.
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Figure 7. Construction of pregnant specific cDNA library from bovine

mammary gland. Pregnant-specific cDNA library was constructed

using the pooled poly A RNA extracted from pregnant mammary

gland. Fifteen clear plaques (lanes 2 - 16) were randomly picked

and subjected to the PCR using insert screening primers, and

amplified products were analysed on an 1.0% agarose gel.

2. 유방발달 유전자원의 탐색

가. 차별혼성화 방법에 의한 임신 특이적 cDNA clone의 선발

젖소 유방조직 임신시기 cDNA library에서 임신시기에 발현이 유도되는 유전

자는 차별혼성화 (differential hybridization) 방법을 이용하여 선발하였다.

두 가지의 각기 다른 생리적 시기에 있는 세포에서는 같은 종류의 mRNA species

가 대부분 발현되겠지만 특정 생리적 시기에서만 발현되는 mRNA species도 있

다. 따라서 각각의 생리적 시기에 있는 세포에서 single stranded cDNA를 제조

하고, 이를 probes로 이용하여 특정시기에 있는 cDNA library를 membrane에

duplication하여 differential hybridization방법으로 screening할 경우, 특정

생리적 단계에서만 발현되는 clones을 선발할 수 있다. 따라서 본 과제에서도

유선조직의 임신시기에 특이적으로 발현되는 mRNA species를 differential

hybridization 방법을 이용하여 아래와 같이 선발하였다.

미임신 및 임신시기의 유선조직에서 poly A RNA를 kit를 이용하여 정제하였
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다. Labeled first strand cDNA probe는 32P-dCTP, oligo (dT) primer 및

reverse transcriptase를 이용하여 제조하였다. 위에서 제조한 임신 특이적

cDNA library의 recombinant bacteriophage plaques를 nylon membrane에

duplicate로 전이하였다. 각각의 nylon membrane은 미임신 및 임신시기의 유선

조직에서 제조한 labeled-first strand cDNA probe와 hybridization하여 임신시

기의 probe에만 hybridization되는 clone들 또는 임신시기에 signal이 더 강한

clone들을 선발하였다. 선발한 예가 그림 8에 제시되어 있다. 총 18개의 150 mm

petridish를 이용하여 차별혼성화 실험을 실시한 결과, 109개의 primary

positive candidate plaques를 선발하였다. cDNA library를 plating시에 150 mm

petridish당 약 2,000 - 2,500개의 plaque가 형성되도록 한 결과, 대부분 (80%,

87/109)의 clone에 대하여 single plaque를 취할 수 있었다. 1차 screening과정

에서 87개의 clone은 single plaque를 취하였고, 20개의 clone은 2개의 plaque

를 취하였으며 나머지 2개 clone만 3개의 plaque를 취하였다.

Figure 8. Differential screening of cDNA library constructed from pregnant

bovine mammary gland. Approximately 2,500 pfu of phage solution

were plated. Duplicate filters were prepared from the same plate

and hybridized with cDNA probes prepared from virgin mRNA (B) or

pregnant mRNA (A). The spots indicated by an arrow represent

examples of pregnant-induced cDNA clones.
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나. PCR/Southern 차별혼성화 방법에 의한 임신 특이적 cDNA clone의 선발

상기의 방법으로 primary screening하여 single plaque를 얻었을 경우에도

primary screening시 약간의 실수로 인해서 false plaque를 선발할 가능성이 있

다. 선발된 clone이 올바로 선발되었는지 재확인 과정을 거친 후 northern 또는

sequencing과정을 진행해야 한다. 본 연구에서는 PCR/Southern differential

screening 방법으로 positive clone을 확인하였다. Primary screening에서 얻은

positive plaques를 freezing/thawing 과정을 2-3회 반복하여 lambda DNA를

phage로부터 방출시켰다. Template lambda DNA와 5'- 및 3’- vector primer를

이용하여 30 cycle의 PCR을 수행하였다. PCR product는 duplicate로 1.0%

agarose gel에서 전기영동하였다. Southern blotting으로 gel에 있는 DNA를 각

각의 membrane에 전이한 후 membrane을 미임신 및 임신 특이적 cDNA probe와

hybridization하여 임신시기에 특이적으로 또는 더 강한 message를 보이는

clone들을 재 선발하였다. 젖소 임신시기에 선발한 cDNA clone을 PCR/Southern

differential screening한 결과가 그림 9에 나타나 있다. 9개의 positive

plaque를 template로 PCR을 수행한 결과가 그림 9A에 나타나 있다. PCR 산물을

agarose 전기영동후 Southern방법으로 2장의 membrane을 만들어 미임신 mRNA

(그림 9V) 및 임신 mRNA probe (그림 9P)로 hybridization한 결과, 4번, 6번, 7

번, 및 9번 lane의 clone들이 임신 probe에 더 강한 signal을 보여주었다.

A B

Figure 9. PCR/Southern differential screening of primary positive clones.
Panel A: Inserts of positive plaques (lanes 1-9) identified from primary
differential screening were amplified by PCR using 5'- and 3'-vector
primers and analyzed on a 1.0% agarose gel. Marker, -BstE II digest. The
lanes of panels V and P correspond to those in panel A. Panel V represents
an autoradiogram hybridized with the cDNA probe prepared from the virgin
mammary gland. Panel P represents an autoradiogram hybridized with the
cDNA probe from the pregnant mammary gland.
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다. Lambda DNA를 plasmid로 전이 및 insert 확인

선발된 cDNA clone은 TriplEx vector에 있으므로 in vivo excision방법을

이용하여 insert가 pTriplEx plasmid내에 삽입되도록 유도하였다. In vivo

excision에 의해 positive plaque의 DNA를 pTriplEx plasmid로 전환하였다.

Plasmid로 전환한 후에 LB/carbenicillin broth에서 배양한 cell에서

miniprep.을 이용하여 plasmid를 분리하였다. 젖소 유방조직 cDNA insert가

EcoRI과 XbaI내에 삽입되어 있으므로 plasmid를 EcoRI과 XbaI 제한효소로 처리

하여 cDNA insert를 분리하였다. Plasmid를 제한효소 처리 후 전기영동한 결과

가 그림 10에 제시되어 있다. 대부분의 clone은 insert size범위가 0.5 - 1.0

kb사이였고, 작은 경우는 0.3 kb, 큰 경우는 1.9 kb이었다. Insert가 확인된

plasmid는 low melting agarose에서 전기영동한 후, insert부분을 분리하여

northern분석시 32P-labeled cDNA probe를 합성하는 template로 이용하였다.

M 1 2 3 4 29 30 M 31 32

Figure 10. Electrophoresis of plasmid containing bovine mammary gland cDNA

after digestion with EcoRI/XbaI. The DNA containing the cDNA

insert was converted into the phagemid by Automatic Excision

Process. The plasmid was digested with EcoRI and XbaI, and the

DNA fragments were analysed by a 1.0% agarose gel

electrophoresis. M; λDNA-Bst E II digest. Numerical number on

each lane indicates clone number.
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3. 유방발달 유전자원의 개발

가. 선발한 clone의 부분적인 염기서열 결정 및 database와 비교

임신시기의 유선조직에서 발현이 유도되는 clone을 선발하여 35S-dATP를 이용

하여 double-stranded dideoxy chain termination 방법을 응용한 PCR

sequencing으로 부분적인 염기서열을 결정하였다.

총 20개 clone에 대한 염기서열을 분석하고 clone들의 염기서열 결과를

GenBank database와 비교하여 분석한 결과, 10개의 clone들은 기 밝혀진 우유단

백질 유전자로 판명되었다 (표 1). 클론 bP1, bP4, bP31, bP32은 bovine-β

-casein cDNA로, 클론 bP42와 bP86는 bovine-α-lactalbumin cDNA로, 클론

bP22, bP61과 bP100은 bovine-αS1-casein cDNA로, bP18은 bovine-κ-casein

cDNA로 각각 판명되었다. 클론 bP2는 bovine elongation factor alpha 유전자였

으며, 클론 bP95는 bovine stat5a 유전자로 판명되었다 (Schroder 등, 1998;

Seyfert 등, 2000).

4개의 clone은 다른 종의 유전자와 유사성이 높은 유전자로 판명되었다 (표

1). Clone bP50, bP51, bP67과 bP88은 human secretory carrier membrane

protein, human polyadenylate binding protein 1, human ribosomal protein

L21 및 hamster ribosomal protein S14 gene과 각각 높은 유사성을 보였다.

4개의 clone은 GenBank database와 유사성을 보이지 않은 unknown clone이였

다. 표 3에 clone들에 대한 부분적인 염기서열이 제시되어 있다.
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Table 1. Comparison of nucleotide sequences of the selected clones with

GenBank database

1. Known genes in bovine species
Clone

Number
Gene Name

bP1, bP4,

bP31, bP32
Bovine β-casein mRNA

bP18 Bovine κ-casein mRNA
bP22,bP61,

bP100
Bovine αS1-casein mRNA

bP42, bP86 Bovine α-lactalbumin mRNA
bP2 Bovine elongation factor alpha mRNA
bP95 Bovine stat5a mRNA
2. Known genes in other species
Clone

number
Gene Name % Identity

bP50
1) H. sapiens secretory carrier membrane protein

2) Human thymosin β 10 mRNA

90

80
bP51 Human polyadenylate binding protein gene 95
bP67 Human ribosomal protein L21 80
bP88 Chinese hamster ovary ribosomal protein S14 mRNA 90
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Table 2. Partial nucleotide sequences of the clones.

Clone

No.
Primer

Reading

염기수
Sequences

bP33

pTEx5

pTEx3

159

61

AAACCATGTGTTTAATATTTTCATTAAACTGTTGTCAATACAATTTC
ANGCAAATTGCACCAACTGGAAGTACCAGGCCCAGAAATCATAACTA
ATCTTCCAAAGGAATTGCCAAGGTNCTCTTCACTCCAGCTGCACCAT
AGNGCAGAGGTGCAGCAG
GGGCAAACCGGAGAAATTTGGCAGTCCGATGGGAAGGCCCCTCAGGA
GACCCGCGGGCCGG

bP41

pTEx5

T7

85

62

GAATTAAATTTAATTAACTTNNCAACTGGNAATTAAATTCAAAATNG
GTTAAGGTTTAAGGAATTAATTAATGAATTAAAGGAAA
AAATTGGNNNGGNNNAAAGCGCAATTAATTGAGATTAAAAGGAANNN
GGCCGGNNTTAACCC

bP43

pTEx5

pTEx3

218

190

GGCTTGCACTGTCCTGAAAATTGCTTCTGCAAGGAATGAGTCCAATTA
ACAATTGGCAATTCTTTTTTTCCTAATCAGATACCAAATTTGCAGATT
TCTGGCTCTGGTTTTATTTTACTATGTTCCATTCAGTTGACTCTTGGA
CTGCACAGGCTAAGGAAACATGCATATAATGTCAGCATACTGTGAAGC
ATGATAAGTAGTAATCATTGAGCGCG
TTCCTAATCAGATACCAAATTTGCAGATTNCTGGCTCTGGTTTTATTT
TACTATGTCCATTCAGTTGACTCTTTGTCATCTGCACAGGCTAAAGGA
AACATGCATATAATGTAGCATACTGTGAATCATGATAAGTAGTAAATN
TTGAGGCTGTCTGCTGTGGTGCCCTASTCACTCATCGCTAGGCGGC

bP52

pTEx5

T7

156

177

CTTTACTGCTCTAATGCTGCTAGTTTTAGTCTTTAGCACACTAGGTG
GTTTATGCCTTTTATAGCTAGAAAAACCTAACAGCTATTACTATAAC
TGGGGTGGGGGTGGTCAGGACTGGGTGGGCGGCTGCTGAGCCCTTTG
TGGAGTTCTCTCGTGTTGGTGCTTCTCGTC
ACATTCAGGCTCTTATAATGTCAGGGGAGGTAGGAAGAAGTCAGTGC
TGAGGTCTCTGGGAAATTCTGCAGACCTTGTAGGCTCTCTAAGCCCC
TCTAGCAACATCTGGATATGGGCCTTGATATTCATGGAGTCCTTGGT
AGGTTGTCGCTGAGCTCTGTGAGGAGACTGCTCGAC

bP88

pTEx5

pTEX3

218

129

GTCAGCGCTCAGAGCCCTCGCCCGCTCAGGATGAAGATTGGGCGGATTG
AGGATGTCACCCCCATCCCCTCCGACAGCACCCGCAGAAGGGGGGTCGC
CGTGGTCGCCGTCTGTGAACAGGACTTCTCAAATTATTGCTTTCTGTTA
ATAAATTRVTTTGATGTAAGCGCAAAAAAAAAAAAAAAAAATCTAGACT
CGAGCAAGCTTATGCATGCATGC
GACGTTACATCAAAGSAATTTRTTAACAGAAAGCRRTAATTTGAGAAGT
SCTGTTCASAGRCGGCGRCCACGGCGRSCCGCCTTGCTGCGGGTGSTGT
CGGAGGGGATGGGGGTGACATCCTCAAKCCGCCCAATCT
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나. Northern 분석에 의한 cDNA clone의 임신시 발현유도 확인 및 젖소 조직

별 발현 양상

위에서 선발한 clone들이 임신시기에 유선조직에서 발현이 유도되는 가를 미

임신기, 임신기, 비유기 및 건유시기의 유선조직에서 추출한 total RNA를 이용

하여 northern 분석으로 조사하였다.

그림 11에는 기 밝혀진 우유단백질 유전자들의 mRNA 발현양상이 제시되어 있

다. 우유단백질 유전자인 β-casein, κ-casein, α-S1-casein, 및 α

-lactalbumin은 유선조직에서 미임신 시기에는 발현되지 않다가 임신시기 특히

임신 8개월에 가장 강하게 발현되었고 비유시기와 건유시기에도 약간씩 발현되

었다. 이들 클론들은 유선조직에서만 발현되었고 쓸개, 심장, 신장, 간, 폐, 비

장, 위, 자궁 등의 다른 조직에서는 발현되지 않았다.

그림 12는 bovine elongation factor α 유전자로 판명된 클론 bP2에 대한

northern 결과로써 미임신기와 임신시기에 유사한 발현 수준을 나타냈다.

그림 13은 bovine stat5a 유전자의 발현양상을 보여주고 있다. Stat5a 유전

자는 미임신 시기에는 거의 발현되지 않고 임신 5개월에서 발현이 증가하여 젖

소의 임신 7개월과 8개월된 유선조직에서 가장 높게 발현되는 사실을 발견하였

다. Stat5a 유전자는 비유시기나 건유시기에는 거의 발현되지 않았다. Stat5a가

유선상피세포의 증식이 활발하게 일어나는 임신후반기에 최대로 발현되는 본 연

구결과와 stat5a가 핵으로 신호전달하는 과정에서의 중요성을 볼 때, stat5a가

유선 상피세포의 증식에 관여하는 물질일 것으로 추정하였다.

그림 14는 human secretory carrier membrane protein과 유사성이 높은

clone bp50의 발현양상을 나타내고 있다. Clone bP50은 유선조직에서 임신 5개

월 및 임신 7개월에 가장 강하게 발현되었고, 미임신, 비유 및 건유시기에는 약

하게 발현되었다. Clone bP50은 여러 가지 조직 중에서 폐 (lung), 비장

(spleen) 및 임신 8개월의 유선조직에서 강하게 발현되었고, 위 (stomach)와 자

궁 (uterus)에서도 약간 발현되었다.
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V P5 P7 P8 L1 L3 I1 I3 I5 I7

- β-casein

V P5 P7 P8 L1 L3 I1 I3 I5 I7

- κ-casein

V P5 P6 P7 P8 L1 L3 I1 I3 I5 I7

- αS1-casein

V P5 P7 P8 L4 I3 I5

- α-lactalbumin

Figure 11. Northern analysis of known clones (milk protein genes) in

various tissues of Holstein cow. The 20 ug of total RNA isolated at virgin

(V), pregnant 5 months (P5), pregnant 6 months (P6), pregnant 7 months

(P7), pregnant 8 months (P8), lactating 1 month (L1), lactating 3 months

(L3), involution 1 week (I1), involution 3 weeks (I3), involution 5 weeks

(I5), and involution 7 weeks of bovine mammary gland were analyzed by

northern method.
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B H K Li Lu Sp St U P8 L1 I3

- β-casein

B H K Li Lu Sp St U P8 L1 I3

- κ-casein

B H K Li Lu Sp St U P8 L1 I3

- α-lactalbumin

Figure 11. Northern analysis of known clones (milk protein genes) in

various tissues of Holstein cow (continued). The total RNA

isolated from bile(B), heart(H), kidney(K), liver(L),

lung(Lu), spleen(Sp), stomach(St), uterus(U) tissues of

holstein cow were analyzed by northern method.

V P5 P7 P8 L1 L3 I1 I3 I5 I7

- 1.9kb

Figure 12. Northern analysis of clone bP2 (bovine elongation factor α) in

bovine mammary tissues.
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V P5 P7 P8 L4 I3 I5

◀ 3.9 kb

◀28S

◀18S

Figure 13. Northern analysis of the stat5a gene in bovine mammary gland at

several physiological states. Twenty micrograms of total RNA

isolated from mammary gland of Holstein cow at virgin (V),

pregnant 5 months (P5), pregnant 7 months (P7), pregnant 8

months (P8), lactating 4 months (L4), involution 3 weeks (I3),

and involution 5 weeks (I5) were separated on a 1%

formaldehyde/agarose gel. Total RNA was analyzed by northern

method. That equal amounts of RNA were present in each lane was

checked by the intensities of 28S and 18S bands as shown.

V P5 P7 P8 L4 I3 I5

B H K Li Lu Sp St U P8 L4 I3

Figure 14. Northern analysis of the clone bP50 that showed high similarity

with human secretory carrier membrane protein.
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그림 15는 bovine polyadenylate binding protein 1 gene (PABP)의 발현양상

을 보여주고 있다. PABP gene은 유선조직에서 미임신 시기에는 발현되지 않다가

임신 7개월 및 8개월에 강하게 발현되었으며, 비유시기에는 아주 약하게 발현되

고 건유시기에 약간 발현되는 양상을 보였다. PABP는 유선조직에서만 발현되었

고 뇌, 쓸개, 심장, 신장, 간, 폐, 비장, 위, 자궁 등의 다른 조직에서는 발현

되지 않았다.

그림 16은 human ribosomal protein L21 gene과 유사성이 높은 clone bP67의

northern 결과로써, 미임신 시기와 임신시기 유선조직에서 발현수준의 차이는

보이지 않았다. 조직별 northern 분석에서 보면 유선조직과 자궁세포에서 가장

강하게 발현되었고 뇌, 신장, 폐, 소장 조직에서는 중간 수준의 발현을 보였다.

그림 17은 hamster ribosomal protein S14와 유사성이 높은 clone bP88의 발

현양상을 보여주고 있다. Clone bP88은 유선조직에서 임신 7개월 및 8개월에 가

장 강하게 발현되었으며, 미임신, 비유 및 건유시기에도 약간 발현되었다. 여러

가지 조직중에서 유선조직에서 가장 강하게 발현되었으며, 뇌, 신장, 간, 폐 및

자궁조직에서도 약간 발현되었으나 심장과 비장에서는 발현되지 않았다. 단, 그

림에서 건유 3주에 약하게 발현된 것은 전기영동시 total RNA loading양이 적었

기 때문으로 사료된다.
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V P5 P7 P8 L4 I3 I5

◀ 2.9 kb

B H K Li Lu St Sp U V P5 P7 P8 L4 I3 I5

Figure 15. Northern analysis of bovine polyadenylate binding protein 1

gene. Twenty micrograms of total RNA isolated from bile (B),

heart (H), kidney (K), liver (L), lung (Lu), stomach (St),

spleen (Sp), and uterus (U) and virgin (V), pregnant 5 months

(P5), pregnant 7 months (P7), pregnant 8 months (P8), lactating

4 month (L4), involution 3 weeks (I3), and involution 5 weeks

(I5) of bovine mammary gland were separated on a 1%

formaldehyde/agarose gel. Total RNA on the gel was transferred

onto the membrane by capillary reaction. The blot was

hybridized with the 32P-labeled cDNA probe. That amounts of RNA

were present in each lane was checked by the intensities of 28S

and 18S bands as shown.
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V P5 P7 P8 L1 L4 I1 I3 I5 I7

B H K Li Lu Sp St U P8 I3 I5

Figure 16. Northern analysis of the clone bP67 that showed high similarity

with human ribosomal protein L21 gene.

V P5 P7 P8 L4 I3 I5

B H K Li Lu Sp St U P8 I3 I5

Figure 17. Northern analysis of the clone bP88 that showed high similarity

with hamster ribosomal protein S14 gene.
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다. 신규 cDNA clone의 제한효소 지도작성 및 전체염기서열 분석

GenBank database와 유사성을 비교하였을 때 bovine에서는 아직 밝혀지지 않

고 다른 종의 유전자와 유사성을 보인 2개 clone의 부분적인 염기서열 결과를

토대로 제한효소 지도를 작성하였다. Clone bP51은 human polyadenylate

binding protein gene과 유사성이 높았으며, clone bP88은 hamster ribosomal

protein S14 gene과 유사성이 높았다.

제한효소 지도를 작성한 결과, clone bP51은 분석한 염기서열중 3’부분에서

BamH I site가 관찰되었으며, clone bP88은 5’부분에서 Ava I과 Hind III site

가 관찰되었다 (그림 18).

bP51
BamH I(211bp)

5' ↓ 3’
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

bP88
AvaI(196bp)

5' ↓ 3’
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

↑
Hind III (203bp)

Figure 18. Restriction enzyme map of clones bP51 and bP88.

Clone의 염기서열을 GenBank data와 비교하였을 때 clone bP51은 human

polyadenylate binding protein 유전자와 높은 homology를 보였다. 그러나, 선

발한 클론이 전체 coding 부분을 포함하고 있지 않아서, bovine PABP의 full

length cDNA를 PCR을 이용하여 cloning하였다.

임신 8개월된 유선조직에서 분리한 total RNA를 template로 이용하고

oligo(dT) primer를 이용하여 first-strand cDNA를 합성하였다. First-strand

cDNA를 template로 이용하여 PCR을 수행한 결과 원하는 1.9kb 크기의 band를 확

인하였다 (그림 19). PCR product를 pGEM-T easy vector (Promega)에 ligation

시키고 transformation하여 sequencing을 위한 plasmid를 얻었다. EcoRI 제한효

소 처리 결과, PCR product가 plasmid내에 삽입된 것을 확인하였다 (그림 20).

- 99 -



M P

◀ 1.9 kb

Figure 19. The RT-PCR of bovine polyadenylate binding protein 1 cDNA. The

cDNA of bovine PABP gene were amplified by RT-PCR using total

RNA of 8 months pregnant mammary tissues (P) and a 5’

degenerate primer designed by human and mouse amino acid

sequences and a 3’ primer based on sequencing results in this

study. The PCR products were electrophoresed on a 1% agarose

gel. M; 1 kb ladder.

M 1 2 3 4

Figure 20. Cloning of PCR product into pGEM-T easy vector. M: 1 kb DNA

ladder, Lanes 1 and 3: undigested plasmid. lanes 2 and 4: EcoRI

digested plasmid after transformation.
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RT-PCR 방법으로 cloning한 clone에 대한 전체 염기서열을 결정한 결과, 총

1,911개의 염기서열을 갖고 있었으며, 총 636개의 아미노산을 coding하고 start

codon과 stop codon을 갖고 있는 full-coding sequences를 포함하고 있었다 (그

림 21). GenBank data와 비교한 결과, 염기서열은 human polyadenylate binding

protein 1과 95% identity, mouse polyadenylate binding protein 1과는 94%의

identity를 보였다 (Grange 등, 1987; Wang 등, 1992). 아미노산 서열을 비교한

결과, human과 mouse polyadenylate binding protein 1과 각각 100% 및 99%의

identity를 보였다 (그림 22). 따라서, 본 연구에서 bovine polyadenylate

binding protein 1 (PABP)에 대한 full-coding 영역을 포함하고 있는 cDNA를

cloning한 것으로 판단하였다.

PABP는 eukaryotic mRNA의 3’ poly (A) tail과 결합하여 mRNA의 안정성을 높

여주고 translation 효율을 높여주는 단백질로 알려져 있다 (Bernstein과 Ross,

1989; Blobel, 1973; Galli, 1998). 최근에는 eukaryotic mRNA의 5’ end와 결합

하여 translation initiation을 촉진시키는 것으로 밝혀졌다 (Gingras 등,

1999). 본 연구에서는 유선상피세포의 증식이 활발하게 일어나는 임신후반기의

유선조직에서 PABP 유전자가 높은 수준으로 발현되는 것을 발견하였다. 따라서,

임신후반기에 PABP는 유선세포에서 높은 수준으로 발현되어 유선상피세포의 증

식을 유도하는 다른 유전자들의 mRNA 안정성을 높여주거나 또는 translation 효

율을 높여줌으로써, 궁극적으로 유선상피세포의 증식을 유도하는 역할을 하는

것으로 추정된다.
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atgaaccccagcgcccccagctaccccatggcctcgctctacgtgggagacctacaccccgacgtgaccgaggcgatgctctatgagaag 90
M N P S A P S Y P M A S L Y V G D L H P D V T E A M L Y E K 30
ttcagcccggccgggcccatcctctccatccgggtctgcagggacatgatcacccgccgctccttgggctacgcgtatgtgaacttccag 180
F S P A G P I L S I R V C R D M I T R R S L G Y A Y V N F Q 60
cagccggcggacgcggagcgtgctttggacaccatgaattttgatgtgataaagggcaagccagtacgcatcatgtggtctcagcgcgat 270
Q P A D A E R A L D T M N F D V I K G K P V R I M W S Q R D 90
ccatcacttcgcaaaagtggagtgggcaacatattcattaaaaatttggataaatccattgataataaagcactgtatgatacattttct 360
P S L R K S G V G N I F I K N L D K S I D N K A L Y D T F S 120
gcttttggtaacatcctttcatgtaaggtggtttgtgatgaaaatggttccaagggttatgggtttgtgcattttgagacacaagaagca 450
A F G N I L S C K V V C D E N G S K G Y G F V H F E T Q E A 150
gctgaaagagctattgaaaaaatgaatgggatgcttctaaatgatcgcaaagtatttgttggaagatttaagtctcgtaaagaacgagaa 540
A E R A I E K M N G M L L N D R K V F V G R F K S R K E R E 180
gcagaacttggagctagggcaaaagagttcaccaatgtttacatcaagaattttggagaagacatggatgatgagcgccttaaggatctc 630
A E L G A R A K E F T N V Y I K N F G E D M D D E R L K D L 210
tttggcaagtttggacctgccttaagtgtgaaagtaatgactgatgaaagtggaaaatccaaaggctttggatttgtaagctttgaaagg 720
F G K F G P A L S V K V M T D E S G K S K G F G F V S F E R 240
catgaagatgcacaaaaagctgtggatgagatgaatggaaaagagctcaatggaaaacaaatttatgttggtcgagcccagaaaaaagtg 810
H E D A Q K A V D E M N G K E L N G K Q I Y V G R A Q K K V 270
gaacgacagacagaacttaagcgcaaatttgaacagatgaagcaagacaggatcaccagataccagggtgttaacctttatgtgaaaaat 900
E R Q T E L K R K F E Q M K Q D R I T R Y Q G V N L Y V K N 300
cttgacgatggtattgatgatgaacgtctccggaaggagttttctccatttggcacaatcaccagtgcaaaggttatgatggagggtggt 990
L D D G I D D E R L R K E F S P F G T I T S A K V M M E G G 330
cgcagcaaaggttttggttttgtatgtttctcctccccagaagaagccactaaagcagttacggaaatgaacggtagaattgtggccacc 1080
R S K G F G F V C F S S P E E A T K A V T E M N G R I V A T 360
aagccattgtatgtagctttagctcagcgcaaagaagagcgccaggctcacctcactaaccagtatatgcagaggatggcaagtgtaaga 1170
K P L Y V A L A Q R K E E R Q A H L T N Q Y M Q R M A S V R 390
gctgtgcccaaccccgtaatcaacccctaccagccagcacctccttcaggttacttcatggcagctatcccacagactcagaaccgtgct 1260
A V P N P V I N P Y Q P A P P S G Y F M A A I P Q T Q N R A 420
gcatactatcctcctagtcaaattgctcaactaagaccaagtcctcgctggactgctcagggtgccagacctcatccattccaaaatatg 1350
A Y Y P P S Q I A Q L R P S P R W T A Q G A R P H P F Q N M 450
cccggtgctattcgcccagccgctcctagaccaccatttagtactatgagaccagcttcttcacaggttccacgagtcatgtcaacacag 1440
P G A I R P A A P R P P F S T M R P A S S Q V P R V M S T Q 480
cgtgttgctaacacatcaacacaaacgatgggtccacgtcccgcagctgctgcagctgcagctactcctgctgttcgcaccgttccacag 1530
R V A N T S T Q T M G P R P A A A A A A A T P A V R T V P Q 510
tacaaatacgctgcgggagttcgcaatcctcaacagcatctgaatgcacagccgcaggtcaccatgcagcagcccgctgttcatgtacaa 1620
Y K Y A A G V R N P Q Q H L N A Q P Q V T M Q Q P A V H V Q 540
ggtcaggagcctctgactgcttccatgttggcatctgcccctcctcaagagcagaagcaaatgttgggtgaacggctctttcctctaatt 1710
G Q E P L T A S M L A S A P P Q E Q K Q M L G E R L F P L I 570
caagccatgcaccctactcttgctggtaaaatcactggcatgttgttggagattgataattcagaacttcttcatatgcttgagtctcca 1800
Q A M H P T L A G K I T G M L L E I D N S E L L H M L E S P 600
gagtctctccgttctaaagttgatgaagctgtagctgtactccaagcccaccaagcaaaagaggctgcccagaaagcagttaacagtgcc 1890
E S L R S K V D E A V A V L Q A H Q A K E A A Q K A V N S A 620

actggtgttccaactgtttaa 1911

T G V P T V * 636

Figure 21. The nucleotide and the deduced amino acid sequences of bovine

polyadenylate binding protein 1 cDNA. The nucleotide sequence data are in

the EMBL, GenBank, and DDBJ nucleotide sequence databases with the

accession number AJ401269.
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BOVINE: MNPSAPSYPMASLYVGDLHPDVTEAMLYEKFSPAGPILSIRVCRDMITRRSLGYAYVNFQQPADAERALDTMNFDVIKGK 80
HUMAN : ................................................................................
MOUSE : ................................................................................

BOVINE: PVRIMWSQRDPSLRKSGVGNIFIKNLDKSIDNKALYDTFSAFGNILSCKVVCDENGSKGYGFVHFETQEAAERAIEKMNG 160
HUMAN : ................................................................................
MOUSE : ................................................................................

BOVINE: MLLNDRKVFVGRFKSRKEREAELGARAKEFTNVYIKNFGEDMDDERLKDLFGKFGPALSVKVMTDESGKSKGFGFVSFER 240
HUMAN : ................................................................................
MOUSE : ...............Q................................E...............................

BOVINE: HEDAQKAVDEMNGKELNGKQIYVGRAQKKVERQTELKRKFEQMKQDRITRYQGVNLYVKNLDDGIDDERLRKEFSPFGTI 320
HUMAN : ................................................................................
MOUSE : ................................................................................

BOVINE: TSAKVMMEGGRSKGFGFVCFSSPEEATKAVTEMNGRIVATKPLYVALAQRKEERQAHLTNQYMQRMASVRAVPNPVINPY 400
HUMAN : ................................................................................
MOUSE : ................................................................................

BOVINE: QPAPPSGYFMAAIPQTQNRAAYYPPSQIAQLRPSPRWTAQGARPHPFQNMPGAIRPAAPRPPFSTMRPASSQVPRVMSTQ 480
HUMAN : ................................................................................
MOUSE : ................................................................................

BOVINE: RVANTSTQTMGPRPAAAAAAATPAVRTVPQYKYAAGVRNPQQHLNAQPQVTMQQPAVHVQGQEPLTASMLASAPPQEQKQ 560
HUMAN : ................................................................................
MOUSE : ................................................................................

BOVINE: MLGERLFPLIQAMHPTLAGKITGMLLEIDNSELLHMLESPESLRSKVDEAVAVLQAHQAKEAAQKAVNSATGVPTV 636
HUMAN : ............................................................................
MOUSE : ...............S............................................................

Figure 22. Comparison of deduced amino acid sequences of bovine

polyadenylate binding protein 1 to those of other species. Dot "."

represents same amino acid residues in different species.
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4. 유방발달 물질의 유선상피세포 증식효과 검정

가. Stat5a cDNA 발현 vector 제조

본 연구과정을 통하여 stat5a 유전자는 유선상피세포의 증식이 활발하게 일

어나는 임신후반기에 최대로 발현된다는 사실을 발견하였다. 이러한 연구결과와

prolactin 등의 신호가 핵으로 전달되는 과정에서 stat5a가 중요한 기능을 하는

것을 볼 때 (Watson과 Burdon, 1996), stat5a가 유선상피세포의 증식에 관여하

는 물질일 것으로 추정하였다. 따라서, 본 연구에서는 stat5a 유전자를 유선상

피세포에 도입하여 유선상피세포의 증식을 촉진하는 가에 대한 실험을 수행하였

다.

유선상피세포 발달 후보유전자인 bovine stat5a의 cDNA (2.6kb)를

eukaryotic expression vector인 pBK-CMV vector에 연결하여 재조합 유전자를

제작하였다. Bovine stat5a insert는 pUC18-Stat5a에서 Sac I(5')과 Sal I(3')

제한효소를 사용하여 절단하고, pBK-CMV vector (4.5kb)는 multi-cloning site

중 Sac I(5') 과 Xho I(3') 제한효소를 처리한 후 각각을 전기영동하고 QIAEX

II Gel Extraction kit를 사용하여 정제하였다 (그림 23). 정제된 stat5a

insert (2.6kb)와 pBK-CMV vector (4.5kb)를 T4 ligase로 cohesive end

ligation을 수행하였다. Ligation product (7.1kb)는 XLI-blue MRF'competent

cell에 transformation시켜 LB/kanamycine agar plate에 plating하여 14시간 3

7℃에서 incubation하였다. Colony를 선발하여 LB/Kanamycine broth 배지에 접

종, 배양후 plasmid를 QIAGEN Plasmid mini Kit를 사용하여 분리·정제하였다.

분리·정제된 pBK-CMV-Stat5a plasmid(pC-S)는 제한효소 Sac I (5')으로 one

cut하여 plasmid size 7.1kb를 확인할 수 있었다 (그림 24A). 제한효소 Not I

(5', 3' 양 끝 절단)처리를 하여 stat5a (2.6kb) insert와 pBK-CMV (4.5kb)

vector가 정상적으로 ligation된 것을 확인하였다 (그림 24B).
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pBK bovine
-CMV 1kb stat5a

4.5kb -
- 2.6kb

Figure 23. Preparation of pBK-CMV vector and bovine Stat5a insert. pBK-CMV

vector was digested by SacI(5') and Xho I (3'). Bovine Stat5a was digested

by Sac I(5') and Sal I (3'). 1kb; 1 kb ladder.

(A) (B)

pBK-CMV pBK-CMV
1kb stat5a 1kb stat5a

- 7.1kb - vector 4.5kb
- bovine Stat5a 2.6kb

Figure 24. Identification of cloned pBK-CMV stat5a.(A) Size of pBK-CMV

stat5a was checked by Sac I digestion. (B) Insertion of bovine stat5a into

pBK-CMV vector was checked by Not I digestion.1kb; 1 kb ladder.
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Eukaryote cell HC11에서 발현의 효율을 높이기 위해 제한효소 Nhe I과 Sac

I을 처리하여 약 200bp 정도되는 -galactosidase의 promoter와 start codon

AUG를 제거하고 fill-in 처리하여 blunt end를 만든 후 ligation시켰다.

Ligation product (6.9kb)를 transformation시켜 생긴 colony를 선발하여

plasmid를 분리·정제하였다. Plasmid가 정상적인 pBK-CMV vector와 stat5a

insert를 갖고 있는지 Xba I으로 절단하여 6.9 kb의 크기를 확인하였고 (그림

25A), 또한 Not I으로 절단하여 4.3 kb의 pBK-CMV vector와 2.6kb의 Stat5a

insert를 확인하였다 (그림 25B). Neo 저항성 유전자를 갖고 있는 control

vector (pNeo)도 예상 크기인 4.3kb band를 확인하였다 (그림 26).

(A) (B)

1kb pstat5a pstat5a 1kb

- 6.9kb
4.3kb▶

2.6kb▶

Figure 25. Construction of pstat5a expression vector. To increase

efficiency of Stat5a expression in eukaryotic cells, about

200 bp region containing bacterial lac promoter and AUG codon

was removed from pBK-CMV vector by Nhe I and Sac I digestion.

Linear fragments were blunt-ended by fill-in reaction and

self-ligated, generating final pstat5a expression vector.

After transformation, the recombinant plasmid was purified.

(A) Size of pstat5a was checked by one-cut Xba I digestion,

generating 6.9kb band containing pBK-CMV vector and bovine

Stat5a insert. (B) Correct size of pstat5a vector containing

pBK-CMV vector (4.3kb) and bovine Stat5a insert (2.6kb) was

also confirmed by Not I digestion.1kb; 1 kb ladder.
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control 1kb
vector ladder

4.3kb▶

Figure 26. Construction of control vector.

나. 유선 상피세포주 HC11내 stat5a cDNA 도입

본 연구에서는 mouse normal mammary epithelial cell line인 HC11 cell에

bovine stat5a 유전자를 도입하여 유선상피세포의 증식효과를 검정하였다. Cell

이 들어있는 ampule을 liquid nitrogen tank에서 꺼낸 후 배양하여 seeding 48

시간 정도에 monolayer의 confluency가 형성되는 시기를 관찰 후 (그림 27A),

subculture하여 필요한 양의 세포를 증식하였다.

HC11 cell에 유전자를 도입하기 위하여 1 X 105 HC11 cell을 35mm dish에 2ml

media하에서 seeding한 후 18 ∼ 24시간 배양하여 세포가 50 ∼ 80% confluent

상태가 되도록 하였다. Stat5a recombinant DNA-liposome complex 형성을 시켜

transfection하였다. Transfection후에 200 ug/ml G418을 배지에 첨가하여 G418

에 저항성을 보이는 transfected cell을 selection하였다. 배지를 3일 간격으로

교체하면서 10-14일간 selection을 하였을 때 G418 저항성 colonies가 관찰되었

다. Control vector와 stat5a vector가 도입된 세포에서 lipofectamine 첨가 농

도별로 각각 4개씩, 총 12개의 colonies를 회수하였다 (그림 27B). Cloning

cylinder 안에 trypsin 용액 1 drop를 떨어뜨리고 repeated pipetting으로 cell

을 dissociation시킨 후에 세포를 24 well plate, 6 well plate로 옮겨 배양하

면서 계속 subculture를 실시하여 충분한 양의 세포를 확보한 후에 일부 세포는

저장하였고, 일부 세포는 DNA 및 RNA 분리에 사용하였다.
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A B

Figure 27. HC11 mammary epithelial cell culture and colony formation of

HC11 cells containing bovine stat5a cDNA after 14 days of G418

selection. (A) Mammary epithelial cell line were grown in RPMI

1640 medium with 10% fetal bovine serum, 5㎍/㎖ insulin, 10ng/

㎖ epithelial growth factor, and 50㎍/㎖ gentamycin in a 5%

CO2 at 37℃. Confluent cells were formed at around 48 hours.

(B) Colonies of HC11 cells containing bovine stat5a cDNA were

formed after 14 days of G418 selection.

다. Stat5a 유전자가 도입된 세포 확인

Confluency를 이룬 세포에서 genomic DNA를 분리하여 40 cycle 동안의 PCR을

수행하여 세포에 유전자도입을 확인하였다. Control vector가 도입되었는 가를

확인하기 위해서 CMV5' primer와 CMV3' primer를 이용하였으며, Stat5a vector

가 도입되었는가는 CMV5' primer와 stat5a3' primer를 이용하였다.

PCR 결과, control vector가 도입된 세포에서는 예상하였던 0.42kb band가
관찰되었고 (그림 28A), stat5a cDNA가 도입된 세포에서는 예상하였던 0.7kb
band를 관찰할 수 있었다 (그림 28B).
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(A) pNeo pstat5a (B) pNeo pstat5a
2 1 M 2 1 1kb 2 1 1kb 4 3 2

- 0.42kb -0.70kb

Figure 28. The PCR identification of stat5a recombinant DNA integration

into genomic DNA of HC11 cells. (A) Genomic integration of

control vector (pNeo) was confirmed by PCR using genomic DNA

isolated from pNeo-transfected HC11 cells and CMV5' primer and

CMV3' primer. M: PCR marker, 1 kb: 1 kb ladder. (B) Genomic

integration of stat5a recombinant vector (pstat5a) was

confirmed by PCR using genomic DNA isolated from

pstat5a-transfected HC11 cells and CMV5' primer and Stat5a 3'

primer. 1 kb: 1 kb ladder.

라. Northern에 의한 stat5a mRNA 발현 조사

도입한 유전자가 발현되었는지는 세포에서 total RNA를 분리하여 northern을

실시하여 확인하였다. 세포가 confluent 상태에 도달하였을 때 배양액을 제거하

고 PBS로 washing후 monolayer cell상에 denaturing solution overlay하였다.

세포가 완전히 lysis되면 scraper로 배양용기 표면을 긁어서 용액을 모아

homogenization하였다. Lysed 용액에서 total RNA를 분리하여 labeled-stat5a

insert를 probe로 이용하여 hybridization을 실시하였다. 그 결과, control

vector가 도입된 세포에서는 stat5a mRNA가 detection되지 않은 반면, stat5a

cDNA를 도입한 세포에서는 mRNA message를 확인하였다 (그림 29).
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pNeo pstat5a

Figure 29. Northern analysis of stat5a gene expression in transfected

mammary epithelial HC11 cells. The twenty micrograms of total

RNA were isolated from pNeo- and pstat5a-transfected cells. The

mRNA levels of bovine stat5a gene were analyzed by northern

method.

마. Stat5a cDNA 도입에 의한 유선상피세포 증식효과 검정

Stat5a cDNA 도입에 의한 유선상피세포 증식효과에 대한 검정은 control

vector (pNeo)가 도입된 세포와 및 stat5a expression vector (pstat5a)가 도입

된 세포를 배양하여 24시간, 48시간 및 72시간에 MTT assay를 통하여 측정하였

다.

Stat5a 유전자를 도입한 세포는 control vector를 도입한 세포에 비하여 세

포 성장률이 24, 48 및 72시간에 각각 26%, 95% 및 85 높은 것을 관찰하였다

(그림 30). 여러 가지 호르몬 (insulin, prolactin 및 dexamethasone) 처리 결

과, prolactin과 dexamethasone 처리 시에는 control에 비하여 73% 및 71%의 증

가율을 보여 insulin 처리시 증가율 58%보다 높은 증가율을 보였다. 결론적으로

bovine stat5a는 유선상피세포의 증식을 촉진시킨다는 사실을 확인하였다.

형질전환 생쥐 실험에서 stat5a가 유선상피세포의 증식에 관여함이 보고되었

고 (Humphreys와 Hennighausen, 1999), stat5a knock-out 생쥐 실험에서도 임신

시기에 유선발달이 정상적으로 이루어지지 않았음이 보고된 바 있다 (Liu 등,

1997; Akira, 1999). Stat5a는 homodimer로 기능을 하거나 stat5b와

heterodimer로 작용하는 것으로 알려져 있는데, HC11 세포배양 실험에서

lactogenic 호르몬 처리시에 stat5a homodimer 형태가 증가하는 것이 보고되었

다 (Cella 등, 1998). 본 실험에서 stat5a 유전자만을 도입하였을 때도 유선상

피세포의 증식율이 증가되는 것을 보면 bovine stat5a가 homodimer로 작용하여

유선상피세포의 증식을 유도하였다고 추정할 수 있다.
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Figure 30. Proliferation of mammary epithelial HC11 cells expressing

bovine stat5a gene under various hormonal treatments. pNeo- and

pstat5a-transfected HC11 cells were cultured in RPMI1640 media containing

10% FBS with insulin, insulin plus EGF, insulin plus prolactin, and

insulin plus dexamethasone. Cell proliferation was quantitated by MTT

assay as described in Materials and Methods at 24h, 48h and 72h after

seeding. The optical densities (OD570nm) are directly proportional to the

number of viable cells. The values are the averages + the standard

deviations (n=5). Overall mean are the averages of all hormonal

treatments. All data except insulin plus prolactin and insulin plus

dexamethasone treatments at 24h (no differences: p>0.05) showed

statistical differences (p<0.01) between stat5a-transfected cells and

control cells at each time.
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Figure 30. Proliferation of mammary epithelial HC11 cells expressing

bovine stat5a gene under various hormonal treatments (continued).
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5. 유방발달 물질의 생산

가. Stat5a 단백질의 발현벡터 제조

상기 연구를 통하여 유선 상피세포의 증식을 촉진하는 물질로 판명된 stat5a

단백질을 미생물에서 생산하기 위하여 expression vector를 pGEX vector를 이용

하여 제조하였다. pGEX는 GST fusion vector로써 fusion protein을 형성하기 때

문에 affinity-purification으로 단백질을 분리할 수 있다. Tac promoter가

1-5mM IPTG에 의해서 유전자 발현을 induction하여 26 kDa의 glutathione

S-transferase (GST)를 포함한 fusion protein이 발현되며, thrombin에 의해

fusion protein의 GST carrier protein이 제거된다.

Stat5a insert와 vector와의 reading frame을 일치시키기 위해 Not I 제한

효소 site를 가진 5' 방향의 linker primer (5'-AGCGGCCGCATGGCGGGCTGGATC-3')

를 design하였다. pBK-CMV vector에 cloning 되어있는 Stat5a cDNA를 5'방향의

linker primer와 3‘ 방향의 T7 primer와 Taq polymerase (Takara) 이용하여 PCR

을 수행하여 2.6kb stat5a band를 증폭하였다 (그림 31). 증폭된 stat5a PCR

product는 1％ low melting agarose gel에서 전기영동을 수행하여 band를 잘라

낸 후 phenol extraction 방법으로 정제하였다. 정제된 PCR product stat5a를

Not I (Takara) 제한효소 처리하여 양 말단이 cohesive end가 되도록 하고,

phenol extraction 방법으로 정제하였다. pGEX-4T-3 vector 역시 Not I 제한효

소로 처리하여 양 말단을 cohesive end가 되도록 하였다. Vector가 self

ligation되는 것을 방지하기 위하여 CIAP (Takara) 효소로 5’ 말단을

dephosphorlyation시켰다. Ligation하기 전에 stat5a cDNA (2.6kb)와 vector

(4.9kb) size를 전기영동으로 확인하였다 (그림 32). Not I 처리된 stat5a cDNA

(2.6kb)와 vector (4.9kb)를 ligation시켜 ligation product를 DH5α cell에

transformation하였다. Ligation후 생성된 ampicillin resistant colony로부터

plasmid를 분리하여 Not I으로 처리한 결과, 4.9 kb의 pGEX-4T-3 vector와

2.6kb의 stat5a gene insert가 정상적으로 ligation 되었음을 확인하였다 (그림

33A).
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Stat5a
1kb PCR product

◀ 2.6kb

Figure 31. PCR amplification of stat5a cDNA. PCR was performed using

linker primer and T7 primer.

stat5a 1kb pGEX-4T-3

- 4.9kb
2.6kb-

Figure 32. Preparation of pGEX-4T-3 vector and bovine stat5a cDNA insert.

The pGEX-4T-3 vector and stat5a PCR product were digested by

Not I, purified using phenol extraction method, and

electrophoresed on 1% agarose gel. 1kb; 1 kb ladder.
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나. 발현벡터를 E. coli내 도입

Construction한 stat5a expression vector를 발현시키기 위해 발현 host인

BL21 E.coli cell에 transformation하였다. 유전자가 도입된 colonies를

ampicillin 저항성으로 선발하고 plasmid를 분리하여 Not I 효소 처리 결과,

stat5a cDNA가 올바르게 도입되었음을 확인하였다 (그림 33B).

A B

pG3-S
1 2 1kb pG3-S 1kb

pGEX-4T-3 (4.9kb)- pGEX-4T-3 (4.9kb)-
Stat5a (2.6kb) - Stat5a (2.6kb) -

Figure 33. Identification of bovine Stat5a expression recombinant DNA

after transformation into DH5α (A) and BL21 (B) cells.

Plasmid DNA isolated from ampicillin-resistant colonies after

transformation of ligation product into either DH5α or BL21

cells was digested with Not I, and the digests were

electrophoresed on 1% agarose gel. 1kb; 1 kb ladder.
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다. E. coli에서 stat5a 단백질 생산

pGEX-4T-3-stat5a expression vector가 도입된 BL21에서 GST-stat5a fusion

protein이 발현이 되는 가는 상기의 LB/amp. plate에서 single colony를 0.1mM

IPTG를 첨가하여 배양하면서 관찰하였다. 배양 후 0h, 2h, 4h, 6h 별로 cell

1ml 씩을 취하여 protein loading buffer와 혼합 후 100℃이상에서 끓여 crude

하게 lysis하여 10% SDS-PAGE gel에서 SDS-PAGE를 수행하였다. 그 결과 0.1mM

IPTG induction후 두 시간 후부터 GST-stat5a fusion protein (113kD + 26kD =

139kD)이 발현되는 것을 확인하였다 (그림 34).

pG3-stat5a protein

IPTG induction Oh 2h 4h 6h

- 139kD

Figure 34. Expression of GST-stat5a fusion protein in BL21 cells. BL21

cells containing pG3-stat5a expression vector were collected at

0, 2, 4, and 6h after 0.1 mM IPTG induction and lysed by boiling

method containing loading buffer. Cell lysate was subjected to

SDS-PAGE.
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제 4절 적 요

본 연구는 젖소 유선조직의 임신시기에 발현이 유도되는 유전자원을 개발하

여 특성을 규명하고, 개발한 유전자가 유선 상피세포의 증식을 유도하는 가를

검정하기 위하여 수행되었다.

이를 위하여 젖소임신시기 유선조직의 cDNA library를 제작하여 cDNA

library에서 임신시기에 발현이 유도되는 유전자원을 탐색하였다. 개발한 유전

자들 중에서 stat5a 유전자는 유선 상피세포의 증식이 활발하게 일어나는 임신

후반기의 유선조직에서 발현이 유도되는 것을 확인하였다. Stat5a가 유선상피세

포의 증식이 활발하게 일어나는 임신후반기에 최대로 발현되는 본 연구결과와

stat5a가 핵으로 신호전달하는 과정에서의 중요성을 볼 때, stat5a가 유선상피

세포의 증식에 관여하는 물질일 것으로 추정하였다. Stat5a 유전자를 유선 상피

세포주에 도입한 결과, 유선 상피세포 증식율이 현저하게 증진되는 것을 발견하

였다. 젖소에서 밝혀지지 않은 polyadenylate binding protein 1 cDNA를

cloning하여 전체 염기서열을 결정한 결과, 1,911개의 염기서열을 갖고 있었으

며, 총 636개의 아미노산으로 구성되어 있었다. Bovine polyadenylate binding

protein 1 유전자 역시 임신 후반기에 발현이 유도되는 것을 발견하였다.

Polyadenylate binding protein 1은 eukaryotic mRNA의 안정성을 높이고, 유전

자의 해독효율 (translational efficiency)을 증가시키는 역할을 하는 단백질로

알려져 있다.

Stat5a와 polyadenylate binding protein 1 유전자의 다형 현상에 대한 추가

연구를 수행하여, 유방발달이 우수한 고능력 젖소 육종을 위한 DNA 표지인자를

개발할 수 있을 것으로 사료된다. 또한 젖소 유방조직에서 stat5a와

polyadenylate binding protein 1 단백질을 많이 발현시키는 방안을 모색하면,

유방발달 촉진을 통한 유생산량 증대가 기대된다.

이들 연구결과로 얻어진 학회지 논문, 특허 및 학회발표 실적은 다음과 같다.

1. 발표한 논문 (SCI): 2편 발표, 2편 투고중

1) Lee, M., I. Hwang, Y. Choi and M. Baik (1998) Sequence of a cDNA
encoding mouse ribosomal protein S14. Biosci. Biotechnol. Biochem. 62(3),
573-574.
2) Baik, M. G., M. J. Lee and Y. J. Choi (1998) Gene expression during
involution of mammary gland (Review). Int. J. Molecular Medicine 2, 39-44.
3) Jeon, D. H., Y. J. Choi and M. G. Baik. (2000) Expression of stat5a
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gene in bovine mammary gland and its effect on proliferation of mammary
epithelial cells. Biosci. Biotechnol. Biochem. (submitted)
4) Kim, J. H., D. H. Jeon, Y. J. Choi and M. G. Baik. (2000) Cloning and
expression of bovine polyadenylate binding protein 1 cDNA in mammary
tissues. Asian-Australasian J. Animal Sciences. (submitted)

2. 발표한 초록: 국내학술회의 5편, 국제학술회의 1편

1) Kim, H. A., D. H. Jeon, J. H. Kim and M. G. Baik. (1996) Induction of
genes during the development of mammary gland. 축산분야 종합학술대회 초록.
p177.
2) 황인택, 백명기, 최윤재. (1997) Cloning of pregnant-induced cDNAs from
bovine mammary gland. 축산분야종합학술대회 초록. p101.
3) 김형하, 전대현, 김진희, 백명기. (1997) Differential expression of
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제 4 장 유방염 저항성 품종 선별 기술 개발 및

육종

제 1절 서설

젖소의 유방염은 원인체가 다양하고 근절이 어려워 국내외적으로 유방염 방제

를 위한 수많은 연구가 다각도로 이루어지고 있으나 아직까지 유방염의 예방 및

치료에 대한 만족할만한 성과가 도출되지 않고 있는 실정이다. 이는 젖소 유방

염 자체가 본질적으로 가지고 있는 여러 특성들 때문으로, 유방염을 발생시키는

주요한 원인균만 30여종에 이르고 있어 다양한 원인균 모두를 효율적으로 방어

하기가 어려우며, 여러 환경적인 요인도 작용하므로 예방 및 치료에 어려운 측

면이 존재하기 때문이다. 최근 효율적인 유방염백신을 개발하기 위한 연구가 진

행되고 있으며, 질병을 일으키는 원인 세균에 대한 저항인자를 이용한 젖소의

선발로 질병을 극복하고자 하는 연구 또한 시도되고 있다.

전염성유방염 원인균 중 가장 문제가 되고 있는 것은 Staphylococcus aureus

로서 이들은 superantigen으로 작용하는 포도상구균 장독소 (Staphylococcal

Enterotoxin : SE)를 분비하여 지속적인 유방염을 일으킨다. 따라서 현재 S.

aureus의 신규감염을 효율적으로 예방하기 위하여 세계적으로 예방백신의 개발

이 연구 목표가 되고 있는 실정이다. 본 실험에서는 S. aureus에 의하여 산생되

는 SE의 독소형 분석을 위한 multiplex polymerase chain reaction (mPCR) 기법

을 확립하고, 이를 이용하여 유방염 감염 젖소로부터 분리된 S. aureus의 toxin

typing을 실시하여 국내에 어떤 장독소가 우세하기 분포하는지 확인해보았다.

실험결과 국내에서 유방염의 주요 원인체인 S. aureus가 분비하는 SE 중에서

SEC가 가장 우세한 독소형임이 확인되었고, 이에 따라 SEC에서 독성을 제거시킨

SEC 변이독소의 젖소 유방염백신 항원물질로서의 개발 가능성을 탐색하기 위하

여 실험동물인 마우스 및 대상동물인 젖소를 대상으로 면역원성을 확인하였다.

현재 유방염 연구는 숙주의 외부에 침입한 세균을 비롯하여 미생물에 대한 방

어체계와 유전인자와의 상관성 등 주로 생산성 향상을 위한 분야에만 연구가 집

중되어 젖소의 질병의 발생은 상대적으로 증가되고 있는 실정이다. 이에 따라

질병에 대한 저항성을 지닌 동물의 특성 연구에 따른 조기선발 및 개량이 요구

되고 있으며, 젖소의 생산성을 저하시키는 질병을 중심으로 한 생체의 유전적

저항성에 대하여 관심이 높아지고 있다. 이에 본 연구는 유방염백신 개발을 위

한 연구와 더불어 숙주의 방어체계를 분석할 수 있는 유전면역기전을 확인하고,
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젖소 유방염에 저항하는 인자를 분석할 수 있는 기법을 확립하여 저항성우군의

조기 선발에 활용하고자 실시되었다. 면역반응에 중추적인 역할을 하는 림프구

는 표면 구조에 따라 백혈구 표면의 단일 분자에 대한 특이적인 단크론 항체를

생산한다. 이러한 특이항체를 이용하여 림프구 아집단의 수와 비율을 측정하여

면역반응을 조기에 측정할 수 있으며, 군 전체 및 개체에 대한 면역활동 상황에

대한 분석이 가능하다. 이를 이용하여 젖소 유방염에 저항성이 있는 국내 우군

에 대하셔 세포 면역반응에 관여하는 림프구의 아집단 분포현황을 분석하여 그

특성을 밝히고, 젖소 유방염 저항성우군과 감수성우군의 비유기간 동안 평균 체

세포수 및 우군간 탐식능, 소 γ-interferon 생성능 조사 및 mitogen 자극에 의

한 림프구의 증식반응 등을 측정하여 두 우군간의 면역세포 기능을 비교하여 유

방염에 저항성을 지닌 동물의 특성에 대한 기초 자료를 제공하고자 하였다.

최근 Natural Resistance Associated Macrophage Protein (Nramp) 유전자를

연구를 통해 자연 면역력이 뛰어난 젖소의 선발에 관한 연구가 보고되고 있으

며, 이러한 연구는 질병에 저항성이나 감수성을 보이는 개체를 조기에 선발하는

데 그 목적이 있다. 단핵구와 대식세포 및 호중구는 유선 점막에서 유방염 감염

초기에 비특이적 방어기구로 중요하게 작용하여 세균을 제거하고, 활성화된

antigen presenting cell (APC)에 의한 T 림프구의 자극으로 면역세포가 작용하

게 된다. 특히, Nramp 유전자는 Nramp 단백질을 생산하며, 이 단백질은 세포내

기생세균인 Mycobacteria, Brucella, Salmonella, Listeria 등에 대한

phagolysosome 활성에 주로 관여하여 세균의 증식을 억제시키고, 침입 물질을

제거하는 단백질로 알려져 있다. 따라서 본 실험은 젖소의 혈액내 단핵구로부터

Nramp1 mRNA의 발현 정도를 측정할 수 있는 reverse transcription-PCR

(RT-PCR) 기법을 확립하고, 확립된 방법을 이용하여 유방염의 저항성우과 감수

성우의 단핵구 및 대식세포로부터 Nramp1 mRNA의 발현 양상을 비교, 분석함으로

써 탐식작용 및 항원 전달세포 기능을 소유한 대식세포의 활력을 확인코자 하였

다.

한편, major histocompatibility complex (MHC) class II 유전자는 동물이나

사람에서 APC인 대식세포, dendritic 세포와 B 세포에 처음 발현되어 T 림프구

를 자극하여 면역작용을 일으킨다. 소의 MHC 체계인 bovine lymphocyte antigen

(BoLA)은 체내에 이물질이 침입하면 필수적으로 일으키는 면역반응을 총괄하는

유전자 복합체로서 외래 항원과 결합하여 특이적으로 Th 림프구를 자극한다.

BoLA에 관여하는 유전자는 bovine chromosome 23의 short arm에 위치하며, BoLA

class I, II, III antigen으로 나누어진다. 이러한 유전자 복합체는 감염 개체

마다 개별적으로 면역반응을 다르게 유도하므로 이 분자의 역할에 대한 구체적

인 연구가 진행 중이며, 이미 BoLA class II 유전자형을 분석함으로써 BoLA
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class II가 유방염, 케톤증, 후산정체, 유열 등의 질병과 관련이 있음이 확인

되었다. BoLA는 DQ와 DR의 구조를 갖고 있으며, 그 중 BoLA-DR region은 DRA와

DRB로 분류되고, DRA는 monomorphic gene, DRB는 polymorphic gene으로 구성되

어지며 질병의 저항성과 젖소의 경제적 생산성 향상에 관여한다고 알려져 있다.

이중 DRB3는 사람의 HLA (human lymphocyte antigen)-DRB1과 매우 유사한 기능

을 가지고 있으며, 대부분 항원결합부위(β1 domain)에 유전적 다형태를 보이는

유의성 있는 기능을 가지고 있으며, innate immunity 및 adaptive immunity에

영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 특히, BoLA DRB3.2 exon은 유방 감염의 저

항성과 관련이 있음이 입증되었다. 이에 본 실험은 BoLA DRB3.2 exon 부위의 유

전자를 PCR을 이용하여 증폭한 후 RFLP를 실시하여 유방염 저항성우군과 감수성

우군의 allele type을 확인하는 기법을 확립하고, 확립된 기법을 이용하여 국내

젖소의 BoLA DRB3.2의 type을 분석하여 유방염 저항성우군의 BoLA 유전면역학적

특성을 규명하고자 하였다.

즉, 본 실험은 유방염 원인균 중 가장 문제시되는 S. aureus에서 산생되는 장

독소 중 국내에서 가장 높은 비율로 분포하는 SEC를 이용하여 젖소 유방염백신

으로의 개발 가능성을 확인하고, 유전면역학적 기법을 활용하여 숙주의 선천적

및 후천적 면역상태를 종합적으로 측정함으로써 젖소 유방염 저항성우를 조기

선발하고, 유전학적 측정기법의 상호 연관성을 분석하여 특정 원인체에 대한 저

항우의 유전적 특성도 확립하여, 저항성을 보이는 개체를 선별 확인하는데 기초

자료로 사용하는데 그 목적이 있다 하겠다.
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제 2절 재료 및 방법

1. 유방염 원인균인 Staphylococcus aureus 산생 장독소의 prevalence 조사

가. 균주

Multiplex polymerase chain reaction (PCR) 기법을 확립하기 위하여 본실험에

사용된 균주는 Table 1과 같다.

Table 1. Bacterial strains used in this study

Bacterial Strains Toxin type Reference
Staphylococcus aureus FRI 913 SEA, SEC, SEE and TSST-1
Staphylococcus aureus MNHOCH SEB
Staphylococcus aureus MNDON SEC
Staphylococcus aureus RN2440

PMIN403

Recombinant SEC-bovine

Staphylococcus aureus FRI 472 SED
Staphylococcus aureus FRI 326 SEE
Staphylococcus aureus FRI MN8 TSST-1
Staphylococcus aureus RN4220 No toxin
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Staphylococcus hyicus NVRI*
Streptococcus uberis ATCC 27958
Streptococcus agalactiae ATCC 13813
Streptococcus dysagalactiae ATCC 27957
Streptococcus pyogens ATCC 21059
Clostridium perfrigens type A ATCC 3629
Clostridium perfrigens type C ATCC 3638
Escherichia coli O157:H7 U.S.A.**
Escherichia coli LT producing strain Denmark***
Escherichia coli ST producing strain Denmark***
Salmonella dublin Denmark***
Yersinia enterocolitica Denmark***

* S. hyicus was obtained from National Veterinary Research Institute,

Korea.

** E. coli O157:H7 was obtained from E. coli reference center of

Pennsylvania State University, Pennsylvania.

*** The strains were obtained from the International Escherichia and

Klebsiella Centre of the Statens Serum Institute, Copenhagen, Denmark.
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나. S. aureus의 분리 및 동정

8개의 주의 19개 농장에서 유방염이 걸린 젖소 (체세포수 7.5×105 cells/ml)로

부터 원유를 채취한 후 blood agar plate에 도말한 후 37℃에서 18-24시간 배양

한 후, 총 377주의 S. aureus를 분리하였다. S. aureus로 의심되는 집락은 50%

egg yolk tellurite (Lab M, London)가 첨가된 Baird-Parker medium (BPM)에 접

종한 후 37℃에서 48시간동안 배양하였다. 이후 그람 염색 및 catalase test,

coagulase test, 1% mannitol utilizatio test, termostable nuclease (TNase)

test 등의 생화학적 검사를 실시하고 S. aureus로 의심되는 균주는 Vit다

Gram-Positive Identification Card (Vit다 Systems, Inc., Hazelwood, MO)을

이용하여 확인하였다.

다. DNA 분리

S. aureus를 Brain heart infusion (BHI) broth (Difco, USA)에 37℃에서 8-24

시간 배양한 후, 원심분리 (12,000 rpm, 3분)하여 S. aureus cell을 수집하였

다. 펠렛을 50 unit의 lysostaphin (Sigma, USA)과 100 ug의 protenase K

(Sigma, USA)가 첨가된 TE buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) 50 ul

로 재부유시켰다. 37℃에서 1.5시간동안 반응시킨 후, phenol-chloroform-

isoamyl alcohol (PCI; 25:24:1, v/v)를 이용해 nucleic acid를 분리한 후, 동

량의 isopropanol을 첨가하여 -70℃에서 30분간 반응시켰다. 이후 원심분리

(12,000 rpm, 10분)한 후 70% 에탄올로 2번 세척하고 vacuum-dry 시킨후 RNase

(1 ug/ml)가 첨가된 D.W. 100 ul를 첨가하여 37℃에서 1시간동안 반응시켰다.

DNA는 spectrophotometer (Pharmacia Biotech, USA)를 이용하여 260 nm에서 흡

광도를 측정하여 quality를 측정한 후 사용할 때까지 -20℃에서 보관하였다.

라. Multiplex PCR (mPCR)

본 실험에 사용한 primer는 Gene Bank (National Institute of Health, USA)에

서 얻은 sequence를 이용하여 design하였으며, primer의 oligonucleotide

sequence는 Table 2와 같다.

mPCR을 위한 mixture는 MgCl2가 포함되어 있지 않은 10× PCR reaction buffer

(Promega, USA) 2.5 ul, 400 uMd deoxynucleoside triphosphate mixture

(dNTP), 3 mM MgCl2, 7.5% dimethyl sulfoxide (DMSO), sea, seb, sec, sed, see

primer 각각 50 pmol, tst primer 100 pmol과 template DNA 100 ng로 하여 D.W.

로 최종 volume이 25 ul이 되게 하여 사용하였다. mPCR 반응은 여러 가지 온도

와 시간으로 실시한 결과, 최적의 조건을 찾아내어 다음과 같이 실시하였다.

mPCR 반응은 95℃에서 5분간 hot start시킨 후 바로 얼음에 식히고 1 uint의
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Taq polymerase (Promega)를 첨가한 후, 95℃에서 1분, 56℃ (SEA, SEC, SED

primer의 조합시) 및 50℃ (SEB, SEE, TSST-1 primer 조합시)에서 2분, 그리고

72℃에서 1분간을 30회 돌려 실시하고, 최종 extension은 72℃에서 5분간 실시

하였다. PCR product는 1.5%의 agarose gel을 이용하여 전기영동을 실시하였으

며, ethidium bromide (EtBr) 용액으로 염색하였다.

Table 2. Nucleotide sequences of primers used in multiplex PCR

Gene Primers '5→3' sequences Location of gene Product size (bp)

sea
SEA-1 TTGGAAACGGTTAAAACGAA 490-509

121 bp
SEA-2 GAACCTTCCCATCAAAAACA 591-610

seb
SEB-1 TCGCATCAAACTGACAAAGG 634-653

477 bp
SEB-2 GCAGGTACTCTATAAGTGCC 1091-1110

sec
SEC-1 GACATAAAAGCTAGGAATTT 676-695

257 bp
SEC-2 AAATCGGATTAACATTATCC 913-932

sed
SED-1 TAGATAAAGTTAAAACAAGC 354-373

318 bp
SED-2 TAACTTACCGTGGACCTTC 652-671

see
SEE-1 TAGATAAAGTTAAAACAAGC 491-510

169 bp
SEE-2 TAACTTACCGTGGACCCTTC 640-659

tst
TST-1 ATGGCTATATACATTCAATT 251-270

350 bp
TST-2 TTTCCAATAACCACCCGTTT 581-600

마. PCR products의 sequencing

각각의 증폭산물은 low melting point agarose gel (Promadisa, USA)에

elution한 후, pGEM T Vector System (Promega)에 cloning하였다. Cloning한

PCR product는 Quiagen column (Quiagen Co.)를 이용하여 prification한 후,

ABI 377 DNA sequencer (Perkin Elmer Co.)를 이용하여 dye termination method

를 사용하여 sequencing하였다

2. SEC mutant vaccine에 의한 마우스에서의 면역원성

가. 실험동물

5-6주령의 체중이 25-30 g 되는 BALB/c 마우스를 국립수의과학검역원으로부터

분양 받아 시험에 사용하였다.
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나. 균주

Staphylococcus aureus의 enterotoxin typing을 multiplex PCR 기법에 의하여

수행하여 sec+ 유전자를 보유하는 것으로 확인된 야외 유방염 분리주 (No. 877)

를 사용하였다.

다. SEC 변이독소 (SEC mutant)

1) 대장균 배양, 회수 및 세포 파쇄

Staphylococcal enterotoxin C toxin의 독성을 제거하기 위하여 천연 아미노산

서열 중 제 94번부터 106번 사이를 제거시켜 잔여 염기서열의 조합에 의해 변이

단백질 SEC mutant protein (SEC)을 제조하였다. 이어 SEC의 안정성을 향상시키

기 위하여 SEC의 아미노산 서열 중 제 95번 아미노산인 cysteine을 serine으로

치환시킨 SEC-SER mutant protein (SEC-SER)을 제조하였다. SEC 및 SEC-SER을

발현하도록 제조한 Escherichia coli w3110을 30 L 발효조에서 M9 배지로 진탕

배양한 후 연속원심분리기 (LAPX 202BTG, Alfa-Laval)로 수확한 후 이를 4L의

10 mM Tris buffer (pH 7.0)에 현탁하였다. 이 현탁액을 Microfluidizer

(Microfluidics Crop., MA, USA)를 이용하여 8,000 psi의 압력으로 2회 통과시

켜 대장균의 세포막을 분쇄하고 연속 원심분리기로 상등액을 회수하였다.

2) 분별침전 및 한외여과

이 상등액에 ammonium sulfate (Sigma, USA)가 1.6 M이 되도록 넣고 4℃에서

용해시켜 원심분리시 (high speed centrifuge, J2-21M, BECKMAN, USA)로 8,500

rpm에서 30분간 원심분리하여 상등액을 회수하였다. 이 상등액에 다시 최종 농

도가 3.5 M이 되도록 ammonium sulfate를 넣고 4℃에서 용해시킨 후 원심분리기

로 침전층을 회수하였다. 이 침전층을 4 L의 10 mM Tris buffer (pH 6.5)로 용

해시킨 후, 300 kDa 크기의 구멍을 가진 한외여과막을 통과시킨 후, 300 kDa 크

기의 구멍을 가진 한외여과막을 통과시켜 여과액 (filtrate)을 모았으며 다시

10 kDa 크기의 구멍을 가진 한외여과막을 통과시켜 잔류액 (retentate)을 농축

시켰다. 잔류액을 10 mM Tris buffer (pH 6.5)로 희석, 농축을 반복하여 전도도

를 800 umho 이하로 조정하였다.

3) 컬럼크로마토그래피 및 완충용액 교환

10 mM Tris buffer (pH 6.5)로 평형화시켜 놓은 양이온교환 수지인

CM-sepharose 컬럼으로 통과시켜 결합시킨 후 10 mM Tris buffer (pH 6.5)로 세

척하고 다시 10 mM Tris buffer (pH 8.0)로 세척하였다. 컬럼에서의 용출을

0-200 mM의 NaCl 선형구배를 주어 수행하였다. 모아진 용출액을 10 mM Tris
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buffer (pH 8.0)으로 평형화시킨 음이온교환수지 (DEAE-sepharose) 컬럼을 통과

시켜 통과액을 모았다. 모아진 통과액은 10 kDa 크기의 구멍을 가진 한외여과막

으로 농축하고 phosphate buffered saline (PBS)로 희석하고 다시 농축하는 과

정을 거쳐 최종 정제액을 얻었다.

라. 백신 접종

SEC 및 SEC-SER 변이독소를 유성부형제 (Emulsigen ISA-25 oil adjuvant)와

3:1의 비율로 혼합한 뒤 마리당 0.375-375 ug 용량으로 마우스 복강 내에 0.1

ml씩 접종하였다.

마. 공격접종용 톡신의 정제

mPCR 기법에 의한 S. aureus의 enterotoxin typing 방법으로 sec+ 유전자를 보

유하는 것으로 확인된 야외 유방염 분리주 (No. 877)를 선발하였으며 톡신 정제

는 이전의 방법을 변형하여 사용하였다. 즉, 공격접종 균주는 brain heart

infusion broth (BHI, Difco, USA)에 하룻밤 배양하여 8,000×g에서 30분간 원

심분리하여 상층액을 수거하였다. 상층액에 ammonium sulfate를 52.5% 되도록

녹인 후 4℃에서 하룻밤 반응시켜 10,000×g에서 30분간 원심분리하여 침전독소

를 수집하였다. 침전독소를 증류수로 용해시킨 후 4℃에서 하룻밤 투석하여 동

결건조시켜 냉장고에 보관하였다. 정제된 항원은 Micro BCA protein assay

reagent (Bio-rad Co., USA)를 이용하여 농도로 5 mg/ml로 조절하여 4℃에서 보

관하면서 사용하였다.

바. 공격접종

SEC 및 SEC-SER 변이독소의 생체 방어능 측정을 위해 2회에 걸쳐 Table 1 및

Table 2에서와 같이 식염수로 희석하여 0.5 mg/ml 농도로 마리당 1 ml씩 공격접

종을 실시하였다.

사. 채혈 및 림프구 분리

마우스에서 안와 채혈을 한 후, Ficoll-Hypaque (D=1.086; Lympholyte-M)을 이

용하여 density-gradient centrifugation 방법으로 분리하였다. 분리한 림프구

는 PBS로 3회 세척한 후 1×107 /ml 정도로 계수하여 사용하였다.

아. 항체가 측정

ELISA용 plate (Costar, USA)에 coating buffer (Na2CO3 1.5 g, NaHCO3 2.93 g,

D.W. 1,000 ml, pH 9.6)에 희석한 SEC 변이독소를 각 well당 100 ul (5 ug/ml)
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씩 분주하고 4℃에서 일야 정치시켰다. 다음날 아침 washing buffer (PBST;

NaCl 8 g, KH2PO4 0.2 g, Na2HPO4 0.87 g, KCl 0.2 g, Tween 20 0.5 ml, D.W. 1

L, pH 7.2)로 세척한 후, washing buffer에 bovine serum albumin (BSA, Sigma,

USA)를 1% 되게 녹여 각 well당 100 ul씩 넣은 후 37℃에서 1시간 동안

blocking을 하였다. 각 well은 washing buffer로 5-6회 세척한 후 혈청을

washing buffer에 1:2,000으로 희석하여 각 well당 100 ul씩 넣고 다시 37℃에

서 1시간 동안 반응시킨 후 5-6회 세척하여 HRP conjugated anti-mouse IgG

(Sigma, USA)를 4,000배 희석하여 각 well당 100 ul씩 넣고 다시 37℃에서 1시

간 동안 반응시켰다. 계속하여 4-6회 세척한 후, 발색제 2,2-azino-di-

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate) (ABTS, KPL, USA)를 100 ul씩 넣은 후

실온에서 30분간 반응시킨 후 2.5 M H2SO4를 100 ul씩 넣어 반응을 정지시킨 다

음 405 nm 흡광도에서 항체가를 측정하였다.

자. γ-IFN 및 IL-2 assay

마우스에서 혈청을 분리하여 마우스 γ-IFN 및 IL-2 ELISA kit (Endogen, USA)

를 사용하여 제조사의 지시에 따라 수행하였다. Anti-mouse γ-IFN 및 anti-

mouse IL-2가 미리 coating된 plate에 mouse serum을 1:10으로 희석하여 각

well당 100 ul씩 넣은 후 37℃에서 1시간 동안 반응시킨 후 washing buffer를

사용하여 5회 세척하였다. 최종적으로 γ-IFN 및 IL-2 standard의 흡광도로 직

선 회귀식을 작성한 후 405 nm 흡광도에서 판독하였다.

차. 접종량 결정

백신 접종량을 결정하기 위하여 마우스 276마리를 Table 3과 같이 12개 groups

(SEC mutant 2종에 대해 0.374-375 ug의 4개 용량군, 무투여 대조군 및

adjuvant 투여 대조군을 각각 설정)으로 나누어 1주 간격으로 3회에 걸쳐 마우

스 1마리당 1 ml씩 복강내 주사를 한 후 1차 접종 후 1, 2, 3주째 blood

sampling을 통하여 항체가 측정, γ-IFN 및 IL-2 assay를 실시하고 최종 (3차)

접종 후 1주 째에 공격접종을 실시하였다.
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Table 3. Experimental design for the determination of SEC or SEC-SER

mutant antigen dose in mice

Group

No.

of

mice

Antigen

(ug/head)

Post-inoculation
No. of mice

challenged
wk 0

(1st vacc.)

wk 1

(2nd acc.)

wk 2

(3rd vacc.)
wk 3

SEC 23 0.375 - 5* 5* 5* 8

SEC 23 3.75 - 5* 5* 5* 8

SEC 23 37.5 - 5* 5* 5* 8

SEC 23 375 - 5* 5* 5* 8

Adjuvant 23 Adjuvant** - 5* 5* 5* 8

Control 23 PBS*** - 5* 5* 5* 8

SEC-SER 23 0.375 - 5* 5* 5* 8

SEC-SER 23 3.75 - 5* 5* 5* 8

SEC-SER 23 37.5 - 5* 5* 5* 8

SEC-SER 23 375 - 5* 5* 5* 8

Adjuvant 23 Adjuvant** - 5* 5* 5* 8

Control 23 PBS*** - 5* 5* 5* 8

276 - - - - - -

* No. of mice sacrificed

** Emulsigen ISA-25

*** Phosphate bufferd saline (pH 7.2)

카. 면역원성 확인

접종량 결정시험에서 얻은 결과를 바탕으로 3.75 ug 및 37.5 ug 용량을 선정하

여, 마우스 156마리를 대상으로 Table 4와 같이 6개 group으로 나누어 면역원성

확인시험을 실시하였다. 백신접종은 접종량 결정시험에서와 동일한 방법으로 실

시하였으며 공격접종은 최종 (3차) 접종 후 1주째에 실시하였다.
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Table 4. Experimental design for immunogenicity of SEC or SEC-SER mutant

antigen in mice

Group

No.

of

mice

Antigen

(ug/head)

Post-inoculation No. of

mice

challenged

wk 0

(1st vacc.)

wk 1

(2nd acc.)

wk 2

(3rd vacc.)
wk 3

SEC 26 0.375 - 2* 2* 2* 20
SEC 26 3.75 - 2* 2* 2* 20

SEC-SER 26 0.375 - 2* 2* 2* 20
SEC-SER 26 3.75 - 2* 2* 2* 20
Adjuvant 26 Adjuvant** - 2* 2* 2* 20
Control 26 PBS*** - 2* 2* 2* 20

156 - - - - - -

* No. of mice sacrificed

** Emulsigen ISA-25

*** Phosphate buffered saline (pH 7.2)

3. SEC mutant vaccine에 의한 젖소에서의 면역원성

가. 실험동물

연암축산원예대학 실습농장에서 사육중인 2-3산차의 비유기 젖소 25두를 선발

하여 실험에 사용하였다 (Table 5).

Table 5. Experimental design for immunogenicity of SEC mutant antigen in

dairy cows

Group
Antigen*

(mg/head)
Adjuvant N

Post-inoculation
wk 0

(1st vacc.)

wk 2

(2nd vacc.)

wk 6

(3rd vacc.)
wk 10 wk 14

Group 1 4 ISA-25** 5

- Blood/Milk sampling

: wk 0, wk 2, wk 6,

wk 10, wk 14

Group 2 4 CMC*** 5

Group 3 0.4 ISA-25 5

Group 4 0.4 CMC 5

Group 5 Control CMC 5

Total - - 25 - - - - -

* Antigen : SEC-SER

** ISA-25 : Emulsigen ISA-25

*** CMC : Carboxyl methyl cellulose-Na (Sigma, USA)
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나. 시험용 백신 제조

SEC-SER mutant antigen 100 mg을 주사용 증류수 150 ml에 잘 섞은 다음,

Emulsigen ISA-25를 제조사의 지시대로 혼합하여 magnetic stirrer상에서 잘 섞

어주어 멸균된 병에 10 ml씩을 넣고 멸균 밀봉시켰다. CMC adjuvant 및 control

대조액은 CMC와 SEC-SER mutant antigen을 각각 포함하는 수용액을 분무 건조하

여 1-3 um 크기의 미세 입자를 만든 후, 이 미세입자를 면실유에 분산시켜 최종

분산액을 제조하였다. 제조된 시험백신들은 순도시험, protein 함량시험,

endotoxin 확인시험 등의 QC test를 통하여 품질 기준에 적합한지를 확인하였

다. 또한 혈액배지에 도말하여 세균 오염여부를 판정하였으며 안전성 확인을 위

해, 5마리의 마우스를 대상으로 마리당 시험용 백신 1 ml을 복강 내에 접종한

후, 7일간 관찰하였다.

다. 백신 접종

시험용 백신은 ml당 각각 4 mg, 0.4 mg이 되도록 농도를 조정하여 ISA-25

(Emulsigen)와 CMC를 3:1의 비율로 혼합하여 젖소의 둔근 부위에 두당 1 ml씩

근육 접종을 실시하였다.

라. 혈액 및 유즙 채취

혈액은 정해진 일정 (Table 5)에 따라 젖소의 미정맥에서 무균적으로 채혈하였

으며, 유즙 역시 정해진 일정에 따라 젖소의 분방별로 무균적으로 채취하여 냉

장 운반을 하였다.

마. 우유중 체세포수 분석

Fossomatic 4000 (Foss Electric Co. Denmark) 기기를 이용하여 체세포수를 측

정하였다.

바. 유방염 원인균 분리 동정

유즙을 혈액배지에 도말한 후 37℃에서 24시간 배양한 후 의심되는 집락은 그

람 염색, coagulase 응집시험, Baird-Parker 배지에서의 배양, DNase 시험,

Voges-Proskauer 시험, 혐기상태의 mannitol 발효능 등으로 확인하였다.

사. 혈액 중 백혈구 아집단 분포율 분석

1) 혈액 중 백혈구 분리

미정맥에서 채혈한 혈액과 항응고제인 acid citrate dextrose (ACD ; sodium

citrate 22.0 g, citric acid 7.3 g, dextrose 24.5 g, D.W. 1,000 ml) 용액을
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3:1의 비율로 혼합하여 잘 섞은 다음, 1,500 rpm에서 30분간 원심분리를 하였

다. Buffy coat층을 채취한 후 37℃로 가온한 0.87% Tris-buffered ammonium

chloride (Tris-NH4Cl ; 0.01 M Tris, pH 7.2) 용액과 혼합하여 37℃ 항온수조에

넣어 약 5분간 적혈구를 용혈시켰다. 다시 1,500 rpm에서 10분간 원심분리하여

상층액을 버린 후, pellet을 PBS와 ACD 용액을 9:1로 혼합한 PBS-ACD buffer로

2회 정도 원심 세척을 하였다. 마지막 원심 후 pellet을 RPMI 1640 (Sigma) 배

지에 부유시킨 뒤 histopaque (Sigma, 비중 1.083)에 중층시킨 후 1,500 rpm에

서 20분간 원심분리를 한 다음, histopaque와 혈청과의 경계면에서 백혈구를 채

취하였다. 분리한 백혈구는 PBS로 3회 세척하여 PBS에 부유시킨 다음, tryphan

blue 염색을 하여 생존 세포수를 측정한 후 최종농도를 1×107 /ml 정도로 조정

하여 실험에 사용하였다.

2) 단크론항체

미국 워싱턴 주립대학교 수의과대학 단크론항체센터로부터 분양 받은 단크론항

체 8종을 실험에 사용하였다 (Table 6).

Table 6. Monoclonal antibodies specific to bovine leukocyte

differentiation molecules

Molecules* MAb** Isotype of MAb Cell type***

MHC Class I H58A IgG2a Leukocyte

MHC Class II H42A IgG2a Monocyte

BoCD2 BAQ95A IgG1 T

BoCD4 CACT138A IgG1 T helper, inducer

BoCD8 CACT80C IgG1 T cytotoxic, suppressor

Surface IgM PIG45A IgG2b B

TcR1-N12 CACT61A IgM N cell

GM1 DH59B IgG1 Granulocyte/Monocyte

* Molecules : Bovine leukocyte differentiation molecules

** MAb : Monoclonal antibodies which specifically react to leukocyte

differentiation antigen

*** Cell type : Cells expressing molecules
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3) 형광세포 유출장치 분석 (Flow cytometry analysis)

Conical bottom microplate의 well당 각 단크론항체 50 ul (15 ug/ml)를 미리

넣은 다음, 혈액에서 분리한 1×107 /ml의 백혈구 100 ul씩을 첨가하고 4℃에서

30분간 감작시킨 후 4℃의 first washing buffer (PBS 450 ml, ACD 50 ml, 20%

NaN3 5 ml, gamma globulin free horse serum 10 ml, 250 mM EDTA 20 ml, 0.5%

phenol red 1 ml)로 3회 원심분리 (2,000 rpm, 3분, 4℃) 세척한 후, 상층액을

버리고 침전된 백혈구 세포덩어리를 plate shaker 또는 voltex mixer로 흔들어

와해시켰다. 와해된 백혈구를 secondary antibody를 이용, 단일 염색을 하였다.

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-mouse IgG+IgM

antibody (Caltag Lab Inc., San Francisco, USA)를 200배 희석한 후 각 well에

100 ul씩 첨가하였으며, 이를 다시 4℃에서 30분간 감작시킨 다음, 4℃의

sencondary washing buffer (first washing buffer 성분 중 horse serum만 제거

한 것)로 3회 원심 세척하였다. 다음 2% PBS-formalin (38% formalin 20 ml,

PBS 980 ml) 용액을 200 ul/well되게 가하여 고정시킨 후 염색이 끝난 세포들은

분석할 때까지 모두 냉암소 (4℃)에 보관하였다. 염색이 완료된 시료는 flow

cytometry를 이용하여 양성반응 세포수를 측정하였다. 측정과 자료분석은

FACSCalibur 및 Cell Quest program (Becton Dickinson)을 이용하여 실시하였

다.

4. 젖소 유방염 저항성우군 및 감수성우군의 면역세포 분포 및 활성 조사

가. 실험동물

1988년부터 5대에 걸쳐 젖소 유방염 발생 및 치료 회수와 진료 상황을 기본자

료로 사용하였다. 분석 내용을 바탕으로 비유기간 중 치료 회수가 1회 이하였던

저항성우군과 2회 이상 유방염이 빈발했던 감수성우군으로 나누었다. 또한 이들

의 유방염 감염에 대한 개체분석을 위하여 1997년부터 4년간 비유기간의 우유내

체세포수를 분기별로 측정하여 평균 체세포수가 200,000개/ml 이하일 경우 저항

성우군으로 그 이상의 경우 감수성우군으로 각각 분류하였다. 또한 유방염의 병

원체를 확인하기 위하여 비유기간 중 전유를 채취하여 체세포수가 500,000 개

/ml 이상일 경우 세균분리를 시도하였다.

나. 혈액중 백혈구 분리

젖소의 혈액을 미정맥에서 채취하여 앞에서 설명한 것과 같은 방법으로 백혈구

를 분리하고, 최종 농도가 1×107 cells/ml이 되도록 조정하여 실험에 사용하였

다.

- 135 -



다. 백혈구표면 특이 단크론 항체

백혈구표면 특이 단크론 항체는 미국 워싱턴 주립대학교 수의과대학에서 개발

하여 VMRD회사 (Pullman, USA)에서 생산하고 있는 단크론 항체를 공급받아 사용

하였다 (Table 7).

Table 7. Monoclonal antibodies specific to bovine leukocyte

differentiation molecules used to define the distribution of leukocyte

subpopulation from peripheral blood and mammary gland secretions

Molecules* Cell type** MAb*** Isotype of MAb
BoCD2 Pan T BAQ95A IgG1
BoCD4 T helper/inducer CACT138A IgG1
BoCD8 T cytotoxic/suppressor CACT80C IgG1
sIgM B cell Pig45A IgG2b
N12 non T/non B CACT61A IgG1
ACT2 activated BoCD8 CACT26A IgG1
ACT3 activated BoCD4 CACT114A IgG2b
WC1-N1 non T/non B BAQ4A9 IgG1
WC2-N2 non T/non B B7A1 IgG1
MHC-class II
DQ APC**** TH81A IgG2a
DR APC TH14B IgG1
DP-like APC H42A IgG1

* Molecules : Bovine leukocyte differentiation molecules

** Cell type : Cells expressing molecules

*** MAb : Monoclonal antibodies which specifically react to leukocyte

differentiation antigen

**** APC : Antigen presenting cell

라. 유즙 백혈구 분리

젖소의 원유를 각 개체의 4개 분방으로부터 200 ml씩 무균적으로 채취하여 다

음과 같은 방법으로 백혈구를 분리하였다. 동량의 PBS-ACD-EDTA (PBS pH 7.2,

20% ACD, 20 mM EDTA)를 첨가하여 잘 혼합시켰다. 시료는 10℃를 유지하면서

2,500 rpm으로 30분간 원심분리하여 부유액은 버리고 펠렛을 가지고

PBS-ACD-EDTA로 재부유시킨 후 세척한 다음 RPMI 1640 (Sigma) 배지에 부유시켜

histopaque (Sigma, 비중 1.083)에 중층시켜 백혈구를 분리하여 PBS로 3회 세척
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하였다. PBS로 부유시킨 다음 trypan blue로 염색하여 생존 세포수를 계수하여

최종 농도가 2×107 cells/ml이 되도록 조정하여 시험에 사용하였다.

마. 형광세포 유출장치를 이용한 림프구 아집단 분포조사 (Flow cytometry

analysis)

앞에서 설명한 것과 같은 방법으로 flow cytometry를 이용하여 실시하였다.

바. 사용균주

젖소 유방염에 걸린 분방 전유중에서 분리된 β 용혈성 S. aureus를 BHI 배지

에서 18시간 배양한 다음, 2,000 rpm으로 20분간 원심 분리하였다. 이를 PBS를

이용하여 2회 세척하고 1% 젤라틴이 함유된 HBSS에 부유시켜 6×108 cfu/ml이 되

도록 조정하였다.

사. 백혈구 탐식능 측정

젖소의 우군별로 백혈구에 대한 식균작용 능력을 확인하기 위하여 옵소닌 혈청

으로는 S. aureus에 의하여 유방염에 걸린 젖소의 혈청을 HBSS에 1:5로 희석하

였다. 검사 세균인 S. aureus (6×108 cfu/ml) 0.1 ml과 옵소닌 혈청 0.4 ml, 그

리고 백혈구 (5×106 cells/ml) 0.5 ml을 혼합하여 백혈구의 탐식장용을 유도하

였다. 반응 직후부터 30, 60분에 50 ul씩을 취하여 10 ml 증류수에 첨가하여 10

분간 실온에서 보관한 후, 표준 세균한천배양법 (SPC)을 적용하여 BHI (BBL,

USA) 배지를 이용, 균수를 측정하였다. 백혈구의 세균 탐식율은 아래와 같은 방

식에 의하여 계산하였다.

탐식율 = [ (탐식전 균수 - 탐식후 균수) / 탐식전 균수 ] × 100

아. γ-Interferon 생성능 분석

채취된 혈액은 소 γ-interferon을 측정하기 위하여 50 ug/ml의 ConA (Sigma,

USA)와 50 ug/ml의 PHA (Sigma, USA)로 6시간 활성화시켰다. 소 γ-interferon

의 측정은 단크론 항체를 이용한 sandwich ELISA 검사법으로 CSL사 (Australia)

의 Bovigam을 응용하여 실시하였다. 즉, microplate에 well당 80 pg/ml의 재조

합 항원을 부착시킨 후 단크론 항체를 반응시키는 간접 ELISA 방법을 사용하였

다. 활성화시키지 않은 50 ul의 대조군 혈청과 검사혈청을 각 해당 well에 넣은

후 1분간 진탕기에서 섞은 다음, 22℃의 상온에서 60분간 작용시켰다. 6회에 걸

쳐 세척 완충액을 이용하여 각 well에 완전히 채워 세척하였다. 신선하게 준비

된 100 ul의 conjugate (horseradish peroxidase labelled anti-bovine γ

-interferon, CSL Co., Australia)를 각 well에 첨가한 뒤, 상온에서 60분간 작

용시켰다. 다시 6회에 걸쳐 세척액을 이용하여 세척하였다. 효소가 첨가된 와충
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액 100 ul를 각 well에 첨가하고, 1분간 진탕기에서 흔든 다음 22℃의 상온 (암

실)에서 30분간 반응시켰다. 이후 50 ul의 반응 정지 용액을 첨가한 후 가볍게

흔든 후 450 nm에서 5분 이내에 판독하였다. 이때 0.13 이하는 음성으로, 그리

고 0.70 이상은 양성으로 판정하였다.

자. 림프구의 mitogen 유도성 증식반응 검사

혈액에서 분리한 림프구를 15%의 fetal bovine serum (FBS, Sigma)이 포함된

RPMI 1640 (Sigma, USA) 배지를 조직 배양용 페트리디쉬에 5 mlTlr 분주한 다

음, 37℃에 2시간 동안 CO2 항온기에 배양하였다. 세포를 회수한 다음 trypan

blue로 염색하여 각 well당 1×106개가 되도록 조절하여 96 well U-형

microplate에 분주한 다음, 세가지 mitogen인 ConA (10 ul/ml, Sigma), PHA (50

ug/ml, Sigma) 및 PWM (10 ug/ml, Sigma)를 100 ul씩 각각 첨가하였다. 48시간

후 3[H]-thymidine (ICN Radio chemicals, USA)을 well당 1uCi씩 첨가하여 18시

간 배양후 세포를 수확하여 β-liquid scintillation counter (Packard Model

1,600 TCR, USA)로 방사능 활성을 측정하였으며, 모든 실험은 3반복의 평균을

구하였다.

5. 유방염 저항성 유우의 Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 유전자

발현

가. 실험동물

5세대 동안 개체 관리를 통한 유방염 치료 병력을 조사하였으며, Nramp1 mRNA

검출기법의 확립을 위하여 유방염에 노출되지 않았던 5두와 비유기간 중 유방염

에 3회 이상 노출되었던 5두의 젖소를 각각 사용하였다. 또한 확립된 방법으로

유방염 저항성우군과 감수성우군의 Nramp1 유전자 발현능을 조사하기 위하여 각

우군별로 11두씩, 총 22두를 실험에 사용하였다.

나. 단핵구 분리

앞에서 기술한 바와 같이 말초혈액으로부터 백혈구를 분리하였으며, 세포가 플

라스틱에 붙는 성질을 이용하여 단핵구를 분리하였다. 단핵구내에서 Nramp 유전

자를 활성화시키기 위하여 LPS 20 ng/ml 배지와 PBMC-배양액으로 처리하였고,

무처리 대조군으로는 RPMI 1640 배지만을 사용하여 5% CO2항온기의 37℃에서 6

시간 동안 배양하였다.

다. RNA 순수 분리

Guanidine HCl 완충액으로 회수하여 마이크로피펫으로 세포를 용해시키고,
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5,000 g로 10분간 원심하여 상층액을 수집하였다. 100 ul 3 M Sodium Acetate

(pH 5.2)를 첨가하고 잘 섞은 후 500 ul의 찬 에탄올을 첨가하여 잘 섞었다. 얼

음에 2시간 동안 보관한 후 5,000 g에서 10분간 원심하여 펠렛을 상온에서 건조

시켰다. 100 ul의 guanidine HCl 완충액 II를 이용하여 녹인 후 찬 에탄올을 첨

가하여 섞어 2시간 동안 얼음에 보관한 다음 5,000 g에서 10분간 원심하여 펠렛

을 상온에서 건조시켰다. 이를 2회 실시하고 50 ul의 0.02 M의 EDTA (pH 8.0)로

녹인 후 동량의 chloroform:1-butanol (4:1)를 넣은 후 흔들어 주었다. 원심한

후 상층액을 회수하여 4 M과 3 M의 sodium acetate (pH 7.0)로 각각 처리하여

재원심하였으며, 0.2%의 SDS와 0.05M EDTA (pH 8.0)로 펠렛을 녹인 후 2배의 찬

에탄올을 이용하여 RNA를 분리하였다. RNA의 순도 및 양 측정은 RNA/DNA

Calculator (Pharmacia, LKB Mod. 80-2, USA)를 이용하여 260 nm에서 분석하였

다.

라. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

1) cDNA 합성

cDNA 합성을 위한 RT mixture로 1 ug total RNA, AMV RT (15 U/ug RNA), 5 mM

MgCl2, 1 mM dNTP, Oligo dT primer (0.5 ug RNA), 10mM Tris-HCl, 50 mM KCl,

0.1% Triton X-100, 20 ul D.W.를 조성하였으며, 반응은 42℃에서 30분간 작용

시켰다.

2) PCR 반응

PCR 반응을 위한 primer로는 Table 8에서와 같이 Nramp1 유전자의 쌍으로 각각

18bp, 21bp로 작성하였으며, 대조군으로는 β-actin의 PCR 생산물 산출을 위하

여 쌍으로 각각 24bp, 27bp를 작성하여 사용하였다. PCR을 위한 mixture (10 ul

RT product, 2 mM MgCl2, 200 uM dNTP, 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 0.1% Triton

X-100, 1.25 U Taq Polymerase, 0.5 mM Primer pairs)를 조성하였으며, PCR 반

응은 94℃에서 2분간 전반응시키고, 94℃에서 1.5분, 59℃에서 1분 그리고 72℃

에서 2분간을 35회 돌려 실시하였다.

1.5%의 agarose gel을 이용하여 전기영동을 실시하였으며, EtBr 용액으로 염색

하였다. 결과 분석은 Advanced American Biotechnology Software RFLP (AAB

software, USA)를 이용하여 Image 분석을 실시하였다. RT-PCR 결과를 image 분

석을 통하여 O.D. 값으로 밴드의 농도를 측정하여 숫자로 나타내었다.
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Table 8. Preparation of primer for RT-PCR of Nramp and β-actin

Primer Sequence

Nramp1
sense : 5'CGTGGTGACAGGCAAGGA3'

antisense : 5'CGAGGAAGAGGAAGAAGAAAG3'

β-actin
sense : 5'ACGTCGCCTTGGACTTCGAGCAGG3'

antisense : 5'GCTGGAAGGTGGACAGGGAGGCCAGGA3'

6.유방염 저항성 유우의 BoLA DRB3 유전자형 특성

가. 실험동물

앞에서 기술된 바와 같이 5세대 동안의 유방염 치료회수와 치료일수, 그리고

97년부터 최근 4년간 비유기중 체세포수를 주기적으로 조사한 결과를 토대로 선

발된 유방염 저항성우군과 감수성우군 각각 13두를 이용하였다.

나. 백혈구 분리

앞에서 기술한 바와 같이 말초혈액으로부터 백혈구를 분리하여 2 ml PBS로 펠

렛을 재부유시킨 후, 두 개의 microtube에 나누어 -70℃에 보관하였다.

다. 백혈구로부터 DNA 분리

PBS로 부유된 백혈구로부터 DNA를 분리하기 위하여 30 ul 백혈구 부유액에 100

ul proteinase K 완충액 (Sigma, USA)을 첨가하였고, 여기에 4 ul의 proteinase

K (4 mg/ml; Sigma, USA)를 첨가하여 37℃에서 2-3시간 작용시켰다. Proteinase

K의 불활화를 위하여 94℃에서 10분간 열처리하였다.

라. BoLA DRB3 분석

BoLA DRB3 exon2의 유전자를 PCR을 이용하여 증폭시킨 후 이들의 생산물을 제

한효소를 이용하여 유전자를 절단시킨 다음 전기영동을 통하여 유전자 유형을

분석하였다.

1) 특이 primer의 합성

BoLA DRB3 exon2의 증폭에 이용된 primer는 Table 9에서와 같이 BoLA DRB3

allele 연기서열에 준하여 합성하였고, BoLA 30은 24bp의 primer를 작성하였으

며, BoLA 31은 antisenser로 26bp의 primer를 그리고 정확한 크기의 유전자를

생산하기 위하여 BoLA 31번 primer의 끝 8bp를 중복으로 작성하고 BoLA 32를

25bp의 primer를 작성하여 공시하였으며, PCR의 특이성을 높이기 위해 hemi-

nested법을 이용하여 2단계에 걸쳐 PCR을 실시하였다.
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Table 9. Primers specific to BoLA DRB3 locus used in this study

Primer Sequence

BoLA30

BoLA31

BoLA32

5'-ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3'

5'-TTTAAATTCGCGCTCACCTCGCCGCGT-3'

5'-TCGCCGCGTGCACAGTGAAACTCTC-3'

* Primers were synthesized using DNA/RNA synthesizer (ABI 392, USA)

2) Polymerase chain reaction를 통한 BoLA-DRB3 exon 2의 증폭

백혈구 중에 있는 BoLA DRB3 exon2 유전자를 확인하기 위해 실시된 PCR은

Table 10에서와 같이 제1단계와 제2단계로 나누어 실시하였다. 여러 시료를 동

시에 처리하기 위해 master mix를 만들어 사용함으로서 시험오차를 줄였다.

Table 10. Formulation of PCR mixtures

Round 1 Round 2
DNA

dNTPs

10× PCR buffer

MgCl2

primer #30

primer #31

D.W

20 ng

10 mM

2.5 mM

0.5 uM

0.5 uM

10 ul

5 ul

5 ul

1.5 ul

4 ul

4 ul

20.5 ul

DNA (1st product)

dNTPs

10× PCR buffer

MgCl2

primer #30

primer #32

D.W

20 ng

10 mM

2.5 mM

0.5 uM

0.5 uM

10.5 ul

5 ul

5 ul

1.5 ul

4 ul

4 ul

20.5 ul

Total 50 ul Total 50.5 ul

분리한 20 ng의 DNA를 template로 이용하였고, 최종 농도 50 mM KCl, 10 mM

Tris-HCl, 2.5 mM MgCl2가 되도록 PCR buffer를 첨가하였으며, 100 uM의 dNTP와

0.5 uM DRB3의 primer, 그리고 1 unit의 Taq polymerase를 넣은 후

Thermocycler (Perkin Elmer, Gene Amp PCR system 2400, USA)를 이용하여 증폭

하였다. 1단계에서는 94℃에서 4분간 denaturation시키고 94℃에 1분간, 60℃에

2분간, 72℃에서 1분간 10회를 실시하고, 72℃에서 5분간 extension을 실시하였

고, 1단계의 PCR product 10 ul를 취하여 2단계의 PCR template로 이용하였다.

2단계에서는 94℃에 4분간 denaturation시키고, 94℃에 1분, 65℃에 30초, 72℃

에 30초간 25회를 돌린 후 72℃에서 5분간의 extension으로 실시하였다. 2%

agarose gel을 이용하여 전기영동을 통하여 BoLA DRB3에 특이적인 PCR 산물을

확인하였다.
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3) PCR 특이산물의 제한효소 처리 및 전기영동

PCR 특이산물을 Hae III, Xho II 및 Rsa I의 제한효소를 이용하여 37℃에서 4

시간 반응시켰다. 제한효소로 절단된 유전자는 8%의 polyacrylamide gel

(Acrylamide/Bis, 19:1, BioRad Lab. USA)을 만들어 Mini Protein (BioRad Lab.

USA) 전기영동장치에서 80 V로 75분간 4℃의 냉장실에서 전기영동 하였다. 결과

는 van Eijk 등(1992)의 방법에 따라 분석하여 allele의 genotyping을 결정하였

다.
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제 3절 결과 및 고찰

1. 유방염 원인균인 Staphylococcus aureus 산생 장독소의 prevalence 조사

가. Multiplex polymerase chain reaction (mPCR) 기법 확립

S. aureus가 분비하는 entorotoxin 중 두 group (SEA, SEC, and SED; SEB,

SEE, and TSST-1)의 toxin gene에 대한 primer를 사용하는 mPCR의 기법을 확립

하였다. 즉, 95℃에서 5분간 hot start시킨 후 바로 얼음에 식히고 1 uint의

Taq polymerase (Promega)를 첨가한 후, 95℃에서 1분, 56℃ (SEA, SEC, SED

primer의 조합시) 및 50℃ (SEB, SEE, TSST-1 primer 조합시)에서 2분, 그리고

72℃에서 1분간을 30회 돌려 실시하고, 최종 extension은 72℃에서 5분간 실시

하는 mPCR 기법을 확립할 수 있었다.

나. Toxin typing 및 prevalence

유방염에 걸린 젖소의 원유로부터 분리한 131 주의 S. aureus에서 mPCR을 실시

한 결과 36 (27.5%)개의 분리주가 하나나 그 이상의 toxin gene을 갖고 있음을

확인할 수 있었고, 그 중 가장 분리율이 높은 것은 SEC (30.1%) 였다 (Table

11).

Table 11. Toxin-typing and effects on inflammatory response of SEs and

TSST-1 from 131 S. aureus-infected mastitis milk samples by multiplex PCR

assays.

Toxin type No.(%) of Strains
% of enterotoxigenic

S. aureus isolates
Enterotoxigenic S. aureus: 36 (27.5) 100

SEA 6 (4.6) 16.7
SEB 1 (0.8) 2.8
SEC 11 (8.4) 30.1
SED 8 (6.1) 22.2
SEE 0 (0.0) 0
TSST-1 5 (3.8) 13.9
SEB+TSST-1 1 (0.8) 2.8
SEC+TSST-1 3 (2.3) 8.3
SED+TSST-1 1 (0.8) 2.8

Non-enterotoxigenic S. aureus: 95 (72.5) -

Total Sum 131 (100) -
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2. SEC mutant vaccine에 의한 마우스에서의 면역원성

가. 백신 접종 후 항체가 형성능

실험동물 마우스를 대상으로 SEC mutant protein 2종의 면역원성 확인을 위해

백신 접종을 실시한 후 항체가 변화를 분석한 결과 최초 희석배수 1:1000을 기

준으로 1차접종 2주째에 상승하기 시작하여 3주째에 SEC-SER 3.75 ug 투여군에

서 가장 높게 나타났고 SEC-SER 37.5 ug 투여군 순으로 나타났다 (Fig 1).

Fig 1. Serum antibody titers of mice vaccinated with SEC or SEC-SER mutant

antigen determined by ELISA.
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나. Cytokine 분석

1) γ-IFN 생성능

SEC-SER 3.75 ug 투여군에서 1차 접종 후 2주부터 높게 상승하여 3주째에 최고

치에 도달하였다 (Fig 2).

Fig 2. Production of γ-IFN in mice vaccinated with SEC or SEC-SER mutant

antigen determined by ELISA.

2) IL-2 생성능 조사

SEC 투여군에서 1차 접종 후 2주부터 높게 상승하여 역시 3주째에 최고치를 나

타내었다(Fig 3).

Fig 3. Production of IL-2 in mice vaccinated with SEC or SEC-SER mutant

antigen determined by ELISA
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다. 마우스 방어효과 시험

Mouse에 대한 시험백신 접종 후 방어 효과를 확인하기 위하여, SEC mutant 2종

을 3.75∼37.5 ug의 투여 용량으로 접종한 후 방어효과를 시험한 결과, 백신 접

종군에서는 SEC-SER 37.5 ug 접종군에서만 40%의 폐사율을 나타낸 반면 기타의

백신 접종군 및 adjuvant 투여군에서는 10∼30 %의 폐사율을 나타내 면역형성

능력이 인정되었다. 반면, 대조군에서는 80%의 폐사율을 나타내었다 (Table

12).

Table 12. Mortality of mice vaccinated with SEC or SEC-SER mutant antigen

followed by SEC toxin challenge

Vaccines Challenged with crude toxin*

SEC 37.5 ug 1/10**

SEC 3.75 ug 1/10

SEC-SER 37.5 ug 4/10

SEC-SER 3.75 ug 1/10

Adjuvant (Emulsigen) 3/10

Control (PBS) 8/10

* 1LD50 (1.1 mg/ml) of S. aureus No.877 isolate containing sec+

** No. of mice died/No. of mice challenged

3. SEC mutant vaccine에 의한 젖소에서의 면역원성

가. SEC-SER mutant백신 접종에 따른 체세포수 변화

백신접종에 따른 분방별 우유 중 체세포수 변화는 대조군 (Group 5)인 carboxy

methyl cellulose-Na (CMC ; Sigma, USA) 단독 투여군에서는 1차접종후 6주부터

증가하였고, Group 2 (4 mg, CMC투여군)에서는 약간의 상승을 보였으며 전체적

으로 1차 접종 후 6주와 10주에서 유방염 감염에 의한 체세포수의 증가 현상이

있었다. 또한 체세포수 50만/ml 이상의 분방수를 조사한 결과, 대조군에서는 1

차접종 후 10주, 14주에서 각각 2배 이상의 증가를 보인 반면, Group 3 (0.4

mg, ISA-25투여군)에서는 1차접종 후 2주에 상승하였다가 다시 감소하였으며

Group 4 (0.4 mg, CMC 투여군)의 경우는 1차접종 후 10주에 가장 증가한 후 14

주에 급격히 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Figs 4, 5).
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Fig 4. Changes of milk somatic cell counts in dairy cows vaccinated with

SEC-SER mutant antigen. Group 1 : SEC-SER 4 mg, ISA-25; Group 2 : SEC-SER

4 mg, CMC; Group 3 : SEC-SER 0.4 mg, ISA-25; Group 4 : SEC-SER 0.4 mg,

CMC; Group 5 : CMC adjuvant

Fig 5. igure 5. Number of quarters of mammary gland over 500,000/ml

somatic cell counts in dairy cows vaccinated with SEC-SER mutant antigen.

Group 1 : SEC-SER 4 mg, ISA-25; Group 2 : SEC-SER 4 mg, CMC; Group 3 :

SEC-SER 0.4 mg, ISA-25; Group 4 : SEC-SER 0.4 mg, CMC; Group 5 : CMC

adjuvant
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나. 젖소 유방염 원인균 분리

소 유방염의 주요 원인균의 하나인 S. aureus의 분리 현황은 Group 2 (4 mg,

CMC투여군)에서는 전혀 분리되지 않은 반면 대조군 (Group 5)에서는 지속적으로

분리되었다. 이러한 경향은 1차접종 후 6주까지 지속되어 원인균의 분리율이 체

세포수의 증가와 함께 높아졌다. 또한 비교적 항생제 치료가 잘 되는 coagulase

negative staphylococcus (CNS)균 분리율도 6주째 상승을 보임과 아울러 체세포

수의 증가를 나타내었다. 이러한 경향은 1차접종 후 10주까지 지속된 후 14주에

서는 Group별로 감소되는 경향을 보였다 (Fig 6-7).

Fig 6. Isolation of S. aureus from milk samples of dairy cows vaccinated

with SEC-SER mutant antigen. Group 1 : SEC-SER 4 mg, ISA-25; Group 2 :

SEC-SER 4 mg, CMC; Group 3 : SEC-SER 0.4 mg, ISA-25; Group 4 : SEC-SER 0.4

mg, CMC; Group 5 : CMC adjuvant
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Fig 7. Isolation of Coagulase Negative Staphylococcus (CNS) from milk

samples of dairy cows vaccinated with SEC-SER mutant antigen. Group 1 :

SEC-SER 4 mg, ISA-25; Group 2 : SEC-SER 4 mg, CMC; Group 3 : SEC-SER 0.4

mg, ISA-25; Group 4 : SEC-SER 0.4 mg, CMC; Group 5 : CMC adjuvant

다.SEC-SER 항체가 분석

ELISA방법에 의해 투여 Group별 항체 형성능을 측정한 결과, Group 1 (4 mg,

ISA-25투여군)에서 가장 높은 항체 형성능을 보였으며, 이러한 높은 항체 수준

은 1차접종 후 14주까지 지속되었다. Group 2 (4 mg, CMC투여군) 및 Group 4

(0.4 mg, CMC투여군)에서도 높은 수준의 항체가를 나타냈으며, 이러한 항체가는

1차접종 후 10주에 가장 상승된 결과를 보였다 (Fig 8).

Fig 8. Serum antibody titers of dairy cows vaccinated with SEC-SER mutant

antigen determined by ELISA. Group 1 : SEC-SER 4 mg, ISA-25; Group 2 :

SEC-SER 4 mg, CMC; Group 3 : SEC-SER 0.4 mg, ISA-25; Group 4 : SEC-SER 0.4

mg, CMC; Group 5 : CMC adjuvant
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라. 백혈구 아집단 분포의 변화

시험대상군별로 혈액 중 백혈구 아집단 분포의 변화를 백신 1차접종전, 2차접

종시 (1차접종후 2주째), 3차접종시 (1차접종후 6주째) 및 1차접종후 10주, 14

주 등 5회에 걸쳐 분석한 결과, 전체적으로 항원의 투여용량이나 부형제 종류

(ISA-25, CMC)에 따른 뚜렷한 차이를 확인하기는 어려웠으나 Group 2 (4 mg,

CMC투여군)에서 세포성 면역형성이 가장 우수한 결과를 나타내었다. 전반적인

면역세포 변화 추이로 볼 때, 2차 면역에 관련하는 Total T 림프구 (BoCD2+), T

helper cell (BoCD4+), T cytotoxic/suppressor cell (BoCD8+) 등의 T림프구 및

아집단세포의 비율이 1차접종 후 6주 (2차접종 후 4주)까지 현저한 감소를 보인

후 3차접종 전·후부터는 다시 상승하는 경향을 나타내어 1차접종 후 14주에는

BoCD8+ T림프구를 제외한 BoCD2+ 및 BoCD4+ T림프구 분포의 지속적인 상승이 유

지되어 세포성면역 형성이 이루어짐을 간접적으로 시사하고 있다. 또한

NonT/NonB림프구의 변화 추이도 BoCD2+ 및 BoCD4+ T림프구의 변화 추이와 거의

유사한 경향을 보이고 있어 백신 3차접종 후부터 효과적인 면역형성이 이루어지

고 있음을 확인할 수 있었다. 반면 생체 내 초동 방어기전에 주로 관여하는

monocyte 및 항체 생성에 결정적인 역할을 담당하는 B림프구의 분포가 3차접종

전(1차접종후 6주)까지 매우 큰 폭으로 증가함을 확인할 수 있었다. 이후 B림프

구의 분포는 다소 감소하는 경향을 나타냈으며, monocyte의 경우는 현저히 감소

하여 1차접종 후 14주 경과시에는 백신 접종전과 거의 동일한 수준의 정상치를

보였다. 또한 이러한 경향은 주로 1차면역에 관여하는 macrophage/monocyte가

발현하는 MHC class II molecule 의 분포에서도 확인되고 있어 백신접종에 따른

일시적인 체세포수 증가가 있을 수 있음을 예상할 수 있었다.

4. 젖소 유방염 저항성우군 및 감수성우군의 면역세포 분포 및 활성 조사

가. 유방염 저항성우군 및 감수성우군의 유즙과 말초혈액 중 백혈구 아군 분포

소 백혈구표면 항원에 특이적인 단크론성 항체로 단일 염색을 실시한 후 유방

염 감수성우군과 저항성우군간의 유즙 및 말초혈액 중 백혈구의 아군별 분포는

Table 13, 14와 같다.

유방염 저항성우군의 유즙 중 림프구는 MHC-DP-like, DQ 및 DR 항원의 발현능

이 각각 78.5%와 59.8%, 그리고 68.0%로서 감수성우군의 31.2%와 31.2%, 그리고

21.6%보다 유의하게 높았다. 반면에 말초혈액에서는 MHC-DP-like와 DQ분포가 저

항성우군의 35.1%와 38.0%보다 감수성우군에서 43.0%와 47.4%로서 약간씩 높았

고, MHC-DR은 전자가 42.3%, 후자가 42.5%로서 거의 비슷한 분포를 보였다.
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Table 13. Distribution of lymphocyte subpopulations of mammary gland

secretion from mastitis-resistant and -susceptible cows analyzed by

monoclonal antibodies specific to bovine leukocyte differentiation

antigens using flow cytometry

Bovine leukocyte

differentiation

antigen

Mean proportion of bovine leukocyte

subpopulation in MGS*(%)

Mastitis resistant (n=6) Mastitis susceptible (n=6)

MHC-class II
DP-like 78.5±10.5** 31.2±10.4

DQ 59.8±11.4 31.2±9.8
DR 68.0±9.5 21.6±12.5

BoCD2 38.2±7.3 13.0±8.7
BoCD4 27.9±6.5 7.7±7.5
BoCD8 8.6±4.3 18.5±8.3

Non T/Non B (N) 10.1±4.7 3.4±2.6
sIgM (B) 31.6±9.3 15.7±5.3
ACT2 5.8±4.3 10.8±6.4
ACT3 33.3±9.7 19.0±5.7

WC1-N1 (γδ-TCR) 20.2±6.7 14.5±9.4
WC2-N2 (γδ-TCR) 17.6±8.4 8.5±5.9
BoCD4/BoCD8 ratio 3.2 0.42

* MGS : mammary gland secretion

** Mean ± SD
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Table 14. Distribution of peripheral blood lymphocyte subpopulation from

mastitis-resistant and -susceptible cows analyzed by monoclonal antibodies

specific to bovine leukocyte differentiation antigens using flow cytometry

Bovine leukocyte

differentiation

antigen

Mean proportion of bovine leukocyte

subpopulation in PBL*(%)

Mastitis resistant (n=6) Mastitis susceptible (n=6)

MHC-class II
DP-like 35.1±9.7** 43.0±10.5

DQ 38.0±6.8 47.4±9.5
DR 42.3±10.3 42.5±9.8

BoCD2 31.4±6.4 19.4±6.2
BoCD4 15.4±5.4 2.3±2.6
BoCD8 6.1±3.8 15.1±5.4

Non T/Non B (N) 6.0±2.4 2.3±1.5
sIgM (B) 21.0±3.7 34.4±5.8
ACT2 7.9±4.8 8.7±2.8
ACT3 6.6±5.7 11.2±3.2

WC1-N1 (γδ-TCR) 6.4±2.5 5.8±2.5
WC2-N2 (γδ-TCR) 9.5±4.5 7.7±3.5
BoCD4/BoCD8 ratio 2.5 0.15

* PBL : peripheral blood leukocytes

** Mean ± SD

나. 백혈구의 S. aureus 탐식능

말초혈액에서 분리한 백혈구를 유방염 감염우의 유즙으로부터 분리한 β-용혈

성이 있는 S. aureus 균주를 이용하여 면역세포의 기능을 확인하였고, 옵소닌

판정을 위하여 S. aureus 감염우의 혈청을 이용하여 탐식능을 조사한 결과 젖소

유방염 저항성우군에서는 옵소닌 여부에 상관없이 유의한 차이는 인정되지 않았

으나, 탐식능은 반응 시간에 따라 차이가 인정되었다. 즉, 옵소닌 처리군에서는

30분간 작용시킨 결과 최고 60%에서 적게는 19%의 탐식능을 보였다. 같은 젖소

를 대상으로 옵소닌 비처리군에서는 21%로 비교적 낮았으나, 옵소닌 비처리군에

서도 58.8%의 높은 탐식작용이 나타나 개체의 능력에 따라 탐식능에 큰 차이를

보였다. 옵소닌 처리군과 비처리군을 30분과 60분간 반응시킨 결과 각각 35%와

20%의 탐식능을 보였다. 젖소 유방염 감수성우군에서의 결과는 옵소닌 처리군이

나 비처리군에서 평균적으로 유의성 있는 차이가 인정되었으며, 특히 옵소닌 처

- 152 -



리군에서의 저항성우군이 감수성우군에 비하여 30과 60분간 반응 후 각각 34.4%

와 20.2%에서 24.1%와 11.2%로 약 10%이상 탐식능의 차이가 인정되었다.

다. γ-interferon 생성능

젖소 유방염 저항성우군과 감수성우군에 대한 γ-interferon의 생산능을 조사

한 결과, 자극시키지 않은 대조군에서는 O.D. 값이 0.08과 0.06으로 매우 낮았

으나 동일 시료의 PHA 자극에 의한 저항성우군과 감수성우군은 각각 2.297과

0.543으로서 감수성우군에서 높은 생산능이 확인되었다. ConA의 자극에 의한 저

항성우군과 감수성우군 γ-interferon의 생산능은 각각 0.926과 0.587로 저항성

우군이 역시 높은 생산능을 보였으며, 이들 우군간의 차이는 t 검정을 통해 통

계학적으로 확인해본 결과 p<0.01 수준에서 매우 유의성 있는 차이를 보였다.

라. 유방염 저항성우군과 감수성우군의 림프구 mitogen 증식반응

ConA, PHA 및 PWM을 사용하여 젖소 유방염 저항성우군과 감수성우군의 말초혈

액 중 mitogen의 자극에 의한 림프구 증식반응을 조사하였다. 48시간 자극한 후

각 우군이 836,841 cpm으로 자극시키지 않은 대조군과 차이가 거의 없었으며,

mitogen의 자극 유도군에서도 stimulation index (SI) 값을 비교한 결과 유방염

저항성우군이나 감수성우군사이에 차이가 없었다. Mitogen의 자극에 따른 SI 값

은 ConA는 511, PHA는 147, PWM은 199로 각각 나타나 mitogen 종류에 따라 서로

간에는 유의차가 인정되었다 (p<0.05). 그러나 백혈구 증식에 대한 유방염 저항

성우군과 감수성우군간에는 유의성이 인정되지 않았다 (p>0.05) (Table 15).

Table 15. Mitogen-stimulated lymphoproliferative response of peripheral

blood lymphocytes from bovine mastitis-resistant and -susceptible cows by

stimulation with various mitogens

Mitogens
Resistant cows Susceptible cows

cpm* SI** cpm SI

Control 836±233 841±284

ConA 426,952±27,930 511 466,667±96,168 555

PHA 123,201±77,553 147 127,299±56,905 151

PWM 166,366±44,236 199 158,589±47,305 190

* Data were expressed as mean counts per minute (cpm)±SD

** Stimulation index (SI) = average cpm in experimental cultures/average

cpm in control cultures
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5. 유방염 저항성 유우의 Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 유전자

발현

가. RT-PCR를 이용한 Nramp1 유전자에 대한 mRNA 검출

단핵구나 대식세포에서 생산되는 mRNA를 검출하기 위하여 활성화된 세포로부터

RNA를 분리하였으며, 분리된 RNA를 이용하여 RT mixture를 만들어 cDNA를 합성

하였다. Nramp1 유전자의 특이적인 primer sense 18bp와 antisense 21bp를 이용

하여 35cycle 동안 PCR를 실시하여 Nramp1 유전자 의해 생성된 cDNA를 검출하였

다. 그 결과를 전기영동을 통하여 221bp의 Nramp1 특이 밴드를 확인할 수 있었다 (Fig

9). 이들을 Nramp1 특이 유전자를 확인하기 위하여 제한효소인 Msp I의 효소로

절단한 결과 효소를 처리하지 않을 경우에는 221bp의 밴드가 확인되었지만, 효

소를 처리했을 때는 158bp와 65bp의 Nramp1 특이 밴드를 확인하였다(Fig 10).

Fig 10. Determination of the Nramp1 mRNA for primer extension analysis was

subjected to the reverse transcriptase reaction with bovine monocytes (M :

marker, 100bp ladder, lanes 1∼5 : Bovine monocytes, lane 6 : No cDNA).

Fig 11. Electroporetic analysis of RT-PCR products of Nramp1 gene after

digestion with Msp I (lane M : moleculer maker (pGEM), lanes 1∼5 : RT-PCR

products of Nramp1 gene after digestion with Msp I, lane 6 : No

digestion).
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나. LPS 자극에 의한 Nramp1 mRNA의 생산

말초혈액에서 분리한 단핵구 세포에서 LPS로 자극시켜 mRNA를 생산시킨 후

RT-PCR 방법으로 Nramp1 유전자의 특이 primer를 이용하여 PCR을 실시하였다.

대조군으로는 β-actin의 유전자를 이용하였다. Nramp1 유전자의 경우는 LPS로

세포를 자극하기 전에 비하여 개체별로 차이가 있으나 대체적으로 mRNA의 생산

량이 증가되었다 (Fig 12).

Fig 13은 비교·분석된 RT-PCR 생산물을 LPS로 자극시키기 전과 후의 결과를

정량적으로 분석한 것으로서 1번에서 5번까지는 유방염에 감염되지 않은 개체이

며, 6번부터 10번까지는 유방염에 3회 이상 노출된 것이다. LPS로 자극시키기

전에는 O.D 가 500에서 2,000까지 개체별로 다양하게 나타났으나, LPS로 자극시

킨 후에는 개체별로 증가량에 있어서 차이가 있으나 모든 개체에서 1,000이상으

로 O.D 값이 증가되었으며, 개체에 따라서는 자극 전 690에서 자극후 3,300으로

값이 증가되어 보다 많은 mRNA의 생산량이 증가되었음을 확인할 수 있었다. 이

러한 결과를 가지고 RT-PCR를 이용한 Nramp1 mRNA 생산능 측정법을 확립 할 수

있었다.

Fig 12. Expression of Nramp1 mRNA in monocytes before or after activation

with LPS from bovine(lanes 1∼5 : infected cows, lanes 6∼10 : uninfected

cows).
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Fig 13. Optical density of Nramp1 mRNA expression of bovine monocytes

before or after activation with LPS.

다. 젖소유방염 저항성우군과 감수성우군의 Nramp1 mRNA 생산능 분석

확립된 Nramp1 mRNA 생산능 측정법인 RT-PCR을 이용하여 젖소 유방염 저항성우

군과 감수성우군 각각 11두를 이용하여 말초 혈액에서 분리된 단핵구를 LPS로

자극시킨 후 Nramp1 유전자에 의해 생산된 mRNA 분석을 실시한 결과는 Table 16

과 같다. 즉, LPS로 각 개체를 자극시키기 전과 후의 RT-PCR 생산물의 밴드 농

도 차이로써 Nramp1 mRNA의 발현능을 측정한 결과이다.

유방염 저항성우군은 1,100O.D에서 7,400O.D까지 개체별로 차이가 있었으나 평

균 4,200O.D였으며, 감수성우군에서는 200O.D에서 6300O.D까지 나타났으며, 평

균 1,490O.D로 저항우군보다 약 2배 이상의 낮게 나타났으며, 이를 t 검정하여

통계처리한 결과 두 우군간에 뚜렷한 차이를 나타내었다 (p<0.05).
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Table 16. Nramp1 mRNA expression in monocytes of bovine-mastitis resistant

and -susceptible cows

Heads
Optical Density* (±SD)

Resistant cows** Susceptible cows

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11

5900
5500
2000
4400
2800
5100
6900
2100
-100
7400
1100

300
1100
6300
4900
500
-1600
200
1400
700
1100
800

Mean 4200±2480 1490±2200

* O.D (After activation - Before activation)

** p<0.05

6.유방염 저항성 유우의 BoLA DRB3 유전자형 특성

가. Hemi-nested PCR

젖소의 말초혈액으로부터 백혈구를 분리하여 DNA를 추출한 후 PCR 특이성을 높

이기 위해 hemi-nested PCR법을 이용하였다. 1단계에 primer BoLA30번과 31번을

이용하여 10회를 돌린 다음, primer 31번의 8bp가 같은 primer 32번과 30번을

이용하였고, 1단계에서 생산된 생산물을 10 ul 취하여 2단계의 DNA template로

사용하여 PCR을 실시하였다. 생산된 PCR 산물을 확인하기 위하여 2%의 agarose

gel을 이용하여 전기영동을 실시한 결과 Fig 14에서와 같이 2∼6번 lane에서

284bp의 산물을 확인할 수 있었다. 양성 DNA에서도 같은 결과를 나타냈으나,

target DNA를 넣지 않은 음성 대조에서는 PCR 산물이 생성되지 않았다.
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Fig 14. Electrophoretic analysis of PCR amplified products of BoLA DRB3

exon2 gene on 2% agarose gel (lane 1: 100bp ladder DNA marker, lanes 2∼6:

cows, lane 7: +ve control, lane 8: -ve control).

나. BoLA DRB3 PCR-RFLP

2단계 PCR을 통하여 생산된 PCR 생산물을 각각 Hae III, Xho II 및 Rsa I의 세

가지 제한효소를 처리하여 37℃에서 하룻밤 동안 작용시키고, 제한효소로 절단

된 PCR 산물을 MHC ClassⅡ gene에 대한 RFLP 즉 BoLA typing을 실시하였다.

Fig 15에서와 같이 Rsa I의 제한효소로 절단한 유전자는 lanes 2∼4번에서와

같이 3개의 밴드와 같은 개체의 혈액에서 Xho I의 제한효소로 절단한 유전자는

lanes 5∼7번의 경우는 5번이 3개, 6, 7번은 절단되지 않은 284bp의 밴드를 보

였다. Hae III의 제한효소로 절단한 유전자는 2, 3개의 밴드를 확인할 수 있었

다. 이들에 대한 BoLA DRB3·2 allele type을 결정하기 위하여 Fig 16에서와 같

이 3가지 제한 효소별로 절단되는 유전자의 분획의 크기에 따라 a, b, c등의 유

형으로 나누고, 이들을 재 조합하여 allele type을 결정하였다. 제한효소 Rsa I

의 경우는 분획의 크기가 78bp, 54, 50, 39, 33 그리고 30bp를 소유한 개체는 a

유형으로 결정하였으며, Fig 16에서와 같이 분획 크기 141bp, 39, 54 그리고

50bp인 경우는 f유형, 141bp, 93, 50bp는 s유형으로, 180bp 그리고 104bp의 경

우는 n유형 등으로 a에서 s 까지 19가지의 유형을 결정하였다. 제한효소 Xho II

의 경우는 유전자의 framents 크기 199bp 그리고 85bp의 2개의 밴드을 함유하고

있을 때 유형 a로, 219bp 그리고 65bp는 유형 b등으로 결정하여 a부터 f까지의

유형으로 나누었다. 제한효소 Hea III의 경우는 유전자 framents 크기의 167bp,

52 그리고 65bp는 a유형과 절단되지 않은 284bp의 b형 등으로 a에서 e유형까지

로 분류하였다.
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각 제한효소별로 a, b, c의 유형을 결정한 다음 이를 재 조합하여 Rsa I의 f

형, Xho II의 a형 그리고 Hae III의 a형일 경우에 BoLA DRB3.2 allele 8 type으

로 결정하였으며, 19 type은 제한효소 각각 s유형, b그리고 b유형 이였으며, 23

type은 제한효소 Rsa I, Xho II 그리고 Hea III의 각각 n유형, b 그리고 a유형

으로 각각 결정하였다. Fig 17에서와 같이 제한효소 Hae III으로 유전자를 절단

한 5개 개체의 경우 lanes 2∼4번의 167bp, 65 그리고 52bp의 a유형임을 알 수

있었으며, 5, 6 lane은 b형으로 확인되었다. Fig 18에서는 Rsa I 제한효소로 절

단한 후 유전자 분획의 크기를 비교한 결과 lane 2에서는 141bp, 54, 50 그리고

39의 f유형, lane 3에서는 111bp, 104 그리고 69bp로 m유형, lane 4, 5에서는

141bp, 90 그리고 50bp로 q유형 및 line 6은 141bp, 111 그리고 30bp으로 확인

되었으며, Fig. 6에서와 같이 제한효소인 Xho II로 절단한 분획의 크기를 비교

한 결과 lane 1, 4 그리고 5번에서는 199bp 및 85bp의 a유형으로 확인되었으며,

lane 2와 3번에서는 112bp, 87 그리고 85bp으로 e유형으로 나타났다. 이들을 재

조합하여 각 개체별로 BoLA DRB3.2 allele type을 결정하였다.
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Res triction

endonucleas e
DRB 3.2 alle le

R sa I
111 30 90 50

r

5X ho II
196 85 c

H ae III
167 49 65

c

R sa I
111 30 143 d

6X ho II
199 85

a

H ae III
167 52 65 a

R sa I
141 39 51 50

f

8X ho II
199 85 a

H ae III
167 52 65

a

R sa I
141 39 104

g

11X ho II
87 112 85

e

H ae III
167 52 65

a

R sa I
111 69 54 50

h

12X ho II
199 85

a

H ae III
167 52 65

a

R sa I
141 93 50

s

19X ho II
284

b

H ae III
219 65

b

R sa I
111 69 104

m

22X ho II
284

b

H ae III
167 52 65

a

R sa I
180 104

n

23X ho II
284

b

H ae III
167 52 65

a

R sa I
180 104

n

24X ho II
284

b

H ae III
219 65

b

R sa I
284

o

26X ho II
199 85

a

H ae III
219 65

b

Fig 15. Representative determination of BoLA DRB3 alleles analyzed by

PCR-RFLP with Rsa I, Xho II and Hae III.
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Fig 16. Allelic patterns of BoLA DRB3 exon2 obtained by digestion with

HaeIII (lane 1 : maker, MspI digest of pBR322, lanes 2∼4 : a type, lanes

5∼6 : b type)

Fig 17. Allelic patterns of BoLA DRB3 exon2 obtained by digestion with

RsaI (lane 1: maker, MspI digest of pBR322, lane 2: e type, lane 3: m

type, lanes 4∼5: g type, lane 6: d type).
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Fig 13. Allelic patterns of BoLA DRB3 exon2 obtained by digestion with

XhoII (lane 1, 4∼5: a type, lanes 2∼3: e type, lane 6: maker, MspI

digest of pBR322).

다. 국내 젖소 유방염 저항성우군과 감수성우군의 BoLA DRB3.2 allele typing

국내 사육중인 젖소의 BoLA-DRB3 exon2에 대한 allele typing을 PCR-RFLP를

통하여 실시한 결과 유방염 저항성우군에서는 DRB3.2 * 5type 2두, 6type 2두,

8type 2두, 11type 3두 및 DRB3.2 * 12type은 2두가 분포되었으며, 유방염 감수

성우군에서는 DRB3.2 * 6type은 3두, 11type은 2두 및 12type은 저항성우군과

함께 나타났으며, DRB3.2 * 23type과 DRB3.2 * 24type은 각각 3두씩 그리고

DRB3.2 * 26type은 1두가 감수성우군에서만 나타났다 (Table 17).

전체적인 분포에서는 DRB3.2 * 6type과 11type이 각각 5두로 가장 많았으며,

DRB3.2 * 12type이 3두로 감수성우와 저항성우가 혼재 하였고, 저항성우군만 나

타낸 경우는 DRB3.2 * 5, 8 그리고 22type이였으며, 감수성우군에서는 DRB3.2 *

19, 23, 24 그리고 26type에서 확인되었다.

라. 젖소의 BoLA DRB3.2 allele type별 체세포 분포현황

젖소의 유방염 저항성우군과 감수성우군의 BoLA DRB3.2 allele type별로 체세

포의 분포현황을 분석한 결과 저항성우군에서는 DRB3.2 allele 5type에서는

103,500개/ml의 체세포수를 나타냈으며, 8type은 64,000개, 22type은 86,000개

/ml의 체세포를 분포한 반면 감수성우군에서의 체세포 수 분포는 DRB3.2 allele

의 19type은 327,000개/ml이였으며, 22type은 406,000개, 24type은 265,000개였
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으며, 그리고 26type은 162,000개/ml로 확인되었다. 두 우군이 혼재된 type인

6, 11 그리고 12 type 에서는 각각 449,000개/ml, 251,000개 그리고 298,000개

/ml 이었다 (Table 18).

Table 17. BoLA DRB3 allele gene types of bovine mastitis-resistant and

-susceptible cows

DRB3.2 allele resistant susceptible No. of total

5
6
8
11
12
19
22
23
24
26

2
2
2
3
2
-
1
-
-
-

-
3
-
2
1
1
-
3
3
1

2
5
2
5
3
1
1
3
3
1

Total 12 14 26

Table 18. Milk somatic cell counts of BoLA DRB3*2 allele groups

(×1000 cells/ml)

DRB3.2 allele SCC*(±SD) No. of cows

5
6
8
11
12
19
22
23
24
26

103.5±38.9
449.4±345.5
64±4.2
251.2±269
298±376
327
86±14.1
406.7±172.1
265.5±210
162

2
5
2
5
3
1
2
3
3
1

Total 274.8±252.8 26

* SCC : Somatic cell counts
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제 4 절 적 요

1. 유방염에 감염된 젖소의 원유로부터 분리한 377주의 Staphylococcus aureus

의 toxin typing을 실시한 결과 27.5%가 하나 이상의 장독소 (Staphylococcal

enterotoxin; SE)를 산생하였으며, 이중 Staphylococcal enterotoxin C (SEC)가

가장 우세한 독소형임이 확인되었다. 이는 국내에서 강 등 (1990)에 의한 결과

와 같은 결과로 이들 역시 생유로부터 분리한 133개의 S. aurues 분리주 중 88%

가 하나 이상의 장독소를 산생하고, 이중 SEC가 가장 우세한 독소형임을 밝힌바

있다. 따라서 S. aureus 감염우 중 국내에서 가장 흔히 나타나는 SEC에서 독성

을 제거시킨 SEC 변이독소의 국내 유방염백신 항원물질로의 사용가능성이 확인

되었다.

2. Superantigen (SAg)으로 알려진 S. aureus 산생 장독소 (SE) 중 국내에서 가

장 높은 비율로 분포하는 SEC 및 SEC-SER 변이독소를 사용하여, S. aureus 원인

균에 의한 젖소 유방염을 방어하기 위한 백신 개발 가능성 탐색단계로서 SEC 변

이독소 2종의 immunogen으로서의 가능성을 확인하기 위하여 실험동물인 마우스

를 대상으로 immunogenicity를 확인하는 시험 결과, SEC 및 SEC-SER 변이독소

공히 마우스 마리당 0.375∼375 ug 투여용량에서 3차 접종 후 항체가가 크게 증

가하였다. 또한 γ-IFN 생성능 확인에서도 control group 대비, 2종의 변이독소

공히 1차 접종 2주후부터 γ-IFN 생성이 증가하여 3주째에 최고치에 도달하는

것을 확인할 수 있었다. 실험동물인 마우스를 대상으로 한 시험에서 변이독소별

접종용량이 항체 형성능, cytokine 생성능 및 공격 접종 후 방어력 등에 미치는

상관 관계를 종합하여 고려할 때, 2종의 변이독소 중에서는 SEC-SER이, 접종용

량은 마우스 마리당 3.75-37.5 ug이 적정한 것으로 보았으며, 목적동물인 젖소

에서의 접종용량은 마우스 접종 적정용량의 약 100배 용량인 두당 0.4-4 mg이

적정할 것으로 판단하였다.

3. 젖소의 유방염에 대한 질병 방어체계를 파악하기 위해 유방염 저항성우군 및

감수성우군을 선정하여 소 백혈구 표면 특이 단크론성 항체와 형광세포 유출법

을 이용하여 유선세포 분비 유즙과 말초혈액내 백혈구를 분리하여 림프구 아집

단을 비교, 분석한 결과 MHC class II DP-like, DQ, DR 발현세포 및 BoCD2,

BoCD4 T 림프구, B 림프구가 유방염 저항성우군이 감수성우군과 비교하여 높은

분포율을 보임을 확인할 수 있었다. 또한 숙주의 방어기전에 중요한 역할을 수
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행하는 면역세포 기능을 분석한 결과 저항성우군이 감수성우군에 비해 면역세포

의 기능이 활발히 진행됨을 확인할 수 있었다.

4. 대식세포와 단핵구에서 특이적으로 발현되는 Nramp1 유전자를 확인하고, 이

들의 mRNA의 생성 정도를 측정하여 숙주의 질병 방어기전인 질병 감염에 대한

저항성을 분석한 결과, Nramp1의 mRNA 생성이 저항성우군에서 감수성우군에 비

하여 높게 나타났다. 즉, 본 실험을 통해 유방염 저항성우의 유전면역학적 특성

확인을 통해 탐식작용 및 항원전달세포 기능을 통한 생체면역 반응을 주관하는

macrophage의 Nramp1 특이 유전자 발현 측정기법 확립하고 Nramp1 유전자 발현

능에 따른 유방염저항우 선발조건을 제시하였다.

5. 젖소 유방염 저항성우군과 감수성우군의 BoLA DRB3.2 allele type을 확인하

는 기법을 확립하고, 확립된 기법을 이용하여 국내 젖소의 BoLA DRB3.2 allele

type을 분석하기 위하여 실시된 연구 결과, 284bp의 BoLA DRB3.2 exon 특이 유

전자를 얻었다. 획득된 유전자를 분석하기 위하여 RsaI, XhoII, HaeIII의 3가지

제한효소를 이용하여 절단한 후 분획의 크기를 비교하여 a, b, c 등의 유형으로

구분하고 3가지 유형을 재조합하여 BoLA DRB3.2 allele type을 결정하였다. 국

내 젖소 유방염 저항성 우군에서는 BoLA DRB3.2의 allele 5, 8, 22 type이 분포

하였으며, 감수성 우군에서는 BoLA DRB3.2의 allele 23, 24 type이 분포함을 알

수 있었다.

6. 젖소 유방염 저항우의 특성을 유전면역학적 기법을 이용하여 규명함으로써

신생우 및 착유우를 대상으로 한 유방염 저항성 품종선발에 매우 유용하게 이용

될 수 있으리라 사료되었다.

이들 연구결과로 얻어진 학회지 논문, 특허 및 학회발표 실적은 다음과 같다.

1. 발표한 논문 (SCI): 3편 발표, 국내 논문 : 3편 (4편은 게재예정)

1) Ferens WA, Davis WC, Hamilton MJ, Park YH, Deobald CF, Fox L and
Bohach GA (1998) Activation of bovine lymphocyte subpopulations by
staphylococcal enterotoxin C. Infection and Immunity. 66(2):573-580.
2) Park YH, Yoo HS, Yoon JW, Yang SJ, An Jong Sam and Davis WC (2000)
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