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국문요약

각막내피세포 뮤신층의 성상과 생성기전

각막내피세포는 각막의 투명성 유지에 중요한 역할을 한다. 현재 안과

영역에서 흔한 질병인 백내장 수술시 발생할 수 있는 내피세포의 과도한

소실은 시력을 잃게 하고, 나아가 각막이식수술을 받게 되는 주요 요인이

되고 있다. 그러므로 안과수술 중 각막내피세포의 보호는 항상 중요한 과

제로 여겨지고 있다. 최근 각막내피세포의 표면이 점액 층으로 싸여 있다

는 보고가 있었고, 이에 관한 많은 연구가 이루어지고 있다. 본 연구에서는

이 점액 층의 성상과 생성기전에 관해 알아보고자 하였고, 이러한 연구는

추후 각막내피세포의 보호방안과 점탄성 물질의 개발 시 중요한 자료가 될

것으로 사료된다.

점액층의 주성분은 뮤신이고, 뮤신은 중앙의 단백질을 중심으로 주변에

많은 당질이 붙어있는 형상을 하고 있으므로, 이 당질 층의 조성을 알아보

기 위해 lectin을 이용하여 성분염색을 하였다. 각각 특정 당질과 부착하는

11가지의 lectin 염색에서 모두 양성반응을 보였고, 그중 RCA - 1, PHA - E,

SNA , WGA, MAA, CON - A는 강한 양성반응을 보였으며, PNA 의 경우

중등도 반응을, SBA, LCA, DBA, UEA - I에서는 약한 양성반응을 보였다.

즉 각막내피세포를 덮고있는 점액 층은 뮤신을 구성하는 요소인 여러 종류

의 당질로 구성되어 있음을 확인할 수 있었다.

뮤신의 위치와 구조상의 특성을 알아보기 위해 WGA lectin- gold complex

를 이용하여 투사 전자현미경 관찰을 한 결과, WGA lectin - gold 입자가

각막 내피세포 내 주머니 형태, 내피세포 표면, 그리고 세포밖에 존재하는

뮤신층 내에서 관찰되었다. 즉 뮤신이 각막내피세포에서 생성되고 내피세
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포 내에서 주머니 형태로 존재하다가 세포 밖으로 배출되는 것임을 알 수

있었다. 그리고 뮤신이 각막내피세포막 밖을 덮고 있는 점액층의 구성성분

임을 알 수 있었다.

인체 각막내피세포 뮤신층의 생성기전과 생성원류를 알아보고자 각막에

서 비교적 흔하며, 각막상피세포에서도 발견되는 뮤신인 MUC1의 존재를

밝히고자 하였고, 3가지의 분자생물학적 실험을 하였다. 인체 각막내피세포

의 역전사 중합효소 연쇄반응결과 기존에 알려진 MUC1 mRNA와 같은

크기의 산물을 관찰할 수 있었다. 각막내피세포의 MUC1의 역전사 중합효

소 연쇄반응산물인 368 bp의 밴드를 정제하여 E . coli(DH - 5α)에 부차클

로닝 한후 자동염기서열분석기를 이용하여 염기서열을 분석한 결과 이미

밝혀져 있는 MUC1의 염기서열과 일치하여, 증폭된 역전사 중합효소 연쇄

반응산물의 염기서열이 MUC1임을 확인하였다. 그리고 in s itu hybridization

을 이용하여 MUC1 mRNA의 분포를 살펴본 결과 MUC1 mRNA가 각막

내피세포 핵 주위에 존재함을 알 수 있었다. 또한 기존의 MUC1의 존재가

입증되어 있는 인체 각막상피를 양성 대조군으로 사용하여 시행한 웨스턴

블롯팅에서 각막내피세포도 같은 크기의 MUC1 단백질이 존재함을 알 수

있었다. MUC1에 대한 항체를 이용한 면역조직화학 염색상 인체 각막내피

세포의 안쪽과 바깥쪽에서 염색 양성 소견을 관찰할 수 있었다.

이상의 결과로 각막내피세포 표면에는 여러 종류의 lectin과 반응하는

당질이 풍부한 층이 있음을 확인할 수 있었고, 적어도 뮤신의 일종인

MUC1이 존재하는 것을 알 수 있었다.

____________________________________________________________________

핵심되는 말 : 각막내피세포, 뮤신, 역전사 중합효소 연쇄반응, in s itu

hybridization , lectin , MUC1
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각막내피세포 뮤신층의 성상과 생성기전

< 지도교수 김 응 권 >

연세대학교 대학원 의과학사업단

박 중 원

Ⅰ . 서 론

각막내피세포는 각막의 내측면에 단층으로 위치하고 각막의 가장 중요

한 존재 목적인 투명성을 유지하는데 핵심적인 역할을 하며, 그 숫자는 신

생아 때는 3000- 4000개/ mm 2로 많은 편이나 나이가 듦에 따라 매년 일정한

수가 자연적으로 손실되어 60세의 경우 2000개/ mm2로 줄어들며 인체의 경우

파손되면 재생되지 않는다. 이러한 각막내피세포는 내피세포가 다량으로

손상되어 밀도가 500개/ mm 2 이하로 될 경우는 각막혼탁 및 부종으로 인한

실명이 초래되어 타인(사체)의 각막을 이식하여야 하는 경우도 생긴다1 ) .

각막내피세포의 파손 원인은 여러 가지가 주장되고 있으나 수술 중 기

구에 의한 접촉 또는 전방의 허탈로 인한 내피와 홍채간의 접촉으로 인한

물리적인 파손이 주원인으로 지적되고 있다. 이러한 물리적 파손을 방지하

기 위하여 백내장, 녹내장 및 망막 등의 안내 수술 중에는 점탄성 물질

(viscoelastics )의 전방 내 주입이 이용되고 있다. 최근까지 이러한 점탄성

물질은 전방에 주입될 경우 각막내피세포의 표면에 직접 부착된다고 인식

되어 왔다. Madsen 등2 ,3 )은 각막내피세포 후면에서 하이알유론산의 수용체

를 발견하였으며, 따라서 하이알유론산로 이루어진 점탄 물질은 수술 중

각막내피세포 표면에 도포되어 내피세포를 보호한다고 하였다. Monson 등4 )은

- 3 -



하이알유론산과 황산콘드로이틴으로 이루어진 물질은 황산콘드로이틴이 가

진 음전하로 인하여 각막내피세포 표면에 부착하여 각막내피세포를 물리적

인 타격으로부터 보호한다고 하였다.

각막내피세포 표면에는 원형질막 밖으로 뮤신층과 유사한 층이 존재한

다는 보고가 일부 있었다. Barany 등5 )
은 황부엉이(S trix aluco)의 전방(前

房)에 공기를 주입한 결과 공기가 각막내피세포 쪽으로 접근하지 못하는

것을 관찰하여 각막내피세포와 홍채 사이에 알려지지 않은 층이 존재하리

라고 암시하였으며, Schroder 및 Sperling6 )
은 ruthenium red를 이용하여

각막내피세포의 당질을 고정하고 관찰한 결과 투과 전자현미경 하에서 이

층이 다당류를 포함하고 있으며 구조적으로나 화학적 조성이 서로 다른 성

분이 세 가지 이상 존재하고 있다고 보고하였다. Kim 등7 )은 실험 결과 가

토 및 인체 기증 안 각막내피의 표면에서, 기존의 glutaraldehyde 고정액을

이용하여서는 관찰되지 않던 점액층을 점액안정제인 sodium cetylpyridiniu

m chloride를 사용하여 고정한 후 발색시킴으로써, 약 1 μm 두께의 새로

운 층을 제시하였다(그림 1, 2).

그림 1 . 인체 각막내피
세포의 뮤신. 약 0.5- 1.0

m 의 두께를 보이고 있
다.

그림 2 . 가토 각막내피
표면의 뮤신. 뮤신 염색
으로 발견된 약 0.5- 1.0

m 두께의 당단백 층이
보인다.
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Kim 등8 )
은 전방에 주입되었던 점탄성 물질이 하이알유론산으로 이루어

진 경우에는 점탄성 물질이 제거되어도 각막내피세포의 뮤신층이 원형 그

대로 보존되었으나, 점탄성 물질이 황산콘드로이틴으로 이루어진 경우에는

뮤신층이 뜯겨져 나오는 것을 관찰하였다. 현재까지는 점탄성 물질이 각막

내피세포의 원형질막과 직접 접촉하는 것으로 알려져 왔으나 실험 결과 점

탄성 물질은 반드시 이 새로 발견된 층과 접촉함을 알게 되었다(그림 3, 4).

그림 3 . 가토 안에서 전
방 내에 H ealon ® 주입

후 제거한 뒤의 소견 .
각막내피세포의 뮤신층

은 정상적으로 유지되고

있다. H ealon ®
은 하이알

유론산으로 구성된 점탄

물질임.

그림 4 . 가토 안에서 전
방 내에 Viscoat ® 주입

후 제거한 뒤의 소견 .
뮤신층이 각막내피세포의

표면으로부터 분리되어

있는 것이 관찰되었다 .
V is coa t ®는 하이알유론

산과 황산콘드로이틴으

로 구성된 점탄 물질임.

이러한 사실을 종합하면 백내장 수술시 전방에 주입된 점탄 물질들은

각막내피세포의 원형질막과 직접 접한다기보다는 뮤신층과 접촉 및 상호작

용을 통해 작용하는 것임을 알 수 있다.
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그러나 각막내피세포의 뮤신은 그 존재가 교과서에 언급되어 있지 않고

그 생성 및 기능이 전혀 알려져 있지 않은 바, 이에 본 연구자는 각막내피

세포 표면에 새로이 발견된 뮤신층의 성상을 연구하고 그 생성 원류를 조

사하기 위한 뮤신층의 생화학적, 조직화학적 성상 연구의 필요성을 느끼게

되었다.

뮤신은 중앙에 단백질중추가 있고 그 주변을 당질의 긴 가지로 포장하

여 가지가 많은 나무 형태를 유지하고 있는 복합체로서 그 특성이 주변의

당질 층과 밀접한 관계가 있다. 따라서 그 주변의 당질 층의 조성을 밝히

는 것이 필요하나 각막내피세포 수량의 제한성 때문에 화학적 분석은 타당

하지 않다.

본 연구는 각막내피세포의 손상을 차단하기 위한 노력의 일환으로 새로

이 발견된 뮤신층의 성분을 당질의 성분염색을 통하여9 ,10 ) 그리고 뮤신층의

생성원류를 분자생물학적 기법을 통하여 밝힘으로서 각막내피세포의 보호

방안과 추후 점탄성 물질의 개발 시 필요한 자료를 제공하고자 한다.
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Ⅱ . 재료 및 방법

동물실험은 연세대학교 임상연구센터 실험동물위원회의 검토와 승인

하에 이루어 졌으며 체중 2∼4㎏의 성인 백색 가토를 암수 구별 없이

사용하였다. 가토의 평균 직장온도는 38.5∼39.5℃이며 사육은 22±2℃

의 온도, 50±10%의 습도, 40∼50phon 이하의 소음, 12시간의 명/암 조

명이 되는 환경 하에 이루어졌다. 실험은 외견상 외안부 질환이 없는

10마리 20안을 본 실험에 이용하였다.

기증된 인체 안구 중 각막이식술에 부적합한 안구 9안의 각막을 뮤

신 primers와 probes를 이용한 역전사 중합효소 연쇄반응, in s itu

hybridization 그리고 MUC1의 면역조직화학 염색 실험에 이용하였다.

1. Le ctin을 이용한 각막내피 뮤신의 당질 성분염색과 위치

분석

가 . Le ct in의 성분염색의 광학 현미경적 관찰

( 1 ) 실험 동물 및 재료

가토는 pentobarbital sodium (Entobar , 한림제약) 과량을 정맥 주사하여

희생시킴과 동시에 0.12M 농도의 인산완충용액(phosphate buffered saline

solution ; PBS, pH 7.4)에 1% paraformaldehyde와 1% glutaraldehyde이

포함된 고정 액을 점안하여 각막 표면 뮤신층을 고정하였다. 표면이 고정

된 가토의 각막을 적출 하여 즉시 동일한 고정 액에 담가 실온에서 24시

간 고정시킨 후 탈수과정을 거쳐 파라핀에 포매하였다.
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본 실험에서 사용한 lectin은 WGA, SNA, MAA, Con- A, PNA, RCA- 1,

DBA, SBA (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA ), PHA - E, LCA ,

UEA - I(Honen corporation , T okyo, Japan )의 11종류이었다(표 1).

(2 ) 실험 방법

보관된 파라핀 블록은 2㎛ 두께의 절편으로 자르고 파라핀 제거 과정과

함수과정을 거친 후 lectin 염색을 다음과 같이 시행하였다.

조직을 증류수로 5∼10분 세척 후 0.3% 과산화수소수(H2 O2 )가 포함된

메탄올 용액에 20분간 담근 다음 lectin중 MAA와 SNA를 사용할 조직은

0.05M tris 용액으로 씻고, 나머지 lectin을 사용할 조직은 0.12M 인산완충

용액으로 세척하였다. 비 특이적 반응을 줄이기 위해 조직에 1% bovine

serum albumin을 5분간 반응시킨 다음 tris 용액 또는 인산완충용액으로

세척하였다. Biotinylated lectin (lectin의 농도; 20㎍/㎖)은 4℃, 습윤 챔버

에서 12시간 반응시켰다. 그 후 조직들을 0.12M 인산완충용액으로 10분간

세척하였다. 조직을 UltraT ek anti- polyvalent antibody (Scy T ek

laboratories, Logan, UT , USA )에 10분간 반응시킨 후, 인산완충용액에 10

분간 세척하고 UltraT ek HRP (hor se reddish peroxidase)로 10분간 반응

시켰다. 그후 조직을 0.12 M 인산완충용액으로 세척하였으며 발색제인

AEC(3- amino- 9- ethylcarbazole) 용액을 2분간 반응시키고, 인산완충용액

과 증류수로 발색제를 세척하고 5분간의 hematoxylin 대조염색을 거쳐

Olympus 현미경(Olympus, T okyo, Japan)으로 관찰 및 촬영(D Plan 100x .

NFK 2.5x )하였다.

각 lectin의 종류 및 반응하는 탄수화물 기는 다음과 같다(표. 1).
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표 1 . 각 lectin에 반응하는 당단백의 성분

L e ct in s S ourc e S pe c if i c ity

Con A Concavalia ens if orm is α- D - Glc* , α- D - M an +

DBA D olichos bif lorus D - GalNA c≠

PNA A rachis hyp og ea β- D - Gal§

RCA - 1 R icin us com m un is β- D - Gal

SBA Gly cin e m ax α/βD - GalNA c

MAA M aack ia am urens is NeuA c‖ (α2,3)Gal

PHA - E P has eolus vulg aris D - Gal, D - GlcNA c#

SNA S am bucus n ig ra NeuA c (α2,6)Gal

W GA T rit icum vulg aris (β- D - GlcNA c)2 , NeuNA c‖

UEA - I Ulex europ aeus α- L - F u cose

LCA L ens culinar is α- D - Glc, α- D - M an

*Glc : Glucose

+Man : Mannose

≠GalNAc : N - acetyl- galactosamine

§Gal : Galactose

#GlcNAc : N- acetyl- glucosamine

‖NeuNAc : sialic acid

나 . Le ct in- g o ld 의 전자 현미경적 관찰 .

가토는 pentobarbital sodium 과량을 정맥 주사하여 희생시킴과 동시에

0.12M 농도의 인산완충용액에 1% paraformaldehyde와 1% glutaraldehyde

이 포함된 고정액을 점안하여 각막 표면 뮤신층을 고정하였다.

표면이 고정된 가토 안의 전방에 고정 액을 천천히 주입시켜 내피
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세포 표면조직을 고정시킨 후 각막을 적출 하여 즉시 동일한 고정 액에

담가 0℃∼4℃에서 2시간 동안 전 고정시킨 후 , 고정된 조직을

T EM (transmission electron microscopy )에 사용될 조직은 1㎜ × 3㎜,

SEM (scanning electron microscopy )에 사용될 시료는 조직 편을 3㎜ × 3

㎜의 크기로 잘랐다. Microcapsule (Eli Lilly , Indianapolis , IN, USA ) 내에

고정 액에 삽입한 후 0℃∼4℃ 의 온도에서 부드럽게 진탕하였다.

0.12M 인산완충용액 혹은 카코딜산 완충용액(cacodylate buffer ; pH

7.4)으로 microcapsule내의 고정 액을 씻어낸 후 전 고정된 재료들은 0℃∼

4℃의 온도에서 2% osmium tetroxide 고정 액에 1시간 30분간 후 고정하

였다.

0.12M 인산완충용액 혹은 카코딜산 완충용액으로 세척한 다음, 고농도

의 alcohol로 탈수 후에 Lowicryl HM 20 mixture에 처리하고 60℃ 오븐기

에서 24시간 포매하였다. 포매된 각막은 microtome ultra cut (Leica, Wien,

Austria)으로 절편을 제작하였다. Lectin - gold 입자인 WGA를 습윤 챔버에

서 30분간 반응시켰다. Nickel grid에 부착시켜 uranyl acetate와 lead

citrate 로 이중 염색한 후, 전자현미경으로 관찰하였다(T EM : Philips

CM - 10, Eindhoven, Netherland, SEM : Hitachi S- 800, T okyo, Japan ).
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2 . 인체 각막 내피 층의 RT- PC R 과 in s itu hy brid iz a tio n

가 . RNA 분리

전체 RNA분리는 Chomcaynski 등11 )
의 AGPC(acid guanidinium thiocyanate

phenol chloroform extraction) 방법으로 하였다.

약술하면, 기증된 인체의 안구를 인산완충용액으로 조심스럽게 세척 후

우선 Bard- Parker 15번 나이프로 각막 상피세포를 채취한 후 해부현미경

하에서 각막내피세포를 채취하여 100㎎ 조직 당 2㎖의 solution D(4M

guanidinium, 25mM Sodium acetate, 0.5M Sarcosyl, 0.1M β-mercaptoethanol)

와 water- saturated phenol이 1:1로 섞인 용액을 넣고 균질화한 후, 0.2㎖의

chloroform을 혼합한 후 15초간 소용돌이 시켜 혼합한 다음 , 얼음에 5분간 두고

나서 4℃에서 12,000 g 15분간 원심 분리하였다. 그리고 나서 상층을 취해 새 튜

부로 옮긴 후 동량의 isopropanol과 혼합 후 얼음에 15분간 두고 나서 4℃에서

12,000 g 15분간 원심분리 하였다. 여기서 얻어진 펠레트를 75% ethanol로 세척

한 후 공기 중에서 5분간 말리고 펠레트를 DEPC를 처리한 멸균수(RNase- free

물)에 녹인 후 분광 광도 계로 260 nm영역에서 흡광도를 측정하였다.

나 . 역전사 중합효소 연쇄반응

기증된 인체 각막 내피세포에서 얻어진 전체 RNA 와 Perkin Elmer

RNA - PCR core kit (Roche Molecular Sy stem s Inc, Branchburg , NJ )를 이

용해 역전사 중합효소 연쇄반응을 수행하였다. 우선 0.5- 1㎍ RNA에 10배

농축된 buffer 2㎕와 25mM MgCl2 4㎕, 10mM dNT P을 각각 2㎕씩,

random hexamer 1㎕와 RNasin (RNase inhibitor ) 1㎕ 그리고 역전사효소
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1 ㎕를 넣고 최종량을 20 ㎕로 하여 실온에서 10분, 42℃에서 45분간 반응

시킨 후 94℃에서 5분간 열처리하였다. 여기서 얻어진 cDNA와 제작된

human MUC1 specific primer (5 ' primer T CT CACCT CCT CCAAT CAC,

와 3' primer GAAT GGCACAT CACT CAC)를 이용하여 PCR을 수행하였

다
12 ) . 먼저 template로 역전사 반응산물 20㎕에 20pmol primers를 각각 1

㎕씩, 10X buffer 8㎕, 25mM MgCl2 4㎕를 섞은 후 94℃에서 5분간 열처

리 후 이 혼합물에 0.5㎕ Taq polymerase를 넣고 최종량 100㎕를 가지고

94℃ 30초, 55℃ 1분, 75℃ 2분으로 cycle을 40번 수행한 후 last extension

을 72℃ 10분으로 하여 반응을 Perkin Elmer PCR 기계(Gene Amp PCR

System 2400, Roche System Inc, Norw alk, CA, USA )에서 수행하였다.

얻어진 역전사 중합효소 연쇄반응산물은 ethidium bromide을 포함한 2%

agarose gel에 PCR marker (Promega, Medison , WI, USA )와 같이 전기영

동한 후 UV transilluminator하에서 관찰 후 사진 촬영하였다. 양성 대조

로는 MUC1의 발현이 밝혀진 각막 상피조직을 사용하였고 음성대조로는

cDNA template 없이 중합효소 연쇄반응을 수행한 것을 사용하였다.

다 . 부차클로닝과 염기서열분석

얻어진 중합효소 연쇄반응 산물을 전기영동 후 MUC1 밴드(368 bp)를

잘라서 gel extraction kit (Qiagen, Hilden , Germany )을 사용하여 정제한 다

음 pT 7Blue T - vector (Novagen, Medison, WI, USA )와 같이 16℃의 온도

에서 8시간 연결 반응하였다. 이 연결산물을 Gene pulser (Bio- Rad,

Hercules, CA, USA)를 이용하여 E. coli(DH- 5α)에 형질 전환하여 양성콜로

니를 선별한 후, Wizard Plus SV miniprep DNA purification system

(Promega, Medison , WI, USA )을 이용하여 plasmid DNA를 추출하였다.
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선발된 클론은 자동염기서열분석기(ALFexpressT M DNA sequencer ,

Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sw eden )으로 염기서열을 분

석한 후 이 결과를 NCBI(National Center for biology Information)의

EMBL Gen Bank site의 BLAST program으로 분석한 결과 human

MUC1 sequence(Gene bank accession number ; J05582)와 일치하였다.

라 . In s itu hy b rid iz at io n

기증된 인체 각막을 - 30℃의 isopentene용액에 담가 급속 냉동시킨 후

M 1 embedding matrix (Lipshaw #1310)로 포매하여 6㎛로 동결절편을 만든

후 gelatin coating slide에 부착시켰다. 이를 4% paraformaldehyde에 10분

간 고정 후 인산완충용액으로 세척하였다. 이를 proteinase K로 37℃에서

30분간 반응시킨 후 아세틸화하였다. Prehybridization수행 후 hybridization을

하였다. Hybridization 용액의 조성은 50%(v/ v)의 deionized formamide와 4배

로 농축된 saline- sodium citrate (0.6M sodium chloride, 0.06M sodium

citrate), Denhardt ' s solution (0.02% ficoll, 0.02% polyvinylpyrrolidone,

0.02% bovine serum albumin, Sigma, USA )과 10%(w/ v )의 dextran

sulfate, 250㎍/㎖ yeast tRNA, 0.5㎎/㎖ denatured salmon sperm DNA ,

10mM DT T 등이다. 이 hybridization용액과 35 S 표품된 anti- sense ribo

probe(2×107 cpm/㎖)를 혼합하여 52℃에서 16시간동안 hybridization을 수

행하였다. Probe는 2종류의 MUC1 tandem repeat들로 하였다. 하나는 450

bp의 단편이고 다른 하나는 345 bp의 5 ' MUC1 tandem repeat 단편으로

서 Dr . Michael A . Hollingsworth (Univer sity of Nebraska Medical Center ,

Omaha, NE )로부터 제공받았다. 이 probe들을 제한 효소를 사용하여 선형

화하여 3 5S로 표품한 후 사용하였다. 반응은 선형화된 plasmid(1㎍/㎕), 5배
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로 농축된 전사용액(4㎕, Promega, Medison , WI, USA ), 0.2M DT T (2㎕),

2.5mM GT P/ AT P/ CT P 혼합액(2㎕, pH 8.0), placental ribonuclease 억제

제(1㎕, 100U/㎕), 3 5 S- UT P (5㎕, 1000- 15000Ci/ mmol, 10mCi/㎖, NEN ), T 7

or SP6 RNA polymerase(1㎕, 10U/㎕, Stratagen , La jolla, CA, USA )를

혼합하여 37℃에서 1시간동안 in vitro 전사방법으로 합성하였다. 그 후에

2배로 농축된 SSC- 50% formamide로 57℃ 15분간 2번 수세하여

posthybridization 과정을 수행하고 나서 필름에 감광하였다. 그 후 이 절편

들을 photographic emulsion (NBT - 2; Kodak, Rochester , NY, USA )에 담

가 4℃에서 3주 동안 노출한 후 현상하고 hematoxylin으로 대조 염색하여

현미경하에서 관찰 후 사진 촬영하였다.

3 . 웨스턴 블롯팅

인체 각막의 상피와 내피세포는 역전사 중합효소 연쇄반응에서와 같이

채취한 후 조직 100㎎당 200㎕ lysis 용액(25mM HEPES pH 7.5, 0.3M

NaCl, 1.5mM MgCl2 , 0.2mM EDT A , 0.05% T ritonX- 100, 20mM β

- glycerophosphate, 1mM orthovanate, 0.5mM DT T , 0.4mM PMSF , 2㎍/

㎖ leupeptin , 1㎍/㎖ pepstain)를 넣고 균질화 하였다. 4℃에서 15분간 반

응 후 12,000 rpm 10분간 원심분리 하고 나서 상층액을 새 튜브에 옮겼다.

여기서 얻어진 단백질을 Bradford 방법으로 정량 후 5배로 농축된 SDS

sample 용액(60mM T ris HCl pH 6.8, 25% glycerol, 2% SDS, 14.4mM

2- mercaptoethanol, 0.1% bromophemol blue)과 혼합한 단백질용액을 4%

st ackin g , 10% s eparat ing겔을 만들어 SDS - PA GE (sodium dodesyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis )를 시행하였다. 그리고 나서

acrylamide 겔의 단백을 Immobilon - P (Millipore corporation , Bedford, MA )
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PVDF막에 전이시켰다. 우선 PVDF막을 메탄올에 5분간 담그고 나서 전이

용액(25mM T ris base, 0.2M Glycine, 20% methanol)에 5- 10분간 담근 후

겔을 PVDF막으로 300mA의 전류로 하여 4℃에서 하룻밤동안 전이하였다.

그리고 나서 전이가 끝난 막을 neuraminidase로 전 처리하였다. 50m M

s odiu m a cet a t e , 10m M ca lciu m a cet a t e 용액에 0 .1U /㎖의

neuraminidase(T ype V ; Sigma, St . Louis, MO, USA )를 넣고 37℃에서 1

시간동안 반응하고 나서 T BS - T (0.1% T w een - 20 포함 T BS (tris buffered

saline); T ris base, NaCl pH 7.6)로 5분간 수세 후 차단 용액(5%(W/ V)

non fat dry milk, 0.1% T w een - 20, T BS)으로 하룻밤동안 차단하였다. 일

차항체로는 HMFG- 1 (human milk fat globule antibody (Biodesign ,

Kennebunk, ME, USA )를 1:100으로 희석하여 실온에서 2시간 동안 반응

시키고 이차항체인 anti- mouse IgG(Amersham Pharmacia Biotech ,

Buckingham shire, England) 1:1000으로 희석하여 1시간 동안 실온에서 반

응시켰다. Enhanced chemiluminescence (ECL; Amersham Pharmacia

Biotech , Buckinghamshire, England)용액으로 실온에서 1분간 검출 후

Hyper film ECL(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire,

England)을 가지고 현상하였다.

4 . 면역조직화학적 염색

인체 각막을 4℃에서 4% paraformaldehyde용액으로 3시간 동안 고정하

여 파라핀 블록으로 만들어 나서 2㎛및 4㎛의 슬라이드 절편을 제작한 후

파라핀 제거과정을 거쳤다. 실온에서 xylene에 5분간 6번, 100% ethanol에

5분간 3번, 그리고 95%, 85%, 70% 순서대로 5분간 담가 탈수 처리하였다.

다음에 인산완충용액에 5분씩 2번 세척하였다. 모든 조직은 neuraminidase
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(Sigma, St . Louis, MO, USA ) 전처리를 다음과 같이 하였다. 즉 슬라이드

절편을 50mM sodium acetate, 10mM calcium acetate pH 6.5 용액에 담가

서 평형화 시키고 나서 50mM sodium acetate, 10mM calcium acetatepH

6.5 용액에 0.5U/㎖ neuraminidase를 혼합하여 점적한 후 37℃에서 1시간

동안 처리하였다. 그리고 나서 Ultra T ek HRP anti- polyvalent Super

Block 차단용액으로 실온에서 10분 동안 차단하였다. 일차항체는 HMFG- 1

또는 VU4H5(antibody to tandem repeat portion of human MUC1; Santacruse

Biotech , CA, USA )을 가지고 1:100으로 희석하여 4℃에서 하룻밤동안 반응

시켰다. 다음날 0.02% T riton X- 100이 포함된 인산완충용액으로 5분간 3번

세척하였고 이차항체 Ultra T ek anti- polyvalent antibody를 실온에서 10

분 반응시키고 삼차항체 UltraT ek HRP를 실온에서 10분간 처리하였다.

그 후 발색제인 VIP substrate kit for peroxidase (Vector , Burlingame,

CA, USA )으로 발색시킨 후 faramount (DAKO, Carpintera , CA, USA)로

봉입(mounting)한 후 현미경(Olympus AX- 80, T okyo, Japan)에서 관찰하고

사진 촬영하였다.
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Ⅲ . 결 과

1. 각막내피세포 뮤신층의 le c tin 성분염색의 광학현미경 관

찰실험 .

각막상피세포의 뮤신층과 동일한 층이 각막내피세포에서도 염색되었으

며 본 연구에 사용된 11가지 lectin 염색 정도의 차이는 있었지만 모두 양

성반응을 보였다. RCA - 1, PHA - E (그림 5, 6), SNA , WGA (그림 7, 8),

MAA (그림 9), CON - A는 동종에서 개체간 차이 없이 강한 양성반응을 보

였으며, PNA 의 경우 중등도 반응을, SBA , LCA, DBA, UEA - I에서는 약

한 양성 반응을 보였다.

2 . 각막내피세포 뮤신층의 le c t in- g o ld c o mp le x bind ing의 전

자현미경 관찰

뮤신의 위치와 구조 특성을 정확히 밝히고자 광학현미경상 양성반응을

보인 lectin인 WGA lectin- gold complex를 이용한 주사 및 투과 전자현미경

조사를 시행한 결과, 각막내피세포에는 반응한 lectin gold 입자가 세포표면에

많이 관찰됨을 발견하였고 소포형태로 세포로부터 배출됨을 관찰하였다.

주사 현미경상 가토 각막상피세포 표면(그림 10)뿐만 아니라 각막내피

세포(그림 11)에도 수많은 WGA lectin- gold 입자들이 부착되어 있음을 관

찰하였다. 그리고 WGA lectin - gold 입자 처리과정을 생략한 음성대조군에

서는 각막내피세포 표면(그림 12)에서 아무런 입자도 발견되지 않음을 관

찰하였다.
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WGA lectin - gold complex를 이용한 투사 전자현미경 관찰 결과 각막

내피세포표면에 부착된 형태(그림 13) 뿐만 아니라 각막내피세포 내 소포

형태 (그림 14), 뜯겨져 나가는 뮤신층 내의 WGA lectin - gold 입자(그림

15)등이 관찰되었다. 일부에서는 각막내피세포 내에서 세포 외로 배출되는

WGA lectin - gold 입자가 발견되었다.

3 . 각막내피세포 뮤신층의 MUC 1의 발현

인체 각막내피세포 층을 RT - PCR한 결과 368 bp에 해당하는 MUC1의

mRNA 해당 부위에 띠를 관찰할 수 있었다(그림 16). 양성 대조군으로 인

체 각막상피세포를 이용하여 같은 primer로 실험한 결과 368 bp에서 하나

의 밴드를 보였고, template를 사용하지 않은 음성 대조 군에서는 밴드가

나타나지 않았다.

각막내피세포의 MUC1의 역전사 중합효소 연쇄반응의 산물인 368 bp의

밴드를 정제하여 E . coli(DH - 5α)에 부차클로닝 후 염기서열분석 결과

MUC1의 서열과 일치하여 증폭된 밴드가 MUC1임을 확인하였다.

인체 각막내피세포 층을 in s itu hybridization을 이용하여 MUC1

mRNA 분포를 살펴본 결과 anti- sense ribo probe를 이용하여 in s itu

hybridization을 수행한 각막내피세포 핵 주위로 다수의 검은입자들이 관찰

되어 MUC1 mRNA의 존재를 확인할 수 있었다(그림 17). 그러나 sense

ribo probe를 이용한 음성대조군에서는 관찰되지 않았다(그림 18).

이미 기존의 MUC1의 존재가 입증되어 있는 인체 각막상피세포를 양성

대조 군으로 사용하여 시행한 웨스턴 블롯팅상 인체 각막상피의 MUC1 부

위에 해당하는 210 kD 이상의 분자량에서 각막내피세포 역시 양성의 띠가

관찰되었다(그림 19).
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4 . 인체 각막내피의 면역조직화학 염색법

뮤신 MUC1에 대한 항체를 이용한 면역조직화학 염색상 결과 인체 각

막내피층의 염색양성의 소견을 관찰할 수 있었다(그림 20). 뮤신 MUC1에

대한 항체 반응을 생략한 대조군에서는 아무런 염색소견이 관찰되지 않았

다.(그림 21)

염색 정도는 VU4H5 보다는 HMFG- 1을 일차항체로 사용한 경우에서

더 짙게 나타났다. 세포질의 염색에서는 세포 내 기저부보다는 세포 상층

부가 더 짙게 염색되었다. 얇지만 양성으로 염색된 선이 각막내피세포의

상층부에서 관찰되었다. 음성 대조군으로 일차항체 없이 처리한 각막 표본

은 염색되지 않았다.

이상의 결과로 각막내피세포 표면에는 WGA와 반응하는 사이알산을 함

유한 새로운 층이 존재하며 이층의 성분 중에는 각막내피세포에서 생성되

는 MUC1이 포함되어 있음을 알 수 있었다.
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그림 5 . PHA - E로 반응시킨 가토 각막상피세포의

뮤신층. 붉은선으로 염색되어 있는 뮤신층을 관찰하

였다.(X1000)

그림 6 . PHA - E로 반응시킨 가토 각막내피세포의 뮤

신층. 각막 상피세포 표면에서와 같이 붉은색의 뮤신층

이 관찰되었다.(X 1000)
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그림 7 . W GA로 반응시킨 가토 각막

상피세포의 뮤신층. 붉은선으로 염색

된 뮤신층을 관찰하였다.(X1000)

그림 8 . W GA로 반응시킨 가토 각막

내피세포의 뮤신층. 붉은색의 뮤신층

을 관찰하였다.(X1000)

그림 9 . MAA로 반응시킨 가토 각막 내피세

포의 뮤신층. 붉은색의 뮤신층을 관찰 하였

다.(X1000)
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그림 10 . 가토 각막상피세포 표면의 W GA - g old com plex에 대

한 반응의 주사현미경 소견. 흰 화살표와 화살표 머리는 상피세

포표면의 m icovilli를 지시하고 있으며 화살표가 지시하는 작은

입자가 lect in 입자임.

그림 12 . W GA - gold complex

를 처리하지 않은 가토 각막 내

피세포 표면의 주사 현미경 소

견.(음성 대조군)

그림 11 가토 각막 내피세포

표면의 W GA - gold com plex를

반응시킨 후의 주사현미경 소

견. lectin - g old 입자들이 부착

된 것을 관찰하였다.
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그림 13 . W GA - gold complex 반응 후

각막내피세포의 투사 전자현미경 소견.

각막내피세포 표면에 부착된 lectin gold

입자들이 관찰되었다.

그림 14 . W GA - g old com plex 반응

후 각막내피세포의 투사 전자현미경

소견 . 뮤신이 각막내피세포내 주머니

의 형태로 존재하였다가 밖으로 배출

되는 것이 관찰되었다.

그림 15 . W GA - gold com plex 반응 후 각막

내피세포의 투사 전자현미경 소견. 내피세포

표면으로부터 뜯겨져 나가는 뮤신층 내에

W GA - gold 입자들이 다수 관찰되었다.
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그림 16 . 인체 각막내피세포 층의 MUC1 mRNA의 역전사

중합효소연쇄반응 결과. 368 bp의 밴드를 관찰할 수 있었다.

왼쪽에서 부터 DNA size m arker , 두번째는 각막내피세포, 세번

째는 각막 상피세포(양성대조군), 네번째는 음성대조군 (t em plat e

를 생략한것) 이다.
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그림 17 . 인체 각막내피세포 층의 in s itu hybridization

소견. A nt i- sen se prob e를 사용하여 각막내피세포 핵 주위로

다수의 검은 입자들을 관찰되었고MUC1 m RNA가 존재함을

확인 할 수 있었다.

그림 18 . 대조군의 인체 각막내피세포층의 in s itu hybridization

소견. S en se probe를 사용하여 MUC1 m RNA를 관찰 할 수

없었다.(음성대조군)
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그림 19 . 인체 각막내피세포의 웨스턴 블롯팅 소견. 인체 각막상피
의 MUC1 부위에 해당하는 분자량 210 kD에서 각막내피세포 역시
양성의 밴드가 관찰 되었다. 동시에 MUC1 특유의 다형성(polymorphism )
도 관찰되었다.
1 : 각막내피세포, 2 : 각막상피세포 (60ug ), 3 : 각막상피세포(80ug )
4 : 각막상피세포 (100ug )
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그림 20 . 인체 각막내피세포의 항 MUC1 항체에 대한 면역

조직화학 염색 소견. 각막내피세포 층에 붉게 염색되는 양성

반응이 관찰되었다.

그림 2 1 . 인체 각막내피세포 층의 항 MUC1 항체의 반응을
생략한 면역조직화학 염색 소견. 각막내피세포 층의 염색
반응이 관찰되지않았다.(음성대조군)
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Ⅳ . 고 찰

뮤신은 고분자량의 당단백으로서 눈물층의 중요한 구성 성분 중 일

부이며 안 조직에서는 주로 결막 및 각막 상피에서 발견되고, 세포보호와

표면 윤활 작용을 하는 것으로 알려져 있다
13 ) . 지금까지 밝혀진 뮤신은

MUC1- 8로 분류된다. 이러한 뮤신에 관한 연구는 그 동안 각종 인체 조직

내의 상피에 국한되어 이루어졌던 게 사실이다. 그러나 인체 내에서는 유

체와 지속적으로 접하는 세포들에 있어서 세포의 보호 목적으로 세포막 위

에 점액층을 갖고 있는데, 각막내피세포 또한 방수와 지속적으로 접하고

있는 환경을 고려해 볼 때 내피세포를 보호할 어떤 막의 존재 가능성은 추

정할 수 있는 것이었다. Barany 5 )가 황부엉이에서 각막내피세포와 홍채

사이에 알려지지 않은 층의 존재 가능성을 말하였고, 그후 각막내피세포를

덮고 있는 물질에 대한 연구는 계속되었다. 그러나 상대적으로 각막내피세

포에 관한 인식부족과 피검물의 획득과 그 분석에서의 한계로 인하여 그

동안 이 분야에 관한 활발한 연구가 이루어지지 않았었다. 그런데 분자생

물학, 유전공학 등의 발전과 함께 최근 10여년 동안 뮤신에 대한 연구는

놀라우리만큼 이루어져서 뮤신 유전자의 분자생물학적 분석과 이로부터 유

추한 단백질 구조의 발견은 뮤신의 구조적 특성, 세포 내 뮤신의 분비, 당

화반응의 과정을 밝혀주었고14 ,15 ), 그리하여 뮤신의 정상 생리학적 과정뿐

아니라 병적 과정에서의 역할을 이해하게끔 해 주었다16 ) . 최근 시행되고

있는 여러 기능적 연구들은 뮤신의 기능이 세포 보호와 표면 윤활에 국한

되는지 또는 세포나 조직성분의 점착 등에 관여하는지에 대한 의문을 해결

하는데 도움을 줄 것이다.

Schroder 등6 )은 ruthenium red 와 osmium tetroxide로 고정, 염색하여

각막내피세포 표면에 0.06- 0.15μm 두께의 다당류로 구성된 층이 있음을
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발견하였고, Sperling6 )
또한 주사 전자현미경을 통해 각막내피세포와 섬유

주 표면의 물질이 ruthenium red 와 osmium tetroxide와 결합하는 것을

관찰하였고, 이 물질이 부분적으로 urokinase, trypsin에 의해 분해됨을 보

고, 이 층이 적어도 세 가지의 다른 성분으로 이루어져 있음을 발견하게

되었다. 그후 Carrington 등17 )
은 고양이의 각막내피세포 표면의 점액층의

연구에서, 이 층이 조직의 고정과 염색기술에 매우 민감함을 발견하였다.

점액층(mucous layer )의 주성분은 뮤신이며18 ), 뮤신은 중앙의 단백질중

추와 그 주변의 다당질의 긴 가지로 구성된 복합체로서
19 ), 그 특성이 주변

부의 당질 층과 밀접한 관계가 있다. 그러므로 뮤신의 성상을 밝히기 위해

서는 주변부를 구성하는 당질 층의 조성을 밝히는 것이 필요하나, 본 연구

에서는 신선한 인체 각막내피세포 수량의 제한성 때문에 가토의 각막을 이

용하였고, 뮤신을 구성하는 특정한 당질에 부착하는 것으로 알려진 여러

가지 lectin을 사용하여 뮤신 주변부의 당질의 성분을 간접적으로 알아보고

자 하였다. Lectin 은 자연계에 널리 편재하는 단백질로서 특정 당에 특이

적으로 부착하는 능력이 있어서2 0 ), 조직의 위치 파악이나 당포합체의 생화

학적 특성을 연구하는데 유용한 도구로 쓰여왔다2 1 ,22 ,2 3 ) . Lectin은 당질에 부

착하는 특성에 따라 (a ) glucose- mannose 군 (b) N - acetylglucosamine 군

(c) galactose/ N - acetylgalactosamine 군 (d) L- fucose 군 (e) 사이알산군으

로 나눌 수 있다2 4 ) . 안과영역에서 Lectin 은 여러 종에서의 정상 각막을 연

구하는데 이용되기도 하였고2 5 ,2 6 ,2 7 ), 손상 받거나 이영양증이 있는 각막에서

당화반응양상의 변화 관찰에도 이용되었다2 8 ,2 9 ,3 0 ) . Lectin을 이용한 연구에서

는 손상에 대한 각막상피세포와 내피세포의 반응에도 차이가 있음을 보였

는데, 손상 후 재생하는 상피세포는 Con - A와 WGA에 대해서 증가된 결합

력을 보였고3 1 ), 손상 후 이동하는 내피세포는 똑같은 lectin에 대한 결합력

이 떨어져 있다고 하였다3 2 ) . 이것으로 lectin이 세포와 세포사이 또는 세포
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와 기질간 결합물질의 변화의 관찰에도 이용됨을 알 수 있다. 본 연구 결

과 정도의 차이는 있었으나 11가지 lectin에 대해 모두 양성반응을 보였는

데, 이로써 각막내피세포를 덮고 있는 점액 층이 뮤신을 구성하는 여러 종

류의 당질로 구성되어 있음을 확인할 수 있었다. 양성반응을 보인 lectin중

에서 Con - A, RCA - 1, PHA - E , SNA, WGA , MAA 은 강한 양성반응을

보였고, 이는 각막내피세포를 덮고 있는 점액 층에 mannose, galactose,

NeuAc galactose, N - acetyl- glucosamine, N - acetyl- neuraminic acid(sialic

acid)가 많음을 의미한다. 기존의 쥐의 각막상피에서의 lectin을 이용한 연

구에서는 Con - A, WGA , LFA (Limax flavus)에서 양성을 보였으며,

mannose, N - acetyl- glucosamine, N - acetyl- neuraminic acid(sialic acid)가

널리 분포함을 알 수 있었다3 3 ) . 그리고 대부분의 lectin 결합형태는 상피와

내피세포에서 유사하게 나타났다. 그러나 sialyl 특이 lectin 인 LFA에 대

해서는 쥐의 각막상피세포는 중등도의 양성반응을 보였으나, 내피세포에서

는 거의 반응이 나타나지 않았다. 즉 같은 당질 특이성을 가진 lectin도 항

상 같은 결합 특성을 보이는 것은 아님을 알 수 있다2 4 ) .

인체 내 여러 상피조직에서의 뮤신의 생성은 세포질 내에서 이루어지

며, 세포 밖으로 배출되어 세포막을 싸게 된다14 ,15 ,3 4 ) . 각막내피세포에서의

뮤신의 위치를 밝히는 실험은 뮤신이 각막내피세포에서 생성되는지를 확인

할 수 있는 방법이며, 뮤신의 내피세포 내 생성 기전, 세포외 분비방법, 그

리고 뮤신과 내피세포막과의 관계, 뮤신의 각막내피세포에서의 역할 등을

알아볼 수 있는 실험이다. 본 실험에서는 인체 각막으로부터 충분한 양의

각막내피세포 뮤신을 얻을 수 없어서, 가토의 각막을 이용하였고, 광학현미

경상 양성을 보인 WGA lectin을 사용하였다.

WGA lectin은 주로 각막의 keratan sulfate에 결합하는데3 5 ,3 6 ) 아마도

N - acetylglucosamine을 통해서 부착하는 것으로 보인다. WGA lectin은 사
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이알산에 대한 결합력도 갖고 있다.

WGA - lectin gold complex를 이용하여 전자현미경으로 관찰한 결과,

WGA - lectin gold 입자가 각막내피세포 표면 뿐 아니라 내피세포 내에서

주머니(vesicle)형태로도 존재하며, 내피세포로부터 뜯겨져 나가는 점액 층

에서도 발견되었다. 즉 뮤신이 각막내피세포에서 생성되어 내피세포 내에

서 주머니 형태로 존재하다가, 내피세포 밖으로 배출되는 것으로 추정할

수 있었다. 그리고 각막내피세포막과 뮤신의 관계에서도, 뮤신이 내피세포

밖에서 덮고 있음을 알 수 있었다.

뮤신의 일반적인 기능은 세포보호와 윤활작용이다. 즉 삼투압이나 pH의

변화와 생물학적, 생리학적 손상에 대한 보호막 역할을 하는 것이다3 7 ,3 8 ) .

그러나 Klinke 등3 9 )은 뮤신이 상피세포에서는 세포보호 기능을 하지만, 내

피세포나 백혈구에서는 부착물질로서 작용하여 일련의 부착의 일부에 관여

한다고 하였다. 뮤신은 일반적으로 threonine 과 serine을 많이 포함하는데,

이들은 광범위하게 O- glycosylation 되어있다. 이런 구조 때문에 뮤신은

섬유상(filamentous ) 구조를 갖고 있으며4 0 ,4 1 ) 음전하를 띠고 있는 특성 때

문에 뮤신은 세포를 보호하는 보호막으로 작용할 수 있다. 그러나 어떤 세

포가 뮤신에 대한 수용체가 있다면 뮤신의 부착기능은 보호막 기능을 능가

하게 된다. 즉 뮤신은 세포 보호 기능과 함께 다른 세포나 분자의 부착 기

능도 갖고 있다. 그리고 당단백 내의 당질은 세포와 미세분자 또는 세포와

세포간의 중요한 인식인자 역할을 하는 것으로 알려져 있고4 2 ,43 ), 세포표면

의 당단백 내의 당질의 분화과정, 성장과정과 악성 종양에서의 변화를 관

찰하면 이 당질의 역할에 관한 더 많은 사실을 알 수 있을 것으로 본다4 4 ) .

본 연구에서는 뮤신의 역할을 확실히 밝혀주지는 않았다. 그러나 본 실험

에서 관찰했듯이 뮤신이 각막내피세포에서 생성되어 세포 밖으로 분비되고

내피세포막 밖에서 세포를 싸고 있다는 점과 각막내피세포를 싸는 뮤신층
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의 성분인 MUC1을 포함한 층의 제거는 내피세포의 손상을 유발한다는 사

실
45 ), 그리고 각막내피세포가 지속적으로 방수와 같은 외부의 환경과 접하

고 있다는 사실에서 뮤신이 각막내피세포 보호에 관여할 것이라는 추측은

할 수 있었다.

MUC1은 상피세포 뮤신이라고도 하며 조직내의 여러 상피와 여러 종

류의 악성종양에서 발견된다
46 ,47 ) . 다른 뮤신과 달리 MUC1은 세포막에 걸

쳐있으며 , 유체와 접하는 대부분의 세포 표면에서 관찰된다 . 한편

MUC2- MUC8 은 '분비성 뮤신(secreted mucin )'으로서 점액 층을 형성하

면서 이황 결합을 갖고 있다. MUC1은 반복되는 직렬로 나열된 아미노산

조각의 숫자와 당화의 변화에 따라 조직 및 종족간에 다형태성을 띠고 있

다. MUC1을 구성하는 중심부 단백질의 세포 외측 부분은 세포막위로

200- 500nm 올라와 있고, 이렇게 세포 밖으로 길게 뻗쳐있는 구조는

MUC1의 특정기능과 관련이 있을 것으로 추측된다4 8 ) . 과거 결막의 배상세

포에서만 생성되는 것으로 알려진 각막상피 표면의 뮤신은 단일항체를 이

용한 실험에서 인체 각막상피 및 결막상피에서 생성됨이 알려졌다4 9 ) .

MUC1이 인체 각결막의 상피세포로부터 발현됨이 역전사 중합효소 연쇄반

응 결과, in s itu hybridization, 면역조직화학염색을 통해 밝혀졌고18 ), 그 기

능 또한 눈물 층의 유지와 병원균이나 외부 세포물질의 부착을 막는 것이

라고 한다. 이러한 상피세포 표면에서의 MUC1이 같은 음전하를 띤 다른

뮤신을 밀어냄으로서, 안구표면에서의 점액층이 안정되게 확산과 이동을

되게 한다. 안정된 확산과 이동을 가능하게 해준다.

Muc1 mRNA (쥐의 mucin 1 gene), 단백질이 없는 쥐는 Muc1 knock

마우스는 정상마우스에 비해 결막염이나 안검염에 걸리기 쉬웠는데, 이것

으로 MUC1이 안구표면에서 세균 감염에 대한 중요한 보호막으로 작용한

다는 것을 추정할 수 있었다5 0 ) . MUC1의 기능 중에는 다른 세포의 부착을
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막는 것이 있는데 이것은 MUC1의 분자량이 아주 크기 때문이며, MUC1

표면에 있는 WGA lectin에 반응하는 음전하을 띠는 사이알산에 의한 것으

로 추측할 수 있다. 각막상피에 결손이 생기면 녹농균의 각막 표면 부착이

용이해지는데
5 1,5 2 )
이것은 상처난 각막의 표면에 MUC1 단백이 없는 것과

관련이 있을 것으로 본다. 즉 MUC1은 큰 분자량과 함께 세포 밖으로 길

게 뻗쳐진 구조로 인해 세균부착을 막고 세포를 보호하는 역할을 하는 것

으로 추정할 수 있다.

본 연구에서는 뮤신 중에서 MUC1을 이용하여 각막내피세포의 뮤신층

의 생성원류를 밝히고자 하였는데, 이는 MUC1이 뮤신 중에서 가장 흔하

게 존재하고, 각막상피에서도 쉽게 발견되므로 내피세포에서의 비교 연구

에 도움이 될 것으로 보기 때문이었다. 본 연구에서는 뮤신층의 생성원류

를 밝히기 위하여 3가지의 다른 분자 생물학적 기법을 이용하여 인체 각막

내피세포에서의 MUC1 mRNA와 단백질을 증명하고자 하였다. 인체 각막

내피세포의 역전사 중합효소 연쇄반응 결과 상피세포에서는 하나의 밴드,

내피세포에서는 세 개의 밴드를 보였다. 비록 내피세포에서 세 개의 밴드

가 나타났지만 더 이상의 실험은 하지 않았는데, 왜냐하면 충분한 신선 인

체 각막내피세포를 얻기가 어려웠고, 368 base pair 의 뮤신 배열이 염기서

열을 배열해 본 결과 MUC1과 99.5% 일치되었기 때문이다. In s itu

hybridization 에서는 다수의 검음색 입자가 각막내피세포 핵 주위서 발견

되었는데, 이로써 MUC1 mRNA의 존재를 각막내피세포에서 확인할 수 있

었다. 즉 MUC1의 유전자는 각막내피세포에 있으며, MUC1의 생성 또한

내피세포에서 이루어짐을 알 수 있었다. 그리고 각막내피세포의 웨스턴 블

롯팅 수행시 이미 MUC1의 존재가 입증된 인체 각막상피세포를 양성 대조

군으로 사용하여 본 결과 각막내피세포 역시 약 210 kD 이상의 분자량에

서 양성소견을 보임을 관찰하였다. 그리고 많은 논문에서 보고된것18 ,40 ,5 3 )과
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마찬가지로 웨스턴 블롯팅 결과에서는 밴드의 위치가 약간 다른 MUC1 특

유의 다형성(polymorphism )을 볼 수 있었다. 뮤신은 당화가 많아서 뮤신단

백질의 면역조직화학 염색은 아주 어려운 과정인데, 본 실험에서는 인체

각막내피 층의 염색양성의 소견을 관찰할 수 있었다. 각막내피세포 밖에서

염색된 MUC1이 비록 얇은 선으로 관찰되어 양이 적은 것은 짐작할 수 있

지만, 이상의 결과로 우리는 MUC1이 각막내피세포 내에서 발현되며, 내피

세포로부터 생성된 MUC1이 세포 밖으로 배출된다는 것과 MUC1이 각막

내피세포의 표면에 있는 뮤신층의 구성성분이라는 것을 알 수 있었다.

HMFG- 1로 인체 내피세포를 염색한 것의 강도는 상피보다 훨씬 덜 했는

데, 이것은 서로 다른 세포에서의 MUC1 총량의 차이에 따른 것으로 본다.

우리는 MUC1의 생성과 발현에 관한 추가적인 연구를 통해 각막내피세

포 보호에 있어서의 MUC1의 구체적인 역할과 각막내피세포와 방수간의

생리적 작용을 규명할 수 있을 것으로 본다.

본 실험에서는 각막내피세포 수량의 제한으로 직접 각막내피를 싸고 있

는 뮤신의 화학적 성분을 밝힐 수는 없었으나, 추후 이에 관한 연구가 필

요할 것으로 보이고, 그 결과는 각막내피세포의 보호 방안과 추후 각막내

피세포를 효율적으로 보호할 수 있는 점탄물질의 개발 시 필요한 자료가

될 것으로 보인다.
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Ⅴ . 결 론

각막내피세포의 뮤신층은 그 생성 및 기능에 있어서 알려진 점이 거의

없는 바, 각막내피세포 표면에 존재하는 뮤신층의 성상을 알아보고, 그 생

성원류를 알아보고자 하였다.

Lectin을 이용한 뮤신의 당질 성분염색은 가토의 각막표면뮤신을 1%

paraformaldehyde와 1% glutaraldehyde로 고정한 후 biotinylated lectin을

12시간 반응시키고, 조직을 UltraT ek anti- polyvalent antibody와 UltraT ek

HRP 에 반응시킨 후 광학현미경으로 관찰하였고, WGA lectin - gold

complex를 반응시킨 후 전자현미경으로 관찰하였다.

인체 각막내피세포에서 전체 RNA를 분리한 후, RNA - PCR core kit을

이용해서 역전사 중합효소 연쇄반응을 수행했다. 역전사 중합효소 연쇄반

응 산물을 전기 영동 후 MUC1 밴드 (368 base pair )를 잘라서 plasmid

DNA를 추출하였고, 선발된 클론을 염기서열 결정 방법으로 MUC1 유전자

인지 확인하였다. 그리고 3 5 S 표품된 anti- sense ribo probe를 hybridization

buffer에 넣어서 16시간동안 hybridization을 수행하였다.

조직면역학적 염색은 뮤신 MUC1에 대한 1차, 2차, 3차 항체를 처치하

여 관찰하였다. 관찰 결과는 다음과 같다.

1. 정도의 차이는 있었지만 본 연구에 사용된 11가지 lectin 염색 모두 양

성반응을 보였다. RCA - 1, PHA - E, SNA, WGA, MAA , CON - A는 강한

양성반응을 보였으며, PNA 의 경우 중등도 반응을, SBA, LCA , DBA,

UEA - I에서는 약한 양성 반응을 보였다.

2. WGA lectin- gold 입자들이 전자현미경 관찰결과, 각막내피세포에 부착

된 형태, 세포 내 주머니 형태, 그리고 뜯겨져 나가는 뮤신층 내에서 발
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견되었다.

3. 인체 각막내피세포의 역전사 중합효소 연쇄반응 결과 368bp에 해당하는

MUC1 mRNA 해당부위에서 밴드를 관찰할 수 있었다. 그리고 in s itu

hybridization상 다수의 검은색 입자들이 각막내피세포에서 발견되었고

MUC1 mRNA가 각막내피세포 핵 주위에 존재함을 확인할 수 있었다.

4. MUC1에 대한 항체를 이용한 면역조직화학 염색상 인체각막내피 층에

서 염색 양성 소견을 관찰할 수 있었다.

이상의 결과로 각막내피세포 표면에는 여러 종류의 lectin과 반응하는

당질 층으로 구성된 점액 층이 있음을 확인할 수 있었고, 이 점액 층의 성

분 중에는 각막내피세포에서 생성, 분비되는 MUC1 이 있음을 알 수 있었

다.
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The s tructura l c harac te ris tic s a nd bio c he mic al o rig in of
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J u ng Wo n Pa rk

B rain K orea 21 p roj ect f or M edical S ciences

The Graduate S chool, Y ons ei Univers ity

(Directed by Professor Eung Kw eon Kim )

Corneal endothelial cells play a major role in the maintenance of

corneal transparency . Excessive loss of corneal endothelial cells during

ECCE (Extracapsular cataract extraction ), which is one of the most

common operations in ophthalmology, result s in loss of vision and

eventual corneal transplantation . T herefore, the protection of corneal

endothelial cell during ECCE is indeed significant .

Recently , there have been report s showing that the corneal

endothelial cell surface is covered by a mucous layer . In this study, w e

investigated the nature of this corneal endothelial mucous layer and the

biochemical mechanism of mucin production . T hese data may be useful

in the search for a new viscoelastic material and an innovative

protection method for the corneal endothelial cells .

T he major component of the mucous layer is mucin and this mucin

consist s of a core protein with peripheral carbohydrate branches . We

stained the carbohydrate of mucin with specific lectin to find out the

component of the carbohydrate. All the lectin staining result s show ed
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positive findings . (RCA - 1, PHA - E, SNA, WGA, MAA , Con - A :strong

positive; PNA : moderate; SBA, LCA, DBA , UEA - I: w eak .) T he result s

obtained show ed that the mucous layer covering the corneal endothelial

cells consist s of various kinds of carbohydrate which constitute mucin .

T o determine the location and structural characteristic of mucin , we

observed WGA lectin- gold complex with transmission electron microscopy .

WGA lectin - gold particle w as found in the endothelial cell as a

vesicular shape located on the surface of endothelial cell and in the

separated mucous layer . T his suggested that mucin was produced in

the corneal endothelial cells, remained in the vesicle, and secreted. T he

result s confirmed that mucin is one of the components of mucus layer

overlying the corneal endothelial cell. T o confirm the biochemical

m echanism of mucin production by corneal endothelial cells , w e

performed 3 kinds of molecular biologic studies using MUC1, which is

present in the cornea . We had detected a MUC1 mRNA band from the

RT - PCR result s of human corneal endothelial cells, which coincides with

the positive control band. Using in s itu hybridization , silver grains w ere

observed around the nucleus in human corneal endothelial cells

representing the expression of MUC1 mRNA in the corneal endothelium .

According to Western blot , MUC1 antibodies produced posit ive signals .

Immunohistochemical studies on human corneal sections showed positive

statining for the protein product of MUC1 in corneal endothelium .

T he result s of this study showed that there was a carbohydrate- rich

layer which react s to various lectins on the corneal endothelial surface

and MUC1 is one of the components of this layer .

____________________________________________________________________

Key W ords : corneal endothelial cell, in s itu hybridization, mucin, lectin,

MUC1, RT - PCR
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