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국문요약

생쥐 배자 발생 동안 Glucose-regulatedprotein78(Grp78)의
발현양상 분석

Hox유전자는 발생을 조절하는 유전자 중의 하나로 척추동물과 무척추
동물에 있어서 초기 배 발생 시 특정시기 및 특정 위치에서 발현하며,몸통
전・후 축의 형태를 형성하는데 있어 masterregulator유전자로서 알려져
있다.그러나 이 Hox유전자가 어떤 유전자를 조절하여 발생에 관여하는
지에 대해서는 자세하게 밝혀져 있는 바가 없다.

본 연구에서는 프로테옴 분석을 통해 Hoxc8의 downstream target
gene으로 잠정 발견된 Grp78이 배자 발달 과정 중 어느 시기에 또 배자의
어느 부위에서 발현하는 지를 RT-PCR,insituhybridization등을 통해
분석하고,invitrocellculturesystem에서 Grp78이 실제로 Hoxc8에 의해
직접 조절을 받는 지를 reporter-effectorassay를 통해 분석하였다.

Grp78의 시・공간적 발현 패턴을 transcriptionallevel에서 보면,11.5일
배자를 전・후 축을 따라서 7부분으로 나눈 것과 7.5일에서부터 17.5일 배자
를 가지고 RT-PCR를 이용하여 관찰한 결과,시기에 따라서는 Grp78의 발
현이 차이가 많이 나지만 모든 시기에 발현된다는 것을 알 수 있었고,배자
의 몸통부분에서 강하게 발현하는 패턴이 Hoxc8의 발현과 유사한 것으로
나타났다.

Insituhybridization방법을 이용하여 Grp78이 삼차원적으로 발현되는
패턴을 관찰해 보면,초기 배자에서 Grp78은 후에 기관으로 형성되는 내배
엽, 체절(somite) 그리고 신경관(neural tube)을 이루는 신경상피세포
(neuroepithelium cell)에서 발현하는 것을 볼 수 있었고,후기 배자에서는



- vii -

간,늑골(rib)과 척추(vertebra)가 되는 연골 부분,폐의 craniallobe안에 가
지가 형성되는 부분,턱밑샘(submandibulargland)과 후신(metanephros)에
서 발현되는 것으로 보아 기관형성 중에 tissue-specific하게 발현하는 것을
관찰할 수 있었다.

신경관의 신경상피세포,늑골과 척추가 되는 연골 부분,후신은 Hoxc8
의 발현과 일맥상통하는 부분으로서 Hoxc8이 형태 형성 시에 세포의
apoptosis의 진행을 조절한다고 보고된 바를 토대로 유추해 보면,Grp78이
Hoxc8에 의해서 세포의 apoptosis를 조절한다고 생각된다.

Grp78이 Hoxc8에 의해 조절 받는 지를 invitro상에서 알아보기 위해
잠정적인 Hox와 cofactorbinding site를 가진 Grp78 upstream 부분을
pGL2 promoter에 클로닝하고,Hoxc8의 존재 하에 발현을 분석한 결과
Hoxc8에 의해 Grp78의 발현이 control보다 3배 이상 증가하는 것을 확인할
수 있었고,이 증가를 다시 siRNA를 이용하여 Hoxc8의 발현을 저하시켰을
때는 Grp78의 발현이 감소하는 것을 관찰하였다.

이상의 결과로 미루어 보아 Grp78은 Hoxc8에 의해 직접적으로 조절을
받는 Hoxc8downstream targetgene이라고 생각된다.

핵심 되는 말 :Grp78,발현 패턴,Hoxc8,Grp78upstream 부분,Hoxc8
downstream targetgene
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생쥐 배자 발생 동안 Glucose-regulatedprotein78
(Grp78)의 발현양상 분석

<지도교수 김 명 희>

연세대학교 대학원 의과학과

강 진 주

ⅠⅠⅠ...서서서론론론

배자가 형성되어 하나의 개체가 되기 위해서 사용되는 수많은 분자들은
진화를 통해서 복잡한 관계를 이루고 있다.1그 중에서도 초파리에서 처음
발견된 Hox 유전자는 helix-turn-helix 형태의 DNA결합 부위
(homeodomain)를 공유하고 있는 전사조절인자(transcriptionfactor)로 보고
되어 있다.2-4발생 과정 중 몸체 형성 과정은 초파리와 생쥐가 동일한 종류
의 유전자를 사용한다고 알려져 있다.5,6

Hox유전자는 발생을 조절하는 유전자 중의 하나로 척추동물과 무척추
동물에 있어서 초기 배 발생 시 특정시기 및 특정 위치에서 발현하며,2,3,7몸
통 전・후 축의 형태를 형성하는데 있어 masterregulator유전자로서 알려
져 있지만8,이 Hox유전자가 어떤 유전자를 조절하여 발생에 관여하는 지
에 대해서는 자세하게 밝혀져 있는 바가 없다.

Grp78은 본 실험실에서 Hox유전자의 paralogousgroupVIII의 하나인
Hoxc8의 putativedownstream targetgenes중의 하나로 분석되었다.9
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GRPs는 처음 닭의 배자 fibroblast를 glucose가 없는 배지에서 배양했
을 때 강하게 발현되어지는 단백질로서 보고되었으며,10 그 후
glycosylation에 영향을 미치는 물질이나 세포 내의 Ca2+level저해 등의 조
건 아래에서 GRPs가 유도된다고 알려졌다.또한 GRPs는 극심하게 glucose
가 없는 상태,저산소증,endoplasmicreticulum(ER)에서 칼슘이 고갈되었을
때와 같은 stress상태에서 전사 조절이 야기되어진다는 것이 invitrocell
culture실험에서 밝혀졌다.11,12이렇듯 GRPs의 발현 유도 기작에서는 GRP
promoter에 다수의 endoplasmicreticulum stresselements(ERSEs)를 가지
고 있기 때문인 것으로 보고되고 있다.10

현재 약 10여종의 GRPs(Grp78, Grp94, Grp170, Erp72, PDI,
Grp58/aliasErp57,calreticulin등)가 보고되었으며,그 중 하나인 Grp78은
ER내부에 존재하는 chaperone으로 알려졌다.또한,이것은 lymphoid세포
에서 immunoglobulin heavy 또는 light chain과 결합하기 때문에
immunoglobulinheavy-chain-bindingprotein(BiP)이라고도 불리 운다.뿐
만 아니라,Grp78은 heat-shock-protein70(Hsp70)family에 속하는 일종의
Hsp70이라고도 불리우며 61%의 homology를 가지고 있지만,stressprotein
family의 구성원일 뿐 그 기능은 다르다고 알려져 있다.또한 대장균에서
Grp78과 유사한 기능을 하는 Escherichiacoli(E.coli)Dnak나 ERluminal
Ca2+storageprotein이라고 보고되었다.11,13,14

그 기능에는 molecularchaperone으로서 ER 내에서 단백질의 알맞은
folding과 assembly에 도움을 주고,서로 aggregation하는 것을 방지해주는
역할을 한다고 보고되었다. ER로부터 운송되어지는 misfolding 및
under-glycosylated단백질과 좀 더 안정된 복합체를 만드는 역할을 한다고
알려져 있다.또한 ER내에서 Ca2+항상성을 조절하는 것으로도 발표되었으
며,산화적인 스트레스에 대항하여 세포의 apoptoticpathway에 관여한다고
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도 보고되었다.15-17

발생 동안 배자 조직에서의 Grp78발현은 생쥐 발생에서 초기 2-cells
시기에서부터 blastocyststage로 진행되는 동안 증가한다는 보고가 있으며,
wholeembryoculture실험을 통해 발생 9.5일째의 생쥐 배자에서 저혈당
스트레스를 유발 시키면 심장(heart),신경관(neuraltube),장 내배엽(gut
endoderm),체절(somite),외배엽(surfaceectoderm)에서 발현한다고 보고된
바 있다.그러나 정상 배자 발생 과정 중 체계적인 발현 패턴은 잘 알려져
있지 않은 실정이다.10,11

그러므로 본 연구에서는 생쥐 배자 발생과정 중 Grp78의 시․공간적
인 발현 패턴을 RT-PCR그리고 wholemount/coldinsituhybridization를
통해 관찰하고,Hoxc8발현과의 연관성을 비교하고자 한다.또,Hoxc8의
downstream targetgenes중 하나로 발견된 Grp78이 실제로 Hoxc8에 의해
직접적으로 조절을 받는 지를 reporter-effectorplasmid를 제작한 후 분석하
고자 한다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.Grp78의 시․공간적 발현양상 분석

가.배자 준비

교배를 위해 ICR 생쥐(Samtako,Osan,Korea)를 이용하였다.생쥐는
저녁에 암컷 3-4마리와 수컷 1마리를 한 우리에 합사시켰고,다음 날 오전
10시 전에 암컷에서 질전(vaginalplug)이 관찰되면,이때를 발생 0.5일로 정
의하였다.발생 7.5일부터 17.5일까지의 배자의 경우 날짜에 맞게 임신한 암
컷을 경추 탈골 시켜 희생시킨 후 배자를 차가운 1×PBS안에서 적출하였
다.

나.RNA 분리

바로 적출한 배자 혹은 배자 절편을 액체질소에 넣어 얼린 다음
guanidium isothiocyanatetechnique(GIT)방법을 이용하여 RNA를 추출
하였다.조직을 tube에 넣고 denaturing 용액(4 M guanidium isothi
ocyanate, 25 mM sodium citrate/2H2O, 0.5%(w/v) sodium lauryl
sarcosinate,0.1M β-mercaptoethanol)을 배자 무게 100mg당 3㎖씩을
첨가시킨 후,pestle로 잘게 파쇄시켰다.배자를 15㎖ 튜브로 옮긴 후,2
M NaOAc를 140㎕ 넣고 잠깐 동안 섞어 주었다.Chloroform-isoamyl
alcohol(49:1)을 처리하였고, 15초간 강하게 혼합한 후 얼음에 15분간 방
치하였다.4℃ 3,500rpm 으로 30분간 원심분리한 후 상층액을 취해 새로
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운 1.5㎖ 용량의 microtube로 옮긴 후,상층액과 동량의 chloroform-
isoamylalcohol(49:1)을 처리하고 혼합하였다.다시 12,000rpm 으로 4℃
에서 20분간 원심분리한 후 상층액을 취해 새로운 1.5 ㎖ 용량의
microtube로 옮긴 다음,상층액과 동량의 isopropanol을 첨가하여 -70℃
freezer에서 1시간 이상 반응시켰고,12,000rpm 으로 20분간 원심분리하
여 침전시킨 다음 70% ethanol로 세척한 후 건조시켰다.침전된 RNA는
DEPC 처리한 증류수에 녹이고,UV-spectrophotometer를 이용하여 정량
하였다.

다.Reversetranscription(RT)

RT는 2㎍의 RNA를 200ng의 oligodT,H2O를 14㎕까지 넣고
70℃에서 5분간 열을 준 후,바로 얼음에 넣어두고 dNTP(2.5mM each)
5 ㎕,RNaseinhibitor(0.5 unit/㎕)0.5 ㎕,moloney murineleukemia
virusreversetranscriptase(MMLV-RT 200unit/㎕,Promega)0.5㎕,
MMLV-RT 10×Buffer5㎕ 혼합액을 11㎕씩 첨가시켜 37℃에서 1시간
동안 반응시켜 cDNA를 만들었다.

라.Hoxc8downstream targetgenesprimer 제작 및 PCR

준비한 cDNA를 가지고,Hoxc8 downstream targetgenes에 대한
primer는 바이오니아(대전,한국)회사를 통해 primerdesign프로그램에 적
용하여 제작,구입하였다.대조군으로 β-actin과 Hoxc8specificprimer를
사용하였다.: β-actin primer(sense; 5’-CATGTTTGAGACCTTCAACA
CCCC-3’, antisense;5’-GCCATCTCCTGCTCGAAGTCTAG-3’;350bp)
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와 Hoxc8 specific primer(sense;5’-CACGTCCAAGACTTCTTCCACCA
CGGC-3’; antisense; 5’-CACTTCATCCTTCGATTCTGGAACC-3’; 450
bp).이외에 PCR반응에 사용한 primer와 PCR조건은 Table1과 2에 나타
내었다.

Table1.PrimersusedfortheanalysisofputativeHoxc8downstream
targetgenes

primer sequences size (bp)

Glucose-regulated protein 78(Grp78)

Carbonic anhydrase II(CAII)

Tubulin beta 5 chain

ATP synthase

Proliferating cell nuclear antigen(Pcna)

Retinoblastoma binding protein 7(Rbbp7)

Elongation factor I-beta

proteasome subunit alpha type 5

(F) 5’-CTCGAATTCCAAAGTTCAG -3’
(R) 5’-TACCAAGTGTAAGGGGACAC -3’

(F) 5’-AAAATATGCTGCAGAGCTTC -3’
(R) 5’-CCTTTGTTTTAATGGAATGC -3’

(F) 5’-TACACAGAGGGAGCTGAGTT -3’
(R) 5’-CAGTAGGTCTCATCCGTGTT -3’

(F) 5’-ATTTTTCCAGGCATCATTG -3’
(R) 5’-GATGGTCATATTCACCTGCT -3’

(F) 5’-TGCTCTGAGGTACCTGAACT -3’
(R) 5’-TGCTTCCTCATCTTCAATCT -3’

(F) 5’-AAGTGAATCGTGCTCGTTAT -3’
(R) 5’-AGGCATACAGTATGGTCATC -3’

(F) 5’-AGTATGGCCCTAGCAGTGTA -3’
(R) 5’-TAGCTTCTCTGCTTCCTCAC -3’

(F) 5’-TTGGAGAAGAAGATGCAGAT -3’
(R) 5’-ACACTGTACAAAGGTCCCAG -3’

187 bp

287 bp

209 bp

122 bp

128 bp

125 bp

160 bp

173 bp

primer sequences size (bp)

Glucose-regulated protein 78(Grp78)

Carbonic anhydrase II(CAII)

Tubulin beta 5 chain

ATP synthase

Proliferating cell nuclear antigen(Pcna)

Retinoblastoma binding protein 7(Rbbp7)

Elongation factor I-beta

proteasome subunit alpha type 5

(F) 5’-CTCGAATTCCAAAGTTCAG -3’
(R) 5’-TACCAAGTGTAAGGGGACAC -3’

(F) 5’-AAAATATGCTGCAGAGCTTC -3’
(R) 5’-CCTTTGTTTTAATGGAATGC -3’

(F) 5’-TACACAGAGGGAGCTGAGTT -3’
(R) 5’-CAGTAGGTCTCATCCGTGTT -3’

(F) 5’-ATTTTTCCAGGCATCATTG -3’
(R) 5’-GATGGTCATATTCACCTGCT -3’

(F) 5’-TGCTCTGAGGTACCTGAACT -3’
(R) 5’-TGCTTCCTCATCTTCAATCT -3’

(F) 5’-AAGTGAATCGTGCTCGTTAT -3’
(R) 5’-AGGCATACAGTATGGTCATC -3’

(F) 5’-AGTATGGCCCTAGCAGTGTA -3’
(R) 5’-TAGCTTCTCTGCTTCCTCAC -3’

(F) 5’-TTGGAGAAGAAGATGCAGAT -3’
(R) 5’-ACACTGTACAAAGGTCCCAG -3’

187 bp

287 bp

209 bp

122 bp

128 bp

125 bp

160 bp

173 bp
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Table2.PCRconditionsfortheputativeHoxc8downstream targetgenes

2.Grp78의 삼차원적 발현양상 분석

가.배자 준비

(1)Wholemountinsituhybridization

임신한 암컷을 날짜에 맞게 경추를 탈골시켜 희생시킨 후 배자를 PBS
안에서 적출한 다음,PBS로 한 번 씻어 준 후 4% paraformaldehyde
(PFA)/PBS에 넣어 4℃에서 배자의 크기에 따라 1-12시간 동안 고정시켰다.
그리고 PBT,25%,50%,70% MetOH/PBT로 5분씩 4℃에서 씻어준 다음,
마지막으로 100% methanol에 담가서 필요할 때까지 -20℃에서 저장하였다.

(2)Frozensection

임신한 암컷을 날짜에 맞게 경추 탈골 시켜 희생시킨 다음 배자를 PBS

primer denaturation annealing polymerization cycle

Grp78

CAII

Tubulin beta 5 chain

ATP synthase

Pcna

Rbbp 7

55 ℃ 30sec

45 ℃ 30sec

45 ℃ 30sec

45 ℃ 30sec

55 ℃ 30sec

55 ℃ 30sec

55 ℃ 30sec

50 ℃ 30sec

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

25

25

25

25

25

25

25

25

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

Elongation factor I-beta

proteasome subunit alpha type 5

primer denaturation annealing polymerization cycle

Grp78

CAII

Tubulin beta 5 chain

ATP synthase

Pcna

Rbbp 7

55 ℃ 30sec

45 ℃ 30sec

45 ℃ 30sec

45 ℃ 30sec

55 ℃ 30sec

55 ℃ 30sec

55 ℃ 30sec

50 ℃ 30sec

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

72 ℃ 1min

25

25

25

25

25

25

25

25

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

94℃ 30sec

Elongation factor I-beta

proteasome subunit alpha type 5
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안에서 적출한 후,PBS로 한 번 씻어주었고 4% paraformaldehyde(PFA)/
PBS에 넣어 4℃에서 하루 넣어두었다.그리고 30% sucrose/PBS로 바꾸어
준 후 4℃에서 하루 더 넣어두었다.그 다음 tissuetek(Miles,Elkhard,IN)
에 배자를 넣었고,tissuefreezingmedium(TRIANGLEBiomedicalScience,
Durhm,NC)으로 덮은 다음 -70℃에 보관하였다.

나.Invitrotranscription

(1)Grp78유전자의 subcloning

pGEM T-vector에 있는 Grp78을 제한 효소 sphI과 salI으로 잘라
jetsorb gelextraction kit(GENOMED,U.S.)를 사용하여 elution하였다.

Multicloning 자리의 끝에 각각 T7과 SP6promoters를 가지고 있는
pGEM-7zf와 pGEM-3zf를 sphI과 XhoI,그리고 sphI과 salI으로 각각
잘라 elution 한 다음,분리해 놓은 Grp78절편과 실온에서 1시간 동안
ligation하였다.그리고 형질 전환을 하기 위해서 먼저,competentcell현탁
액이 들어 있는 microtube를 -70℃ freezer로부터 꺼내 얼음에 두면서 녹였
다.Ligation혼합물이 포함된 microtube에 competentcell현탁액 30㎕를
넣고,20분간 얼음에 방치하였다.그 다음 42℃에서 90초간 열을 가하였고,
LB 배지를 950㎕ 넣고 다시 37℃에서 1시간 배양한 후 X-gal40㎕(50
mg/㎖)/IPTG 4㎕(0.8M)가 포함된 LBagarplate표면에 도말한 다음,3
7℃ 배양기에서 밤새 배양한 다음,blue/whitecolonyselection을 하였다.
멸균된 이쑤시개를 이용하여 whitecolony를 선택하여 LB배지에 접종하여
37℃에서 밤새 배양하였다.
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(2)PlasmidDNA 정제

PlasmidDNA를 분리하기 위해 alkalinelysis방법을 사용하였다.원하
는 plasmid를 포함하는 대장균 균주를 LB 배지에서 밤새 배양한 후 3,500
rpm에서 20분 동안 원심분리 한 후 상층액을 제거하였다.침전물에
solutionI(50mM glucose,25mM Tris-HCl,pH 8.0,10mM EDTA pH
8.0)을 100㎕ 첨가하고 혼합한 후 여기에 solutionII(0.2N NaOH,1%
SDS)를 200㎕ 첨가하여 실온에서 5분간 방치한 다음,여기에 다시 150㎕
의 solutionIII(60㎖ 5M potassium acetate,11.5㎖ aceticacid,28.5㎖
dH2O)를 첨가하고 혼합한 후,4℃ 12,000rpm에서 15분간 원심분리하여
plasmidDNA를 포함하고 있는 상층액을 새 튜브에 옮겼다.여기에 동량의
chloroform-isoamylalcohol(24:1)혼합액을 넣고,섞어서 원심분리하고 상층
액을 새 튜브에 옮긴 후 100% ethanol을 1㎖ 첨가하고 잘 혼합하여 실온
에서 2분간 방치하고 5분간 4℃에서 12,000rpm으로 원심분리하여 상층액을
제거하였다.DNA 침전물을 70% ethanol로 세척한 후 다시 한 번 원심분리
하여 DNA를 침전시키고 건조시켰다.최종적으로 RNaseA(10mg/㎖)가 첨
가된 적당량의 TE buffer(10mM Tris-HCl,pH 8.0,1mM EDTA,pH
8.0)에 녹여 -20℃에 보관하면서 제한효소 반응에 이용하였다.

(3)RNA probes

Probe으로서 antisense와 senseRNA를 합성하기 위해 pGEM 7-grp78
과 pGEM 3-grp78를 제한 효소 BamH I로 잘라서 linear로 만든 다음,T7
RNA polymerase를 이용하여 digoxygeninelabeledUTP가 포함되어 있는
nucleotide혼합액을 섞어 준 후 37℃에서 2시간 동안 반응시켰다.
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그 다음 4M LiCl과 100% ethanol로 정제해 준 다음,wholemount와
tissuesections의 insituhybridization에 사용하였다.

다.Insituhybridization을 통한 입체적 발현양상 분석

(1)Wholemountinsituhybridization

먼저 배자를 75%,50%,25% MetOH/PBT와 PBT로 rehydration시킨
다음,6% H2O2/PBT로 1시간 동안 bleach하고 다시 10㎍/㎖ proteinase
K/PBT를 배자의 크기에 따라 2-15분간 처리하였다.그 다음,2mg/㎖
glycine을 넣어 proteinase K를 불활성하게 만들었다. 그리고 0.2%
glutaraldehyde/4% paraformaldehyde/PBT를 첨가하여 재고정을 시킨 후,
PBT로 씻어주었고 배자를 prehybridization solution(50% formamide,5×
SSC,pH 4.5,50㎍/㎖ yeasttRNA,1% SDS,50㎍/㎖ heparin)에 넣어 1
시간 동안 70℃에서 반응시킨 다음,1㎍/㎖ digoxygenine-labeledRNA
probe를 포함하는 hybridizationsolution을 첨가하여 70℃에서 밤새 반응시
켰다.

그 다음 날 posthybridization wash 과정으로 solution I(50%
formamide,5×SSC,pH 4.5,1% SDS)으로 30분간 70℃에서 2번 씻어주었
다.그 다음,solutionI과 solutionII(0.5M NaCl,10mM Tris-HCl,pH
7.5,0.1% tween20)를 동량으로 혼합하여 10분간 70℃에서 씻어주었고 다
시 solutionII만으로 3번 실온에서 5분씩 씻어주었다.그 다음 배자를 100
㎍/㎖ RNaseA를 포함하고 있는 solutionII에 넣어 37℃에서 30분간 2번 반
복해준 후 TBST로 다시 씻어주었고,blocking solution(FBS 1㎖,10%
blockingpowder1㎖,MalateBuffer3㎖)을 처리하여서 preblocking을 실
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온에서 90분 동안 반응시켰고,anti-digoxygenineantibody(1:1,000)를 첨가
하여서 실온에서 밤새 반응시켰다.

다음 날,TBST로 1시간 씩 5번,NTMT로 30분씩 2번 씻어주었고,다
시 NTMT로 밤새 씻어주었다.그 다음 날,4.5㎕/㎖ NBT와 3.5㎕/㎖
BCIP를 첨가한 NTMT에 배자를 옮겨 어두운 곳에서 발색 반응을 시켰다.
3시간 이후부터 원하는 발색이 관찰되면 PBT로 2-3번 씻어주어 발색 반응
을 정지시켰다.

(2)Coldinsituhybridization

얼어 있는 배자를 10-12㎛ 두께로 잘라서 코팅이 되어 있는 슬라이드
에 붙인 다음 4% paraformaldehyde/PBS에서 20분 동안 고정을 시켰고,
PBS에서 3분씩 3번을 씻어 주었다.

그리고 10 ㎍/㎖ proteinase K/PBS를 4분간 처리하고,다시 4%
paraformaldehyde/PBS에 5분간 고정시켜 준 다음 PBS로 다시 씻어주었다.
Acetylation(295㎖ H2O,4㎖ triethanolamine,0.525㎖ HCl,0.75㎖ acetic
anhydride)반응을 한 다음,다시 PBS로 씻어주었고 500㎕ prehybridiza
tionsolution을 각각의 배자 절편 위에 떨어뜨렸다.

슬라이드를 humidifiedchamber(5×SSC,50% formamide용액을 적신
종이를 깔아서 준비)에 올려놓고,2시간 동안 실온에 방치한 후 RNA probe
200-400 ng/㎖를 포함하고 있는 hybridizationsolution을 첨가한 다음 위에
coverslip을 덮고,72℃에서 밤새 반응시켰다.

다음 날 coverslip을 제거하고,0.2×SSC에서 3시간 동안 72℃에 넣어
둔 다음,0.2×SSC에서 5분간 실온에 두었다.그리고 levamisole(240mg/
ℓ)를 포함하고 있는 bufferB1(0.1M Tris,pH 7.5,0.15M NaCl)을 첨가
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하여 실온에서 5분간 반응한 다음,blockingsolution을 떨어뜨리고 1시간
동안 실온에 다시 anti-digoxygenineantibody(1:5,000)를 첨가한 다음,4℃
에서 하룻밤 반응시켰다.

다음 날 bufferB1으로 3번 씻어 준 다음 levamisole(240mg/ℓ)를 포
함하고 있는 bufferB3(0.1M Tris,pH 9.5,0.1M NaCl,50mM MgCl2)를
첨가하고,10분 후 bufferB4(240mg/ℓ levamisole을 포함하고 있는 buffer
B3,4.5㎕/㎖ NBT,3.5㎕/㎖ BCIP)을 다시 배자에 첨가한 다음,parafilm
으로 덮은 후 어두운 곳에서 반응시켰다.발색된 것이 관찰되면 PBS로 씻
어주었고,말린 다음에 universalmount(Huntsville,AL,USA)를 첨가하여
보관하였다.

3.Hoxc8에 의한 Grp78의 발현 조절

가.Hoxc8과발현 시 hoxc8downstream targetgenes의 발현분석

(1)Cellculture

Mouse F9 teratocarcinoma cell(F9 cell)은 ATCC(American Type
CultureCollection,USA)에서 구입하였다.세포 배양은 0.1% 젤라틴 코팅이
된 plate에 10% fetalbovineserum(FBS),60㎍/㎖ penicillin(GibcoBRL)
과 100 ㎍/㎖ streptomycin 첨가된 dulbecco's modified eagle
medium(DMEM,GibcoBRL,USA)에 5% CO2,37℃ 배양기에서 수행하였
다.

분화시키기 위해 0.1% 젤라틴 코팅이 된 60mm dish에 1×105개의 세
포를 단층이 되게 깔아 주었다.다음 날 10-7 M retinoicacid(RA)와 10
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mM dibutyryl-cAMP를 첨가하고 4일 동안 매 24시간 될 때마다 배지를 갈
아주면서 호일에 싸서 빛을 차단한 다음 5% CO2,37℃ 배양기에서 배양하
였다.

(2)Transfection

F9과 분화된 F9cell을 6wellplate에 1×105개 정도 단층이 되게 깔아
주었다.다음 날,혈청이 없는 배지에 DNA 1㎍를 넣고,plusreagent를 첨
가시키고 실온에서 15분간 반응시킨 다음 혈청이 없는 배지에 lipofectamine
reagent를 준비하여 혼합하여 다시 15분 동안 방치하였다.그 동안 cell이
있는 plate에서 배지를 제거하고 혈청이 없는 배지로 바꿔주었다.그리고
DNA-plus-lipofectaminereagent혼합물을 골고루 넣어 준 다음 3시간 동
안 5% CO2,37℃ 배양기에서 배양한 후에 혈청이 있는 배지로 갈아주었다.

(3)RNA 분리 및 RT-PCR

배양한 세포(1×106cells)에 RNAzolTM B를 0.2㎖ 넣고 pipetting으로
cell을 분쇄시켜주었다.그 다음 chloroform/isoamylalcohol(49:1)을 넣고 혼
합해준 후 얼음에 5분간 방치해두었고,12,000rpm에서 15분간 4℃에서 원
심분리하였다.

상층액을 옮겨 동량의 isopropanol를 넣은 다음 4℃에서 1시간 정도 두
거나 -20℃에서 밤새 반응시켰다.다음 날 원심분리하여 75% ethanol로 씻
어주었고 말려서 DEPC H2O에 녹였다.RT-PCR은 1-다와 같은 방법으로
수행하였다.
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나.ReporteranalysisofGrp78

(1)MousegenomicDNA 정제

쥐의 꼬리를 1cm 정도 잘라서 proteinaseK buffer(10mM Tris-HCl,
pH 7.8,5mM EDTA,0.5% SDS,H2O)350㎕를 넣고,해부용 가위를 이
용하여 잘게 자른 다음,proteinaseK buffer350㎕와 proteinaseK(20mg/
㎖) 36 ㎕를 다시 첨가한 다음 55℃에서 밤새 반응시켰다.다음 날
RNaseA(10mg/㎖)를 첨가하고,37℃에서 1-2시간 동안 반응시킨 후 12,000
rpm에서 10분간 원심분리하고 상층액을 분리하였다. 여기에 동량의
phenol:chloroform-isoamylalcohol(25:24:1)을 넣고 원심분리하여 상층액을
분리하였고,이 과정을 한 번 더 반복하였다.그리고 chloroform-isoamyl
alcohol(24:1)을 혼합한 후 원심분리하여 상층액을 분리하고 동량의
isopropanol을 섞어 주었다.튜브 안에 DNA가 실 모양으로 보이면,끝이 약
간 구부러진 유리막대를 이용하여 DNA를 건져낸 다음 막대에 붙은 상태로
70%,99.9%,99.9% ethanol로 세척 및 탈수하고 TE buffer에 유리막대를
잘라 넣어 DNA를 녹인 후 사용하였다.

(2)Grp78upstream specificprimer제작 및 PCR

Genebank로 부터 Grp78의 upstream sequence를 분석(NCBI,blast
program)하여 primer를 제작 하였다. Grp78 upstream primer(sense;
5’-GCACCAGTAGATTGGGTTA-3’, antisense; 5’-GCACCTCACTTTC
TCACGCTG-3’; 2361 bp)는 바이오니아(대전, 한국)에서 구입하였다.
MousegenomicDNA를 주형으로 94℃에서 5분,50.5℃에서 30초,72℃에서
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3분 동안 30회를 반복하였다.

(3)Cloning

(가)Ligation

Jetsorbgelextractionkit을 이용하여 원하는 크기의 band를 elution하
여 pGEM-T vector에 클로닝 한 후,제한 효소 EcoR I으로 자른 insert를
pBluescriptvector(pBSvector)의 동일한 자리에 subcloning을 하였다.pBS
vector에 클로닝된 것을 제한 효소 KpnI과 BamH I으로 잘라 insert를 꺼
냈다.그리고 T4DNA ligase를 이용하여 pGL2promotervector의 KpnI과
BglII자리에 insert와 vector를 3:1비율로 첨가하고,실온에서 1시간 동안
ligation하였다.

(나)형질전환

먼저 competentcell현탁액이 들어 있는 microtube를 -70℃ freezer에
서 꺼내 얼음에 두면서 녹였다.Ligation 혼합물이 포함된 microtube에
competentcell현탁액 30㎕를 넣고,20분간 얼음에 방치하였다.그 다음
42℃에서 90초간 열을 가하였고,LB 배지를 950㎕ 넣고 다시 37℃에서 1
시간 배양한 후 LBagarplate표면에 도말한 다음,37℃ 배양기에서 밤새
배양한 다음,멸균된 이쑤시개를 이용하여 colony를 선택하여 LB배지에 접
종하여 37℃에서 밤새 배양하였다.

(다)PlasmidDNA 정제

PlasmidDNA를 분리하기 위해 alkalinelysis방법을 사용하였다.원하
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는 plasmid를 포함하는 대장균 균주를 LB 배지에서 밤새 배양한 후 3,500
rpm으로 20분 동안 원심분리한 후 상층액을 제거한 다음 STE buffer(10
mM Tris-HCl,pH 8.0,0.1M NaCl,1mM EDTA,pH 8.0)25㎖를 혼합
하여 원심분리하여 상층액을 제거하였다.Solution I(50mM glucose,25
mM Tris-HCl,pH 8.0,10mM EDTA,pH 8.0)을 4㎖ 첨가하고 혼합한
후 여기에 solutionII(0.2N NaOH,1% SDS)를 8㎖ 첨가하여 실온에서 5
분간 방치한 다음,다시 여기에 6㎖의 solutionIII(60㎖ 5M potassium
acetate,11.5㎖ aceticacid,28.5㎖ dH2O)를 첨가하였고,혼합한 후 얼음에
서 10분간 방치하였다.4℃ 3,500rpm에서 30분간 원심분리하여 상층액을
분리한 다음 0.6배의 isopropanol를 섞어서 실온에 10분간 방치하고,3,500
rpm으로 30분간 실온으로 원심분리한 후,70% ethanol으로 씻어주고 말렸
다.그리고 TE300㎕에 녹인 다음 5M LiCl를 첨가하고 원심분리하여 상
층액을 취하였다.여기에 동량의 isopropanol을 넣고 실온으로 원심분리한
후 pellet을 70% ethanol로 씻어주고 말린 다음 RNaseA(10㎎/㎖)를 첨가한
TE에 녹여 실온에서 30분간 방치하였다.

여기에 동량의 phenol:chloroform-isoamylalcohol(25:24:1)을 혼합하여
원심분리한 상층액에 동량의 chloroform-isoamylalcohol(24:1)를 첨가하였
고 다시 원심분리한 상층액에 2배 부피의 100% ethanol,1/10배의 3M
sodium acetate를 넣어서 -20℃에서 밤새 방치하였다.다음 날 원심분리한
후 70% ethanol으로 씻어주었고 말린 다음 H2O 1㎖와 PEG-MgCl2(40%
polyethyleneglycol8000,3mM MgCl2)0.5㎖를 넣고 침전물을 완전히 녹
여 실온에 10분 이상 방치해 둔 후 실온에서 20분간 12,000rpm에서 원심분
리하였다.그리고 이후부터는 cleanbench에서 처리하였다.70% ethanol을
넣고 원심분리하는 것을 2번 반복하여 수행한 다음 10-20분간 말린 후
ultra-pureH2O에 녹이고,spectrophotometer를 이용하여 정량하였다.
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(4)Cellculture

(가)Transfection

전 날 F9cell을 12wellplate에 1×105개 단층이 되게 깔아 주었다.다
음 날,혈청이 없는 배지에 DNA 1㎍를 넣고,여기에 control인 pRL-SV40
vector(renillaluciferase)10ng와 plusreagent를 첨가하고 실온에서 15분
간 반응시킨 다음 혈청이 없는 배지에 lipofectaminereagent를 준비하여 혼
합하여 다시 15분 동안 방치하였다.그 동안 cell이 있는 plate에서 배지를
제거하고 혈청이 없는 배지를 넣어주었다.그리고 DNA-plus-lipofectamine
reagent혼합물을 골고루 넣어 준 다음 3시간 동안 5% CO2,37℃ 배양기에
서 배양한 다음 혈청이 있는 배지로 갈아주었다.

(나)Dualluciferasereporterassay

Transfection후 24시간 동안 방치한 다음,luciferasereporterassay는
dualluciferaseassaykit(Promega)에서 제시한 방법을 따랐다.PBS로 씻어
주고 1×PLB(5×passivelysisbuffer를 증류수로 희석하여 사용)를 첨가하
여 실온에서 15분간 반응시켰다.그런 다음 튜브를 얼음 안에 박은 후 4℃
에서 5분간 원심분리한 다음 상층액을 새로운 튜브에 옮겼다.

다른 튜브에는 LARII(10 ㎖ luciferaseassay bufferII에 luciferase
assaysubstrate를 녹인 용액)를 담아 여기에 cell분해물을 20㎕넣어 혼합
하여 reporteractivity를 10초 동안 읽어준 다음 여기에 stop& gloreagent
(stop& globuffer1㎖에 50×stop& glosubstrate20㎕가 혼합된 용액)
를 혼합하여 준 후 10초 동안 renilla activity를 읽었다. 이 때
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luminometer(TD20/20)는 2초간 지연 후 10초간 activity를 읽는 것으로 설
정하였고 모드를 DLR(dualluciferasereport)로 해서 luciferase와 renilla를
측정하였다.

다.Hoxc8siRNA에 의한 Grp78의 발현 분석

(1)Hoxc8siRNA design및 제작

Hoxc8(NM_01046)sequence를 이용하여 제작 가능한 siRNA 서열을 분
석한 다음(Table3),그 중에서 가장 유력할 것으로 분석된 siRNA(1)와
homeobox안에 위치하고 있는 siRNA(2)를 선택하여 삼천리 제약(시흥,경
기도)에 제작・의뢰하여 합성하였다.

SenseRNA oligo와 antisenseRNA oligo에 각각 1㎖의 RNase가 없
는 물을 넣고 섞는 다음,senseRNA oligo60㎕와 antisenseRNA oligo
60㎕에 5×universalbuffer를 혼합하여 90℃에서 2분간 반응시킨 후,30℃
에서 1시간 방치하여 doublestrand구조를 만들었다.

(2)Transfection및 dualluciferasereporterassay

12wellplate에 F9cell을 1×105개로 단층이 되게 깔아 주었고,다음
날 혈청이 없는 배지에 DNA 1㎍와 Hoxc8siRNA 10nM을 넣고,plus
reagent를 첨가시킨 다음 실온에서 15분간 반응시켰다.다음,혈청이 없는
배지에 lipofectaminereagent를 준비하여 혼합하고 다시 15분 동안 방치하
였다.그 동안 cell이 있는 plate에서 배지를 제거하고 혈청이 없는 배지로
바꿔준 다음 DNA-plus-lipofectaminereagent혼합물을 골고루 넣어주고
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3시간 동안 5% CO2,37℃ 배양기에서 배양 한 후에 혈청이 있는 배지로 갈
아주었다.Luciferaseassay는 나-4(나)와 같이 수행하였다.

Table3.ProposedsiRNA sequenceofmurineHoxc8gene

H oxc8 (N M _010466) : mouse siR N A design

(1)
Sense          5 ’- AG A C G C  C U C  C A A U U  C U A U  -3 ’

A nt isense 5’- AU A G A A U U U  G G  G G C G U C  U  -3 ’

(2)
Sense         5 ’- G U A U C A G A C  C U U  G G A A C U  A  -3’

A nt isense 5’- U A G  U U C  CC A G G U  C U G  AU A  C  -3’

(3)
Sense           5 ’- C A A G G C  C A C U U A A A U  C A G  A  -3 ’

A nt isense 5’- U C U  G A U  U U A A G U  G G C  C U U  G  -3 ’

(4)
Sense          5 ’- U A A A U C  CU C C G C C A A C A C U  -3’

A nt isense 5’- AG U  G U U  G G C  G G A G G A U U U  A  -3 ’

(5)
Sense          5 ’- AU G  AC A C U C A C A AC U  CU A  A  -3 ’

A nt isense 5’- U U A G AG  U U G  U G A G U G  U C A  U -3’

(6) Sense          5 ’- A A A G A C  A AG  U G A A G A U U U  G  -3 ’
A nt isense 5’- C A A AU C  U U C  AC U  U G U  C U U  U  -3 ’

H oxc8 (N M _010466) : mouse siR N A design

(1)
Sense          5 ’- AG A C G C  C U C  C A A U U  C U A U  -3 ’

A nt isense 5’- AU A G A A U U U  G G  G G C G U C  U  -3 ’

(2)
Sense         5 ’- G U A U C A G A C  C U U  G G A A C U  A  -3’

A nt isense 5’- U A G  U U C  CC A G G U  C U G  AU A  C  -3’

(3)
Sense           5 ’- C A A G G C  C A C U U A A A U  C A G  A  -3 ’

A nt isense 5’- U C U  G A U  U U A A G U  G G C  C U U  G  -3 ’

(4)
Sense          5 ’- U A A A U C  CU C C G C C A A C A C U  -3’

A nt isense 5’- AG U  G U U  G G C  G G A G G A U U U  A  -3 ’

(5)
Sense          5 ’- AU G  AC A C U C A C A AC U  CU A  A  -3 ’

A nt isense 5’- U U A G AG  U U G  U G A G U G  U C A  U -3’

(6) Sense          5 ’- A A A G A C  A AG  U G A A G A U U U  G  -3 ’
A nt isense 5’- C A A AU C  U U C  AC U  U G U  C U U  U  -3 ’
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IIIIIIIII...결결결 과과과

1.Grp78의 시・공간적 발현양상 분석

Hoxc8의 downstream targetgenes으로 잠정 보고된 유전자들과 위치
특이적으로 발현되는 Hoxc8과의 관계를 알아보기 위하여 형태 형성 중
Hoxc8이 강하게 발현하는 11.5일된 배자를 이용하여 전・후 축에 따른 발
현양상을 비교하였다.배자를 전・후 축을 따라 7부분(H1,H2,M1,M2,
M3,M4,T)으로 절단한 다음 각 부위로부터 총 RNA를 분리한 후,
RT-PCR을 수행하였다.

그 결과 Hoxc8에서는 forelimb과 흉부 부분을 포함하는 M2와 아래 흉
부 부분을 포함하는 M3에서 강하게 발현되는 것과 유사하게 Grp78이 M2
부분에서 발현되는 것을 확인할 수 있었다. 그러나 다른 Hoxc8
downstream targetgenes는 모든 부분에서 발현 되는 것을 관찰할 수 있었
다(Fig.1).
또한,시기적으로도 관계가 있는 지 알아보기 위해 7.5일 배자에서부터

17.5일 배자에서 RNA를 분리하여 RT-PCR로 확인 하였다.Hoxc8은 8.5일
배자에서부터 17.5일까지 거의 모든 배자에서 발현되는 것을 관찰할 수 있
었다.이에 비하여 Grp78은 7.5배자에서부터 16.5일 배자까지 발현되었으나
발현 양은 시기에 따라 많은 차이가 있었고,특이하게도 periodic한 발현 양
상을 보였다(Fig.2).
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Figure1.SpatialexpressionpatternofGrp78inmouseembryoatday
11.5p.c.(A)linesindicatethedissectedregionsatembryoofday11.5
p.c.(B)RT-PCR pattern ofHoxc8 and putative Hoxc8 downstream
targetgenesincludingGrp78alongtheA-Paxis;H1(head1),H2,M1
(middle1),M2,M3,M4,andT (tail).β-actinwasusedfortheinternal
control.
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Figure2.TemporalexpressionpatternofGrp78inmouseembryosof
day 7.5-17.5 p.c.RT-PCR pattern ofHoxc8 and Grp78 in mouse
embryos. β-actin was used forthe internalcontrol.The amountof
mRNA expressionwasnormalizedwiththatofβ-actin.
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2.Grp78의 삼차원적 발현양상 분석

낭배형성(gastrulation)이 시작되는 초기 7.5일째 배자에서는 내배엽에서
관찰되었으며(Fig.3A-D),8.5일과 9.5일째 배자의 경우 신경관(neuraltube)
의 신경상피세포(neuroepithelium cell)에서 발현되었다(Fig.3E-I,L).9.5일
째 배자에서는 체절(somite)에서도 Grp78이 강하게 발현되었다(Fig3I-K).

배자의 기관들이 형성되기 시작하는 중기 배자인 10.5일과 11.5일 배자
에서는 공통적으로 간으로 될 hepaticprimordium과 신경관의 신경상피세포
에서 발현되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig.3Q-U).특히,11.5일 배자의
wholemountinsituhybridization방법으로 분석한 경우에도 간에서 매우
강하게 발현되는 것을 확인할 수 있었다(Fig.3q).

후기 14.5일 및 15.5일 배자는 공통적으로 늑골(rib)이 되는 연골 부위
(cartilageprimordium)와 폐의 craniallobe부분의 통로 주위에서 발현되는
것을 관찰할 수 있었다(Fig.3U-Z,3a,b).15.5일 배자에서는 턱밑샘
(submandibulargland)과 신장이 되는 후신(metanephros)에서 Grp78의 발
현이 관찰되었다(Fig.3c,d).
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Figure3.ExpressionpatternofGrp78duringmurineembryonicdevelop
ment.Coldinsituhybridizationwasperformed.(A,C,D)sagittal(B)
frontalsectionofday7.0p.c.embryo;(E,F)frontalsectionofday8.0
p.c.embryo;(G,H)neuroepithelium cells;(I,K,L)sagittaland(J)cross
sectionofday9.0p.c.embryo;(M,N)sagittalsectionofday10.5p.c.
(Q,R)sagittalsectionofday11.5p.c.,insetin(Q)wholemountinsitu
hybridization;(O,S)hepaticprimodium,(P,T)neuroepithelium cellsof
neuraltube;(U)sagittalsectionofday14.5p.c.(paraffinsection),(Y)
sagittalsectionofday15.5p.c..(V,Z)cartilageprimordium ofrib,(W,
a) lung- segmental bronchus within cranial lobe, (X) cartilage
primordium ofvertebra,(b)cartilageprimordium ofventralpartofshaft,
(c)submandibularglandand(d)metanephros.
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3.Hoxc8에 의한 Grp78의 발현 조절

가.Hoxc8과발현 시 Hoxc8downstream targetgenes의 발현분석

Putative Hoxc8 downstream target genes으로 분석된 유전자들
(Glucose-regulated protein 78(Grp78),Carbonic anhydrase II(CAII),
Tubulin beta 5 chain, ATP synthase, Proliferating cell nuclear
antigen(Pcna),Retinoblastoma binding protein 7(Rbbp7),Elongation
factor1-beta,proteasomesubunitalphatype5)이 transcriptionallevel에
서 Hoxc8에 의해 직접 조절을 받는지를 알아보기 위하여 F9cell과 분화시
킨 F9cell에 Hoxc8를 각각 과발현 시킨 다음 RT-PCR을 수행하였다.대조
군으로는 F9cell과 Hoxc8이 들어있지 않은 벡터만 transfection시킨 F9
cell을 사용하였으며,실험군인 Hoxc8을 과발현 시킨 F9cell과 그 발현 양
을 비교하였을 때 Grp78은 Hoxc8이 과발현 되었을 때 그 양이 더 증가 되
는 것을 확인할 수 있었다(Fig.4).
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Figure4.ExpressionpatternofplausibleHoxc8targetgenesinF9and
differentiatedF9cells.DifferentiationofF9cellsweregrownfor4days
in thepresenceof10-7 M retinoicacid(RA)combinedwith 10mM
cAMP.TotalRNA was isolated from F9 cell(control)orpcDNA3
(control) or pcDNA: c8 (Hoxc8 transfectant) transfected F9 and
differentiatedF9 cellswereanalyzedbyquantitativeRT-PCR. 
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나.Grp78reporteranalysis

Hoxc8에 의해 Grp78의 발현이 증가되는 것을 관찰하였으므로 Grp78의
upstream region에 현재까지 보고된 Hoxbindingmotif18-24가 존재하는 지
를 분석하였다.NCBI의 Blastprogram(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bla
st/)을 이용하여 분석한 결과 여러 군데에 Hox와 결합하는 부분 (TAAT,
ATTA,TGAT[t/g]NA[t/c])이 존재하고 있음을 발견하였다(Fig.5,6A).

Hoxc8에 의해 Grp78의 발현이 실제로 조절되는지 알아보기 위해서
upstream Grp78(ugrp78)을 pGL2 promoter vector에 클로닝하여(pGL2-
ugrp78)Hoxc8과 함께 F9cell에 cotransfection한 다음 luciferaseactivity
를 측정하였다.그림 6B에서와 같이 Hoxc8에 의해 reporter의 발현이 증가
됨을 알 수 있었고, upstream sequence가 reverse로 들어간 경우
(pGL2-rugrp78)는 Hoxc8이 transactivation시키지 않았다.
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GCACCAGTAGATTGGGCTTAGTGATTCTATCTTAATACTAGTCTGATGCAACCCAA-56
AGGAAGATCAATGTTATGACAGTATTACAAGCCTGACTGAAAGAGCTGTGTGATGC-112
AACTTCTATAGCAAGGATGGAGTTGACTGAGTCACTAATCTTTGAGGAATGAGAAA-168
GGAAAAAAATTCCTGAACACTGATTCATAGGCTCAACATTTTAGTGACTGTGCGTG-224
TGATGTTTTAGTAGTATTTGCACAGTGTACTTATGAAGCTCAGAATACATTTAATA-280
GGAATACTGGAGTCATTTCCTGCCTGTAATAAATGGCCCAAGTAGCCTTCATAAGC-336
ATGTCTATAAGGACTTGGGGTGCAGAGATGGTGGACCTGAGAGTTCAAGGCCAGCC-392
TGGTGGACATGTTGAGCTCCAGGCCTGGAGACAGATGTCAGTTGTGTAGCATGCAT-448
AGATGCAAGTCCCATGGTAGTACATGCCTATGCCTGAAGTTCTCAGCACTTGGGAG-504
GTATAGATAGAAGAAACAGAAGTTCAAAGTCATTTGCTACACAGTTTGAAGACTGG-560
GGGTGCATGAAATTTGTCTTTAAACAACAAAAAAGGGTGGTGGTGGTGGGAATCAA-616
TAGTATAAATTATGGAGTAAAATCAACCGGGTTATTAACTATATTCTCAGCACTTA-672
TCAATCGACCATTCTAGCTATTTAATCGCTCTTGGTCTCAATGGTCTCTTCTGGAA-728
AATGGGAAAAATGTACCAAGACTTGAATATGAATAAATGACACATGGAAAACACAT-783
AGGAGGATCAGTAGTTATAGACCAGCTTGGGCCTGTGTACAATGCCTCTCAAAATA-839
CATAAAACAAAACAATGAAGTACATAATAAGCTCAAGTAGTAACTTGTTTTGTTTG-895
TCCCCCAACATACTATTATAAAAGAGTAAAGCATCAGCAAGACTTTTTTGTCTGCT-951
AAACGTCTTTAGCATTATCAGCCCTATTCCAAGAGTCGAATAGGGTGGTGTCAAGA-1007
AGGAAGAGGGAAAGAGGAAGGACTTATAAATAATAACCAGTGTCATAAATGGAAAT-1063
GCTATGCTAGAACAGGTTAGCGAACAATAAGGCGCTACGAGAGAGAGAGAGAGAGA-1119
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGAAAAGATACATCTCATGGTGGAAAGTGCTCGTTT-1175
GACCATAGTACTGAATCTCCGCGGCGGAGAAAGGGAATAGGTTACAATTGGCCAGG-1231
CCAATCCTGGGACTTAACCCCGGCAAAGGGAAGATTCGAAAGGCCTGGAAAGACAC-1287
ATACGGCTAGCCTTGGGGTGAAGGAGAAACACGGTTAGCTGAGAAGCACCAGGATT-1343
CTCAGCGAGGCAGAATCCAGATCAGGCCCCAGCTCGAGACGTGCAGGCCGGGCGAG-1399
TAACAGGGCCTGGACTCTGGGACATCCGAGAACGTGTGGAGGCTGGGGAGGGCGAT-1455
CACAGCTGAGGCCGGGCAGCTCAGGACGCGGGGAATCGAGGAGGAGAAAGGCCGCG-1511
TACTTCTTCAGAGTGAGAGACAGAAAAGGAGACCCCGAGGGAACTGACACGCAGAC-1567
CCCACTCCAGTCCCCGGGGGCCTGGCGTGAGGGGAGGACCTGAACGGTTACCGGCG-1623
GAAACGGTCTCGGGGTGAGAGGTCACCCGAAGGACAGGCAGCTGCTGAACCAATAG-1679
GACCAGCGCTCAGGGCGGATGCTGCCTCTCATTGGTGGCCGTTAAGAATGACCAGT-1735
AGCCAATGAGTCAGCCCGGGGGGCGTAGCAATGACGTGAGTTGCGGAGGAGGCCGC-1791
TTCGAATCGGCAGCAGCCAGCTTGGTGGCATGGACCAATCAGCGGCCTCCAACGAG-1847
TAGCGACTTCACCAATCGGAGGCCTCCACGACGGGGCTGTGGGGAGGGTATTTAAATTTAAAAG-1903
GCGAGTCGGCGACGGCGCGCTCGATACTGGCCGAGACAACACTGACCTGGACACTT-1959
GGGCTTCTGCGTGTGTGTGAGGTAAGCGCCGCGGCCTGCTGCTAGGCCTGCTCCGA-2015
GTCTGCTTCGTGTCTCCTCCTGACCCCGAGGCCCCTGTCGCCCTCAGACCAGAACC-2071
GTCGTCGCGTTTCGGGGCCACAGCCTGTTGCTGGACTCCTAAGACTCCTGCCTGAC-2127
TGCTGAGCGACTGGTCCTCAGCGCCGGCATGATGAAGTTCACTGTGGTGGCGGCGG-2183
CGTTGCTGCTGCTGGGCGCGGTGCGGGCCGAGGAGGAGGACAAGAAGGAGGATGTG-2239
GGCACGGTGGTCGGCATCGACTTGGGGACCACCTATTCCTGGTAAGTGGTATCCGT-2295
CGAAGGAGGAGGGGGTGGGGAGGAGTGGGGCGTGGCCTCCGGGGCCAGCGTGAGAA-2351
AGTGAGGTGC-2361

Figure5.Sequenceanalysisoftheupstream regulatoryregionofmurine
Grp78gene.PutativeHox bindingcoremotifsareboxed.Startcodon
(ATG)isunderlined.TATA boxismarkedbyboldcharacters.
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Figure 6. Transactivation of Grp78 by Hoxc8. (A) Schematic
representationofGrp78upstream sequence,showingthelocationofthe
Hoxbindingsite.(B)Luciferase(Luc)activitieswereassayed24hrafter
transfectionusingtheDualluciferaseassaykit(Promega).Theresults
arethemeanvalueofthreeindependentexperiments.pGL2-ugrp78and
pGL2-rugrp78plasmid(0.5㎍/㎕)weretransientlycotransfectedwith0.5
㎍ oftheHoxc8expressionvector.Transfectionefficiencyforeachassay
wasassessedbycotransfectionof10ngofrenillaluciferaseexpression
plasmid.
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다.Hoxc8의 siRNA에 의한 Grp78의 발현 분석

Grp78의 발현이 Hoxc8에 의해 직접적으로 조절을 받는 다는 것을 재
검증하기 위하여 Hoxc8에 대한 siRNA를 제작하였다(재료 및 방법 참조).
ControlpGL2-promoter에 비해 pGL2-ugrp78이 Hoxc8발현시 약 4.5배 정
도 증가하였으며 이 발현의 증가는 Hoxc8 siRNA(1)과 (2) 그리고
siRNA(1),(2)가 동시에 존재할 때 모두 down-regulation되었다(Fig.7).

Figure7.EffectofHoxc8siRNA ontheexpressionofGrp78inF9cells.
Luciferaseactivitieswereassayed24hraftertransfectionusingthedual
luciferaseassay kit(Promega).Transfection efficiency foreach assay
wasassessedbycotransfectionof10ngofrenillaluciferaseexpression
plasmid. The results are the mean value of three independent
experiments.
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ⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

    Hox유전자는 발생 과정 중 시・공간 특이적으로 발현하여 개체의 형
태를 만드는데 관여하는 전사 조절 인자로서 다수의 downstream target
genes의 활성을 조절하는 masterswitch로서 알려져 있다.25-27

현재까지 직접적으로 Hox 유전자로부터 조절을 받는 downstream
targetgenes에 대해서는 알려진 것이 거의 없다.그러나 최근 보고에 따르
면,molecularlevel에서 Hoxa7이 keratinocytetransglutaminasetype1을
조절하여 keratinocyte분화에 관여하고28,Hoxa5는 progesteronereceptor
gene의 활성을 조절하며,Hoxc8이 osteopontingene을 억제하는 데 관여한
다는 연구가 보고되었다.29

본 연구에서는 Hoxc8의 직접적인 targetgenes을 규명하기 위하여 프
로테옴 분석을 통해 Hoxc8의 downstream targetgenes9로 추정되는 유전
자들의 발현 양상을 조사하여 transcriptionallevel에서 Hoxc8과 비교하였
다.대부분의 경우,Hoxc8mRNA의 발현 양상과 일치하지 않는 것으로 보
아 이들이 Hoxc8에 의해 직접적으로 조절되기 보다는 Hoxc8의 과발현으로
인해 변화된 다른 유전자들의 발현에 의해 조절되는 것으로 보이며,조절되
었다 하더라도 transcriptionallevel이라기 보다는 post-transcriptional또는
translationallevel에서 조절된 것으로 생각된다.그러나 Grp78의 경우,
Hoxc8과발현에 의해 발현이 증가하였으며 배자 발생과정 중 시・공간적
발현 양상이 Hoxc8과 상당히 유사한 것을 확인할 수 있었다.

신경관(neuraltube)의 경우,9.5일 부터 Grp78의 발현이 관찰되었으며,
Hoxc8도 8.5일에서는 신경외배엽(neuroectoderm)에서 발현되고,9.5일 이후
부터는 신경관에서 발현됨을 관찰할 수 있었다.26Hoxc8이 강하게 발현되는
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C(cervical)5-T(thoracic)1의 neuronalsegment는 forelimb으로 뻗어나가는
운동 신경(motorneuron)이 존재하는 것으로 알려져 있는데30 흥미롭게도
Grp78또한 이 부위에서 강하게 발현되었다.Hoxc8-deficientmouse경우,
운동 신경에서 apoptosis가 증가하였으며 이를 통해 Hoxc8이 운동 신경의
survival에 관여할 것이라고 보고된 바 있다.30Grp78또한 C5-T1에서의 강
한 발현을 고려해 볼 때,Hoxc8이 Grp78를 조절하여 운동 신경 apoptosis
를 억제하고,cellsurvival에 도움을 주어 척수(spinalcord)형성에 중요한
역할을 수행할 것이라고 생각된다.

체절(somite)의 경우,paraxialmesoderm으로 cellcluster들은 척추
(vertebra)의 신경관과 척색(notochord)에 접하여 형성되고,발생 후기에는
cell이 이동하여 늑골(rib),척추,invertebraldiscs로 분화된다고 보고된 바
있다.31Grp78도 9.5일부터는 체절에서 보여 지고,14.5일 이후부터는 척추
와 늑골이 될 연골 부분(cartilageprimordium)에서 발현되는 것을 관찰할
수 있다. 특히, 늑골이 되는 연골 부분은 Hoxc8의 과발현에 의해
proliferatingchondrocytes가 축적되고,maturation이 억제된다는 보고가 있
다.32Grp78역시 늑골이 되는 연골 부분에서 발현이 되었고,Grp78이 cell
survival에 관여하고,cancercell에서 cellproliferation에 관여한다는 사실로
유추해 볼 때10,Hoxc8의 과발현에 의한 proliferatingchondrocytes의 축적
은 Grp78이 그 기능을 수행하는 것일 수도 있다고 사료된다.

후신(metanephros)의 경우,14.5일과 15.5일 째 배자에서 Grp78이 후신
의 branch가 형성되는 부분에서 발현하는 것을 관찰하였다.보고된 바에 따
르면,rat13일 째 배자에서 Grp78이 mesenchymal-epithelialconversion에
관여한다고 한다.33이 때,TGF-β2는 mesenchymalcell의 proliferation을
촉진하는데 신장의 발생과정에서 TGF-β family인 BMP4,BMP7,TGF-β2
등이 발현되어 신장의 발생을 조절하는 것으로 알려져 있다.33Hoxc8은 11.5
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일로부터 mesonephric과 metanephrickidney에서 발현이 되고,Hoxc8이
BMP4에 의해 세포의 분화와 증식을 조절한다는 연구 결과를 볼 때40,
Hoxc8과 Grp78이 BMP4signal를 통해 신장의 발생을 조절할 수도 있음을
시사한다.

신장의 형태 형성을 위해서는 extracellularmatrixmolecule즉 matrix
metalloproteinase,matrixmolecules,growthfactor,growthfactorreceptor
들이 요구되는데 이들은 모두 secretory혹은 transmembraneprotein으로서
ER 내에서 합성되며,이를 위해서는 왕성한 ER protein bioassembly
activity를 갖고 있는 GRP78같은 단백질이 많이 요구될 것으로 생각된다.
그리고 흥미롭게도 rat 13.5일 배자의 ureteric bud (UB) branch에서
metalloprotease와 growthfactorreceptor의 발현이 증가되었으며,이와 함
께 Grp78도 발현이 증가되었다고 보고된 바 있다.34그리고 Hoxc8의 경우도
mouse배자에서 UB branch근처의 mesenchymalcell에서 발현된다는 보
고로 미루어35신장 형성에 있어서 Hoxc8에 의해 Grp78이 조절될 수도 있
음을 시사한다.

폐의 경우,Grp78은 craniallobe의 가지에서 발현되는 것이 관찰되었
다.폐 또한 신장과 같이 많은 가지를 가진 기관으로서 형태 형성에 있어
FGF나 BMP4와 같은 secretoryprotein이 중요한 역할을 한다고 알려져 있
다.36 따라서 폐에서도 Grp78이 ER 내에서 단백질의 합성, folding,
assembly들이 용이하게 이루어질 수 있도록 도와줄 것으로 생각된다.또한,
폐가 발생하는 과정 중 여러 단계에서 apoptosis가 일어난다고 알려져 있는
데36태아일 때는 epithelium이나 mesenchyme에서 apoptosis가 상대적으로
적게 일어난다고 알려져 있다.그러나 apoptosis조절 기작에 대해서는 알려
진 바가 없다.36따라서 본 연구의 결과들로 Grp78이 apoptosis를 조절하여
폐의 형태를 구축하는데 관여할 것으로 사료된다.
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사람의 경우,Hoxc8이 성인의 폐에서는 발현이 되지 않으나 태아의 폐
에서는 발현이 된다고 보고되어 있다.37이와 같이,태아의 폐에서 apoptosis
가 적게 일어나는 것은 Hoxc8이 태아의 폐에서 발현된 양상과 유사한데,
이상의 보고로 미루어 보아 아마도 Grp78이 Hoxc8의 조절을 받아
anti-apoptoticpathway에 관여한 것으로도 생각된다.

간에서는 다양한 종류의 분비 단백질과 막 단백질들이 만들어지므로16

많은 chaperone단백질들이 필요할 것으로 생각되며,따라서 Grp78의 발현
이 증가되었다고 생각되어진다.그러나 Hoxc8이 간에서 발현된다는 보고는
없었던 것으로 보아 간에서 Grp78의 발현을 위한 또 다른 기작이 있을 것
이라고 생각된다.

턱밑샘(submandibulargland)에서는 중심에 있던 세포들이 하나의 층
이 될 때까지 apoptosis가 일어난다. 이 때 p53/caspase3-mediated
apoptosis는 terminalbud formation에서 중요하고,caspase8/caspase3-
mediatedapoptosis는 ductallumenformation에 관여한다고 보도되어있지
만 apoptoticstopsignal에 대해서는 알려진 것이 없다.38 Grp78의 경우
caspaseactivity를 억제하여 apoptoticsignal를 저해한다는 보고로 미루어13

턱밑샘 형성 시 apoptoticstopsignal에 Grp78이 관여할 수도 있을 것으로
생각된다.

Grp78이 Hoxc8에 의해 직접적으로 조절을 받는다는 것을 증명하기 위
해 invitro상에서 mousegenomicDNA의 Grp78upstream 부분에서 Hox
binding core motif(TAAT,TTAT)9개와 Hox cofactor라고 알려진
PBX1와 Hox가 binding하는 서열(TGAT[t/g]NA[t/c])한 부위를 발견하여
이 부위를 클로닝 한 다음 reporteranalysis를 시행한 결과39,Hoxc8에 의해
Grp78이 up-regulation되고,이 up-regulation이 다시 siHoxc8에 의해
down-regulation되는 것으로 보아 Hoxc8이 Grp78를 직접적으로 조절하는
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것으로 보인다.앞으로 Grp78upstream 부분을 deletion시켜 정확히 어느
부위가 Hoxc8에 의해 조절을 받는 곳인지 알아보고,Hoxc8이 Grp78의
upstream 부분에 binding하는지 확인하여야 할 것이다.

이상의 invivo및 vitro결과로 미루어 보아 Grp78이 초기 발생동안
신경관과 체절에서 발현되고,organogenesis과정에서 후신,폐,척추와 늑
골이 될 연골 부분에서 관찰되는 것이 Hoxc8의 발현 패턴과 유사하며,
reporter-effectoranalysis분석을 통해 Grp78이 Hoxc8에 의해 직접적으로
조절 되는 것으로 보아 Grp78이 Hoxc8directtargetgenes중의 하나일 것
으로 생각된다.
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ⅤⅤⅤ...결결결 론론론

Hoxc8의 downstream targetgenes중의 하나로 유추된 Grp78의 발현 패턴
을 분석하고,repoter-effector assay를 통해 Hoxc8(effector)이 Grp78
(repoter)의 발현을 조절하는 지 알아보았다.

1.생쥐 배자 발생 과정 중 Grp78은 일정한 시기에 발현되었으며,11.5일 째
배자의 경우는 흉부 부분에서 강하게 발현이 관찰되었다.

2.Grp78이 발현되는 기관은 초기 배자에서는 내배엽,신경관의 신경상피세
포에서 발현되었고,후기 배자에서는 간,폐의 craniallobe에서 가지가 되는
부분,척추와 늑골이 되는 연골 부분,턱밑샘과 후신에서 발현 되는 것으로
보아 tissue-specific하게 발현되는 것을 확인할 수 있었다.

3.Grp78의 upstream 부위를 pGL2-promoter(reporter)에 클로닝하여 분석
하였을 때,Hoxc8(effector)에 의해 repoter의 발현이 증가하는 것을 알 수
있었고,다시 Hoxc8siRNA를 이용하여 Hoxc8의 기능을 저해하면 reporter
의 발현이 감소하였다.

이상의 결과들로 미루어 보아 Grp78은 배자 발생 과정 중 시・공간적으로
tissuespecific하게 발현하며 또,Hoxc8에 의해 직접적으로 발현이 조절 되
는 downstream 유전자임을 알 수 있었다.
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Abstract

A studyontheexpressionofGlucose-regulatedprotein78
(Grp78)duringmurineembryogenesis

JinJooKang

DepartmentofMedicalScience
TheGraduateSchool,YonseiUniversity

(DirectedbyProfessorMyoungHeeKim)

TheHoxgenesarekeyregulatorsforanimalbodypatternformation
andareexpressedposition-specificallyalongtheantero-posterior(A-P)
bodyaxisduringearlyembryogenesis.Althoughthemolecularanalysis
fortheposition-specificexpression haswellbeen studied,whatHox
regulates-i.e.,Hoxdownstream targetgenesarenotclearyet.

Previously,Grp78hasbeendiscoveredasoneoftheputativetarget
genesof Hoxc8.Grp78,a memberofa hsp70 family,isa highly
conservedstressproteinandfunctionsasamolecularchaperoneinthe
endoplasmicreticulum (ER)orinthecytosol.

In orderto see the stage-specific expression pattern ofGrp78,
mouseembryosfrom day7.5to17.5p.c.wereisolatedandtotalRNAs
were purified .When RT-PCR was performed using Grp78 specific
primers,periodicexpressionpatternwasdetected.

Sincetheposition-specificexpressionwasclearlydetectedonday
11.5p.c.inthecaseofHoxc8,the regionspecificexpressionofGrp78
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wasalsoanalyzed atthisstage:totalRNAswereisolated from the
segments of the embryos along the A-P axis and RT-PCR was
performed.Interestingly,the region-specific expression pattern was
detectedwithastrongexpressioninthetrunkpartoftheembryo.

Using insituhybridization,dynamicexpressionofGrp78revealed
thatendoderm,somiteandneuroepithelium cellsoftheneuraltubein
earlyembryosexpressedGrp78.Inthecaseof lateembryos,Grp78
expressionwasdetectedintheliver,segmentalbronchuswithincranial
lobeoflung,ossificationcenterwithinthecartilageprimordium ofrib
and vertebra,submandibular gland,as wellas metanephros.These
expression patterns arealike to those ofHoxc8 very much .Since
Hoxc8 has been reported to be a regulator of apoptosis during
organogenesis,itcouldbepossiblethattheapoptoticfunctioncouldhave
beenconveyedthroughtheexpressionofGrp78.

Inordertoinvestigatetheeffectof Hoxc8onGrp78expression,
reporter-effectorassay wasperformed.When theeffectorHoxc8was
present,theluciferaseactivityofthereporter(pGL2-ugrp78)containing
the upstream sequence of Grp78 harboring putative Hox and
Hox-cofactorbinding sites was up-regulated.Whereas,pGL2-rugrp78
containingtheupstream sequenceofGrp78inreverseorientation,and
pGL2promotervectorwerenottransactivatedby Hoxc8.Furthermore
theup-regulationofreporter(pGL2-ugrp78)expressioninthepresence
ofHoxc8 was down-regulated when smallinterfering,siHoxc8 was
treated.TheseresultsaltogetherindicatethatGrp78isoneoftheHoxc8
downstream targetgenes.

Keywords:Grp78,expressionpattern,Hoxc8,reporter-effectorassay,
Hoxc8downstream targetgenes
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